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INTRODUCCION

El cloroplasto

El cloroplasto es el organelo de las plantas y algas en donde se lleva a
cabo la fotosintesis. Este organelo se origind de la asociacion endosimbidtica
entre una cianobacteria y un eucarionte no fotosintético ancestrales (Margulis,
1970). Los cloroplastos de las glaucofitas, algas rojas, algas verdes y plantas son
los descendientes directos de esta asociacion endosimbiotica primaria. La
evidencia de que los cloroplastos provienen de una cianobacteria, es la similitud
gue muestran sus secuencias de DNA. Un segundo argumento a favor del origen
de los cloroplastos por endosimbiosis primaria, es que ellos estan rodeados por
dos membranas. Sin embargo, existen cloroplastos que emergieron de la
asociacion endosimbiotica entre un alga verde ¢ roja y un eucarionte no
fotosintético (endosimbiosis secundaria entre dos eucariontes). Estos cloroplastos
se conocen como cloroplastos secundarios y se caracterizan por tener mas de dos
membranas. Se piensa que en el caso de los euglenoides y de las
chloraracniofitas, el cloroplasto emergié de un alga verde, mientras que en los
dinoflagelados, apicomplejos, criptomonadas, algas cafés y diatomeas, el
cloroplasto emergié de un alga roja (Cavalier-Smith, 2003; Palmer, 2003). Aunque
hay evidencias que indican que los plastidios de los apicomplejos emergieron de
un alga verde (Funes y col., 2002). En el caso del cloroplasto de Euglena y en los
dinoflagelados, existe una tercera membrana que corresponde a la membrana
vacuolar del huésped en donde el simbionte qued6 atrapado, mientras que las
membranas externa e interna corresponden a las del cloroplasto endosimbionte.
También existen plastidios mas complejos, como en las diatomeas y apicomplejos
gue tienen cuatro membranas (Gibbs, 1978; Waller y col., 1998).

E. gracilis es un protista de vida libre, que habita en arroyos de agua dulce
y esta estrechamente relacionado con los tripanosoméatidos, como los patdégenos
humanos Trypanosoma y Leishmania (Gray, 1989; Yasuhira y Simpson, 1997;
Tessier y col.,, 1997). Los tripanosomatidos tienen genes que codifican para

proteinas que se encuentran recluidas en peroxisomas altamente especializados



llamados glicosomas, ausentes en todos los demas eucariontes, incluyendo a los
euglenoides. Algunas de las proteinas de los tripanosomatidos son homdlogas a
proteinas que se encuentran en el cloroplasto 6 en el citosol de plantas y algas,
por lo que se ha propuesto que el ancestro de los tripanosomatidos pudo haber
sido un organismo fotosintético (Hannaert y col., 2003).

Durante la simbiogénesis de la cianobacteria y su establecimiento como
cloroplasto, la mayoria de los genes requeridos para sus funciones se transfirieron
al nacleo de la célula hospedera. Con el tiempo, se desarroll6 un sistema de
reconocimiento y translocaciéon para importar a través de la doble membrana del
cloroplasto primario, a las proteinas ahora codificadas en el nlcleo y sintetizadas
en el citosol de la célula (May y Soll, 1999). La via general de importacion de
proteinas al cloroplasto primario es postraduccional y la proteina que es importada
se sintetiza como preproteina. La preproteina tiene una presecuencia N-terminal,
llamada péptido de transito cloroplastico (PTC) que la dirije hasta su organelo
blanco. El PTC es una extension N-terminal de tamafo variable, entre 20 y 120
residuos de aminoacidos y en general carece de aminoacidos conservados. La
region amino del PTC carece de residuos de glicina, prolina y de residuos con
carga positiva, mientras que en el dominio carboxilo terminal se puede predecir la
formacién de una tira B-anfifilica en un ambiente hidrofébico. La porcién central
entre estos dos dominios carece de residuos acidicos y es rica en residuos
hidroxilados como serina y treonina (May y Soll, 1999). Sin importar su destino
final en el cloroplasto, todas las proteinas precursoras conocidas se importan al
organelo a través de los complejos Toc (translocador de la membrana externa del
cloroplasto) y Tic (translocador de la membrana interna del cloroplasto). En
principio, en un proceso irreversible dependiente de ATP y GTP, el PTC interactia
con el complejo Toc y se inserta en el canal de translocacion de la membrana
externa. Enseguida, al hacer contacto con el complejo Tic, en un proceso
dependiente de ATP, la proteina precursora se introduce al estroma del
cloroplasto. En el estroma, el PTC es removido por una peptidasa estromal. Las
preproteinas que van al lumen tilacoidal tienen un PTC bipartito, con un dominio

