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i. Resumen

Los genomas mitocondriales codifican un conjunto limitado de polipéptidos que son
componentes esenciales de los complejos enzimaticos membranales que participan en la
fosforilacion oxidativa. El presente trabajo aborda el estudio de varios genes mitcondriales que de
manera atipica fueron transferidos al nucleo en un grupo reducido de organismos. Dichos genes,
en particular atp6 y nd4L de Chlamydomonas reinhardtii, sufrieron modificaciones estructurales
importantes durante y después de dicha transferencia al nucleo, lo que les permitié adaptarse de
manera funcional a su nuevo ambiente: el cambio en el uso de codones, la adquisicidon de
secuencias que codifican para presecuencias mitocondriales, y la adquisicion de promotores,
sefiales de poliadenilacién y de intrones. Asimismo, se encontré que las proteinas mitocondriales
codificadas por los genes nucleares muestran propiedades de hidrofobicidad disminuida, en
particular, en aquellas regiones transmembranales que no participan directamente en la funcién
catalitica de la proteina. También se estudié la localizacion del gen cox2 en otras algas cloroficeas.
Se encontré que este gen se encuentra fragmentado en dos unidades en el alga Scenedesmus
obliquus: el gen cox2a que se encuentra en el genoma mitocondrial, y el gen cox2b que fue
transferido al nucleo y representa un estado intermediario en la evolucién de este grupo de algas.
Finalmente, se encontrd la presencia de los genes cox2a y cox2b en los genomas nucleares de
algunos parasitos apicomplejos. La presencia de estos genes equivalentes a los encontrados en
las algas cloroficeas apoya fuertemente la hipétesis de que estos parasitos se originaron a partir de
un evento de endosimbiosis secundaria con un alga miembro de la clase Chlorophyceae, y da por
terminado el largo debate que se ha desarrollado en la literatura sobre el origen de este grupo de

parasitos.



ii. Abstract

Mitochondrial genomes encode a limited set of polypeptides that are components of the
membrane-embedded oligomeric complexes that participate in oxidative phosphorilation. The main
goal of the present work was to analyze the atypical transfer to the nucleus of some mitochondrial
genes in a particular group of organisms. The transfer of atp6 and nd4L genes to the nucleus in
Chlamydomonas reinhardtii, was accompanied by structural modifications that allowed the
succesful expression in the nuclear enviroment: changes in codon usage, the acquisition of
' sequences encoding mitochondrial targeting sequences, and the acquisition of nuclear promotors,
polyadenilation signals and introns. The mean hydrophobicity of the nucleus-encoded mitochondrial
proteins is diminished, particularly in those transmembrane stretches that are thought not to
participate directly in the catalytic function of the protein. The localization of the cox2 gene in other
chiorophyceae algae was also studied. This gene is splitted into two different units in Scenedesmus
obliquus: the cox2a gene is located in the mitochondrial genome while the cox2b gene has been
transferred to the nucleus. This organism represents an intermediary stage in the evolution of this
group of algae. Finally, the genes cox2a and cox2b were found in the nuclear genomes of some
apicomplexan parasites. The presence of these genes equivalent to those of the chlorophycean
algae strongly supports the hypothesis that these parasites were originated by a secondary
endosymbiosis event with a member of the class Chlorophyceae. This observation gives an end to
the long debate that has been taken place in the literature about the origin of this group of

parasites.




iii. Abreviaturas utilizadas

ADP
ATP
atp6
ATP6
CYTb
cox2
coxit
cox2a
COXIIA
cox2b
coxiis
cox3
coxil
Cr -ATP6
DNA
dNTPs
EST
<H>
mesoH
mtDNA
MTS

NADH

ORF

PCR
SDS-PAGE

RNA
TIM-TOM

difosfato de adenosina

trifosfato de adenosina

gen que codifica la subunidad ATP&

subunidad a del complejo FoF; ATP sintasa

citocromo b del complejo be,

gen que codifica la subunidad COXl|

subunidad Il del complejo citocromo c oxidasa

gen que codifica la subunidad COXIIA

subunidad llA del complejo citocromo ¢ oxidasa

gen que codifica la subunidad COXIIB

subunidad 1I1B del complejo citocromo ¢ oxidasa

gen que codifica la subunidad COXIII

subunidad [l del complejo citocromo ¢ oxidasa

subunidad a del compiejo FoF; ATP sintasa de C. reinhardltii
siglas en inglés de acido desoxirribonucléico

desoxinuciedtidos de trifosfato

siglas en inglés de etiqueta de una secuencia expresada
hidrofobicidad local

mesohidrofobicidad

DNA mitocondrial

siglas en inglés de presecuencia mitocondrial (Mitochondrial Targeting
Sequence)

nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida)

siglas en inglés de marco de lectura abierto

siglas en inglés de reaccion en cadena de la polimerasa

siglas en inglés de electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sodio

siglas en inglés de acido ribonucléico

siglas en inglés de translocasas de la membrana interna y externa

mitocondrial
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I. Introduccién

Las mitocondrias son organelos semiauténomos que se encuentran en la gran mayoria de las
células eucariontes. Estos organelos, a pesar de haberse originado como entidades
independientes, se encuentran estrechamente involucrados en el metabolismo celular: ademas de
producir una gran cantidad de ATP, en los Ultimos aflos se han relacionado con procesos de
muerte celular y envejecimiento, desérdenes clinicos e incluso obesidad (Scheffler, 1999).

La produccidn de energla se realiza fundamentalmente mediante el proceso llamado
fosforilacion oxidativa, en el cual electrones son transportados a través de una serie de complejos
proteicos que constituyen la cadena respiratoria, generando de manera simultanea un gradiente
electroquimico de protones que es aprovechado por la FiFo ATP sintasa para sintetizar ATP a
partir de ADP y fosfato (Saraste, 1999).

La estructura de !las mitocondrias

Las mitocondrias son organelos de forma ovalada cuyo tamarfo, estructura interna y
numero por célula varia enormemente en diferentes tipos celulares. Estan compuestas por dos
membranas, una interna y una externa, que engloban una matriz densa que incluye enzimas del
metabolismo intermediario y multiples copias de un genoma que contiene algunos genes que
codifican proteinas de la membrana interna, y algunos elementos necesarios para su traduccion
como RNAs ribosomales y de transferencia. Los otros cientos de proteinas mitocondriales se
encuentran codificadas en el genoma nuclear y son sintetizadas en el citoplasma celular (Figura
I.1A) (Frey y Mannella, 2000).

Estudios recientes de tomografia por microscopia electrénica han permitido hacer
reconstrucciones tridimensionales de las mitocondrias, mostrando que aunque la membrana
interna y las crestas son superficies continuas, éstas Ultimas no son estructuras estaticas abiertas
por completo hacia el espacio intermembranal, sino que mas bien son cisternas polimarficas que
usuaimente presentan multiples conecciones tubulares estrechas (de aproximadamente 28 nm de
diametro) hacia la superficie periférica de la membrana interna y hacia otras crestas (Figura 1.1B)
(Frey y Mannella, 2000).

La mitocondria como unidad energética: la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa
La membrana interna de las mitocondrias eucariontes alberga un grupo de complejos

proteicos que incluyen a diversos transportadores, a los componentes de la cadena respiratoria
mitocondrial (o cadena de transporte de electrones) y a la ATP sintasa.
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kFigura 1.1. Estructura general de las mitocondrias.
' A. Vision esquematica de las mitocondrias (Tomada de Saraste, 1999).
B. Reconstruccién tridimensional de una mitocondria (Tomada de Frey y Manella, 2000).



1. Introduccién

La cadena respiratoria mitocondrial, estd compuesta principalmente de proteinas integrales

de membrana con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar electrones. Cada componente de

:la cadena puede aceptar electrones del transportador precedente y transferirlos al siguiente en una

- secuencia especifica determinada por los potenciales redox. En la reaccién global catalizada 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 O,.

La cadena respiratoria mitocondrial se compone de cuatro complejos enzimaticos: la
' NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), la succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo
1), la ubiquinona:citocromo ¢ oxidorreductasa (complejo Il o citocromo becy) y la citocromo ¢
oxidasa (complejo IV). Los complejos |, Il y IV funcionan como bombas de protones, utilizando Ia
energia de la transferencia de electrones para realizar trabajo electroquimico y translocar protones
desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal. Este trabajo produce y mantiene un
gradiente electroquimico de protones a través de la membrana interna mitocondrial. Bajo
condiciones fisioldgicas normales, el complejo Fi1Fy ATP sintasa (complejo V) utiliza la energia libre
almacenada guiando el flujo de protones nuevamente a la matriz mitocondrial para producir ATP a
partir de ADP y fosfato. Este conjunto de reacciones se conoce como fosforilacién oxidativa (Figura
1.2) (Schultz y Chan, 2001).

El complejo | o NADH:ubiquinona oxidorreductasa, es el complejo de mayor tamario. En el
complejo de mitocondrias de mamiferos se encuentran 43 subunidades diferentes y varios
componentes que pueden funcionar como centros de éxido-reduccion (flavin mononucledtido, entre
siete y nueve centros FeS y ubiquinona fuertemente unida). Este complejo transporta dos
electrones desde el NADH, formado durante la glucdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
hasta una molécula de ubiquinona. De manera acoplada al transporte de electrones, sucede una
translocacion de dos protones por cada electron transferido a través del complejo (Vinogradov,
2001; Schultz y Chan, 2001).

El complejo Il o succinato:ubiquinona oxidoreductasa es un componente tanto del ciclo de los
acidos tricarboxilicos como de la cadena respiratoria. El complejo de mitocondrias de mamifero se
compone de 4 subunidades, se mantiene anclado a la membrana interna por un citocromo tipo b,
contiene FAD y varios centros FeS. Este complejo oxida succinato a fumarato y transfiere
electrones del succinato a la ubiquinona. Este complejo no es una bomba de protones, pero
funciona en el ciclo de Krebs y como punto de entrada de electrones a la cadena respiratoria
(Schultz y Chan, 2001; Saraste, 1999).
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Complejo | Complejo Il Complejolll  Complejolv  Complejo V

citocromo ¢
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O3 —= 2113

ADE =1 :
— ATE }

. Figura 1.2. Complejos enzimaticos mitocondriales involucrados en la fosforilacién oxidativa
(Tomado de Schultz y Chan, 2000).
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El complejo Il o citocromo be;, transfiere los electrones desde la ubiquinona hasta el citocromo
c soluble. Este transporte esta acoplado a la translocacion de protones a través de la membrana
interna mediante lo que se conoce como el ciclo Q. El complejo de mamiferos contiene 11
subunidades, pero solo tres de ellas contienen los centros redox: el citocromo b (que contiene dos
grupos hemo), la proteina Fe-S (que contiene un centro tipo Rieske) y un citocromo ¢, (Saraste,
1999).

El complejo IV o citocromo ¢ oxidasa, realiza la ultima transferencia de electrones de la cadena
respiratoria. Recibe los electrones del citocromo ¢ soluble y reduce al oxigeno molecular
generando agua. De manera acoplada a esta reaccion transloca protones hacia el espacio
intermembranal. Dentro de su estructura se localizan dos grupos redox asociados, los citocromos
tipo a y as; ademas, se localizan dos centros de cobre (Cu, y Cug) que son de gran importancia
para la transferencia de electrones hasta el O, (Malatesta y col., 1995).

El empleo de la energia del transporte de electrones permite el bombeo de protones de la
matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos I, 11l y IV. Esto genera un gradiente
electroquimico de protones que es empleado por la FoF; ATP sintasa (complejo V) para
ti'ansformar la energla del gradiente electroquimico en energia quimica de enlace para la sintesis
" de ATP a partir de ADP y Pi (Mitchell, 1961).

La citocromo c oxidasa

La citocromo ¢ oxidasa es el complejo terminal de la cadena de transporte de electrones.
Este complejo enzimatico se encarga de reducir al oxigeno molecular y transformarlo en agua a
partir de los electrones que recibe del citocromo ¢ soluble presente en el espacio intermembranal.
Los cuatro protones que son necesarios para la reduccién de una molécula de oxigeno son
tomados de la matriz mitocondrial. De manera acoplada, se realiza la translocacién de cuatro
protones adicionales hasta el espacio intermembranal contribuyendo a la formacion del gradiente
electroquimico de protones (Schuitz y Chan, 2001).

La reaccién catalizada puede resumirse como:

i 2+ + p a3t
4citc™ + Oy + 8H" (matrin) » dcitc™ + H,0 +4H*(espac!o Intermembranal)

Los electrones donados por el citocromo ¢ entran al complejo mediante un triptofano
conservado que se localiza en la subunidad 1l (COX 1), y son transferidos hasta el oxigeno
molecular a través de los cuatro centros de oxido reduccion. El centro Cup, se localiza en el dominio
hidrofébico de COX Il y constituye el primer y unico sitio aceptor del complejo. El electrédn se
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transfiéfe' al hemo tipo a que se encuentra en la subunidad | (COX |) y posteriormente al centro
binuclear de la enzima (compuésto por un hemo tipo a; y un Cug acoplado). Este centro binuclear

“se encuentra embebido en la membrana y es el sitio de union de oxigeno y de formacion de la
molécula de agua (Ludwig y col., 2001).

El mecanismo a través del cual se lleva a cabo la translocacién de protones por la
citocromo ¢ oxidasa no ha sido descifrado por completo. Hasta el momento se han realizado
numerosos estudios cinéticos y de mutagénesis dirigida que parecen descubrir ciertos pasos,
sobretodo de como se captan los protones de la matriz mitocondrial. Se ha planteado que existen
dos canales hidrofilicos en COX | que reciben el nombre de los aminoacidos conservados que se
encuentran en la entrada de cada uno de ellos: lisina (canal K) y aspartico (canal D); el canal K
conecta la matriz con el centro binuclear y el canal D atravieza por completo el complejo (y por lo
tanto la membrana). En el fondo del canal D existe un glutamato conservado que es esencial para
el bombeo de protones (Wikstrém, 1998). Se ha planteado que el canal K permite la entrada de los
cuatro protones necesarios para la formacién de agua, mientras que el canal D lleva a cabo la
translocacion de protones a través de la membrana. Se ha observado también que los protones
que utilizan el canal D pueden emplearse en cualquiera de los dos procesos, por lo que se ha
planteado la necesidad de cierto mecanismo que sea capaz de distinguir a qué proceso estan
destinados los protones. El camino que siguen los protones y los cambios estructurales que puede
estar sufriendo el complejo es motivo de estudio intenso (Ludwig y col.,, 2001; Saraste, 1999;
Shultz y Chan, 2001).

En todos los organismos aerobios (tanto bacterias como eucariontes) la composicién
minima de este complejo es de tres subunidades: COX |, COX Il y COX Ill (que presentan 12,2y 7
cruces transmembranales respectivamente). A partir de la estructura cristalografica de los

- -complejos de la bacteria Paracoccus denitrificans (Figura 1.3) (lwata y col, 1995) y de bovino

‘ (TsUkihara y col., 1996), se sabe que estas tres subunidades se encuentran bastante conservadas

. tanto_ en la secuencia de aminoacidos como en las estructuras terciaria y cuaternaria que adoptan

en el complejo. El numero de subunidades adicionales que se encuentran presentes en diferentes
- organismos es muy variable: en bacterias a veces se encuentra una subunidad extra, en levaduras

6 y en mamiferos 10 (Scheffler, 1999).

Como ya se menciond anteriormente, COX | y COX Il son las subunidades directamente
responsables de guiar las reacciones de éxido reduccion; el papel funcional de COX Il no ha sido
completamente elucidado, sin embargo se ha relacionado con la biogénesis del complejo (Haltia y
col., 1991) y con el transporte del oxigeno molecular hasta el sitio catalitico de COX ! (Riistama y
col.,, 1996). El resto de las subunidades, se ha planteado que podrian estar involucradas en la
regulacién fisioldgica del complejo dentro de diferentes estados del metabolismo energético de la

10
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Figura 1.3. Estructura cristalografica del complejo citocromo ¢ oxidasa de Paracoccus denitrificans
(lwata, y col., 1995).
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|. Introduccién

‘célula’(Lu‘dwig y col., 2001). Asi mismo, algunas de estas subunidades supernumerarias son
- especificas de cada tejido (Kadenbach y col., 1983).

En la mayorla de los organismos eucariontes, las subunidades COX |, COX I y COX lll, se
encuentran codificadas en el genoma mitocondrial, mientras que el resto de las subunidades son
sintetizadas en el citoplasma celular e importadas posteriormente al organelo (Lang y col., 1999).

La F,F, ATP sintasa/ATPasa

La ATP sintasa mitocondrial es un complejo enzimatico funcionalmente reversible, capaz
de sintetizar ATP utilizando la energla de un gradiente electroquimico de protones y de hidrolizar
ATP para bombear protones en sentido inverso (Saraste,1999).

Esta enzima se conforma por dos dominios principales: una porcién transmembranal
asimétrica, Fo, que contiene el canal de protones; y una porcién soluble, F;, que contiene los tres
sitios cataliticos que funcionan cooperativamente en las reacciones de sintesis (Figura 1.4A). La
region F, del complejo esta compuesto por cinco subunidades «, B, v, 8y €. Las secuencias de las
subunidades o y B son homoélogas y ambas proteinas tienen un plegamiento similar; en el complejo
activo se encuentran 3 subunidades o y 3 subunidades [ localizadas de manera alternada a
manera de segmentos de una naranja alrededor de un dominio a-hélice que contiene los extremos
amino y carboxilo de la subunidad y (Abrahams y col., 1994; Boyer, 1997). La composicion de la
region Fp varia segun la especie: el Fp mas simple se encuentra en Escherichia coli y esta
compuesta por tres subunidades: a, b y ¢ (Senior y Wise, 1983); el F; mas complejo es el de las
mitocondrias de mamiferos con 9 subunidades (Boyer,1997). El nombre de cada una de las
subunidades del complejo ha sido objeto de numerosas confusiones, ya que subunidades
“homdlogas han adquirido nombres distintos de acuerdo al organismo en el que se describieron, en
la Cuadro I.1 se ha hecho una coorrelaciéon entre la nomenclatura de distintos organismos.

La estructura completa de la FiFy ATP sintasa puede ser dividida en dos estructuras
mecdnicas con diferente funcion: un rotor y un estabilizador. La porcion estabilizadora se forma por
el hexamero ajB; junto con las subunidades a, b, y §; y el rotor se compone por las subunidades ¢
conectadas a las subunidades y y € que forman un cuello central (Wang y Oster, 1998). Se piensa
que el flujo de protones sucede a través de la interfase de las subunidades a y ¢ de la porcién Fo.
La rotacion del multimero de subunidades ¢ genera una torsion que es transmitida a la region Fy a
través de la subunidad y. La rotacién de y se realiza en pasos discretos de 120° cada uno (con
subpasos de 30° y 90°) y se encuentra acoplada a cambios conformacionales de las subunidades

12
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- Figura 1.4. Estructura del complejo F1Fo ATPasa. (A) Modelo del complejo de mitocondrias de bovino.
(B) Estructura cristalografica parcial del complejo que muestra el sector Fy y el oligémero de
subunidades ¢ del complejo de Saccharomyces cerevisiae (Tomados de Stock y col., 1999)
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Cuadro [.1.
Comparacion y nomenclatura de las subunidades del complejo V de varios organismos
(Modificado de Scheffler, 1999) .

Bacterias Mitocondrias Mitocondrias de Cioroplastos
(E. coli) _ animales Levadura (y cianobacterias)
o o o o
B B B B
Y Y Y Y
5 OSCP OSCP 5
€ 8 ) €
- e g -
a aoATP6 7. Ui asve
b S bbb
c - cOATPY: ol
- Coadeln R
e e : —
- fafin -
- : g : -
- L ABL -
- R -] -

14




I. Introduccién

B: el estado catalitico de cada una de las subunidades B y por lo tanto su conformacién local,
depende del estado en que se encuentren los otros dos sitios y de la posicidn de y, aunque puede
decirse también que la posicion de la subunidad y depende de la estructura relativa que presenten
las subunidades B. Se ha propuesto que este proceso sucede en una serie de tres estados por
cada una de las subunidades B que varlan conforme van cambiando los substratos unidos: abierto
(con una alta afinidad), semicerrado (con una afinidad intermedia) y cerrado (con una baja
afinidad). Al analizar la region F, completa resulta que todos los cambios sufridos por una de las
subunidades B, afectan a las otras dos, por lo que el proceso se realiza a lo largo de seis estados
(estos pasos se han descrito durante el proceso de hidrélisis, pero se ha planteado que durante la
sintesis de ATP se siguen las mismas fases pero en sentido inverso). La fuerza que guia los
cambios conformacionales en las subunidades cataliticas, proviene tanto de la translocacion de
protones como de la hidrdlisis det ATP (Abrahams y col., 1994; Elston y col., 1998; Menz y col.,
2001; Wang y Oster, 1998; Yasuda y col., 1998; Yasuda y col., 2001).

El subcomplejo F, de la bacteria Escherichia coli es el mas sencillo que se ha
caracterizado, constituyendo lo que parece ser la unidad minima funcional para este sector. Tiene
solo tres subunidades diferentes con una estequiometria de aib,cs.12. Se piensa que el paso de
protones de un lado a otro de la membrana sucede en la interfase entre las subunidad a y el
conjunto de subunidades c (Jiang y Fillingame, 1998; Vik y col. 2000). La subunidad a es la mas
hidrofébica y en E. coli se cree que adquiere una conformacién de cinco cruces transmembranales
en los cuales se localizan residuos de aminoacidos acidos y basicos que son esenciales para la
translocacion de protones (Arg210, His245, Glu196, Glu219) (Valiyaveetil y Fillingame, 1998; Wada
y col. 1999). La subunidad ¢ es también hidrofébica, tiene dos cruces transmembranales unidos
por un asa hidrofilica. Se cree que, segln el organismo y las condiciones fisiolégicas en que se
encuentre, en cada region Fy existen entre 9 y 14 subunidades ¢ ordenadas a manera de anillo. Se
ha planteado que la transiocacion de protones esta mediada por una protonacion y desprotonacion
del grupo carboxilo del residuo Asp61 que se localiza en el centro del segundo cruce
transmembranal de cada subunidad ¢. Hasta la fecha, sdlo ha sido determinada la estructura del
oligbmero de subunidades ¢ de Saccharomyces cerevisiae, mostrando que la region F; se
encuentra asociado con un anillo de 10 subunidades ¢ (Figura 1.4B) (Girvin y col., 1998; Stock y
col., 1999). La subunidad b tiene una porcién citoplasmica y un dominio transmembranal mediante
el cual se mantiene anclado a la membrana; el dominio citoplasmico es esencial para la unién entre
la region F, y la subunidad a (Dunn y col., 1992; Jiang y Fillingame, 1998; Stock y col., 2000).

Ademas del papel esencial de la ATP sintasa en la produccion de energia celular, se ha

relacionado también con la morfologla mitocondrial. Hace pocos arios, se describié que el complejo
FiFy ATP sintasa de levadura y en mitocondrias de mamifero, existe como un dimero en la

156



I. Introduccién

membrana interna mitocondrial, y recientemente se descubrié la necesidad de que las subunidades
responsables de esta dimerizacion estén presentes para que se formen las crestas mitocondriales
a partir de la membrana interna (Arnold y col., 1998, Paumard y col., 2002; Schéagger y Pfeiffer,
2000).

Las mitocondrias como unidad genética

La teoria del origen endosimbionte de las mitocondrias es la mas aceptada sobre el origen
de estos plastidos; en ella se propone que las mitocondrias son descendientes directos de un
endosimbionte bacteriano que se establecié en el citoplasma de una célula huésped en una etapa
temprana de la evolucion (Margulis, 1970).

El fendmeno de simbiosis intracelular ha sido estudiado experimentalmente en varios
sistemas, y se ha planteado que una endosimbiosis estable incluye cuatro pasos fundamentales:
un reconocimiento inicial; la entrada de los simbiontes a la célula hospedera; el que los simbiontes
eviten la digestion por la célula hospedera; y la divisiéon consecutiva de ambos elementos
involucrados (revisado en Jeon, 1995). Sin embargo, no es claro aun el mecanismo a través del
cual se llevdé a cabo el proceso de endosimbiosis que dio origen a las mitocondrias actuales.
Recientemente se propuso que los eucariontes surgieron a través de una asociacidén metabdlica
entre una a-proteobacteria fermentadora que generaba hidrogeno y bidxido de carbono como
productos de desecho, y una archaea metandgena anaerdbica y autotréfica cuyo metabolismo
dependia estrictamente del hidrégeno, explicando de la manera mas convincente hasta ahora las
presiones que favorecieron el establecimiento de la endosimbiosis (Martin y Muller, 1998).

En fendmenos de endosimbiosis espontaneas entre amibas y eubacterias que se acumulan
en el interior de simbiosomas de diversos tamarios, se ha observado que las amibas se convierten
en organismos completamente dependientes de la bacteria endosimbionte en un periodo de
aproximadamente 18 meses (alrededor de 200 generaciones). En este tipo de simbiosis, se ha
observado que rapidamente comienza un fenémeno de migracién de proteinas desde la bacteria
endosimbionte hacia el nucleo y citoplasma de la amiba hospedera (Jeon, 1995; Pak y Jeon,
1997). Se ha observado también que la amiba hospedera sufre modificaciones morfolégicas en el
nucleo inducidas por la entrada de la bacteria; ademas de la alteracion en la expresién de algunos
genes de mantenimiento celular que le permiten la sobrevivencia autonoma. La pérdida funcional
de estos genes es contrarrestada por la importacion de proteinas equivalentes producidas por la
bacteria. No se ha observado directamente la migracion de material genético desde una bacteria
endosimbionte hasta el nucleo de su hospedero, sin embargo, se ha planteado que este debe ser
uno de los primeros pasos en la estabilizacién de la endosimbiosis y que puede ser el mecanismo
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reSp'onsfableyivde la inactivacién de genes en el nlcleo hospedero, ya sea por la insercién de
secuencias, la interrupcion de genes, la inactivacion en la expresion de ciertos genes o la
estimulacién de la delecidn de otros genes (Choi y col., 1997).

Uno de los elementos que permitieron sustentar la teoria endosimbionte sobre el origen de
las mitocondrias fue el hecho de que se descubriera material genético en el interior de las mismas
(Nass y Nass, 1963). Se ha propuesto que los genomas mitocondriales son el resultado de una
reduccién del genoma bacteriano del endosimbionte ariginal. Las secuencias obtenidas de genes
mitocondriales han permitido a los investigadores rastrear los origenes de las mitocondrias hacia
un ancestro comun en el grupo de las a-proteobacterias; especificamente con miembros de la
subdivision de los rikettsiales a la cual pertenecen parasitos intracelulares obligados como los
organismos de los géneros Rickettsia, Anaplasma y Erlichia (Lang y col.,1999).

La secuencia completa del genoma de Rickettsia prowazekii (Andersson y col. 1998) ha
permitido identificar aquellos genes que pueden perderse faciimente en cualquier organismo cuyo
modo de vida sea el de parasito intracelular, ya que las funciones que cumplen pueden ser
complementadas por las proteinas del hospedero: los genes involucrados en la biosintesis de
aminoacidos y de nucledtidos, de la glucdlisis anaerdbica y de la regulacion celular.

La comparacién del genoma mitocondrial de Reclinomonas americana (el genoma
mitocondrial mas parecido a una bacteria) con el genoma completo de Rickeltsia prowazekii (el
genoma bacteriano mas parecido a un genoma mitocondrial) han permitido identificar aquellos
genes que se perdieron durante la evolucién del genoma mitocondrial: algunos genes
operacionales (aquellos involucrados en la biosintesis de cofactores, el metabolismo de acidos
grasos y de fosfolipidos, la sintesis de la cubierta celuiar y de productos necesarios para la divisiéon
celular) y genes de informacién (aquellos genes que dirigen la replicacién, la transcripcion y la
traduccion). La gran similitud que guardan algunos genes de Reclinomonas y Ricketlsia, asi como
el arreglo espacial similar de estos genes en los dos genomas, apoyan fuertemente la idea de que
un ancestro rikettsial dio origen a las mitocondrias (Andersson y col. 1998).

Los genomas mitocondriales

Los genomas mitocondriales presentan una gran diversidad en cuanto a su organizacién
génica, mecanismos de expresidon y los patrones de evolucion que siguen en cada grupo de
organismos. La mayoria de los genomas mitocondriales caracterizados hasta la fecha, son
circulares, de la misma manera que los genomas bacterianos, sin embargo también existen los
genomas lineales. El tamafio puede variar enormemente desde un poco menos de 6 kb en
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Plasmodium falciparum hasta mas de 300 kb en las plantas. Las diferencias tan grandes en los
tamarios de las moléculas obedecen fundamentalmente a que en los genomas mitocondriales de
plantas se encuentran muchas regiones no codificantes [que incluyen intrones, ORFs cuyo posible
producto no se ha relacionado con ninguna funcién, pseudogenes y segmentos de DNA exégeno
(de cloroplasto y nuclear)]. En e! caso de las plantas, solo entre el 10 y el 20 % de la secuencia
representa genes estructurales (Lang y col., 1999).

A pesar de la enorme diversidad de los genomas mitocondriales, en general, sélo se
encuentran codificadas algunas proteinas de los complejos de la cadena respiratoria y del
complejo ATP sintasa (preferentemente aquellos genes que codifican proteinas altamente
hidrofobicas). También se encuentran algunos componentes del sistema de traduccion mitocondrial
como los RNAs ribosomales (tanto de la subunidad pequefia como de la subunidad grande),
algunas de las proteinas ribosomales y en general algunos o todos los RNAs de transferencia.
Aungque la contribucién del DNA mitocondrial es esencial, la mayor parte de la informacién para la
funcién y biogénesis mitocondrial se encuentra codificada en el genoma nuclear, por lo tanto, las
proteinas y en algunos casos RNAs necesarios se importan desde el citoplasma (Gray y col. 1999).

Evolucion de los genomas mitocondriales

A partir del conjunto de 1000 genes o mas que debieron encontrarse en el mtDNA del
ancestro premitocondiral, la tendencia general en los genomas mitocondriales ha sido a reducir el
contenido génico (independientemente de los otros patrones evolutivos que cada grupo de
organismos presenta). La mayor parte de ésta pérdida de material genético debe haber sucedido
durante el establecimiento del proceso de endosimbiosis (Lang y col., 1999).

La transferencia fisica de genes desde la mitocondria hasta el nicleo es un proceso que
puede ser dividido de manera teérica en varios pasos: en primer lugar, debe existir una
disponibilidad del material genético, ya que en principio las unidades genéticas transferibles
pueden incluir cualquier regién del genoma mitocondrial (se ha propuesto que pueden ser
fragmentos de DNA o moléculas de RNA) siempre y cuando se encuentren en numero abundante,
de manera que su ausencia no repercuta en el funcionamiento celular, La migracion del material
genético implica la salida de la mitocondria, que 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 ntcleo, el
cual ocurre facilmente a través de los poros de la membrana nuclear, Una vez que el material
genético ha entrado al nucleo, debe insertarse en el genoma nuclear y coordinar su regulacion y
expresion en el nuevo sitio. Una vez que el gen ha sido activado en el nticleo, el gen mitocondrial
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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 (Figura 1.5) (Brennicke y
col., 1993).

Todavia no ha sido posible distinguir cual es el paso limitante durante la transferencia de
genes mitocondriales al nucleo; si la salida del DNA de la mitocondria o su integracion en el
genoma nuclear. Se han estudiado diversos modelos en los que aparentemente se observan
etapas intermedias de la transferencia, lo que permite aclarar poco a poco cudl es el mecanismo
mas probable y los patrones que rigen este fenémeno.

a) Salida del material genético

El primer paso en el camino de la transferencia de una regidon del genoma mitocondrial
hacia el genoma nuclear es la salida del material genético de la mitocondria. Se ha planteado que
esta salida puede ser en forma de moléculas de DNA o de RNA. Las secuencias mitocondriales
que se han identificado a lo largo de los genomas nucleares corresponden tanto a genes como a
intrones, sugiriendo que en principio, cualquier region del genoma mitocondrial es susceptible de

transferirse.

Las unidades genéticas que seran exportadas desde el interior de la mitocondria deben
ser prescindibles, es decir que su ausencia funcional temporal no influya en el funcionamiento
celular. Esta medida de seguridad se resuelve de manera muy sencilla gracias a la redundancia
de organelos que existe en todas las células: en general se localizan varias mitocondrias por célula
y cada una de ellas contiene un numero variable de genomas. Estas dos caracteristicas permiten
que exista una fuente continua de moléculas de DNA disponibles para la translocacion. La
transferencia de material genético puede suceder también a partir de los transcritos mitocondriales,
la presencia de un numero abundante de moléculas de RNA de cualquier region transcrita asegura
la abundancia y disponibilidad del material genético. En este tipo de transferencia puede suceder
una preseleccion del material transferible restringiendo el fenémeno a las regiones del genoma
mitocondrial que son funcionalmente importantes, ademas presenta la ventaja de que solo se
transfiere la informacion madura (por ejemplo, se eliminan los intrones) (Brennicke y col., 1993).

En algunos hongos como Saccharomyces cerevisiae se ha observado que el fenémeno de
transferencia de genes mitocondriales al nucleo sucede en una generacién de organismos, por o
que han permitido realizar observaciones directas sobre el fenémeno de escape de DNA desde la
mitocondria. Se ha demostrado que en la levadura Saccharomyces cerevisiae la transferencia de
DNA mitocondrial al nucleo es un fendmeno intracelular dependiente del estado genético del
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genoma mitocondrial y del estado metabdlico de la célula, pero no de un intermediario de RNA (sin
embargo la presencia de genes mitocondriales en el nlcleo con modificaciones
postranscripcionales indican que aunque no es necesario, el fenémeno de transferencia a partir de
una molécula e RNA si puede llegar a suceder). Las moléculas de DNA mitocondrial se comportan
como plasmidos inestables de manera que pueden migrar sin perder su integridad (mientras mas
grande sea el plasmido mas estable es, de manera que podria suceder la transferencia de todo el
genoma en un solo evento (Wright y Cummings, 1983; Thorsness y Fox, 1990; Brennicke y col.,
1983, Shafer y col., 1999).

En las levaduras, se ha identificado que el escape de DNA mitocondrial puede suceder a
través de la formacion de una vacuola que contenga el fragmento de DNA,; estudios citolégicos
adiciqn'ales han mostrado que existen asociaciones fisicas directas entre las membranas nuclear y
mitocondrial, asi como compartimentos mitocondriales encapsulados en el interior del nucleo
(Cyam'p_beil ‘ly Thorsness, 1998). Por otro lado se ha relacionado la transferencia de material
) 'g'e‘;:nét'ico‘\cbn factores del medio ambiente que rodea a las células como cambios bruscos de
.:"*:'t'érﬁpébr.atura o medios de cultivo con glicerol (Thorsness y Fox, 1990).

Existen algunos genes nucleares que son importantes en la transferencia de genes
mitocondriales y que pueden, potencialmente, promover o suprimir la tasa de escape de DNA. Los
supresores pueden actuar a dos niveles diferentes: impidiendo la propagacion del DNA
mitocondrial que se ha escapado o alterando la estabilidad, concentracion o forma del DNA
mitocondrial que es capaz de migrar hacia el nucleo (Thorsness y Fox, 1993; Shafer y col., 1999).

La velocidad de escape del DNA mitocondrial al nicleo sucede a una frecuencia de
aproximadamente 2 x 10 fragmentos por célula por generacion; mientras que la tasa a la que
migra DNA nuclear hacia la mitocondria es 100,000 veces menor (Wright y Cummings, 1983;
Thorsness y Fox, 1990).

Un ejemplo muy interesante es el del hongo Podospora anserina, en donde se ha
reportado que el envejecimiento celular estd relacionado con la migracién de fragmentos del
genoma mitocondrial hacia el nucleo. Se ha observado que fragmentos discretos de DNA
mitocondrial son cortados del genoma y permanecen en el interior de las mitocondrias de
individuos envejecidos formando plasmidos que se replican a una velocidad mas acelerada que el
genoma mitocondrial de las células. De esta manera, al final de la etapa de envejecimiento los
vectores constituyen la mayor parte del material genético presente. Una fraccion de los plasmidos
formados son transferidos al nicleo e integrados en el genoma nuclear (Wright y Cummings,
1983).
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b) Insercién del material genético mitocondrial en el genoma nuclear

Una vez que el fragmento de DNA ha salido del genoma mitocondrial se ha propuesto que
puede integrarse al genoma nuclear a través de varios mecanismos, los cuales han sido descritos
al analizar la secuencia sefial anterior al evento de insercién, la secuencia que se inserto y la
secuencia resultante después de la insercién (Sun y Callis, 1993):

i) Fusién en los extremos: Terminaciones libres en los cromosomas nucleares pueden ser
generados a partir de errores en el metabolismo del DNA y en estos sitios segmentos de DNA
ajeno al nuclear pueden integrarse independientemente de sus secuencias terminales. La fusion
se desarrollarfa ligando los extremos del DNA mitocondrial utilizando una complementariedad
limitada de extremos de una sola hebra de DNA (entre 0 y 3 pares de bases) (Blanchard y
Schmidt, 1996).

ii) Recombinacién homologa: Se ha propuesto que los extremos del DNA mitocondrial que se ha
transferido al nucleo existen regiones repetidas que presentan secuencias con un porcentaje aito
de similitud con alguna secuencia nuclear, de manera que la insercion del fragmento de DNA
exdgeno sucede facilmente por recombinacion homologa (Pichersky y col., 1991).

fiy Recombinacion no homéloga: En este mecanismo, se propone que la inserciéon sucede a partir
de la ligacion de varios fragmentos no contiguos de DNA mitocondrial. Se piensa que fragmentos
separados del genoma mitocondrial son ligados antes de la insercién por el mismo mecanismo que
es capaz de ligar DNA introducido artificialmente y puede integrarse en uno o varios sitios. Este
tipo de insercion sucede independientemente de la presencia de extremos compatibles para la
ligacion o de que los fragmentos de DNA se encuentren separados. Este mecanismo difiere de la
recombinaciéon homologa ya que no es posible identificar secuencias repetidas o porcentajes
importantes de identidad que favorezcan la recombinacién (Sun y Callis, 1993).

En estos tres mecanismos se ha propuesto que la integracién de los genes mitocondriales
en el nticleo debe ser en regiones en las que no interfieran con la sintesis del resto de los genes
nucleares, por lo que se ha propuesto que la insercién se favorece en regiones no codificantes
como los intrones, regiones adyacentes a los genes nucleares o regiones teloméricas (Blanchard y
Schmidt, 1996; Pichersky y Tanksley, 1988; Louis y Haber, 1991).

¢) Activacién del nuevo gen nuclear

Una vez que el gen originalmente mitocondrial se ha insertado en el genoma nuclear,
puede moverse, duplicarse y modificarse de manera que adquiera los elementos necesarios para
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que pueda expresarse de manera correcta. Entre las modificaciones que deben incorporarse al gen
se incluyen: i) la adquisicidn de una presecuencia que codifique para un péptido sefial que permita
a la proteina entrar a la mitocondria una vez que fue sintetizada en el citoplasma; ii) la modificacién
del uso de codones (si es que era diferente); iii) la adquisicidon un nuevo promotor, iv) la adquisicion
de una sefial que permita la poliadenilacion y v) la adquisicién las serfales nucleares para la unién
con ribosomas. Estas ultimas modificaciones le permitirdn al gen ser transcrito y traducido bajo los
mismos mecanismos que rigen al resto de las protefnas que son sintetizadas en el citoplasma
celular (Brennicke y col., 1993).

La protelna mitocondrial sintetizada ahora a partir de un gen nuclear debe ser dirigida de
manera correcta hacia el interior de la mitocondria, por lo que debe adquirir una secuencia seial.
: "Se 'ha planteado que las presecuencias pueden adquirirse como resultado de un reordenamiento
i de DNA que coloca, al azar, presecuencias mitocondriales potenciales en el extremo 5' de algunos
: , mércos abiertos de lectura (Baker y Schatz, 1987); o por la modificacién puntual de los extremos
o arﬁlno terminales de algunas proteinas que pueden generar una secuencia importadora funcional
(Vassarotti y.col., 1987), o por un mecanismo de duplicacién y recombinaciéon de presecuencias ya

- existentes (Kadowaki y col., 1996).

El éxito de la transferencia, depende de que el gen transferido al genoma nuclear sea
. activado, si por alguna razén no es posible realizar las modificaciones necesarias el gen nunca se
: :activa en el nucleo y puede permanecer en el genoma nuclear como un pseudogene. Existen
evidencias de que en el genoma nuclear de los primates se localizan pseudogenes de cob y en el
caso particular de los seres humanos, se han identificado numerosos pseudogenes de cox? y
cox2. Dichas secuencias se consideran “fésiles moleculares” que representan genes transferidos
de la mitocondria al nicleo que nunca fueron activadas (Collura y Stewart, 1995; Wallace y col.,
1997).

d) Pérdida del gen original

Durante un tiempo corto, el gen mitocondrial y el nuclear funcionan simultaneamente, sin
embargo el gen mitocondrial ya no es necesario para el desarrollo celular y por lo tanto puede ser
apagado y eliminado. La eliminacién de un gen mitocondrial no es un proceso que suceda en un
solo paso, sino que se trata de un proceso paulatino durante el cual se van perdiendo y editando
fragmentos del gen mitocondrial hasta que se pierde por completo y por lo tanto la transcripcion
del gen desaparece. La eliminacién de la copia mitocondrial, también puede suceder a nivel de
traduccion al introducir a la secuencia un codon de término que impida la sintesis correcta de la
proteina en el interior de la mitocondria (Brennicke y col., 1993; Kadowaki y col. 1996).
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En los ultimos afios el estudio de genes que han sido transferidos recientemente a los
_genomas nucleares, ha permitido identificar pasos intermedios del fenédmeno de transferencia:

a) En el grupo de las plantas leguminosas es posible observar la coexistencia de dos
copias diferentes del gen cox2. En un analisis amplio de diversas leguminosas se determiné que al
“’menos en cinco géneros el gen cox2 se encuentra presente tanto en el genoma mitocondrial como
en el nuclear, que ambas copias son transcritas y correctamente editadas; sin embargo también en
este grupo es posible observar pasos intermedios de la transferencia de este gen al nucleo: en el
chicharo, se encuentra una copia del gen en la mitocondria y otra en el nucleo, sin embargo la
copia nuclear no es funcional. En el caso de la soya, la copia mitocondrial se encuentra
completamente intacta y pareceria un gen funcional, sin embargo no es posible detectar ningtn
transcrito en la mitocondria, por lo que no se trata de un gen activo. En cambio, el gen nuclear es el
Unico que se expresa, esto podria representar un paso temprano en el proceso de eliminacion de
genes redundantes. Finalmente, en el caso del frijol mungo, la copia mitocondrial ha sido alterada
por mutaciones y pérdida de algunos de sus fragmentos, de manera que apenas es reconocible.
(Covelio y Gray 1992; Nugent y Palmer 1991, Adams y col. 1999).

b) El gen rps12 (que codifica a la proteina ribosomal mitocondrial S12) en Oenothera ha
sido transferido al genoma nuclear y aproximadamente dos terceras partes de la copia mitocondrial
del gen se han eliminado (Grohmann y col. 1992).

c) En el grupo de las plantas angiospermas se ha identificado que el gen rp/2 ha sufrido
diversas modificaciones, y actualmente se puede encontrar en cuatro diferentes versiones: i) el gen
'f’completo se encuentra codificado de manera funcional en la mitocondria; ii) el gen completo se
" encuentra codificado de manera funcional en el nucleo; iii) el gen se encuentra fragmentado en
dos, la region 5° se encuentra en la mitocondria y la regién 3' se encuentra en el nucleo; iv) el gen
se encuentra fragmentado en dos y ambas regiones se encuentran en el nucleo (Adams y col.,
2001).

Insercion en la mitocondria de las proteinas sintetizadas en el citoplasma

Las proteinas mitocondriales, se sintetizan casi siempre como preprotelnas citoplasmicas
en las cuales es posible identificar una extension en el extremo amino terminal que funciona como
secuencia gula. Estas presecuencias pueden ser de tamafos muy diversos y con secuencias
primarias muy diferentes; sin embargo, forman generalmente a-hélices anfifilicas ricas en residuos
basicos o con cadenas laterales hidroxilo. Las presecuencias son procesadas por una peptidasa de
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rIaI de manera que en las proteinas maduras y funcionales no se encuentra

la matnz mitocor
nlngun rastro 'de ellas (Hartl y col. 1989; Roise y Schatz, 1988).

El paso de las proteinas desde el citoplasma hasta su acoplamiento correcto en el interior
‘ de la mltocondrla involucra una gran cantidad de elementos como chaperoninas citosélicas y de la
""matnz mltocondrlal receptores localizados en la superficie mitocondrial, proteinas que rodean los
canales de paso y proteinas de maduracion.

Ehtre las protelnas citosdlicas que interaccionan con los precursores mitocondriales se
han identificado a la proteina de choque térmico Hsp70, a un factor de estimulacién de importacién
i miio'condrial. a un supuesto factor de unidbn a presecuencias, y otros factores que se han
id‘éyntificado por su actividad estimuladora de importacién de proteinas mitocondriales, pero que
todavla no han sido completamente purificados y caracterizados. La Hsp70 y el factor de
estimulacion de importacién mitocondrial son enzimas dependientes de ATP capaces de mantener
cierta estructura secundaria de los precursores evitando que se agreguen adquiriendo
conformaciones que serian incapaces de importarse. El factor promotor de importacion
mitocondrial es especifico para presecuencias, mientras que Hsp70 parece unirse a regiones
hidrofébicas expuestas de las preproteinas (Mihara y Omura, 1996; Voos y col.; 1999).

Los elementos involucrados en el paso de las proteinas mitocondriales a través de las
membranas mitocondriales se identifican por las siglas TIM o TOM por las iniciales en inglés de
translocasa de la membrana mitocondrial interna o externa respectivamente; cada una de las
diferentes proteinas de este tipo se identifica por su masa molecular aparente en kilodaltones
indicado después de las siglas. Los mecanismos que llevan al paso de proteinas a través de los
complejos TOM son diferentes a los que se desarrollan en los complejos TIM; ambos complejos
pueden funcionar de manera independiente, y por lo menos un grupo de proteinas localizado en el
espacio intermembranal parece necesitar solamente de los complejos TOM para llegar a su destino
final. Sin embargo, se cree que sin la presencia de los complejos TIM la capacidad translocadora
de TOM se limita a la insercion y transporte de las presecuencias, ademas de que la eficiencia de
ambos complejos aumenta cuando se encuentran acoplados (Figura 1.6) (Lill y col.,, 1992; Voos y
col,, 1999).

Las preproteinas se unen a la superficie mitocondrial a través de interacciones con
proteinas receptoras que se encuentran ancladas en la membrana externa y se exponen hacia el
citosol, estos receptores incluyen a las proteinas Tom70, Tom37, Tom22 y Tom20. La unién inicial
y la presentacion de las proteinas precursoras al complejo importador puede también depender de
la interaccién de proteinas de tipo chaperoninas con algunos componentes de los receptores, de la
liberacion de las chaperoninas, o de la interaccion directa entre la presecuencia y la bicapa
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I,ipldic’a.‘Los complejos proteinicos Tom reconocen las secuencias sefial y catalizan la formacién de
los intermediarios necesarios para la transferencia de las protelnas al interior o del otro lado de la
rhembrana externa mitocondrial; ademas interactian de manera dinamica con la membrana interna
(Kiébler'y col. 1990; Segui-Real y col. 1993).

Las proteinas atraviesan la membrana externa en contacto con Tom40, una proteina que
‘se encuentra casi totalmente embebida en la membrana y se piensa que se encuentra formando
un poro general de insercion junto con otros receptores y proteinas no caracterizadas.

La insercion de las presecuencias en la membrana interna requiere, en la mayoria de los
casos, que exista un potencial electroquimico Ay, probablemente para promover un movimiento
electroforético de cargas positivas a través del aparato importador. Para cruzar la membrana
interna, las proteinas precursoras, se asocian con un complejo que contiene a Tim17, Tim44 y
Tim23, que se han propuesto como protelnas integrales de membrana (Martin y col., 1991).

Para que se complete el paso de las proteinas precursoras a la matriz mitocondrial, se
requiere de la proteina de choque térmico mitocondrial 70 (mtHsp70) y de la hidrélisis de ATP. Se
piensa que ciclos de union de mtHsp70 con la proteina precursora y con Tim44 que se encuentra
asociada a la membrana interna, funcionan como un pistdn que dirige el movimiento unidireccional
de las preproteinas hasta la matriz mitocondrial (Ungermann y col., 1994).

Finalmente, una peptidasa de matriz mitocondrial cataliza la remocién proteolitica de la
presecuencia mitocondrial. Las proteinas de matriz Hsp60, Hsp10 y la ciclofilina 20 promueven ia
maduracion final de las protelnas, que incluyen el plegamiento y ensamblaje de la proteina
funcional.

Las proteinas cuya localizacion funcional se restringe a la membrana externa mitocondrial,
suelen no presentar presecuencia y al realizar el reconocimiento de las proteinas Tom son
localizadas en el interior de la membrana o en el espacio intermembranal. Las proteinas de la
membrana interna siempre presentan presecuencias y pueden ser incorporadas directamente a la
membrana interna o ser trasladadas hasta la matriz mitocondrial por las proteinas Tim para
despues acoplarse a los complejos funcionales en la membrana interna (Millar y Shore, 1996).
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IMS

™M
Matrix

Figura 1.6. Vias de importacion de proteinas a la mitocondria. Las proteinas mitocondriales

son importadas desde el citoplasma a través del complejo TOM, y posteriormente, de acuerdo

al destino permanecen en la membrana externa, en el espacio intermembranal (IMS) o se unen

a los complejos translocadores de la membrana interna (TIM). Las protefnas con MTSs tipicas

se unen al complejo TIM23, mientras que aquellas que no la tienen se unen a TIM22. Las proteinas
sintetizadas en la matriz mitocondrial se exportan por los complejos Pnt1 y Oxa1 (Tomado de K&eler,
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Organismos estudiados

A lo largo de este estudio se analizaron varios miembros del grupo de los protistas en
particular parasitos, que no se encuentran estrechamente relacionados filogenéticamente con las
algas cloroficeas. Sin embargo, descubrir que algunos de los genes nucleares que codifican
proteinas mitocondriales comparten caracteristicas similares, revaloramos la situacion en la que se
encuentran y la necesidad de que compartan un espacio en este escrito (Figura 1.7).

Las “algas verdes” (phylum Chlorophyta)

Actualmente se considera que las plantas terrestres y las algas verdes constituyen un
grupo monofilético conocido como Viridiplantae o Clorobionta (Moreira y col., 2000). Todos los
organismos incluidos en este grupo se caracterizan por ser organismos eucariontes que tienen
cloroplastos con una doble membrana, tilacoides apilados, clorofilas tipo a y b y la presencia de
almidén como polisacarido de reserva (a excepcion de los miembros que han perdido la capacidad
fotosintética de manera secundaria). La filogenia interna de este grupo se encuentra en constante
revision considerando fundamentalmente evidencias moleculares que coinciden con observaciones
morfoldgicas (Friedl, 1997). De manera general, este grupo se ha dividido en dos grandes
categorias: Streptophyta y Chlorophyta. Dentro del phylum Streptophyta se incluyen a las plantas
terrestres y a las algas verdes mas cercano evolutivamente a ellas (las Charophyceae), mientras
que dentro del phylum Chlorophyta se incluye al resto de las algas verdes (Turmel y col., 2002). Ei
grupo Chlorophyta se subdivide en por lo menos cuatro linajes: Trebouxiophyceae (P. wickerhamii
wickerhamii), Chlorophyceae [Chlamydomonas reinhardtii, Chlamydomonas eugametos (ahora
Chlamydomonas moewusii, Gerloff), Scenedesmus obliquus), Ulvophyceae (Caulerpa taxifolia) y

Prasinophyceae (Nephroselmis olivacea) (Figura 1.8) (Friedl!, 1997).
Los “apicomplejos” (phylum Apicomplexa)

Los miembros del phylum Apicomplexa son protistas endoparasitos que se definen por
tener un ciclo de vida que comienza con una forma infectiva movil (zoito) que contiene un complejo
apical caracteristico que le da el nombre al phylum. En algunos miembros de este phylum se
encuentra un plastido reminiscente con su propio material genético. Dentro de este grupo, se
encuentran numerosos agentes causales de enfermedades importantes tanto en seres humanos
como en animales domésticos. En general, su ciclo de vida tiene tres estadios: i) una etapa de
crecimiento durante la cual se lleva a cabo la infeccion a la célula huésped; ii) una etapa sexual
durante la cual se lleva a cabo la producciéon de gametos y fertilizacion para formar cigotos
localizados dentro de oocitos; y iii) una etapa de esporogénesis durante la cual suceden varias
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divisiones dentro de los oocitos para formar esporozoitos, que son las nuevas formas infectivas
(Vivier y Desportes, 1990; Ellis y col. 1998).

Usualimente se considera que dentro del grupo de los apicomplejos se encuentran cuatro
grupos bien definidos (de acuerdo a caracteristicas bioldgicas como las especificidades al
hospedero y al tejido que infectan): los coccidios, los gregarinos, los haemosporidios y los
piroplasmas. Sin embargo, el arreglo taxondmico apropiado de estos grupos esta en discusion, y
en los Uitimos afios al menos siete arreglos diferentes han sido propuestos (Ellis y col. 1998).

Chlorophyta

Chlamydomonas reinhardltii Scenedesmus obliquus

Apicomplexa

Plasmodium falciparum

Toxoplasma gondii

Figura 1.7.0rganismos estudiados
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Figura |.8.Relaciones filogenéticas del grupo Viridiplantae (Tomado de Friedl, 1997).
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{l. Planteamiento de! Problema

Los genomas mitocondriales representan una reminiscencia de lo que fue el genoma de la
bacteria que les dio origen y en general, contienen genes que codifican un pequefio nimerc de
proteinas, predominantemente hidrofébicas, que participan en el proceso de fosforilacion oxidativa
en la membrana interna mitocondrial. La mayoria de los genes que se encontraban en el simbionte
eubacteriano han desaparecido de los genomas mitocondriales, algunos de ellos han sido
transferidos a los genomas nucleares y otros simplemente se han perdido. Es posible plantear un
patrén general de modificaciones que deben experimentar los genes mitocondriales al transferirse
al genoma nuclear, de manera que se conviertan en genes activos que codifiquen productos
capaces de migrar hasta la mitocondria e insertarse correctamente en los complejos funcionales.
Sin embargo, los mecanismos que han seguido estos genes a lo largo de la evolucion para ser
transferidos al nticleo y los mecanismos con los cuales fueron transferidos, asi como el porqué un
particular grupo de genes contintia en {os genomas mitocondriales de la mayor parte de los
organismos eucariontes, siguen siendo tema de numerosas investigaciones y debates.

En este trabajo se han analizado algunos genes nucleares que codifican proteinas de la
cadena respiratoria mitocondrial en algunos protozoarios unicelulares, como las algas
Chlamydomonas reinhardtii y Scenedesmus obliquus y los parasitos Toxoplasma gondii,
Plasmodium falciparum, Plasmodium yoelii y Theileria parva, que en la mayor parte de los
organismos estudiados hasta la fecha se han conservado en los genomas mitocondriales.

El analisis de los genes atp6, cox2a, cox2b y nad4L en estos organismos ha permitido
plantear estrategias especificas de transferencia para cada uno de estos genes que se encuentran
de manera Unica en el genoma nuclear y al mismo tiempo, ha permitido relacionar evolutivamente
a estos organismos, que pertenecen a grupos filogenéticos alejados pero que comparten ciertas
caracteristicas particulares.
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. Objetivos

Este trabajo tiene como objetivo general entender un poco mas el proceso de transferencia de
genes mitocondriales al nucleo en las algas cloroficeas.

Para cumplir con las caracteristicas de este proyecto, se plantearon algunos objetivos
particulares para cada uno de los genes a estudiar:

1. Caracterizar los genes atp6 y nd4L de C. reinhardtii.

a) Encontrar la secuencia gendmica y de traduccién del gen atp6 de C. reinhardtii.
Demostrar que se trata de un gen nuclear en este organismo. Analizar ias caracteristicas de este
gen como la presencia de intrones, las regiones 5' y 3' no traducidas, la presencia de sefales de
poliadenilacion y el uso de codones. Localizar la subunidad ATP6 en el complejo F1Fy ATP sintasa
de C. reinhardtii. Determinar la secuencia aminoterminal de la proteina madura. Analizar las
posibles modificaciones estructurales y de hidrofobicidad que se produjeron en esta subunidad
para ser transferida desde el citoplasma hasta la mitocondria en este organismo.

b) Encontrar la secuencia gendomica y de traduccién del gen nd4L de C. reinhardtii.
Demostrar que se trata de un gen nuclear. Analizar las caracteristicas de este gen como la
presencia de intrones, las regiones 5’ y 3' no traducidas, |la presencia de sefales de poliadenilacién

y el uso de codones.

Analizar algunas caracteristicas de los genes estudiados y de las proteinas que codifican
que permiten que se encuentren codificados en el genoma nuclear de las algas
chalmydomonadaceas.

Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capitulo de Resultados 1.

2. Caracterizar el gen cox2b de S. obliquus.

Encontrar la secuencia gendmica del gen cox2b de S. obliquus. Analizar las caracteristicas

de este gen como la presencia de intrones, las regiones 5' y 3' no traducidas, la presencia de

sefiales de poliadenilacién y el uso de codones.

Analizar las implicaciones de la presencia de este gen nuclear en el proceso de evolucién
de los genomas mitocondriales de las algas clorofitas.
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Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capitulo de Resultados Il

3. Caracterizar los genes cox2a y cox2b de T. gondii. Analizar la relacion que existe entre
los genes cox2a, cox2b de algunos organismos apicomplejos y los genes de las algas

chlamydomonadaceas.
Durante el desarrollo del presente trabajo surgid un objetivo que no estaba planteado en el
proyecto original, sin embargo ha resultado ser de gran interés. Este (ltimo objetivo fue determinar la

secuencia gendmica de los genes cox2a y cox2b de T. gondii y analizar las posibles relaciones

filogenéticas que existen entre los apicomplejos y las algas cloroficeas.

Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capitulo de Resultados lil.
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1V. Resultados

A lo largo de este trabajo se clonaron y caracterizaron genes que codifican distintas
proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial en algunos protozoarios. Todos los genes
estudiados codifican protelnas hidrofobicas y en la gran mayoria de los organismos examinados
hasta la fecha se encuentran en los genomas mitocondriales (mientras que en los organismos en
cuestion los genes han sido transferidos al genoma nuclear y la copia mitocondrial se ha eliminado

por completo).

A partir de la secuencia de estos genes es posible identificar las modificaciones que han
sufrido para poder ser entidades que residen en el genoma nuclear de manera que puedan ser
expresados y regulados en este ambiente. Ademas, el andlisis de la secuencia deducida de
aminoacidos de la proteina que codifican, ha permitido determinar algunos de los cambios que han
experimentado para poder ser transferidas al interior de la mitocondria una vez que han sido

sintetizadas en el citoplasma celular.

Aunque todos los genes examinados presentan algunas caracteristicas “tipicas” de los
genes que han sido transferidos al genoma nuclear (como el cambio en el uso de codones y la
adquisicion de sefiales de poliadenilacion nucleares), ha sido posible identificar ciertos elementos
que son particulares para este grupo de genes, como la adquisicion de presecuencias
relativamente largas. Ademas, cada uno de los genes estudiados es un caso especial, cada uno
ha desarrollado estrategias Unicas que suponemos confieren las caracteristicas necesarias para
que estas protelnas hidrofébicas viajen hasta el interior de las mitocondrias y se inserten en los

complejos respiratorios para conformar unidades funcionales.

Los siguientes capitulos, detallan las caracteristicas de los genes atp6 y nd4L de C.
reinhardtii, cox2b de S. obliquus, y cox2a 'y cox2b de T. gondii.

Todas las secuencias obtenidas en este trabajo se depositaron en la base de datos
DDBJ/GenBank™/EBI Data Bank con los siguientes nitmeros de acceso:

AF41119 secuencia gendmica del gen atp6 de C. reinhardtii.

AF411921 secuencia de traduccién (cDNA) del gen atp6 de C. reinhardtii.
AF4990C3 secuencia genomica del gen cox2b de S. obliquus.

AF503914 secuencia gendmica del gen cox2a de T. gondii.

AF499004 secuencia gendmica del gen cox2b de T. gondaii.

secuencia gendmica y de traduccion del gen nd4L de C. reinhardltii

37



Resultados 1:
Los genes atp6 y nd4L de C. reinhardtii
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E! alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardltii, es una clorofita biflagelada que ha
sido ampliamente utilizada como modelo experimental en el estudio de la fotosintesis, la
biogénesis en organelos y muchos otros aspectos de la biologia celular (Harris, 1998). EI genoma
mitocondrial de estos organismos es una molécula lineal de 15.8 kb muy compacta. Se encuentran
genes que codifican para 8 proteinas que incluyen al citocromo b del complejo bc,, cox? del
complejo IV, § subunidades de la NADH deshidrogenasa y una posible transcriptasa reversa.
Codifica también para 3 RNAs de transferencia y para 2 RNAs ribosomales fragmentados en
modulos. Las regiones intergénicas son muy pequefias y no se presenta ningtin intrén. Al contrario
de lo que se observa en la mayoria de los organismos eucariontes estudiados hasta la fecha, en
este genoma estan ausentes todos los genes que codifican para el complejo F1Fo ATP sintasa,
incluyendo los genes que codifican a las subunidades ATP6 y ATPS8, varios genes que codifican a
subunidades hidrofébicas del complejo | como NAD3 y NAD4L y los genes que codifican para las
subunidades Il y [lIl (COX Il y COX Ill) del complejo citocromo ¢ oxidasa (Figura V.1) (Michaelis y
col., 1990).

V.l El gen atp6 de C. reinhardtii

En la mayoria de los organismos eucariontes todas las subunidades que componen la
region F, y algunas de las subunidades de la region Fo del complejo FFo ATP sintasa se
encuentran codificadas en el genoma nuclear, se sintetizan en el citoplasma y finalmente se
transportan al interior de la mitocondria para formar el complejo funcional. En general en los
genomas mitocondriales, solamente se encuentran los genes afp6, afp8 y alp9. Estos genes
codifican proteinas hidrofébicas con varios cruces transmembranales que constituyen parte de la ’

region Fo.

En este trabajo, se obtuvieron las secuencias gendmica y de traduccion del gen atp6 de C.
reinhardtii, se confirmd que este gen esta localizado en el genoma nuclear y que la proteina que
codifica forma parte del complejo FF, ATP sintasa mitocondrial en este organismo. También se
analizaron las caracteristicas de la proteina que le permiten estar codificada en el nucleo y ser
importada correctamente a la mitocondria sin alterar las regiones que son importantes para el
funcionamiento del complejo.
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Figura V.1. Genoma mitocondrial de C. reinhardltii.
En gris se muestran los genes que codifican proteinas mitocondriales, en
negro los que codifican rRNAs, en los extremos se muestran
las regiones invertidas (TIR), las flechas muestran el sentido de la transcripcion

de los genes indicados, y los tres tRNAs que se localizan en este genoma estan
seflalados por el aminoacido que reconocen (W, Q y M).
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Secuencia genémica y de traduccion del gen atpé de C. reinhardtii

En febrero del afio 2000 se liberdé una base de datos con mas de 3500 ESTs de C.
reinhardtii (Asamizu y col., 1999). En esta coleccién de secuencias parciales de cDNA, se identifico
una clona (AV394701) que codificaba para un marco de lectura abierto que presentaba un alto
porcentaje de similitud con el extremo carboxilo algunas secuencias reportadas de ATP6.

La secuencia identificada se utilizé en un analisis de BLAST a nivel de nucledtidos contra la
misma base de datos. Este examen de la base de datos, permitié identificar otras dos secuencias
parciales cuyo extremo 3’ corresponde al extremo &' de la clona AV394701 (posible cDNA
completo de ATP6). Estas dos clonas (AV395475 y AV388269) son casi idénticas entre ellas (una
de ellas se sobrelapa mas que Ia otra con la clona AV394701), y la secuencia de aminoacidos que
se puede deducir de elias no presenta similitud con ninguna proteina descrita en la base de datos.
A pesar de que la secuencia de estas dos clonas no se parecia a nada, se consideré que tal vez no
se trataba de un artefacto o error en la clonacion de fragmentos de cDNA sino que en realidad eran
secuencias que al unirlas formaban parte de un gen completo o casi completo.

Se disefaron oligodesoxinucledtidos en los extremos de la secuencia de las clonas
AV395475 y AV394701 y se emplearon en una reaccion de PCR utilizando una biblioteca de cDNA
clonada en el fago Agt10 como templado (Franzén y Falk, 1992). Se obtuvo un producto
amplificado de 822 pb. La secuencia de este producto, confirmé que las clonas identificadas en la
base de datos son complementarias y corresponden a un fragmento del gen atp6. Las secuencias
de los extremos 5' y 3' del cDNA se obtuvieron por reacciones de RACE-PCR.

La secuencia completa de traduccion del gen atp6 de C. reinhardtii es de 2349 pb que
incluyen 1014 pb de un marco de lectura abierto flanqueados por 27 pb que podrian corresponder
a la regién 5' no traducida y una regién 3' no traducida de 1299 pb (Figura V.2).

Los primeros 27 pb incluyen la secuencia anterior al primer codén ATG y que corresponde
a la primera metionina del ORF identificado como ATP6. Se ha planteado que la secuencia (A/C) A
(A/C) (A/C) ATG (G/C) corresponde al consenso que se encuentra alrededor del sitio de inicio de
traduccién de los genes nucleares en C. reinhardtii (Silflow, 1998). Al revisar |la secuencia que se
encuentra rodeando al codén identificado como la posible Met inicial, se encontré que es AACC
ATG G, y que por lo tanto coincide con la secuencia consenso reportada. E! ORF se detiene con el
codon de término TAA, que corresponde al codoén utilizado por alrededor del 70% de los genes
nucleares de C. reinhardtii descritos (Figura V.2).
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Figura V.2. Organizacién del gen atp6 de C. reinhardtii.
Las regiones codificantes se encuentran sefaladas como cajas; las regiones no traducidas
se encuentran como lineas gruesas, y los intrones como lineas delgadas. La regién

correspondiente a la MTS se muestra en gris y la regidn correspondiente a la proteina
madura en negro.
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En general, el genoma nuclear de C. reinhardtii presenta un alto contenido de G-C, y el gen
atp6 no es la exepcion: la secuencia de traduccion contiene un porcentaje de G-C de 67.4%.

Con base en la secuencia de traduccién obtenida, se disefiaron oligodesoxinucledtidos
especificos para amplificar por PCR la secuencia gendmica de alp6. La secuencia completa se
obtuvo al sobrelapar la secuencia obtenida en tres diferentes reacciones utilizando pares de

oligodesoxinucledtidos diferentes.

La secuencia gendmica obtenida equivale a la secuencia de traduccién (es decir, incluye
exclusivamente el segmento gendmico desde la region 5' UTR hasta el sitio donde comienza la
poliadenilacién en el extremo 3' UTR) y tiene un tamaiio de 3577 pb.

El porcentaje de G-C de la secuencia gendémica es practicamente igual al de la secuencia
de traduccion: 65.3%.

Oftra caracteristica comun de los genes nucleares de C. reinhardlii es la presencia de un
promedio de cuatro intrones por cada kb de DNA codificante. En el gen alp6 se encuentran siete
intrones, representando un promedio relativamente bajo de 2.9 intrones por kb de DNA codificante.
Los intrones del gen atp6 tienen 115, 72, 89, 264, 263, 186 y 161 pb, reflejando un promedio de
164 pb, que resulta también pequefio al compararlo con el tamafio medio de los intrones en C.
reinhardtii (219 pb). Los sitios de corte de los siete intrones coinciden con el consenso de los
organimos eucariontes para este sitio: 5'- GT-AG -3'. En los intrones 3 y 7 se identificd la posible
sefial de ramificacion NCTAG a 74 y 27 pb respectivamente del sitio 3’ de corte.

‘El gen atp6 se encuentra localizado en el genoma nuclear de C. reinhardtii

Para confirmar que el gen atp6 se encuentra en el genoma nuclear de C. reinhardtii, se
realizd un anadlisis de tipo Southern blot: DNA total de C. reinhardtii se sometidé a una electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 0.7%, separando el DNA mitocondrial como una banda discreta
que corre por debajo de una banda principal que contiene el DNA nuclear y el DNA del cloroplasto.
El DNA de estos geles fue transferido a una membrana de nylon y sujeto a un andlisis de
hibridacién utilizando un juego de sondas de origen mitocondrial y un juego de sondas de origen
nuclear. La banda de menor tamafio mostré una reaccién positiva con las tres sondas
mitocondriales utilizadas, correspondientes a los genes cob?, nad2 y coxl; mientras que el DNA
nuclear muestra una reaccion positiva con sondas de origen nuclear como Cyc, AtpB y cox3. Al
utilizar el fragmento del gen atp6 de 822 pb como sonda se observd una reaccion clara y Unica con

el DNA nuclear (Figura V.3).
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Figura V.3. El gen afp6 de C. reinhardtii se encuentra localizado en el genoma nuclear.
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Figura V.4. El gen atp6 se encuentra como copia Unica en el genoma nuclear de C. reinhardlii.
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Para determinar si el gen alp6 se encuentra como copia unica en el genoma de C.
reinhardtii, se realizé otro experimento tipo Southern blot digiriendo DNA total de C. reinhardtii con
diferentes enzimas de restriccion que no cortaran la secuencia genémica de alp6 y se transfirieron
los fragmentos producidos a una membrana de nylon; se hizo una hibridacién utilizando como
sonda el prodcucto de PCR de 822 pb que contiene un fragmento del gen atp6. Se observd una
reaccién positiva en una regién unica al digerir el DNA con enzimas diferentes de manera
independiente (Figura V.4).

El patrén de uso de codones del gen atp6 de C. reinhardtii presenta una clara tendencia a
favorecer el uso de trinucledtidos que presentan una G o C en la tercera posicién. Esta
caracteristica es tipica del uso de codones nuclear y diferente al uso de codones mitocondrial o de
cloroplasto en las algas chlamydomonadaceas (Cuadro V.1).

Dentro de la secuencia de 1299 pb correspondiente al extremo 3' no traducido, se
identificaron dos posibles sefiales de poliadenilacién: una secuencia TGTAA y una secuencia
TGTAG, localizadas 15 y 1048 pb respectivamente antes del primer sitio de poliadenilacion
observado. La primera es la sefial que se utiliza en la mayor parte de los genes nucleares de C.
reinhardtii reportados, y la segunda ha sido identificada como una variacién funcional de la primera
en algunos genes (Silflow, 1998). Para verificar si ambas sefales eran funcionales o descartar
alguna de ellas, se realizdé un experimento tipo Northern utilizando una preparacion de RNA total y
el fragmento de 822 pb de la secuencia de traduccién del gen obtenido por PCR como sonda. Se
observé una serfial unica de alrededor de 2.4 kb que sugiere que sélo la sefal TGTAA esta
funcionando en el caso de este gen (Figura V.5).

La subunidad ATP6 se encuentra presente en el complejo F,F; ATP sintasa de C. reinhardtii.

A pesar de que se habia demostrado que el gen aip6 se expresa en C. reinhardtii, habia
que demostrar que su producto proteico formaba parte del complejo F,Fy ATP sintasa mitocondrial
en C. reinhardftii.

El complejo FoF{ ATP sintasa de C. reinhardtii se identifico en geles azules nativos por su
posicién relativa. Después de realizar un SDS-PAGE fue posible identificar 12 polipéptidos
diferentes con una masa molecular aparente de 61.0, 51.9, 40.2, 30.1, 27.8, 26.3, 17.8, 15.5, 13.0,
10.8, 9.1 y 7.8 kDa respectivamente. 11 de los 12 polipeptidos observados, fueron sometidos a una
secuenciaciéon del extremo aminoterminal: ias tres subunidades de mayor masa se identificaron

como las subunidades a, B y y al comparar las secuencias y la disposicion en el patrén
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Cuadro V.1.

Uso de codones mitocondrial y nuclear de C. reinhardtii comparado
con el de los genes atp6 y nd4L.
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3R 5 6 - > . :
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En gris se indican las diferencias claras entre el uso de codones.
Los valores son porcentuales.
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Figura V.5. El gén alp6 produce un solo mensajero en C. reinhardtii
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electroforético de la preparacion obtenida en este trabajo y la reportada previamente por Nurani y
Franzén (1996). La subunidad de 26.3 kDa se identific6 como la subunidad & por ia similitud de la
secuencia amino terminal obtenida y otras subunidades 8 reportadas; el polipéptido cuya masa
molecular aparente es de 15.5 kDa se identificé como la proteina codificada por el gen afp6 ya que
los 15 aminoacidos determinados coinciden exactamente con los residuos 108 a 122 de la
secuencia deducida de aminoacidos codificada por el gen atp6. La identidad de los 7 polipéptidos
restantes no muestra ninguna similitud clara con subunidades del complejo F,Fy ATP sintasa
reportadas en las bases de datos, por lo que la identidad de estas subunidades debe todavia ser

esclarecida (Figura V.6).

Al identificar la secuencia amino terminal de la subunidad Cr-ATP6, fue posible predecir
que la subunidad madura se compone de 233 residuos de aminoacidos con una masa molecular
de 24,577 Da.

En el ORF predicho por la secuencia de nucledtidos, antes del inicio de la proteina madura
se encuentran siete diferentes codones ATG y en principio, cualquiera podria corresponder al inicio
del péptido serial. Las diferentes metioninas predicen presecuencias de 107, 35, 30, 26, 12, 3y 1
aminoacidos. Se ha reportado que la secuencia que rodea los codones de inicio y de término
influye en la eficiencia de traduccion en C. reinhardlii. La secuencia que rodea el codén
correspondiente a la primera metionina AACCATGG corresponde al sitio de inicio de la traduccion
consenso reportado (A/C) A (A/C) (A/C) ATG (G/C) para C. reinhardtii (Silflow, 1998). De acuerdo
con esta secuencia consenso la preproteina de Cr-ATP6 debe tener un péptido sefal de 107
residuos, la cual debe dirigir y permitir la importacidn de esta proteina a la mitocondria (Figura V.1).

La secuencia deducida de aminoacidos predice una proteina madura de 233 residuos con

una masa molecular de 24,577 Da.

La secuencia completa de aminoacidos de Cr-ATP6 se comparé con la secuencia deducida
de aminoacidos del gen mitocondrial atp6 de Scenedesmus obliquus, mostrando una identidad del
46% y una similitud del 59%.

Importabilidad de Cr-ATP6 a la mitocondria
Como se menciond anteriormente, en los organismos eucariontes la mayor parte de las
proteinas mitocondriales se encuentran codificadas en el genoma nuclear, y en los genomas

mitocondriales se ha conservado un nimero limitado de genes que codifican proteinas hidrofdbicas
que funcionan en la membrana interna mitocondrial (von Heijne, 1986). La naturaleza hidrofobica
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Figura V.6. Composicion peptidica del complejo F1Fo ATPasa de C. reinhardlii .
Se muestran las secuencias amino terminal de las subunidades
analizadas y la identidad de aquellas subunidades determinadas.
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de las proteinas que permanecen en los genomas mitocondriales repercute directamente con la
capacidad de viajar a través del citoplasma, cruzar las dos membranas mitocondriales y
posteriormente insertarse en la membrana interna para acoplarse al complejo proteico al que

pertenecen y funcionar adecuadamente.

La importabilidad de una proteina al interior de la mitocondria estd determinada al menos
por su hidrofobicidad (que de manera burda puede verse como el numero de cruces
transmembranales) y por la MTS que contenga los elementos necesarios para que la proteina se
dirija hacia la mitocondria y hacia ningtin otro destino celular.

Para que el gen atp6 fuera importado exitosamente al genoma nuclear, la protelna
codificada debié sufrir previamente o de manera simultdnea una fuerte disminucién en la
hidrofobicidad promedio que facilitara el paso de la proteina a través de las membranas
mitocondriales y que permitiera su posterior acoplamiento en el complejo funcional. También debid
adquirir una MTS que dirigiera el correcto desplazamiento de la proteina a través del citoplasma
celular hasta la mitocondria y la insercién en el complejo F,Fo ATP sintasa.

Presecuencia mitocondrial en Cr-ATP6

Tomando el primer coddon ATG como aquel que codifica para la Met inicial de la
preproteina, y el inicio de la proteina madura detectado por la secuenciacion directa del polipéptido
correspondiente, Cr-ATP6 presenta una MTS de 107 residuos de aminoécidos de longitud.

Esta presecuencia predicha, se caracteriza por tener un nimero relativamente bajo de
residuos acidos, ademas de que los residuos 2-24 pueden estar formando el dominio anfipatico
necesario para la importacibn de la proteina hasta la mitocondria. Muy probablemente, la
secuencia que codifica a la presecuencia se afadid al gen cuando este ya se encontraba en el
genoma nuclear, y tal vez la Met™' que se encuentra justo antes del sitio de corte de la MTS puede
haber sido la Met inicial de la proteina mitocondrial original.

Estructura de Cr-ATP6

Utilizando los programas TopPred Il (Claros y von Heijne, 1994), el servidor de red
PredictProtein (www.es.embnet.org/Services/MolBio/PredictProtein; Rost, 1996) y el servidor
ExPASy de Biologia Molecular (www.expasy.ch) se predijo la estructura secundaria de Cr-ATP6.
Los limites de cada uno de los cruces transmembranales se determind de manera mas precisa
alineando todas las secuencias de aminoacidos de las subunidades ATP6 reportadas hasta la
fecha y comparando las estructuras predichas de algunas de ellas con los resuitados
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Figura V.7. Modelo de hélices transmembranales de la subunidad Cr-ATPS.
Los residuos conservados se muestran como circulos negros. Los cruces
transmembranales D y E son los que participan en la translocacién de
protones a través de dos semicanales formados por estos cruces y que se
representan en este esquema como una flecha interrumpida.
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experimentales que han permitido determinar la estructura secundaria de la subunidad a en E. coli
(Valiyaveetil y Fillingame, 1998, Wada y col., 1999).

Estos analisis sugirieron una estructura de cinco cruces transmembranales (nombrados A,
B, C, D y E respectivamente) y cuatro asas que los unen (nombradas a-b, b-c, c-d y e-f). Los siete
residuos que corresponden al extremo amino terminal de la subunidad se predice que se
encuentran localizados en el espacio intermembranal; mientras que los 25 residuos del extremo
carboxilo terminal se encuentran expuestos hacia la matriz mitocondrial (Figura V.7).

En Ja secuencia deducida de aminoacidos fue posible identificar algunos residuos
conservados en las proteinas ATP6 de stodos los organismos reportados hasta la fecha. La
funcién precisa de cada uno de estos residuos no ha sido determinada, sin embargo se han
identificado algunos que estan directamente involucrados en ia translocacién de protones, algunos
de ellos formando parte de los semicanales por los cuales se guia a los protones a través de la
membrana, y otros como la Arg145 involucrados directamente en la protonacién y desprotonacion

del oligémero de subunidades c.
Disminucién en la hidrofobicidad promedio de Cr-ATP6

La capacidad de importacién de una proteina a la mitocondria puede ser predicha en
funcion de la hidrofobicidad promedio mas alta de un segmento de entre 60 y 80 residuos
(mesohidrofobicidad) junto con la maxima hidrofobicidad de los posibles cruces transmembranales.
Esta relacion se puede representar en una grafica de mesohidrofobicidad versus la hidrofobicidad
maxima local (<H>), donde ademas es posible localizar una "frontera” entre las proteinas que
potenciaimente pueden y las que no pueden ser importadas a la mitocondria (Claros y col., 1995).
En la figura V.8, se muestra una grafica donde se comparan estos parametros de Cr-ATP6 con
otras subunidades ATP6 que se encuentran codificadas en genomas mitocondriales. Es posible
observar que ambos parametros se encuentran disminuidos, por lo que la proteina de C. reinhardtii
puede potencialmente ser importada al interior de la mitocondria. De acuerdo a este analisis otras
ATP6 que podrian potencialmente ser importadas al interior de la mitocondria son aquellas de
Oryza sativa, Scenedesmus obliquus y Glycine max. En otras palabras, sus genes mitocondriales
respectivos se encuentran “listos para ser transferidos al nucleo”.

Al realizar un analisis de hidrofobicidad de cada uno de los cruces transmembranales de
Cr-ATP8, se observd que si se compara cada uno con la hidrofobicidad promedio de los cruces
equivalentes de otros organismos, existe una notable disminucién en la hidrofobicidad de los
cruces A, B y C. Estos cruces son aquellos cuya secuencia de aminoacidos se encuentra menos

63



V. Resultados 1

<H> kcal / mol

4 -

KL

No importable
7 oy
Fm Prl\i
/ = ©
Importable s G
(0] KB

|
2

Mesohidrofobicidad

Figura V.8. Grafica de mesohidrofobicidad contra hidrofobicidad local maxima de algunas subunidades ATPS.
C. reinhardlii (A), S. Obliquus (B), P. minor (C), H. annuus (D), P. subcordiformis (E), Z. mays (F),
P. wickerhamii (G), O. sativa (H), S. tuberosum (I), N. tabacum (J), B. napus (K), T. aestivum (L),
M. polymorpha (M), B. vuilgaris (N), G. max (O), A. thaliana (P).

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

54



V. Resultados 1

<H> (kcal/mol)

A =] C

Cruce transmembranal

Figura V.9. Andlisis de la hidrofobicidad de cada uno de los cruces transmembranales de ATP6.

Los valores de hidrofobicidad de los cinco cruces transmembranales

de Cr-ATP6 (barras negras) se comparan con el valor promedio de hidrofobicidad de 21
subunidades ATP6 codificadas en genomas mitocondriales (barras blancas).
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: (:oynservada y se cree que no participan directamente en el proceso de translocacion de protones.
--Al contrario, la hidrofobicidad de los cruces D y E, donde se encuentran los residuos conservados
involucrados en la translocacién de protones, no presentan diferencias significativas. La
disminucion en la hidrofobicidad del cruce A es tan pronunciada que en algunos analisis realizados
se observo que este segmento de la secuencia no era en realidad un cruce transmebranal. Cr-
ATP6 podria haber disminuido tanto su hidrofobicidad que de manera atipica tendria solo cuatro
cruces transmembranales y no cinco (Figura V.9). La determinacién bioquimica de la topologia de
Cr-ATPS6 representa un estudio interesante por realizarse.

V.Il El gen nd4L de C. reinhardtii

El complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial cataliza la transferencia de dos
electrones desde el NADH hasta la ubiquinona de manera acoplada a la translocacion de cuatro a
cinco protones hacia el espacio intermembranal. Hasta el momento no ha sido posible determinar
la estructura cristalografica de este complejo, solamente se han construido mapas de baja
resoluciéon con base en estudios de microscopia electrénica. El complejo tiene forma de “L", uno de
los brazos se encuentra embebido en la membrana y el otro se encuentra en en la matriz
mitocondrial. El complejo de bovino se compone de al menos 42 subunidades, incluyendo siete
proteinas hidrofdbicas que se encuentran codificadas en el genoma mitocondrial; el complejo de
organismos procariontes puede ser de 13 o 14 subunidades. Al igual que en el caso de otros
complejos respiratorios, se cree que las subunidades supernumerarias que se encuentran en los
organismos eucariontes estan involucradas en la estabilizacion y ensamblaje del complejo
(Sazanov y col., 2000; Scheffler, 1999).

NADAL es una de las subunidades hidrofébicas altamente conservadas en los complejos |.
Se encuentra interactuando en la membrana con las subunidades NAD1, NAD2 y NAD3 en la
region del complejo Ig que corresponde a la region membranal que une a los dos brazos (Sazanov
y col., 2000).

La secuencia de traduccion del gen nd4L de C. reinhardtii es de 1647 pb y la secuencia
gendémica correspondiente es exactamente igual, es decir no presenta intrones ni ediciones
transcripcionales. Esta secuencia se compone de una region 5' no traducida de 45 pb, un ORF de
681 pb y una region 3' no traducida de 921 pb dentro de la cual se localiza la sefial de
poliadenilacién tipicamente nuclear TGTAA. El ORF predice una proteina de 227 residuos de
aminoacidos con una masa molecular de 24,226 Da (Figura V.10).

La mayor parte de las caracteristicas de este gen coinciden con todas las caracteristicas
de los genes nucleares de C. reinhardtii: el uso de codones (Tabla V.1), la presencia de una sedal
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Figura V.10. Organizacién del gen nd4L de C. reinhardltii.
El ORF se encuentra sefialado como una caja,
en gris se muestra la regién de la probable MTS
y en negro la proteina madura.
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de poliadenilacién y la adquisicién de una MTS; sin embargo, es extrafio que no presente ningin
intrén, siendo que los genes nucleares suelen tener una gran cantidad de intrones (Silflow, 1998).

E! tamafio de esta proteina es muy grande si se compara con las subunidades NADA4L
mitocondriales reportadas, incluyendo las de otras clorofitas como Prototheca wickerhamii,
Pedinomonas minor, Nephroselmis olivacea y Scenedesmus obliquus (que tienen cada una un
tamario de 100, 96, 100 y 100 aminoacidos respectivamente). Esta diferencia en tamanos se debe
a la adquisicién de la MTS al transferir el gen al nucleo. Aunque la MTS de esta proteina no ha
podido ser establecida con precision, ya que no se cuenta con la secuencia amino terminal de la
proteina madura, a través de comparaciones con las subunidades de otras clorofitas, es posible
predecir que se trata de una presecuencia de alrededor de 133 residuos. La presencia de MTSs
largas en C. reinhardlii es una caracteristica que parece involucrar a todas las proteinas como
ATP8B, COX Iil, COX llA y NAD4L que normalmente se encuentran codificadas por genes
mitocondriales y en este organismo se encuentran en el genoma nuclear; sin embargo, no deja de
sorprender que para importar una proteina de alrededor de 100 aa se requiera una MTS de la
misma longitud.

Al hacer un andlisis de hidrofobicidad de la regién de 94 aminoacidos que podria
corresponder a la proteina madura, es posible distinguir la presencia de dos cruces
transmembranales que corresponderian a los predichos en estudios realizados en subunidades
NADA4L de otros organismos (Figura V.10) (Le y col., 2001).

En esta secuencia, es posible localizar cuatro residuos de Leu que estan conservados en
la mayorfa de las subunidades reportadas hasta la fecha, incluyendo las equivalentes en bacterias.
‘"Estos residuos de Leu estan separados entre si por 7, 6 y 5 residuos no conservados
respectivamente. Este arreglo corresponde a una probable estructura de zipper de leucina, en
donde de manera caracteristica se localizan alrededor de cuatro residuos de Leu dispuestos cada
7 residuos. La presencia de este tipo de arreglo podria indicar que la subunidad NAD4L ademas de
tener un papel en el complejo | mitocondrial, podria estar involucrada en otro tipo de procesos
bioldgicos como la transcripcion y/o activacion de la replicacién, o como transmisores de seiales
en la comunicacion con el nucleo y con otros organelos celulares (Le y col., 2001).
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VI. RESULTADOS 2: Eil gen cox2b de Scenedesmus obliquus

El grupo de las algas clorofitas, de acuerdo a las caracteristicas generales de sus genomas
mitocondriales, ha sido dividido en dos grandes grupos: uno denominado como “ancestral” y que
incluye a organismos como Prototheca wickerhamii y otro denominado “reducido derivado” en el
que se incluyen los organismos del género Chlamydomonas. En los genomas ancestrales, se han
conservado ciertas caracteristicas similares al endosimbionte bacteriano original como la presencia
de un rRNA §S, un juego casi completo de tRNAs, unos cuantos intrones y conjuntos de genes
arreglados a manera de operones. En cambio, en los genomas tipo Chlamydomonas, se han
perdido una enorme cantidad de genes, se ha modificado la organizacién y estructura de los
rRNAs y en algunos casos se ha modificado el cddigo genético que utilizan (Nedelcu y col., 2000;
Turmel y col., 1999).

Hasta la fecha, han sido secuenciados por completo los genomas mitocondriales de ocho
clorofitas: tres de ellos corresponden al grupo ancestral (Prototheca wickerhamii, Nephroselmis
olivacea y Mesostigma viride), cuatro al grupo derivado reducido (C. reinhardtii, Chlamydomonas
eugametos, Chlorogonium elongatum y Pedinomonas minor) y uno ha sido descrito como estado
intermedio entre los dos anteriores (Scenedesmus obliquus) (Denovan-Wright y col., 1998;
Kroymann y Zetsche, 1998; Kiick y col., 2000; Michaelis y col., 1990; Nedelcu y col., 2000; Turmel
y col., 1999; Turmel y col., 2002; Wolff y col., 1994).

El genoma mitocondrial de S. obliquus es una molécula circular de cerca de 43 kb,
contiene 42 genes conservados y cinco ORFs, todos presentes como copia tnica. Los genes
conservados corresponden a: rRNAs de ias subunidades grande y pequefia fragmentados en
modulos, 27 tRNAs y 13 genes que codifican proteinas de la cadena respiratoria. Los genes
reportados en estos trabajos aparecieron anotados como nd1, nd2, nd3, nd4, nd4L, nd5, nd6, cob,
cox1, cox2, cox3, atp6 y atp9 (Kuck y col.,, 2000; Nedelcu y col., 2000). El gen cox2 reportado en
estos trabajos fue identificado por Nedelcu y col. (2000) como un pseudogene, ya que la secuencia
deducida de aminoacidos es aproximadamente 100 residuos mas corta que otras subunidades
reportadas, ademas de que la region faltante incluye motivos altamente conservados que son

indispensables para la funcién del complejo proteico.

Como resultado del trabajo en el laboratorio, se demostrd que en las algas C. reinhardtii y
Polytomella sp. el gen cox2 se encuentra fragmentado en dos genes independientes (cox2a y
cox2b) que se localizan en el genoma nuclear (Pérez-Martinez y col.,, 2001., Apéndice Il). Al
realizar un analisis de comparacion entre los dos genes descritos y el gen cox2 encontrado en S.
obliquus, se observd que la proteina COX |l predicha tiene un alto porcentaje de similitud con COX
lIA de C. reinhardtii y Polytomella sp. En este trabajo, se propuso que el gen cox2 encontrado en el
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) genbmé de"' b//quus no es un pseudogene, smo que en realidad se trata de un gen cox2a activo
'y que el gen cox2b ha sido transferido al nticleo en estos organismos.

R Utlllzando como sonda el gen cox2b de C. reinhardtii, se realizé una busqueda exhaustiva
_ en una'blblloteca gendémica de S. obliquus (donada por la Dra. Sabeeha Merchant, Universidad de
'QCaIlfornia en Los Angeles, USA (Quinn y Merchant, 1999)). Se obtuvo una clona positiva que

cbntenla un fragmento del gen cox2b.

La secuencia gendmica parcial del gen cox2b de S. obliquus obtenida en este trabajo, es
de 2014 pb. Dentro de esta secuencia se puede predecir un ORF de 318 pb que permite deducir
una proteina de 105 residuos. Esta secuencia incluye la regién de COX {IB homodloga a la region
carboxilo de las proteinas COX Il ortodoxas. Es posible predecir que en el gen debe estar también
codificada una regién equivalente a la extensién amino terminal de COX 1IB que se encuentra en
C. reinhardtii y Polytomella sp., sin embargo este hecho debe ser confirmado en futuros

experimentos.

Si comparamos la secuencia deducida de aminoacidos de los genes cox2a y cox2b de C.
reinhardtii y Polytomella sp. con las estructuras cristalograficas reportadas, la subunidad COX IIA
corresponde a la regién mas hidrofébica de la proteina madura, incluyendo a los dos cruces
{ransmembranales. mientras que COX IIB corresponde a la porcién hidrofilica (Pérez-Martinez y
* col. 2001).

’ El hecho de que en S. obliquus el gen cox2 haya sido fragmentado en cox2a y cox2b y que
uho de los genes haya sido enviado al genoma nuclear, es un argumento mas a favor de que el
genoma mltocondnal de S. obliquus podria representar un estado intermedio en la evoluciéon de los

: ‘genomas mitocondriales de las algas clorofitas.

A partir de los genes encontrados, es posible deducir algunos eventos en las historias
evolutivas de este grupo de algas clorofitas: en el ancestro comun de C. reinhardltii, Polytomella sp.
y S. obliquus (pero ya no de organismos como P. wickerhamii) debié existir forzosamente un
genoma mitocondrial en el que el gen cox2 se encontrara fragmentado en cox2a y cox2b. En
cuanto al orden de transferencia de los genes, una opcion seria que el gen cox2b fue transferido al
nucleo en este ancestro comin. Mas tarde los dos grupos se separaron y una vez que se
encontraron independientes, en el grupo de Chlamydomonas se transfirid el gen cox2a, mientras
que en el grupo de Scenedesmus este gen se retuvo en el organelo. Este hecho se veria
favorecido ya que cox2b codifica una proteina hidrofilica y por lo tanto la importacién del producto
peptidico no resultaria complicada. El que el gen cox2a iodavia se conserve en el genoma
mitocondrial en este organismo, puede ser resultado de que el codigo genético utilizado en este
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genoma mitocondrial es diferente al codigo genético universal (Nedelcu y col., 2000, Kuck y col.,
2000). Es posible entonces que aunque el genoma de S. obliquus represente un estado intermedio
de evolucién, ésta haya quedado “congelada” en este organismo, ya que transferir ahora cox2a al
ntcleo implica un nuevo reto: el cambio en el cédigo genético (Figura VI1.1).

Otra opcidén seria que la transferencia de ambos genes haya sucedido de manera
independiente después de que los grupos se separaron, esta version ha sido propuesta por
Watanabe y Ohama (2001) para el caso concreto de C. reinhardtii, en funcién del nimero de
intrones presentes en cada uno de los genes. Partiendo de que los genes originales mitocondriales
no tenfan intrones, el que cox2a presente una cantidad mayor de intrones por kb de secuencia
comparada con el gen cox2b, indicarla que el primer gen en ser transferido al ntcleo debio ser
cox2a. Esta secuencia de eventos no corresponderia al caso de S. obliquus, ya que en este
organismo el gen cox2b es el Unico que ha sido transferido al nucleo, por lo tanto esto sugeriria
que ambos linajes se separaron antes de que ocurriera la transferencia al nucleo de cualquiera de
los dos genes.

62




VI

Resdltados 2

A Elanicurode 'as agas Chorcphytas

£9OERTIIhA LN Qo 00w Mtocandral
camdn

8 £ gor miszent al cosl o agmerdd an
s genes coe D y 00 EN este puma
S BRAKYCH laa CaXNLUBNG Cub fodlan
faesioce) 1 picraccitn otic arbaes
suburtiaies

G E gencal we amirg o (Rroma oo
‘ ¥ 13 XXpAs mrcand-al o Mastvd y dines
AQu’ S SV 0 Inaja OO SIancauumus en
[ ] darde 1amb&n sa camhsd el DATGO Heretea
miaconyal

SraRaRISTS

‘ O £ 30 0o 22 5 Manstera 3 goramd nudioar.
bt Zepie mtatandral de €5 Gen sr INXIWS
 § ¥ ebmind et semaitis

ChRrmnaNE
Fuafaneda

Figura VI.1. Hipétesis sobre la historia evolutiva del gen cox2 en las algas clorofitas
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La subunidad COX |l es uno de los componentes esenciales del complejo citocromo ¢
oxidasa tanto de bacterias como de mitocondrias eucariontes. Es una proteina compuesta por tres
segmentos: una regiéon pequefa amino terminal que se localiza en el espacio intermembranal, dos
cruces transmembranales y una regién carboxilo terminal hidrofilica localizada también en el
espacio intermembranal. Esta subunidad transfiere los electrones del citocromo ¢ hasta los
centros aaz de la subunidad | que se encuentra embebida en la membrana interna mitocondrial
(Figura VI1.1) (Tsukihara y col., 1996).

En la mayor parte de ios organismos eucariontes esta codificada por un sélo gen que se
localiza en el genoma mitocondrial (cox2). Sin embargo, se han identificado tres grupos de
organismos en los que este gen no se encuentra en el mtDNA: i) algunas plantas leguminosas
(Adams y col., 1999); ii) algunas algas de la clase chlorophyceae (Pérez-Martinez y col., 2001); y
iil) los parasitos apicomplejos (revisado en Gray y col., 1999).

El caso particular de las algas de la clase Chlorophyceae ha resultado ser un evento
extraordinario en la evolucion: en C. reinhardtiiy Polytomella sp., COX |l esta codificada como dos
genes nucleares independientes, y de hecho cada uno de estos genes produce un polipéptido
independiente (COX IIA y COX [IB). El gen cox2a codifica la subunidad COX IIA que corresponde
a la region amino terminal y porcién membranal de las subunidades COX |l comunes; y el gen
cox2b cadifica a la subunidad COX |IB que corresponde a la regidn soluble de las COX || comunes
y que contiene el sitio de unién a cobre. Ambas subunidades son importadas por la mitocondria y
forman parte del complejo IV funcional en estos organismos. Se cree que estas dos subunidades
interacttian entre si a través de extensiones que se encuentran en el extremo carboxilo de COX lIA
y amino de COX |IB para acoplarse de manera similar a como seria una COX |l tipica. Ambas
extensiones se encuentran presentes en las proteinas maduras y no presentan similitud con
ninguna region de otras subunidades COX Il reportadas (Figura VII.2) (Pérez-Martinez y col.,
2001).

El hecho de que el gen ortodoxo mitocondrial cox2 esté ausente en el grupo de los
apicomplejos no resulta del todo sorprendente, ya que los genomas mitocondriales de estos
organismos parasitos constituyen el grupo de mtDNAs mas compactos que se han caracterizado
hasta la fecha. En varias especies del género Plasmodium los genes mitocondriales se encuentran
en una unidad lineal de un poco menos de 6 kb que se encuentra repetida multiples veces y estas
copias estan concatenadas unas con otras. En los organismos del género Theileria, las unidades
lineales se encuentran de manera independiente, y presentan secuencias repetidas en los
extremos. Los genomas secuenciados hasta la fecha de éstos dos géneros contienen tres genes
que codifican proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial (CYTb, COX | y COX lil) y genes que
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Figura VII.1. Estructura cristalografica de la subunidad COX II.
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Figura VI1.2 Modelo propuesto para la interaccion de las subunidades COX ilA y COX
1B de Polytomella sp. (Tomado de Pérez-Martinez y col., 2001)
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codifican rRNAs ribosomales fragmentados en médulos. En P. falciparum se encontraron tres
ORFs adicionales que no estan en otras especies del mismo género y que no presentan similitud
con otros genes reportados. El mtDNA de Toxoplasma gondii ha resultado mas dificil de
caracterizar que el de sus parientes cercanos, ya que se han encontrado numerosos fragmentos
de secuencias de origen mitocondrial flanqueadas por secuencias repetidas en el genoma nuclear
de este organismo (Figura VI1.3) (revisado en Feagin, 2000).

Los genes cox2ay cox2b de T.gondii

Realizando un andlisis de las bases de datos se identificd que una de las proteinas con las
que COX |IB de Polytomella sp. mostraba un alto porcentaje de similitud, era una protelna
reportada como COX ll de T.gondii. El gen reportado que codifica esta proteina (AAF07939) esta
anotado en las bases de datos como el gen cox2 mitocondrial de este organismo. Analizando con
un poco de detalle la secuencia deducida de aminoacidos, fue evidente que de la proteina
reportada sélo la regidon amino terminal presentaba similitud con COX IIB de Polytomella sp.,
mientras que la regidn carboxilo terminal no presentaba similitud con ninguna otra subunidad COX
Il (a pesar de ser de un tamafio similar a otras subunidades tipicas). La secuencia de aminoacidos
fue deducida en este caso utilizando el cddigo genético mitocondrial reportado para musgos,
protistas y celenterados; sin embargo, cuando se obtuvo la secuencia correspondiente con el
codigo genético universal, se identificé que el marco de lectura reportado se detiene en una
posicién equivalente al final de la proteina COX |IB de Polytomella sp. y de C. reinhardtii. Se
planted entonces que tal vez no se trataba de un gen mitocondrial, sino que en realidad se trataba
del gen cox2b nuclear de T.gondii.

Utilizando como base los genes cox2a y cox2b de Polytomella sp. se realizaron busquedas
en las bases de datos de ESTs de parasitos y en particular de T.gondii que hasta ese momento se
encontraban disponibles (http://ParaDB.cis.upenn.edu/toxo/). Se logré identificar la secuencia
completa de traduccion de ambos genes y con base en estas secuencias se disefiaron
oligodesoxinucleétidos para amplificar por PCR los genes completos.

El gen cox2a de T.gondii es de 2454 pb, corresponde a la secuencia gendmica que incluye
todas las ESTs reportadas de esta regién hasta la fecha. La secuencia incluye 122 pb de la regién
5" no traducida, la secuencia entre el nucleétido 123 y el 1870 que corresponden al marco de
lectura abierto uniendo las secuencias entre las posiciones 123-779, 1065-1182 y 1746-1870; y la
regién 3' no traducida que incluye desde el nucleétido 1870 hasta el 2454 donde termina la clona
(Figura VI11.4).
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Figura VIl.3. Genomas mitocondriales de los apicomplexos Plasmodium falciparum y
Theileria parva. En gris se muestran los genes que codifican proteinas
mitocondriales y en negro los que codifican rRNAs.
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200 pb

Figura VIl.4. Organizacion de los genes cox2a y cox2b de T. gondii,
Las regiones codificantes se encuentran sefialadas como cajas;

las regiones no traducidas se encuentran como lineas gruesas, y los
intrones como lineas delgadas.
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La secuencia del gen cox2b de T.gondii es de 1348 pb: incluye la regién 5' no traducida de
60 pb, la secuencia que codifica para la proteina y una regién 3’ no traducida de 713 pb. Al
comparar la secuencia genémica obtenida con las bases de datos de ESTs (que son producto de
cDNAs) y el ORF completo que codifica para la subunidad, fue posible identificar la presencia de
un intrén de 56 pb entre las posiciones 199 y 254 pb (Figura Vil.4).

Una vez que se tuvieron los genes completos, se realizd una busqueda en las bases de
datos de los genomas de otros apicomplejos como P. falciparum, P. yoelii y T. parva

st (http://plasmodb.org; http://www.tigr.org/tdb/edb2/pyat/htmis/ y http:/iwww.tigr.org/tdb/e2k1/tpal/
" respectivamente). Los genes cox2a y cox2b se identificaron faciimente en regiones no contiguas
"Yferi todos los organismos, de hecho en el caso del genoma de P. falciparum, fue posible determinar

que cada uno de los genes se encuentra en cromosomas diferentes (cox2a se encuentra en el
cromosoma 13 mientras que cox2b se encuentra en el cromosoma 14). Esto permite plantear que

la existencia de estos genes es comun a todos los apicomplejos.
COX liA

En COX IlIA de Polytomella sp., se identificdé experimentalmente la secuencia amino
terminal de la proteina madura y se planted el sitio equivalente en C. reinhardtii mediante analisis
de similitud entre ambas secuencias (Pérez-Martinez y col. 2001). En el caso de los apicomplejos
analizados, la extensién en el extremo amino terminal es claramente identificable si se compara
con las proteinas codificadas en la mitocondria (como en el caso de COX |IA de S. obliquus), sin
embargo la similitud a nivel de estructura primaria no es significativa. Esta extension amino
terminal, podria estar actuando como MTS tanto en el caso de las cloroficeas como de los
apicomplejos. Como se menciono anteriormente, lo importante para que una MTS sea funcional es
el tipo de residuos que la constituyen y la estructura secundaria que puedan formar. Por ésta razén
no resulta sorprendente que a nivel de estructura primaria las secuencias no presenten un valor

significativo de similitud.

En general, las proteinas COX Il de estos organismos no se encuentran altamente
conservadas, a excepcidn de la region aromatica altamente conservada GRQWYWS que se
encuentra muy cerca del extremo carboxilo terminal. El caso de Theileria parva pareceria tnico ya
que presenta la secuencia GHQWYWS utilizando una His en lugar de la Arg que se encuentra en
todos los organismos caracterizados hasta la fecha; sin embargo podria tratarse de un error en la
secuencia reportada, ya que se trata de resultados preliminares del proyecto de secuencia del

genoma completo de este organismo (Figura VII.5).
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Figura VII.5. Comparacion entre la secuencia de COX IIA de algunos apicomplexos y algunas clorofitas.
Los asteriscos sefalan residuos idénticos y los dos puntos residuos conservados. La secuencia
amino-terminal de la proteina madura de Polytomella sp. se encuentra encerrada en una caja,
la secuencia que corresponderia a la MTS se encuentra sombreada, y en negritas la secuencia
correspondiente a la extension carboxilo terminal de COX HA.
Los tridngulos invertidos indican la posicién de los intrones.
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C re/nhardt// Po/ytomella sp. y S. obliquus presentan también una extensién en el extremo

carboxnlo termmal que se ha propuesto que permite la interaccion entre COX IIA y COX IiB para

”,conformar el complejo final. Esta extension podria estar presente (aunque de manera reducida) en
T.gondii.y P. falciparum, mientras que parece estar ausente en T. parva.

coxise

Como se dijo anteriormente, la proteina COX IIB corresponde a la regién soluble de las
comunes COX Il, aqui se encuentra la secuencia GQCSE(l/L/IM)CG que une los atomos de cobre
responsables de la transferencia de electrones. Esta es la zona que tiene una mayor conservacion
a nivel de estructura primaria en todos los organismos, y se observa claramente la gran similitud

que existe entre las proteinas de las algas cloroficeas y las de los apicomplejos.

El alto nivel de similitud entre los apicomplejos y las algas cloroficeas se observa
fundamentalmente en la regién que corresponde a la carboxilo de una COX il comun. La extensién
en el extremo amino terminal de esta subunidad presenta muy pocos residuos conservados entre
los dos grupos de organismos, sin embargo la sola presencia de esta extensién para poder
interactuar con COX lIA se puede considerar como un elemento importante al tratar de determinar

la historia evolutiva de estos organismos (Figura VI1.6).

Aunque todavia es necesario realizar estudios de importacion y ensamblaje en los
apicomplejos, es posible suponer que las dos subunidades COX |l estan siendo sintetizadas en el
citoplasma celuiar y dirigidas especificamene hacia la mitocondria (COX lIA gracias a una MTS y
COX IIB posiblemente por la presencia de algtin tipo de secuencia de reconocimiento interna). Una
vez en el organelo, COX |lA debe insertarse en el la membrana interna y acoplarse a la subunidad
COX | (que es de origen mitocondrial), mientras que COX IIB debe mantenerse en el espacio
intemembranal para acoplarse a COX IIA. Entonces, el que la secuencia de aminoacidos de COX
IIA se encuentre menos conservada entre los apicomplejos y las cloroficeas no es del todo exrafio,
ya que esta es la regién que tiene que interactuar con la subunidad COX | cuyo origen evolutivo se
encuentra en las mitocondrias del ancestro apicomplejo. Durante la evolucidn, debieron
favorecerse las mutaciones que permitieran la interaccion adecuada entre estas dos subunidades

de origen distinto.

Serla importante que se realizaran estudios para determinar sin ambiguedades cémo es
que interactuan las subunidades COX [IA y COX IIB entre si. Por ejemplo si es que la extension
carboxilo de COX liA tiene verdaderamente un papel funcional en la formacién del complejo.
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Figura VII.6. Comparacion entre la secuencia de COX IIB de algunos apicomplexos y algunas clorofitas.
Los asteriscos sefialan residuos idénticos y los dos puntos residuos conservados. En negritas
se muestran los residuos correspondientes a la extension amino terminal de estas proteinas.

Los triangulos invertidos indican la posicién de los intrones.
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¢Existe alguna relacién entre los Apicomplejos y las Clorofitas?

Los parasitos apicomplejos contienen un plastido rodeado por cuatro membranas: el
apicoplasto (Kéhler y col., 1997). En el interior de este plastido, existe un genoma circular de entre
30 y 35 kb que se caracteriza por tener un alto contenido de A-T (alrededor del 86%) y los genes
que codifican se encuentran dispuestos de manera muy compacta (con regiones intergénicas muy
pequefias); codifica genes para rRNAs de las subunidades pequefa y grande, 25 tipos de tRNAs,
proteinas ribosomales y RNA polimerasas (Wilson y col., 1996). La secuencia de este genoma se
ha analizado con mucho detalle, fundamentalmente tratando de determinar el origen de este
organelo, y hasta ahora lo Unico que se puede afirmar con certeza es que se trata de un organelo
derivado de un cloroplasto. El que el apicoplasto se encuentre rodeado por cuatro membranas (y
no por dos como las mitocondrias y los cloroplastos), ha permitido imaginar que se trata de un
organelo adquirido por un proceso de endosimbiosis secundaria entre el ancestro de los
apicoplastos y un alga unicelular: las dos membranas internas del apicoplasto corresponderian a
las membranas del cloroplasto original, la tercera membrana corresponderia a la membrana del
alga y finalmente la membrana externa provendria de la vacuola formada durante la “ingestion” del
alga (K&hler y col., 1997).

Qué tipo de alga fue la que estuvo involucrada en el fenémeno endosimbibtico, todavia es
un tema de numerosos debates. Hasta ahora se ha propuesto que pudo haberse originado a partir
de dos tipos diferentes de algas: un alga verde (Chlorophyta) o un alga roja (Rhodophyta). El
analisis de la estructura de estos organismos, junto con estudios cladisticos a nivel de DNA de
genes nucleares cuyos productos actian en los plastidos y de ia gliceraldheido-3-fosfato
deshidrogenasa, sugieren un origen comun entre los plastidos localizados en los apicomplejos y
en los dinoflagelados, y por lo tanto se pianted su origen en las algas rojas (Figura VIL7)
(Blanchard y Hicks, 1999; Fast y col., 2001). El origen de los apicoplastos a partir de un alga
clorofita fue propuesto con base en la similitud que muestran los genes (ufA localizados en el
genoma del apicoplasto y en los cloroplastos de las clorofitas (Kélher y col., 1997). Las filogenias
basadas en ciertos marcadores moleculares como la glucosa-6-fosfato isomerasa y la enolasa,
muestran una estrecha relacion entre los apicomplejos y las proteinas de plantas (Dzierszinski y
col., 1999); y relaciones filogenéticas establecidas utilizando la secuencias de la via de las
pentosas de fosfato (como la 6-fosfogluconato deshidrogenasa) muestran una relacion entre los
apicomplejos y las cianobacterias (Andersson and Roger, 2002). El vinculo con las plantas, podria
apoyar la hipétesis de que el origen se remonta al grupo de las clorofitas, ya que el origen de las

plantas terrestres se relaciona con este grupo de algas.

Como se puede observar, determinar la posicion precisa en la que se encuentran en los
analisis filogenéticos ha resultado muy complicado, y los analisis elaborados con genes
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Endosimbiosis
primaria

Chiorophyta Rhodophyta

Endosimbiosis secundaria

Euglenophyta binophyceae Apicomplexa

Figura VII.7. Evolucion de algunos organismos eucariontes y sus plastidos
{Modificado de Moreira y Philippe (2001)
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individuales produce resultados cofusos y contradictorios; una de las razones por la que esto
podria estar sucediendo, es que los genes derivados del apicoplasto presenten tasas muy altas de
evolucion (Moreira y Philippe, 2001). Blanchard y Hicks (1998), también plantearon que el uso de
secuencias primarias tanto de DNA como de aminodacidos, son elementos que dificultan la
determinacién del origen exacto del apicoplasto que por lo tanto asocian a los apicomplejos con
diversos grupos como los organismos del género Euglena o los dinoflagelados, sin poder resolver
con exactitud como se originaron; el uso de la presencia de genes como cox2 que sufrieron
modificaciones Unicas y caracter(sticas de un cierto tipo de organismos podria ayudar a esclarecer
el origen del alga endosimbionte y por lo tanto del apicoplasto. El analisis realizado en este trabajo
con base en los genes nucleares cox2a y cox2b, ha permitido identificar que el alga que estuvo
involucrada en la endosimbiosis secundaria en estos organismos fue una Chlorophyta, en
particular un miembro de la clase Chlorophyceae.

En un analisis filogenético entre las secuencias disponibles de COX IlA y COX IIB y
algunas secuencias de COX |l convencionales codificadas en genomas mitocondriales, los
organismos apicomplejos se agrupan con las algas clorofitas. Por otro lado, si se realiza un
analisis equivalente con las secuencias del gen cytb caracteristicamente mitocondrial, los
apicomplejos se agrupan con las secuencias de animales y hongos, una distribucién similar a las
obtenidas en los analisis clasicos (Degli-Esposti y col., 1993). Esto confirma que los genes cox2a y
cox2b apicomplejos tienen un origen comun con los genes equivalentes de las algas cloroficeas, y
que no son resultado de una fisién independiente del gen cox2 mitocondrial.

La presencia los genes cox2a y cox2b en el genoma nuclear de los apicomplejos (junto con
el andlisis filogenético realizado) sugiere que originalmente eran los genes que se encontraban en
el alga cloroficea con la que el ancestro apicomplejo realizo el fenomeno de endosimbiosis. De
manera mas particular, podemos restringir ain mas el grupo a la clase Chlorophyceae y no a las

_clases Trebouxiphyceae, Ulvophyceae, o Prasinophyceae (sensu Friedl, 1997), ya que en caso de

. Prototheca wickerhamii (miembro de la clase Trebouxiphyceae) o Nephroseimis olivacea (miembro

"de la clase Prasinophyceae) el gen cox2 es un solo gen codificado en el genoma mitocondrial
(Figura VI1.8).

A partir de este hecho, es posible plantear varias posibilidades: i) que los genes se
encontraran fragmentados en la mitocondria de la cloroficea y que se transfirieran horizontalmente
desde el organelo hasta el nlcleo del apicomplejo; ii) que el gen cox2b se encontrara en el nticleo
del alga y cox2a todavia en el genoma mitocondrial (como en el caso de S. obliquus (ver
resultados Il) y que se transfirieran desde diferentes organelos hasta el nlcleo apicomplejo; y iii)
que los genes se encontraran ya localizados en el genoma nuclear de la cloroficea, con todas las
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Endosimbiosis
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Euglenophyta Apicomplexa Dinophyceae

Figura VII.8. Hipotesis sobre el origen de los organismos apicomplexos por
endosimbiosis secundaria con un miembro de ia clase Chiorophyta.
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modificaciones necesarias para que fueran genes activos en el ambiente nuclear y produjeran
proteinas capaces de conformar el complejo COX funcional en la membrana interna mitocondrial.

Existen varios elementos que podrian ser indicadores que permitan creer mas en alguna
de las posibilidades anteriores: a) la presencia de una MTS conservada; b) la presencia de las
extensiones que permiten la interaccién entre COX IIA y COX [IB; y c) la presencia de intrones
conservados tanto en posicién como en fase (Cuadro Vil.1). En este caso, la MTS de COX llA no
se encuentra conservada en secuencia, aunque las variaciones entre los diversos organismos no
necesariamente indican que la transferencia desde la mitocondria fue un fenédmeno independiente,
-ya que como se sabe, las presiones de seleccidn que actuan sobre este tipo de secuencias son
mas sobre la estructura secundaria que puedan formar que sobre la secuencia de aminoacidos. La
existencia de las extensiones carboxilo de COX lIA y amino de COX IIB tampoco es un factor
determinante, ya que estas extensiones debieron existir antes de la transferencia al nticleo. Esto se
debe a que el gen cox2 debié fragmentarse en el genoma mitocondrial, como podemos deducir del
caso de S. obliquus, en el que cox2a se localiza en el genoma mitocondrial mientras que cox2b ha
sido transferido al genoma nuclear. El Unico elemento que resta para este analisis serfa la
presencia de dos intrones conservados tanto en posicién como en fase entre los genes cox2a de
T.gondii, Polytomella sp. y C. reinhardtii, esto podria sugerir que al menos el gen cox2a fue
transferido desde el nucleo del alga cloroficea hasta el ntcleo del apicomplejo. Si partimos de la
idea de que S. obliquus es un paso intermedio de transferencia, podemos suponer que cox2b se
transfirié al ntcleo antes que cox2a, por lo que si cox2a ya se encontraba en el nucleo, entonces
cox2b también debia estar en el nlcleo del alga endosimbionte y por lo tanto ambos genes fueron
transferidos desde el nucleo del alga cloroficea hasta el nucleo del apicomplejo. Lo anterior implica
una transferencia de genes de la mitocondria al nticleo y de nucleo a nucleo (Figura VIi.9).

Con base en todo lo anterior, es posible plantear una probable historia evolutiva del gen
cox2 en este grupo de organismos partiendo del hecho de que la fragmentacion del gen cox2 es un
evento extremadamente raro en la evolucién que sucedid (hasta el momento) una sola vez, por lo
tanto todos los organismos que presenten los genes cox2a y cox2b debieron originarse de un

ancestro comun:

i) El ancestro de las chlamydomonadéceas adquiri6 una insercién en su gen mitocondrial
cox2. La insercidén pudo haber ocurrido de manera similar a las que se presentan en otros
organismos, por ejemplo, Cafeteria roenbergensis que tiene una insercion de 84 pb o
Streptomyces coelicor que presenta una insercion de 90 pb; el caso extremo es el de
Pyilaiella littoralis que contiene una insercion en fase de 3018 pb, produciendo un transcrito
que potencialmente codifica una proteina de 1282 residuos en lugar de los 260-280 que se
encuentran en una COX !l comin (Oudot-Le Secq y col., 2001). Estas inserciones dividen
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Cuadro VIl 1::-

Intrones de los genes cox2a y cox2b de T gondii, C. reinharditii y Polytomella sp.

cox2a
Intron n®. Fase sitio de corte 5’ sitio de corte 3’

T. gondif 1 0 CAAR/GTAUGTC
2 1
Polytomelia sp. 1 0
2 0
3 0
4 1
5 0
(5] o]
C. reinhardtii 1 0
2 0
3 0
4 1
5 0
6 0
7 0
8 1

cox2b
intron n®. Fase sitio de corte §' sitio de corte 3°
7. gondii 1 0 UGS T Al [3 7

C remnhardtu 1 2 2 !
S obliquus 1 0

2 0 CAG/GTAREGCS
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i)

i)

iv)

v)

a los genes cox2 mitocondriales en dos ré"giones que corresponden a los genes cox2a y
cox2b de P. fa/ciparurh. P, yoe/ii; T. parva, T.gondii, C. reinhardtii, Polytomella sp. y S.
obliquus.

El gen mitocondrial cox2 fue fragmentado en dos. La fragmentacion de genes que codifican
proteinas mitocondriales y que son transcritos de manera independiente, es un fenémeno

relativamente raro, sin embargo se han descrito otros casos: los genes nad? de
Tetrahymena pyriformis y Paramecium aurelia (Edqvist y col., 2000), un gen mitocondrial
de semilla de nabo que codifica una proteina homoéloga a la Ccl1 de bacterias (Handa y
col., 1996) o el gen rp/2 de angiospermas (Adams y col., 2001). En el caso de las clorofitas,
los genes cox2a y cox2b retuvieron extensiones en los extremos §' y 3' respectivamente,
que probablemente derivaron de la insercién nucleotidica que dividié al gen cox2 original.
Estas extensiones de nucledtidos codifican extensiones en las proteinas COX IIA y COX
1IIB de C. reinhardtii, Polytomella sp. y S. obliquus (Pérez-Martinez y col., 2001; Nedelcu y
col., 2000; Kuck y col., 2000.)

Los genes mitocondriales cox2a y cox2b fueron transferidos de manera independiente al
ntcleo. Los genes cox2a y cox2b de C. reinhardltii y Polytomella sp. son claramente genes
nucleares y presentan todas las caracteristicas tipicas de este tipo de genes (Pérez-
Martinez y col., 2001). La secuencia parcial de cox2b de S. obliquus presenta tambien
caracteristicas nucleares, incluyendo el cédigo genético universal y la presencia de tres
intrones. Como se vio en el capitulo anterior, S. obliquus podria representar un estado
intermedio en el proceso de transferencia de estos genes hacia el nucleo;, y podria
considerarse una prueba viviente de que los genes se transfirieron de manera

independiente.

Un ancestro de las cloroficeas actuales, que inclula los genes cox2a y cox2b en el genoma
nuclear fue atrapado por un ancestro de los apicomplejos. Durante este proceso de
endosimbiosis secundaria, ambos genes fueron transferidos de manera harizontal desde el
nucleo del alga hasta el nucleo del apicomplejo. Actualmente, al menos en 7. gondii, P.
falciparum, P. yoelii, y T. parva estos genes se expresan funcionalmente.

La adquisicién de genes nucleares funcionales que codificaran a las subunidades COX IIA
y COX IIB, proteinas capaces de importarse a la mitocondria, permitieron la inactivacién y
eventual eliminacién del gen cox2 mitocondrial presente en las mitocondrias del ancestro
apicomplejo. Como se menciond anteriormente, en los genomas mitocondriales de los
apicomplejos no se ha identificado la presencia del gen cox2. La adquisicion de los genes
cox2a y cox2b funcionales nucleares y sus productos peptidicos, que originaimente
provenian del alga cloroficea, eventualmente reemplazaron la funcidn del gen mitocondrial
cox2 del ancestro apicomplejo, el cual eventualmente fue eliminado del genoma
mitocondrial original del apicomplejo.
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La fragmentacion del gen cox2y por lo tanto la existencia de las subunidades COX 1Ay
COX 1B es un evento raro en la evolucién, por lo que el hecho de que los organismos
~apicomplejos presenten este tipo de conformacién, permite suponer que en el evento de
endosimbiosis secundaria que dio origen a los apicomplejos actuales, estuvieron involucradas las
algas clorofitas, de manera especifica un grupo de la clase Chloroficeae donde los genes cox2a y
cox2b ya se encontraban en el genoma nuclear. Durante el evento de intercambio genético entre
el organismo endosimbionte y el organismo apicomplejo, estos genes debieron migrar desde el
nucleo algal hasta el nucleo apicomplejo. Como ya se trataba de genes capaces de funcionar
activamente en el nucleo y sus productos ser dirigidos especificamente hasta la mitocondria, el
proceso posterior de eliminaciéon del gen mitocondrial cox2 debid ser enormemente favorecido,
dejando como unicos genes funcionales a los genes nucleares fragmentados recién adquiridos.

Es probable que el gen afp6 que tampoco se encuentra en el genoma mitocondrial de los
apicomplejos, se haya enviado al genoma nuclear, puede ser que este gen también sea de origen
cloroficeo, sin embargo los analisis realizados en las bases de datos no permitieron localizar
ninguna secuencia con una similitud significativa. ¢ Cuantos de los genes mitocondriales (que ya
hablan sido transferidos al nlcleo) fueron adquiridos por los apicomplejos? Esta es una pregunta
que debe ser contestada por experimentos futuros.
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Actualmente, es bastante aceptado que las mitocondrias se originaron por un evento de
endosimbiosis Unico en la evolucién entre a-proteobacterias de vida libre (relacionadas con los
miembros actuales del género Ricketlsia) y un hospedero que podria haber sido un miembro de las
arqueobacterias o bien un eucarionte sin mitocondrias. Se cree también, que una vez que las
mitocondrias se establecieron definitivamente como organelos, comenzd un fenémeno de
transferencia de material genético hacia el ntcleo celular primero de forma masiva y mas tarde de
forma gradual. Esta transferencia parece ser un fendmeno que contintia y potencialmente todas las

regiones codificantes seran enviadas al nucleo.