N-proximal que las dirige al estroma y un domino distal que las dirige a la



membrana tilacoidal (Howe y Merchant, 1993). En el lumen del cloroplasto, el PTC
es removido por la peptidasa correspondiente. Algunos de los componentes de
los complejos Toc y Tic han mostrado ser homoélogos a proteinas del sistema de
secrecion de cianobacterias. Esto sugiere que el sistema de importacion mediante
un PTC evolucion6é a través de modificaciones en los sistemas existentes de
translocacion membranal presentes en el endosimbionte primario, de tal forma que
con la contribucién de la célula hospedera, se indujo a que el transporte operara,

ahora, en direccion inversa (van Dooren y col., 2001).

Importacion de proteinas al cloroplasto de E. gracilis.

En E. gracilis los precursores de las proteinas cloroplasticas tienen
presecuencias de aproximadamente 140 residuos de aminodcidos, cuyas
secuencias no son conservadas (Sharif y col., 1989). Sin embargo, en los PTC se
pueden predecir dos dominios para dirigir a las proteinas a traves de las tres
membranas que conforman al cloroplasto de este protista (van Dooren y col.,
2001). El primero de ellos, en el extremo N-terminal, es semejante al péptido
sefial de las proteinas de secrecidn bacteriana y dirige de manera cotraduccional a
la proteina hacia el reticulo endoplasmico (figura 1). La proteina que se sintetiza
de novo se ancla a la membrana mediante una secuencia hidréfobica ubicada en
el segundo dominio de la presecuencia, el cual es semejante al PTC ortodoxo. La
proteina anclada a vesiculas del reticulo endoplasmico es transportada al aparato
de Golgi como una proteina integral de membrana. Los primeros 60 residuos de la
proteina transportada se orientan hacia el lumen de las vesiculas. El resto de la
presecuencia, junto con la proteina madura, se orienta hacia el citoplasma. Las
vesiculas transportadoras desprendidas del aparato de Golgi se fusionan con la
tercera membrana del cloroplasto, exponiendo al segundo dominio del PTC con la
membrana externa del cloroplasto y posteriormente con la membrana interna, en
donde interactia con complejos de importacion semejantes a los complejos Toc y

Tic de plantas, respectivamente (van Dooren y col., 2001, Slavikova y col. 2005).



Figural. La figura ilustra el transporte de proteinas cloroplasticas codificadas en el nicleo de E.
gracilis hacia el organelo. En la presecuencia (en color rojo-verde) de las proteinas que se
importan al cloroplasto hay una sefal hidrofébica cuya funcién es impedir que la proteina completa
se transloque en el Reticulo endoplasmico (RE). Una porcién de la presecuencia se desprende (en
rojo) en el RE, mientras que el resto de la proteina viaja como proteina integral de membrana hacia
el aparato de Golgi donde se redirecciona hacia el cloroplasto. La region C-terminal de la proteina
(en azul) permanece en el citosol. Después de la fusion con la membrana mas externa del
cloroplasto, las proteinas son translocadas en el estroma del mismo (Figura tomada de van Doren
y col. 2001).

El complejo de citocromos Dbf.

En la membrana tilacoidal se encuentran varios complejos proteicos
involucrados en el transporte de electrones y en la sintesis de ATP durante la
fotosintesis (figura 2). Uno de estos transportadores de electrones es el complejo

de citocromos bf, también llamado bef.
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Figura 2. Complejos de proteinas membranales responsables del transporte de electrones y
translocacion de protones (H") en la fotosintesis oxigénica. PSII, fotosistema II; Cyt bef, complejo
de citocromos bf; PSI, fotosistema 1. Proteinas solubles transportadoras de electrones: PC,
plastocianina; Cyt cg, citocromo cg; Fd, ferrodoxina; FNR; ferredoxina NADP' reductasa. Moléculas
receptoras de electrones: PQ, plastoquinona liposoluble; NADPH, nicotinamida adenin dinucleétido
fosfato en su forma reducida. Lumen, lado positivo (p); estroma, lado negativo (n). (Figura tomada
de Kurisu y col., 2003).