A medida que ha ido aumentando el analisis de los genomas mitocondriales, de los
genomas nucleares y de genes aislados en especies filogenéticamente emparentadas, se han
encontrado genes en el nicleo que representan evidencias de que la transferencia es un proceso
que todavia sucede. Fundamentalemente se han reportado casos en plantas y en algas verdes
(Adams y col., 2000; Adams y col., 2001; Covello and Gray, 1992; Figueroa y col., 1999a; Figueroa
y col., 1999b; Grohmann y col., 1992; Kadowaki y col., 1996; Kobayashi y col., 1997; Kubo y col.,
1999; Kubo y col., 2000; Nugent and Palmer, 1991; Pérez-Martinez y col. 2000; Pérez-Martinez y
col. 2001; Sanchez y col., 1996; Wischmann and Schuster, 1995.)

Sin embargo, en algunos grupos de organismos la transferencia de genes al nicleo y su
activacion funcional parece haber sido detenida en algin momento de la evolucién. Un ejemplo de
este fendmeno, es el caso de los genomas mitocondriales de los vertebrados, ya que el contenido
genico es practicamente constante dentro del grupo (Boore, 1999). A pesar de esto, hay evidencias
de una gran cantidad de “intentos” de transferir genes al nicleo, ya que copias de genes
mitocondriales se localizan actualmente en los genomas nucleares como pseudogenes (Wallace y
col., 1997, Bensasson y col., 2001).

Una de las razones por las cuales la transferencia de genes mitocondriales al nticleo se ha
detenido en los animales y no en las plantas, podria relacionarse con la diferencia que existe entre
el cédigo genético de las mitocondrias animales y el cédigo genético universal que se emplea en el
nucleo celular. En las plantas no existe esta diferencia (Adams y col. 2000). Ei caso del gen cox2b
de S. obliquus analizado en este trabajo podria también ser un ejemplo de esto, ya que aunque
potencialmente el gen cox2a podria haber sido también transferido al genoma nuclear, permanecié
en la mitocondria posiblemente debido a que en algun punto intermedio en el proceso de
transferencia de estos genes, la mitocondria cambié el cadigo genético utilizado, estableciendo un

obstaculo mas en el proceso de transferencia de genes al nlcleo.
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Es evidente que la transferencia de genes desde la mitocondria hasta el ntGcleo no es un
proceso sencillo y requiere de grandes cambios funcionales en el interior de la célula. Este hecho
hace que de manera inmediata se postulen dos preguntas fundamentales: i) ¢ Porqué la células se
han tomado todo el trabajo de enviar los genes al nucleo? ii) ¢ Qué ha hecho que en los genomas
mitocondriales permanezcan ciertos genes? Actualmente, estas dos preguntas estan lejos de
contestadas de una manera completamente certera, por el contrario, a medida que aumenta el
conocimiento acerca de estos organelos y de su relacién con el nucleo y el ciclo celular, pareceria
que la cantidad de respuestas posibles es cada vez mas amplia y resulta dificil pensar que una
sola de las presiones evolutivas involucradas actta por si sola.

¢Porqué un gen se transfiere al genoma nuclear?

Una de las hipdtesis planteadas parte del hecho de que en los organelos suceden
reacciones de 6xido reduccién que pueden incrementar la tasa de mutacion genética inducida por
la presencia de radicales libres, por lo que la informacion genética podria conservarse de mejor
manera estando en un ambiente como el nuclear (Allen y Raven, 1996). Sin embargo, este hecho
no se cumple en hongos o en plantas donde la tasa de mutacién en los genes nucleares es mas
alta que en los mitocondriales (Wolfe y col., 1987; Palmer y Herbon, 1988; Lynch, 1997).

Otra explicaciéon es que como los organelos fueron alguna vez bacterias de vida libre, al
establecerse la endosimbiosis, perdieron algunos atributos que los caracterizaba como individuos
independientes, una de ellas fue que probablemente se transformaron en organismos
exclusivamente asexuales que solo se dividian por fisién binaria y por lo tanto cada uno de los
organelos vendria siendo un clon del organelo original. Cuando no existe reproduccion sexual en
un grupo de organismos, no existe recombinacion genética y por lo tanto, la producciéon de
mutaciones letales o de pérdidas en el genoma sucederian de manera irreversible. Eventualmente
la acumulacion de estas mutaciones llevaria a la extincién de la poblacion de organelos. Cuando
un gen es transferido al nicleo, se mueve de un ambiente predominantemente asexual hacia un
genoma predominantemente sexual, reestableciéndose la recombinacién y liberando al gen del
peligro de ser eliminado permanentemente (Martin y Herrmann, 1998).

¢Porqué hay genes que se conservan en el genoma mitocondrial?

Como se menciont anteriormente, en principio las mismas presiones que han hecho que la
mayor parte de los genes mitocondriales hayan migrado al nucleo deben estar actuando sobre los
genes que permanecen en las mitocondrias y potencialmente todos los genes mitocondriales
deberian eventualmente migrar hacia el nticleo. Sin embargo, todas las mitocondrias estudiadas
presentan algun tipo de genoma y el tipo de genes que codifican suele ser mas © menos el mismo.
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Asi, de la misma manera como se han planteado hipétesis acerca de porqué los genes
originalmente mitocondriales se han establecido de manera permanente en el genoma nuclear, se
han planteado numerosas hipotesis acerca de porqué en los genomas mitocondriales todavia se

conserva un conjunto limitado de genes.

Una posible explicacion ha sido que en las mitocondrias de algunos organismos se utiliza
un coédigo genético diferente al codigo genético que se emplea en el genoma nuclear. Esta
heterogeneidad de lenguajes, podria evitar la expresién de los genes mitocondriales transferidos al
nticleo. Como se mencioné anteriormente, éste fendémeno ha sucedido de manera independiente
en diferentes grupos de seres vivos, y lo que parece es que detiene de alguna manera la
transferencia de genes mitocondriales al nicleo, pero no explica porqué cierto grupo de genes
permanecio en los genomas mitocondriales durante la migracion masiva de genes hacia el nucleo
cuando el fendmeno de endosimbiosis apenas comenzaba. Otro proceso que también podria
entorpecer la migracién de genes mitocondriales al ntcleo, es que algunos genes mitocondriales,
especialmente en plantas, han acumulado patrones complejos de procesamiento, como la edicion
de! mRNA, que haria imposible el procesamiento del gen en un ambiente nuclear, sin embargo,
este problema se solucionaria si el vehiculo intermediario entre el genoma mitocondrial y el
genoma nuclear fuera la molécula ya editada de mRNA (Wischmann y Schuster, 1995).

Una de las caracteristicas que se ha mencionado varias veces a lo largo de este trabajo, es
que las proteinas codificadas en los mtDNAs son generalmente aquellas que funcionan en la
membrana interna mitocondrial y que se caracterizan por ser hidrofdbicas. Se ha propuesto que
este fenomeno se ve favorecido porque la sintesis citoplasmica de éste tipo de proteinas podria
ocasionar que no se dirigieran al compartimento celular adecuado. Ademas, al tratarse de
polipéptidos hidrofébicos podria ocurrir que el transporte a través del sistema de membranas
mitocondrial resultara imposible (von Heijne, 1986). Se ha propuesto que las proteinas altamente
hidrofébicas, que presentan cuatro o0 mas cruces transmembranales no pueden ser importadas
correctamente a la mitocondria (Claros y col., 1995); por lo que estas proteinas deben ser
sitnetizadas en el interior del organelo para ser insertadas a la membrana interna mitocondrial y
adquirir la conformacion topoldégica necesaria para su acoplamiento correcto al complejo
respiratorio al que pertenecen. Hay dos ejemplos de protelnas que se han conservado en los
genomas mitocondriales de todos los organismos caracterizados hasta la fecha: el gen cob que
codifica una proteina de ocho cruces transmembranales (Xia y col., 1997) y el gen cox? que
codifica la subunidad | de la citocromo c oxidasa que tiene doce cruces transmembranales
(Tsukihara y col., 1996).

Algunas de las proteinas mitocondriales de C. reinhardtii han mostrado que la transferencia
exitosa al nucleo de los genes que las codifican involucra una gran cantidad de elementos y que
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aunque se pueden plantear patrones generales, cada uno de los genes es producto de una serie

de modificaciones particulares:
i) ¢Como se exportéd el material genético desde la mitocondria hasta el nticleo?

Como se mencioné anteriormente, en algunas plantas parece ser que la transferencia de
material genético sucedié a través de un intermediario de RNA, la molécula de RNA ya editada
debid sufrir un paso obligado de transcripcidn reversa antes de su insercién en el genoma nuclear.
En el caso de C. reinhardtii, no es posible determinar si los genes se transfirieron en forma de DNA
o de RNA ya que hasta el momento, no se ha encontrado ninguna evidencia de una edicién en los
genes mitocondriales y tampoco se ha encontrado ninguna actividad de transcriptasa reversa.

ii) Integracién al genoma nuclear.

La integracion al genoma nuclear, probablemente ocurrié en una regién no codificante a
través de mecanismos como fusién en los extremos (Blanchard y Schmidth, 1996) o por
recombinacién no homdloga (Sun y Callis, 1993). El fendmeno de recombinacién homdloga
(Pichersky y col., 1991) podria descartarse al menos para este grupo particular de genes en este
grupo de algas, ya que en general, los genomas mitocondriales de las cloroficeas no presentaran
regiones repetidas.

iii) Adquisicién de una MTS.

Las presecuencias de los genes atp6 y nd4L no presentan similitudes con otras proteinas
reportadas en las bases de datos, asi que probablemente no derivaron de las presecuencias de
otro gen, como se ha reportado en otros casos (Adams y col., 2000; Adams y col., 2001; Figueroa y
col., 1999; Kubo y col., 1999). Este hecho no resultaria sorprendente, ya que como se ha visto,
pareceria que estos genes caracteristicamente hidrofdbicos necesitan MTSs especiaimente largas
si se comparan con otras proteinas mitocondriales tambien de C. reinhardlii. Ademas, se ha
reportado que en el caso de las proteinas COX Il nucleares que se encuentran en el grupo de las
leguminosas, la presecuencia no puede ser substituida por otra presecuencia mitocondrial,
mientras que si son intercambiables en otras proteinas como la presecuencia de la oxidasa alterna
que es capaz de dirigir otras proteinas hacia la mitocondria como la glutation reductasa o la
ferroquelatasa (Sjoling y Glaser, 1998; Daley y col., 2002). Se ha propuesto que cualquier genoma
nuclear contiene un numero de MTSs latentes (Kobayashi y col, 1997); ademds de que
aproximadamente un 2.5% de clonas de E. coli generadas al azar mostraron la capacidad de
dirigirse hacia la mitocondria (Baker y Schatz, 1987); por lo que podria decirse de alguna manera
que las secuencias que ahora funcionan como MTSs en estos genes estaban ya presentes en el
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genoma “esperando” un gen que pudieran enviar a la mitocondria. Es importante recordar que en
general, para que una secuencia pueda funcionar como MTS mas que la estructura primaria, lo
importante es la estructura secundaria que puedan adquirir. son regiones ricas en residuos
cargados positivamente, sin residuos cargados negativamente y tienen la capacidad de formar a-
hélices anfifilicas. La estructura anfifilica es importante para el reconocimiento y unién con los
receptores localizados en la membrana externa mitocondrial, y la carga neta positiva puede ser
necesaria para el proceso de importacion a través de la membrana interna mitocondrial
(Emanuelsson y von Heijne, 2001). Las MTSs identificadas en las protelnas ATP6 y NAD4L
(reportadas en este trabajo) y COX Il y COX [IA de otros resultados obtenidos en el laboratorio en
C. reinhardtii, muestran que son particularmente largas, de 107, 133, 119 y 143 residuos de
aminoacidos respectivamente ricas en residuos cargados positivamente, especialmente alaninas,
prolinas y argininas. En S. cerevisiae se ha observado que la duplicacion de las MTSs favorece la
importacién in vivo e in vitro de proteinas hidrofébicas a la mitocondria (Galanis y col., 1991), tal
vez porque mejora de alguna manera la interaccién entre el precursor y la magquinaria de
Importacion (Claros y col., 1996). Otra opcidn, serla que una MTS larga afecte de alguna manera
el plegamiento de la proteina aumentando su capacidad de importacién (Claros y col., 1995). En
general, las MTSs tienen dos sitios de edicion, sin embargo, en el caso de la proteina COX Il que
se encuentra codificada en en nucleo de Glycine max, se ha demostrado que también tiene una
presecuencia relativamente larga (de 136) y que el fendmeno migracion hasta la mitocondria
involucra tres segmentos diferentes de la secuencia: el primer segmento debe dirigir a la proteina
hasta la mitocondria; la segunda seccidn gufa a la proteina para que se introduzca completamente
en la mitocondria y finalmente el tercer segmento lleva a la proteina hasta el anclaje correcto que
debe tener para acoplarse al complejo funcional. Cada una de las regiones de la MTS es eliminado
después de localizar a la proteina (Daley y col., 2002). Es probable que en el caso de las proteinas
estudiadas en C. reinhardtii, también exista un mecanismo de translocacion de las proteinas
hidrofébicas similar, ya que por ejemplo, la regién de la presecuencia que es identificada in silico
como MTS es aquella que corresponde a los primeros residuos.

iv) Adquisicion de elementos nucleares como intrones, promotores y sitios de unién a ribosomas.

La mayor parte de los genes nucleares en C. reinhardtii tienen intrones, con un promedio

' _de ‘cuatro intrones por cada kb de secuencia codificante (Silflow, 1998). En el caso del gen atp6

este fenémeno de adquisicion de intrones es muy evidente, sin embargo en el caso del gen nd4L

no se identificd ningun intrdn. Los intrones de atp6 muestran los sitios consenso de edicion: la
secuencia GT en el extremo 5' del intrén y AG en el extremo 3’ del intrén.
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V) Adquisicién de Lrlihé's;‘;ﬂaludq po/iadenilacién nuclear.

En C remhardtu la, seﬁal de poliadenilacion mas comtn en los genes nucleares es TGTAA
cuando se Iocahza entre 10 y 20 pb antes del sitio de poliadenilacién. Esta sefal fue identificada

tanto enel gen’ atp cormo en nd4L.

i/i) Cambio en erl uéé de codones.

C. reinhardtii utiliza el codigo genético universal tanto en la mitocondria como en el ntcleo,
hecho que facilita la translocacién de genes mitocondriales al nucleo. Sin embargo, el uso
preferencial de codones utilizado en el nicleo es radicalmente distinto al uso de codones
mitocondrial. El genoma nuclear tiene un alto contenido de G-C y por lo tanto los codones mas
utilizados son aquellos que presentan una G o una C en la tercera posicion. En S. obliquus, el
codigo genético mitocondrial si es diferente, por lo que ademas este organismo la transferencia de
genes parece haberse detenido al igual que en otros grupos de organismos que lo han modificado.

vii) Inactivacién y pérdida de la copia mitocondrial de los genes.

Hasta ahora en el grupo de las algas cloroficeas, no ha sido posible identificar ninguna
etapa intermedia de inactivacion de los genes mitocondriales, es decir, no hay ningun ejemplo en el
que se haya encontrado que la copia mitocondrial de un gen transferido al genoma nuclear se
encuentre modificado en el genoma mitocondrial de tal manera que su expresion sea imposible.
Cuando se publicd el genoma mitocondrial de S. obliquus, Nedelcu y col. (2000) plantearon que el
gen que presentaba similitud con el gen cox2 se trataba de un pseudogen y que el gen cox2 debia
encontrarse en el nucleo, de manera similar a como sucede en el grupo de las leguminosas; sin
embargo, al conocer el caso de fragmentacion génica que se observa en C. reinhardtii y
Polytomella sp. (Pérez-Martinez y col., 2001) fue posible concluir que el gen que se encuentra en
la mitocondria es en realidad cox2a y que el gen cox2b fue transferido al nicleo. Esto no es
entonces un ejemplo de un paso intermedio de la transferencia de un gen al nucleo, porque la
transferencia de cox2a y cox2b sucedié de manera independiente. Al hacer una reconstruccion de
la historia de este grupo, podria plantearse que el gen cox2 se fragmentd en la mitocondria, a
continuaciéon se transfirié el gen cox2b y finalmente el gen cox2a. La transferencia del gen cox2b
debe haber sido antes de que la linea de organismos como C. reinhardtii y Polytomella sp. se
separara de S. obliquus. En cuanto se separaron ambos linajes, S. obliquus cambi6 el cédigo
genético mitocondrial imposibilitando la posterior transferencia de cox2a. Por supuesto, seria
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necesario realizar estudios para confirmar que el gen cox2a mitocondrial de S. obliquus es
funcional y si no se encuentra alguna copia de este gen en el genoma nuclear.

viij) Disminucién en la hidrofobicidad de las protelnas codificadas

Existen dos ejemplos de proteinas que se encuentran codificadas en todos los genomas
mitocondriales caracterizados: el citocromo b que tiene una estructura de ocho cruces
transmembranales (codificado por el gen cob) y la subunidad | de!l complejo citocromo ¢ oxidasa
que tiene doce cruces transmembranales (Tsukihara y col. 1996) (codificada por el gen cox7). En
S. cerevisiae se han realizado estudios in vivo intentando dirigir hacia la mitocondria
construcciones citoplasmicas de longitudes variables dei citocromo b; mostrando que la
importabilidad de los polipéptidos no se encuentra forzosamente relacionada al nimero de cruces
transmembranales que posea (Claros y col,, 1995). Estos estudios sugirieron que el promedio
méximo de hidrofobicidad de una cadena de entre 60 y 80 residuos de aminoacidos (mesoH) y la
hidrofobicidad maxima de las regiones transmembranales, son indicadores de la facilidad con la
que una proteina puede ser importada a la mitocondria. Utilizando estos parametros para analizar
los genes cox2, cox3 y alp6 mitocondriales de las algas clorofitas reportadas, codifican proteinas
con caracteristicas que impedirlan su importacién hasta la mitocondria si se encontraran
codificadas en el genoma nuclear. Las proteinas ATP6, NAD4L, COX lil, COX llA y COX IiB de C.
reinhardtii en cambio, tienen una hidrofobicidad reducida que podria permitir su importacién a la
mitocondria. Los andlisis de hidropatia realizados en cada uno de los cruces transmembranales de
ATP6 mostraron que la reduccién de la hidrofobicidad sucede preferentemente en aquellos que no
estan involucrados en la funcién de la subunidad (este fendmeno también se observa en la
proteina COX Il (Pérez-Martinez y col., 2000; Funes y col. en prensa (Apéndice VI)).
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1. Los genes que codifican para las subunidades mitocondriales ATP6 y NAD4L en C.
reinhardtii se encuentran en el genoma nuclear,

Los genes afp6 y nd4L se encuentran codificados en el nicleo de C. reinhardtii y presentan
caracteristicas tipicas de este tipo de genes: un uso de codones nuclear, una sedal de
poliadenilacién tipica de genes nucleares y predicen una secuencia que podria funcionar como
presecuencia mitocondrial. Ademas el gen afp6 presenta otra caracteristica comuin en los genes

nucleares de esta alga: la presencia de intrones.

2. La subunidad ATP6 esta presente en el complejo enzimatico.
La subunidad ATP6 de C. reinhardtii se identifico en geles de acrilamida con una masa
molecular aparente de 15.5 kDa. Esta subunidad se caracterizé al obtener la secuencia amino

terminal.

3. La subunidad ATP6 de C. reinhardtii es una proteina con propiedades fisicas que
facilitarian su integracién en la membrana interna mitocondrial y en el complejo enzimético
activo.

El gen atp6 predice una protelna con una hidrofobicidad general disminuida respecto a sus
equivalentes sintetizadas en la mitocondria. Esta disminucidon se ve restringida a las regiones de la
subunidad que no comprometen el funcionamiento del complejo enzimatico. Ademas, la secuencia
deducida del gen predice una presecuencia que podria ser la responsable de dirigir a la

preproteina hasta la mitocondria.

4. En cuanto a la evolucién de la transferencia al nucleo de los genes cox2 en las algas
clorofitas, S. obliquus representa un estado intermedio de evolucion.

En el alga clorofita S. obliquus el gen cox2 ha sido fragmentado al igual que en otros
miembros de la misma clase como C. reinhardtii, sin embargo el gen cox2a permanece en el genoma
mitocondrial y el gen cox2b ha sido enviado al genoma nuclear. En este trabajo se obtuvo la secuencia
parcial del gen cox2b encontrando que es un gen caracteristicamente nuclear que utiliza el codigo
genético universal y cuya secuencia codificante esta interrumpida por algunos intrones.

5. La subunidad 1l del complejo citocromo ¢ oxidasa de los organismos apicomplejos esta
codificada por dos genes nucleares adquiridos por transferencia horizontal de un alga
clorofita.

Los organismos apicomplejos como los conocemos actualmente, se originaron después de
un evento de endosimbiosis secundaria con un alga. En este trabajo se caracterizaron los genes
nucleares cox2a y cox2b de T. gondii. Estos genes tambien se identificaron en otros apicomplejos
como P. falciparum, P. yoelii y Theileria parva. La presencia de los genes nucleares cox2a y cox2b
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en los organismos apicomplejos y su alta similitud estructural con los mismos genes de algas como
C. reinhardtii, Polytomella sp. y S. obliquus ha permitido esclarecer que el evento de endosimbiosis
fue con un alga cloroficea.
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A lo largo de este trabajo se han identificado algunos genes que codifican proteinas
mitocondriales hidrofébicas en dos grupos de organismos: i) en C. reinhardtii (y potencialmente en
otras cloroficeas) los genes atp6 y nd4L se encuentran en el genoma nuclear y ii) en el grupo de
los apicomplejos los genes cox2a y cox2b son nucleares y se adquirieron por un fenédmeno de
transferencia horizontal entre el nucleo de un alga cloroficea con la que realizaron un proceso de

endosimbiosis secundaria.

El hecho de contar con la secuencia de los genes es sélo la puerta que abre el camino

para numerosos estudios:

1. Estudiar el proceso de regulacion de los genes mitocondriales.

De alguna manera los genes que codifican productos que funcionan en la mitocondria
(proteinas o RNAs) deben estar regulados para responder a las necesidades mitocondriales y por
lo tanto celulares. Una opcién seria que los genes que se transfirieron de manera masiva después
de la endosimbiosis, lo hayan hecho a manera de bloques que adquirieron secuencias regulatorias
particulares para cada bloque, faciltando el proceso de regulacion de todos los genes. Sin
embargo, aunque esto fuera cierto, los genes que se transfirieron posteriormente, como afp§,
cox2a, cox2b o nd4L, claramente lo hicieron como genes individuales y no como un gran fragmento
de genoma mitocondrial. Serfa muy interesante poder detallar los mecanismos de regulaciéon
genética mitocondrial, en particular de aquellos genes que codifican proteinas de la cadena
respiratoria, ya que ademas éstos deben estar regulados de manera coordinada con los genes que

permanecen en el genoma mitocondrial.

2. Realizar estudios de los mecanismos de importacién a la mitocondria utilizados por las protelnas
codificadas por genes nucleares.

Aunque sea posible suponer qué tipo de mecanismos seguirén estas proteinas para poder
insertarse correctamente en la membrana interna mitocondrial y acoplarse en el complejo
funcional, seria importante disectar la presecuencia, para ver qué regiones son importantes en
estas presecuencias tan largas, si existe un mecanismo de insercién especial como en el caso de
las leguminosas, o que regidn de la presecuencia guia a la proteina hasta qué paso especifico de
la importacion.

En el caso de los apicomplejos, seria muy importante determinar qué mecanismos son los
que le permiten a las subunidades COX [|IA y COX IIB que interactian entre sl y con las otras
subunidades del complejo, ya que las subunidades COX Il tienen un origen evolutivo diferente a
COX |y COX Iil.
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Expresion alotépica de genes mitocondriales y su aplicacion en terapias génicas

mitocondriales humanas.

El genoma mitocondrial humano es una molecula pequena, circular, de doble cadena que
contiene 37 genes. 24 de estos genes son parte de la maquinaria de traduccién mitocondrial (2
rRNAs y 22 tRNAs) y 13 codifican subunidades de la cadena respiratoria (siete subunidades del
complejo |, una subunidad del complejo lll, tres subunidades del complejo IV y dos subunidades
del complejo V) (Anderson y col., 1981).

Las primeras mutaciones patdégenas del genoma mitocondrial humano, fueron descritas en
los trabajos de Holt y col. (1988) y de Wallace y col. (1988). Desde entonces, se han descrito mas
de cien mutaciones patogénicas en el genoma humano (DiMauro y Andreu, 2000). Desde el punto
de vista genético, estas mutaciones pueden caer en tres categorias: i) mutaciones en genes que
codifican protelnas; ii) mutaciones en genes de RNA estructurales como tRNAs y rRNAs y que por
lo tanto afectan todo el proceso de sintesis de proteinas en el organelo; vy iii) rearreglos del genoma
a gran escala como deleciones o duplicaciones. Estas modificaciones pueden producir una gran
cantidad de condiciones clinicas y patoldgicas.

Las mutaciones patogénicas en los genes que codifican protelnas se han caracterizado
fundamentalmente en dos enfermedades: Neuropatia Optica Hereditaria de Leber (LHON por sus
siglas en inglés) y NARP/MILS (NARP por las siglas en inglés de debilidad muscular neurogénica,
ataxia y retinitis pigmentosa y MILS por las siglas en inglés para el sindrome de Leigh heredado
por via materna). La enfermedad de LHON ha sido asociado con mutaciones en el complejo I; y el
sindrome NARP/MILS se ha asociado fundamentalmente con mutaciones en la subunidad ATP6
(DiMauro y Schon, 2001).

"~ Ademas de las alteraciones mitocondriales producidas por modificaciones en el genoma
mitocondrial, recientemente, se han detectado un gran numero de sindromes neuroldgicos

- causados por alteraciones en el funcionamiento mitocondrial y que tienen su origen en genes

nucleares. Las alteraciones nucleares que son responsables de desordenes mitocondriales, se han
agrupado en cuatro grupos: i) alteraciones en componentes estructurales de la cadena respiratoria;
ii) alteraciones en factores involucrados en el ensamblaje de los complejos respiratorios; iii)
alteraciones en los factores involucrados en vias metabdlicas que influyen en la biogénesis
mitocondrial (incluyendo a los complejos respiratorios); y iv) alteraciones en los factores que
controlan la estabilidad del mtDNA (Zeviani y Klopstock, 2001).
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Hasta el ‘fﬁbfrijenvto no existe ningun tipo de terapia disponible para los desérdenes
mitocondriales, ‘ya"}:s"éarn de origen mitocondrial o de origen nuclear. Sin embargo, es posible
realizar una serie de procedimientos como mejoras en la dieta, ciertas correcciones quirtrgicas y
- tratamientos con substituciones de los productos de las vias alteradas, que pueden disminuir
problemas especlificos y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Una de las razones de este
problema meédico ha sido la heterogeneidad de cada uno de los sindromes (Zeviani y Klopstock,
2001).

Se han planteado varias estrategias para desarrollar terapias génicas que puedan corregir
las enfermedades mitocondriales (Collombet y Coutelle, 1998; deGrey, 2000; DiMauro y col.,
2000). Recientemente se han comenzado a implementar algunos modelos experimentales de
terapia génica que eventualmente permitirlan restaurar las funciones mitocondriales en los
pacientes. Estas estrategias incluyen el introducir genes modificados o productos génicos a la
mitocondria a través de la maquinaria de importacion proteica (Kolesnikova y col., 2000); o bien por
la inhibicion del mtDNA alterado por complejos de acidos nucleicos y protelnas antigendémicas
dirigidos a secuencias especificas (Taylor y col., 2000).

Otro tipo de terapia génica es el colocar una copia “normal’ del gen o genes alterados en el
nucleo celular y dirigir los productos que se sintetizan en el citoplasma hacia la mitocondria. Esta
activacion funcional de un gen en un compartimento celular diferente a su lugar de origen se
conoce como expresion alotépica. La expresién alotdépica de genes mitocondriales ha sido
desarrollada con éxito en S. cerevisiae para reparar defectos en la RNA maturasa de la matriz
mitocondrial bl4 (Banroques y col., 1986; Banroques y col., 1987); para estudiar las funciones de la
subunidad ribosomal mitocondrial VARI (Sanchirico y col.,, 1995); y con la subunidad ATP8
(equivalente a la subunidad A6L en mitocondrias de mamiferos) (Gray y col., 1996). La secuencia
del gen afp8 fue modificada para la expresidn nuclear y se le afadié artificialmente la secuencia
de una MTS. El gen se expresd correctamente y el producto polipeptidico sintetizado en el
citoplasma fue importado a la membrana interna mitocondrial y ensamblada en el complejo F1Fq
ATP sintasa.

De especial interés para este trabajo, ha sido el hecho de el grupo de Manfredi y col.
(2002) ha publicado un modelo experimental de terapia génica en células humanas con
mutaciones en el gen afp6 y que por lo tanto no pueden realizar la sintesis de ATP de manera
correcta. En este trabajo se redisefi¢ el gen mitocondrial humano para que utilizara el cédigo
genético universal, se le afadieron dos presecuencias mitocondriales diferentes (una de 25
residuos de la subunidad 8 de la citocromo ¢ oxidasa y otra de 61 residuos de una isoforma
humana de la subunidad ¢ de la ATPasa) y se insertd la construccion en el genoma nuclear. El
grupo observé que en este modelo celular se rescata la deficiencia en al sintesis de ATP, sin
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embargo lka: eficiencia de importacién de la subunidad es muy baja con cualquiera de las dos MTSs

.utilizadas. ‘Una posible modificacion que podria realizarse para tratar de mejorar la eficiencia de

k importacion, seria la utilizacion de presecuencias largas, como la encontrada en la subunidad
ATP6 de C. reinhardlii.

La expresidn alotdpica de genes mitocondriales en el nucleo para propdsitos de terapia
génica debe considerar los cambios apropiados en el uso de codones o en el cddigo genético vy la
adicion de una presecuencia mitocondrial capaz de dirigir el producto peptidico sintetizado hacia la
mitocondria y su insercidon funcional. Estos dos elementos mostraron no ser suficientes para la
expresion alotépica. Tal vez la disminucion en la hidrofobicidad promedio de la proteina sintetizada,
fundamentalmente en las regiones transmembranales que no son fundamentales para la funcién
de la proteina, facilitaria la importacién de éstas proteinas altamente hidrofdbicas. Tomar el caso
de C. reinhardtii como base para decidir en qué regiones deberfan hacerse las modificaciones
podria facilitar enormemente el trabajo ya que en este organismo esta disminucion se ha hecho de
manera natural sin alterar el funcionamiento del organismo. Sin embargo, seria ideal conocer con
mas detalle la topologia y funcion de las proteinas de interés y un conocimiento mas profundo de
los mecanismos de accion de las proteinas coexpresadas.

Posibles aplicaciones para terapias contra los apicomplejos

Dentro del grupo de los apicomplejos se ubican protistas endoparasitos, algunos de los
cuales son agentes causales de enfermedades en el ser humano o en especies de importancia
econdmica. En los ultimos afos el estudio de los apicomplejos ha sido enormemente fomentado,
prueba de esto es que actualmente esta secuenciado completamente el genoma de P. falciparum,
el de T. gondii se encuentra ya en una fase avanzada y en etapas tempranas de secuenciacién se
estan analizando los genomas de otras especies como P. yoelii Theileria parva y Theileria
annulata. La meta final de realizar tantos estudios en estos organismos es detener las
enfermedades que producen: por ejemplo la toxoplasmosis es actualmente una de las principales
causas de muerte entre los enfermos de SIDA (Carruthers, 2002).

Conocer la secuencia completa del genoma de un organismo, nos abre la puerta a los mas
intimos secretos de su funcionamiento, sin embargo, actualmente hay una enorme cantidad de
regiones de los genomas para las que todavia no conocemos su funcidn o su importancia. Por lo
tanto el aprovechamiento médico de esta serie de conocimientos, todavia esta limitado a que
podamos desentrafiar cuaries son las vias metabodlicas que son exclusivas de estos parasitos, o
qué elementos podrian aiterarse sin que esto repercuta en el metabolismo del ser humano.

100



X|. Perspectivas

E! hecho de conocer elementos especificos de estos organismos en proteinas para las
cudles ya se conoce la funcién que desempefan y e! papel fundamental que juegan dentro del
metabolismo celular, podria permitir el desarrollo de estrategias especificas de ataque contra estos

parasitos.

En el caso especlfico de los resultados obtenidos en este trabajo, el hecho de saber que la
subunidad COX Il en realidad se compone de una subunidad COX llA y una COX IiB podria
permitir desarrollar algun tipo de estrategia dirigida exclusivamente hacia cualquiera de estas
subunidades que no altere el funcionamiento de una subunidad COX Il ortodoxa como la que se
encuentra en las mitocondrias humanas. Una opcion seria desarrollar terapias con RNAs
mensajeros antisentido de cox2a o de cox2b que en principio no alterarlan la expresién del gen
cox2 mitocondrial humano; otra opcién serfa desarroliar péptidos especificos que se asociaran con
las extensiones de COX llA y COX lIB y por lo tanto eviten que estas dos proteinas interactien
entre sl impidiendo el ensamblaje del complejo funcional, una tercera opcidn serfa modificar de
alguna manera la entrada de COX lIA o COX 1IB a la mitocondria. COX |IB seria un blanco mucho
mas sencillo y eficaz, ya que esta subunidad es la directamente involucrada en el paso de
electrones entre el citocromo ¢ y los centros de reaccién de la subunidad COX I; el bloquear
solamente el funcionamiento de COX IIA podria favorecer el que la subunidad COX [IB modifique
su campo de accion e interactiie con otra subunidad. El hecho de evitar que COX IIA o COX IIB se
ensamblen de manera funcional en el complejo citocromo ¢ oxidasa de los apicomplejos,
repercutirfa directamente en el proceso de la cadena respiratoria mitocondrial orillando a estos

organismos patégenos a la muerte.

Por supuesto, para poder pensar de una manera mas real en alguna de estas posibilidades
es necesario realizar antes toda una serie de estudios de expresiéon de los genes, sintesis e
importacion de las subunidades para determinar qué via podria ser la mas especifica y al mismo

tiempo la mas eficaz.



Referencias Bibliograficas

~ 102




XIl. Referencias Bibliograficas

Abrahams, J.P., Leslie, A.G., Lutter, R. and Walker, J.E. (1994) Structure at 2.8 A resolution of
Fi-ATPase from bovine heart mitochondria. Nature, 370, 621-628.

Adams, K.L., Song, K., Roessler, P.G., Nugent, J.M., Doyle, J.L., Doyle, J.J. and Palmer, J.D.
(1999) Intracellular gene transfer in action: dual transcription and multiple silencings of
nuclear and mitochondrial cox2 genes in legumes. Proc Natl Acad Sci U S A, 96, 13863-
13868.

Adams, K.L., Daley, D.O., Qiu, Y.L., Whelan, J. and Palmer, J.D. (2000) Repeated, recent and
diverse transfers of a mitochondrial gene to the nucleus in flowering plants. Nature, 408, 354-
357.

Adams, K.L., Ong, H.C. and Palmer, J.D. (2001) Mitochondrial gene transfer in pieces: fission of
the ribosomal protein gene rp/2 and partial or complete gene transfer to the nucleus. Mo/ Biol
Evol, 18, 2289-2297.

Allen, J.F. and Raven, J.A. (1996) Free-radical-induced mutation vs redox regulation: costs and
benefits of genes in organelles. J Mol Evol, 42, 482-492.

Anderson, S., Bankier, A.T., Barrell, B.G., de Bruijn, M.H., Coulson, A.R., Drouin, J., Eperon,
I.C., Nierlich, D.P., Roe, B.A., Sanger, F., Schreier, P.H., Smith, A.J., Staden, R. and
Young, I.G. (1981) Sequence and organization of the human mitochondrial genome. Nature,
290, 457-465.

Andersson, S$.G., Zomorodipour, A., Andersson, J.O., Sicheritz-Ponten, T., Alsmark, U.C.,
Podowski, R.M., Naslund, A.K., Eriksson, A.S., Winkler, H.H. and Kurland, C.G. (1998)
The genome sequence of Rickettsia prowazekii and the origin of mitochondria. Nature, 396,
133-140.

Andersson, J.O. and Roger, A.J. (2002) A cyanobacterial gene in nonphotosynthetic protists--an
early chloroplast acquisition in eukaryotes? Curr Biol, 12, 115-119.

Arnold, 1., Pfeiffer, K., Neupert, W., Stuart, R.A. and Schagger, H. (1998) Yeast mitochondrial
F,F,-ATP synthase exists as a dimer: identification of three dimer-specific subunits. Embo J,
17, 7170-7178.

Asamizu, E., Nakamura, Y., Sato, S., Fukuzawa, H. and Tabata, S. (1999) A l|arge scale
structural analysis of cDNAs in a unicellular green alga, Chlamydomonas reinhardtii. |.
Generation of 3433 non-redundant expressed sequence tags. DNA Res, 6, 369-373.

Atteia, A., Dreyfus, G. y Gonzalez-Halphen, D. (1997) Characterization of the alpha and beta-
subunits of the FoF{-ATPase from the alga Polytomella spp., a colorless relative of
Chlamydomonas reinhardtii. Biochim Biophys Acta, 1320, 275-284.

Baker, A. and Schatz, G. (1987) Sequences from a prokaryotic genome or the mouse
dihydrofolate reductase gene can restore the import of a truncated precursor protein into
yeast mitochondria. Proc Nat! Acad Sci U S A, 84, 3117-3121.

Banroques, J., Delahodde, A. and Jacq, C. (1986) A mitochondrial RNA maturase gene

103



Xll. Referencias Bibliograficas

transferred to the yeast nucleus can control mitochondrial mRNA splicing. Cell, 46, 837-844,

Banroques, J., Perea, J. and Jacq, C. (1987) Efficient splicing of two yeast mitochondrial introns
controlled by a nuclear-encoded maturase. Embo J, 6, 1085-1091.

Bensasson, D., Petrov, D.A.,, Zhang, D.X., Hartl, D.L. and Hewitt, G.M. (2001) Genomic
gigantism: DNA loss is slow in mountain grasshoppers. Mo/ Biol Evol, 18, 246-253.

Bischoff, H. and Bold, H. C. (1963) Phycological studies IV. Some soil algae from Enchanted
Rock and related algal species. Univ. Tex. Publ. No. 6318, Austin, TX, USA.

Blanchard, J.L. and Schmidt, G.W. (1996) Mitochondrial DNA migration events in yeast and
humans: integration by a common end-joining mechanism and alternative perspectives on
nucleotide substitution patterns. Mol Biol Evol, 13, 893.

Blanchard, J.L. and Hicks, J.S. (1999) The non-photosynthetic plastid in malarial parasites and
other apicomplexans is derived from outside the green plastid lineage. J Eukaryot Microbiol,
46, 367-375.

Boore, J.L. (1999) Animal mitochondrial genomes. Nucleic Acids Res, 27, 1767-1780.

Boyer, P.D. (1997) The ATP synthase: a splendid molecular machine. Annu Rev Biochem, 66, 717-
749,

Brennicke, A., Grohmann, L., Hiesel, R., Knoop, V. and Schuster, W, (1993) The mitochondrial
genome on its way to the nucleus: different stages of gene transfer in higher plants. FEBS
Lett, 325, 140-145.

Campbell, C.L. and Thorsness, P.E. (1998) Escape of mitochondrial DNA to the nucleus in yme1
yeast is mediated by vacuolar-dependent turnover of abnormal mitochondrial compartments.
J Cell Sci, 111, 2455-2464.

Carruthers, V.B. (2002) Host cell invasion by the opportunistic pathogen Toxoplasma gondii. Acta
Trop, 81, 111-122.

Choi, J.Y., Lee, T.W., Jeon, K.W. and Ahn, T.l. (1997) Evidence for symbiont-induced aiteration of
a host's gene expression: irreversible loss of SAM synthetase from Amoeba proteus. J
Eukaryot Microbiol, 44, 412-419.

Claros, M.G. and von Heijne, G. (1994) TopPred Il: an improved software for membrane protein
structure predictions. Comput App! Biosci, 10, 685-686.

Claros, M.G. (1995) MitoProt, a Macintosh application for studying mitochondrial proteins. Comput
Appl Biosci, 11, 441-447.

Claros, M.G., Perea, J., Shu, Y., Samatey, F.A., Popot, J.L. and Jacq, C. (1995) Limitations to in
vivo import of hydrophobic proteins into yeast mitochondria. The case of a cytoplasmically
synthesized apocytochrome b. Eur J Biochem, 228, 762-771.

Claros, M.G., Perea, J. and Jacq, C. (1996) Allotopic expression of yeast mitochondrial maturase
to study mitochondrial import of hydrophobic proteins. Methods Enzymol, 264, 389-403.
Collura, R.V. and Stewart, C.B. (1995) Insertions and duplications of mtDNA in the nuclear

genomes of Old World monkeys and hominoids. Nature, 378, 485-489.

104



Xil. Referencias Bibliograficas

Covello, P.S. and Gray, M.W. (1992) Silent mitochondrial and active nuclear genes for subunit 2 of
cytochrome ¢ oxidase (cox2) in soybean: evidence for RNA-mediated gene transfer. Embo J,
11, 3815-3820.

Daley, D.O., Adams, K.L., Clifton, R., Qualmann, S., Millar, A.H., Palmer, J.D., Pratje, E. and
Whelan, J. (2002) Gene transfer from mitochondrion to nucleus: novel mechanisms for gene
activation from Cox2. Plant J, 30, 11-21.

Degli-Esposti, M., De Vries, S., Crimi, M., Ghelli, A., Patarnello, T., y Meyer, A. (1993)
Mitochondrial cytochrome b: evolution and structure of the protein. Biochim Biophys Acta,
1143, 243:271.

Denovan-Wright, E.M., Nedelcu, A.M. and Lee, R.W. (1998) Complete sequence of the
mitochondrial DNA of Chlamydomonas eugametos. Plant Mol Biol, 36, 285-295.

DiMauro, S. and Andreu, A.L. (2000) Mutations in mtDNA: are we scraping the bottom of the
barrel? Brain Pathol, 10, 431-441.

DiMauro, S. and Schon, E.A. (2001) Mitochondrial DNA mutations in human disease. Am J Med
Genet, 106, 18-26.

Dunn, S.D., Bi, Y. and Revington, M. (2000) A re-examination of the structural and functional
consequences of mutation of alanine-128 of the b subunit of Escherichia coli ATP synthase
to aspartic acid. Biochim Biophys Acta, 14589, 521-527.

Dzierszinski, F., Popescu, O., Toursel, C., Slomianny, C., Yahiaoui, B. and Tomavo, S. (1999)
The protozoan parasite Toxoplasma gondii expresses two functional plant- like glycolytic
enzymes. Implications for evolutionary origin of apicomplexans. J Biol Chem, 274, 24888-
24895.

Edqgvist, J., Burger, G. and Gray, M.W. (2000) Expression of mitochondrial protein-coding genes
in Tetrahymena pyriformis. J Mol Biol, 297, 381-393.

Ellis, J.T., Morrison, D.A. y Jeffries, A.C. (1998) The phylum Apicomplexa : an update on the
molecular phylogeny. In Evolutionary relationships among protozoa (eds. G.H. Coombs, K.
Vickerman, M.A. Sleigh y A. Warren) Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Netherlands. pp 255-274.

Eiston, T., Wang, H. and Oster, G. (1998) Energy transduction in ATP synthase. Nature, 391, 510-
513.

Emanuelsson, O. and von Heijne, G. (2001) Prediction of organellar targeting signals. Biochim
Biophys Acta, 1541, 114-119.

Eriksson, M., Gardestrom, P. y Samuelsson, G. (1995) Isolation, Purification, and
Characterization of Mitochondria from Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol 107, 479-
483,

Fast, N.M., Kissinger, J.C., Roos, D.S. and Keeling, P.J. (2001) Nuclear-encoded, plastid-
targeted genes suggest a single common origin for apicomplexan and dinoflagellate plastids.

105



XIl. Referencias Bibliograficas

Mol Biol Evol, 18, 418-426.

Feagin, J.E. (2000) Mitochondrial genome diversity in parasites. /nt J Parasitol, 30, 371-390.

Figueroa, P., Gomez, |., Carmona, R,, Holuigue, L., Araya, A. and Jordana, X. (1999) The gene
for mitochondrial ribosomal protein S14 has been transferred to the nucleus in Arabidopsis
thaliana. Mol Gen Genet, 262, 139-144.

Figueroa, P., Gomez, |., Holuigue, L., Araya, A. and Jordana, X. (1999) Transfer of rps74 from
the mitochondrion to the nucleus in maize implied integration within a gene encoding the iron-
sulphur subunit of succinate dehydrogenase and expression by alternative splicing. Plant J,
18, 601-609.

Franzen, L.G. and Falk, G. (1992) Nucleotide sequence of cDNA clones encoding the beta subunit
of mitochondrial ATP synthase from the green alga Chlamydomonas reinhardtii. the
precursor protein encoded by the cDNA contains both an N-terminal presequence and a C-
terminal extension. Plant Mol Biol, 19, 771-780.

Frey, T.G. and Mannella, C.A. (2000) The internal structure of mitochondria. Trends Biochem Sci,
25, 319-324.

Friedl, T. (1997) The Evolution of Green Algae. P! Syst Evol, 11, 87-101.

Frohman, M.A. (1993) Rapid amplification of complementary DNA ends for generation of full-length
complementary DNAs: thermal RACE. Methods Enzymol, 218, 340-356.

Galanis, M., Devenish, R.J. and Nagley, P. (1991) Duplication of leader sequence for protein
targeting to mitochondria leads to increased import efficiency. FEBS Lelt, 282, 425-430.
Girvin, M.E., Rastogi, V.K., Abildgaard, F., Markley, J.L. and Fillingame, R.H. (1998) Solution
structure of the transmembrane H+-transporting subunit ¢ of the FF; ATP synthase.

Biochemistry, 37, 8817-8824.

Gray, R.E., Law, R.H., Devenish, R.J. and Nagley, P. (1996) Allotopic expression of mitochondrial
ATP synthase genes in nucleus of Saccharomyces cerevisiae. Methods Enzymol, 264, 369-
389.

Gray, M.W. (1999) Evolution of organellar genomes. Curr Opin Genet Dev, 9, 678-687.

Gorman, D.S. y Levine, R.P. (1965) Cytochrome f and plastocyanin: their sequence in the
photosyntetic electron transport chain of Chlamydomonas reinhardtii. Proc Natl Acad Sci
USA, 54, 1665-1669.

Grohmann, L., Brennicke, A. and Schuster, W. (1992) The mitochondrial gene encoding
ribosomal protein $S12 has been translocated to the nuclear genome in Oenothera. Nucleic
Acids Res, 20, 5641-5646.

Haltia, T., Saraste, M. and Wikstrom, M. (1991) Subunit Ill of cytochrome ¢ oxidase is not involved
in proton translocation: a site-directed mutagenesis study. Embo J, 10, 2015-2021.

Handa, H., Bonnard, G. and Grienenberger, J.M. (1996) The rapeseed mitochondrial gene
encoding a homologue of the bacterial protein Ccl1 is divided into two independently
transcribed reading frames. Mol Gen Genet, 252, 292-302.

106



Xll. Referencias Bibliograficas

Harris, E.H. (1988) The Chlamydomonas sourcebook. Academic Press. San Diego, CA, USA. pp
76-80.

Harris, E.H. (1998) Introduction to Chlamydomonas. In The Molecular Biology of Chloroplasts and
Mitochondria in Chlamydomonas (eds. J.D. Rochaix, M. Goldshmidt-Clermont y S. Merchant)
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands. pp 1-11.

Hartl, F.U,, Pfanner, N., Nicholson, D.W. and Neupert, W. (1989) Mitochondrial protein import.
Biochim Biophys Acta, 988, 1-45.

Holt, I.J., Harding, A.E. and Morgan-Hughes, J.A. (1988) Deletions of muscle mitochondrial DNA
in patients with mitochondrial myopathies. Nature, 331, 717-719.

Iwata, S., Ostermeier, C., Ludwig, B. and Michel, H. (1995) Structure at 2.8 A resolution of
cytochrome c¢ oxidase from Paracoccus denitrificans. Nature, 376, 660-669.

Jeon, K.W. (1995) The large, free-living amoebae: wonderful cells for biological studies. J Eukaryot
Microbiol, 42, 1-7.

Jiang, W. and Fillingame, R.H. (1998) interacting helical faces of subunits a and ¢ in the F1F, ATP
synthase of Escherichia coli defined by disulfide cross-linking. Proc Natl Acad Sci U S A, 95,
6607-6612.

Kadenbach, B., Jarausch, J., Hartmann, R. and Merle, P. (1983) Separation of mammalian
cytochrome ¢ oxidase into 13 polypeptides by a sodium dodecy! sulfate-ge! electrophoretic
procedure. Anal Biochem, 129, 517-521.

Kadowaki, K., Kubo, N., Ozawa, K. and Hirai, A. (1996) Targeting presequence acquisition after
mitochondrial gene transfer to the nucleus occurs by duplication of existing targeting signals.
Embo J, 15, 6652-6661.

Kiebler, M., Pfaller, R., Sollner, T., Griffiths, G., Horstmann, H., Pfanner, N. and Neupert, W,
(1990) Identification of a mitochondrial receptor complex required for recognition and
membrane insertion of precursor proteins. Nature, 348, 610-616.

Kobayashi, Y., Knoop, V., Fukuzawa, H., Brennicke, A. and Ohyama, K. (1997) Interorganellar
gene transfer in bryophytes: the functional nad7 gene is nuclear encoded in Marchantia
polymorpha. Mol Gen Genet, 256, 589-592.

Koehler, C.M. (2000) Protein translocation pathways of the mitochondrion. FEBS lett, 476, 27-31.

Kohler, S., Delwiche, C.F., Denny, P.W,, Tilney, L.G., Webster, P., Wilson, R.J., Palmer, J.D.
and Roos, D.S. (1997) A plastid of probable green algal origin in Apicomplexan parasites.
Science, 275, 1485-1489.

Kolesnikova, O.A., Entelis, N.S., Mireau, H., Fox, T.D., Martin, R.P. and Tarassov, l.A. (2000)
Suppression of mutations in mitochondrial DNA by tRNAs imported from the cytoplasm.
Science, 289, 1931-1933.

Kroymann, J. and Zetsche, K. (1998) The mitochondrial genome of Chlorogonium elongatum
inferred from the complete sequence. J Mol Evol, 47, 431-440.

107




Xil. Referencias Bibliograficas

Kubo, N., Harada, K., Hirai, A. and Kadowaki, K. (1999) A single nuclear transcript encoding
mitochondrial RPS14 and SDHB of rice is processed by alternative splicing: common use of
the same mitochondrial targeting signal for different proteins. Proc Natl Acad Sci U S A, 96,

- 9207-9211,

Kiick, U., Jekosch, K. and Holzamer, P. (2000) DNA sequence analysis of the complete
mitochondrial genome of the green alga Scenedesmus obliquus: evidence for UAG being a
leucine and UCA being a non-sense codon. Gene, 253, 13-18.

Lang, B.F., Gray, M.W. and Burger, G. (1999) Mitochondrial genome evolution and the origin of
eukaryotes. Annu Rev Genet, 33, 351-397.

Le, T.H., Blair, D. y McManus, D.P. (2001) A leucine zipper protein of mitochondrial origin.
Biochim Biophys Acta. 1646(2), 435-443

Louis, E.J. and Haber, J.E. (1991) Evolutionarily recent transfer of a group | mitochondrial intron to
telomere regions in Saccharomyces cerevisiae. Curr Genet, 20, 411-415.

Lowry, O.H., Rosenbrough, N.J., Farr, A.L., y Randall, R. (1951) Protein measurement with the
Folin Phenol reagent. J Biol Chem, 193, 265-275.

Ludwig, B., Bender, E., Arnold, S., Huttemann, M., Lee, |. and Kadenbach, B. (2001)
Cytochrome ¢ oxidase and the regulation of oxidative phosphorylation. Chembiochem, 2,
392-403.

Lynch, M. (1997) Mutation accumulation in nuclear, organelle, and prokaryotic transfer RNA genes.
Mol Biol Evol, 14, 914-925.

Malatesta, F., Antonini, G., Sarti, P. y Brunori, M. (1995) Structure and function of a molecular
machine: cytochrome c oxidase. Biophys. Chem. 54:1-33

Manfredi, G., Fu, J., Ojaimi, J., Sadlock, J.E., Kwong, J.Q., Guy, J. and Schon, E.A. (2002)
Rescue of a deficiency in ATP synthesis by transfer of MTATP6, a mitochondrial DNA-
encoded gene, to the nucleus. Nat Genet, 30, 394-399.

Margulis, L. (1970) The origin of Eucaryotic cells. Yale University Press. New Haven, USA.

Markwell, M.A.K., Haas, S.M., Bieber, L.L. y Tolbert, N.E. (1978) A modification of the Lowry
procedureto simplify protein determination in membrane and lipoprotein samples. Anal
Biochem, 87, 206-210.

Martin, J., Mahtke, K. y Pfanner, N. (1991) Role of an energized inner membrane in mitochondrial
protein import. Delta psi drives the movement of presequences. J Biol Chem 266, 18051-
18057

Martin, W. and Muller, M. (1998) The hydrogen hypothesis for the first eukaryote. Nature, 392, 37-
41,

Martin, W. and Herrmann, R.G. (1998) Gene transfer from organelles to the nucleus: how much,
what happens, and Why? Plant Physiol, 118, 9-17.

108



XIl. Referencias Bibliograficas

Menz, R.l., Walker, J.E. and Leslie, A.G. (2001) Structure of bovine mitochondrial F1-ATPase with
nucleotide bound to all three catalytic sites: implications for the mechanism of rotary
catalysis. Cell, 106, 331-341.

Michaelis, G., Vahrenholz, C. and Pratje, E. (1990) Mitochondrial DNA of Chlamydomonas
reinhardtii. the gene for apocytochrome b and the complete functional map of the 15.8 kb
DNA. Mol Gen Genet, 223, 211-216.

Mihara, K. and Omura, T. (1996) Cytosolic factors in mitochondrial protein import. Experientia, 52,
1063-1068.

Millar, D.G. y Shore, G.C. (1996) Signal anchor sequence insertion into the outer mitochondrial
membrane. Comparison with porin and the matrix protein targeting pathway. J Biol Chem,
271, 25823-25829.

Mitchell, P. (1961) Coupling of phosphorylation to electron and hydrogen transfer by a
chemiosmotic type mechanism. Nature (London), 191, 144-148.

Moreira, D., Le Guyader, H. and Philippe, H. (2000) The origin of red algae and the evolution of
chloroplasts. Nature, 405, 69-72.

Moreira, D. and Philippe, H. (2001) Sure facts and open questions about the origin and evolution
of photosynthetic plastids. Res Microbiol, 152, 771-780.

Nass, S. y Nass, M.M.K. (1963) Ultramitochondrial fibers with DNA characteristics. J. Cell. Biol. 19:
593-629.

Nedelcu, A.M., Lee, R.W., Lemieux, C., Gray, M.W. and Burger, G. (2000) The complete
mitochondrial DNA sequence of Scenedesmus obliquus reflects an intermediate stage in the
evolution of the green algal mitochondrial genome. Genome Res, 10, 819-831.

Nugent, J.M. and Palmer, J.D. (1991) RNA-mediated transfer of the gene coxll from the
mitochondrion to the nucleus during flowering plant evolution. Cell, 66, 473-481.

Oudot-Le Secq, M.P., Fontaine, J.M., Rousvoal, S., Kloareg, B. and Loiseaux-De Goer, S.
(2001) The complete sequence of a brown algal mitochondrial genome, the ectocarpale
Pylaiella littoralis (L..) Kjellm. J Mol Evol, 53, 80-88.

Pak, J.W. and Jeon, K.W. (1997) A symbiont-produced protein and bacterial symbiosis in Amoeba
proteus. J Eukaryot Microbiol, 44, 614-619.

Palmer, J.D. and Herbon, L.A. (1988) Plant mitochondrial DNA evolves rapidly in structure, but
slowly in sequence. J Mol Evol, 28, 87-97.

Paumard, P., Vaillier, J., Coulary, B., Schaeffer, J., Soubannier, V., Mueller, D.M., Brethes, D.,
di Rago, J.P. and Velours, J. (2002) The ATP synthase is involved in generating
mitochondrial cristae morphology. Embo J, 21, 221-230.

Perez-Martinez, X., Vazquez-Acevedo, M., Tolkunova, E., Funes, S., Claros, M.G., Davidson,
E., King, M.P. and Gonzalez-Halphen, D. (2000) Unusual location of a mitochondrial gene.

109



Xll. Referencias Bibliograficas

Subunit Il of cytochrome ¢ oxidase is encoded in the nucleus of Chlamydomonad algae. J
Biol Chem, 275, 30144-30152.

Perez-Martinez, X., Antaramian, A., Vazquez-Acevedo, M., Funes, S., Tolkunova, E., d'Alayer,
J., Claros, M.G., Davidson, E., King, M.P. and Gonzalez-Halphen, D. (2001) Subunit Il of
cytochrome ¢ oxidase in Chlamydomonad algae is a heterodimer encoded by two
independent nuclear genes. J Biol Chem, 276, 11302-113089.

Pichersky, E. and Tanksley, S.D. (1988) Chloroplast DNA sequences integrated into an intron of a
tomato nuclear gene. Mo! Gen Genet, 215, 65-68.

Pichersky, E., Logsdon, J.M., Jr., McGrath, J.M. and Stasys, R.A. (1991) Fragments of plastid
DNA in the nuclear genome of tomato: prevalence, chromosomal location, and possible
mechanism of integration. Mo/ Gen Genet, 225, 453-8.

Quinn, J.M., Merchant, S. (1999) Adaptation of Scenedesmus obliquus (Chlorophyceae) to
Copper-Deficienciy: Transcriptional Regulation of Pcy1 but ot Cpx1. J. Phycol. 35:1253-1263.

Riistama, S., Puustinen, A., Garcia-Horsman, A,, iwata, S., Michel, H. and Wikstrom, M. (1996)
Channelling of dioxygen into the respiratory enzyme. Biochim Biophys Acta, 1275, 1-4,

Roise, D. and Schatz, G. (1988) Mitochondrial presequences. J Biol Chem, 263, 4509-11.

Rost, B. (1996) PHD: predicting one-dimensional protein structure by profile-based neural
networks. Methods Enzymol, 266, 525-539.

Sanchez, H., Fester, T., Kloska, S., Schroder, W. and Schuster, W. (1996) Transfer of /ps79 to
the nucleus involves the gain of an RNP-binding motif which may functionally replace RPS13
in Arabidopsis mitochondria. Embo J, 15, 2138-2149.

Sambrock, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2™
Edition, Cold Spring Harbor, New York, USA.

Sanchirico, M., Tzellas, A., Fox, T.D., Conrad-Webb, H., Periman, P.S. and Mason, T.L. (1995)
Relocation of the unusual VAR1 gene from the mitochondrion to the nucleus. Biochem Cell
Biol, 73, 987-995.

Saraste, M. (1999) Oxidative phosphorylation at the fin de siecle. Science, 283, 1488-1493.

Sazanov, L.A., Peak-Chew, S.Y., Fearnley, .M. and Walker, J.E. (2000) Resolution of the
membrane domain of bovine complex | into subcomplexes: implications for the structural
organization of the enzyme. Biochemistry, 39, 7229-7235.

Schagger, H. (1994) Native Gel Electrophoresis. In A Practical Guide to Membrane Protein
Purification (eds. G. von Jagow y H. Schégger) Academic Press Inc. San Diego, CA, USA, pp
81-104.

Schédgger, H. y von Jagow, G. (1987) Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa.
Anal Biochem, 166, 368-379.

Schigger, H. and Pfeiffer, K. (2000) Supercomplexes in the respiratory chains of yeast and

110




"’ XII. Referencias Bibliograficas

mammalian mitochondria. Embo J, 19, 1777-1783,

Scheffler, L.E. (1999) Mitochondria. Wiley-Liss, U.S.A.

Schultz, B.E. and Chan, S.I. (2001) Structures and proton-pumping strategies of mitochondrial
respiratory enzymes. Annu Rev Biophys Biomol Struct, 30, 23-65.

Segui-Real, B., Kispal, G., Lill, R. and Neupert, W. (1993) Functional independence of the protein
translocation machineries in mitochondrial outer and inner membranes: passage of
preproteins through the intermembrane space. Embo J, 12, 2211-2218.

Senior, A.E. and Wise, J.G. (1983) The proton-ATPase of bacteria and mitochondria. J Membr
Biol, 73, 105-124.

Shafer, K.S., Hanekamp, T., White, K.H. and Thorsness, P.E. (1999) Mechanisms of
mitochondrial DNA escape to the nucleus in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Curr
Genet, 36, 183-194.

Silflow, C. (1998) Organization of the Nuclear Genome. In The Molecular Biology of Chloroplasts
and Mitochondria in Chlamydomonas (eds. J.D. Rochaix, M. Goldshmidt-Clermont y S.
Merchant) Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands. pp 25-40.

Sjoling, S. and Glaser, E. (1998) Mitochondrial targeting peptides in plants. Trends Flant Sci. 3,
136-140.

Stock, D., Leslie, A.G. and Walker, J.E. (1999) Molecular architecture of the rotary motor in ATP
synthase. Science, 286, 1700-1705.

Stock, D., Gibbons, C., Arechaga, l., Leslie, A.G. and Walker, J.E. (2000) The rotary mechanism
of ATP synthase. Curr Opin Struct Biol, 10, 672-679.

Sun, C.W. and Callis, J. (1993) Recent stable insertion of mitochondrial DNA into an Arabidopsis
polyubiquitin gene by nonhomologous recombination. Plant Cell, 5, 97-107.

Taylor, R.W., Wardell, T.M., Lightowlers, R.N. and Turnbull, D.M. (2000) Molecular basis for
treatment of mitochondrial myopathies. Neurol Sci, 21, S909-S912.

Thorsness, P.E. and Fox, T.D. (1990) Escape of DNA from mitochondria to the nucleus in
Saccharomyces cerevisiae. Nature, 346, 376-379.

Tsukihara, T., Aoyama, H., Yamashita, E., Tomizaki, T., Yamaguchi, H., Shinzawa-itoh, K.,
Nakashima, R., Yaono, R. and Yoshikawa, S. (1996) The whole structure of the 13-subunit
oxidized cytochrome c oxidase at 2.8 A. Science, 272, 1136-1144,

Turmel, M., Lemieux, C., Burger, G,, Lang, B.F., Otis, C., Plante, |. and Gray, M.W. (1999) The
complete mitochondrial DNA sequences of Nephroselmis olivacea and Pedinomonas minor.
Two radically different evolutionary patterns within green algae. Plant Cell, 11, 1717-1730.

Turmel, M., Otis, C. and Lemieux, C. (2002) The complete mitochondrial DNA sequence of
Mesostigma viride identifies this green alga as the earliest green plant divergence and
predicts a highly compact mitochondrial genome in the ancestor of all green plants. Mol Biol/
Evol, 19, 24-38.

Ungermann, C., Neupert, W. and Cyr, D.M. (1994) The role of Hsp70 in conferring

111




Xll. Referencias Bibliograficas

unidirectionality on protein translocation into mitochondria. Science, 266, 1250-1253.

Valiyaveetil, F.l. and Fillingame, R.H. (1998) Transmembrane topography of subunit a in the
Escherichia coli F1Fo ATP synthase. J Biol Chem, 273, 16241-16247.

Vassarotti, A., Stroud, R. and Douglas, M. (1987) Independent mutations at the amino terminus
of a protein act as surrogate signals for mitochondrial import. Embo J, 6, 705-711.

Vik, S$.B., Long, J.C., Wada, T. and Zhang, D. (2000) A model for the structure of subunit a of the
Escherichia coli ATP synthase and its role in proton translocation. Biochim Biophys Acta,
1458, 457-466.

Vinogradov, A.D. (2001) Respiratory complex |: structure, redox components, and possible
mechanisms of energy transduction. Biochemistry (Mosc), 66, 1086-1097.

Vivier, E. y Desportes, |. (1990) Phylum Apicomplexa. In Handbook of Protoctista (eds. L.
Margulis, J.O. Corliss, M. Melkonian y D.J. Chapman) Jones and Bartlett. USA. pp 549-573.

von Heijne, G. (1986) Why mitochondria need a genome. FEBS /ett. 198, 1-4.

Voos, W., Martin, H., Krimmer, T. and Pfanner, N. (1999) Mechanisms of protein translocation
into mitochondria. Biochim Biophys Acta, 1422, 235-254.

Wada, T., Long, J.C., Zhang, D. and Vik, S.B. (1999) A novel labeling approach supports the five-
transmembrane model of subunit a of the Escherichia coli ATP synthase. J Biol Chem, 274,
17353-17357.

Wallace, D.C., Singh, G., Lott, M.T., Hodge, J.A., Schurr, T.G., Lezza, A.M., Elsas, L.J., 2nd
and Nikoskelainen, E.K. (1988) Mitochondrial DNA mutation associated with Leber's
hereditary optic neuropathy. Science, 242, 1427-1430.

Wallace, D.C., Stugard, C., Murdock, D., Schurr, T. and Brown, M.D. (1997) Ancient mtDNA
sequences in the human nuclear genome: a potential source of errors in identifying
pathogenic mutations. Proc Natl Acad Sci U S A, 94, 14900-14905.

Wang, H. and Oster, G. (1998) Energy transduction in the Fy motor of ATP synthase. Nature, 396,
279-282.

Watanabe, K.I. and Ohama, T. (2001) Regular spliceosomal introns are invasive in
Chiamydomonas reinhardtii: 15 introns in the recently relocated mitochondrial cox2 and cox3
genes. J Mol Evol, 53, 333-339.

Wikstrom, M. (1998) Cytochrome oxidase: structure and mechanism. Foreword. J Bioenerg
Biomembr, 30, 3-5.

Wilson, R.J., Denny, P.W., Preiser, P.R., Rangachari, K., Roberts, K., Roy, A., Whyte, A,
Strath, M., Moore, D.J., Moore, P.W. and Williamson, D.H. (1996) Complete gene map of
the plastid-like DNA of the malaria parasite Plasmodium falciparum. J Mol Biol, 261, 155-72.

Wischmann, C. and Schuster, W. (1995) Transfer of rps70 from the mitochondrion to the nucleus
in Arabidopsis thaliana. evidence for RNA-mediated transfer and exon shuffling at the
integration site. FEBS Lett, 374, 152-156.

112



" XII. Referencias Bibliograficas

Wolfe, K.H., Li, W.H. and Sharp, P.M. (1987) Rates of nucleotide substitution vary greatly among
plant mitochondrial, chloroplast, and nuclear DNAs. Proc Natl Acad Sci U S A, 84, 9054~
9058.

Wolff, G., Plante, ., Lang, B.F., Kuck, U. and Burger, G. (1994) Complete sequence of the
mitochondrial DNA of the chlorophyte alga Prototheca wickerhamii. Gene content and
genome organization. J Mol Biol, 237, 75-86.

Wright, R.M. and Cummings, D.J. (1983) Integration of mitochondrial gene sequences within the
nuclear genome during senescence in a fungus. Nature, 302, 86-88.

Xia, D., Yu, C.A,, Kim, H., Xia, J.Z.,, Kachurin, A.M., Zhang, L., Yu, L. and Deisenhofer, J.
(1997) Crystal structure of the cytochrome bc; complex from bovine heart mitochondria.
Science, 277, 60-66.

Yasuda, R., Noji, H., Kinosita, K., Jr. and Yoshida, M. (1998) F,-ATPase is a highly efficient
molecular motor that rotates with discrete 120 degree steps. Cell, 93, 1117-1124,

Yasuda, R., Noji, H., Yoshida, M., Kinosita, K., Jr. and Itoh, H. (2001) Resolution of distinct
rotational substeps by submillisecond kinetic analysis of F,-ATPase. Nature, 410, 898-904,

Zeviani, M. and Klopstock, T. (2001) Mitochondrial disorders. Curr Opin Neurol, 14, 553-560.

113




Apéndice |.
Articulo publicado
The typically mitochondrial DNA-encoded ATP6 subunit of the
FiFo ATPase is encoded by a nuclear gene in

Chlamydomonas reinhardltii.

114




THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY
© 2002 by The American Society for Biochemistry snd Molecular Riology, Inc.

Vol. 277, No. 8, lasuc of February 22, pp. 6051-6068, 2002
Printed in USA,

The Typically Mitochondrial DNA-encoded ATP6 Subunit
of the F,F,-ATPase Is Encoded by a Nuclear Gene in

Chlamydomonas reinhardtii*

Received for publication, October 16, 2001, and in revised form, December. 11, 2001 .

Published, JBC Papers in Press, December 14, 2001, DO1 10.1074/jbe.M109993200

Soledad Funesis, Edgar Davidsont, M. Gonzalo Clarosl, Robert van Lisi**,
Xochitl Pérez-Martinez} £f, Miriam Viazquez-Acevedo#, Michael P. King?,

and Diego Gonzilez-Halpheni§§

From the tDepartamento de Gendtica Molecular, Instituto de Fisiologta Celular, Universidad Nacmnal Aulénama de

México, Apartado Postal 70-243, 04510 México D.F., Mexico, the WDepartment of Bi

hemistry and

Pharmacology, Thomas Jefferson University, I’Iulad:.'lplua, Pennsylvania 19107, and the [Departamento de Bmluy[a
Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Mdlaga, Malage E-29071, Spuin

The atpb gene, encoding the ATP6 subunit of F,F-
ATP synthase, has thus far been found only as an
mtDNA-encoded gene. However, afp6 is absent from
mtDNAs of some species, including that of Chlamydomo-
nas reinhardtii, Analysis of C. reinhardtii expressed se-
quence tags revealed three overlapping sequences that
encoded a protein with similarity to ATP6 proteins. PCR
and 8'- and 8'-RACE were used to obtain the complete
cDNA and genomic sequences of C. reinhardtii atp6, The
atp6 gene exhibited characteristics of a nucleus-en-
coded gene: Southern hybridization signals consistent
with nuclear localization, the presence of introns, and a
codon usage and a polyadenylation signal typical of nu-
clear genes. The corresponding ATPG protein was con-
firmed as a subunit of the mitochondrial FF,-ATP syn-
thase from C. reinhardtii by N-terminal sequencing, The
predicted ATI6 polypeptide has a 107-amino acid cleav-
able mitochondrianl targeting sequence, The mean hy-
drophobicity of the protein is decereased in those trans-
membrane regions that are predicted not to participate
directly in proton translocation or in intersubunit con-
tacts with the multimeric ring of ¢ subunits. This is the
first example of a mitochondrial protein with more than
two transmembrane stretches, directly involved in pro-
ton translocation, that is nucleus-encoded.
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The I,Fy-ATP synthase/ATPase (EC 3.6.1.3) is present in
the three domains of life: archea, prokarya, and eukarya. This
membrane-bound complex catalyzes ATP synthesis using the
clectrochemical gradient generated by light-driven or redox-
driven electron transfer chains (1), Two main structural do-
mains constitute this oligomeric protein, the membrane-bound
sector F, involved in proton translocation, and the extrinsic
domain I, that catalyzes the synthesis of ATP. The F; domain
contains five subunits in a 3a/3p/19/18/1¢ stoichiometry (2).
The structure of the F| sector of the bovine enzyme has been
determined crystallographically (3). The Fy portion of the ATP
synthase is less well characterized, due to its highly hydropho-
bic nature. The structure of a subcomplex of the Saccharomyces
cerevisiae ATP synthase shows that 10 ¢ subunits are arranged
around a central stalk (4). In addition, one ¢ subunit, also
known as A'TP6, is thought to interact with the multimeric ring
of ¢ subunits, translocaling protons from the intermembrane
space to the mitochondrial matrix. Subunit a is predicted
to contain two hemichannels that are an obligate route for
protons during ATP synthesis driven by the chemiosmotic
gradient (5, 6).

In eukaryotic organisms, all of the subunits of the F'; and a
subset of the F, portion of the ATP synthase are nucleus-
encoded and cytoplasmically synthesized. In most organisms,
only two or three of the hydrophobic components of the F,
sector are mtDNA'-encoded. The genes of the Fy sector that are
usually found in the mitochondrial genome are atp8, atp8, and
atp9 (encoding ATPG or subunit a, ATP8 or A6L, and ATP9 or
subunit e, respectively). These genes encode highly hydropho-
bie polypeptides with multiple, putative transmembrane re-
gions (five for ATPG, two for ATP8, and two for ATP9).

The 15.8-kb linear mitochondrial genome of the green alga C.
reinhardtii lacks several genes that are usually present in
mitochondrial genomes, including nad3, nad4L, cox2, cox3,
atp6, atp8, and atp9 (7, 8). These seven genes encode essential
components of oxidative phosphorylation complexes and are
also absent from the mitochondrial genomes of the related
green algae Chlamydomonas eugametos (9) and Chlorogonium
elongatum (10). The genes cox2a, cox2b, and cox3, which encode
subunits HA, IIB, and III of cytochrome ¢ oxidase, have been
transferred to the nucleus in at least two members of the family

! The abbreviations used are: mtDNA, mitochondrial DNA; Cr-ATP6,
C. reinhardtii subunit ATP6 of mitochondrial F,F,-ATP synthase; EST,

ténoma de México, Apartado Postal 70-243, 04510 México D.F,, Mexico.  expressed sequence tag; <H>, loenl hydrophobicity; MTS, mitochon-
Tel.: 52-55-5622-5620; Fax: §2.55-5622-5611; E-muil: dhalphen@ drinl targeting sequence: nt, nucleotide(s); Tricine, N-{2-hydroxy-1,1-
tfisiol.unam.mx. bis(hydroxymethyllethyl)glycine.
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Chlamydomonadaceae (11, 12). This gene transfer from the
mitochondria to the nucleus was accompanied by several struc-
tural changes in these genes. The proteins contain mitochon-
drial targeting sequences (MTS) and diminished overall meso-
hydrophobicity that allow the import and assembly of these
proteins in the inner mitochondrial membrane.

In this work, the ¢DNA of the atp6 gene from C. reinhardtii
was cloned and sequenced, and the corresponding genomic
sequence was obtained, We show that a¢p6 is localized in the
nuclear genome. The ATP6 polypeptide encoded by this atpé6,
named Cr-ATP6, is homologous to all known ATP6 proteins
and is shown to be a constituent of the mitochondrial ATP
synthase of C. reinhardtii. This is the first description of an
atp6 gene that resides in the nuclear genome and the first
example of a nuclear gene that encodes a mitochondrial protein
that exhibits structural features characteristic of a proton
channel. We demonstrate that the largest decrease in hydro-
phobicity of Cr-ATP6 occurs in those transmembrane regions
that do not participate directly in proton translocation and that
are not predicted to interact with adjacent subunits. This char-
acterization of a nuclear version of a gene that is normally
present in mitochondrial genomes will facilitate the allotopic
expression of mtDNA-encoded genes and its future application
to human mitochondrial gene therapy.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strain and Culture Conditions—Cell wall-less C. reinhardtii strain
CW16 was grown in TAP medium (13) with 1% sorbitol (Sigma) under
continuous light, with agitation at 100 rpm. The cells were harvested at
the late exponential phase of growth.,

Nucleie Acid Preparation and Sequencing—Total DNA from C. rein-
hardtii was obtained ns previously described (11) or, alternatively,
using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Total RNA from C. rein-
hardtii was obtained using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). All standard
molecular biology techniques were as described (14). Sequencing was
performed by the Kimmel Cancer Center DNA Sequencing Facility at
Thomas Jefferson University.

Cloning of the cDNA of the Gene atp6 from C. reinhardtii—We iden-
tified an EST clone (AV391701) (15) as a fragment of the a/p6 gene from
C. reinhardtii, beenuse the deduced nminoe acid sequence at the 3' end
of the ES'T exhibited high similarity with other ATP6 subunits. The 5
end showed sequence similarity to two additional clones (AV388269 and
AV395475) (15). Based on these EST sequences, twa deoxyoligonucle-
otides were designed (5'-GAGGGTGTICGGCCTCITGG-3' and &'
CGAAGAACGACAGCGAGAAAGG-3') and used to amplify a PCR
product of 822 nt, containing a portion of the atp6 cDNA, using a C.
reinhardtii cDNA library (16) as template. The sequences at the 5’ and
3' ends of the ¢DNA were obtained following RACE PCR (17). The
primers used were as follows: 5° RACE, forward (oligo(d't'Yadapter) and
reverse (5-CGCCAGAAGCGGTAGATGCC-3'); for nested PCR, for-
ward (aligo adapter) and reverse (5'-GCAGCGAATGGCACCATCG-3');
3" RACE, forward (5'-CTACGTTGGCGAGTTCAACAAGC-3" and re-
verse (oligotdTVadapter)y, for nested PCR, forward (5-GTGGTCAA-
GAAGGCGCTGTAAGC-3'1 and reverse (oligo adapter). The sequences
of the dT/adapter and adapter deoxyoligonucleotides were described
previously (11). The first cDNA strand for these reactions was obtained
using the kit Omniscript (Qiagen} with a specific primer (5'-GAG AAG
CCC AGC T'1'G 'TAC AGA CC-3’) to obtnin the 5' end and oligo(dT) to
obtain the 3’ end of the cDNA.

Cloning of the atp6 Gene from C. reinhardtii—Three pairs of

deoxyoligenucleotides were designed using the ¢DNA sequence to
amplify the genomic sequence for the atp6 gene (5'-AGACGAAGAAT-
ATAGATTGG-3' and 5'-CGCCAGAAGCGGTAGATCCC-3'; 5'-CATTC-
GCTGCCCAGCAGGGC-3' and 5'-GCGAAGAACGACAGCGAGAAGG-
G-37; 5"-CCTCCAACTTGCTGGGTCTGGTG-3' and 5'-ACGAAGCTTA-
CAGTCTCCTC-3"), The PCRs were performed with the Pfiz Turbo DNA
polymerase (Stratagene). For PCR amplification, samples were denat-
ured for 5 min at 94 °C; subjected to 10 cycles of 10 s of denaturation at
94 °C, 1 min of annealing at 55 °C, and 4 min of extension at 68 °C; and
subjected to 25 cycles of 10 8 of denaturation at 94 °C, 1 min of 55 °C
annealing, and 4 min (plus 10 s each cycle) of 68 °C extension, Three
different overlapping PCR products of 959, 1973, and 2030 nt were
obtained and cloned into pGEM-T Easy Vector (Promega) after the
addition of terminal Adenines.

Nucleus-encoded Subunit ATP6 Shows Decreased Hydrophobicity

Mitochondrial Protein Analysis—Mitochondria from C. reinhardtii
were isolated ns described (18). The final mitochondrial pellet was
resuspended in 35 ml of Percoll dilution buffer with a protease inhibitor
mixture (0.5 my phenylmethylsulfonyl flueride, 1 mm benzamidine, and
5 my e-aminocaproic acid). Mitochondria were diluted to a final con-
centration of 5 mg of protein/ml, solubilized in 1% dodecylmaltoside,
and subjected to blue native electrophoresis using a gradient of 5-12%
acrylamide (19). Respiratory chain complexes were separated in the
second dimension by Tricine-SDS-PAGE (12% acrylamide) (20). Appar-
ent molecular masses were calculated using prestained molecular
weight markers (BenchMark Prestained Protein Ladder; Invitrogen).
Protein concentrations were determined according to Markwell ef al,
(21). The isolation of polypeptides for N-terminnl sequencing was done
as previously described (22). N-terminal sequencing was carried out by
Dr. J. d'Alayer on an Applied Biosystems Sequencer at the Laboratoire
de Microséquengage des Protéines, Institut Pasteur, Paris.

Sequence Analysis in Silico—A'TP6 sequences used in this work for
mesohydrophobicity analysis were obtained from the SwissProt and
TrEMBL data bases at the European Bioinformatics Institute (avail-
able on the World Wide Web at srs.ehi.ac.uk). The accession numbers
are as follows: Q31720 (Brassica napus); P07925, Q36271 (Zea mays);
P26853 (Marchantia polymorpha); PO05500 (Oenothera bertiana);
P05499 (Nicotiana tabacum), Q04654 (Vicia faba); P20599 (Triticum
aestivam); P92547, P93298 (Arabidopsis thaliana); 021786 (Oryza sa-
tiva); Q36513 (Platymonas subcordiformis); Q356748 (Raphanus sati-
vus); Q35781 (Sorghum bicolor); Q36376, Q36379 (Heliunthus annuus),
Q37624 (Prototheca wickerhamii); Q36730 (Petunia parodii), Q34008,
Q34004, QUXPH3, QOXPH4, QYTGM2 (Beta vulgaris); Q79682 (Glycine
max); QUZY27 (Pedinomonas minor); QOXLY7 (Solanum tuberosum);
QITCY2 (Nephroselmis olivacea); QIMGKO (Scenedesmus obliquus).
Alignments were carried out with the ClustalX program (23) with
default parameters. Protein weight matrix was Gonnet, although re-
sults obtained with Blosum and Pam were similar. The hydrophilic gap
penalty was enabled.

Mitochondrial targeting sequence analysis utilized the program Mi-
toProt I (24). The same program was used to calculate the segments
with high local hydrophobicity (<H>) in a distance comprising 13-17
amino acids, The mesohydrophobicity was estimated by scanning each
sequence for a maximum average hydrophobicity measured in windows
from 60 to 80 amino acids and avernging the values. We used several
hydrophebicity scales to reduce the possibility of bias.

Protein transmembrane regions and secondary structure were pre-
dicted using the program TodPred II (25), the PredictProtein \Web
server (www.es.embnet.org/Services/MolBio/PredictProtein/) (26), and
the ExPASy Molecular Biology Server (www.expasy.ch).

Data used to analyze the atp6 gene codon usage were obtained from
the Codon Usage Database (www.kazusa.orjp/codon/) with accession
numbers (gbpln):237 for nuclear genes and [gbpln]:21 for mitochondrinl
genes of C. reinhardtii.

RESULTS

Characterization of the atp6 ¢DNA from C. reinhardtii—We
identified a C. reinhardtii EST sequence as a partial fragment
of an atp6 cDNA by the similarity of the predicted translation
product with known plant ATPG proteins. This sequence was
used to identify two additional, partially overlapping, EST
sequences as potential components of a full-length a(p6 cDNA,
although portions of the predicted polypeptide lacked similar-
ity with known ATP6 proteins. Based on these EST sequences,
deoxyoligonucleotides were designed and used for PCR ampli-
fication, A PCR product of 822 nt was obtained using a C.
reinhardtii cDNA library as template. The sequence of the
amplified product confirmed the co-linearity of the EST se-
quence fragments. The 5'- and 3’-ends of the cDNA were ob-
tained by RACE PCR (17) using ¢cDNA made from C. rein-
hardtii totnl RNA. The full-length cDNA was PCR-amplified as
two overlapping fragments and sequenced, and a length of 2349
nt was obtained for the atp6 ¢cDNA.

The C. reinhardtii atp6 ¢cDNA contains a 5'-untranslated
region of 27 nt followed by an open reading frame of 1014 nt
(Fig. 1A). The sequence flanking the proposed open reading
frame initiating methionine codon, AACCATGG, is a consensus
translation initiation site (A/C)A(A/CHA/CIATG(G/C) for C. re-
inhardtii (27). The TAA stop codon corresponds to the one
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II6. 1. Organization of the aip6 gene of C. reinhardtii and sequence comparison of C. reinhardtii and S, obliquus ATPS subunits.
A, dingram of the erganization of the C. reinhardtii atpG gene. The coding regions of the atp6 ¢cDNA and atp6 gene are shown as boxes, the
nontranslated regions are shown as thick black lines, and introns are indicated by a thin black line. The putative mitochondrial targeting sequence
is gray and the polyndenylation signal is indicated as a vertical black bar. B, the amino acid sequence alignment of the ATP6 proteins of the
P 1P,-ATP synthase from C. reinhardtii (Cr) and S. obliquus (So) (28) are shown. Black triangles indicate the positions of introns in the
corresponding gene sequence of C. reinhardtii. The C. reinhardtii sequence is numbered, using 1 as the first amino acid of the mature protein. The
amino acids of the MTS have negative numbers, The MTS of the C. reinhiardtii protein is in boldface type. The amino-terminal sequence of mature
Cr-ATP6 obtained by Edman degradation is boved. *, identical amine acids; :, similar amino acids. The sequence of the mature Cr-ATP6 is 39%
identical and 46%: similar to that of the S. obliquus ATP6. UTR, untranslated region.

present in the majority of nuclear genes (70% of the reported
genes use this stop codon), and the flanking nucleotides
GTAAG are identical to the consensus sequence (G/CYTAA(G/
A), characteristic of C. reinhardtii nuclear genes (27). The
deduced sequence predicts a Cr-ATP6 preprotein of 340 amino
acids. A BLAST scarch of the SwissProt nonredundant protein
data base using the Cr-ATP6 sequence produced the highest
similarity with the mtDNA-encoded ATPG subunit from the
green alga S, obliquus (28, 29), also a chlorophyte alga. The two
proteins shared 39% identity and 46% similarity (Fig. 1B). The
similarity is highest at the carboxyl-terminal region of the
protein (59% similarity over amino acids 114~233).

The atp6 cDNA contains a 3'-untranslated region of 1299 nt

(Fig. 1A). Two different putative polyadenylation signals were

found in the Cr-ATP6 cDNA: TGTAA, the typical signal of

nuclear genes of this alga, located 15 nt before the end of the
cDNA sequence, and TGTAG, a variation of the most common
signal (27), located 1048 nt upstream from the first polyadenyl-
ation site. When total RNA was isolated and hybridized with
the atp6 probe in a Northern blot analysis, a single band of 2.4
kb was observed. This result suggested that only the orthodox
TGTAA polyadenylation site is functional in the «tp6 RNA
sequence (Fig. 2C).

Genomic Sequence of atp6 from C. reinhardtii—The complete
genomic sequence of the atp6 gene was obtained following PCR
amplification of three overlapping genomic regions using prim-
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Fii. 2, The atp6 gene is nucleus-localized, present in a single
copy, nnd expresscd in C. reinhardtii. A, nuclear localization of the
atp6 gene. Thirty micrograms of total DNA from C. reinhardtii was
electrophoresed through a 0.7% agarose gel. The first lane (DNA) shaws
the ethidium bromide-stained gel. The subsequent lanes show Southern
blot analyses of the same gel hybridized with different mtDNA-encoded
(cox!, nad2, and cob) und nucleus-encoded (Cye, AtpB, nand Cox3) gene
probes, The atpé probe hybridized with the nuclear DNA and not with
the mtDNA. B, atp6 is a single copy gene. Total DNA from C, rein-
hardtii was digested with the restriction enzymes Stul, EcoRV, and
Nsil and subjected to Southern blot analysis with st labeled probe for the
aip6 gene. Single hybridizing fragments were detected, suggesting the
presence of a single aip6 geae. C, Northern blot analysis of total RNA
from C. reinhardtii. Twenty micrograms of total RNA from C. rein-
hardtii was eleetrophoresed through 1% agarose, 0.66 M formaldehyde
gels and subjected to Northern blot analysis with a labeled probe for the
atp6 pene. A single hybridizing band of 2.4 kb was detected.

ers derived (rom the ¢DNA sequence. The 3577-nt gene con-
tained seven introns, ranging from 72 to 263 nt in length. These
introns were present in the coding regions for both the mito-
chondrial targeting scquence and the mature portion of the
protein (Fig. 1, A and B).

The atp6 Gene Is Located in the Nucleus in C. reinhardtii—
When total DNA isolated from C. reinhardtii was electrophore-
sed on agarose, the mtIDNA separated as a discrete band run-
ning below the major band representing nuclear and
chloroplastic DNA (11). Southern blot analysis was carried out
to ascertain if the a¢p6 gene was present in the nuclear genome.
The lower band hybridized with three different mtDNA probes
from C. reinhardtii, cox1, nad?2, and cob (7). In contrast, nu-
clear DNA hybridized with the atp6 gene, obtained in this
study, and three probes derived from C. reinhardtii nuclear
genes: Cyc encoding cytochrome ¢ (30), AtpB encoding the 8
subunit of the ATP synthase (16), and Cox3 encoding subunit

Nucleus-encoded Subunit ATP6 Shows Decreased Hydrophobicity

Mw Subunit  N-terminal

(kDa) sequence

61.0 — B AEPAAAT

51.9 e @ ASDAKALD

402 — v  ATATFVPGVSGDASG
301 —— GAPAGSDHDHP
278 — _ ATGAAPSKK

%63 — 5  ASNOAV(XIC)QRI
178 — AKTAPKAM

155 — ATP6 STAAQVQSGATVNSL
130 < LSTLVEKFTFGSAAD
10.8 — | MKLLPESLQQEAA
91 — EESSVANLVKS

76 —— nd.

F1a. 3. Subunit composition of the F,F-ATP synthase complex
from C. reinhardtii. The mitochondrial respiratory chain complexes
were separated by blue native electropheresis and in the second dimen-
sion by Tricine-SDS-PAGE. Shown is the ATP synthase complex after
electrophoresis on a Tricine-SDS-polyacrylnmide gel. The amino-termi-
nal sequences of the polypeptides were determined, and the identified
subunits are indicated. n.d., not determined.

III of eytochrome ¢ oxidase (11) (Fig. 2A). A second Southern
blot analysis was carried out to determine whether the a(p6
gene was present as a single copy gene in the genome of C.
reinhardtii, Total DNA was digested with three different re-
striction enzymes. Southern analysis utilizing an 822-nt PCR
product of the coding region of the atp6 gene as a probe,
resolved a single band in each of the restriction digests, sug-
gesting that this gene is present in a single copy in the C.
reinhardtii genome (Fig. 2B).

The pattern of codon utilization of the atp6 gene was com-
pared with the pattern of codon usage of other known nuclear,
chloroplast, and mitochondrial genes of C. reinhardtii. Each
codon family of the atp6 gene favored C or G in the third
position and is therefore typically nuclear and different from
mitochondrial and chloroplast genes (27) (data not shown).

ATP6 Is a Constituent of F FyATP Synthase of C. rein-
hardtii—If the nuclear localized atp6 gene of C. reinhardtii is
expressed, the corresponding Cr-ATP6 subunit should be pres-
ent in the FF,-ATP synthase complex. To identify the Cr-
ATPG subunit, isolated mitochondria from C. reinhardtii were
solubilized and subjected to blue native electrophoresis fol-
lowed by second dimension analysis by denaturing Tricine-
SDS-PAGE. The F F-ATP synthase was identified by its char-
acleristic electrophoretic pattern on the second dimension gels.
Twelve different polypeptides were present in this complex
(Fig. 3). The three major subunits were identified as subunits
«, B, and v, since their apparent molecular masses are similar
to those reported previously (31). Their identities were con-
firmed by N-terminal sequence analysis of their first five amino
acids. The additional eight polypeptides were subjected to more
extensive N-terminal sequencing (Fig. 3). The 26.3-kDa sub-
unit was identified as subunit § of F\F,-ATP synthase because
of its sequence similarity with other § subunits. The 15.5-kDa
polypeptide was identified as subunit ATPG, the protein prod-
uct encoded by atp6, since its initial 15 amino acids matched
exactly amino acids 108-122 of the deduced protein sequence
encoded by the atp6 cDNA. This confirms that the atp6 gene
product is a constituent of the F,F,-ATPase complex of C.
reinhardtii. The N-terminal sequences of the eight remaining
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Fia. 4, Plot of mesohydrophobicity
versus maximal local hydrophobicity
for ATPG proteins. The MitoProtll pro-
gram was used to calculate local hydro-
phobicity values (<k>) and meschydro-
phobicity values for ATP6 proteins, using
the PRIFT scale. Proteins are distributed
on the abscissa according to their meso-
hydraephobicity value and on the ordinate
according to the hydrophobicity of the
most hydrophobic 17-residue segment.
The hypothetical boundary between im-
portable and nonimportable proteins, in-
dicated by a broad, gray diagonal, was
derived from Claros et al. (39) and Pérez-
Martinez et al. (11). The following pro-
teins with their symbols were analyzed:
C. reinhardtii (A), 8. obliquus (83), P. mi-
nor (C), H. annuus (1), P. subcordiformis
(), Z. mays (1), P, wickerhamii (&), O.
sativa (H), S. tuberosum (1), N. tabacum
), B. napus (K), T. aestivum (L), M. poly- 2

<H> kcal / mol

morpha (M), B. vulgaris (N), G. max (0),
A, thaliana (Py.
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polypeptides showed no evident similarity with other ATPase
subunits, and their identities remain to be established.

Our data indicate that the mature Cr-ATP6 subunit is a
protein of 233 amino acids with an expected molecular mass of
24,577 Da and predicts that Cr-ATP6 has an MTS of 107 amino
acids, which is cleaved upon import of this polypeptide into
mitechondria. For numbering purposes, the mature protein
Cr-A'TP6 is considered to start at amino acid number 1, and the
amino acids that belong to the putative MTS are numbered
accordingly (Fig. 18).

Hydrophobicity and Importability of the Nucleus-encoded
Subunit ATPG from C. reinhardtii—Mitochondrial protein im-
port studies suggest that the highest average hydrophobicity
over 60-80 amino acids of a polypeptide chain (mesohydropho-
bicity), along with the maximum hydrophobicity of the putative
transmembrane segments, are useful indicators of the likeli-
hood that a protein could be imported into mitochondria (32).
We have previously shown that the transfer of genes from the
mtDNA to the nucleus in chlamydomonad algae is anccompa-
nied by a decrease of these parameters for the COX IIA, COX
11B, and COX III subunits of cytochrome ¢ oxidase (11, 12), The
physical characteristics of the predicted Cr-ATPG polypeptide
were examined in silico and compared with those of ATP6
subunits encoded by other complete plant and algal mitochon-
drial atp6 genes. Fig. 4 shows the plot of meschydrophobicity
versus maximal local hydrophobicity (<H>) for Cr-ATPG and
for different mtDNA-encoded ATP6 sequences. When compared
with several of its mitochondrial counterparts, Cr-ATP6 dis-
plays both decreased <H> and mesohydrophobicity. However,
other mtDNA encoded ATP6 subunits, like those from S.
obliquus, O. sativa, and G. max, also exhibit reduced mesohy-
drophobicity and <H>.

The reduction of mesohydrophobicity and <H> depends on
two factors: the length of the hydrophilic loops between trans-
membrane domains and the mean hydrophobicity of each
transmembrane segment. The alignment of all available ATPG
sequences reveals that the distances between transmembrane
domains have not changed (results not shown). Hence, the
mean hydrophobicity of each transmembrane segment ought to
be reduced in Cr-ATP6. To determine in which regions the
hydrophobicity was diminished, hydropathy plots of Cr-ATPG
were compared with those of ATP6 sequences from plants and
algae. Analysis of Cr-ATPG predicts that it contains at least six

hydrophobic regions that could be transmembranc regions
(data not shown). However, topological considerations argue
against the paossibility that all hydrophobic segments span the
membrane. The most precise positioning of the putative trans-
membrane helices was obtained by aligning all reported ATP6
sequences and predicting the secondary structure. This analy-
sis suggested a model in which there are five transmembrane
segments, named A-E (Fig. 5). This model is in accordance
with the topology of the amino and carboxyl termini and the
presence of conserved and functionally required amino acids
(33-36).

Establishing the boundaries of the five putative transmem-
brane regions allowed us to quantitate the mean hydrophobic-
ity for each in C. reinhardtii and mtDNA-.encoded ATP6
subunits from other algae and plants (Fig. 6). While transmem-
brane helices D and E exhibit similar <H> values when com-
pared with the mean <H> values in helices D and E of plant
and algal mitochondrial sequences, significant differences in
<H> values were found in the putative transmembrane re-
gions A, B, and C, which are not believed to participate directly
in proton translocation and are not thought to interact with the
multimeric ring of ¢ subunits. This decrease was more than
50% in helices A and C of Cr-ATP8 in comparison with the
<H> values of helices A and C of other mtDNA-encoded ATP6
subunits. We conclude that the Cr-ATP6 subunit exhibits di-
minished overall hydrophobicity as compared with the majority
of mtDNA-encoded homologs and that the main decrease in
hydrophobicity occurred in those transmembrane regions that
exhibit poor sequence conservation and that seem not to be
critical for proton translocation.

DISCUSSION

The Gene atp6 of C. reinhardtii Exhibits Nucleus-encoded
Characteristics—The 15.8-kb linear mitochondrial genome
from C. reinhardtii lacks several genes that are typically
mtDNA-encoded, including three genes that encode subunits of
the F,Fy-ATP synthase (7). In this work, we show that the atp6
gene was transferred from the mitochondrial genome to the
nucleus in C. reinhardtii and demonstrate that the ATPG pro-
tein is present in the mitochondrial F,Fy-ATP synthase. The
atp6 gene has been previously found only in mitochondrial
genomes. This is the first biochemical and genetic evidence for
the nuclear localization of atp6. We show that the atp6 gene is
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Fia. 5. Model for the transmembrane helices of the ATP6 subunit of the F,F ATP synthase from C. reinhardtii, Shown is a model
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participate in proton translocation. Proton translocation is depicted as a broken arrow to illustrate the participation of two hemichannels in subunit
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Transmembrane segment

FIG. 6. Analysis of the mean hydrophobicity values of the five transmembrane regions. Hydrophobicity values for the five putative
transmembrane helices of the Cr-ATP6 (black bars) were compared with the mean value of hydrophobicity for 21 mtDNA-encoded ATPG proteins
from plants (white bars). In Cr-ATP6. mean hydrophobicity is reduced in transmembrane regions A, B, and C (54, 25, and 57% diminished) as
compared with the mean of the mean hydrophobicity values of algal and plant transmembrane regions.

nucleus-localized in C. reinhardtii by Southern blot hybridiza-
tion (Iig. 24). The atp6 gene exhibits all of the characteristics
of & mitochondrial gene that was functionally transferred to the
nucleus (37): a nuclear codon usage, a typical nuclear poly-
adenylation signal, the presence of introns, acquisition of a
DNA sequence encoding an amino-terminal MTS, and dimin-
ished hydrephobicity relative to many equivalent mtDNA-en-
caded proteins.

The deduced amino acid sequence of the ATP6 cDNA and the
N-terminal sequence of the mature protein predict the exist-

ence of a 107-amino acid MTS. This MTS is likely to have been
acquired after the original mitochondrial gene was transferred
to the nuclear genome. This MTS has a low number of acidic
residues, and amino acids 2-24 are predicted to form the am-
phipathic domain necessary for import of the protein into mi-
tochondria. The methionine (Met!) adjacent to the MTS cleav-
age site of the full-length Cr-ATP6 may have been the
initiating mecthionine of the ancestral mitochondrial protein
before its corresponding gene was transferred to the nucleus.
The MTS is unusually long when compared with other C.
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reinhardtii MTSs, which exhibit 1 mean length of 30 amino
acids (38). However, we previously found that the nuclear
genes encoding COX IIA and COX IlII of C. reinhardtii and
Polytomella sp., proteins that are typically encoded in the
miDNA, are also predicted to have long MTSs, of 98 and 130
amino acids (11, 12). This suggests that the mitochondrial
import of the more hydrophobic mitochondrial proteins, such as
COX 1IA, COX IlI, and ATPS, may benefit from an extended
MTS.

The duplication of the M'TS was found to improve the in vitro
and in vivo import of hydrophobic proteins into yeast mitochon-
dria (32, 39). It was suggested that a long M'T'S can improve the
interaction of the precursor with the mitochondrial import
machinery. Alternatively, a long MTS could facilitate the fold-
ing of the protein to increase its importability and assembly in
the membrane.

The vast majority of the plant mitochondrial ATPG se-
quences exhibit physical constraints that are expected to
hinder their import into mitochondria (Fig. 4), consistent with
their presence in the mitochondrial genome. In contrast, Cr-
A'TPG has an lower overall hydrophobicity that allows its import
into mitochondria, most probably through the TOM-TIM ma-
chinery (40). In addition, some mtDNA-encoded ATPG se-
quences also exhibit low <H> and meschydrophobicity values
(S. obliquus, O. sativa, and G. max). These genes seem to be
“prepared,” from the hydrophobicity point of view, for transfer
to the nucleus. We hypothesize that the ancestral Cr-ATPP6
protein had a low overall hydrophebicity that enabled the atp6
gene to be functionally transferred to the nucleus.

Transfer of atp6 and Other mtDNA-encoded ATP Synthase
Subunits to the Nucleus—Mitochondrial genomes range widely
in size and gene content. Only two genes encoding components
of the mitochondrial respiratory chain are invarinbly present in
all mitochondrial genomes known to date: cob and cox?. Their
polytopic protein products are central components of proton-
translocating complexes: cytochrome & of the bey complex and
subunit I of cytochrome ¢ oxidase. Cr-ATP6 is the first example
of a mitochondrial protein with more than two transmembrane
helices, directly involved in proton translocation, that is
nucleus-encoded.

The highly reduced 6-kb mtDNA of the parasite Plasmodium
falciparum contains three genes encoding components of the
mitochondrial respiratory chain: cob, cox1, and cox3 (41). At the
other end of the mtDNA size spectrum, the 60-kb mtDNA of the
flagellate Reclinomonus americana (42) encodes 23 proteins
that participate in oxidative phosphorylation. Five of these are
constituents of the F,F,-ATP synthase complex: the proteins
encoded by the genes atpl, atp3, atpG, atp8, and atp9. In the
mitochondrial genomes of fungi and plants, three genes encod-
ing hydrophobic components of the F, sector of F\F,-ATP syn-
thase are usually found: atp6, atp8, and atp9. These three
genes are absent in the mtDNA of C. reinhardtii.

The relocation of C. reinhardtii atp6 to the nucleus occurred
relatively late in evolution, after the massive transfer of genes
from the protomitochondrion to the nucleus (43), In the evolu-
tion of the green algae, the transler of atp6 to the nucleus
occurred after the separation of the Scenedesmus and Prototh-
eca lineages, where atp6 is still mtDNA-encoded, from the
Chlamydomonas and Chlorogonium lineages, where the aip6
gene is no longer encoded in the mitochondrial genome.

The transfer of the a¢p6 gene to the nuclear genome is
unlikely to be exclusive to C. reinhardtii. Other organisms that
tack the atp6 gene in their mitochondrial genemes and that are
likely to have transferred it to the nucleus are the closely
related algae C. eugametos (9) and C. elongatum (10), the
apicomplexan organisms P. falciparum (41) and Plasmodium
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reinchenowi (44}, and the ciliates Paramecium aurelia (45) and
Tetrahymena pyriformis (46). It would be interesting to exam-
ine the sequences of ATPG from more distantly related organ-
isms to determine whether they have reduced physical con-
straints for import and to determine where reductions in
hydrophobicity occur in the protein.

Mean Hydrophobicity Has Strongly Decreased in Those
Transmembrane Regions of Cr-ATP6 That Are Not Critical for
Function—The transfer of the atp6 gene from the mtDNA to
the nucleus was accompanied by, or preceded by, a strong
decrease in the overall hydrophobicity of the encoded protein
(Figs. 4 and 5) and probably fucilitates the import and assem-
bly of Cr-ATP6 into an active F,Fy,-ATP synthase. Hydropho-
bicity analyses, in combination with the alignment of all ATPG
sequences available and previous published observations (33—
36), allowed us to predict the presence of five well defined
transmembrane regions in Cr-ATP6, named A-E (Fig. 5). The
decreased hydrophobicity occurs predominantly in transmem-
brane regions A, B, and C (Fig. 6), which are poorly conserved
among other ATPG proteins and are thought not to participate
directly in the proton translocating function of ATPS6. In con-
trast, the well conserved transmembrane regions D and E
maintain similar levels of mean hydrophobicity to mtDNA-
encoded ATPG subunits, We previously observed a similar phe-
nomenon in the COX III proteins of C. reinhardtii and Polyto-
mella sp. COX III is typically mtDNA-encoded but has been
transferred to the nucleus in these algae (11). The nucleus-
encoded COX I proteins showed greater diminished hydro-
phobicity in regions of the protein not in contact with the COX
I subunit. This suggests that decreases in mean hydrophobicity
of mitochondrial proteins whose genes have been relocated to
the nucleus are more likely to occur in regions of the protein not
involved in subunit-subunit interactions or in protein function.

Cr-ATP6 contains several amino acids that are conserved in
all ATPG6 sequences. Helix B ends in a highly conserved Pro and
contains two additional conserved amino acids, Phe® and
Asn®. The presence of Asn is not very common in transmem-
branc segments, so we believe its presence may have a role in
transmembrane helix association through interhelical hydro-
gen bonding (47, 48). Transmembrane helices D and E contain
most of the conserved amino acids; helix D is preceded by a
highly conserved Glu'™! involved in the proton translocation
pathway and contains the invariant amino acids Ser'*!, Leu'??,
Gly'*3, Leu'S, Asn'1?, Ala!%?, Gly!5%, and His!%'. There is also
an invariant Arg'*® that has been previously described as a
residue involved in the protonation of the ¢ subunit oligomer.
Helix E contains the conserved Glu'?!, which is hypothesized to
be involved in proton translocation, and Tyr?'?, which may be
structurally important, after the end of this helix (Fig. 5).

Implications for Human Mitochondrial Gene Therapy—A
considerable number of human diseases have been associated
with point mutations or deletions in the mitochondrial genome
(49~51), and strategies to develop mitochondrial gene thera-
pies have been suggested (52, 53). One promising approach for
overcoming mutations in mtDNA-encoded proteins is to place a
wild-type copy of the affected gene in the nucleus and target the
expressed protein to the mitochondrion to replace the defective
mtDNA-encoded protein. Such allotopic expression of a nor-
nially mtDNA-encoded gene has been successfully performed in
8. cercvisiae to overcome a mutation in the mtDNA-encoded
atp8 gene (54).

Analysis of nuclear forms of proteins that are normally en-
coded in the mtDNA may provide insights that will facilitate
the allotopic expression of genes harboring mutations in the
mtDNA-encoded genes. The observed decreases in hydropho-
bicity of nuclear expressed COX I1I and ATP6 of C. reinhardtii
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suggest that human mitochondrial genes could potentially be
engineered for allotopic expression for gene therapy purposes
by modifications to decrease the mean hydrophobicity of the
protein product, especially in transmembrane regions that are
nat highly conserved or that are known to be noncritical for
function. Such changes would be in addition to the changes in
codon usage and the addition of an MTS-coding sequence that
are a prerequisite for nuclear expression of a mitochondrial
protein. The presence of long MTSs in COX III, COX IIA, and
ATP6 from C. reinhardtii suggests that a long MTS would
facilitate import in allotopic expression systems. A detailed
knowledge of the topology and function of the nucleus-encoded
hydrophobic mitochondrial proteins may enhance our under-
standing of the problems involved in allotopic expression in
addition to providing insights into the evolutionary forces that
have led to the nuelear localization of genes that are typically
mtDNA-encoded.
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The mitochondrial genomes of Chlamydomonad algae
lack the cox2 gene that encodes the essential subunit
COX II of cytochrome ¢ oxidase, COX II is normally a
single polypeptide encoded by a single mitochondrial
gene. In this work we cloned two nuclear genes encod-
ing COX II from both Chlamydomonas reinhardtii and
Polytomella sp. The cox2a gene encodes a protein, COX
IIA, corresponding to the N-terminal portion of subunit
II of cytochrome ¢ oxidase, and the cox2b gene encodes
COX IIB, corresponding to the C-terminal region. The
cox2a and coa2b genes are located in the nucleus and are
independently transcribed into mRNAs that are trans-
lated into separate polypeptides. These two proteins as-
semble with other cytochrome ¢ oxidase subunits in the
inner mitochondrial membrane to form the mature
multi-subunit complex. We propose that during the evo-
lution of the Chlorophyte algae, the cox2 gene was di-
vided into two mitochondrial genes that were subse-
quently transferred to the nucleus. This event was
evolutionarily distinct from the transfer of an intact
cox2 gene to the nucleus in some members the Legu-
minosae plant family.

Mitochondria are thought to descend from free-living a-pro-
teobacteria (1), whose closest extants are bacteria of the genus
Rickettsia (2). After the endosymbiotic event, there was a trans-
fer of genes from the protomitochondrion to the nucleus such
that few genes now remain in mitochondrial genomes (3).
Those genes that remain encode only a sub-set of the mitochon-
drial proteins needed for oxidative phosphorylation and a por-
tion of the factors necessary for their expression (4). The
mtDNA-encoded respiratory chain subunits are highly hydro-
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AF305080 (C. reinhardtii cox2a ¢cDNA), AF305540 (C. reinhardtii cox26
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phobic polytopic proteins that contain two or more transmem-
brane stretches (5, 6). The genes for nadl, nad2, nad3, nad4,
nad4L, nad§, and nad6 (encoding subunits 1, 2, 3, 4, 4L, 5, and
6 of NADH:ubiquinone oxidoreductase), cob (encoding cyto-
chrome & of the be, complex), coxl, cox2, and cox3 (encoding
subunits COX I, COX 11, and COX 111 of eytochrome ¢ oxidase),
and aip6 and a¢p8 (encoding subunits a and AGL of the F,
portion of ATP synthetase) are found in the mitochondrial
genomes of most organisms,

The transfer of mitochondrial genes to the nucleus is an
ongoing process, as shown by the presence of particular genes
encoded in both the mitochondrial and the nuclear genomes in
certain species. These are exemplified by COX 11 in some mem-
bers of the family leguminosae (7-9) and by subunit 9 of ATP
synthetase in Neurospora crassa (10).

The algae of the family Chlamydomonadaceae, including
Chlamydomonas reinhardtii and Polytomella sp., lack some of
the genes that are typically found in mitochondrial genomes,
including nad3, nad-{L, cox2, cox3, atpG, and atp8 (11-13)'. We
have shown that, in at least two members of this family, C.
reinhardtii and Polytomella sp., the cox3 gene was transferred
to the nucleus, and the corresponding mitochondrial copy has
been lost (14).

Several mitochondrial respiratory chain complexes have
been isolated and characterized from the colorless alga Polyto-
mella sp. (15-17), a close relative of Chlamydomonas, including
an active, cyanide-sensitive cytochrome ¢ oxidase preparation
(14). In this work, we show that COX II is present as a het-
erodimer in this complex. All COX [I sequences that have been
described to date are single polypeptides encoded by one gene,
normally in the mitochondrial genome. In both Polytomella sp.
and C. reinhardtii, COX Il is encaded by two nuclear genes that
were named cox2a and cox2b. The cox2a gene encodes a pro-
tein, COX IIA, corresponding to the N-terminal half of a typical
one-polypeptide COX II, and the cox2b gene encodes a protein,
COX IIB, equivalent to the C-terminal half of the same sub-
unit. We propose that these separate genes give rise to a
heterodimeric COX II that results from the noncovalent assem-
bly of the COX IIA and COX IIB polypeptides in cytochrome ¢
oxidase of the inner mitochondrial membrane.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Strain and Culture Conditions—Polytomella sp. (198.80, E. G. Pring-

sheim), from the Sammlung von Algenkulturen (Gottingen, Germany),
was grown as previously described (15).

' S. Funes, A. Antaramian, and D. Gonztlez-Halphen, unpublished
results.

This paper is available on line at http//www.jbc.org
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Protein Analysis—Cytochrome ¢ oxidase from Polytomella sp. was
obtained ag previously described (14). Polyacrylamide gel electrophore-
sis was performed as in Schéigger et al. (18) using 16% acrylamide gels.
For tryptic digestion analysis, gels were stained with Amido Black, and
the polypeptide of interest was excised from the gel. Polypeptides were
isolated as previously described (15} for N-terminal sequencing. Amino-
terminal Edman degradation was carried out on an Applied Biosystems
Sequencer at the Laboratoire de Microséquengage des Protéines, Insti-
tut Pasteur, Paris, I'rance. An 18.6-kDa polypeptide was isolated from
polyacrylamide gels and subjected to tryptic and endolysin-C digestion
and separation on DEAE-C14 and DEAE-C18 FIPLC?* columns. Peaks
eluted from the columns were subjected to N-terminal sequence
annlysis.

Nucleic Acids Preparation—Total DNA nnd total RNA from Polyto-
mella sp. and C. reinhardtii were isolated as previously described (14).
PCR fragments were cloned into pMOS blue-T' tAmersham Pharmacia
Biotech) or pGEM-T easy (Promegn). ¢cDNA was prepared from 1-2 ug
of total RNA with Moloney murine leukemin virus reverse transcriptase
(Promega) or Superscript 11 reverse transeriptase (Life Technologies).
All standard molecular biology techniques were as described (19). Se-
quencing was enrried out by the Kimmel Cancer Center DNA Sequenc-
ing Facility, Thomas Jefferson University, and at the Unidad de Bio-
logia Molecular, Instituto de Fisiologin Celular, Universidad Nacional
Auténomn de Méxica.

Cloning the cox2h Gene from Polytomella sp.—A genomic Polytomella
sp. cox2h fragment was amplified by PCR using two degenerate prim-
ers: F1 (8- CA(A/G) GA(C/T) AG(C/TY GC(C/TY ACIA/T) AG(CIT)
CA(G/A) GCIC/T) CA(A/G) G-3°) based on internal sequence (QD-
SATSQAQA) of COX 11, and B1 (6'-TG (G/ATT (C/T)AA (A/G)CG (A
TICC (A/TGG (A/GIAT (A/IGIGC (M/G)TC CAT-3°) bused on the internnl
sequence MDAIPGRLNQ. The resulting 300-nt product was used to
isolate genomic cox2b clones fram a library of Polytomella DNA Pstl
fragments of ~2 kilobases in length in pBluescript.

‘T'he cox2b cDDNA sequence from Polytomella sp. was cbtained hy PCR
and 5°-RACE (20) using primers based on the genomic sequence ab-
tained above. A poly(d’l') tail was added to the 5' end of the cDNA with
a terminal transfernse (Roche Molecular Biochemicals). The forward
primer was oligo(dTVadapter primer: 5'-GACTCGAGTCGACATC-
GATTTTITVUITTTTITIMT-3'. and the reverse primer (B2) was
5'-AGCTGTTTAAGACCATGACTTC-3'.

Cloning the cox2a Gene from Polvtomella sp.—A cox2a cDNA frag-
ment was amplified using the degencerate primers F2 (5°-GA(G/A)
GCCT/C) CCCIC) GTCTIC)Y GCCT/CrTGG CAG CTCIYG) GG-3°), based on
the N-terminal protein sequence EAPVAWQLG, and B3 (5°-CCA (A/
GITA CCA CTG (A/GITG (A/G/TICC (AGIAT (A/GYGC C-8"), based on
the internal conserved sequence KAIGHQWYW, Nested PCR was done
with degenerate primers F3(5'-CAG GA(T/C) TC(T/C) GC(T/C) AC(1/C)
TCUT/CY CAG GC(T/C) CAG G-3°), based on the N-terminal sequence of
the protein QDSATSQAQA and Bi (5-CGAA/G) TANVG) AGA/G)
AG(A/G) GCA/G)Y AAMNG)GAA/GY GG-3"), based on the internal con-
served sequence PSFALLYS. For 3'-end ¢cDNA cloning, oligo(dTa-
dapter primer and primer B4 (6" TCCTCTACCACATCGCCACCC-3")
were used. For nested PCR, adapter (8'-GACTCGAGTCGACATCGA-
3') and primer F5 (5’-ACTACACTAAGCAAGCTCTCCCTG-3) were
used. For 5'-RACE, primers B5 (5'"TCAGGGAGAGCT1GCTTAGIG-
TAG-3"), with oligo(dTVadapter primer, and B6 (5 -TTGGT'GGCGAT-
GTGGTAGAGG-3"), with adapter for nested PCR, were used. Primers
6 (5'-AATGCTCGCCCAGCGTATC-3') and B7 (5°-AAACCTTCACA.
CACCCATAGGC-3'), derived from the 5'- and 3'-RACE products, were
used to amplify the full-length ¢DNA of the cox2a gene. The genomic
sequence of the Polyvtomella sp. cox2a gene was obtained by PCR am-
plification of total Polytomella sp. DNA with the same primers.

Cloning the cox2a and cox2b Genes of C. reinhardtii—=The ¢cDNAs for
cox2a und cox2h were obtnined by sereening a C. reinhardtii cDNA
library in Agt10 (21) using the Polytomella sp. coa2a ¢DNA or cox2b
genomic DNA as prabes. A total of 17 positive clones were obtained from
3 % 10* plaque-forming units screened. PCR using two primers based on
Agt10 sequences was used to identify the positive clones with the largest
inserts. Phage DNA from these clones was jsolated with the Qingen
Lambda mini kit. The 5’ end of the cox2a ¢DNA was completed by

*The ubbreviations used are: HPLC, high precision liquid chroma.
tography; mesoH mesohydrophobicity; mtDNA mitochondrial DNA; nt,
nucleotide(s); PCR, polymerase chain reaction; <H>, maximum local
hydrophobicity of a sequence scgment; pH, hydrophobic moment;
RACE, rapid amplification of ¢cDNA ends; BAC, bacterial artificial
chromosome.
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RACE using primers based on the c[JNA sequence obtained.

A bacterial artificial chromosome clone containing cox2b was ob-
tained from a BAC genomic library from C. reinhardtii (22) by Genome
Systems using the C. reinhardtii cox2b ¢cDNA obtained above, BAC
DNA was sequenced directly using internal primers.

Protein Sequence Analysis—Mitochondrial targeting sequences were
annlyzed using MitoProt Il (23, 24). The same program was used to
calculate the segments with high loecal hydrophobicity (<H>) in a
distance comprising 13 to 17 residues. The mesoH was determined by
scanning each sequence for a maximum average hydrophobicity meas-
ured in windows from GO to 80 residues and averaging the values (24).
More hydrophobicity scales were included to reduce the possibility of
bias. Protein transmembrane stretches were predicted using the pro-
gram TodPred Il (25). Three-dimensional structure modeling was car-
ried out using SWISS-MODEL (26).

Data Base Accession Numbers—The nucleotide sequences are in the
DDBJ/EMBL/GenBank™! nucleotide sequence data base under the ac-
cession numbers AF305078 (Polytomella sp. cox2a ¢cDNA), AF305079
(Polytomella sp. cox2b cDNA), AF305080 (C. reinhardtii cox2a ¢DNA),
AF305540 (C. reinhardtii cox2b cDNA), AF305541 (Polytomella sp.
genomic cox2a), AF305542 (Polytomella sp. genomic cox2h), and
AF3056543 (C. reinhardtii genomic cox2b).

RESULTS

Subunit 1l Is Present in the Cytochrome ¢ Oxidase Complex
from Polytomella sp.—An active cytochrome c oxidase from
Polytomella sp. was isolated as previously described (14). The
four largest polypeptides with apparent molecular masses of
54.6, 29.6, 18.6, and 14.5 kDa were subjected to Edman degra-
dation. The 54.6-kDa polypeptide, not susceptible to Edman
degradation, was identified as subunit [ of cytochrome ¢ oxi-
dase (COX I) since its mass was similar to that predicted for the
mitochondrial cox! gene sequence (54,781 Da (27)). The 29.6-
kDa polypeptide (N-terminal  sequence: SSDAGHHL-
SPRERYLV) was previously identified as subunit III (14). The
N-terminal sequence of the 14.5-kDa polypeptide, DANSSELV-
LEPTRKYKAGLATRELW, did not show similarity with any
sequences in GenBank™.

The N-terminal sequence of the 18.6-kDa polypeptide,
EAPVAWQLGFQDSATSQAQA, was similar to COX Il from
other species, allowing identification of this polypeptide as
COX II. A second sequence, MDAIPGR(R/L)NQIWLTINREG,
was obtained during the Edman degradation of the 18.6-kDa
polypeptide region at a yield of less than 50% that of the yield
of the first sequence. This sequence also was similar to COX 11
from other species and was identified as an internal fragment
of COX II that was obtained after partial cleavage of the pro-
tein during Edman degradation.

Cloning of the cox2b Gene from Polytomella sp. and C. rein-
hardtii—On the basis of the primary amino acid sequences
obtained for COX II, two degenerate oligodeoxynucleotide
primers were designed. Using these primers, a PCR amplifica-
tion product of 300 nt was obtained using total DNA from
Polytomella sp. as a template. This PCR product encoded the
C-terminal portion of the cox2 gene but lacked the region that
encodes the N-terminal sequence of COX I1. The absence of an
N-terminal sequence was attributed to nonspecific annealing of
the primer based on the N-terminal amino acid sequence.

The 300-nt cox2 gene fragment hybridized to a 2-kilobase
Pstl fragment of Polytomella sp. total DNA in Southern anal-
yses. To obtain a full-length gene, a mini-library was con-
structed from Pstl fragments of ~2 kilobases, and a positive
clone was isolated and sequenced. This genomic sequence con-
tained a 462-nt open reading frame that encoded a 153-amino
acid protein homologous to the C terminus of COX II. The gene
was named cox2b. There was no open reading frame corre-
sponding to the N-terminal portion of COX Il in the 960 nt
preceding the 462-nt open reading frame.

Using primers based on the genomic sequence, a portion of a
cDNA corresponding to the cox2b open reading frame was
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Fia. 1. Organization of the cox2a and cox2b genes of Chlamy-
domonad algae. The coding regions of cox2a and cox2b ¢cDNAs from
Polytomella sp. and C. reinhardtii are indicated by a box. The regions
that are conserved with other COX 1l proteins are white, the putative
mitochondrial-targeting sequences are striped, and the highly charged
sequences unique to the Chlamydomonad cox2 genes ave stippled. Non-
translated regions are shown as a dlack line, Putative polyndenylation
signals are indicated as vertical black bars. The locations of the highly
conserved COX Il sequences GRQWYWSY and GQCSEV/LICG are
indieated above the boxes. The single cox2 mitechondrial gene of P,
wickerhamii, representing a canonical cox2 gene, is included for
comparison.

P. wickerhamil
cox2

amplified from Polytomella sp. total RNA using reverse tran-
scription-PCR. The remainder of the 5'-cDNA sequence was
obtained by 5'-RACE. The full-length cDNA obtained contained
a 65-nt §5'-untranslated region and a 462-nt open reading frame
identical to that of the genomic clone. This showed that this
gene encoded only the C-terminal portion of COX II and did not
contain introns. The overall organization of the cox2b gene is
shown in Fig. 1. The predicted protein contained the
MDAIPGRLNQIWLTINREG internal sequence that was ob-
tained from direct protein sequencing as well as the sequence
GQCSEICG known to be the COX II binding site for binuclear
copper (28). The major N-terminal sequence of COX 11, deter-
mined by Edman degradation, was not present in the deduced
protein sequence. The N-terminal 43 aminoe acids lacked ho-
mology to any COX Il proteins. The remaining sequence was
homologous with the C-terminal half of many COX II proteins.
The highest similarity was with COX I from the alga Proto-
theca wickerhamii (29). Altogether, these data suggested that
the cox2 gene had been split into two genes in Polytomella sp.

The PCR amplification product of the cox2b gene of Polyto-
mella sp. was also used to isolate a cox2h ¢cDNA from a Agtl0
c¢DNA library of C. reinhardtii, A comparison of this cox2b
¢DNA with the genomic sequence (see below) showed that this
cox2b ¢DNA sequence lacked the first four codons of the cox2b
gene and a 5'-untranslated region. It exhibited 85% identity
with the Polxtomella sp. cox28 (Fig. 2). The cox26 ¢DNA from C.
reinhardtii was used to isolate cox2b from a C. reinhardtii BAC
genomic library. The genemic cox2b sequence contained the
complete coding region and was identical to the cDNA except
for the presence of one intron of 187 nt, located 21 nucleotides
upstream of the stop codon. There was no open reading frame
encoding a known protein in the 1.7 kilobases preceding the
start codon for the C. reinhardtii cox2b gene. The predicted
COX IIB protein was 153 amino acids long and was 85% iden-
tical and 92% similur to COX IIB of Polytomella sp. Both C.
reinhardtii and Polytomella sp. are therefore likely to use two
genes to code for COX 11,

cox2a and cox2b deﬁes in Chlamydomonad Algae

Cloning the cox2a Gene from Polytomella sp. and C. rein-
hardtii—To clone the gene that encoded the N-terminal region
of COX II, nested PCR was performed with primers derived
from the major N-terminal sequence obtained from the protein,
and internal sequences (KAIGHQWYW and PSFALLYS) were
conserved among COX 11 proteins. Using Polytomella sp. cDNA
as a template, a 250-nt PCR product was obtained that exhib-
ited similarity with other cox2 genes. The full-length ¢DNA,
obtained using 5°'- and 3'-RACE (Fig. 1), contained an open
reading frame of 816 nt predicted to encode a protein of 271
amino acids including the sequence EAPVAWQLGF dcter-
mined for the N terminus of the 18.6-kDa polypeptide. This
gene was named cox2a, since it encoded the N-terminal portion
of the COX II protein (COX IIA).

The N terminus of the mature Polytomella sp. COX IIA
protein, derived from direct sequencing, corresponded to Glu-
131 of the predicted sequence, indicating that this protein
contains a mitochondrial targeting sequence of 130 amino ac-
ids. The mature protein is predicted to be 141 amino acids long
and to contain two putative transmembrane stretches, from
11e-28 to Thr-48 and from Val-69 to Leu-89, and the highly
conserved sequence GRQWYWSY present in all sequences of
COX II subunits known to date (Fig. 2). The sequence from
Glu-131 to Glu-246 was homologous with the N-terminal por-
tion of many COX II proteins. This sequence was most similar
to COX II from the alga P. wickerhamii. The COX IIA protein
contained a C-terminal 20-amino acid region, lacking similar-
ity to conventional COX Il proteins, that had a high density of
charged amino acids.

Primers corresponding to the 5 and 3' e¢nds of the cox2a
¢DNA sequence of Polytomella sp. were used to amplify a por-
tion of the cox2a nuclear gene from total DNA. This 1773-nt
PCR product was cloned and sequenced. The genomic cox2a
gene contained 6 introns, ranging in size from 84 to 136 nt.

The Polytomella sp. cox2a cDNA was used to isolate a partial
¢DNA clone of cox2a from a C. reinhardtii cDNA library. The
complete sequence of C. reinhardtii cox2a was obtained by
5'-RACE (Fig. 1). The C. reinhardtii cox2a ¢cDNA contained a
5’- untranslated region of 30 nt, an open reading frame of 855
nt, encoding a protein of 284 amino acids, and a 3'-untrans-
lated region of 201 nt. The predicted C. reinhardtii COX 11A
mature polypeptide exhibited 72% identity and 819% similarity
with the sequence predicted for the COX IIA protein from
Polytomella sp. (Fig. 2). The gene sequence predicts an exten-
sion of 21 residues at the C-terminal end that lacked homology
to COX 11 proteins but that was highly similar to the extension
predicted by the cox2a gene from Polytomella sp.

The cox2a and cox2b Genes of Polytomella sp. and C. rein-
hardtit Are Nuclear-localized, Single-copy Genes—The nuclear
location of both cox2a and cox2b was confirmed by Southern
analysis, After electrophoresis of Polytomella sp. total DNA
through agarese gels, the mtDNA was detected as a discrete
band below the bulk of the nuclear DNA (Fig. 34, left panel).
This was confirmed with a cox! gene probe (27) that hybridized
with the mtDNA and a $-tubulin gene probe (30) that hybrid-
ized with the nuclear DNA (Fig. 34, left panel). The cox2a and
cox2b genes of Polytomella sp. hybridized with the major DNA
fraction and not with the mtDNA band, confirming their nu-
clear localization. A similar analysis was carried out with total
DNA from C. reinhardtii using a coxl gene probe that hybrid-
ized with the mtDNA (31) and a cytochrome ¢ gene probe (32)
that hybridized with the nuclear DNA (Fig. 34, left panel).
Those results confirmed that the cox2a and cox2b genes were
also nuclear-encoded in C. reinhardtii.

To determine whether cox2a and cox2b were present as sin-
gle-copy genes in the genomes of Polytomella sp. and C. rein-
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I"16, 2. Sequence comparison of COX 11, COX 114, and COX 11B polypeptides. Shown are the sequences of COX 11 of . wickerhamii (Pw),
Vigna unguiculata (Vu), and 8. obliquus (So). Also shown are COX 1IA and COX I1IB of C. reinhardtii (Cr), and Polytomella sp. (Ps). A black bar
indicates the end of the COX 1A protein of C. reinhardtii and Polytomella sp. and the N terminus of the COX 11B protein. An asterisk denotes an
identical amino acid, and a cofon indicates a similar amino acid. The 20-amino acid extension at their C terminus of COX IIA and the 42-amino
acid extension at the N terminus of COX IIB are boxed. These unique extensions of COX I{A and COX 1IB are hypothesized to interact for the
assembly of the two COX 11 subunits in the cytochirome c oxidase complex. The putative transmembrane stretches are indicated within gray boxes.
The black triangle indicates the N terminus of the mature COX 1IA that was determined for Polytomella sp. The highly conserved COX II regions
GIRZH)QWYWSY present within COX IIA and GQCSE(I/L)CG present within COX 11IB are underlined. Numbers indicate the last amino acid for

each protein.

hardtii, additional Southern blot analyses were performed. product was not observed in any case. The cox2b gene of Poly-
Single hybridization bands were obtained for the cox2a and tomella sp. exhibited a double band. Since the genomic se-
cox2b genes of Polytomella sp. and C. reinhardtii with several quence of this cox2b gene contained three putative polyadenyl-
restriction enzymes (Fig. 3, panel 8 and data not shown). This  ation sites in the 3'-noncoding region, it is possible that these
suggested that both genes were present in only one copy in  bands correspond to mRNAs that have different sites of
their respective genomes. polyadenylation.

The expression of cox2a and cox2b of Polytomella sp. and C. There is a significant bias in codon usage in these genera of
reinhardtii was examined by Northern analyses. Probes de- algae (30), and this bias differs between mitochondrial and
rived from the cox2a and cox2b genes hybridized to independ-  nuclear genes (14). Analysis of the codon usage for the cox2a
ent transcripts of sizes consistent with the corresponding and cox2b genes of Polytomella sp. and C. reinhardtii indicated
c¢DNA sequences for both algae (Fig. 3, panel C). The presence that the codon usage was consistent with their nuclear local-
of a larger, mature transcript that could suggest a transpliced  ization (data not shown). In addition, the conserved poly-
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F1G, 3. The cox2a and cox2b genes are single-copy, nuclear-
localized, and functionally expressed in Chlamydomonad algae.
A, nuclear localization of the cox2a and cox2b genes. Thirty pg of total
DNA from Polytomella sp. eft panel) or C. reinhardtii (right panel) was
electrophoresed through a 0.7% agarose gel, 'The first Janes (DNA) of
both pancls are photographs of the ethidium bromide-stained sample
after electrophoresis. The positions of the nuclear DNA (nu) and
mtDNA (m¢) are shown by arrows. The remaining lanes show autorn-
diograms after Southern analysis. The left panel shows Polvtomella sp.
DNA hybridized with probes for mtDNA-encoded Polytomella sp. coxl!
tsecond lane), nuclear DNA-cncoded Polytomella  agilis ptubulin
(TubB1, thivd lane), and Polytomella sp. cox2a (fourth lune) and cox2b
teox2b. fifth lane) genes. 'The right panel shows Southern nnalyses of the
C. reinhardtii DNA hybridized with mtDNA-encoded C. reinhardtii
coxl (second lune), nuclear DNA-encoded eytochrome ¢ of C. reinhardtii
(Cye, third lane), and C. reinhardtii cox2a (fourth lane) and cox26
(eox2b, fifth lane) genes. B, cox8a and cox 26 are single-capy genes. Total
DNA from Polvtomella sp. (eft) was digested with EcoRV Uane!) or
Peull (lane 2) for cox2a and EcoRV (anel) or EcoRl (ane 2) for cox2b.
Total DNA from C. reinhardtii (right) was digested with Kpnl (lanel) or
Xbal (lane2) for cox2a and Kpnl (ane 1) or Hindl1l (lane2) for cox2b.
Shown are autoradiograms of the Southern blot analyses of the re.
stricted DNAs hybridized with probes for cox2a or cox2b. C, Northern
blot analysis. Shown nre autoradiograms of Northern blots of total RNA
isolated from Polytomella sp. (left) or C. reinhardtii (right) hybridized
with probes specific for cox2a and cox2b genes from Polyvtomella sp. and
C. reinhardtii. ‘The sizes calculated for the hybridizing RNAs are indi-
cated to the left of the nutoradiograms. bp, base pairs.

adenylation signals TGTAA (33), present in the vast majority of
nuclear genes in the Chlamydomonad family, were present at
the 3’ ends of the cDNA sequences of cox2a and cox2b for both
algae.

Two COX II Polypeptides Are Present in Polytomella sp.
Cytochrome ¢ Oxiduse—Since the primary protein sequences
derived from the 18.6-kDa region of a polyacrylamide gel cor-
responded to the predicted amino acid sequences of both COX
11A and COX IIB from Polytomella sp., it is likely that this
region of the gel contained both subunits. To confirm that
Polytomella sp. contained two independent COX Il polypep-
tides, the purified cytochrome ¢ oxidase complex of this alga
was subjected to matrix-assisted laser desorption-time of flight
mass spectrometry analysis. The complex contained two major

cox2a and cox2b Genes in Chlamydomonad Algae

TaBLE |
Mass spectrometry analysis of the tryptic fragments obtained from the
COX I1B subunit of Polytomella sp

The experimental values were obtained by matrix-assisted laser de-
sorption-time of flight mass spectrometry analysis of tryptic digestion
fragments of COX 1IB purified by reverse transcription-HPLC from
isolated cytochrome ¢ oxidase. These muasses are compared with the
predicted molecular masses for the tryptic fragments from the cox2b
gene product.

Sequence of the tryplic peptide "I"“".’““;‘:‘{“ E.vsperemc:‘t;\:s
Da Da
AFLTEYVK 970.12 970.448
LVLPTNTLVR 1125.37 1125.649
LNQIWLTINR 1270.48 1270.702
LLVTASDV. . AVPSLGIK 2106.47 2123.172
VPASQPIQ.. .DVQPGQLR 2854.18 2854.383
EGVFYGQC. . VVEAISPR 3141.66 3140432

polypeptides in the expected mass range for COX IIA and COX
1B, one of 15,984 Da (theoretical 16,222 Da for mature COX
11A) and one of 17,169 Da (theoretical 17,219 Da for full-length
COX 1IB). The differences between the predicted and observed
masses are likely due to post-translational modifications of the
proteins. The 17,169-Da polypeptide was isolated by reverse
phase-HPLC, trypsinized, and analyzed by matrix-assisted la-
ser desorption-time of flight mass spectrometry analysis. The
trypsin digestion products exhibited molecular masses that
were consistent with the theoretical molecular masses expected
for COX I1B peptides (Table ).

We wished to determine whether COX 1B contained a cleav-
able mitochondrial-targeting sequence or if the novel N-termi-

nal charged domain was present in the mature protein. The

NEIMO 10 Y1TVA
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observed band of 18.6 kDa (containing COX 1IA and COX IIB)
was purified from polyacrylamide gels and subjected to diges-
tion by trypsin or endolysin followed by HPLC separation and
Edman degradation (Fig. 4). Amino-terminal sequences were
obtained for all the endolysin C-derived fragments, except for
the 16.0-kDa polypeptide, which exhibited a blocked N termi-
nus. The sequence was obtained from COX IIB starting at
Asp-5 of the full-length sequence (tryptic fragment DQLK).
That the mass spectrometry analysis of the mature protein
gave n mass consistent with an intact N terminus suggests
mature COX 118 is the full-length protein. Several overlapping
sequences were obtained for the tryptic products and for the
endolysin C fragments of the protein. A total of 154 amino acids
out of the 294 residues predicted by the cox2a and cox2b genes
were identified in the 18.6-kDa region of the gel by direct amino
acid sequence analysis. This analysis, using a different cyto-
chrome ¢ oxidase preparation from that first used for Edman
degradation, confirmed that Glu-131 was the N terminus of the
mature COX IIA. No difference was found between the pre-
dicted sequences and the sequences obtained by Edman
degradation.
DISCUSSION

COX II Is Encoded by Two Distinct Nuclear Genes in the
Algae of the Family Chlamydomonadaceae—COX 1I is con-
served in cytochrome ¢ oxidases throughout all phyla. It con-
stitutes the main core of the enzyme along with COX I and COX
III (34). Although the cox2 gene is absent from the mtDNA of
Polytomella sp.,' the presence of COX II in cytochrome ¢ oxi-
dase from Pnlytomella sp. was confirmed by N-terminal and
internal amino acid sequence analysis of polypeptides with an
apparent molecular mass of 18.6 kDa from the purified com-
plex. This size is consistent with a 14.5-kDa polypeptide that
was identified immunochemically as COX 1I in cytochrome ¢
oxidase isolated from C. reinhardtii (35).

Polytomella sp. and C. reinhardtii each contain two distinct
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N-terminal region of the Ps-COX 'II SUbuhil (encodad by :hé cox2a gene):
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Fia. 4. Protein sequence analysis of the COX IIA and COX 1IB
polypeptides of Polytomella sp. Shown are the aminoe acid se.
quences of COX lIA and COX IIB. The polypeptides present in the
region of the polyacrylamide gel (containing COX IIA and COX [1B)
were isolated and subjected to digestion by trypsin or endolysin, HPLC
separation, and Kdman degradation, The N-terminal sequences were
obtained for the endolysin C-derived fragments and tryptic digestion
producty of the proteins. The umino acids directly identifted by these
amino acid sequence unalyses nre in bold italie characters. The regions
identified by N-terminal Edman degradation analysis of the 18.6-kDa
region of the polyacrylamide gel are boaed. A total of 154 amino acids
out of the 294 amino acids were identified in this analysis. No difference
was found between the predicted sequences and the sequences obtained
by Edman degradation.

nuclear genes that encode two COX 11 homologs. cox2a encodes
a protein, COX 1A, corresponding to the N-terminal half of a
canonical COX 11, cox2b encodes a protein, COX lIB, corre-
sponding to the C-terminal half of a canonical COX II. The
cox2a and cox2b genes from Polytomella sp. and C. reinhardtii
were shown to be nuclear-localized by Southern hybridization
analyses. These genes also displayed other features typical of
nuclear genes in Chlamydomonad algae: a biased codon usage,
introns in the genomic sequences, and a TGTAA polyadenyl-
ation signal.

COX 1IA and 11B were unresolved by SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis and migrated with an apparent molecular
mass of 18.6 kDa. Mass spectrometry and reverse phase HPLC
analyses confirmed that distinct COX IIA and IIB proteins
existed in the purified cytochrome ¢ oxidase of Polytomella sp.
The COX IIB polypeptide may have a blocked N terminus
(MSADKDQL). since only the major N-terminal sequence
EAPVAWQLGT of COX IIA was detected by direct N-terminal
sequence analysis of the 18.6-kDa polypeptide.

COX 1A and 1IB Have Been Adapted to Facilitate Import
into Mitochondria—Most nuclear-encoded mitochondrial pro-
teins contain a mitochondrial targeting sequence that directs
the import of the protein into mitochondria. Such sequences
have been identified in the nuclear-encoded cox2 genes from
cowpea (7) and soybean (8). The predicted full-length COX ITA
proteins each has a mitochondrial targeting sequence of 130
amino acids, since the amino acid sequence obtained for the
mature Polytomella sp. COX 11A commences at Glu-131 of the
predicted polypeptide. These sequences are 37% identical (Fig.
2). The COX III proteins from these organisms also contain
unusually long (>100 amino acids) mitochondrial-targeting se-
quences (14). It is possible that during import into mitochon-
dria the targeting sequences may act as chaperones for the
import of the COX subunits and the assembly of the enzyme
complex. Alternatively, after cleavage they may be maintained
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as components of the cytochrome ¢ oxidase complex, as was
observed with the targeting sequence of the Rieske subunit of
beef heart mitochondrial cytochrome b¢; complex (36).

In contrast to COX IIA, the COX IIB proteins lack a canon-
ical, cleavable, mitochondrial-targeting sequence, since the
COX IIB sequence was obtained starting at Asp-5 of the full-
length sequence (Fig. 4). Additionally, mass spectrometry anal-
ysis of the mature protein gave a mass consistent with an
intact N terminus. However, the N-terminal 43 amino acids in
both predicted COX 1IB proteins show no similarity with other
known COX II sequences and contains a high density of
charged residues. The numerous negatively charged amino
acids are not consistent with a mitochondrial-targeting se-
quence, normally characterized by a paucity of acidic residues
and abundance of basic residues (37). It is possible that the
43-amino acid stretch may function as a noncleavable mito-
chondrial-targeting sequence. The N-terminal region of Polyto-
mella sp. COX HB possesses a positively charged amphiphilic
a-helix from position 19 to 44 with a high hydrophobic moment
(uH ranging from 5.98 to 7.42) and a very hydrophobic face
(maximum hydrophobicity ranging from 3.55 to 6.35). Simi-
larly, the N-terminal region of C. reinhardtii COX IIB pos-
sesses a putative amphiphilic helix from residues 14 to 32, with
pH ranging from 7.93 to 8,92 and a hydrophobic face (maxi-
mum hydrophobicity ranging from 4,70 to 6.44). The amphiphi-
licity is essential for the function of a mitochondrial targeting
sequence (38). Alternatively, there may be no conventional
N-terminal, cleavable mitochondrial targeting sequence, as in
eukaryotic cytochrome ¢. Like COX I1B, cytochrome ¢ is im-
ported into the inner membrane space, but & minimum length
of N-terminal region rather than a specific sequence is neces-
sary for efficient mitochondrial import (39).

The highest average hydrophobicity over 60~80 amine acids
of a polypeptide chain (termed mesohydrophobicity, or mesoH)
along with the maximum local hydrophobicity (<H>) of likely
transmembrane segments are useful indicators of the likeli-
hood that a protein could be imported into the mitochondrion
(23). Both Polytomella sp. and C. reinhardtii mature COX ITA
proteins, despite their two transmembrane domains, exhibited
<H> and mesoH patterns significantly lower than mtDNA-
encoded COX Il polypeptides from other organisms but still
higher than most proteins imported into mitochondria (data
not shown), The nuclear-encoded COX II proteins from legumes
were also less hydrophobic than their mtDNA-encoded coun-
terparts and more similar to the COX IIA proteins of the
Chlamydomonad algae.

The low hydrophobicity parameters exhibited by the COX
IIB proteins may also facilitate their import into mitochondria.
These proteins contain no transmembrane stretches, exhibit
very low <H> and mesoH values, and are predicted to be
imported readily into mitochondria (data not shown).

Assembly of COX IIA and COX IIB in Cytochrome c Oxi-
dase—The normal COX 1I subunit exhibits two transmem-
brane stretches and a hydrophilic region containing the con-
sensus copper binding site. We predict that the two mature
Chlamydomonad COX II polypeptides would assemble to give a
heterodimeric COX II with an overall structure similar to that
determined by x-ray crystallography of the bacterial and mam-
malian monomeric COX II subunits (28, 40).

Hydropathy profile analysis predicted two transmembrane
stretches for the COX IIA polypeptides from both algae (data
not shown), similar to conventional COX II proteins. In addi-
tion, both contain a C-terminal 20-amino acid region that has a
high density of charged amino acids and is not homologous to
known COX Il proteins. The two COX IIB polypeptides contain
a 42-amino acid extension at their N terminus that also exhib-

[NZOMO0 30 VTTVE
NOD SISaL

%

129




11308

COXIOA COX IB

?ﬁ@‘“

F1G. 5. Model of the interaction of COX I1IA with COX IIB to
form the heterodimerie COX 1l of Chlaumydomonad algae. A
three-dimensional structure of Polytomella sp. COX [IA and COX 1IB
was modeled with SWISS-MODEL based upon the three-dimensional
structure of COX II from the bovine enzyme (28), This model proposes
an interaction between the unique COX 11IA C-terminal domain and the
highly charged COX 1B N-terminal domain. We hypothesize that the
loop formed by the internction of the N-terminal and C-terminal exten-
sions is important for the proper assembly of the two COX Il subunits
in cytochrome c oxidase in the mitochondrial inner membrane.

its a high density of charged am‘no acids and that is also not
homologous to known COX II proteins. We propose that the
C-terminal extension of COX 1IA interacts with the N-terminal
extension of the COX IIB protein. This interaction may stabi-
lize the two COX Il subunits in the cytochrome ¢ oxidase
complex (Fig. 5). According to this model, the extra loop formed
by the interaction of the N-terminal and C-terminal extensions
is topologically distant from the site of interaction of soluble
cytochrome ¢ with the COX 11B subunit.

FKvolutionary Considerations—The transfer of cox2 genes
from the mitochondria to the nucleus in the Chlamydomonad
algae satisfies many of the criteria proposed by Brennicke et al.
(41) and Claros ¢t al. (42) for this event: acquisition of a region
encoding a mitochondrial-targeting sequence (at least for
cox2a), altered codon usage, acquisition of a polyadenylation
signal, and diminished <H:>> and mesoH of the protein prod-
ucts, In addition, any mitochondrial cox2 genes that presum-
ably existed have been eliminated, suggesting that this trans-
fer securred early in evolution.

There are several precedents for mitochondrial genes being

cox2a and cox2b Genes in Chlamydomonad Algae

split into two. The mitochondrial nadl genes of Tetrahymena
pyriformis and Paramecium aurelia (43) and rapeseed mito-
chandrial gene encoding o homologue of the bacterial protein
Ccll (44) have also been divided into two independently tran-
scribed reading frames, although retained on the mtDNA,

It is possible that in some organisms the transfer of cox2a
and cox2b to the nucleus is ongoing, as in some legumes, or has
been arrested at an intermediate stage. coxl, cox2, and cox3
were present in the mtDNA of the Chlorophycean alga
Scenedesmus obliquus (45, 46). However, the cox2 gene was
truncated and was predicted to be a pseudogene. The putative
Scenedesmus COX II protein exhibits high similarity with COX
IIA from Polytomella sp. and C. reinhardtii (Fig. 2), although it
lacks a mitochondrial-targeting sequence, as would be expected
for a mtDNA-encoded protein. The C-terminal region of the
Scenedesmus COX 11 is also similar to the unique C-terminal
regions of COX IIA of Polytomella sp. and C. reinhardtii. We
suggest that the mitochondrinl cox2 gene from S. obliquus is
likely to be an active cox2a gene and that the missing fragment
of the gene (i.e. cox2b) has been transferred to the nucleus.

The gene content and fragmentation pattern of the ribosomal
RNA genes on the mtDNA of S. obliquus suggest that this
mitochondrial genome represents an intermediate stage be-
tween the Prototheca-like green algae and the Chlamydomo-
nas-like green algoe (45). S. abliquus may represent a stage of
green algal evolution in which the cox2b gene (encoding for a
highly hydrophilic polypeptide) has been transferred to the
nucleus, whereas the cox2a gene (encoding o more hydrophobic
polypeptide) is retained in the mitochondrial genome. Since the
mitochondrial genetic code of S. obliquus has diverged from the
standard genetic code (45, 46), it is likely that the cox2a gene
has been retained on the mtDNA since it could not be function-
ally transferred to the nucleus in its current form. We hypoth-
esize that two independent cox2a and cox2b genes existed in
the mitochondrial genome of the common ancestor of Chlamy-
domonad algae and that these genes were transferred from the
mitochondria to the nucleus before the separation of the color-
less genera of Polytomella from the main photosynthetic line-
age of Chlamydomonas.

The functional transfer of intact cox2 genes to the nucleus
has been reported in detail for members of the legume subfam-
ily Papilionoideac (7, 8, 9). Our analysis of the Chlamydomonad
cox2a and cox2h genes suggests that the division of the mito-
chondrial cox2 gene into two nuclear genes that encode two
independent proteins is an evolutionary event unrelated to the
functional gene transfer of intact mitochondrial cox2 genes to
the nucleus in some legumes.

A number of organisms, particularly protists, have mitochon-
drial genomes that lack the cox2 gene, including the apicom-
plexan protozoan Plasmodium falciparum (47) and the Chloro-
phyte alga Pedinomonas minor (1), whose mtDNA has been
sequenced. It is likely that these organisms have transferred
their cox2 genes to the nucleus and that, in the green alga P.
minor, this has also involved the transfer of cox2a and cox26 to
the nucleus. Further analyses of such organisms will determine
whether the process outlined here has an evolutionary lineage
outside of the Chlorophyta.

The present work highlights a novel strategy utilized by
some Chlorophyte algae that allowed functional transfer of a
mitochondrial gene to the nucleus. This strategy has allowed
the functional transfer to the nucleus of a mitochondrial gene
encoding an essential, hydrophobic subunit of a crucial respi-
ratory complex. It is remarkable that a protein with such
specific functional requirements (e.g. a cytochrome ¢ docking
site, binding site for metals involved in catalysis) should have
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evolved into two components containing added domains that
maintain the ability of the protein to perform its roles.
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The algae of the family Chlamydomonadaceae lack the
gene coxd that encodes subunit III of cytochrome c oxi-
dase in their mitochondrial genomes. This observation
has raised the question of whether this subunit is pres-
ent in cytochrome ¢ oxidase or whether the correspond-
ing gene is located in the nucleus. Cytochrome ¢ oxidase
was isolated from the colorless chlamydomonad Polyto-
mella spp., and the existence of subunit III was estab-
lished by immunoblotting analysis with an antibody di-
rected against Saccharomyces cerevisiae subunit III,
Based partly upon the N-terminal sequence of this sub-
unit, oligodeoxynucleotides were designed and used for
polymerase chain reaction amplification, and the result-
ing product was used to screen a c¢cDNA library of
Chlamydomonas reinhardtii. The complete sequences of
the cox3 cDNAs from Polytomella spp. and C. reinhardtii
are reported. Evidence is provided that the genes for
cox8d are encoded by nuclear DNA, and the predicted
polypeptides exhibit diminished physical constraints
for import as compared with mitochondrial-DNA ¢n-
coded homologs. This indicates that transfer of this gene
to the nucleus occurred before Polytomella diverged
from the photosynthetic Chlamydomonas lineage and
that this transfer may have occurred in all chlamydo-
monad algae.

Mitochondrial eytochrome ¢ oxidase (EC 1.9.3.1), the termi-
nal component of the respiratory chain, is an oligomeric mem-
brane protein complex of 10~13 subunits that contains four
redox components: a binuclear center Cu,, heme a, heme a,
and Cuyp. The transfer of electrons from reduced cytochrome ¢
to molecular oxygen is coupled to proton translocation from the
matrix to the intermembrane space. In most eukaryotic cells,
the three largest subunits of cytochrome ¢ oxidase (COX I, COX
II, and COX III) are encoded by the mitochondrial DNA

*This work was supported by Grant TW01176-01 from the National
Institutes of Health/Fogarty, Grant 27754N from Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia, and Grant IN202598 from DGAPA, UNAM. The
costs of publication of this article were defrayed in part by the payment
of page charges. "This article must therefore be hereby marked “adver-
tisement”™ in nccordance with 18 U.S.C, Section 1734 solely to indicate
this fact.

The nucleotide sequence(s) reported in this paper has been submitted
to the GenBank™ ( EBI Data Bank with accession number(s)AF233514
and AF233515.
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ténoma de México, Apartado Postal 70-243, 04510, D.F, Mexico. Tel.:
525-622-5620; Fax: 525-622-5611; E-mail: dhalphen@ifisiol.unam.mx.
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(mtDNA)! and are synthesized inside the organelle (1). These
subunits are homologous to the three major polypeptides of
bacterial cytochrome ¢ oxidases, There are strong similarities
in the primary, secondary, and tertiary structures of these
subunits, as evidenced by the x-ray crystallographic models of
cytochrome ¢ oxidases from Paracoccus denitrificans and bo-
vine mitochondria (2, 3). In addition, a variable set of nuclear-
encoded subunits that exhibit either no transmembrane stretch
or a single transmembrane stretch are synthesized in the cy-

toplasm and imported into mitochondria (4).

A striking example of simplicity, in size and composition, is
the 15.8-kilobase linear, double-stranded mtDNA from the
green algn Chlamydomonas reinhardtii. This compact and
highly diverged mitochondrial genome has been entirely se-
quenced (5), Several genes that encode essential components of
oxidative phosphorylation that are usually found in mitochon-
drial genomes are absent in this mtDNA: nad3 and nad4L
(encoding subunits 3 and 4L of NADH-ubiquine! oxidoreduc-
tase), cox2 and cox3 (encoding COX 1I and COX 1ID, and atp6
and atp8 (encoding subunits @ and AGL of the F, portion of ATP
synthase). These genes are also absent in the mtDNAs of the
closely related algae Chlamydomonas smithii (6), Chlamydo-
monas eugametos (7), Chlamydomonas mocwussii (8), and
Chlorogunium elongatum (9). The absence of this set of genes
seems to be a common feature of the algac from the family
Chlamydomonadaceac and suggests that the complexes that
participate in oxidative phosphorylation lack some of their
classical polypeptide constituents or that the corresponding
genes were transferred to the nucleus,

The algae of the colorless genus Polytomella are members of
the family Chlamydomonadaceae (10) that diverged from the
Chlamydomonas lineage by losing both the cell wall and the
photosynthetic apparatus (11). The close relationship between
the genera Polytomella and Chlamydomonas is supported by
numerous morphological (10, 12), molecular genetic (13-16),
and biochemical (17) studies. This colorless alga has been used
to characterize the mitochondrial complexes of the chlamydo-
monad algae, because there is no interference by thylakoid
components or by the eell wall during purification (17, 18). In
the experiments described below, we report the isolation of an
active, cyanide-sensitive cytochrome ¢ oxidase from Polyto-
mella spp. that contains COX III. The corresponding cDNAs of

! The abbreviations used are: mtDNA, mitochondrial DNA; Cr-COX
111, cytochrome ¢ oxidase subunit 111 protein from C. reinhardtii; me-
soH, mesohydrophobicity; MTS, mitochondrinl targeting sequence;
PCR, polymerase chain reaction; Ps-COX 111, cytochrome ¢ oxidase
subunit 11! protein from Polytomella spp.; RACE, rapid amplification of
c¢DNA ends; <H>, mean hydrophobicity of a sequence segment; uH,
hydrephobic moment.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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Transfer of the cox3 Gene to the Nucleus

cox3 were cloned and sequenced from both Polytomella spp. and
C. reinhardtii. Evidence is provided that in these algae, this
gene is not localized in the mitochondrial genome but in the
nuclear genome. This contrasts with the location in the major-
ity of eukaryotes. To our knowledge, this is the first example of
a cox3 gene that is found in the nuclear genome. Therefore, our
data indicated that the transfer of the cox3 gene occurred
before the genus Polytomella diverged from the Chlamydomo-
nas lineage and that such transfer is a common feature of the
Chlamydomonadaceae family. The results also show that the
nuclear-loealized cox3 gene encodes a polypeptide that exhibits
diminished values for <H> and mesoH (19), when compared
with their mitochondrial counterparts in other organisms.
EXPERIMENTAL PROCEDURLES

Strain and Culture Conditions—Polytomella spp. (198,80, E.G.
Pringsheim) from the Sammlung von Algenkulturen (Gottingen, Ger-
many), was grown as described previously (18).

Isolation and Solubilization of Mitochondria—Mitochondria from
Polytomella spp. were obtained and solubilized in the presence of lauryl
maltoside as described previously (18).

Isolation of Cytochrome ¢ Oxidase from Polytomella spp.—Solubilized
mitochondria were dinlyzed againgt 50 my Tris-HCI (pH 8.0), 1 mm
MgS0,, 1 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, and 50 pg/ml of N“-p-
tosyl-t-lysine chloromethyl ketone (TM buffer) containing 100 mu
NuaCl. The mixture was taken to 40% saturation of ammonium sulfate
and 1.6% sodium cholate and then centrifuged at 10,000 X g for 15 min.
The resultant green pellet was resuspended in ‘TM buffer containing
100 mym NaCl and luuryl maltoside (1.2%). The mixture was centrifuged
ut 80,000 X g, and the supernatant was dinlized against 10 volumes of
TM buffer. The sample was applied to a DEAE-Biogel A column equil-
ibrated with TM buffer containing 0.1% lauryl maltoside. The column
was washed with three bed volumes of the same buffer and a linear
gradient from 0 to 100 mM NaCl was applied. A cytochrome ¢ oxidase-
enriched fraction identified by spectroscopy was eluted with the same
equilibration buffer that contained 200 mM NaCl. The snmples were
concentrated by ultrafiltration on an Amicon YM100 filter and stored at
=70 °C until use,

Purification of Cytochrome ¢ Oxidase from Bovine Heart Mitochon-
dria—Bovine heart cytochrome ¢ oxidase was purified according to the
method of Capaldi and Hayashi (20) and stored in small aliquots at
=70 °C until use.

Spectroscapic and Activity Measurements—Cytochrome ¢ oxiduse ac-
tivity was meansured spectrophotometrically in a final volume of 3 ml
that had 50 mym Tris-HCl (pH 8.0), 1 my MgSO,, 0.1 mg/ml dodecyl
maltoside, 20 unm nntimycin, and 30 uM reduced cytochrome e. The
reaction was started by addition of the enzyme, and the absorbance
change nt 560 nm was followed. Cytochrome a concentration was cal-
culated using the extinction coeflicient 16.56 my ' cm ' (21) and eyto-
chrome ¢ determination was done as described previously (22). Visible
spectra were recorded at reom temperature with a DW-2a UV/Vis
SLAM-Aminco spectrophotometer modified with the OLIS DW2 Conver-
sion and OLIS software (On-line Instrument System Ine.).

Polvacrylamide Gel Electrophoresis, Immunoblots, and Protein De-
termination—Polyacrylamide gel electrophoresis was performed as de-
seribed by Schiigger ef al. (23), using 1.2-mun-thick slab gels (16%
acrylamide). Gels were fixed and stained as described in the same work.
Apparent molecular masses were calculated based on the reported
molecular masses of bovine cytochrome ¢ oxidase (24). Inmunoblotting
was carried out as in Gonzdlez-Halphen ¢f al. (25). Antibodies against
yeast COX I were obtained from Molecular Probes (Eugene, Oregon).
Protein coneentrations were determined according to Markwell et al.
(26).

Sequencing of Subunit 11 by Edman Degradation—-The isolation of
polypeptides for N-terminal sequencing was carried out as described
previously (18). N-terminal sequencing was carried out by Dr. J.
I7’Alayer on an Applied Biosystems Sequencer at the Laboratoire de
Microséquengnge des Protéines (Institut Pasteur, Paris, France).

Nucleie Acid Preparation—Twao-liter cultures of Polytomella spp.
grown for 72 h were collected and resuspended in 10 my Tris-HCI (pH
8.0), 100 ma NaCl, 10 mnm EDTA, 2% Triton X-100, and 1% SDS. Total
DNA was extracted from broken cells two times with phenol/chloroform
1:1 and once with chloroform. The aqueous phase was precipitated with
3 M sodium acetate (pH 5.3) in the presence of ethanol, and the pellet
was resuspended in water free of nucleases. The mixture was incubated
in the presence of 2.6 pg of RNase DNase-free (Roche Moleculur Bio-
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chemicals) for 3 h, and DNA was extracted and precipitated as above. C.
reinhardtii cells were collected and washed with TE buffer and resus-
pended in 100 mM sodium citrate (pH 7.0). The cells were frozen in
liquid nitrogen and incubated at 60 °C for 15 min in the presence of 1
volume of 2% SDS. Total DNA was extracted and precipitated from
broken cells as above. Total RNA from Polytomella spp. was obtained
using the kit RNeasy Mini Kit (Qiagen).

Cloning and Sequencing of the Gene cox3 from Polytomella spp.—A
genomic Polytomella spp. cox3 fragment was amplified by PCR using
two degenerate oligodeoxynucleotides. The first one was based on the
N-terminal sequence of the protein SDAGHHLSP; 5'-TC(C/T) GA(C/T)
GC(C/T) GG(C/T) CA(C/T) CA(C/TY CT(C/T) TC(CIT) CC-3'. The second
one was based on an internal highly conserved sequence of the protein
WH(F/M)VDVVWL: 5'-AG CCA (G/A)AC (G/A)AC (G/A)TC (G/AAC
(C/GA(T/AY (G/AYTG CC-3'. For PCR amplification using Vent polym-
erase (New England Biolabs), samples were denatured for 5 min at
94 °C and subjected to 30 cycles of 1 min denaturation at 94 °C, 1 min
annealing at 40-55 °C, and 2 min extension at 72 °C. A 780-nucleotide
product containing a fragment of the cox3 gene was obtained and cloned
with the pGEM-T Easy Vector System from Promega.

Cloning and Sequencing of ¢DNA of cox3 [from Polvtomella
spp.—cDNA sequence from cox3 ¢cDNA from Polvtomella spp. was ob-
tained with 5°- or 3'-RACE-PCR (27) using primers based on the
genomice sequence obtained nbove. First strand ¢cDNA templates were
prepared from 1-2 pp of total RNA with Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase from Promega or Display Thermo RT from
Display Systems Biotech and using oligo dT/ndapter as first strand
cDNA primer (olige dT/adapter. 5'-GAC TCG AGT CGA CAT CGA T'I'T
0T ITT TIT I TT-3'). For 3’ end cDNA cloning, olige dT/adapter
and Bl primer 5’-GCA T'T'A CCT CGT CCA CAC TGC-3" were used. A
1.1-kilobase product was amplified. Nested PCR was done with primers
B2(5'-GAT GGG CAT GCA TAC CGATG-3") and B3(5'-CAT GAA GAA
GG'T GGT ACC GTA GG-3') to confirm coxd identity, For &' end cloning,
a poly(A) tail was attached to 5’ end with terminal transferase from
Rache Molecular Biochemicals. For PCR amplification primers Bd (5'-
CAT' CGG TAT GCA TGC CCA TC-3') with olige dT/ndapter and BS
(5'-CAA CGG ATC CGA ACA ACA AGG-3") with adapter for nested
PCR were used. A 600-nucleotide PCR product was obtained. Both
RACE products were cloned with the pGEM.T easy vector system from
Promegn. The cDNA sequence was confirmed using primers B6 (5'-GAG
GTC TCA GCT TCT TAA GGC TC-8') and B7 {(5'-CGC ATA ACG CGA
AGT CAC TA-3"). For PCR amplification, samiples were denatured for 5
min at 94 °C and subjected to 30 cycles of 45 s denaturation at 94 °C, 1
min annealing at 48 °C, and 2.5 min extension at 72 °C. Primers B8
(5'-ATG AGG TCT CAG CT'T' CTT AAG GCT C-3') and B9 (5'-CGG ATA
ACG CGA AGT CAC TAC-3") were used to amplify the complete cox?
gene.

Cloning and Sequencing of ¢cDNA of cox3 from C. reinhardtii—A C.
reinhardtii cDNA library in Agt10 (28) was screened using the Polyto-
mella spp. 780-base panir PCR product corresponding to a portion of the
genomic coxd gene. Eight positive clones were obtained from 5 x 10*
plaque-forming units screened. Twao deoxyoligonucleotides based on
Agt10 sequences were used to identify the longest positive clones (for-
ward, 5'-AGC AAG T'T'C AGC CTG GTT AAG T-3', and reverse, 5'-CTT
ATG AGT ATT TCT TCC AGG GTA-3'). Phage DNA from the clone
contnining the largest eDNA was isolated with the Qingen Lambda
Mini Kit. The coxd gene was subcloned into pBluescript. The 5* end of
¢DNA was completed by RACE PCR (the primers used were: forward,
oligo d1/adapter, and reverse, 5'-TGC TCC ATG TAG AAC TCC TTG
G-3'. The sequences for nested PCR were: forward, oligo adapter, and
reverse, 5'-GTT GGG GAC CTG AGG CTG C-3").

Sequence Analysis in Silico—Sequences were compnared using the
GCG Sequence Analysis Software Package (Genetics Computer Group,
Madison, Wisconsin) (29). Alignments and construction of the cla-
dogram were carried out with the Clustal X program (30) using se-
quences in the Swissprot data bank. Mitochondrial targeting sequences
were analyzed and predicted using MitoProt 11 (31), including calcula-
tions of hydrophobic moment (uk), high local hydrophobicity (<H=>),
and mesoH, Protein transmembrane stretches were predicted using the
program TodPred 11 (32). Three dimensional structure modelling was
carried out using SWISS-MODEL (33).

Data Base Accession Numbers—The nucleotide sequences discussed
in this paper will appear in the DDBJ/EMBL/GenBank™ nucleotide
sequence data bose under the accession numbers AF233514 (cox3 cDNA
sequence from Polytomella spp.) and AF233515 (cox3 cDNA sequence
from C. reinhardtii).
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Fig. 1. Visible spectra of cytochrome ¢ oxidase from Polyto-
mella spp. The cytochrome c oxidase was diluted in 50 mum Tris-HCl
{pH 8.0) containing 1 msm MgSO, and 0.1 mg/ml of lauryl malteside.
Broken lines, oxidized sample, ns obtained. Continuous line, cytochrome
¢ oxidase fully reduced in the presence of a small amount of dithionite.
Inset, enlargement of the « absorption bands of the oxidized and re-
duced samples.

600 650

RESULTS

Isolation and Characterization of the Cytochrome ¢ Oxidase
Complex from Polytomella spp.—Cytochrome ¢ oxidase was
purified from the colorless alga Polytomella spp. The complex
catalyzed clectron transfer from horse heart cytochrome ¢ to
oxygen with a specific activity of 2.8 umol Oy/mg of protein/
min, an activity that was completely abolished by cyanide or
azide (data not shown). Absorption spectra of the cytochromes
of the complex are shown in Fig. 1. The oxidized complex
displayed a major absorbance peak in the Soret region at 425
nm; after reduction with dithionite, there was an increase in
intensity and a shift of its maximal absorbance to 445 nm. The
a-absorption peak exhibited a maximum at 605 nm in its re-
duced form, shifted 4~5 nm toward the red when compared
with the absorption spectrum of cytochrome ¢ oxidase type aa,
from other species. A red-ghifted a-absorption peak at 606 nm
was also described for reduced cytochrome ¢ oxidase of C.
reinhardtii (34). From the difference spectra (reduced with
dithionite minus air-oxidized), a heme content of 3.03 nmol of
heme a/mg of protein for the eytochrome ¢ oxidase of Polyto-
mella spp. was calculated.

The cytochrome ¢ oxidase of Polytomella spp. exhibited seven
polypeptides with molecular masses of 54.6, 29.6, 18.6, 14.5,
134, 10.8, and 9.6 kDa (Fig. 24). The 29.6-kDa band was
identified as subunit III of cytochrome ¢ oxidase (sec below).
Two additional bands were present in this preparation, with
apparent molecular masses of 80.0 and 41.8 kDa. These bands
were considered contaminants and were not further explored.

In immunoblots, the 29.6-kDa polypeptide of Polytomella

Transfer of the cbx3 Gene to the Nucleus

spp. cytochrome c oxidase exhibited cross-reactivity with an
antibody raised against COX III of Saccharomyces cerevisiae
(Fig. 2B, lane 3). This band had a molecular mass similar to
that of the corresponding subunit III of cytochrome ¢ oxidase
from yeast (Fig. 2B, lane 1). The 29.6-kDa polypeptide of Poly-
tomella spp. was excised from the gel and extracted. The puri-
fied polypeptide still showed cross-reactivity with the anti-
yeast antibody (Fig. 2B, lane 2). Accordingly, it was subjected to
N-terminal sequencing. The N-terminal sequence obtained
(SSDAGHHLSPRERYLYV) showed no similarity with any other
COX III in the NCBI sequence data banks.

Characterization of the cox3 Gene from Polytomella spp. and
the cox3 ¢DNA from C. reinhardtii—Two degenerate deoxyoli-
gonucleotides were designed based on the N-terminal sequence
of COX I from Polytomella spp. (Ps-COX IID and on a highly
conserved internal sequence of COX III present in different
organisms. With these oligonucleotide primers, a PCR ampli-
fication product of 780 nucleotides was obtained using total
DNA from Polytomella spp. as a template. The DNA sequence
obtained from the amplified product was predicted to encode a
COX III protein. This sequence was used to design primers for
use in 5'- and 3'-RACE using ¢cDNA made from Polytomella
spp. total RNA (27). The overlapping ¢cDNA clones thus ob-
tained were sequenced and a full-length ¢DNA sequence
(DDBJ/EMBL/GenBank™ accession number AF233514) was
obtained. The amplified genomic fragment was also used as a
probe to screen a Agtl0 ¢DNA library from C. reinhardtii, and
eight positive plaques were identified, isolated, and sequenced.
The clone containing the longest ¢cDNA was identified by PCR
and sequenced, confirming the cDNA as encoding COX II1. The
overlapping regions of the genomic and ¢DNA sequences were
identical. The sequence of the coa3 ¢DNA from C. reinhardtii is
not shown but is available in DDBJ/EMBL/GenBank™ with
accession number AF233515.

Translation of the ¢cDNA sequences predicts a mature pro-
tein of 272 residues with a molecular mass of 29,978 Da for
Ps-COX 111, and a mature polypeptide of 272 residues (29,967
Da) for its close relative C. reinhardtii (Cr-COX I1). Compar-
ison of Ps-COX III with Cr-COX III indicated that the first 17
residues of the mature COX I1I sequences are highly conserved
between Polyvtomella spp. and C. reinhardtii but are not pres-
ent in the COX III sequence of the chlorophyte alga Prototheca
wickerhamii. The alignment of the overall amino acid se-
quences of Ps-COX Il and Cr-COX 111 (Fig. 3A) revealed an
identity of 66.5% and a similarity of 73.9%. The similarity
between the two subunits 111 of the cytochrome ¢ oxidase is very
high and extends over the complete protein sequences.

The Polytomella spp. cox3 ¢cDNA contains an open reading
frame of 1113 base pairs, our identification of the N terminus of
the mature protein as amine acid 99, allows us to predict a
98-amino acid mitochondrial targeting sequence (MTS). In C.
reinhardtii the cox3 cDNA contains an open reading frame of
1146 base pairs. Assuming that the N-terminal sequence of the
mature protein corresponds to that of Polytomella spp., three
different ATG codons could correspond to the initiation of the
MTS. The upstream methionine predicts a presequence of 109
amino acids, the second methionine predicts a 51 residues
MTS, and the downstream one predicts a presequence of 40
amino acids, It is known that the sequence surrounding start
codon affects the efficiency of translation; in C. reinhardtii
there is a consensus of (A/C)A(A/C)A/C)ATG(G/C)C(C/G) for
the start codon (35). According to these data, the upstream
methionine that predicts a MTS of 110 amino acids is appro-
priate for translation initiation site.

The alignment of the presequences of Ps-COX III and Cr-
COX 1II revealed 45.4% identity and a 50.5% similarity. This
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F1a. 2. Subunit composition and im- {KDa)
munoblot analysis of the cytochrome 80.0 —»
¢ oxidase complex from Polytomella
spp. A, the cytochrome ¢ oxidnse prepa- T
ration was analyzed on a 16% acrylnmide 54,6 —»
gel stained with Coomassie Brilliant Blue
23) m;‘d compnred with the bovine en- 41.8 —» bt
zyme, Lane 1, cytochrome ¢ oxidase from -
Polytomella spp. (20 pg of protein). Lane 29.6 —» e le— T+ —— -
2, eytochrome ¢ oxidase from beef-heart
mitochondria (30 pg of protein); its four
major subunits are indicated. The appar- 18.6 —» -— ¥
ent molecular masses are shown in kDa. .
B, blot immunostained with antibodies i4.5 —»
raised agninst COX 111 from 8. cerevisiae. 13,4 —
Lane 1, yeast cytochrome ¢ oxidase (20 ug 10.8 —»
of protein per lane). Lane 2, purified COX . N
111 from Polytomella spp. Lane 3, isolated 9.6 —
cytochrome ¢ oxidase from Polytomella
spp. (20 pg of protein/lane).

values are much higher when the first 17 residues MRSQLL(IK/
R)ALTRAPAGFS are compared or when the 8-residues region
ALAALPPR just before the mature protein is compared. These
sequences must play an important role in the processing of the
MI'S or in the import of COX I1I in these algae. Immediately
upstream of the N terminus of the mature protein (ns deter-
mined by protein sequencing of Polytomella spp. COX 1II) in
both algae there is a methionine that could have been retained
from the ancestral mitochondrial copy.

A cladogram was generated with COX 11l sequences from
different organisms (Fig. 38). The result obtained showed that
Ps-COX I clearly affiliates with Cr-COX 111, but surprisingly,
these chlamydomonad COX 111 sequences appear close to yeast
COX 1 sequences and relatively far away from the mitochon-
drial COX I sequences from other algae and from plants.

The pattern of codon utilization for the cox3 gene of Polyto-
mella spp. was compared with the pattern of codon usage of
known nuclear and mitochondrial genes of this alga (Table 1),
As in other nuclear-localized genes, there is a significant bias in
cach codon family; this is because triplets that end in A are rare
in the nuclear genome of this alga (14). The codon usage of the
cox3 gene of Polytomella spp. is typically nuclear and different
from mitochondrial codon usage. A similar analysis was carried
out for the cox3 ¢cDNA from C. reinhardtii. The codon usage
pattern was similar to nuclear codon usage and differed from
codon usage in the mitochondrial genome. In addition, the
polyadenilation signals TGTAA (35) were found at the end of
the cDNA sequences.

DNA blot analysis was carried out to ascertain that the cox3
genes were encoded by the nuclear genome. Total DNA isolated
from Polytomella spp. was clectrophoresed through agarese.
The mtDNA separated as a discrete band running below the
major band representing nuclear DNA, The DNA from these
gels was transferred to nylon membranes and subjected to
hybridization analysis with a battery of probes from mitochon-
drial and nuclear origins. The smaller band hybridized with
three different mitochondrial probes (Fig. 44) cobl, encoding
cytachrome & from Polytomella spp. (36); nad4, enceding sub-
unit 4 of NADH-ubiquinone oxidoreductase from Polytomella

spp.%; and coxl, encoding subunit 1 of cytochrome ¢ oxidase
from Polytomella spp. (15). In contrast, nuclear DNA hybrid-
ized with the following nuclear probes; Cyfcl, n partial se-
quence of the gene encoding cytochrome ¢, (18), and TubB1, the
gene encoding B-tubulin from Polytomella agilis (now renamed
Polytomella parva) (14). The cox3 gene hybridized with the
major DNA fraction and not with the mtDNA band, confirming
its nuclear localization. A similar analysis was carried out with
total DNA from C. reinhardtii (Fig. 4B). The smaller band
hybridized with three different mitochondrial probes from C.
reinhardtii, cobl, nad2, and cox! (5). In contrast, nuclear DNA
hybridized with the following nuclear probes from C. rein-
hardtii: the gene Cye encoding cytochrome c (37), the gene Fes?
encoding the Rieske iron-sulfur protein (38), the gene AtpB
encoding the B subunit of the ATP synthase (28), and the cox3
gene obtained in this study.

Hydrophobicity and Importability of the Nuclear-encoded
Subunit IIl of Cytochrome c¢ Oxidase from Chlamydomonad
Algae—Import studies suggest that the highest average hydro-
phobicity over 60-80 amino acids of a polypeptide chain
(termed meschydrophobicity), along with the maximum hydro-
phobicity of likely transmembrane segments, are useful indi-
cators of the likelihood that a protein could be imported into the
mitochondrion (19). The predicted Ps-COX HI and Cr-COX 111
subunits were tested for their physical characteristics in silico.
The computational analyses suggested that both proteins con-
tain a bipartite MTS. The first 25 amino acids are predicted to
be a MTS, whereas the segment up to residue 50 is predicted to
be a mitochondrial inner membrane signal that should direct
the peptide to its final location (Fig. 5). Both COX I11 polypep-
tides were compared with those encoded by other complete cox3
genes in the data base; all are located at mitochondrial ge-
nomes. Fig. 64 shows a mesoH versus maximal local hydropho-
bicity (<H>) plat for different COX III sequences. In compar-
ison with all their mitochondrial counterparts, Ps-COX III and
Cr-COX I1I display both decreased local hydrophobicity and

2 8. Funes, A. Antaramian, and D. Gonzdlez-Halphen, unpublished
results.
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Fic. 3. Sequence nhgnmcnt and phylogenetic analysis of cyto-
chrome c oxidase suk it 11 A, alignment of
COX 111 from Polytomella spp. (Ps), , C. rcmhardtu (Cr), and P. wicker-
hamii (Pw) (62). Numbering is referred to the Polytomella spp. se-
quence. Black triangles indicate methionine residues present in the
putative MTS sequences. The boxed regions indicate the N-terminal
sequence of COX 111 from Polytomella spp. determined by Edman deg-
radation and its homologous region in C. reinhardtii. The underlined
sequences shown in bold are highly conserved amino acids present
before the N-terminal sequence. Asterisks denote identical residues.
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TABLE [

Codon usage of lear and mitochondrial genes of Polytomella spp.

Values are shown as percentages. Conspicuous differences in the
codon usage are indicated in bold characters and gray boxes. Nuclear
gene sequences used to construct this table were the TubB1 gene
encoding B-tubulin from P. agilis (now P. parva) (14), partial sequence
of the gene Cytc! encoding cytochrome ¢, (18), and partial sequence of
AtpA, encoding subunit o of ATP synthase from Polytomella spp. (Xiao,
Antaramian, and Gonzdlez-Halphen, unpublished results). Mitochon-
drial gene sequences from Polytomella spp. were coxl (15), cob! (36),
and nad4 (Funes, Antaramian, and Gonzalez-Halphen, unpublished
results).

Res Codon MNi{to Nuc cox) Res Codon MNito Nuc cax3
aly Gaa . [ [ Trp TG 100 100 100
Gly GGA 34 2 s End  IGA 0 0 o
Gly 64T 46 75 65 cys TOT 43 [] ]
Gly <o 12 23 30 cys ToC 7 100 100
Glu GAG 47 95 100 End  TAG 33 0 [}
olu  GAR 53 5 [ End  TAA €7 100 100
Asp  GAT G4 64 30 Tyr TAT 45 17 0
Asp  GAC 36 36 70 Tyr TAC 55 @3 100
Val GTG 19 4 9 Leu 76 24 7 12
val GTA 34 [ [ Leu TYA 28 10
val & 3% 37 3% Phe  TTT 50 8 10
val [eyqag 12 59 56 Phe TIC 50 9 %0
Ala  GCG 5 [ 0 Ser TCG 4 [ o
Ala GCA 14 1 2 Ser TCA [ 2 4
Ala GCT 66 36 51 Ser r a 3 43
Ala Gee 15 €3 47 Sar TCC ] 49 39
Arg MGG 4 $ 18 Rrg  CGG 4 0o o
Arg  MGA 3 0 0 Arg coa 21 [}
Ser AGT 2 1 o Arg CGT 43 62 48
Ser  AGC 32 15 14 Arg CGC 25 29 36
Lys  AAG 32 98 90 Gln  CAG 41 96 100
s A 68 2 10 Gln  CAA 59 4 0
Asn  AAT 57 11 0 His  CAT 64 24 27
Asn AAC 43 82 100 His CAC 36 76 73
Met ATG 100 100 100 Leu ©TG § 16
Ile ATA 28 2 [ Leu CrA .12...0 O
1le ATT 58 37 50 Lou [ox 2% 44 44
e AN 17 61 50 Teu €TC S5 47 38
Thr  ACG 3 ° [ Pro  CCG 2 o o
Thr ACA 33 ] 0 Pro CCA 5§ o -6
Thr  ACT 50 36 44 Pro  CCT 17 38 33
Thr ACC 14 64 56 Pro ccc 22 [-13 61

mesochydrophobicity. This strengthens the observation that mi-
tochondrial imported proteins have diminished physical con-
straints (<H> and mesoH) when compared with polypeptides
encoded by mitochondrial genes. The figure presents the re-
sults using the scale PRIFT (32), but similar results were
obtained with the scale GES and with other scales based on
physicochemical amino acid properties OMH or KD (39) (re-
sults not shown), It is noteworthy that all COX III proteins that
are encoded in the mitochondrial genome have higher hydro-
phobicity values and are grouped in the upper right corner of
the graph.

Hydropathy profile analysis, carried out with different scales
(32), predicted seven transmembrane stretches for COX III
polypeptides from both algae (Fig. 6B). This suggests a struc-
ture of these polypeptides similar to the ones determined by

Two dots indicate similar residues. Sequence comparisons made with-
out considering the putative presequences showed 66.5% identity and
73.9% similarity between Polvtomella spp. and C. reinhardtii; 33.6%
identity and 42.7% similarity between Polytomella spp. and P. wicker-
hamii; and 35.6% identity and 46.6% similarity between C. reinhardtii
and P, wickerhamii. B, phylogenctic analysis of cytochrome ¢ oxidase
subunit 111 sequence. To construct the cladogram, the amine acid se-
quences of cytochrome ¢ oxidase subunit 1II were compared among
different organi and the obtained in this study, corre-
sponding only to the mature proteins.
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I"ia. 4. The gene coad is nuclear-locnlized in Polytomella spp.
and in C. reinhardtii. A, 30 pg of total DNA from Polytomella spp.
was run in a 0.7% agarose gel. The gel transferred to a nylon membrane
and hybridized with different nuclear and mitochondrinl probes de-
scribed in the text. Arrows indicate the positions of nuelear DNA and
mtDNA, B, 30 ug of total DNA from C. reinhardtii were run in a 0.7%
agarese gel. Hybridization analysis was carried out with different nu-
clenr and mitochondrianl probes as indicated (see text).
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F1a. 5. Comparison of presequences in nuclear encoded mito-
chondrial proteins in Polytomella spp. and C. reinhardtii. Iden-
tical and similar residues are denoted with straight vertical lines and
double dots, respectively. Only the sequences from Polytomella spp. (Ps)
and C. reinhardtii (Cr) are compared. These sequences exhibited 45.4%
identity and 50.5% similarity. The arrow indicates the site where pre-
sequences are cleaved by the mitochondrial processing protense. The
N-terminal sequences of the mature proteins are shown in bold char-
acters. The data shown for the « subunit of ATP synthase (CraATP) and
the Rieske iron sulfur protein (Cr¥eS) of C. reinhardtii were taken from
Nurani and Franzén (63) and from Attein and Franzén (38), respec-
tively. The box indicates conserved residues before and after the cleav-
age site according to the consensus sequence R(A/S/THM/F) | (A/S/
GIS(D/EDA (45).

x-ray crystallography for the bacterial and mammalion COX
11 subunits (2, 3). As an initial approach to gain insights on its
topological arrangement, Ps-COX III was modelled over the
three-dimensional structure of the bovine COX III (3). The
predicted structure of Ps-COX II1 shows an overall topology
similar to the bovine COX III but exhibiting shorter or incom-
plete transmembrane stretches as compared with the bovine
counterpart (results not shown). Altogether, these observations
suggest that the eytoplasmic-synthesized COX 111 polypeptides
from chlamydomonad algace are imported into mitochondria
and assembled in the inner mitochondrial membrane, with a
topology similar but not identical to that of its mitochondrial-
synthesized counterparts in other organisms.

DISCUSSION

Subunit III Is a Bona Fide Constituent of Cylochrome c
Osiidase from Polytomella spp.—Cytochrome ¢ oxidase from C.
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reinhardtii has been purified and partially characterized (34,
40). In those works, the presence of Cr-COX III was not ascer-
tained. In our hands, Ps-COX IIl was present in the intact
cytochrome ¢ oxidase of Polytomella spp. and was shown to be
a bona fide constituent of this complex by immunochemical
analysis. Therefore, we suggest that this subunit must exist in
the mitochondrial complexes of algae of the family Chlamydo-
monadaceae. Moreover, because the corresponding gene is ab-
sent in the mitochondrial genomes of these algae (Refs. 5-9 and
this work), it is likely that it was transferred to the nucleus
early in evolution but previous to speciation,

COX 11l Is Nuclear-encoded in the Algue of the Family
Chlamydaomonadaceae—This work also describes the cloning
and complete sequencing of two new members of the cox3 gene
family from two chlamydomonad algae. Up until now the genes
that encode COX I have been found only in mitochondrial

genomes. The gene cox3 is found even in the most reduced
mitochondrial genome known to date, that of Plasmodium fal-
ciparum (41). The existence of a nuclear-encoded cox3 gene was
proposed for the lycopod Selaginella, because it was not present
in the mitochondrial genome (42). However there is no evidence
for its presence in the nuclear genome. Here we show that the
cox3 gene is nuclear-localized in the algae of the family
Chlamydomonadaceae, as shown by Southern blot hybridiza-
tion (Fig. 4), the presence of a biased codon usage typical of
nuclear-localized genes in chlamydomonad algae (Table D), the
presence of a polyadenylation signal TGTAA usually found in
the nuclear-localized genes of these algae, the existence of a
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sequence encoding a putative bipartite MTS (Fig. 5), a dimin-
ished <H> and mesoH of the predicted protein product (Fig.
GA), and the presence of introns in the corresponding cox3
genomic sequences.” The coxd gene is expressed as demon-
strated by Northern blot hybridization (data not shown). In
addition, the corresponding subunit is present in the mature
and isolated cytochrome ¢ oxidase complex from Polytomella
spp., as shown by N-terminal sequencing and immunochemical
analysis. To our knowledge, this is the first report of a nuclear-
localized and active cox3 gene. Some portions of the cox3 gene
of C. reinhardtii described in this work are similar to three
cDNA sequences (AV386752, AV391757, and AV393074) re-
cently deposited in the expressed sequence tags data base (43).

Other organisms that lack the cox3 gene in their mitochon-
drial genomes are the chlorophyte alga Pedinomonas minor
and the ciliates Paramecium aurelia and Tetraliymena pyrifor-
mis (44). It is possible that these organisms may have also
transferred their cox3 genes to the nucleus control.

Nucleotide sequences encoding putative M'TS were identified
in the cox3 genes of Polytomella spp. and C. reinhardtii. The
M'TS of Ps-COX II1 and Cr-COX 11l show some similarities with
the mitochondrial targeting sequence of the Rieske iron-sulfur
protein from C. reinhardtii (Fig. 5). The MTS sequences from
chlamydomonad algae are rich in alanines, prolines, and
charged amino acids. These sequences predict an amphiphilic
a-helix structure in the N-terminal region. In addition, they
share a similar site for cleavage for the mitochondrial process-
ing peptidase, which seems to recognize the consensus se-
quence RA/S/TYM/F) | (A/SIG)S(D/HDA (45).

Characteristics of Gene Transfer from the Mitochondria to
the Nucleus in the Algae of the Family Chlamydomonadaceae—
The theory of the origin of mitochondria preposes that there
was a gradual transfer of genes from the original bacterial
endosymbiont to the nucleus (46). This transfer is an ongoing
process, as exemplified by the presence of genes encoded in

3X. Pérez-Martinez, S. Funes, E. Davidson, M. P. King, and
D. Gonzdlez-Halphen, unpublished observations.
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Fia. 6. Mesohydrophobicity and hy-
drophobicity plots of cytochrome ¢
oxidase subunit 111 from different or-
ganisms. A, mesohydrophobicity versus
maximal local hydrophobicity plot for cy-

Local hidrophobicity (Window

Scale:PRIFT

tochrome ¢ oxidase subunit 1I1 from dif- 2 ]

ferent organisms using the PRIFT scale. 1 2 3
Proteins are distributed on the abcissa oL

according to their maximum hydrophobic- Me Sohyd YOphOb'C I 'y

ity value and on the ordinate according to
the hydrophobicity of the most hydropho-
bic segment. The boundary was calcu-
lated as_in Claros et al. (19). The
GenBank™ accession numbers of the
nuclear COX 11l sequences used to
construct this graph were: A, Acgilops co-
lumnaris (U46765); B, Candida parapsi-
losis (X75679); C, Chondrus crispus
(P48872); D, Helianthus annuus
(X57669);, E, Magnolia grandifiora
(468127); F, Zea mays (X63055); G, Oeno-
thera berteriana (X04764); H, Pilayella
littoralis (437967), I, P. wickerhamii
(Q37620); J, Gracilaria lemanciformis
(AF118119); K, Oryza sativa (X17040); L,
Schizosacchoromyces pombe (X16868); M,
Glycine max, soybean (X16131); N, Vicia
faba (X51690); O, Triticum aestivum
(X15944); P, C. reinhardtii (AF233515,
this work); @, Polytomella spp.
(AF233514, this work); and R, Homo sa-
piens, human (P00414). 8, hydropathy
plots comparing the deduced COX 111 se-
quences of Polytomella spp. (B} and
C. reinhardtii (A) with the ones of the
bovine enzyme (D) and P. denitrificans
(C) are shown. Black boxes with roman
numerals indicate the positions of certain
transmembrane stretches based on the
crystallographic structure of bovine COX
111. Gray boxes indicate calculated trans-
membrane stretches.
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both the mitochondrial and the nuclear genomes, i.e. ATP syn-
thase subunit 9 of Neurospora crassa (47), and COX II of some
leguminosae (48). In several species, the process of moving
mitochondrial genes to the nucleus may have a selective ad-
vantage, because nuclear genes exhibit a lower mutation rate
and the nucleus seems to have a more sophisticated DNA
repair system than mitochondria (49). Gene transfer from or-
ganelles to the nucleus is also thought to increase its rate of
recombination and reduce accumulation of deleterious muta-
tions (50).

The cox3 gene transferred from the mitochondria to the
nucleus in the chlamydomonad algae satisfies many of the
criteria necessary for o gene that has been translocated from
the mitochondrial to the nuclear genome, as proposed by Bren-
nicke et al. (42) and by Claros et al. (19). It acquired a prese-
quence for targeting into mitochondria, changed its codon us-
age, acquired a polyadenylation signal, and diminished the
<H> and mesoH of its protein product, In addition, the corre-
sponding mitochondrial copy that presumably existed has com-
pletely disappeared, suggesting that this transfer occurred
early in evolution.

The high sequence similarity found between a region of the
putative MT'S encoded by the cox3 genes from C. reinhardtii
and Polytomella spp. (Fig. 3A) suggests that the transfer of this
gene from the mitochondria to the nucleus and the correspond-
ing acquisition of the presequence, occurred before the Polyto-
mella colorless genus diverged from the main Chlamydomonas
photosynthetic lineage. Otherwise no conservation of the pre-
sequences would be expected. The drastic change in codon
usage, which is more remarkable in these algae because of its
highly biased nuclear codon usage (14), also suggests that the
transfer of the cox3 gene in these organisms occurred early in
evolution, when there was a massive transfer of genes from the
protomitochondrion to the nucleus (46). This process might
have occurred before the Post Cretaceous era (65 or more
million years ago)., when the nonphotosynthetic algae are
thought to have derived from the green lineages (11). The
phylogenetic analysis carried out with the predicted COX II1
sequences (Fig. 3B) shows similar results to those obtained
with classical mitochondrial proteins like COX I (15), or cyto-
chrome b (36). Sequences from the algae of the genera Polyto-
mella and Chlamydomonas tend to strongly affilinte in these
phylogenetic analyses.

Importability of Nuclear-encoded Subunits into Mitochon-
dria: Subunit HHI Exhibits Diminished Local <H> and Dimin-
ished mesoli—Why have some genes remained in the mito-
chondrial DNA? One explanation has been the variation of the
gencetic code in mitochondria, where the triplet UGA encodes
tryptophan instead of a polypeptide chain termination signal
(51). Another explanation suggests that organelle genomes
have persisted by encoding structural proteins that maintain
redox balance within the bioenergetic membranes (52). Alter-
natively, it has been proposed that the genes that remained
localized in the mitochondrial genome are those that encode
highly hydrophobic polytopic proteins, containing two or more
helices that span the membrane (53). This is because the pres-
ence of a larger number of hydrophobic segments in a polypep-
tide could impair its import into mitochondria (54) or causc
mistargeting to the endoplasmic reticulum (53). Moreover, the
synthesis of hydrophuobic polypeptides inside the mitochondria
may ensure their proper insertion in the inner membrane and
the correct topological arrangement required for vectorial pro-
ton translocation. Two classic examples are the cytochrome b
gene (cobl), which encodes an 8-transmembrane-stretch
polypeptide (55), and the cytochrome ¢ oxidase subunit I (cox1),
which encodes a protein with 12 membrane-associated helices
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(2, 3). Both genes are present in all mitochondrial genomes
characterized to date. Other genes that encode highly hydro-
phobic polypeptides are also present in the majority of mtDNAs
(56), i.e. atp6 (encoding 5 transmembrane helices), a¢p8 (encod-
ing 2 transmembrane helices), nadl (encoding 89 transmem-
brane helices), nad2 (encoding 13-14 transmembrane helices),
nad3d (encoding 3 transmembrane helices), nad4 (encoding
13-14 transmembrane helices), nad4L (encoding 3 transmem-
brane helices), nad5 (encoding 15-16 transmembrane helices),
nad6 (encoding 5 transmembrane helices), cox2 (encoding 2
transmembranc helices), and cox3 (encoding 7 transmembrane
helices).

In yeast, in vivo studies with cytoplasmically synthesized
constructs of variable lengths of apocytochrome b, showed that
in mitochondria, the import of polypeptides with more than
three or four transmembrane helices is strongly hindered (19).
Analysis of sequences from nuclear-encoded and mitochondri-
al-encoded mitochondrinl proteins suggested that low values of
mesoH and <H> are more useful indicators than the number of
transmembrane regions in determining whether a protein
could be imported into the mitochondrion. It is known that
mitochondria readily import proteins with several transmem-
brane stretches, for example the adenine nucleotide transloca-
tor, if they posses low <H> and low mesoH (19). However, the
import pathway of the translocator differs greatly from the
“conservative intramitochondrial sorting pathway,” in which
polypeptides arce transferred to the mitochondrial matrix space
and then sorted to its final membrane destination (57). We
hypothesize that the latter may be the mechanism for the
biogenesis of the COX [1I proteins described in this work.

Transfer of genes from organelles to the nucleus involves
several steps (42): (i) the export of the nucleic acid molecule as
DNA or RNA (48), (ii) integration into the nucleus by nonho-
mologous recombination (58) or by a common end-joining mech-
anism (59), (iii) acquisition of a presequence by duplication of
existing targeting signals (60), (iv) acquisition of a promoter, a
ribosome binding site, and a polyadenylation signal (49), (v)
change in codon usage (49), (vi) modification of the nucleotide
sequence to encode for a polypeptide with diminished local
hydrophobicity (<H>) and diminished mesoH, which may al-
low the import of the protein products into mitochondria (19),
(vii) inactivation of the mitochondrial gene copy, and (vii) step-
wise loss of the mitochondrial gene (61).

Our data support the hypothesis that the genes that encode
proteins with high <H> and high mesoH have remained in the
mitochondrial genome, whereas those genes that encode pro-
teins with low values of <H> and mesoH have been exported to
the nucleus, and their protein products imported back into
mitochondrin (19). The strategy used by the algae of the family
Chlamydomonadaceae seems to involve the acquisition of a
large and possibly bipartite MTS and a lowering of <H> and
mesoH in the COX 111 polypeptides, which are requirements for
the proper insertion of the protein into the mitochondrial inner
membrane, We hypothesize that the limiting step in gene
transfer from organelles to the nucleus has not been the differ-
ences in genetic code but hindrances to the import into the
mitochondrial inner membrane polytopic proteins whose mem-
brane topology is a critical requirement for its catalytic activity
(vectorial proton pumping).

Hydropathy analysis of Cr-COX III and Ps-COX III showed
the presence of seven putative transmembrane stretches. The
hydrophobicity of these seven helices seems to be lower in the
chlamydomonad algae when compared with the P. denitrificans
or the bovine subunits (Fig. 68). This is more evident in the
three-dimensional model for Ps-COX II1 built upon the crystal-
lographic coordinates of its bovine counterpart (3). In our model
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(data not shown), shorter transmembrane stretches are ob-
served as well as interruptions in the middle section of the
membrane helices. In addition, helix VII of the Ps-COX II1
protein is only half the size of the corresponding helix in the
bovine polypeptide and may not span the membrane bilayer.
The helices that are in contact with COX I (helices I and I1I) do
not exhibit structural modifications, suggesting that the dimin-
ished hydrophobicity of COX Il is stronger in those regions of
the protein that seem not to be involved in subunit-subunit
interactions,
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Abstract Several chlorophyte algac do not have the cox3
gene, encoding subunit HI of cytochrome ¢ oxidase, in
their mitochondrial genomes. The cox3 gene is nuclear-
encoded in the photosynthetic alga Chlamydomonas
reinhardtii and in the colorless alga Polytomella sp. In
this work, the genomic sequences of the cox3 genes of
these two closely related algae are reported. The cox3
genes of both C. reinhardiii and Polyromella sp. contain
four introns in the region encoding the putative mito-
chondrial-targeting sequences. These four introns show
low sequence identitics, but their locations are conserved
between these species. The cox3 gene of C. reinhardtii has
five additional introns in the region encoding the mature
subunit IIT of cytochrome ¢ oxidase. Sequence analysis of
intron 6 of the cox3 gene of C. reinhardtii revealed sim-
ilarity with two sequence clements present in introns of
several other nuclear genes from this green alga, In the
majority of the gencs, these conscrved scquences are
located cither necar the 3’ end or necar the 5 end of the
introns. Based on these data, we propose that the col-
orless genus Polyvtomella separated from C. reinhardtii
after the cox3 gene was transferred to the nucleus. The
data also support the evolutionary hypothesis of a recent
acquisition of introns in C. reinhardtii.

Keywords Chlamydomonas reinhardtii -
Cytochrome ¢ oxidase - Mitochondrial-targeting
signals + Polytomella sp.
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Introduction

Members of the genus Chlamydomonas form a mono-
phyletic group, but are distributed in at least six distinct
lincages (Buchheim ct al. 1996; Friedl 1997). The green
alga C. reinhardtii — a model of choice in the molecular
studies of photosynthesis and flagellar structure — has
been grouped with members of the genus Volvox in
several phylogenetic analyses (Buchheim et al. 1996;
Nakayama ct al. 1996; Rumpf ¢t al. 1996; Fried!l 1997).
The colorless chlorophytes of the genus Polytomella are
also close relatives of C. reinhardtii; complete 18S rDNA
sequence analysis suggests that C. reinhardtii, Polytom-
ella parva, Polytomella sp. and Volvox carterii arc
members of a single monophyletic clade, the so-called
Volvox clade (Melkonian and Surek 1995; Nakayama
et al. 1996). The genus Polvtomella is belicved to have
evolved from a Chlamydomonas-like ancestor by loss of
its cell wall and functional chloroplasts (Round 1980;
Melkonian and Surck 1995). The close phylogenctic
relationship between members of the genus Polytomella
and C. reinhardtii is also supported by morphological
and structural similaritics (Mattox and Stewart 1984),
the similarity of its nuclear cncoded f-tubulin genes
(Conner ct al. 1989), its mitochondrial cox/ genes
(Antaramian et al. 1996), and the biochemical similari-
ties in the o and f# subunits of their mitochondrial FFy-
ATPases (Atteia ct al. 1997).

The mitochondrial genomes of several chlorophyte
algae lack some of the gencs that are commonly found in
the mitochondrial genome of the majority of eukaryotes.
The missing genes include cox2, cox3, atp6, atpd, atp9,
nad3 and nad4L in C. reinhardtii (Michaclis et al. 1990),
C. eugametos (Denovan-Wright et al. 1998), and
Chlorogonium elongatum (Kroymann and Zetsche 1998),
In the green alga Chlamydomonas reinhardtii and in the
colorless alga Polylomella sp., the cox2 and cox3 genes
encoding subunits II and III of cytochrome c¢ oxidase
have been transferred from the mitochondrial genome to
the nucleus (Pércz-Martinez et al. 2000, 2001). The
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nuclear-localized cox2 and cox3 genes reflect the char-
acteristics of genes transferred from the mitochondrion
to the nucleus proposed by Brennicke et al. (1993) and
Claros et al. (1995): (1) they acquired a nucleotide se-
quence encoding a putative mitochondrial-targeting se-
quence (MTS), (ii) they exhibit a nuclear codon-usage
pattern, (3) they acquired polyadenylation signals typi-
cal of chlamydomonad nuclear genes that differ from the
consensus in other cukaryotes, and (4) their deduced
protein products exhibit an overall diminished mesohy-
drophobicity, when compared with their counterparts
encoded in the mitochondrial genome,

In this work, we describe the cloning and character-
ization of the genomic cox3 genes from C. reinhardtii
and Polytomella sp. This is the first description of cox3
genes that are localized in the ccll nucleus. The data
suggest that transfer of the cox3 gene to the nucleus
occurred before the divergence of Polytomella sp. and
C. reinhardrii. They also support the hypothesis of a late
acquisition of introns in C. reinhardtii,

Materials and methods

Strains and culture conditions

Polytomella sp. (198.80, E.G. Pringsheim), from the Sammlung von
Algenkulturen (Gottingen, Germany), was grown as described by
Gutiérrez-Cirlos et al. (1994). C. reinhardiii (wild type, CC125
mt+) was obtained from the Chlamydomonas Genetic Center
(Duke University) and was grown as described by Rochaix ct al.
(1988).

Cloning and sequencing of genomic cox3 from Polytomella sp.
and C. reinhardtii

Total DNA was obtained from Polvromella sp. and C. reinhardtii as
described by Pérez-Martinez et al. (2000). All other molecular bi-
ology techniques were standard (Sambrook ct al. 1989). Nucleotide
sequencing was performed by the Kimmel Cancer Center DNA
Sequencing Facility, Thomas Jefferson University.

The genomic sequence of the cox3 gene of Polytomella sp. was
obtained by PCR amplification with Hot Start Taq polymerase
(Qiagen), using primers designed to anneal to the 5* and 3’ non-
coding regions of the cox3 cDNA. The forward primer was 5’-CGT
TTT TGG TCA AGT TGA AA-3 and the reverse primer was
5-CGC ATA ACG CGA AGT CAC TAC -3'. Total DNA was
denatured for 5 min at 94 °C and subjected 1o 30 cycles of: 45 s
denaturation at 94 °C, 1 min anncaling at 50 °C, and 2.5 min
extension at 72 °C. PCR products were cloned into the pGEM-T
casy vector system (Promega) and sequenced.

C. reinhardtii cox3 genomic sequence was obtained by amplifi-
cation of three overlapping PCR products, using Hot Start Taq
polymerase (Qiagen). The sets of primers used were: forward 1:
5-AGC GCG ACC GGT GAA ACC AG-3, reverse 1: 5-TGG
AAG GGG TGG CGC TTG CCG-¥, forward 2: 5-CCA AGG
AGT TCT ACA TGG AGC AC-3', reverse 2 :5-CCT TGG CCA
CCA TGG CCA CGT TGG-3', forward 3: 5-GTG GCG CTG
CAG ATG CAG TGG C-¥, reverse 3: 5-CTG CCA CAC ACA
CCC GTC ATA CG-¥. Total DNA was denatured for 5 min at
94 °C, und subjected to 30 cycles of: 1 min denuturation at 94 °C,
I min annealing at 60 °C, and 2.5 min extension at 72 °C. PCR
products were cloned into the pGEM-T casy vector system from
Promega.

The genomic sequences of the cox3 genes of Polyiomella sp. and
C. reinhardtii are not shown, but are available in the DDBJ/JEMBL/

GenBank data banks under accession nu. ber AF 6057 andr-

AF286058, respectively.

Results and discussion

The cox3 genomic sequences of chlamydomonad a]gae
contain several introns

Based on the sequences of the cox3 cDNA clones from
Polytomella sp. and C. reinhardtii (Pérez-Martinez et al.
2000), deoxyoligonucleotide primers were designed and
used for PCR amplification of the corresponding ge-
nomic coding regions. When total genomic DNA from
Polytomella sp. was used as template for amplification, a
2.0-kb product was obtained. In contrast, when cDNA
from the same alga was used as template, the predicted
1.2-kb product was obtained. When genomic DNA from
C. reinhardtii was used as template to amplify the
complete coding region with three different primer pairs,
the genomic sequence was estimated to be 3.2 kb. The
mRNA gave rise to three amplicons, reflecting a total
size of 1.2 kb. The PCR fragments obtained from am-
plification using genomic DNA from the two algae were
cloned and sequenced. A comparison of the sequences
with the cox3 cDNA sequences previously obtained
(Pérez-Martinez et al. 2000) confirmed that they repre-
sented cox3 gencs and allowed identification of introns
in the genomic sequence. Figurc 1 shows the overall
genomic organization of the two cox3 genes.

The two chlamydomonad cox3 genes
have conserved intron positions in the regions
encoding the putative MTS

The boundaries, phascs and sizes for the introns of both
Polytomella sp. and C. reinhardtii cox3 genes are shown
in Table 1. The cox3 gene of Polytomella sp. has four
introns (numbered 1-4) that range in size over 71—
444 nucleotides, All are located in the region encoding
the putative MTS that is thought to direct and insert
subunit COX Il into the mitochondrial inner mem-
brane. This MTS is not present in the mature COX Il
protein of Polvtomella sp. (Pérez-Martinez et al. 2000).
In contrast, the genomic sequence of cox3 of C. rein-
hardtii is interrupted by nine introns (numbered 1-9)
ranging in size over 133-323 nucleotides. The first four
introns, like those of Polytomella sp., are located in the
region encoding the putative MTS of the C. reinhardtii
COX HI polypeptide. Introns 5-9 are distributed along
the nucleotide sequence that encodes the mature COX
I subunit.

An alignment of the MTSs encoded by both cox3
genes indicates that the location and the phases of in-
trons 1, 3, and 4, have been conserved between the two
species (Fig. 2). Intron 2 also has a conserved phase, but
its position is displaced by three nucleotides. This sug-
gests that all four introns were acquired after the cox3

Y

0 90 Y1TH

NOR SISAL

NEON




Polylomella sp.

401

200 bp

Fig. 1. Overall organization of exons and introns in Polytomella
sp..and _Chlamydomonas reinhardtii cox3 genes. Recrangles show
exons and lines represent introns. Gray rectangles show the region
encoding the mature protein. Recrangles marked with dots, squares,
horizomal lines and dashed lines represent homologous cxons
encoding the mitochondrial-targeting sequence (MTS) found in
both algae. Black itriangles indicate the relative positions of
methionines in the encoded MTS and the first methionine in the
encoded COX 111 subunit

gene was transferred to the nucleus in the common an-
cestor, but before Polytomella diverged from C. rein-
hardtii, An alternative scenario would imply intron
insertion in preferential sites of cox3 sequences. When
other intron-containing mitochondrial cox3 genes were
explored, it was found they all exhibit introns that are
localized in different positions. The bryophytes Peliia
epiphyla (Malek et al. 1996) and Marchantia polymorpha
(Oda et al. 1992) contain one and two introns, respec-
tively, in the mitochondrial cox3 gene. These introns are
present in different positions from those found in the
Chlamydomonas and Polytomella nuclear cox3 genes.
The plant Lycopodium squarrosum (Hicsel et al. 1994)
and the yeast Yarrowia lipolytica (Matsuoka ct al. 1994)
cox3 genes cach contain a single, non-conserved intron,
The position of these introns is also different from that
found in the Chlamiydomonas and Polytomella nucicar
cox3 genes. These comparisons indicate the absence of a
single sct of preferential intron insertion sites in cox3
sequences.

Although the regions of the cox3 genes encoding the
MTSs of both chlamydomonad algae share a conserved
location of introns, the nucleotide sequences of these

introns arc poorly conserved (less than 38% identity).
This is likely due to the rapid rate of nucleotide substi-
tutions in introns of volvocine algae, which is ten-fold
higher than in exons (Liss et al. 1997). Nevertheless, the
presence of conserved intron locations in the highly
conserved regions encoding the MTS in the cox3 genes
of Polvtomella sp. and C. reinhardtii indicates that these
algae acquired the region encoding the MTS and their
respective introns before speciation. The presence of five
additional introns in the C. reinhardtii cox3 gene also
suggests that thesc introns originated during the period
that occurred after the divergence of these two species.
Alternatively, but less likely, they were present in the
common ancestor and then lost from the cox3 gene of
Polytomella sp. This last scenario would imply a selec-
tive loss of introns in regions encoding the Polytomella
mature COX III subunit, without loss of introns in the
region encoding the MTS.

Splicing junctions and internal conserved secquences
in the cox3 genc introns

All the introns in chlamydomonad cox3 genes show
orthodox splice sites, exhibiting GT at the 5’ end and
AG at the 3’ end (Table 1). In Chlamydomonas, con-
sensus-conserved scquences surrounding the splicing
sites have been identified: (C/A)A/C)GIGTG(A/C)G
for the §’ splice site and (G/A)CAGL(G/A) for the ¥’
splice site (Silflow 1998). The splice junctions of the in-
trons of the cox3 gene of C. reinhardtii also conform to
these consensus-conserved sequences. The sequences

Phases, sizes, and flanking sequences of 5 and 3° splice sites for Chlamydomonas reinhardtii (Cr) and Polytomella sp. (Ps) cox3

Table 1.
introns

Phase 5’ splice site Size (bp) 3 splice site
Intron  Ps Cr Ps Cr Ps ler Ps Cr
1 ! 1 CTG/GTAAGA CAG/GTGTGT 167 267 TGTAG/GCT TGCAG/GCT
2 2 2 GAG/GTAAGA CGG/GTGAGC 71 133 ' “TTTAG/GAA CGCAG/CCG
3 0 0 AAG/GTAATT AAG/GTAAGG 85 139 .- "TATAG/ACT CGCAG/ATG
4 2 2 CAG/GTAAGA CCG/GTGAGG 444 256 "TATAG/GTC TGCAG/CAC
5 - 1 ~ TGG/GTGAGC - 290 - CGCAG/GCA
6 - 2 - GCT/GTGAGT - 323 - CGCAG/CTG
7 - 0 - AAG/GTGGGG - ‘159 - CGCAG/GTG
8 - 2 - CCA/GTGAGT - 180 - CGCAG/GTA
9 - 2 - CTG/GTGGGT - 204 - CACAG/GCA

) ug
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Fig. 2. Amino acid sequence alignment of MTS of Polytomella sp.
and C. reinliardtii cox3d and comparison of intron positions. Arrows
indicate the positions of introns 1-4 in the corresponding gene of
each alga. An arrow over an amino acid means that the intron is
not in phase with the open reading frame (orf). Only intron 3 is in
phase with the orf

surrounding splicing sites in the cox3 gene of Polytom-
ella sp. show some differences from the C. reinhardtii
consensus splicing sites; and they conform more to the
sites (A/T)GLGTAA for the § splice sitc and TAGU(G/
A) for the 3’ splice site. Additional genomic sequences of
Polytomella sp. genes are nceded to establish canonical
splicing sites in this organism,

A general feature of Chlamydomonas gences is that
introns are often small, ranging from 57 bp to 1,318 bp,
with an average size of 219 bp (Silflow 1998). The
Clilamydomonas introns in the cox3 genc range from
133 bp to 323 bp. C. reinhardtii contains a high intron
density in its nuclear genome, cstimated at 3.9-4.2 in-
trons/kb of genomic sequence (Silflow 1998; Funke ct al.
1999). For the C. reinhardtii cox3 gene, a {requency of
2.9 introns/kb is observed. In contrast, the mitochon-
drial genomes of chlamydomonad algace cxhibit a lower
density of introns, as compared with the nuclear ge-
nome. Introns arc present in the cob gene of C. smithii
(Colleaux ct al. 1990), the cox/, nads, and cob genes of
C. e¢longanun (Kroymann and Zetsche 1998), and in the
coxl, nadl. nad5, cob, and ribosomal RNA coding
regions of C. eugametos (Denovan-Wright et al.  1998).
A degenerate group II intron is also present in the
introniess mitochondrial genome of C. reinhardtii
(Nedelcu and Lee 1998).

Introns 5-9 of the cox3 gene of C. reinhardtii are
distributed along the sequence encoding the mature
COX I1I polypeptide (Fig. 1). Intron 6, the largest in-
tron in the C. reinhardtii cox3 gene, shows two internal
conserved sequences (ICS) found in several introns of
C. reinhardrii and in members of the genus Volvox
(Table 2). In the majority of these Chlamydomonas and
Volvox genes, these ICS arc located ncar the 5’ splicing
junctions (ICS 1), or near the 3’ splicing junctions
(ICS 2). The ICSs reported in this work differ from
most other Chianiydomonas ICS in that they lack the
consensus sequence NCTAG located 15-51 bp up-
stream of the 3’ splice site (Lee et al. 1997). The ICS
described here also differ from ICS found in yeast,
where the great majority of the introns found in its
cntire genome (214 out of 231) contain a 7-nucleotide

ICS, with the consensus sequence TACTAAC (Spingola
et al. 1999). . '

The chlamydomonad ICS seem to be present in the
larger introns of a gene or in introns not smaller that
212 bp. This observation is consistent with ‘the fact
that two ICS are present only in intron 6 of the
Chlamydomonas cox3 gene, which is the largest intron
(323 bp). It is important to note that the relative posi-
tion of ICS | within the intron is usually conserved,
being near the 5’ end. In some examples in Table 2, the
sequence of ICS | is inverted with respect to the cox3

intron 6 sequence. In these cases, the relative position of

ICS 1 within the intron is also inverted and is found near
the 3’ end of the intron. The relative position of ICS 2
within the intron is also conserved and is usually found
near the 3’ end of the intron. When the sequence of
ICS 2 is inverted, the position within the intron is also
inverted and it is present near the 5 end of the intron.
These ICS are not present in all Chlanmydomonas introns,
but they may play an important role in the processing of
particular introns in this alga. ICS 2 was previously
described by Funke et al. (1999), when comparing an
intron from the gene encoding acetolactate synthase
(ALS) with an intron of the gene encoding carbonic
anhydrasc (CAH3). Those authors proposed that this
nucleotide stretch might represent a sequence encom-
passing a branch site of these introns. Or, it might
represent a signal of yet unknown importance in the
RNA-splicing process or in the expression of genes in
C. reinhardtii (Lumbreras ct al. 1998).

This is the first description of the sequences of cox3
genes localized in the nucleus. Based on these sequences,
it is proposed that cox3 genes were transferred to the
nucleus in a common ancestor of Polytomella sp. and
C. reinhardtii. This process was accompanied by the loss
of the mitochondrial cox3 gene copy. The inactivation of
the original mitochondrial gene and its subscquent dis-
appearance likely occurred once the nuclear cox3 gene
copy became active. It is also proposed that the acqui-
sition of an additional nucleotide sequence encoding a
MTS and its corresponding introns occurred before the
divergence of these two specics. Nucleotide insertions,
deletions and substitutions have occurred in introns 1-4,
which changed their sequence and size, while retaining
their original positions. Although it is difficult to dis-
tinguish between evolutionary scenarios, intron-loss
against intron-gain for chlamydomonad cox3 genes, the
simplest interpretation is that intron acquisition in
C. reinhardtii occurred after its separation from the
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Table 2. Internal conserved sequences (ICS 1, ICS 2) of C. rein-
hardtii introns. C. reinhardtii cox3 intron 6 contains an ICS | and
an ICS 2 that are present in other Chlamydomonas and Volvox
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introns. Superseript ¢ denotes 1CS | or ICS 2 sequcncc that'is in-
verted with respect to cox3 intron 6 GenBank acccssnon numbers
are given in parentheses : S .

Intron Size (bp) Gene name Location - .
:_in the intron .
ICS 1: GGGAGGGGGGAGAGG. .. . HN )
6 323 C. reinhardtii cox3 [ 31 bp from 5’
8 443 C. reinhardtii acetolactate synthase gene, ALS (AF047459)- 6 bp from 5°
14 288 C. reinhardtii variable flagellar number protein gene, 16 bp from 5*
E : o VFL1] (AF154916) R
2 ’ o 253 C. reinhardtii EYE2 gene (AF233430) 22 bp from 5°
2" L0228 C. reinhardtii actin-related protein gene, AC72 (U68060) 2] bp from 3’
5" PRI 454 Volvox carteri argininosuccinate lyase gene, VASL (AF233374) 5 bp from 3’
: ! S L ; 748 V. spermatosphera UTEX 2273 GTPase Yptd4p gene (US55929) 2 bp from 5°
== |CS 2 ATCATGAATGTAACCCC . R
R T o 323 C. reinhardtii cox3 25bp from 3’
S R 493 C. reinhardtii class I1 DNA photolyase gene, PHR2 (AF129458) 177 bp from
S . 3o
8. 694 C. reinhardtii class 11 DNA photolyase gene, PHR2 17 bp from 3’
2 480 C. reinhardtii phosphatidylinosito! 3-kinase gene (U97663) 21 bp from 3’
(5 500 C. reinhardtii acetolactate synthase gene, ALS 2 bp from 5’
-9 582 C. reinhardtii acctolactate synthase gene, ALS 34 bp from 3*
47 287 C. reinhardtii carbonic anhydrase a-type gene, CAH3 (U73856) 26 bp from 3°
8% 490 C. reinhardtii argininosuccinate lyase gene, ARG7 (X16619) 27 bp from 5°
8 212 C. reinhardtii nitrate reductase gene, N/7'7 (AF203033) 20 bp from 3*
27 281 C. reinhardtii zys1B gene (AB001486) 32 bp from 3*

colorless genus Polytomella. This proposal is in agree-
ment with the suggestion of a latc occurrence of multiple
intron-insertion cvents in the evolution of cukaryotic
genes (Palmer and Logsdon 1991) and also with the
proposal of a late acquisition of introns in the genes of
C. reinhardtii and its multicellular relative, V. carteri
(Funke ct al. 1999). A test of the late-acquisition hy-
pothesis could be accomplished through a comparative
study of intron distribution among a sampling of chl-
amydomonad taxa that includes cxemplars from all of
the known lineages (Buchheim ct al. 1996; Friedl 1997).
In particular, it will be important that future investiga-
tions include those taxa currently regarded as sister
to C. reinhardiii (c.g., C. globosa, C. incerta, C. zebra,
I, carteri).
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Apendice V.
Articulo publicado:
Two unusual amino acid substitutions in cytochrome b of the
colorless alga Polyutomella spp.: correlation with the atypical

spectroscopical properties of the by, heme.
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The dithionite-reduced spectra of the purified bc,
complexes from the colorless alga Polytomella spp.
and the closely related green alga Chlamydomonas
reinhardtii were compared. The spectrum of the be,
complex from C. reinhardtii showed a profile similar
to those of the bc, complexes from other species. In
contrast, the bc, complex from Polytomella spp. exhib-
its a double-peak spectrum in the «-band region,
where the absorption bands of cytochrome ¢, and cy-
tochrome b are completely resolved. To further under-
stand the molecular basis of these spectroscopic dif-
ferences, the mitochondrial genc encoding cyto-
chrome b of Polytomella spp. was cloned, sequenced,
and compared with that of C. reinhardtii. The Polyto-
mella spp. cytochrome b gene is 1113 bp long and does
not contain introns. The deduced protein sequence
cxhibits 56% identity and 68% similarity with the cy-
tochrome b of C. reinhardtii, and in a phylogenetic
analysis it clearly affiliated with the b-type cyto-
chromes of C. reinhardtii and C. smithii. A comparison
of the primary sequences of the Polytomella spp. cyto-
chrome b with other b-type cytochromes, and its anal-
ysis based on the structure featuring cight transmem-
brane stretches, allowed the identification of a ty-
rosine in position 114, which substitutes for a
tryptophan present in all mitochondrial b-type cyto-
chromes sequenced to date. In addition, the primary
sequence of the cytochrome b from Polytomella spp.

' The nucleotide sequence data reported in this paper have been
submitted to GenBank under Accession No. U87396.

2 Te whom correspondence should be addressed at Departamento
de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Auténoma de México, Apartado Postal 70-243, 04510 Méx-
ico, D.F., México. Fax: (525) 622-5611 or (525) 548-0387. E-mail:
dhalphen@ifcsunl.ifisiol.unam.mx.
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has a serine at position 36, instead of a nonpolar resi-
due (alanine or leucine) found in all other species. In
the proposed model for cytochrome b, both residues
Tyr,;, and Sery; are in close proximity to the high-
potential b;; heme. The above data suggest that the
polar residues Y,,; and S;,, each one by itself or in
combination, may interact with heme b,,; of Polyto-
mella spp. and, thus, may be responsible for the
unique spectroscopic characteristics of cytochrome b.
© 1998 Academic Press

Key Words: Polytomella; Chlamydomonas; mitochon-
dria; bc, complex; cytochrome b; Chlorophyceae.

The algae of the genus Polytomella (1, 2) are colorless
members of the family Chlamydomonadaceae (3, 4).
The genus Polytornelia is thought to have arisen by
secondary evolution from the Chlamydomonas lineage,
losing its cell wall and its functional chloroplasts (5, 6).
Structural, functional, biochemical, and molecular ev-
idence supporting the close relationship between the
genera Polytomella and Chlamydomonas have been
provided by different authors (4, 7-11).

Ubiquinol-cytochrome c¢ oxidoreductase (bc, com-
plex) is a multisubunit mitochondrial membrane en-
zyme that binds three redox prosthetic groups: a c-type
heme in cytochrome c,;, an Fe,S, center in the Rieske
protein, and two b-type hemes in cytochrome b (12).
Embedded in the inner mitochondrial membrane, cy-
tochrome b constitutes the hydrophobic core of the bc,
complex (13, 14). The available data indicate that the
tertiary structure of cytochrome b is dominated by
eight transmembrane stretches (15-18), two of which
contain invariant histidine residues that ligate the
heme irons: Hg, and H, 4, (yeast numbering) coordinate
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TWO UNUSUAL RESIDUES IN Polytomella CYTOCHROME b

heme bt on the P-side of the membrane, and Hgg and
H,q; ligate heme by; on the N-side of the membrane
(19). The crystal structure of the bc, complex from
bovine heart mitochondria (20) has confirmed the pre-
dicted topology of cytochrome b. The two heme groups
b, and by, are associated with two redox catalytic units
in the bc; complex, the Q, center and the Q, center,
respectively (21-25).

A highly active bc, complex from Polytomella spp.
has been purified and characterized (26). It exhibits a
clearly defined double-peak spectrum in the a-region
with absorption maxima at 553 nm for cytochrome c,
and at 567 nm for cytochrome b. The spectroscopic
characteristics of Polytomella spp. cytochrome b are
thus distinct from those in mammals, plants, yeasts,
and bacteria. In order to interpret on a molecular basis
the spectroscopic differences of the cytochrome b, we
have compared the fully reduced spectra of the bc,
complexes from Polytomella spp. and Chlamydomonas
reinhardtii. We also describe the nucleotide sequence
of the cytb gene and the deduced primary structure of
the mitochondrial apocytochrome b of Polytomelia spp.
and compare it to its homologue in C. reinhardtii. Two
striking substitutions were found in the amino acid
sequence of cytochrome b from Polytomella spp.: resi-
dues S, and Y, were unique to this sequence, replac-
ing residues Ay and W, ,, present in the cytochrome b
of C. reinhardtii and of several other species. In par-
ticular, W, is one of the invariant amino acids in all
apocytochrome b sequences reported to date, and its
replacement by a tyrosine could account for the pecu-
liar spectroscopic characteristics of the cytochrome b of
Polytomella spp.

MATERIALS AND METHODS

Strains and plasmids. Polytomella spp. (198.80, E. G. Pring-
sheim) was grown in the medium described by Wise (3) supple-
mented with vitamins B, (0.06 mg/liter) and B,, (0.08 mgfliter) (27).
Escherichia coli DH5a was used to amplify recombinant plasmids.
Bluescript phagemid (Stratagenc) was used for subcloning and se-
quencing.

Mitochondrial DNA isolation and construction of the genomic mi-
tochondrial DNA library. Mitochondrla from Polytomella spp. were
prepared as described by Gutiérrez-Cirlos et al. (26). The mitochon-
drial HindIll DNA library was constructed as described by Ant-
aramian et al. (10).

Amplification and partial sequencing of the cytb gene.  Mitachon-
drial DNA (1 ug) from Polytomella spp. was used as a template for
amplification by the polymerase chain reaction (PCR) in the presence
of 8 mM MgCl, and 200 ng of cach of the following degenerate
oligodeoxynucleotides, which were synthesized on an Applied Bio-
systems Model 381A DNA synthesizer at the Molecular Biology
Facilities of the Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (Mexico). The
forward primer, 5-agt{c) ttg tte(t) te(t) att gta{c) gta(c) tac(t)
t{c)tg(a) cac(t)-3', corresponded to the conserved reglon from amino
acid 87 to 95 of C. reinhardtii cytochrome b (SLFFIVVYLH). The
backward primer, 5'-ta a(t)ac cca caa a(g)aa a(g)ta cca ctc t{ajgg
t(a)ac a(g)at aig-3’, corresponded to the complementary region of C.
reinhardtii cytochrome b from amino acid 267 to 278 (HIVPEWYFL.-
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WVY). The oligodeoxynucleotides were designed based on the mito-
chondrial codon usage of C. reinhardtii (28).

For PCR amplification, samples were denatured for 12 min at 94°C
and subjected to 50 cycles of 30-s denaturation at 94°C, 45-s anneal-
ing at 55°C, and 2-min extension at 72°C. A final extension for 12
min at 72°C was carried out, The PCR product was gel purified and
ligated Into the pCRII plasmid (Invitrogen). Transformed E. coli
DHb5a cells were plated on ampicillin LB plates and recombinant
plasmids were selected by loss of B-galactosidase activity, Positive

clones were sequenced using the kit Seq Ver 2 from USB, based on {

the dideoxy chain termination method of Sanger et al. (29). Standard
recombinant DNA techniques were carried out essentially as de-
scribed by Sambrook ot a/. (30).

Southern analysis. The mitochondrial library clones were trans-
ferred to a nylon membrane and hybridized with the 32P radloactive
probe of the ¢ytb gene PCR-amplified product from Polytomella spp.
The hybridization was carried out at 55°C, and the nylon membrane
was washed twice with 5X SSC* containing 0.5% SDS and once with
0.2x SSC containing 1% SDS at the same temperature and was
exposed overnight with X-OMAT AR Kodak film. With this proce-
dure, clone 9H from the AindIIT mtDNA library was found to hy-
bridize with the radioactive probe and to contain a partial sequence
of the cytb gene.

PCR amplification of the upstream region of the cytb gene.  Since
clone 9H from the HindIlI library did not contain the complete cytb
gene, an additional PCR amplification step was carried out in order
to obtain the sequence of the corresponding 3' end reglon. The PCR
was done with mtDNA from Polytomella spp. as a template, with the
specific forward primer 5'-tta acc aag gca aag ctg aac c-3' (nucleo-
tides 1101 to 1122 from the known cytb gene sequence from clone 9H)
and five different randomly synthesized decamers as backward prim-
ers (synthesized at the Instituto de Fislologia Celular, UNAM). The
mixture for PCR contained | mM MgCl,, 0.5% dimethyl sulfoxide,
and 0.5% bovine serum albumin, Samples were denatured for 10 min
at 94°C and subjected to 50 cycles of 45-s denaturation at 94°C, 45-s
anncaling at 50°C, a I-min extension at 72°C, and an additional
extension for 10 min at 72°C. The PCR products thus obtained were
subjected to Southern blot analysis using the same 9H clone as a
probe. Two different positive 1-kb products were identified, cloned in
pMOS (Amersham), and sequenced: both were found to contain the
3’ end of the ¢yrd gene.

Purification of bc, complexes. The be, complex from Polytomella
spp. was purificd as described by Gutlérrez-Cirlos et al. (26). The bc,
complex from C. reinhardtii was purified following the methods of
Attela (31) and Atteia and Franzén (32), using the multiple-photo-
synthetic mutant strain BF4F54F 14 (33), Both bc; complexes were
kept at —70°C until used.

Difference spectra of the be, complex. Difference spectra were
recorded using be, complexes at concentrations of 2.0-6.0 uM eyto-
chrome b, using a few grains of dithionite as reductant.

Purification of cytochrome b frorm Polytomella spp. and determina-
tion of its N-terminal sequence. Subunit 111 (cytochrome b) from the
be, complex from Polytomella spp. was purified by SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis. For this purpose, the purified bc, complex
(200 ug of protein per lane, 10 lanes) was run {n a Coomassie blue
SDS-PAGE as described by Schéagger et al. (34) with the modifica-
tions described by Vazquez-Acevedo et al. (35). The stained band of
interest was excised from the gel and ground in a mortar in the
presence of sand (1:1 w/w). When a fine paste was formed, 2 vol of 20
mM Tris-HCI (pH 7.0) was added. and the mixture centrifuged at
30,000g for 15 min. The supernatant, which contained the extracted
and purified polypeptide, was lyophilized and subjected to SDS-

3 Abbreviations used: CAPS, 3-cyclohexylamino-1-propanesulfonic
acid; mtDNA, mitochondrial DNA; SSC, standard saline citrate.
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PAGE as described by Schégger et al. (36). Subunit III (cytochrome
b) was transferred onto a ProBlott membrane (Applied Biosystems)
at 400 mA for 2.5 h (4°C) in the presence of 10 mM Caps (pH 11.0)
and 10% methanol following the procedure of Matsudaira (37). The
membrane was stained with Coomassie brilliant blue, destalned, and
alr-dried as described by the same author. Amino-terminal sequence
analysis was carried out by Dr. J. D'Alayer on an Applied Biosystems
sequencer at the Laboratoire de Microséquengage des Protéines,
Institut Pasteur, Paris (France).

Sequence analysis. Sequences were analyzed using the GCG Se-
quence Analysis Software Package (Genetics Computer Group, Mad-
ison, WI). Alignments were carried out with the Pileup program (38)
using sequerices in the SwissProt data bank, Distances in the cla-
dogram were corrected according to Kimura (39). The terms similar-
ity and homology arc used as suggested by Reeck et al. (40). Accepted
amino acid substitutions for considering similarity were K=R, D=E,
S=T, I=L=V=M, and F=Y.

RESULTS

Spectral characterization of the bc, complexes. The
dithionite-reduced spectra of the bc, complexes puri-
fied from Polytomelia spp. and from its photosynthetic
counterpart C. reinhardtii were recorded at room tem-
perature. The fully reduced bc, complex of Polytomella
spp. exhibited absorption maxima at 553 nm for cyto-
chrome ¢, and at 567 nm for cytochrome b in the
a-region of the spectrum (Fig. 1A). This gives rise to a
double-peak spectrum of the bc; complex, in which the
absorption maximum of cytochrome c, is clearly re-
solved from that of cytochrome b at room temperature.
In contrast, the absorption spectrum of the dithionite-
reduced bc, complex from the closely related alga C.
reinhardtii (Fig. 1B) showed a maximum at 561.5, cor-
responding to heme b, and a shoulder at 554.7 nm,
characteristic of cytochrome c,. This profile is similar
to those of bc, complexes from several other organisms,
including mammalian, plant, yeast, and bacterial bc,
complexes, in which the absorption bands of cyto-
chromes ¢, and b are overlapped. Thus, the b-type
heme from Polytornella spp. exhibits a redshifted
a-band, which seems to be unique to the bc, complex
from this colorless alga. To understand the molecular
basis of these spectroscopic differences, the mitochon-
drial gene encoding cytachrome b (cytb) of Polytomella
spp. was cloned and sequenced.

Characterization of the cytb Gene from Polytomella spp.
Two degenerate oligodeoxynucleotides were designed
based on highly conserved regions of the cytb gene of C.
reinhardtii. With these primers, a PCR-amplification
product of 0.8 kb was obtained, using mtDNA from
Polytomella spp. as a template. Nucleotide sequence
analysis showed that it was an amplified product of the
cytb gene that exhibited 68% similarity with the cytb
gene from C. reinhardtii. The 0.8-kb PCR product was
used as a probe to screen the AHindIIT mtDNA library of
Polytomella spp. A single clone from this library (clone
9H) gave a positive signal in Southern blot analysis.
Nucleotide sequencing of the 9H clone revealed the
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A 525.5 530.9

R

AAbS=0.05

20 0m

B 554.7 561.5

528532 l

|

AAbs=0.005

10 nm

FIG. 1, Spectra of the dithionite-reduced be, complexes from Poly-
tomella spp. and C. reinhardtii. (A) The bc, complex from Polyto-
mella spp. was diluted in 25 mM potasslum phosphate buffer (pH
7.2) containing 2 mM EDTA and 0.1 mg/ml lauryl maltoside and was
fully reduced with a few grains of dithionite. (B) The bc, complex
from C. reinhardtii was diluted in 20 mM Tris-acetate buffer (pH
7.0) contalning 0.05% Triton X-100 and fully reduced with a few
grains of dithionite.

presence of an open reading frame of 1029 bp encoding
the 343 residues of the sequence of cytachrome b, in-
cluding its N-terminus. Since clone 9H from the
HindIII library did not contain the complete sequence
of the cytb gene, an additional PCR amplification step
with randomly synthesized decameric primers was car-
ried out in order to obtain the sequence that encoded
the carboxy-terminal region of cytochrome b (see Ma-
terials and Methods). The PCR products were trans-
ferred to a nylon membrane and hybridized with the
cytb gene from clone 9H as a probe. Two different
positive 1-kb products that contained the 3’ end of the
cytb gene were identified and sequenced.

The complete nucleotide sequence of the cytb gene
from Polytomellaspp. and the predicted primary struc-
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“shown, 7

ture of the apocytochrome are illustrated in Fig. 2. The
nucleotide sequence showed an open reading frame of
1113 bp that was not interrupted by intervening se-
quences. Translation of the DNA sequence predicts a
protein of 370 residues with a molecular mass of 41,226
Da. To corroborate that the deduced primary sequence
was also present in the cytochrome b of the mitochon-
drial be, complex from Polytomella spp., subunit III
(35.5 kDa) was purified and subjected to 15 cycles of
N-terminal sequencing. The identified residues are
shown in Fig. 3. These first 15 amino acid residues
were identical to those deduced from the nucleotide
sequence (Fig. 2), indicating that the sequence of the
mature and assembled cytochrome b is encoded by the
cytb gene. The predicted apoprotein of cytochrome b
from Polytomella spp. shows a hydropathy profile sim-
ilar to those of cytochrome b from other organisms
(data not shown) and fits the eight-transmembrane-
helices structure (20). It contains the four invariant
histidine residues (Hg,, Hgg, H 43, and H,4;) that ligate
heme by and by In addition, it contains the other
highly conserved residues found in the cytochrome b
sequences and considered to be invariant (41): Gga, G47,
G50 Giiz: Giars Siaor Tizs: Haozo D2zar Pagi, Ezza Wera,
L,gz, and Gjg, (yeast numbering). Notably, the com-
pletely conserved residue W, |, was substituted by a
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’Nucleotlde sequence of the mitochondrial cytb gene from Polytomella spp. The derived primary sequence of apocytochrome b is also

tyrosine in the Polytomella spp. cytochrome b se-
quence. The derived sequence of apocytochrome b of
Polytomnella spp. was also compared with the one from
C. reinhardtii (28, 42), revealing an identity of 56% and
an overall similarity of 68% (Fig. 4). This similarity is
less evident in the carboxy-terminal regions of the two

IL (cyt b) —
IV (cytcy)
X (Fes)—

<4— MRLHQKNNMLQLYYQ

FIG. 3. N-terminal sequence of cytochrome b (subunit II) of the
bey complex from Polytomella spp. Lane 1, purified be, complex from
Polytomella spp. The 10 subunits which constitute the complex are
indicated (26). Lane 2, the N-terminal sequence of the purified 35.5-
kDa polypeptide (subunit III) is shown.
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- FIG. 4. Sequence alignment of the predicted cytb gene from Polytomella spp. with that from C. reinhardtii. The comparison showed 56%
;- identitity and 68% similarity. Amino acid Identitles are indicated by straight lines (1) and conserved residues by double periods (:).

cytochromes, which are generally the least conserved
parts of the protein (41). In addition, the FG loop is 6
amino acids shorter in the Polytomella spp. sequence
compared to the one in C. reinhardtil. The deduced
primary sequence of the apocytochrome b from Polyto-
mella spp. was also compared with sequences from
other organisms and subjected to a simple phylogenetic
analysis (Fig. 5). This cladogram indicates that the
Polytomella spp. cytochrome b sequence clearly affili-
ates with its counterparts from the photosynthetic al-
gae C. reinhardtii and C. smithil.

Differences in the mitochondrial codon usage be-
tween Polytomella spp. and C. reinhardtii have been
described for the cox/ gene (10). Figure 6 shows a
comparison of the pattern of codon utilization for the
cytb gene from Polytomella spp. with that of C. rein-
hardtii. A significant bias is found in each codon fam-

Rhodobacter sphoeroides
Paracoccus denitrificans
Xenopus laevis

Homo sopiens
Podospora anserina
Emericella nidulans
Neurosporo crossa

Saccharomyces cerevisiae
Schizosacchaoromyces pombe
Oryza sativa

Zea mays
Triticum aestivum
Vicia faba

ily; nevertheless, 11 codons that are not used in C.
reinhardtii are used in Polytomella spp. cytb gene:- Solgnum tuberosum
UUA (Leu), UCC (Ser), CUC (Leu), AUA (Ile), ACA - | o : Oenethera bertiana
(Thr), AAU (Asn), GUG (Val), GCA (Ala), GAA (Glu) _‘ e i ' Marchantio polymorpha
GGA (Gly), and GGG (Gly). SRR Chlomydomonos smithii
B Chamydomonas reinhardtii
DISCUSSION Polytomella spp.
Sequence analysis of the apocytochrome b from Poly- Caenorhabditis elegans
tomella spp. The cytb gene from the colorless alga Escherichia coli

Polytomella spp. was cloned and sequenced. As in C.

. o pit FIG. 5. Phylogenetic analysis of cytochrome b sequences. To con-
reinhardtii, _the gene is not interrupted by intervening struct the cladogram, the amino acid sequence of the b-type cyto-
sequences, in contrast to homologous genes from chrome from Polytomella spp. was compared with cytochromes b
Saccharomyces cerevisiae (43), Schizosaccharomyces from other organisms that appear in the SWISSPROT data bank.
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FIG. 6. Comparison between the codon usage of the mtDNA se-
quences of cytb from Polytomella spp. and from C. reinhardtii. Boxes
indicate the main differences in codon usage. Codon usages were
derived from the sequences of ¢ytb from Polytomella spp. (bold char-
acters, this study) and from C. reinhardtii (25).

&
D®
OIS

211

- pd}nbe (44), Aspergillus nidulans (45), Neuraspara
‘crassa (46), or the related alga C. smithii (47).

The deduced primary structure of cytochrome b from
Polytomella spp. exhibited similarity with its green
counterparts C. reinhardtii and C. smithil, clearly af-
filiating with these two species in a phylogenetic anal-
ysis and thus providing additional evidence for the
close relationship between the genus Polytomella and
the genus Chlamydomonas. The similarity between
the cytochromes b from Polytomella spp. and C. rein-
hardtii is significantly higher in the N-terminal re-
gions (67% identity), including the first four transmem-
brane helices, than in the C-terminal part (49%
identity), consistent with all other sequences of apocy-
tochrome b (41, 48, 49).

Although the apocytochromes b from Polytomella
spp. and C. reinhardtii share highly similar amino acid
sequences (56% identity), the cytochromes exhibit dif-
ferent spectroscopic properties when assembled in the
mitochondrial be, complex (Fig. 1). In Polytomeliaspp.,
the maximum absorption peak of cytochrome b is

VOB CoO08Y

OEEREXEOESD

(]
ot 8

FIG. 7. Proposed transmembrane structure of cytochrome b from Polytomella spp. A model based on hydropathy plots that proposes eight
transmembrane segments (A to H), with amino and carboxy termini exposed to the mitochondrial matrix surface. The model also shows a
comparison of amino acid residues between Polytomella spp. and C. reinhardeii: 1dentical residues are shown in white circles, conserved residues
in gray, and variant residues in black. The four invariant histidines that bind the hemes are indicated, as well as residues Syg and Y, 4.
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FIG. 8. Helical wheel representation of helices A to D of Polytomella spp. cytochrome b as seen from the mitochondrial intermembrane
.- space, The palirs of histidines that bind the heme groups are H82, 96, 183, and 197. The two putative changes in the amino acld residues that
‘may Interact with the by; heme group are Syg in helix A, and Y,,, in helix C. The position of residue Y43, exactly 18 amino acids away from

Y14, Is also depicted (see text),

shifted 3-4 nm to the red, compared with its counter-
part in C. reinhardtii.

Residue Y, ,, and possibly S;; may confer the atypical
spectroscopic characteristics on the by, heme of Polyto-
mella spp. A comparison of the primary structures of
the b-type cytochromes from Polytomella spp. and all
other species, including the closely related alga C. re-
inhardtii, shows the unique substitution of W;,, for Y
(yeast numbering). Based on the eight-transmem-
brane-helices structure, we propose that Sz and Y, ,,
are likely to be in close proximity to the by heme in
Polytomelia spp. (Figs. 7 and 8). Tryptophan 114 is one
of the invariant amino acids present in all cytochromes
b sequenced to date (41). Although the exchange Trp to
Tyr is relatively common in members of the same pro-
tein family, the fact that this occurs only in Polytomella
spp. at position 114 could be related to the unusual
spectroscopic properties of cytochrome b. The aromatic
residues surrounding the heme groups seem to main-
tain a tightly packed hydrophobic environment around
these prosthetic groups and must contribute to their
spectroscopic properties. As discussed by Mathews

(50), cytochrome bgg, from E. colland the cytochrome ¢’
monomer from Rhodospirillum molischianum have
highly similar three-dimensional structures, and the
heme group is located in very similar structural envi-
ronments in the two proteins. The large differences in
the spectroscopic properties of the two hemes are the
result of differences in the amino acids that surround
these prosthetic groups, particularly tryptophans, ty-
rosines, and phenylalanines.

Using computer simulations, Link et a/. (51) proposed a
model of the amino acid residues that constitute the
environments of hemes by and by,. In this model heme by
is surrounded by three tryptophan residues, Wag, W,
and W, (yeast numbering). It is relevant that W,,, was
predicted to have an angle of 70° at a distance of 3.2 A
from heme by X-ray crystallography of the bovine bc,
complex (20) has confirmed a closest distance of 4 A
between this residue and heme b (Chang-An Yu, per-
sonal communication). The replacement of W, by Y4
in Polytomella spp. cytochrome b maintains the aromatic
character of the residue, but introduces differences re-
garding the size and H-bonding capacity of the amino

(o




acid group. Tyrosine 114 could produce a diff

tronic environment around the by; heme, de]ocallzing-:
electrons of the tetrapyrrole ring in a manner different :

from that of tryptophan.

Only a few inhibitor-resistant mutations of cyto-
chrome b have been characterized in C. reinhardtil.
Bennoun et al. (62) described a Y,3;C mutation that
confers resistance to the inhibitors myxothiazol and
mucidin. Data obtained with this mutant suggest a
close proximity of Y3, to the b, heme, an essential
component of the Q, center. This residue is also present
at position 132 of the deduced Polytomella spp. cyto-
chrome b sequence. When the a helix modeling is car-
ried out on the C transmembrane stretch, Y3, is found
to lie 18 residues away from Y|4, which as suggested
here would interact with the by; heme (Fig. 8). This face
of the C transmembrane a helix would be exposed to
the space in which both heme moieties are present, and
thus Y,;, must be located near the b;; heme and Y3,
near the b; heme. These data are in accord with the
proposal made here of a close proximity of Y, ;4 with the
b,y heme.

The precise nature of the protein factors that deter-
mine the optical properties of b-type cytochromes is not
known. However, it is most likely that the electronic
density and relative polarity of the heme pocket influ-
ences the magnitude and polarization of the orthogo-
nally polarized transitions of the heme group (Qxy)
that determine the a-band (53). In this view, the prox-
imity and orientation of electron-dense aromatic
groups close to the tetrapyrrole ring should have a
dominant effect on the properties of the electronic tran-
sitions, thus influencing their optical absorption band.
In the case of Polytomella spp. cytochrome b, it is
feasible that Y,,, (alone or in combination with Szs)
introduces an electronic environment distinct from
that in other species that have W, 4, so that the energy
levels of the Qyx and Qy transitions are much more
separated. This induces a splitting of the a-band of the
by; heme, when normally they are so close that they
fuse into a single band of larger width (25). To our
knowledge, this is the first documented case of a nat-
ural variation of a single amino acid that may confer
detectable differences in the spectroscopic characteris-
tics of a heme moiety in a b-type cytochrome. The
present results also predict that site-directed mutagen-
esis Y, W on the Polytomella spp. cytb gene or, alter-
natively, the W, 4,Y mutation on the C. relnhardtil
gene should alter the spectroscopic properties of their
respective by, hemes.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors acknowledge the technical expertise of Dr. Laura
Ongay (Unidad de Biologia Molecular, IFC, UNAM) in the synthesis
of cytb oligodeoxynucleotides. We are grateful to Drs. M. Degli Es-
posti, C. Gémez-Lojero, A. Gémez-Puyou, E. B. Gutiérrez-Cirlos, and

- Polytomelia CYTOCHROME b 213

D. W. Krogmann, for helpful discussions and critical review of the

“manuscript. This work was supported by Grants IN-204595 from
- DGAPA, UNAM, and 2260P-N from CONACyT, Mexlico.

REFERENCES

. Aragao, H. (1910) Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2, 42-57.

. Pringsheim, E. G. (1955) J. Protozool. 2, 137-145.

. Wise, D. L. (1959) J. Protozool. 6, 19-23.

. Melkonian, M. (1990) /n Handbook of Protoctista (Margulis, L.,
Corliss, J. 0., Melkonian, M., and Chapman, D. J., Eds.), pp.
608-616, Jones & Bartlett, Boston.

5. Preisig, H. R., and Melkonian, M. (1984) Plant Syst. Evol. 146,
57-74.

6. Round, F. E. (1980) Biosysterns 12, 61-69.

7. Mattox, K, R., and Stewart, K. D. (1984) /n Systematics of the
Green Algae (Irvine, D. E. G., and John, D. M., Eds.), pp. 29-72,
Academic Press, London,

8. Conner, T. W., Thompson, M. D., and Silflow, C. (1989) Gene 84,
345-358.

9. Melkonian, M., and Surek, B. (1995) Bul/l. Soc. Zool. Fr. 120,
191-208.

10. Antaramian, A., Coria, R., Ramfrez, J., and Gonzdlez-Halphen,
D. (1996) Blochimn. Biophys. Acta 1273, 198-202.

11. Auela, A., Dreyfus, G., and Gonzalez-Halphen, D. (1997) Bio-
chim. Biophys. Acta 1320, 275-284.

12, Trumpower, B. L., and Gennis, R. B, (1994) Annu. Rev. Biochem.
63, 675~716.

13. Gonzdlez-Halphen, D., Lindorfer, M, A., and Capaldl
(1988) Biochemistry 27, 7021-7031.

14. Akiba, T., Toyoshima, C., Matsunaga, T., Kawamoto, M., Kub-‘
ota, T., Fukuyama, K., Namba. K., and Matsubara, H. (1996)
Nalure Struct. Biol. 3, 553-561.

15. Saraste, M. (1984) FEBS Lett. 166, 367-372.

16. Widger, W. R,, Cramer, W. A., Herrman, R. G., and Trebst, A,
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 674 -678.

17. Crofts, A. R., Robinson, H,, Andrews, K., Van Doren, S., and
Berry, E. (1987) in Cytochrome Systems, Molecular Biology and
Bloenergetics (Papa, S., Chance, B., and Ernster, L., Eds.), pp.
617-624, Plenum, New York.

18. Yun, C. H., Van Doren, S. R., Crofts, A. R., and Gennis, R. B,
(1991) J. Bilol. Chem. 266, 10967-10973.

19. Yun, C. H., Crofts, A. R., and Gennis, R, B. (1991) Biochemistry
30, 6747-6754.

20. Xia,D., Yu, C. A, Kim, H,, Xia, J. Z., Kachurin, A, Zhang, L., Yu, -
L., and Detsenhofer, J. (1997) Sclence 277, 60-66. .

21. Mitchell, P. (1976) J. Theor. Biol. 62, 327-367. e

22. Trumpower, B. L. (1981) J. Bloenerg. Blomembr. 13,/ 1-24. "

23. de Vries, S., Albracht, S. P, J., Berden, J. A., and Slater, E, C R
(1981) J. Biol, Chem. 256, 11996-11998. ;

24. Robertson, D. E., and Dutton, P. L. (1988) Blachlm
Acta 935, 273-291.

25. I—llulvy’ell N., and Robertson, D. E. (1993) Bloclzemlstly
11172 :

26. Gutlérrez-Cirlos, E. B., Antaramian, A., Vazquez-Acevedo. M.,
Coria, R., and Gonzalez-Halphen, D. (1994) J. Biol. Chem. 269,
9147-9154.

27. Ca;tor. M. H., and Burton, M. D. (1975) J. Protozool. 22, 135-
139.

28. Michaclis, G., Vahrenholz, C., and Pratje, E. (1990) Mo!. Gen.

Cenet. 223, 211-216.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

AW N o~

R. ‘A

197




214
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.
38.

39.

40,

Sanger, F., Nicklen, S., and Coulson, A, R, (1977) Prbc.
Acad. Sci. USA 74, 5463-5467.
Sambrook, J., Fritsch, E. F., and Manlatis, T, (1989) Mole

Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboralory -

Press, Cold Spring Harbor, NY.

Atteia, A. (1994) C. R. Acad. Sci. Ser. Il 317, 11— 19 .
Atteia, A., and Franzén, L.-G. (1996) Eur. J. Blachem 37.
792-799.

Chua, N. H., Matlin, K., and Bennoun, P, (1975).! Ce!lBIoI 67,
361-377.

Schagger, H., Aquila, H., and von Jagow, G. (1988) Anal Blo-
chem. 173, 201-205.

Vazquez-Acevedo, M., Antaramian, A., Corona, N., and _Gonza-
lez-Halphen, D. (1993) J. Bioencrg. Biomembr. 25, 401-410,
Schagger, H., Link, T, A., Engel, W, D., and von Jagow; G. (1986)
Methods Enzymol, 126, 224-237.

Matsudaira, P. (1987} J. Blol. Chem. 262, 10035-10038
Devereux, J., Hacberli, P., and Smithies, O (1984) Nucleic Acids
Res. 12, 387-395.

Kimura, M. (1983) The Neutral Theory of Molccu]ar Evolutlon.
Cambridge Univ, Press, Cambridge, UK.

Reeck, G. R., de Hacen, C., Teller, D. C,, Doollule, R. F., Fllch.
W. M., chkcrson, R. E., Chambon, P., McLachlan, A, D., Mar-
gollash. E., Jukes, T. H,, and Zuckcrkand. E. (1987) ’_chIISO. 667.

"ANTARAMIAN

T AL,

: begli Espostl, M., de Vries, S., Crimi, M., GheI‘lI' A ‘Partanello,

¥ T., and Meyer, A. (1993) Blochim. Blophys. Acta 1143,:243-271.

43.

44

45.

416.

47

48.
49.

§0.
51.

52.

' 53.

2. Ma, D. P., Yang, Y. W.. King, T, Y., and Hasnaln.S E: (1990)“ =

Plant Mol Biol. 15, 357-359.
Naobrega, F. G., and Tzagoloff, A. (1980)" J BIaI. Che
9828-9837.
Zimmer, M., Wesler, F., Oraler, G., and Wolf K (1987) Curr.:
Genet. 12, 329-336.

Waring, R., Davies, R, W,, Lee, S., Grisi, E., McPhall Berks. o
and Scazzocchio, C. (1981) Cell 27, 4-11, .
Burke, J. M., Breitenberger, C., Heckman, J. E., Dujon, B,, and
RajBhandary, U. L. (1984) J. Biol. Chemn. 259, 504-511.
Colleaux, L., Michel-Wolwertz, M. R,, Matagne, R, F., and Du_jon.‘
B. (1990} Mol. Cen. Genet. 223, 288296,

Howell, N. (1989} J. Mol. Evol. 29, 157-169,

Irwin, D.M,, Kocher, T. D, and Wilson, A. C. (1991) J. Mol. Evol,
32, 128-144.

Mathews, F. S. (1985) Prog. Biophys. Mol. Biol. 45, 1-56.

Link, T. A., Wallmeier, H., and von Jagow, G. (1994) Bilochem.
Soc. Trans. 22, 197-203.

Bennoun, P., Delosme, M., Godehart,
Mol. Gen. Genet. 234, 147-154.
Gouterman, M. (1961) J. Mol. Spectrose. 6, 138-163,

""25,5-, ‘

I. and Kiick, U. (1992)

TESIS CON
FALLA DI ORIGEN

IR




Apéndice VL.
Articulo en prensa
Transfer of mitochondrial genes to the nucleus in
chlamydomonad algae: perspectives for the allotopic

expression of OX-PHOS proteins and future human therapies.

159




Transfer of mitochondrial genes to the nucleus in chlamydomonad algae: perspectives for
the allotopic expression of OX-PHOS proteins and future human therapies.

Soledad Funes Xochitl Perez-Martmez Anaid Antaramlan Miriam Vazquez -Acevedo',
Robert van Lis', A Reyes-Prieto’, J.L. Santlllan-Torres M. Gonzalo Claros Edgar Dav1dson3,
Michael P. ng and Diego Gonzalez-Halphen *

1. Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Autonoma de México, México D.F, (Mexico)

2. Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Malaga, E-29071 (Spain).

3. Department of Biochemistry and Molecular Pharmacology, Thomas Jefferson University,
Philadelphia, PA. (USA). e o

(*) To whom correspondence should ‘be addressed Departamento g? ;M_oleéular,
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de Mex1 ' :
243, 04510 México D.F. Tel. (52 55) 5622-5620; Fax (52 55

dhalphen@ifisiol.unam.mx

Abbreviations

<H> local hydrophobicity

mesoH mesohydrophobicity

mtDNA mitochondrial DNA

MTS mitochondrial targeting sequence MTS

nt nucleotides

TIM-TOM translocases of the mitochondrial inner and outer

atp6 gene encoding subunit a (ATP6) of the FFo-ATP synthase.
cox2 gene encoding subunit II (COXII) of cytochrome ¢ oxidase.
cox3 gene encoding subunit III (COXIII) of cytochrome ¢ oxidase.
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ABSTRACT

Mitochondrial genomes cncode a limited set of polypeptides that are components of
the membrane-embedded oligomeric complexes that participate in oxidative
phosphorylation (OX-PHOS). It has been proposed that the genes that remained localized
in the mitochondrial genome are thosc that encode highly-hydrophobic polytopic proteins,
containing two or more helices that span the membrane. The 15.8 kb linear mitochondrial
genome (mtDNA) of the green alga Chlamydomonas reinhardtii lacks several of the genes,
encoding essential components of OX-PHOS, that are typically found on mtDNA, including
cox2, cox3 and atp6. These genes were transferred to the nucleus of this alga where they
were modified to permit their successful expression in the nucleus of C. reinhardtii. In an
extreme example, the cox2 gene, encoding the COXII subunit, has been split into two genes
whose products, COX IIA and COX IIB are predicted to form a heterodimeric subunit.
The predicted COX 1IA, COX III, and ATP6 polypeptides have long putative
mitochondrial targeting sequences (MTS) and exhibit diminished physicochemical
constraints for import into mitochondria. The mean hydrophobicity of the nucleus-encoded
proteins is diminished, particularly in those transmembrane stretches that are thought not
to participate directly in proton translocation or in inter-subunit contacts, as shown for the
ATP6 and COXIII subunits. Based on these results, we suggest some conclusions on the
allotopic expression of human mitochondrial genes and on the design of mitochondrial gene
therapy strategies.

1. INTRODUCTION

In some members of the chlorophyte algae from the family Chlamydomonadaceae,
several genes that are normally found in the mitochondrial genomes, like cox2, cox3, and ap6,
naturally reside in the nucleus. The study of these genes, and the structural changes that allowed
their successful relocation to the nucleus, are the subject of this review. To illustrate this transfer
process, we first briefly address the large diversity of mitochondrial genomes in nature, and in
particular, those of Chlorophycean algae. We then summarize the evidence for the prevalent and
on-going transfer of mitochondrial genes to the nucleus, review this process in chlamydomonad
algae, and address why some genes have remained in mitochondrial genomes. We suggest that
nuclear genes encode mitochondrial membrane proteins whose overall hydrophobicity has
decreased as compared to its mitochondria-encoded counterparts. We also show that the
hydrophobicity has decreased preferentially in those transmembrane regions of the protein that
seem not to be critical for function or for inter-subunit interactions. Finally, we suggest some
conclusions for consideration when designing mitochondrial gene therapy strategies involving
allotopic expression of mitochondrial genes.

2. THE LARGE DIVERSITY OF MITOCHONDRIAL GENOMES IN NATURE.

Mitochondria are believed to have evolved from endosymbionts [1,2] that derived
originally from free-living o-proteobacteria [3,4,5,6], related to the contemporary members of the
genus Rickettsia [7]. The nature of the host with whom the endosymbiosis was established
remains a matter of debate, and it is thought to be either an archeon or an amitochondrial
eukaryote [8)]. It is believed that the endosymbiotic event that gave rise to mitochondria occurred
only once in evolution [9], and that it was followed by a massive transfer of genes to the nucleus,
followed by a more gradual transfer [10] that seems to be an ongoing process [11]. This long-
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term mlgratlon process gave rise to the present hlghly reduced mtDNAs

: --Mitochondrial genomes from’ different:species: vary:in size as well as in organization. In
‘ general they encode ribosomal RNAs, tRNAs, and a hmlted set of polypeptide subunits of OX-
- "PHOS proton translocating complexes, plusa variable set of proteins involved in mitochondrial
protein synthesis [5]. The majority of mitochondrial proteins are nucleus-encoded, translated in
the cytoplasm, and translocated through a specialized import-machinery known as the TOM-TIM
complex [12]. In yeast, more than 400 ‘mitochondrial proteins (97% of all proteins required for
mitochondrial function) are encoded 'in the nucleus [13]. Many proteins imported into
mitochondria contain a mitochondrial targeting sequence (MTS), generally a small, cleavable
presequence of 20 to 40 amino acids, capable of forming an amphiphilic a-helix, that is
recognized by the mitochondrial TOM-TIM machinery.

A wide spectrum of gene content of mitochondrial genomes is found in nature. The 60 kb
mtDNA of the flagellate Reclinomonas americana [14], “the mitochondrion that time forgot”
[15], resembles a highly reduced bacterial genome. This mtDNA encodes 24 proteins that
participate in OX-PHOS, plus a set of 38 additional proteins involved in translation,
transcription, protein import, and maturation. The R. americana mitochondrial genome is thought
to be the extant m(DNA that most closely resembles the proto-mitochondrial genome. At the
other end of the mtDNA complexity-spectrum, there is the highly reduced 6 kb mtDNA of the
apicomplexan parasite Plasmodium falciparum, that contains only 3 genes encoding components
of the mitochondrial respiratory chain - cob, cox!, and cox3 [16,17]. cob and cox! are present in
all mitochondrial genomes known to date. Their gene products are highly hydrophobic polytopic
proteins that function as central components of proton translocating complexes: cytochrome b of
the bc1 complex, and subunit I of cytochrome c¢ oxidase. In the small circular mitochondrial
genomes of metazoans, including humans, 13 protein-coding genes, all encoding components of
oxidative phosphorylation are present: nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L, nads, nad6, cob, coxl,
cox2, cox3, atp6, atp8 [18].

3. THE MITOCHONDRIAL GENOMES OF CHLOROPHYCEAN ALGAE.

The class Chlorophyceae, members of the phylum Chlorophyta (green algae), contains
more than 355 genera and 2650 species. Most live in freshwater but there are also marine and
terrestrial species [19]. The mitochondrial genomes of 7 species of chlorophycean algae have
been sequenced, Chlamydomonas eugametos [20], Scenedesmus obliquus [21,22], Chlorogonium
elongatum [23], Chlamydomonas reinhardtii [24,25), Nephroselmis olivacea [26], Pedinomonas
minor [26], and Prototheca wickerhamii [27). Table 1 summarizes the gene content of the
mitochondrial genomes of these green algae. The 15.8 kb linear mtDNA from C. reinhardtii
lacks several genes encoding essential components of OX-PHOS: nad3, nad4L, cox2, cox3, atp6,
and aip8, that until recently had only been characterized as mtDNA-encoded genes. These six
genes are also absent from the circular genomes of the related green algae C. eugametos and C.
elongatum. 1t was hypothesized that these genes had been transferred to the nucleus in these
species. The products of two of these genes, subunit Il of cytochrome ¢ oxidase (COX III) and
subunit 6 of FFo-ATP synthase (ATPG6, equivalent to subunit @ in Escherichia coli), are usually
highly-hydrophobic polypeptides, with 7 [28] and 5 [29,30] transmembrane stretches
respectively. As outlined below, we have demonstrated that functional atp6, cox2, and cox3
genes are nuclear localized in C. reinhardti [31,32,33]. The modifications that enabled these
once mitochondrial genes to become nuclear localized and fully functional offers insights into the
evolutionary processes involved, and suggest possible strategies for the allotopic expression of
proteins as potential genetic therapies for human mitochondrial disorders.
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Table 1. Gene content in the mitochondrial genomes of Chlorophycean algae.
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TR= transmembrane regions of thevvprbt‘eih ,ehcvoded, P. wi= Prototheca wickerhamii, N.
ol=Nephroselmis olivacea, P. )izi= ‘Pédinomonas minor, S. Ob= Scenedesmus obliquus, C. re=
Chlamydomonas reinhardltii, C. eu= Chlamydomonas eugametos, C. el= Chlorogonium
elongatum. Numbers in parenthesis indicate the number of fragments that constitute the
ribosomal RNAs
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4. TRANSFER OF MITOCHONDRIAL GENES TO THE NUCLEUS.

The theory of mitochondrial origin proposes that there was a gradual transfer of genes
from the endosymbiont to the nucleus [10]. This transfer of genetic material may have happened
in the form of DNA or of cDNA [34]. In S. cerevisiae, the current rate of transfer of DNA from
the mitochondria to the nucleus is 10° times more frequent than the rate of transfer in the
opposite direction [35]. This suggests a favored unidirectional flux of genetic material from
organelles to nuclear control. Transfers of mtDNA to the nucleus can involve fragments ranging
from 31 nt [36] up to 620 kb, as in the case of Arabidopsis thaliana, where a complete mtDNA
copy was found in the nucleus [37]. The human genome project has also revealed transfer of
large mitochondrial fragments to the nucleus, ranging from 106 to 14,654 bp [38].

The continous transfer of organellar DNA to the nucleus predicts that all coding
sequences should eventually be displaced from the mitochondrion [39]. However, this transfer is
not always successful, since on many occasions genes do not establish themselves functionally in
the nucleus. Numerous copies of mitochondrial genes reside in the nucleus as pseudogenes in
over 64 animal species [40,41]. These pseudogenes are considered relics of anciently transferred
mtDNA that remain as molecular fossils in the nucleus [42]. Mitochondrial DNA has been
transferred to the nucleus on numerous independent occasions, and the same gene can be sent to
the nucleus at different times in closely related organisms [9]. These multiple transfers
sometimes resulted in a successful integration of the genes and their establishment as functional
genes. In other occasions, after integration, the genes were not activated, and remained as
pseudogenes.

Transfer of mitochondrial genes to the nucleus seems to be an ongoing process [43],
exemplified by the presence of similar genes for the same protein encoded in both the
: mitochondrial and the nuclear genomes of an organism, i.e. F1Fo-ATP synthase subunit 9 (ATP9)
: of Neurospora crassa [44,45] and cytochrome ¢ oxidase subunit II (COX II) of some higher
plants [11,46]. The functional relocation of mitochondrial genes to the nucleus required several
steps [39,47]: i) The transfer of a gene to the nucleus, while an active copy is still retained in the
mitochondria. ii) The activation of the nuclear copy of the gene by acquisition of sequences
encoding nuclear promoters, ribosome binding sites, mitochondrial targeting sequences (MTS),
and polyadenylation signals. These structural transformations may also be accompanied by
changes in codon usage and the acquisition of introns. The relocalization of mitochondrial genes

to the nucleus implies the coexistence of active nuclear and mitochondrial genes during a

variable period of time, as described for the cox2 gene in some legumes [48]. iii) Inactivation of

the mitochondrial gene. Such is the case of the mitochondrial ribosomal protein S14 in rice, that

: has been transferred to the nucleus, while the original mitochondrial copy has been interrupted by

8 stop codons [49]. Ultimately, the original mitochondrial gene will be eliminated. Alternatively,

the nuclear copy may be the one to inactivate, resulting in the original gene being retained in the
mitochondrion and the appearance of mtDNA pseudogenes in the nucleus [50].

The transfer of mitochondrial genes to the nucleus may confer a selective advantage,
since nuclear genes in some organisms exhibit a lower mutation rate [51]. This is not necessarily
true of fungi, where mutation rates of the nuclear and mitochondrial genes are almost equivalent,
or in plants, where nuclear genes mutate at a higher rate than mitochondrial genes [52,53,54].
Gene transfer from organelles to the nucleus is also thought to reduce the accumulation of
deleterious mutations, since the genes migrate from a predominantly asexual to a predominantly

sexual genome [55,56].
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5. TRANSFER OF MITOCHONDRIAL GENES TO THE NUCLEUS |IN
CHLAMYDOMONAD ALGAE.

Since the genes cox2, cox3, and atp6 were absent in the mtDNA of C. reinhardtii, we
investigated whether these genes were expressed in the nucleus, We used the standard
techniques of molecular biology to address the presence of these genes in C. reinhardtii
combined with a biochemical approach to show the presence of the corresponding proteins in the
mitochondrion. For this second approach, we also used the colorless alga Polytomella sp. as it
lacked a cell wall and functional chloroplasts [57,58]. These characteristics allowed the isolation
of algal mitochondria free of thylakoid contaminants which facilitated the purification of several
OX-PHOS complexes [31,59,60,61]. The colorless algae of the genus Polytomella are closely
related to C. reinhardtii, as demonstrated by the similarities between their nucleus-encoded beta-
tubulin [62] and 18S rRNA [58,63], and mtDNA-encoded cox/ genes [64].

The combined studies with C. reinhardtii and Polytomella sp. demonstrated that the gene
cox3, encoding subunit III of cytochrome ¢ oxidase (COX III), had been transferred to the
nucleus in both organisms {31]. We also found that in both Polyromella sp. and C. reinhardtii
subunit II of cytochrome ¢ oxidase (COX 1I) is encoded by two separate nuclear genes that were
named cox2a and cox2b. The cox2a gene encodes a protein, COX IIA, corresponding to the
amino terminal half of a typical single-polypeptide COX II, that includes the two transmembrane
stretches. The cox2b gene encodes a protein, COX IIB, equivalent to the soluble C-terminal
domain of an orthodox COX II subunit. We proposed that the separate cox2«¢ and cox2b genes
gave rise to a heterodimeric COX II that resulted from the non-covalent assembly of the COX
IIA and COX IIB polypeptides in the mature cytochrome ¢ oxidase complex [32]. This contrasts
with the COX 1II proteins of other eukaryotes, that are single polypeptides encoded by single
genes normally localized in the mitochondrial genome, with the exception of full-length nuclear
cox2 genes in the nuclei of some legumes. In addition, the gene asp6 encoding subunit ATP6, an
essential component of the proton translocating Fo sector of the F Fo-ATP synthase, has also been
transferred to the nucleus in C. reinhardtii [33]. Therefore, the four genes cox2a, cox2b, cox3,
and atp6 where shown to reside in the nucleus in at least some members of the family
Chlamydomonadaceae, in contrast to the mitochondrial location of the genes cox2, cox3 and atp6
in the vast majority of eukaryotes. The transfer of these genes probably occurred late in
evolution, after the massive transfer of genes from the protomitochondrion to the nucleus [5],
since nowadays many green algae still retain the cox2, cox3, and atp6 genes in their
mitochondrial genomes.

The discovery of these genes in C. reinhardtii and Polytomella sp. allows a consideration
of the specific features that accompanied their transfer from the mitochondrion to the nucleus:

a) The export of the nucleic acid molecule firom the mitochondria in the form of DNA or
RNA. Some genetic material has been transferred to the nucleus via RNA intermediates,
shown by the presence of edited versions of plant mitochondrial genes in the nucleus,
where the mRNA has a change of C—»U when compared to the genomic sequence.
[46,48,65,66]. This transfer as RNA must have been followed by a reverse transcription
step, before its integration into the nuclear genome. It remains to be ascertained if the
genes alp6, cox2a, cox2b, and cox3 of chlamydomonads were transferred as DNA or
RNA intermediates. Mitochondrial editing has not been found in algae, and no evidence
for reverse transcription activity has been found, despite the presence of a gene encoding
a putative reverse transcriptase-like protein in the mitochondrial genome of C. reinhardtii
[24]. The absence of editing suggests that the integration of an RNA-derived DNA

1S




fragment was not’ obllgatory, as would be’ the case in. -an organis thét'required RNA
editing for functional gene expression. s

b) lntegz ation into the nucleus. Integration into the n nuc ar ge .most probably occurred

.. in a non-coding region through nonhomologous recombmatlon [67], or by an end-joining
mechanism [36]. e

c) Acquisition of an MTS. Random genomic DNA sequences precedmg mitochondrial genes
that have been relocalized in the nucleus could provide an MTS. Two to five % of
randomly sheared DNA sequences attached upstream of protem genes in vitro functioned
as effective MTS [68], showing the potential ease of gaining of an MTS. In some cases,
mitochondrial genes have inserted into nuclear genes, acquiring the pre-existing MTS
[48,69]. MTS acquisition may also occur by duplication of existing targeting signals [70]
or by nuclear exon shuffling [71]. The deduced amino acid sequence located before the
N-terminal sequence of the mature COX IIA, COX III and ATP6 proteins of C.
reinhardtii predicts the existence of unusually large MTSs, of 143, 119 and 107 amino
acids respectively, rich in alanines, prolines, and charged amino acids. In yeast, it has
been observed that the duplication of MTSs improves the in vifro and in vive import of
hydrophobic proteins into mitochondria [72]. It has also been suggested that long MTSs
can improve the interaction of the precursor with the mitochondrial import machinery
[73]. Alternatively, a long MTS could affect the folding of the protein to increase its
importability [74]. It is possible that, during import into mitochondria, the targeting
sequences are cleaved and maintained as components of the cytochrome ¢ oxidase
complex, as was observed with the MTSs of the Rieske subunit of yeast and beef heart
mitochondrial cytochrome bc; complexes [75,76]. The function of the targeting sequence
retained in the bc) complex is not known, we speculate that it may act as a chaperone for
components of the enzyme complex during assembly. A conventional N-terminal MTS is
not absolutely required for a nucleus-encoded protein to be imported into the
mitochondrion. Several mitochondrial genes that were transferred to the nucleus have
become activated, and their protein products may be imported into mitochondria in the
absence of an MTS [50]. This is also the case for the cox2b genes of C. reinhardtii and
Polytomella sp. which do not exhibit a region encoding a putative MTS.

d) Acquisition of introns, promoters, and ribosome binding sites. Most nuclear genes in C.
reinhardtii have introns, with an average number of 3.9 introns per kb of coding
sequence. These introns are often small, ranging from 57 bp to 1318 bp, with an average
size of 219 bp [77]. We found introns in the genomic sequences of the chlamydomonad
mitochondrial genes that were transferred to the nucleus: 6 in cox2a of Polytomella sp., 7
in cox2a of C. reinhardtii, 1 in cox2b of C. reinhardltii, 4 in cox3 of Polytomella sp., 9 in
cox3 of C. reinhardtii, and 7 in aip6 of C. reinhardtii. These introns show orthodox
splicing sites exhibiting the typical GT sequence at the 5’ end and an AG sequence at the
3> end. An exception was Polytomella sp. cox2b that did not contain introns. The
sequences flanking the proposed open reading frame initiating methionine codons
corresponded to the consensus translation initiation site (A/C) A (A/C) (A/C) ATG (G/C)
reported for C. reinhardtii [77]. We have yet to identify promoter regions in the genomic
regions upstream from these genes.

e) Acquisition of polyadenylation signals. In C. reinhardtii the most common
polyadenylation signal in the nuclear genes is TGTAA located 10-20 bp upstream of the
actual polyadenylation site {77]. This signal was present in the cox3, cox2a, cox2b, and
aip6 genes that were transferred to the nucleus in chlamydomonad algae. These signals
are distinctive features of nuclear genes, since they are not present in mitochondrial
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genes, -
f) Change'in codon usage. The C reinhardtii mitochondrial genetic code is the same as the
standard genetic code utilized in the nucleus, which may facilitate a continued transfer of
" mitochondrial genes to the nucleus. However, the chlamydomonad algae exhibit a highly
“biased ‘codon usage in their nuclear genes. The nuclear genome of C. reinhardltii has a
high'GC content, and this feature is reflected in the pronounced codon bias, which favors
triplets with. C or G in the third position. In contrast, there is a different bias in the codon
"usage in the mitochondrial genome. Relocalization of mitochondrial genes to the nucleus
in'C. reinhardtii was followed by changes in codon usage to frequencies typically found
- for nuclear genes.
g) - Inactivation of the mitochondvrial gene copy, and loss of the original mitochondrial gene.
‘ Successful transfer of genes from organelles to the. nucleus is usually followed by
inactivation of the mitochondrial copy, its conversion into a pseudogene, and its eventual
loss from the mitochondrial genome [78]. There is no evidence for the presence of cox2a,
cox2b, cox3 or aip6 genes, gene fragments, or pseudogenes in the mitochondrial genomes
* of several chlamydomonads, including Polyfomella sp., C. reinhardtii, C. eugametos, C.
elongatum and C. moewusii.

h) The splitting of the cox2 gene into cox2a and cox2b. The gene encoding the
mitochondrial COX II protein is absent from the mtDNA of a number of chlamydomonad
algae. We found that the gene had been split into two parts, cox2a and cox2b, both
expressed from the nucleus, in Polytomella sp. and C. reinhardtii [32]. We also observed
that a cox2 gene in the mtDNA of Scenedesmus obliquus shows strong similarities to the
chlamydomonad cox2a gene, suggesting that the splitting of cox2 occurred prior to the
transfer of the gene to the nucleus, and that the chlamydomonad transfer of cox2b to the
nucleus is likely to have preceded that of cox2a. It is not known if the S. obliquus
mtDNA-encoded cox2a« is functional, or if there is also a nuclear copy of the same gene.
It is possible that the S. obliquus cox2a was prevented from relocating to the nucleus by
the divergence of the mitochondrial genetic code from the standard code in this organism
[21,22]. In Polytomella sp. and C. reinhardltii the COX IIA protein contains a C-terminal
20-amino acid region, lacking similarity to conventional COX II proteins, that had a high
density of charged amino acids. The predicted COX IIB polypeptide contains 42-amino
acids at the N-terminus with a high density of charged amino acids that are not
homologous to known COX II proteins and are not a cleavable MTS. We propose that the
C-terminal extension of COX IIA interacts with the N-terminal extension of the COX 1IB
protein and that these acquired amino acid sequences stabilize the two COX II subunits in
the cytochrome ¢ oxidase complexes.

6. WHY HAVE SOME GENES REMAINED IN THE ntDNA?

Several ideas have been put forward to explain why mitochondrial genomes still contain a
limited set of genes that has not been transferred to the nucleus. One explanation has been the
evolution of a different mitochondrial genetic code in some organisms that would inhibit the
functional expression of mitochondrial genes transferred to the nucleus. Similarly, some
mitochondrial genes have accumulated complex processing patterns like mRNA-editing, which
would render the transferred gene inviable when relocated to the nucleus [79]. Another
explanation may be that the presence of some organellar proteins in the cytoplasm could have
detrimental effects [80], including misrouting of certain highly hydrophobic mitochondrial
proteins synthesized in the cytosol to other cell structures, such as the endoplasmic reticulum
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[81] An addlllonal explanatlon suggests that some genes have remained in the mitochondrial
‘genome to be rapidly regulated by the ‘organelle redox- ‘state [82]. Finally, it has been proposed
that highly hydrophobic- proteins, containing four or more helices that span the membrane, can

- not be readily imported into mitochondria. Therefore, these polytoplc membrane proteins must be
‘synthesized in sifu to be properly inserted and assembled into the inner mitochondrial membrane

" [74,83]. The synthesis of these hydrophobic polypeptides inside the mitochondria, may ensure
their proper insertion in the inner membrane, giving rise to the correct topological arrangement
required for vectorial proton translocation,

There are two universal examples of genes retained in the mitochondrial genomes: the
cytochrome b gene (cob), encoding a protein with 8 transmembrane regions [84], and the
cytochrome ¢ oxidase subunit I (cox/), which encodes a protein with 12 transmembrane helices
[28,76]. These subunits also bind prosthetic groups, including heme groups and metal ions. Both
genes are present in all mitochondrial genomes so far characterized. Other genes that encode
highly hydrophobic polypeptides (cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L,
nad3 and nad6) are also present in the majority of mtDNAs [85]. In some yeasts, the absence of
nad genes in the mitochondrial genome is related to the lack of respiratory complex 1. Those
organisms that do contain complex I retain a set of six to seven nad genes. The corresponding
proteins of the genes retained in mtDNAs exhibit at least two transmembrane helices, and some
of them up to 17 putative transmembrane stretches. Therefore, it may be that physicochemical
properties (mainly hydrophobicity) are the ultimate limiting step for the transfer of mitochondrial
genes, encoding polytopic membrane proteins, to the nucleus.

7. NUCLEAR GENES ENCODING MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROTEINS
DECREASE THEIR HYDROPHOBICITY WHEN COMPARED TO THEIR
MITOCHONDRIAL COUNTERPARTS.

In yeast, in vivo studies with cytoplasmic synthesized constructs of variable lengths of
apocytochrome b, showed that the importability of polypeptides into mitochondria is not strictly
related to the number of transmembrane domains [74]. These studies suggested that the highest
average hydrophobicity over 60 to 80 amino acids of a polypeptide chain (mesoH), along with the
maximum hydrophobicity of the putative transmembrane segments, are useful indicators of the
likelihood that a protein could be imported into mitochondria. Accordingly, mitochondrial cox2,
cox3 and atp6 genes from many eucaryotes encode proteins that exhibit physicochemical
characteristics that would block the import of such proteins if they were nucleus-encoded.
However, the corresponding nucleus-encoded proteins of chlamydomonad algae COX 1IA, COX
IIB, COX III and ATP6, all exhibit reduced overall hydrophobicity that allow them to be imported
into mitochondria, most probably through the TOM-TIM machinery. Figure 1 shows a
mesohydrophobicity (mesoH) versus maximal local hydrophobicity (<H>) plot for the C.
reinhardtii and Polytomella sp. COX 1IA, COX 1IB, COX HI and ATP6 sequences as compared to
the protein products predicted from the human mitochondrial genes nadl, nad2, nad3, nad4,
nad4L, nads, nad6, cob, coxl, cox2, cox3, and atp6. The arp8 gene was not included since its very
small size, 68 amino acids, distorts the mesoH and <H> values. In comparison with their human
mtDNA-encoded counterparts, the nucleus-encoded chlamydomonad sequences display both
decreased mesoH and <H> (Figure 1). We propose that one of the important modifications required
for nuclear genes to encode functional mitochondrial OX-PHOS proteins is a diminished overall
mesohydrophobicity of its protein product. The changes in hydrophobicity may have occurred either
prior or subsequently to the transfer process and may allow for the successful import and assembly
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of these proteins into the mitochondrial inner membrane.

““Mitochondria readily import hydrophobic carrier proteins with multiple transmembrane
stretches, like the adenine nucleotide translocator. Nevertheless, carrier proteins also seem to
follow-the low <H> and low mesoH rule [74].- However, the import pathway of the translocators
differs greatly from the “conservative intramitochondrial sorting pathway”, in which
polypeptides are transferred to the mitochondrial matrix space and then sorted to its final
membrane destination. The insertion of carrier proteins into the mitochondrial inner membrane is
mediated through different TIM complexes, mainly the so-called tiny-TIMS and the TIM22
complex [12]. This import pathway is distinct from the one followed by orthodox MTS-

containing polypeptides. TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

5
5 47
E
-
s s
-~
A P
I
Vv
3+
2 T
1 2 3
mesoH
Scale: PRIFT Scanning Window: 13 Increasing windows from 60 to 80

Figure 1. Plot of mesohydrophobicity (mesoH) versus maximal local hydrophobicity (<H>) of
the OX-PHOS mitochondrial proteins encoded in the human mtDNA compared to the nucleus-
encoded homologs COX II, COX III and ATP6 of Chlamydomonas and Polytomella. Arrows
indicate the mitochondrial and nuclear counterparts. Letters indicate the following sequences: A.
C.reinhardtii ATP6, B. human ATP6, C. human COB (cytochrome b), D. human COX |, E. C.
reinhardtii COX IIA, F. Polytomella sp. COX IIA, G. human COX II, H. C. reinhardtii COX
1IB, 1. Polytomella sp. COX 1IB, J. C. reinhardtii COX Il1, K. human COX IlI, L. Polytomella sp
COX III., M. human NADI, N, human NAD2, O. human NAD3, P, human NAD4L, Q. human
NAD4, R. human NADS, S. human NADS6.
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8. MEAN HYDROPHOBICITY HAS DECREASED IN THOSE TRANSMEMBRANE
REGIONS THAT ARE NOT CRITICAL FOR FUNCTION.

Hydropathy analysis of the COX III polypeptides of Polytomella sp. and C. reinhardtii
showed the presence of seven putative transmembrane stretches, numbered I to VII. The
hydrophobicity of these seven helices seems to be lower in the chlamydomonad algae when
compared with the Paracoccus denitrificans or the bovine subunits. This was more evident when
the three dimensional structure of COX III from Polytomella sp. was modelled using the
crystallographic coordinates of the bovine subunit [28]. In this model (Figure 2), shorter
transmembrane stretches are observed as well as interruptions in the middle-sections of the
membrane helices. The helices that are in contact with COX I (helices I and 1II), do not exhibit
significant modifications in hydrophobicity. However, transmembrane domains II, V and VI have
diminished their hydrophobicity by 16%, 10% and 12%, respectively. It should be noted that
domains IV and VII, that are the least hydrophobic in the mtDNA-encoded COX III proteins (AG
~1.1 kcal/mol) offer distinct behaviour: IV remains the same and VII has increased its
hydrophobicity by 22%, although the final hydrophobicity is not predicted to be a problem for
import. This suggests that the diminished hydrophobicity of COX 1II is stronger in those regions
of the protein which seem not to be involved in subunit-subunit interactions (Figure 3).

The in silico analysis of the predicted ATP6 sequence of C. reinhardtii revealed similar
characteristics [33]. Based on multiple sequence comparisons, secondary structure predictions,
and available biochemical data [29,30, and see also 118], five hydrophobic regions could be
predicted as transmembrane stretches and were named A, B, C, D and E. Hydrophobicity analysis
showed that transmembrane helices A, B and C exhibit a highly reduced mean hydrophobicity. In
: fact, helix A could even be considered not to be membrane-imbedded. A similar situation was
~ observed for the transfer to the nucleus of the mitochondrial sdh3 gene — encoding subunit 3 of

5 succinate dehydrogenase - in angiosperms: its protein product is predicted to lack one of three
transmembrane domains [86]. In contrast ATP6 transmembrane helices D and E, which are
believed to interact with the multimeric ring of c-subunits (ATP9), and which contain most of the
conserved amino acids in the protein, exhibit similar <H> values when compared with the helices
of other mitochondria-encoded ATPG6 subunits,

Transmembrane domains II in COX Il and helix A in ATP6 are the most hydrophobic,
and have decreased their <H> to the greatest extent. Therefore, we conclude that the overall
decrease in hydrophobicity in the chlamydomonad subunits COX IIA, COX III, and ATP6
accompanied the functional transfer of their respective genes to the nucleus, and facilitates the
import and assembly of these proteins into active cytochrome ¢ oxidase and FiFo-ATP synthase
complexes, respectively. In addition, we propose that the selective decrease in the hydrophobicity
of proteins encoded by nuclear genomes is stronger in those transmembrane regions that seem
not to be critical for function, assembly, or participation in inter-subunit interactions with other
constituents of the complexes. This conclusion has important implications for the allotopic
expression of mitochondrial genes and for future application of allotopic expression to human
mitochondrial gene therapy.
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Figure 2. Model for the structural arrangement of COX IlI from Polytomella sp. Panel A, three
dimensional structure of bovine COX III [28]. The seven transmembrane helices are indicated by
roman numerals. The amino and carboxy termini are indicated by the letters N and C,
respectively. Panel B, three dimensional model for Ps-COX III based on the bovine structure.
Arrows indicate distinct features of this polypeptide: 1) the presence of a kink in transmembrane
helix II, 2) a distortion in the middle-section of transmembrane helix IV, and 3) a shorter

transmembrane helix VII.
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Figure 3. Analysis of the mean hydrophobicity values of the seven transmembrane regions of
COX III. Hydrophobicity values for the seven transmembrane helices of COX III from C.
reinhardtii and Polytomella sp. (white bars) were compared with the mean value of
hydrophobicity of COX III from different organisms (grey bars). In Cr-COX III and Ps-COX III,
mean hydrophobicity is reduced in transmembrane helix I (diminished by 10%, although not
statistically significant), helix II (diminished by 16%), helix V (diminished by 10%) and helix VI
(diminished by 12%) as compared to the mean values of <H> of plant and human transmembrane
regions. Domains III and IV, although exhibiting diminished hydrophobicity by 4%, has no
significant variation. The same is applicable to domain V11, whose hydrophobicity is increased by
22%, but the AG = 1.09 kcal/mol for this transmembrane segment do not impede the import of
the protein,

9. THE ALLOTOPIC EXPRESSION OF MITOCHONDRIAL GENES AND THE QUEST
FOR HUMAN MITOCHONDRIAL GENE THERAPY.

The first pathogenic mutations of the human mtDNA were described in the pioneering
works of Holt ef al., [87] and Wallace et al., [88]. Since then, more than 100 unique, pathogenic
mutations of mtDNA have been reported [89]. Genetically, the mtDNA mutations fall into three
categories 1) mutations in protein encoding genes; 2) mutations in structural RNA genes such as
tRNAs and rRNAs; and 3) large-scale rearrangements (deletions or duplications) of the mtDNA.
These alterations in human mtDNA result in a broad range of clinical outcomes.

Pathogenic mutations have been described for nearly all protein encoding mitochondrial
genes [90]. Perhaps the most common are those associated with Leber’s hereditary optic
neuropathy (LHON). LHON presents as acute or subacute bilateral visual loss caused by severe
bilateral optic nerve atrophy and is associated primarily with mutations in genes for subunits of
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NADH dehydrogenase [91]. Mutations in the ATP6 gene of the mtDNA are often associated
- with two syndromes: NARP (neurogenic muscle weakness, ataxia, and retinitis pigmentosa) [92]
and maternally-inherited Leigh's syndrome (MILS; subacute necrotizing encephalomyelopathy)
[93,94]. Other protein coding mutations, in the mtDNA-encoded COX subunits, or cytochrome b
“of the be) complex, present with a wide variety of clinical features, including progressive
exercise intolerance, myopathy, encephalopathies, and multi-system disorders [95-102].

Several strategies to develop gene-based mitochondrial therapies for mitochondrial
diseases have been reviewed [103-106]. Direct manipulation of the mtDNA is presently not
possible. However DNA-protein conjugates can enter mitochondria via the protein import

- pathway, ‘and chimeras of DNA- attached to polypeptide presequences may be imported
independently of its DNA length [107-109]. These techniques may eventually lead to the ability
to correct mtDNA gene mutations. Another interesting approach for overcoming mutations in
mtDNA-encoded proteins is to place a wild-type copy of the affected gene in the nucleus, and
target the expressed protein to the mitochondrion to replace the defective mitochondrial protein.
This approach requires the nuclear expression of genes that are normally localized in the
mtDNA, their synthesis in the cytoplasm, and their successful import into the mitochondrial inner
membrane.

Allotopic expression is defined as the functional activation of a gene in a cellular
compartment different from its original location. Such “allotopic” expression of mitochondrial
genes has been successfully performed in S. cerevisiae to overcome defects in mitochondrial bl4,
the RNA maturase of the yeast mitochondrial matrix [110,111]; to study the functions of VARI,
a subunit of the mitochondrial ribosome [112]; and with ATP8 (subunit A6L), a small (48 aa)
hydrophobic polypeptide of the Fo component of the mitochondrial FiFo-ATP synthase [113].
The sequence of the arp8 gene was genetically engineered for nuclear expression, and a sequence
encoding a yeast MTS was artificially attached. This arp8 gene was expressed, and its
corresponding protein product was synthesized in the cytoplasm, imported into the inner
mitochondrial membrane, and assembled into a functional Fo sector of F|Fo-ATP synthase.

The fact that several typically mtDNA-encoded genes are nuclear-localized in some
organisms, such as chlamydomonad algae, may facilitate the eventual allotopic expression of
genes in human cells exhibiting mitochondrial diseases, especially those associated with defects
in mitochondrial a/p6 genes [114], MILS and NARP [115], or those related with alterations in
cox genes [95,99,100].

The allotopic expression of mitochondrial genes in the nucleus for gene therapy purposes,
must be accompanied by the appropriate changes in codon usage of the transferred gene, and by
the addition of an appropriate MTS. These two requirements may be necessary but not sufficient
for successful allotopic expression. Human mitochondrial genes may also require additional
alterations for allotopic expression. A decrease in the mean hydrophobicity of the protein
product, particularly in those transmembrane stretches that are not highly conserved, and that are
known to be non-critical for function may facilitate import of these highly hydrophobic proteins.
Where appropriate the hydrophobicity of a protein could be diminished in the same regions
where hydrophobicity has been reduced naturally in chlamydomonad algae. These approaches
require a more detailed knowledge of the topology and function of the proteins of interest, more
extensive site-directed mutagenesis of the allotopically expressed mitochondrial gene than
previously considered, and a deep knowledge of the mechanisms of action of the coexpressed
proteins.

For genes whose simple allotopic expression cannot produce an active mitochondria-
localized protein, it may be plausible to co-express a gene that increases the import of such a
protein. In yeast, some non-importable polypeptides can be expressed in the nucleus and
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1mported efﬁcxently mto mltochondrla when another gene is co-expressed [73]. The nature of
- -these genes.is; bemg elucidated [116,117). Overexpression of yeast karyopherin Pselp/Kapl21p

stimulated’ the mltochondrlal import of hydrophobic proteins [117]. In addition, hydrophobic

‘mitochondrial’ protems 'seem to be imported into mitochondria by means of ribosomes attached to
- 'the’ mltochondnal outer membrane. ‘This scenario is analogous to the export of proteins to the
' -endoplasmlc reticulum [M. Corral-Debrinski, personal communication].

: " “Anumber:of genes encoding highly hydrophobic polypeptides have been retained with
remarkable consistency in the mitochondrial genomes of a large number of eukaryotes. However,
certain members of the chlamydomonad algae have relocated some of those genes to the nucleus.

.. As - we . have - described above, several structural transformations have accompanied

. chlamydomonad cox2, cox3 and atp6 genes on their way to the nucleus. Two important changes
are the use of relatively long MTS and the reduction of hydrophobicty of their encoded protein
products. This reduction of hydrophobicity is more notable in those transmembrane regions that
do not participate in proton translocation or in subunit-subunit interactions. Human therapies
using allotopic expression of mtDNA-encoded genes, would typically require modifications to
the genetic code, and the addition of the necessary transcriptional control signals and a region
encoding an appropriate M TS, Further, one should consider reductions in the hydrophobicity of
membrane-embedded helices that are not critical for function and assembly to facilitate the
functional import of these proteins into mitochondria.
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Apicomplexan split cox2 genes indicate a green algal apicoplast ancestor

Soledad Funes', Edgar Davidson?, Adrian Reyes-Prieto', Susana Magallon Pascal Herion®,

Mlchael P. King?, and Diego Gonzilez-Halphen'"

m mber‘s;_orf -at least three genetic
) 6»{fi'~l»eguminous plants have
e“gi"dh‘ encoding a mitochondrial
in the mtDNA (6). In Chlamydomonas

h orophyceae, cox2 is present in the nucleus as

OXIIA) correspondmg to the N-terminal, membrane
~QXIIB corresponding to the C-terminal domain that
nbran spéce. Both COXIIA and COXIIB are imported into
th nitDNA of the chlorophyte alga Scenedesmus obliquus
olég.; We predicted that this alga would have a nuclear
b Fig. S1), suggesting that cox2a and cox2b may be

w1despread in the class Chlorophyceae The mitochondrial cox2a and nuclear cox2b of S. obliquus
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1v'ded m the mtDNA prror .the: 1ndependent :

thi ‘transfer

uus represents an mtermedla ¢

'}'the dlvergence of the S ob

currmg after the transfer o
HNA—encoded cox2 is the A

crlpts and cloned nuclear

endosymblont was a green alga (2), and specrf‘ cally from the class Chlorophyceae.
That two genes encodlng aplcomplexan mrtochondnal proteins are derived from a green algal
fv“precursor of the aplcoplast is a: remarkable e\(ample of lateral gene transfer. A single Toxoplasma

mxtochondrlal gene product a component of a multisubunit enzyme, was replaced with two proteins
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derlved from green algae The use of fun

helped clarify the complex evolutlon of
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FIGURE LEGEND

Flg 1 Maxzmum ltkelzhood (ML) analyses showing the position of apzcomplexan parasites

_based.on cytochrome b and COXIIA + COXIIB sequences. Sequences were . obtained from .

GenBank. S. obliquus cox2b (AF499003) and T. gondii cox2a and cox2b (AF499004 and
AF503914) are from this work. Preliminary sequence data of P. yoelii and T. parva were
obtained from The Institute for Genomic Research. For phylogenetic analyses, see methods in
supplementary material (9). A. tumefaciens was specified as the single outgroup. Bootstrap
support >50% is indicated above branches. Lefi panel. ML analysis for mitochondrial
cytochrome 4 (CYB). T. parva, P. yoelli and T. gondii form a strongly supported clade (96%).
C. reinhardtii, C. eugametos, Polytomella sp., and S. obliquus form an independent, strongly
supported clade (93%) which is sister to a clade that includes other green algae and land
plants. The resulting chlorobiont clade is solidly supported (100%). Right panel. ML analysis
for COXIIA and COXIIB, and homologous mitochondrial COXII sequences. COXIIA and
COXIIB (excluding their extensions) were fused in silico as a single polypeptide, and aligned
with orthodox mitochondrial COXII sequences. A clade that includes 7. parva, P. yoelli, and
T. gondi and the green algae S. obliquus, C. reinhardtii, and Polytomella sp. is formed (70%).
Within it, the apicomplexans are grouped in a strongly supported monophyletic group
(100%), and the green algae form its sister clade (89%). :
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SUPPORTING ONLINE MATERIAL

MA’TERIA"LS':AND METHODS

amphﬁcatlon iy
~'The C. reinhar dtu cox2b gene '
Lambda-ZAP Il (7). A+ po
screened.
For phylogenetlc analysi

‘nucleotide sequences were allgned,usmg ClustalX (2), with

subsequent manual’ reﬁnements ‘Maximum likelihood (ML) analyses (3) were based on'a

HKY85 substitution model ‘with gamma—dlstrlbuted site to site rate variation, tree bisection-
reconnection (TBR)  branch: swapping, with a molecular clock not enforced. For
mitochondrial cytochrome b sequences (CYB), the transition/transversion ratio (ti/tv=0.9735)
and shape of the gamma distribution (0=0.7095) of the single most parsimonious tree
resulting from the same data (not shown) were obtained via ML. These parameters were used
as input criteria in several heuristic ML searches with different starting conditions. All ML
searches converged on the same tree, with score —In L=25883.5709. Support for branches was
obtained through 100 replicate bootstrap searches (HKY + I') in which ti/tv and o were
specified. For COXII sequences, a heuristic ML search was conducted to estimate a topology
and its associated parameters. The resulting tree had a score of —In L=21054.4690,
1i/tv=0.871018, and o=0.810477. Bootstrap analysis was conducted as described above. The
likelihood of an alternative topology where apicomplexans and green algae are not sister taxa
was tested by conducting 5000 RELL replicates of the Shimodaira-Hasegawa test (4,5). The
likelihood score for the ML topology for CYB, estimated using COXIIA, COXIIB and
homologous sequence data via ML (HKY + I, with ti/tv and o specified), is —In
L=21165.7706, significantly less likely (£<0.05*) than the ML topology obtained using the
same data and parameters.
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: LEGENDS TO FIGURES

' Flg Sl Ammo aczd sequence altgnment of COXIIA and COXIIB subumts and comparison of
intron: poszttons The sequences of COXIIA and COXIIB of C.' reinhardtii, P. yoelii,

" Polytomellasp., S. obliquus, T. parva, and T. gondii were compared with the orthodox,

mitochondrial COXII sequences of 4. thaliana and M, viride (shown in bold characters).
- Asterisks  denote identical amino acids, and colons similar amino acids. Putative
~ mitochondrial targeting sequences of COXIIA subunits are shown on a green background,
and the PxxxPxxY motif is indicated in red. The C-terminal amino acid extensions of
COXIIA are on yellow background, and the N-terminal amino acid extensions of COXIIB are
shown on blue background. These unique extensions are hypothesized to interact for the
assembly of COXIIA and COXIIB in the cytochrome ¢ oxidase complex. The orange box
indicates the experimentally determined N-terminal sequence of the mature COXIIA of
Polytomella sp. The vertical black line separates COXIIA from COXIIB sequences. Inverted
black triangles denote positions of introns in the corresponding genes. If the triangle is over
an amino acid, it indicates that the corresponding intron is not in phase with the ORF.

Fig. 82. Phases and flanking sequences of 5' and 3' splice sites for introns found in the cox2a
and cox2b genes of chlorophyte algae and apicomplexan parasites. For cox2a genes, introns
1,2, 3, 4, and 5 of Polytomella sp. share positions and phases with introns 1, 2, 3, 4 and 5 of
C. reinhardtii. Intron 6 of Polytomella sp., intron 7 of C. reinhardtii, and intron 1 of 7. gondii
also share positions and phases. In contrast, introns 6 and 8 of C. reinhardtii and intron 2 of 7.
gondii exhibit unique positions. For cox2b genes, intron 1 of C. reinhardtii shares position,
but not phase, with intron 2 of S. obliquus. Finally, intron 1 of S. obliquus exhibits a unique
position.
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cox2a

Intron n°, Phase 5' splice site 3’ splice site
T. gondii 1 0 CAA/GTACGTC TTTTCAG/AAA
2 1 CAA/GTAAGAG TGCGCAG/TTC
Polytomella sp. 1 0 CAG/GTTAATA TTTATAG/TGC
2 0 CAG/GTAATTG CTCACAG/GCC
3 0 GAG/GTGCGGG TGTAAAG/GTT
4 1 TCG/GTAAGTA CACATAG/GCT
5 0 AAG/GTAACGC CCAATAG/GCC
6 0 CAC/GTAAGTA TTCGTAG/ATC
C. reinhardtii 1 0 CAG/GTGCGAC CTTGCAG/AGC
2 0 CAG/GTACAGG ATTGCAG/CAA
3 0 CAG/GTGCGAA ATTTAAG/GCT
4 1 GCA/GTAAGTC CGTGCAG/GCG
5 0 AAG/GTGGGGA CGTGCAG/GCC
6 0 CAG/GTGCGCC TCGACAG/GCC
7 0 CAG/GTGGGGC ACCGCAG/ATT
8 1 CAG/GTATGAT GCTGTAG/GCC
cox2b
Intronn°. Phase 5' splice site 3’ splice site
T. gondii 1 0 CAG/ TCAGCAC GCCCCAG/AAA
C. reinhardtii 1 2 CGA/GTGAGTT ATTGCAG/GTA
S. obliquus 1 0 CAG/GTGAGGG GCGTCAG/GTG
2 0 CAG/GTAGGCG GCTGCAG/AAC
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
Figure S2
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Comentario publicados sobre uno de los trabajos

realizados en esta tesis.
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News & Comment
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[Journal Club

which varies in length and contains singl€e
nucleotide polymorphisms. In a worldwide
population sample, the mostcommonly
occurring allele {65.1%) contains four
repeats {4R) and rarer forms contain
anything from two to 11 repeats (2R-11R).
Careful analysis of the pattern of haplotype
diversity is consistent with a ‘two-allele’
system, with mostof the other
polymorphisms generated by
recombination between the two most
common haplotypes, 4R and 7R.
Ding et al. 1] demonstrated
origin of the 2R-6R allelegedn be explained
by single one-step rea@mbination/mutation

from primates. However, the formation of
the second mostcommon allele, 7R {19.2%
occurrence), cannot be explained by such
a simple one-step mutational mechanism.
Ding et al, postulate thatit would require at
gastone recombination and six mutation,

action, increasing its frequency in thw
general population.

Whatis fascinating, however, is that the
7R allele has been shown to be associated
with attention deficit/hyperactivity disorder
{(ADHD}. ADHD is estimated to affectup to
3% of elementary school children in the
USA, with symptoms of inattentiveness,

is the allele so frequgain the population?
Even more puzglefg is why the alleleis
subject to pefSitive selection as the authors
suggp#¥? Oneidea proposed by Ding etal.
jrthat the benefitincurred by possessing
the 7R polymorphism related to what was
happening in human evolutionary history
when the allele arose 40 000-50000years
ago.Then, the 7R polymorphism would
show itself at the phenotype level notas
ADHD, but asrisk taking, drive and
impulsiveness. ltis possible that
personality traits such as these would have
been favourable during, and indeed could
have forged, the expansion and changesin
hisqan society thatoccurred at this time.

S.et al. {2002} Evidence of positive
g at the human dopamine
raceptor D4 gendNqeus. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. 5.A.99, 309-314

~

Anthony lsles
anthony.isles@bbsrc.ac.uk

impulsivity and hyperactivity. Why then, if
indeed there is a link between 7R and ADHD,

ifsights from the limited sequence data

From mitochondrion to nucleus and back again

The extant mitochondrial genomes of constitute an A6cryptogene. Theimplication segments that are notinvolved directly in
virtually all sukaryotes encode only asmall is that AGis encoded in the nuclear DNA of proton translocation are markedly less

number of predominantly hydrophobic these species. An understanding of whatit hydrophobic than their counterpartsin ==
polypeptides, almostall of which participate  takesto express A6in the nucleus would be mitochondrially encoded A6in other [
in the respiratory chain or oxidative valuable, notleastbecause some human species. The protein has also acquired an o
phosphorylation complexes of the inner diseases are caused by mutationsin A6,and  unusually long mitochondrial targeting C.__I_.D
mitochondrial membrane. The majority the ability to express it allotopically in the peptide of 107 amino acids, which might o2
ofthe protein-coding genes from the nucleus, targeting the protein productback facilitate its solubilization in the hydrophilic E
eubacterial symbiontthatbecame the to mitochondria, could offer a potential environment of the cytosol, These features
mitochondria are presumed to have been route to therapy. Thus far, attempts to are shared with the nuclear-encoded COXIt
transferred to the nucleus, or elselost achleve long-term allotopic expression of and COXlll genes of Chlamydomonas.

FALLA DE ORIGEN

human A6have notsucceeded, and the
hydrophobicity of the protein, which has
no fewer than five membrane-spanning
segments, has been suggested to be
perhaps an insurmountable barrier.
Arecentpaper from the groups of Diego
Gonzalez-Halphen and Michael King has
nowidentified the nuclear A6gene from
Chlamydomonas|[1). The problem of
relocation to the nucleus appears to have been
solved during the course of evolution by a
series of changes to the structure of the protein
thatsignificantly reduce its hydrophobicity to
levels that the mitochondrial protein import
machinery can apparently cope with. Three
relatively unconserved transmembrane

The transfer of A6appears to have
occurred relatively late in the evolution of
this taxon, as the gene is mitochondrial in
some other green algae. The implication is
thatthe problem has been ‘solved’several
times in eukaryote evolution, raising the
hope thatengineering of mammalian ABto
permit efficient allotopic expression might
notbe asintractable as once imagined.

altogether. Exactly how or why this came
about and the reasons, conversely, why a
specificsubset of genes has been left
stranded in the mitochondrial (mtDNA},
constitute one of the mostintriguing puzzles
of mitochondrial evolutionary genetics.
Onegene thatisencoded in the miDNA
of almost all eukaryotic taxais subunit6of
ATP synthase (A6, equivalent to bacterial
subunita). Prominent exceptions are the
malarial parasite Plasmodium, the ciliates
Tetrahymena and Paramecium, and the
green alga Chlamydomonas.In all cases, the
completely sequenced mtDNA lacks a gene
for A6, and there is not even any extended,
unidentified mtDNA sequence thatcould

1 Funes, S. et al. The typically mtDNA-encoded
ATPG6 subunit of the mitochondrial F1F0-ATPase
is led by a lear gene in Chilamyd
reinhardtii. J. Biol. Chem. (in press)

Howy Jacobs
howy.jacobs@uta.fi

hipinig.trends.com  0168-9525/02/6 -see front matter © 2002 Etsavier Science Ltd. All rights reserved.

1a\




Apéndice IX.

Materiales y Métodos

192




IX. Materiales y Métodos

1. Cepas y Medios de Cultivo

Chlamydomonas reinhardtii

Se utilizo la cepa cw-15 de C. reinhardtii obtenida de la coleccién del “Chlamydomonas
Genetics Center” de la universidad de Duke (Carolina del Norte, USA).

Esta cepa se agrupa dentro de un conjunto de mutantes que carecen de pared celular o
que producen paredes celulares menos resistentes si se comparan con las cepas silvestres.
Concretamente, las células de la cepa cw-15 son incapaces de ensambiar las capas centrales de la
pared celular pero si presentan fibras semejantes a la capa externa de las células silvestres.
También se ha reportado que proteinas que normalmente se encuentran asociadas a la pared
celular, estan ausentes en esta cepa (Harris, 1988).

C. reinhardltii se crecié en medio TAP (Gorman y Levine, 1965) al cual se le aftadid sorbitol
(Sigma) hasta una concentracion final de 1.0 %. Los medios de cultivo se incubaron a temperatura
ambiente, en condiciones de luz continua con una agitacién de 100 rpm. Las células se cosecharon
en la fase exponencial de crecimiento por centrifugacién durante 10 min a 100xg en una centrifuga

clinica.
Para mantener las células, se resembraron periddicamente en cajas de Petri con medio

TAP anadiendo agar al 1.5%.

Medio TAP:

Solucion de Beijerinck 20 X 50ml

Acido acético glacial 1ml

Tris (Base) 2429

Solucién de fosfatos 1M pH 7.0 Tml-

Solucion de elementos traza 1Tml

H0 hasta 1000 ml

Solucion de Beikerinck 20 X: Solucién de fosfatos 1M pH 7.0:
NH,CI 8g KHPO, 1M 250 mi
CaCl;2H,0 149 KH,PO, 1M ~170 ml
MgSQ,47H0 29 (agregar hasta pH 7.0)
H.O hasta 1000 ml

Solucion de elementos traza:

EDTA-Na; 50.00g
ZnS0O47H0 22.00g
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;Fe‘soé".?‘Hé‘é S 4999

MnClz4H,O = - . 506g. -
 CoCl6H0 .~ 161g
 CuSO45H,0 ==~ 157g

(NH4)sM07024-4H20  1.10g

Los compuestos se disolvieron por separado en los siguientes volimenes de agua:

H3803 en 200 mi
ZnSO47H,O en 100 ml
EDTA en 250 ml

Cada uno de los otros elementos en 50 m|

Se mezclaron todas las soluciones excepto la de EDTA. La solucién resultante tomé un
tono violeta.
Se hirvié la solucién hasta que el color cambid a verde translucido.

Se afiadié la solucién de EDTA.
Se enfrié ligeramente (sin que la temperatura fuera menor a 70°C y se ajusté el pH con

KOH al 20% hasta un valor entre 6.5y 6.8.
La soluciéon se diluyd con agua hasta alcanzar un volumen final de 1000 ml y se incubd a

temperatura ambiente en un matraz cubierto con un tapon de algodén durante aproximadamente
dos semanas hasta que la solucién cambié a un color violeta. Se filtr6 la solucién a traves de un
filtro Millipore de 0.22 um para eliminar el precipitado rojo formado y se almacend en un frasco

ambar a temperatura ambiente.

1.2 Scenedesmus obliquus

Scenedesmus obliquus (Turp.) Kutz se obtuvo de la coleccion de algas de la Universidad de
Texas (UTEX-78). Las células se crecieron en medio basal de Bold (Bischoff y Bold, 1963)
utilizando la solucién de elementos traza descrita para el medio TAP:

NaNO, (5.0 g/200 ml) 10 ml
MgSO,47H,0 (1.5 g/200 ml) 10 ml
NaCl (0.5 g/200 ml) 10 ml
K:HPO, (1.5 g/200 ml) 10ml
KH,PO, (3.5 g/200 ml) 10 mi
CaCly2H,0 (0.5 g/200 mi) 10 mi
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HiBO3 (1.14 g/100 ml) 1mi

Solucién de Eiementos Traza 1mil

Solucién de EDTA Tmi

Solucién de Fierro 1ml

H20 hasta alcanzar un volumen final de 1|
Solucion de EDTA (100 ml): Solucién de Fierro (1000 ml):
EDTA-Na2 509 FeS047H,0 498 g
KOH 3.1g H,SO,4 (concentrado) 1.0 ml

Para mantener las células, se utilizaron cajas de Petri con el mismo medio afiadiendo agar
al 1.5%.

1.3 Toxoplasma gondii

Las muestras de DNA de Toxoplasma gondii se obtuvieron del laboratorio del Dr. Pascal
Herion (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). El DNA se obtuvo a partir de taquizoitos
de la cepa WIKTOR crecidos in vitro sobre células VERO.

2. Purificacién de DNA total de C. reinhardtii

El DNA de C. reinhardtii se obtuvo por tres métodos, segun el tipo de analisis al que se
fuera a someter posteriormente.

Para los experimentos tipo Southern, se realizaron dos procedimientos alternativos que
varfan en el procedimiento mediante el cual se rompen las células:

En ambos casos se cosecharon 500 a 1000 m! de cultivo por centrifugacién durante 10 min
a 100xg en una centrifuga clinica.

A continuacién se rompen las células por cualquiera de los siguientes mecanismos:

e [as células se lavaron con 100 ml de Tris-HClI 10 mM pH 80, EDTA-Na 1 mM
(amortiguador TE). Posteriormente las células se resuspendieron en 5 ml de citrato de
sodio 100mM y se congelaron en nitrégeno liquido. Se agrego un volumen de SDS 2% y se
incubaron a 60°C durante 15 minutos.

e las células se resuspenden en 25 ml de amortiguador QTP (Tris-HCI 10mM, NaCl 100mM,
EDTA-Na 10mM y SDS 1%) y se agitan vigorosamente durante 10 seg.

Las células rotas se extrajeron dos veces con un volumen de fenol-cloroformo (1:1) y una vez

con un volumen de cloroformo. La fase acuosa se precipitd incubando durante 15 min a =70°C con
0.1 volumenes de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 3 volumenes de etanol 100%. Posteriormente se
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centnfugé a. 10 000xg en un rotor SS34durante 10 min y el DNA precipitado se lavé con etanol 70%.
.. Se resuspendlé en 5 ml de agua y se incubd con 2.6 ug de RNasa (Roche) durante 8 h a 37°C.
Después de_esta incubacién, se llevaron a cabo dos extracciones con un volumen de fenol-
cloroformo (1:1) y finalmente con un volumen de cloroformo. EI DNA se precipité y lave como se
describié previamente; finalmente se resuspendi6é en 1 6 2 mi de agua y se guardé a 4°C toda la
noche para completar su dilucién y posteriormente se almacenaron a -20°C para su

almacenamiento.

Para los experimentos de PCR, el DNA se obtuvo utilizando el kit DNeasy Plant mini kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor con algunas modificaciones:

Células de 60 m! de cultivo (aproximadamente 100 mg de peso huimedo) se congelaron en
nitrégeno liquido sumergiendo el tubo que las contenia (sin que las células entraran en contacto
directo con el nitrogeno liquido) durante 1 min hasta que el botdn celular se congeld por completo.
De inmediato se calentd a 70°C hasta que el boton se fundid totalmente.

La preparacion de células rotas, se limpio de restos celulares y precipitados salinos en un solo
paso de centrifugacién cargando la muestra en una columna QlAshredder (incluida en el kit).

E! lisado limpio se mezclé con un amortiguador de uniéon que contiene etanol y se transfirié a
una nueva columna que tiene una membrana de silica-gel. Mediante un paso de centrifugacion, el
DNA se unié a la membrana, mientras que otras moléculas contaminantes como protelnas y
polisacaridos pasaron a través de la membrana en dos pasos de lavado. El DNA puro se eluyé en
amortiguador de elucidn precalentado a 65°C.

3. Purificacion de RNA total de C. reinhardtii.

El RNA total de C. reinhardltii utilizado para experimentos tipo Northern se obtuvo a partir de
50 ml de cuitivo utilizando el kit RNeasy mini kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor para el tratamiento por centrifugaciéon de células animales. Las células se
homogeneizaron utilizando las columnas QIlAshredder en presencia de un amortiguador que
contiene isotiocianato de guanidina (para inactivar las RNasas que podrian haber degradado la
preparacion). Una vez homogeneizada la muestra, se agregé etanol para producir las condiciones
necesarias para que el RNA se uniera de manera especifica a la membrana de silica-gel que se
encuentra en las columnas del kit. La muestra se introduce a las columnas RNeasy y se centrifuga
para que al pasar la muestra a través de la membrana, el RNA se una a la misma. Los
contaminantes se eliminan en tres pasos de lavado y el RNA limpio se eluye con agua libre de
RNasas.

El RNA total de C. reinhardtii para realizar la sintesis de la primera hebra de cDNA para
experimentos de RT-PCR, §' y 3 RACE PCR se obtuvo a partir de 50 ml de cultivo utilizando el kit
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RNéasy mini kit (Quiagen) utilizando la DNasa libre de RNasas para purificacion de RNA en

.- columnas (Qiagen). El procedimiento utilizado en este caso, es muy similar al anterior, sin embarge,

el primer paso de lavado se divide en dos: se hace un primer lavado utilizando sélo la mitad del
'?'i,»vbltumen usual, seguido de una incubacién durante 15 min a temperatura ambiente con la DNasa y
al finalizar esta incubacién se realiza un segudo lavado utilizando la otra mitad del volumen usual de
amortiguador lavado.

La concentraciéon de RNA se determind midiendo la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotémetro de luz UV. La pureza y calidad de la preparacion de RNA se determind a partir
de la relacion Azsonm/A2sonm Y de 1a forma del espectro de absorcion de la muestra en la regidn entre
260nm y 280nm.

4. Geles para experimentos tipo Southern.

Para analizar muestras de DNA total, se corrieron 30 pg por carril en geles de agarosa al
0.8 0 1.0 %. Los primeros se utilizaron para conocer el tipo de genoma en el cual se localiza cierto
gen cargando DNA total sin ninguin tratamiento enzimatico, y los segundos para hacer analisis de
DNA total digerido con diferentes enzimas de restriccion.

La transferencia del DNA a membranas de nylon Hybond—N (Amersham ahora Pharmacia)
se hizo siguiendo las recomendaciones de Sambrook y col. (1989) toda la noche; o a membranas
" Zeta-probe GT (Bio-Rad) por capilaridad siguiendo un protocolo de transferencia alcalina incubando
el gel 15 min con HCI 0.25 M y transfiriendo durante 45 min en un transferidor de vacio Pharmacia
utilizando una solucion de NaOH 0.4 N. El DNA se fijé a las membranas Hybond-N utilizando un
entrecruzador Stratagene de luz UV y a las membranas Zeta-Probe calentando en un horno de
vacio a 80°C durante 30 min.

5. Geles para experimentos tipo Northern.

Para analizar las muestras de RNA total, se corrieron 20 ug por carril en geles de agarosa

1% con formamida 0.66 M. El tratamiento del material de vidrio y de plastico, la preparacion de

soluciones y la preparacion de las muestras se hicieron de acuerdo al método para analisis tipo
Northern descrito por Sambrook y col. (1989).

La transferencia del RNA a membranas de nylon Hybond—N (Amersham ahora Pharmacia)

. siguiendo las recomendaciones de Sambrook y col. (1989). El RNA se fij6 a las membranas

‘ ~““utilizando un entrecruzador Stratagene de luz UV.
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6. Purificacion de DNA de geles de agarosa.

La purificacion de segmentos especificos de DNA, se realizd colocando muestras de
plasmidos digeridos o reacciones de PCR en geles de agarosa al 1 6 1.2% y sometiéndolos a
electroforesis horizontal. De esta manera se separaron, de acuerdo a su masa molecular, los
fragmentos de interés de otras porciones de DNA. Una vez que las muestras corrieron lo suficiente
como para distinguir la region de interés del resto del DNA, se cortd el trozo de gel que contenia el
DNA con una hoja de bisturi limpia y se colocé en un tubo Eppendorf con capacidad para 1.5 mily
se peso. El DNA se purificd del gel por tres métodos diferentes: i) con el kit para extraccion de DNA
de geles de agarosa de Boeheringer (ahora Roche); ii) con el kit QIAEX 1l de Qiagen; y iii) con el kit
Qiaquick de Qiagen.

Estos tres kits parten de la solubilizacién por temperatura del trozo de agarosa y aislan el
DNA del resto de las moléculas presentes en la solucién mediante su unién a una matriz de silica
(en forma de perlas en los primeros dos kits y en forma de membrana colocada en una columna en
el tercero) en presencia de altas concentraciones de sales. La matriz a la cual esta unido el DNA se
lavé perfectamente eliminando todas las moléculas contaminantes con un amortiguador que
contenia etanol. Posteriormente, el DNA se separo de la matriz con agua.

Para cada uno de los sistemas, se siguieron las instrucciones recomendadas por cada uno

de los proveedores.
7. Uso de fragmentos purificados de DNA como sondas.

Para la deteccion radioactiva de genes o de regiones especificas de DNA en experimentos
tipo Southern, Northern y busquedas exhaustivas en bibliotecas (gendmicas y de cDNA), se
marcaron fragmentos de DNA conocidos con *?P (incorporado a dATP o dCTP 10mCi/ml) utilizando
la técnica de cebadores al azar con sistemas de GIBCO (ahora Invitrogen) o de Boehringer (ahora
Pharmacia).

Se siguieron las recomendaciones para marcar de cada uno de los sistemas utilizados y
posteriormente se limpiaron las sondas de nucledtidos no incorporados por centrifugacién utilizando
columnas con matrices de Bio-Gel P-30 de poliacrilamida (Micro Bio-Spin chromatography
columns de Bio-Rad) o de Sephadex G-50 (Quick Spin Columns for radiolabeled DNA purification
de Roche).

El porcentaje de incorporacion se cuantificé utilizando un contador de centelleo tomando
muestras de la sonda antes y después del paso de purificacién.
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8. Hibridacion de las membranas de Nylon.

Cuando se realizaron experimentos de hibridacion en membranas de nylon Hybond-N
(durante los experimentos tipo Southern o Northern) y Hybond-NX (para los experimentos de
busqueda exhaustiva en bibliotecas) se utilizaron dos soluciones de hibridacién diferentes:

e SSC6X
Reactivo de Denhardts 6X
Tris-HCI 20 mM pH 8.0
EDTA-Na, 2mM pH 8.0
SDS 2%
DNA de esperma de salmén 0.1 mg/ml*
* El DNA de esperma de salmén se incubdé durante 10 min en agua en ebullicién y se enfrid
inmediatamente en hielo 10 min antes de agregarse a la solucién de hibridacién.
e SSCS5X
Reactivo de Denhardts 5X
SDS 0.5%

Cuando se realizaron experimentos tipo Southern con membranas Zeta-Probe GT (Bio-
Rad) la solucion de hibridacion usada fue:

Fosfato de sodio 0.25 M pH 7.2

SDS 7%

Las membranas se humedecieron en la solucién de hibridacion correspondiente antes de
colocarlas en el recipiente donde se efectuaria la reaccion. El volumen de solucién de hibridaciéon
por ¢cm? de membrana se calculd de acuerdo a las recomendaciones de cada uno de los

proveedores.

Las membranas se incubaron toda la noche a 65°C después de afadir la sonda
correspondiente marcada radioactivamente. A la mafana siguiente se lavaron las membranas con
soluciones de concentraciones variables de SDS y SSC de acuerdo a la similitud de la sonda

utilizada con el DNA examinado.

El analisis de las seriales obtenidas se realizd exponiendo las membranas (sin dejar que se
deshidrataran) a peliculas de autorradiografia o a una placa de deteccién “Phosphor screen”
(Molecular Dynamics) para su analisis en un aparato tipo Storm o Typhon (Molecular Dynamics).
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9. Busquedas exhaustivas en bibliotecas genomicas y de cDNA
9.1 Basqueda exhaustiva en una biblioteca de cDNA preparada en el fago Agt10

Para conocer la secuencia de los genes atp6 de C. reinhardtii se realizé6 una busqueda
exhaustiva en una biblioteca de cDNA preparada en el fago Agt10 elaborada por Franzén y Falk
(1992). La busqueda y las soluciones empleadas durante el proceso, se realizaron de acuerdo a
Sambrook y col. (1989) con las variaciones y detalles descritos por Pérez-Martinez (2000). La cepa
de E. coli empleada para recibir el fago fue C600hfz.

9.2 Busqueda exhaustiva en una biblioteca genémica preparada en el fago lambda ZAP Il

(Stratagene)

Para conocer la secuencia del gen cox2b de S. obliquus se realizé una busqueda
exhaustiva en una biblioteca genémica preparada por la compariia Stratagene y cedida por la Dra.
Sabeeha Merchant (Universidad de California en Los Angeles, USA) (Queen y Merchant, 1999).

9.2.1 Titulacién de la biblioteca

La titulacion de la biblioteca se realizé siguiendo el protocolo descrito por Pérez-Martinez
(2000) con las siguientes modificaciones:

Se utilizd la cepa XL1-Blue MRF' (Stratagene) para rezibir el fago.

El medio de cultivo empleado fue NZY, en version liquida para crecer a la cepa receptora,
en version solida (agar 1.5%) para plaquear las células una vez infectadas y en version Top-Agar
(agar 0.7%) para verter las células infectadas en los platos de medio sélido.

Se arladieron 15ul de IPTG 0.5 My 50 ul de 250 mg/ml de X-Gal al medio NZY Top-Agar
antes de verter en los platos para realizar un analisis de fondo: el vector Lambda ZAP contiene el
plasmido pBluescript que es capaz de producir la proteina p-galactosidasa y por lo tanto es posible
hacer un anadlisis de a-complementacion de manera que solo las colonias bacterianas que
presenten un color blanco son las que deben considerarse como portadoras de un fragmento de
DNA del organismo a estudiar.

9.2.2. Amplificacion de la biblioteca

A partir de la biblioteca primaria, se realizé6 una ronda de amplificacién siguiendo las

recomendaciones del proveedor:
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Se creCIeron durante toda la noche a 37°C las células de la cepa XL1-Blue MRF' en medio
. de cultivo NZY liquido complementado con Maltosa (Fisher) 0.2% y con MgSQO4 10 mM (Fisher).
' Las ‘células se cosecharon por centrifugacion 1000xg en una centrifuga clinica y se
f'résuépendleron en MgSO, 10 mM hasta que la dilucién alcanzé una densidad éptica (ODgoo) de 0.5.
Se tomaron 600 ul de las células receptoras y se combinaron con la solucién de fagos que
tuviera aproximadamente 5x10° pfu. Se hicieron 20 mezclas iguales en tubos Falcon 2059 de
polipropileno, para amplificar alrededor de 1x10° placas liticas. Se incubaron las mezclas durante
30 min a 37°C para que los bacteridfagos infectaran a las células. Al concluir esta incubacién, se
agrego a cada una de las mezclas entre 6.5 y 7 ml de medio NZY Top agar (previamente fundido y
enfriado a 48°C) y se vacié completamente en los platos de NZY agar de 150 mm de diametro. Los
platos se dejaron reposar alrededor de 10 min a temperatura ambiente hasta que el N2Y top agar
solidificod y posteriormente se incubaron aproximadamente 8 h hasta que las placas liticas formadas
tuvieron alrededor de 2 mm de diametro.

Se agregé a cada uno de los platos entre 8 y 10 ml de amortiguador SM y se dejaron
incubar toda la noche a 4°C para que los bacteriéfagos se difundieran hacia el amortiguador. Al dia
siguiente, se recuperé el mayor volumen de amortiguador posible. Se realizé un dltimo lavado de
los platos con 2 ml adicionales de amortiguador SM y se mezcld con el resto. Se afadid
coloroformo hasta que se alcanzd una concentracion final de 5% y se dej6 incubar durante 15 min a
temperatura ambiente. Estas mezclas, se centrifugaron durante 10 min a 500xg en una centrifuga
clinica para eliminar los restos celulares y recuperar la suspensién de bacteriéfagos lo mas limpia
posible. A la suspension final, se le agregd cloroformo hasta una concentracion final de 0.3%. El
volumen total de la suspension se dividid en allcuotas en presencia de 7% de DMSO y se

almacenaron a -80°C.
La biblioteca amplificada se titulé de la misma manera que la biblioteca primaria.

9.2.3 Tamizaje de la biblioteca

Se plaguearon 6 cajas de NZY agar 1.5% de la misma manera que para titular la biblioteca,
afiadiendo 50,000 pfu recombinantes por caja. En este caso, no se agregaron ni IPTG ni X-Gal y
una vez que las placas liticas alcanzaron el tamafio adecuado, las cajas se incubaron durante 2 h a
4°C para evitar que durante la transferencia de los bacteriéfagos a las membranas de nitrocelulosa,
fragmentos del medio NZY top agar se pegara a las mismas.

Las placas liticas se transfirieron por duplicado a membranas de nylon Hybond-NX
circulares, colocando sobre Ia capa de NZY top agar una membrana durante 5 min y la segunda
membrana durante 7 min. Para que después de la hibridacion fuera posible orientar y localizar las
placas liticas que mostraran una sefal positiva, se realizaron tres cortes de forma triangular en
posiciones asimétricas en el borde de cada una de las membranas. La silueta de estos cortes, se
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reprodgjo';c_bn'uniblumén indeleble en la caja correspondiente y las membranas y las cajas se

numeraron de la misma manera.

; ‘;Al‘_'aié‘mémbranas se desnaturalizaron durante 5 min en NaOH 1M y NaCl 1.5M y se
"'neUtraIiiarOri'durante 5 min en Tris 1M pH 7.5 y NaCl 1.5 M. Finalmente se lavaron durante 5 min
“en Uha solucién de SSC 2x para eliminar los residuos celulares y se dejaron secar al aire. Estas
tres incubaciones, se realizaron colocando las membranas sobre pape!l Whatman saturado con
cada una de las soluciones, orientandolas de manera que las placas liticas no quedaran en
contacto directo con el papel. El DNA se fij6 a las membranas incubandolas durante 2h a 80°C en
un horno de vacio.

9.2.4 Tamizaje secudario

Una vez que se realizd la hibridacion de las membranas con la sonda correspondiente, se
localizaron las placas liticas positivas siguiendo las seflales que se observaron en las dos réplicas
hechas para cada una de las cajas, de acuerdo a la orientacién de los cortes de las membranas y la
posicidn de las marcas en las cajas de cultivo.

Ya que la poblacién de placas liticas en las cajas del primer tamizaje es muy alto, hay una
gran cantidad de placas no positivas que se localizan muy cerca de la placa positiva, por lo que
resulta casi imposible aislar por completo la placa de interés. Por esto, es necesario hacer un
tamizaje secundario en cuyas cajas se localize un numero menor de placas y por lo tanto facilitar la
purificacién de una sola placa litica.

El tamizaje secundario, se realizd siguiendo el protocolo reportado por Pérez-Martinez
(2000) con la diferencia de que las membranas utilizadas en este caso fueron Hybond-NX redondas
para cajas con un diametro de 100 mm.

9.2.5 Recuperacion del plasmido pBluescript

Una vez que se logrd aislar una placa positiva del resto, se utilizd el fago ayudante Ex-
Assist resistente a interferencias (Stratagene), que permite una escicion eficiente del plasmido
pBluescript a partir del vector Lambda Zap |l. Este fago ayudante, contiene una mutacién ambar
que evita la replicacién de su genoma en algunas cepas de E. coli no supresoras como la cepa
SOLR. La recuperacion del plasmido, se realizé siguiendo las recomendaciones del proveedor para
la escicién de una clona aislada:

Se colecté la placa de interés de la caja de NZY agarosa utilizando la punta de una
micropipeta cortada y se colocd el fragmento en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml que
contuviera 500 yul de amortiguador SM y 20 pul de cloroformo. Se agité vigorosamente la mezcla en
un aparato vortex para liberar los bacteriofagos en el amortiguador. Esta mezcla se incubd toda la

noche a 4°C.
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' De manera simuitan se crecieron independientemente durante toda la noche a 37°C, las
cepas XL1 Biue MRF! (en medio’ NZY complementado con maltosa 0.2% y MgSO,4 10 mM) y SOLR
segha_r_on:por centrifugacion y se resuspendieron en MgSO, 10 mM hasta

je células XL1-Blue MRF' con 250 ul de la suspension de fagos y 1 pl
aron durante 15 min a 37°C.

f Sjml de medio LB y se incubaron en un tubo Falcon 2059 de polipropileno
f:«"'durante 3 h a 37°C con una agitacion de 250 rpm.

e Al término de la incubacién, se calentaron las muestras durante 20 min a 65°C y se
céntrlfugaron durante 15 min a 1000xg en un rotor SS34. Se recuperd el sobrenadante que
contiene la solucién madre del fagémido escindido pBluescript empacado como fagos filamentosos.

Finalmente se mezclaron 100 ul y 10 pl de la solucidn madre de fagémidos con 200 pl de
las células de la cepa SOLR en tubos para microcentrifuga independientes. Se incubaron durante
15 min a 37°C y se plaquearon en cajas de LB agar 1.5% complementado con ampicilina 50 pg/ml.
Las células se dejaron crecer durante toda la noche a 37°C. Las colonias que crecieron durante la
‘noche, contienen el plasmido de doble cadena con el inserto de interés.

9.2.6 Subclonacion de clonas positivas

Los insertos presentes en una biblioteca genémica suelen ser de gran tamano, por lo que
obtener la secuencia completa puede resultar un proceso relativamente largo. Para obtener la
secuencia del gen de interés, se realizaron experimentos tipo Southern digiriendo los plasmidos
pBluescript purificados con varias enzimas de restriccion y transfiriendo el DNA a membranas de
nylon para realizar una nueva hibridacién y localizar fragmentos relativamente pequefios.

Los fragmentos identificados se subclonaron en el plasmido pBluescript digerido con la
misma enzima con la que se digirié el plasmido original. La ligacién se realizé con la enzima T4
ligasa (New England Biolabs) incubando toda la noche a 16°C. Se tomo la mitad de la reaccion de
ligacién y se transformaron células competentes E. coli de la cepa JM109 (Promega) en cajas de
medio LB complementado con ampicilina 50 mg/m! y afiadiendo IPTG y X-Gal para poder
seleccionar aquellas colonias que presentan el inserto. Para ver los detalles de estas reacciones
consultar Pérez-Martinez (2000).
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9.2.7 Medios de cultivo y amortiguadores utilizados

NZY

NaCl 0.5%
MgS0,4-7H,0 0.2%
Extracto de levadura 0.5%
NZ amina (hidrolisado de caseina) 1.0%

_ Ajustar el pH hasta 7.5 con NaOH

Cajas de NZY Agar o Agarosa
Medio NZY con agar o agarosa hasta una concentracion final de 1.5%

Top NZY Agar o Agarosa
Medio NZY con agar o agarosa hasta una concentracion final de 0.7% .

LB
NaCl 1.0%
Bactotriptona 1.0%

Extracto de levadura  0.5%

Cajas de LB-Agar .

Medio LB con agar hasta una concentracion final de,'1‘.5%

Si es necesario, afiadir ampicilina hasta una concentracion final de 50 pg/ml.

Todos los medios de cultivo se esterirli'zan, por autoclave durante 20 min a 15 psi.

Amortiguador SM (cantidades para 1I)

NaCl 68¢g
MgS0,4-7H,0 209
- Tris-HCI 1M (pH 7.5) 50 ml
. Solucién de gelatina 2%* Smil
: Hrz’Or hasta 1|

Esterilizar el amortiguador por autoclave durante 20 min a 15 psi.
*La solucién de gelatina al 2% se prepara afnadiendo 2 g de gelatina a 100 mi de agua y
esterilizando la solucién durante 20 min a 15 psi.
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La cepa XL1-Blue MRF' se conserva en medio LB‘(Iféywdo' o sélido) complementado con
tetraciclina hasta una concentracién final de 50 pg/ml.

La cepa SOLR se conserva en medio LB (liquido o sélido) complementado con kanamicina
hasta una concentracién final de 50 pg/ml.

10. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La mayor parte de las reacciones de PCR realizadas a lo largo de este trabajo, se hicieron
utilizando la enzima (Tag DNA Polimerasa o la HotStarTaq) y los otros reactivos de la marca
Qiagen. Sin embargo, para obtener los productos amplificados de PCR en el caso del gen atp6 de
C. reinhardtii se utilizé la Pfu turbo DNA Polimerasa (Stratagene) utilizando el amortiguador de la
enzima recomendado por el proveedor y los otros reactivos (incluyendo la solucién Q) de Qiagen.

De manera general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 ul en
condiciones de MgCl; 2mM, 2.5 unidades de polimerasa, 1x de amortiguador de la enzima, 1x de
solucién Q, 200 uM de desoxinucledtidos trifosfatados (ANTPs), 20 pmol de oligodesoxinucledtidos,
entre 200 ng y 1 ng de DNA o cDNA templado y arfiadiendo agua hasta completar el volumen de
reaccion.

Los ciclos de PCR utilizados cuando se esperaban productos amplificados cortos (de
menos de 2 kb) fueron:

5 min a 94°C* (desnaturalizacion inicial)
1 min a 94°C (desnaturalizacion)

35 ciclos 1 min a 55°C (alineamiento)
2mina72°C (extension)
7 mina 72°C (extension final)

* Cuando se utiliz6 como DNA templado una allcuota de alguna de las bibliotecas clonadas en
fagos, esta incubacion se realizé durante 15 min.
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Los ciqlés dePCR’utiIizados cuando se esperaban productos amplificados largos (de mas

de 2 kb) fueran: St e
L /5 min a 94°C

(desnaturalizacién inicial)
k “"[10sega94°C (desnaturalizacién)
10 ciclos . <1 min a 55°C (alineamiento)
i laminta 68°C - (extension)
i 10 sﬁeg,'al o4C (desnaturalizacién)
4 1min‘a f5'57°C (alineamiento)
(4 min* (mas 10 seg/ciclo) a 68°C (extension)
" 7 min a 68°C (extensién final)

*se calculé aproximadamente, una extensién de 1 min por cada kb esperada para el producto.

Para analizar los productos de PCR obtenidos, se corrieron 10 m! de cada uno en geles de
agarosa al 1% 6 1.2% (dependiendo del tamario esperado).

11. Preparacion de la primera hebra de cDNA

La sintesis de la primera hebra de cDNA se realizé utilizando cuatro sistemas diferentes:
Thermo RT™ (Display Systems Biotech), M-MuLV RT (Promega), Superscript™Il (Gibco BRL ahora
Invitrogen) y Omniscript (Qiagen). En todos los casos se tomaron como templado 1 6 2 ug de RNA
total y 25 unidades de inhibidor de RNasas (Boehringer ahora Roche).

Como en general el DNA nuclear de C. reinhardltii tiene un alto contenido de G-C y produce
estructuras secundarias que pueden interferir con la sintesis de cDNA, se incubd el RNA templado
a 65°C durante 5 minutos y se enfrié rapidamente en hielo, ademas se agregd amortiguador Q
(Qiagen) a una concentracion final de 1X independientemente del sistema utilizado.

12. Adicion de colas de poli A al extremo 5’ del cDNA

Para poder amplificar por PCR el extremo 5' del cDNA se le aiadié a la primera hebra de
cDNA sintetizada una cola de poliA. Esta reaccidn se llevd a cabo con la enzima transferasa
terminal (Boehringer ahora Roche) siguiendo las recomendaciones del proveedor:

Se mezclaron los siguientes elementos:

50 U de transferasa terminal (2 ul)
dATP 6.25 1M

Amortiguador de reaccion 1X
CoCl; 1.5 mM
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cDNA 1ug
Agua hasta un volumen final de 20 pl
La mezcla se incubd durante 15 min a 37°C y posteriormente durante 5 min a 65°C para

desactivar a la enzima.

13. Identificacion de los extremos de las secuencias de cDNA por experimentos de 5’ y 3’
RACE-PCR (Frohman, 1993)

Para poder amplificar los extremos de los cDNAs, se aprovech¢ la extension de poliAs que
éstos tienen naturalmente en el extremo 3' y artificialmente en el extremo §'. En ambas reacciones
se tomd 1 ug de cDNA como templado (sin extension artificial de poli A para realizar el experimento
de 3'-RACE y con extension artificial de poli A en el extremo &' para el 5'-RACE).

Estos PCRs se llevaron a cabo en dos reacciones independientes, ambas se realizaron
utilizando los ciclos de temperatura descritos para ampilificar productos cortos pero cambiando la
combinacién de oligodesoxinucledtidos y la temperatura de alineamiento: la primera con el
oligodesoxinucledtido dT/adaptador y un oligodesoxinucledtido especifico para el gen en cuestion
se realizé a una temperatura de alineamiento de 48°C mientras que en la segunda reaccion se
utilizé el oligo adaptador y un oligodesoxinucleétido especifico anidado (con respecto al oligo de la
primera reaccién) y una temperatura de alineamiento de 55°C.

14. Disefio de oligodesoxinucleétidos
14.1 Oligodesoxinucledtidos especificos

Los oligodesoxinucledtidos especificos fueron disefiados en regiones de una secuencia
conocida de acuerdo con los siguientes principios generles:

* Que el contenido de G-C fuera alrededor de 50%.

e Que el extremo 3' fuera una C o G (para estabilizar el extremo 3' del
oligodesoxinucleétido, que es donde va a empezar a trabajar la polimerasa en la
reaccion de PCR).

e Que no hubiera mas de dos Gs o Cs en el extremo 3' (para evitar que
alineamientos inespecificos se estabilizaran).

* Que la secuencia del oligodesoxinucleétido no formara estructuras diméricas por
complementaridad de la secuencia con &l mismo.

* Que la secuencia no contenga regiones complementarias que puedan formar
estructuras secudarias (por ejemplo asas).

e Que tuvieran una longitud de entre 18 y 30 pb. Teéricamente, una secuencia de 18
pb representa una secuencia Unica entre 7 x 10" nt y por lo tanto deberia ser
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complementario una séla vez en un genoma eucarionte, que usualmente contienen
entre 10%y 10° pb.
e Que la Tm tedrica fuera alrededor de 55°C.

14.2 Oligodesoxinucledtidos degenerados

Los oligodesoxinucleétidos degenerados se utilizan cuando no se conoce la secuencia de
nucledtidos de un gen especifico y se disefian en base a regiones conservadas de residuos de
aminoacidos de la proteina codificada por el gen que se esta buscando.

Ademas de las caracteristicas tomadas en cuenta para el disefio de oligodesoxinucleétidos
especificos, se busco que la secuencia tuviera las siguientes caracteristicas generales:

e Buscar regiones de la secuencia proteica cuyos residuos de aminoacidos no se
codifiquen por muchos codones (evitar en lo posible Arg, Leu, Ser, Pro, Ala, Gly,
Thr, Val). Es muy importante considerar el uso de codones preferencial de cada
organismo, ya que en algunas ocasiones es tan sesgado que, para estos
propoésitos, se pueden considerar menos degeneraciones.

e Buscar regiones altamente conservadas sobretodo en el equivalente al final del
oligodesoxinucledétido.

e Que las ultimas posiciones de la secuencia del oligodesoxinucledtidc no

contuvieran degeneraciones.

Para analizar la secuencia de los oligodesoxinucleotidos para evitar complementaridades y
por lo tanto para evitar la formaciéon de dimeros o de estructuras secundarias, asl como para
calcular las Tm se utilizaron los programas Amplify 1.2 e HyperPCR.

Todos los oligodesoxinuclettidos utilizados en este trabajo se sintetizaron en la “Nucleic
Acid Facility" del Kimmel Cancer Institute de la Universidad Thomas Jefferson (Philadelphia, PA,
USA).

La secuencia de los oligodesoxinucledtidos empleados en este trabajo se encuentran en el
Apéndice XI.

15. Clonacion de los productos de PCR

Una vez que los productos amplificados se purificaron de un gel de agarosa siguiendo los
protocolos descritos anteriormente, se clonaron en vectores especiales para productos de PCR:
e Todos los productos obtenidos con una enzima Tag o HotStarTaq polimerasa se
clonaron en vectores como pGEM-T Easy Vector (Promega) o pCR2.1 (Invitrogen),
ya que contienen extremos 3' =T que permiten una facil ligacidn con los extremos 3'
desoxiadenosina que dejan estas polimerasas.
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~ En élgunos casos, se construyé un vector con extremos 3'-T para clonar
: produdtos de PCR sin modificar siguiendo el protocolo descrito por Marchuk y col.
(1991): el plasmido pBluescript (Stratagene) se digirid con la enzima de restriccion
EcoRV y se incubd con la enzima Taq polimerasa (Qiagen) en presencia del
amortiguador de la enzima diluido hasta una concentracién de 1x y dTTP 2 mM
durante 2 h a 70°C. El vector se limpid posteriormente con el kit Qiaquick (Qiagen)
siguiendo el protocolo recomendado para eliminar nucleétidos y se utilizd en
reacciones de ligacion.

e A los productos obtenidos con enzimas como la Pfu polimerasa, se les afiadié una
desoxiadenosina en el extremo 3' para poder clonarlos en el mismo vector con
extremos 3'-T:

o En 50 pl de reaccién, se mezclaron 4ul de dATP 10 mM, 5 pl de
amortiguador de PCR 10x, el fragmento de interés, 2.5 U de Tag
polimerasa y agua hasta completar el volumen. Esta mezcla se incubd
durante 30 min a 72°C y posteriormente se limpio del exceso de dATP y de
enzima utilizando las columnas de Qiaquick siguiendo el protocolo descrito
por el proveedor para eliminar nucledtidos. Una vez listo el fragmento, se
clond de la misma manera que los productos obtenidos utilizando una Tag
polimerasa.

En todos los casos las reacciones de ligacion, se llevaron a cabo incubando con la enzima
T4 ligasa durante toda la noche a 16°C. En el caso de los vectores comerciales de ligacion de

. productos de PCR se utilizé la enzima que incluye el proveedor para este fin y en el caso del vector

_construido en el laboratorio, se utilizo la enzima de Gibco (ahora Invitrogen).

" A continuacion, se tomd la mitad de la reaccion de ligacion y se utilizéd para transformar por
temperatura a la cepa de E. coli JM109 6 DH5a.

16. Secuenciacion de DNA

Las secuencias de reportadas en este trabajo se realizaron en secuenciadores automaticos
del Kimmel Cancer Center DNA Sequencing Facility de la Universidad Thomas Jefferson
(Philadelphia, PA, USA) o en la Unidad de Biologla Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM (Ciudad de México, México).

Las secuencias de los genes obtenidas en este trabajo se encuentran en el Apéndice X.
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17. Purificacién y solubilizacion de mitocondrias de C. reinhardtii

La purificacion y solubilizacién de mitocondrias enteras de C. reinhardtii, se realizd
siguiendo el protocolo reportado por Eriksson (1985) con algunas modificaciones:

Las células de la cepa cw-15 de C. reinhardtii se lavaron dos veces en amortiguador de
lavado y se resuspendieron en amortiguador de ruptura hasta alcanzar una concentracion final de
0.5 g células/mi. La suspension de células se mezcld con el equivalente a dos volumenes de perlas
de vidrio de 0.5 mm de diametro y se agité en un aparato tipo Vortex a baja velocidad durante 1 min
o (h'asf_;-z que aproximadamente el 95% de las células se hubiera roto). La solucion obtenida de esta
: ménera, se colectd y separd de las perlas de vidrio. Estas fueron lavadas tres veces con 10 m! de
amortiguador de ruptura recuperando el sobrenadante después de una centrifugacion a 2000xg
durante 5 min. Todos las soluciones se incorporaron y se mezclaron con un homogeneizador de
teflon. El homogenado resultante se centrifugd 10 min a 1500xg en un rotor SS34. El sobrenadante
se centrifugd durante 10 min a 12000xg en el mismo rotor y se colectd el botén obtenido que
contiene la fraccion mitocondrial. El extracto crudo de mitocondrias se resuspendié en § ml
aproximadamente de amortiguador de ensayo y seé mezclé con amortiguador de Percoll hasta
alcanzar un volumen final de 35 ml. La mezcla se homogeneizé dos veces con un homogeneizador
de teflon. El homogenado se centrifugd durante 40 min a 20000xg en un rotor SS34. Se colectd el
botén y se diluyd en amortiguador de dilucién de Percoll hasta un volumen final de 40 ml. El
homegenado mitocondrial final fue centrifugado durante 10 min a 12000xg en un rotor SS34. El
botdn que contenia a las mitocondrias, se colecté y lavé nuevamente con el amortiguador de
dilucién de Percoll. Esta preparacion se centrifugd durante 5 min a 10000 en una microcentrifuga
Eppendorff. El sobrenadante se descartd. El botdn mitocondrial final se resuspendié en 35 ml de
amortiguador de dilucion de Percoll complementado con inhibidores de proteasas.

17.1 Amortiguadores utilizados

Amortiguador de lavado

HEPES-KOH 20 mM
pH 7.2

Amortiguador de ruptura

HEPES-KOH pH 7.2 50 mM
EDTA 5mM
Sorbitol 0.256M
- Cisteina 4 mM
PVP-40 0.5%

BSA 0.1%
" Amortiguador de ensayo

Sorbitol 0.26 M
KCI 10 mM
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10 mM
0.1%
5mM
0.25 mM
.. =:MOPS- KOH pH 7 2 10 mM
CPVP-40 e 0.5%
o Percoll . ) 20%
i BSA ' 0.1%
. EDTA - : 1 mM
“‘Amortiguador de dilucién de Percoll
Amortiguador de fosfato de potasio 10 mM
Sorbitol 025 M
EDTA 10 mM
BSA 0.1%

pH 7.2
Amortiguador de dilucién de Percoll combinado con proteasas

Amortiguador de dilucion de Percoll complementado con los siguientes inhibidores de proteasas:
fenil-metil-sulfonil-fluoruro 0.5 mM

benzamidina 1 mM

acido g-aminocaproico 5§ mM

18. Determinacion del valor de proteina total

La concentracién de proteina en las muestras se calculé6 mediante el método de Lowry y
col. (1951) con la modificacién de Markwell y col. (1978).

19. Electroforesis nativa azul

Las mitocondrias de C. reinhardtii se solubilizaron en lauril-maltésido 1.0% y se sometieron
a una electroforesis nativa azul (Schagger, 1994) usando geles con un gradiente de 5.0 a 12.0% de

poliacrilamida.

20. Electroforesis desnaturalizante

Los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial de C. reinhardtii se separaron en
geles de placa de segunda dimensién de 1.2 mm de espesor al 12 % de acrilamida en una camara
BRL (Vertical Gel Electrophoresis System) en presencia de SDS y Tricina (Schagger y von Jagow,
1987).
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21. Secuenciacion del extremo amino terminal de proteinas

Las proteinas del complejo FoF 1 ATP sintetasa de C. reinhardtii se electrotransfirieron a una
membrana PVDF ProBlott (Applied Biosystems) a 40 V durante 4.5 h a 4°C en un amortiguador de
acido bdrico 50 mM y Tris 50 mM (sin ajustar el pH).

Las membranas se tifieron posteriormente con azul de Coomasie R, se destifieron para
eliminar el exceso de colorante y se dejaron secar al aire.

La determinacion de la secuencia amino terminal de los polipéptidos se hizo en el

“7 Laboratoire de Microséquengage des Protéines del Institut Pasteur (Paris, Francia) en un

secuenciador 473A de Applied Biosystems (Atteia y col., 1997).
22, Analisis in silico de las secuencias obtenidas

Las comparaciones entre secuencias, tanto de nucledtidos como de aminodcidos, se
realizaron con el programa ClustalX utilizando los parametros por omision considerados por el

programa.

La busqueda de secuencias y comparaciones de las bases de datos se realizaron utilizando
las distintas versiones del programa Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

El analisis de las presecuencias mitocondriales asi como el calculo de los segmentos de

Cr-ATP6 entre 13 y 17 aminoacidos con hidrofobicidad local (<H>) se realizaron con el programa
- MitoProt Il (Claros, 1995). La mesohidrofobicidad se estimd al explorar cada secuencia
polipeptidica para localizar segmentos con un niveles maximos de hidrofobicidad en ventanas de
:entre 60 y 80 residuos y promediando los valores obtenidos.

: Los cruces transmembranales de Cr-ATP6 se predijeron utilizando el programa TodPred |l
" (Claros 'y von Heijne, 1994), en el servidor de |Internet PredictProtein
(www.es.embnet.org/Services/MolBio/PredictProtein/} (Rost, 1996) y en el ExPASy Molecular
Biology Server (www.expasy.ch).

Los datos usados para analizar el uso de codones se obtuvieron de la base de datos de uso

de codones (Codon Usage Database) del Kazusa DNA Research Institute (Chiba, Japén)
(www.kazusa.or.jp/codon).
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Secuencias reportadas
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atp6 de C. reinhardtii
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-gcetcggaatgggacggegtgacgeegtgeggagectgtgecagetggegcagecgggeggcgageageggetgatggceg
gccgeggctggeccacggagggegcagttgcggeaggaggagetgtggeggeggedgttgegeggggtagegtgeageag
cgggaacagggcegceggcoceggedgtgctggtcggecagataaaccggegeagtgetttcogggectgectggctagaagt
. gcgggttggtgtagccagtaaaagcatgggggtgeggcttgegeccggeegtggggtttceegeggeactggtggecagec
ggtcggctgagtegettagatgttgetgtgtctegtgteggggegtecgttgegtggaggggeggggcctgegectgeg
cgggatggcgtcagtecgaggagcetgegeggattagaggtacgeggeggecageggegacgtecgatageagtagecagagga
geggagetgtggagttggagageggetgecageggtgcagggegtegtecatgtegecegectgegtaatececcgggtyge
ttcaactccecroggggaggggcggacgtggcgaccggegecctgecoccggetgeggagtgecgegactgeoctagaggeggtgt
gecatcgggagcgcagegaagtgatggggececcggegggeggeggeggegtgeggegegecagagtaccggegeggeggea
aggggaccggcagctcecccggggtccccagecgececatcgtgtggcgegtggoegecgtgegececgececcgtgtgggeggeecyg
aggagggagcggcgcggcagtgaaacacactgcggcgtaccgaccgaggcacacgtcgagaagtagacagcgecaacage
aacggcagcgaaaacctagcggtgggaggtccggagttgtgggggttgtgctgtggcagacecggccgacgegocgecaggce
tgggggcgaccacggggdgcgggcatcgectacctgtggegegeacecggecagegtgcacecttgecatgetggettgt
ggaggcggggggaagaggtggaggcettatacctggtagettggcaacctagecatcagecaggtgacatgaaagtagtgga
actgtaggttttcgtgtgtgcgggaagggttgtttgtgtgtgcgtgetcccaggagtatcgagcacacgggtggececga
aagtaggtttcaatagctttgcgtcagggttttgtgggggaggectgaagaggetggacaccgataggcecagtgatgg
cctgaggcgaggagactgtaagetteogtetcccoccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa




ERA g, e s pr st es e ab?

Intrén 1
gtgaggcggctggccgatctatgtgctgcgaacagctctttcgcggcacc
cctgcctcacttgctcggctcccggata ctcaatcccacag

caégégcggcg;ggtthgga

Intrén 2

cgtgtcctggccgcag

Intrén 4 : - v
gtgagcgccgaggtgcagaacataaaggctacggagctgcattacgggctttagcgtgaaaggattgtgggga“
gctctgggttcgggagtggtcccgagggcggggaaactctctggagggtcggcgacctggtgtgggtttgcgt7
gtaagctgetgeccteacteagetgotgoccccactcocctogegegoacgegaatttgoggtcteactecacy.
cgceccataatgetaccatcgeecttecttgettgtgaacctgeag

Intrén §
gtaagcagctgaggcaatcctgaggecatggteggggcgagcagggaggaagtectgagectgecggacaagecta
atgccggggctacggctgctgetggagaggggtgeggattgaggcaattgtgeggttacgggggecatteacct
gctgacaatcatgagcgaggaataagcaggatggtgegttgeattgggacgagaatctatgetgggatecttg
acgcggtctcacctcoceotgetectgogectattoccocegecccegeag

Intrén 6
gtaggaacgggcgggtgecgggagcocaacgeattgaaggttgtggagecagegggtttgtgtttgeacaggtecag
caccgcgtgcggggtgtgccgggtatgcacggcatgtgctgggtgcgtgcacgccaacaccgaatggcaaaac
ttgtgcctgactagttggttgttgtccttgccgaccgcag

Intrén 7
gtgagtcgctgccgttcgcacagctgcactgtaaactacagattaggtgcgctctctgggaccctgcgacgcc
acacctacaccgcctgctttccagaacccacctggctgccaccccgcctccccacgccgtctctctcaaccgg
tactcttecttgeag w o




nd4L de C. reinhardtii

(—Asjﬂtcééagqtgayttcéééafg'étfgéé;ﬁﬁa&tééégﬁéécéaga

atg tcg cgg acg cag ctg cte aggfcg;.'
M s R T Q L L R 7R.L

Y atc acc
B S e

‘tcg

yf‘é¢g gcc: atc ggc ctg’gcg
T A I G L A

gag gcg ctg aac atg ctg aag tag atc ggc ggg agc tag caﬁlggg cag caa cag cag ccg
E A L N M L K

gagcagcagcgacaggcgtggcgggggggccgaaacgcgtgecgggcacaacacgcgtgcagecgacgttccagecaacggecgeg
ggccgcatggcggccgctgtgagctagcgcagcectgaaagcagatgggggtetggaacggageccagectggegegtggecatggg
cactgctgctagccegtgatggagctatgagcgecctctcacaacggtgeggegggagtgagetttaatgecggatgacgagcag
tatactggcgggcctggggttggcaagggcaaggggcgagcctgccagetgecttgggggecttggggectacatgaggecagg
tgcttgcatgcaaagcaacttgttgcgagggctggaggcattggcagagacteccgtgaatageccgagagcgggetgeggtgt
cggagttggcaagatggcgcgcttggcgecgacacaaggctgeggtgtgecgtgecaaggecgtececggecatgtttggettgegt
gcacgcagaggcaattgtgacaggcttattgcattagggcttaatggecattttgacttgagacagtacggggtggtgatgag
cgaggggttgaaatagtccagaagttgtagattcttacagcagcatgtggagagcgecatgetgcagacagtgectcaggeat
tgtagaattaaggtggcagtggaaatgcaccaaggtggcagtggaaatgcaccgacgattgcaggaacatgggtagggggtt
tggtgtgatgctgtacgtcggggcgaggagcecgggattggaggectgggggagacgtggggaagcactgccactgectegte
cagtggacgggctggatgctcaatgggtgtaaaccgegcatagccggaattettttgetttet (1647)




cox2b de S. obliquus 2

‘gtg gag ccc ggc cag atc cgt ctg ctg.gac tgt gac'gag cgc.ctg gtg ctg ‘ccc acc aac
v E P G Q I R ‘ L : Lf‘wD;;fC‘ “D‘«‘Ea Ri«w LV, 'L PT N

gtg“qcé age:

agc ctg gtg cgg. ctg .
; V..U P .8

S L v R L

ctg ggc gtg aag -atc 'aégfat¢'cag
LGl Ve Kot Lo ok el o i
cgg. ccc ggc §tg:tt§' c tge t :
R P G ViR YT Q e ‘s'_»‘nE_‘ [P AR

cec atc gtg gtg gag gog gtg aca ccc cgc cag ttc gty caXdac tac ctc aag aag tgg
P I v \ E A v T P R Q F v Q. N Y LK IKDUW

atg gag taa gcacatgcctggcctgatggtatgggctggtcgactgtaatagtaggcagaggtttgggctgataccttg

M E *

gctgcacctggcaggtgcatgccacctgeccagcagecagagcaggcacgtgcactttgtectggagtgcataccgegtgaccgte
gtgagccctgtggcttggcaacctgaattgtagtgacgtttgcatggatggcttttgtatgttggttggatgcactggettgg
ttgtaacatacctgtgtgctgctatgtacgcattatgttgcatacaatggttgacctgtaatgattgacctgettgecacgttyg
taccaattttatactgctatgtatgagatgtagatgacaagaagggtgacaaactgccagecaagtgcacatgeccgtteate
atactcatgaaccaaggtcagacggaattgcagtgtcggatgcaggcaggatcgggggtagtcaaagcgagagcaggeettgg
cttggtctgtattcggtgacagcgecgaaggtegtttgetgecagtgtecgecatttgecagectecgttttttcatecgetgecatttgea
ttgatttagatacttgaaccaacgatagccccgcagctcgagagtttgcaggcagtacgecgtggagtaggcaacgcagcgecge
aagcagggacgatgccggagtctccaagectgctagatgtcecgggtgcacagcgaaacaaacacagaagcagcaaaaagaaca
ggtaggaaggccttctgtcttcgtaacccatgaacgttggcagcacggacagcttgcaggactgatttggcgecgcacgecaggt

cgcat

Intrén 1
gaattcccttgcgctgctgcggccaccctccttcaatctcttctgtacactcacttgccaccgctgccgctgctgctgtg

cacttccccecgctgccactgctgectgectgectgttgecag

Intrén 2
gtgaggggtgataggggagcagcagcagcagcggcagcagcaccagcatgcagcagcggcagcagcagegtgtggecaggt
gttatggaggaggagcactcaagtgcccgectgctttacggaagtaccacaggtgaagcagctggctggecggetggecactyg
ctgggtagcactcacacctggcatcatgtcaccaagatgttectgcttecttcatgegccagtgatgecatttacatcaac
acaagccgcgctgatccctgtceceoctgetgetgcectgectgectgetgcatttgetggegteag

Intrén 3
gtaggcgctggcgctagecgtgeggecagetgcagtgttgttgegtgecagtatggecagtgtggcagggecgagegtgetttg
tgtggcgtgtgtgtttectggccaacgggtgectgaatgatgaagcagtcgetttgtgtaactgacgaattctagacaaage
caggatcccaaaggctgtgtgtgctgcagcagtagtcagctgtgcggecgcagtgtgttgatgggttgagccaaccacgce
ttcatgcacattatggtggaggeggtttacgtecgtgggggcaaggtggtaggtgetgatacaatggccaattgetggtag
cagccacaactgcagcctgaattgagcagctgtgectggtggcagcaaacaggegcagtttectgtcattectgetgecaca
gcagtgtctgacctggttgctgectttgctgectgtectgeccteectgeecctatectgetgetgecag




atgtccgttctatcgagtcgccaatcacgcgtgccatgagagaagtgacaaaagggataagtcggatccgactgtgtggact

acccggacttgaacaaacattctgtgttattcaggaaagge

Intrén 1 :
gtacgtccgtcatgagggattcgcgggggtctgtaggccacagaaaaccgcgacactcttgagccaccgcaaggtcaatg
gaacgcttcttgttcccgtaatggcaaacgaggtgtctacgtggcatgacccaacaaattctgtgcatttacaagacttt
ttcegttttatttaagatccgtgaaaagtattgacctaatcgtggcaaaaggttggtatgtagggtaggecgacaaaggtg
cgaatcttgcatgatgttagtcggttgattgtgggtttttttcag

Intrén 2
gtaagagacgaaagagtgtttttgcatcaacaggcctgecgacgctgtagatgactgtgaacggtcgaaactgtgacactt
caccgaatggcacttgagtgcacgaagttccagtggcctgtgacagatgaatttgeccctcgatgattgggtattgggtat
tagaggcgaaacgtgaataaaacatgcgcattttatgttttcgtgagacgecacttgaacgagcaggecggectgctattat
gttctttatgtcggaagagaggtgacaaagaacgtattcaacgggacgaggttcctgtggcagaaaatgccgtgtgecatt
ggaggggctagcagttattggacagatgctgagtgggcagttctgtggtgtccgtttaaaaaacaatgtcactgctcaag
agcatgctgcatataagacaaaggcatgtccctagaggctattgtcgaaaagcgaatgttgcactgcaccaagagtacat
gtgtgcgagcactgaatacccatgggcttttctggggacctagcagecgattctgtctacgaatggttgegtgtttetgeg
cag

2\9



cox2b de T.gondii

{(-60) cacgagcg;tgptﬁth;tttqtgcgaccﬁctQﬁpécéaﬁtgécﬁaQCétEQgcttégcc:'=

atg gat gtt ttc cgg tec ttc fgg;aackcgg‘égg ggﬁ.écg.gCC ccqlgg ‘ggc . gec
M D v F R S FoooWA NG R R G LA :

gcg gga’
A G

agc tca ggt cgt
G R

tet.,

g tge’
P

S
ctc cag ggg .ttc atg ¢cé atc gtc atc gaa 'gec gtg age ccc gaa
A L H. G -=F MR v T o B AT TV S p E

acc tac gcg gcg cat gca aag aag tgg tac aaa gac tga gaa ctg gta ttc aag tgg cag
T Y A A H A K K w Y K D *

ctcggacactcgtgaacgaccaggccagaaagtgatcateggteocccacattecgecacaattgtgtectgtegtetectggtta
gagcacaaaactcttatgtggagtgagaaatgcgcgaggaaggagggcaagceccgecgaggacgtgggtgcacacgaccaggce
aactcttgttgaaaaacagcattcaaagaaaaatcctccgatttecgecggtgaccattegttctgtggtaaagtggcaagatt
gagacggtgtggtgtctcatggagaagccctgegggagggcttccaatgteteccagtecgtagcaagetatgatgggatgac
cgcgacagctagtcacgagggttcaacctecctcagtggagtcttgaacaaagagagatcggaaaagatcagcaggaaacaac
aaatagttgcatcgcaacgttgggatgaacggcttgcgaaaactgctacgacgtttcatagacgcgetttttcecgggetectg
gaagtaacatgttctgcaaagcacgtgecaggattttcttegegtgtctectttgetgttgaacgttgtcteggtecgtecegg
ttcattgtttgcgtgegctgecttatccacgtttctecttagtacacagatatcgecgeatetgggaaatacectttgttgaaga
cactcaattacttctgccaatgtgatggcaagceccect

Intrén 1
aaaaagggtgaaacgcctctacagaatgtggecgectgeggactegtgacgececececay

2595



cox2a de T.gondii
Lo %;,f,, L RN i‘(éié2):aaggagééﬁﬁﬁgaéﬁéééégcﬁ;tﬁétéﬁgéagéégéﬁta,-,:
tgcgggaggacgcactgtacttgecaaggeecteottgcagtetgtccctcaaaaacgcactgega tcecgtggttg .

tgg

N I P F W P L

- o 563
aag gct gag ttc ctt tte : ac .- : sttt .gca !tt ccg
K A E F L F o ; y ‘ I p

atg ttc acg ctc ttg tac atg ctc gac gaa gog gtg tat’geg gchatg,aCciétc‘aaa gtt
M F T L L Y M~ L D “E > A VY VA IR IEM TN Y K v

atc ggc aga cag tgg tac tgg atc tac gaa gtc gag tcg cct gtt gac gac gag gag tag
I G R Q W Y W I Y E v E S P v D D E E *

agagcacaggcecggcttectatgecgtttecctaaaggacggectgtccgagegttgaatgggcagttgatggtctgecacccagaa
gcaaatggaaacaactggatgccgcagtttgccagecatctttgagaggttttggaatcacagtegtttttctecgagttcage
agcggctctgggacagecgaccteggttttgagaagegegggaacggcactgetgtaaacgacgectcatgtgectgegtegetg
gatgagcttgtgaacccgagatgaatcgacgttttcgtgtacaattgagtgtgtggatggaaaaatacactttgttgaatac
aaatgtgagtaccgtgaaaatacgacccagcgggccggagatatgtttecctetggacacggcactgcagaagtggtgegttt
aaccagggctgtcgtcacttggaagagcagacaccgctagcagtggtgaacataaatatgcgaattgaaagaaagcggtctce

AR




cox2a de T.gondii

CiiR122) éagg;gégt;tgaacécaggcttttgtgtggagcaggtté—
tgcgggaggacgcactgtact:gcaaggététcttgcagtc;ggccctcaaaaaqgcactgcgagggcggattccgtggttg

atg cta gca tat ttt

tt gtt.ttc.tgt-gtc
A Y N o

Y fletw

gga cge
“N° G R
i 285

ttg ctec atg
M

gca att ccg

gag ,
E- . A 1 P

F L

atg. acc gtc aaa gtt
M T v K v

atg ttc acg ctc ttg ‘gaa‘’gcg’g

‘ tg tat gcy-gce
M F T L L Y M L ‘DL E A e o

Y AT AL

atc ggc aga cag tgg tac tgg atc tac gaa gtc gag tcg cct gtt gac gac gag gag tag
I G R Q W Y W I Y E v E S P \4 D D E E *

agagcacaggcggcttcectatgecgtttcctaaaggacggetgtccgagcgttgaatgggecagttgatggtctgecacececagaa
gcaaatggaaacaactggatgccgcagtttgccagcatctttgagaggttttggaatcacagtecgtttttctecgagttecage
agcggcetctgggacagcecgacctcggttttgagaagegecgggaacggeactgetgtaaacgacgetcatgtgectgegtegetyg
gatgagcttgtgaacccgagatgaatcgacgttttogtgtacaattgagtgtgtggatggaaaaatacactttgttgaatac
aaatgtgagtaccgtgaaaatacgacccagcgggecggagatatgtttcctctggacacggcactgecagaageggtgegttt
aaccagggctgtcgtcacttggaagagcagacacecgctagcagtggtgaacataaatatgecgaattgaaagaaagecggtete

A21-R




Apéndice XI.

Oligodesoxinucleétidos utilizados
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OLIGODESOXINUCLEOTIDOS UTILIZADOS
A continuacién se presenta una lista de los oligodesoxinucleétidos que se utilizaron a lo largo de
este trabajo. Se incluye el nombre designado para cada uno, la secuencia de nucleétidos en

direccion 5'-3', la longitud y la temperatura de apareamiento (tm) en °C.

atp6 de C. reinhardtii

cra6lf aga cga aga ata tag att gga tta acc 27mer tm 52.2
cra623f gag ggt gtt cgg cct ctt gg 20mer tm 58.1
cra6293f cat tcg ctg ccc agec agg c 19mer . tm 61.0
cra6520f cct cca act tgc tgg gtc tgg 2lmer . tm 58.2
cra6l1010f cta cgt tgg cga gtt caa cag ¢ 22meffﬂ‘ﬂftm’57;0
cra6l060f gty gtc aag aag gcg ctg taa gc 'f23MerQ"’%f  59.0
cra6l027f aag gtg gtc aag aag gcg ctg taa gc . 26mér7u f63;6
cra6340r ggc agc gaa tgg cac cat cg : '_‘2pmé;§ n58.0 :
cra6429r cgc cag aag cgg tag atg cc ' . 58,0ﬂl
cra6646r gag aag ccc agc ttg tac aga cc f 5§}0:
cra6810r cca tgc ccg tca gaa tgt ge . ‘vﬁ5914"
cra6843r cga aga acg aca gcg aga ‘aag gc. .- ‘ _61Q1
cra6l378r aca cag caa cat cta agc gac tc‘i b} 152;9
cra62349r gag acg aag ctt acafgt¢‘técltc§; ,V : t‘58;8
nd4L de C. reinhardtii R S )
crnddlr0 tat gcg cgg ttt aca ccg'att g 22»mérj.‘,tm"59.3‘
crnd4lfl taa tag agt cac aag aat gtc gcg g 25‘ﬁerf ftm_56.5
crnd4lr2 ccg cga cat tet tgt gac tc ' .20 mer - fﬁm753.0
crnd41£2 gta cac cac aaa cat gat gtt ctg g '25;mer . tm 54.9
crndql£3 gct att atg tca att acc atc acc acc 27,herM’ ftm 56.5
crnd4lrl ggt ggt gat ggt aat tga cat aat agc 27‘mer :"tm 56.5
cox2b de S. obliquus JEE
soco2b3utr tat cct gct get geca gaa cta cc ) k23:mef‘ tm 55.3
soco2b 5°' tgc cca gga gtg gat gac gtc ac L Zﬁimér :'fm 62.8
soco2b 5'n gca cca ggc gct cgt cac agt ¢ ; i:ﬁ22_m¢rfffth‘63.7.
soco2b 3! acg gecc agt gct ccg age tgt g ",v'fﬁ2éfmér;’~th'65.2
soco2b 3'n aac cac gcc ttc atg ccc atc gtg ’r :f24‘méf ; tm 67.2-
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cox2a de T.gondii .
tgco2af0 aag gag cgt. ttg. aac gca. .gg

tgco2afl ctc gac tgt atc cga tcc gta gc
tgco2af2 gaa gat gat. gcc gct gtc ctc

tgco2af3 gat gtt cac gct ctt gta cat gct c
tgco2af4 aag aag tga caa aag gga tta gtc g
tgco2afhs act tga aca aac att ctg tgt tat tca g
tgco2arl gcc ttt cct gaa taa cac aga atg
tgco2ar2 cac aca atc gga tcc gac taa tc
tgco2ar3 gag cat gta caa gag cgt gaa cat c
tgcoZard tca gat ggt gac ggg acg gag

tgco2ar$s agc tac gga tcg gat aca gtc g

cox2b de T.gondii

tgco2bf2 cg acc tct gtt acc att tcc m m
tgco2bfl cac gag ctt tgt ttg tct ttt ctg ¢ w25 merl S7tm 58,3
tgco2br2 gca gaa gta att gag tgt ctt caa caa agg‘ 301mer  L tm:59.9
tgco2brl agg gct tgec cat cac att gg © 20 ‘mer, tm 57.0
Otros oligodesoxinucledtidos

para amplificar productos del vector Agt10

LgtlOF agc aag ttc agc ctg gtt aag ' 21 mer -~ tm 52.0
LgtlOR ctt atg agt att tect tcc agg gta 24 -mer ~ tm 52.0
para amplificar productos del vector pBluescript

bst7 gcg cgt aat acg act cac tat agg g 3 25vmer T ltm 57.3
bst3 gcg caa tta acc ctc act aaa gg 8 23 mer tm 56.1
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