El complejo bf realiza el transporte de electrones del plastoquinol a la
plastocianina, entre el fotosistema II y el fotosistema I. El paso de electrones por
este complejo esta acoplado a la translocacion de protones de un lado al otro de la
membrana tilacoidal, lo que genera y mantiene un gradiente electroquimico que es
utilizado para la sintesis de ATP por la CF,-F; ATP sintasa. Igualmente, en la
membrana interna de la mitocondria encontramos al complejo bcy, similar al bf,
que participa en el transporte de electrones en la fosforilacién oxidativa. Con las
particularidades correspondientes (Cramer y col.,, 2005; Iwata y col.,1998), el
mecanismo por el cual los complejos bf y bc; transportan los electrones puede
explicarse mediante el ciclo Q, delineado por primera vez en la teoria quimio-

osmotica de Peter Mitchell en 1961 (Mitchell,1961). La teoria postula que la



oxidacion del plastoquinol y la reduccion de la plastoquinona se realiza en dos
sitios distintos del complejo proteico, en los lados positivo (lumen) y negativo
(estroma) de la membrana, en los sitios Q, y Q; respectivamente. La oxidacion del
plastoquinol en el sitio Q, involucra la transferencia de electrones a la cadena de
alto potencial (proteina de Rieske, citocromo f y la plastocianina) y a la cadena
bajo potencial (Hemo by, hemo b, y la plastoquinona en el sitio Q;). La oxidacion
del plastoquinol libera dos protones en el lumen de la membrana tilacoidal y la
reduccion de la plastoquinona en el sitio Qi captura dos protones del estroma del
cloroplasto (Cramer y col., 2005).

De acuerdo a estudios con el microscopio electronico para observar la
forma y tamafio de las particulas individuales del complejo bf con tincién negativa
y mediante el analisis bioquimico tales como la cromatografia en FPLC Seperosa
y la electroforesis en geles nativos azules, aportaron evidencias que nos indican
que la forma mas abundante en su estado natural de este complejo es
predominantemente un dimero (Huang y col., 1994). Se encontr6 que el dimero es
mucho mas estable que el mondmero, siendo igualmente el dimero 5 veces mas
activo en el transporte de electrones in vitro que el monémero. Las imagenes a
nivel atdbmico del complejo de citocromos bf de la cianobacteria Mastigocladus
laminosus (figura 3) a 3.0 A de resolucién (Kurisu y col., 2003) y del alga unicelular
Chlamydomonas reinhardti a 3.1 A de resolucién (Stroebel y col., 2003),
confirman sin lugar a dudas la naturaleza dimerica del complejo bf. Por otra parte,
estudios anteriores habian generado modelos con resolucion atomica de la region
soluble del citocromo f del nabo (Martinez y col., 1994), de C. reinhardtii (Berry y
col., 1997), de la cianobacteria Phormidium laminosum (Carrel y col., 1999) y del
dominio extramembranal de la proteina fierro-azufre de la espinaca (Carrel y col.,
1997). Asi también, ya conociamos las imagenes cristalograficas del dimero del
complejo de citocromos bc; de la mitocondria de bovino (Xia y col., 1997; Iwata y
col.1998), del pollo (Zhang y col., 1998) y de la levadura (Hunte y col., 2000).
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Figura 3. Modelo cristalogréafico del complejo bf en su forma dimérica a 3 A de resolucion. Del lado
izquierdo se muestra la via de transferencia de los electrones (") y de los protones (H") a través de
los grupos redox del complejo bf. A la derecha se muestran las subunidades que conforman al
complejo. El citocromo bg esta en azul, con tres grupos hemo, hemo bp, hemo bn y el hemo x. El
citocromo f en rojo, con un grupo hemo tipo c. La proteina de Rieske en amarillo, con un grupo
prostético redox [2Fe-2S]. La subunidad IV en puarpura. Las subunidades PetG, PetL, PetM y PetN
en verde. La bicapa membranal se muestra como una barra amarilla. Lumen, lado positivo (p);
estroma, lado negativo (n). La unidad monomérica contiene 13 hélices transmembranales, cuatro
en el citocromo bg (hélices A a D), tres en la subunidad IV (hélices E y G) y cada una de las
subunidades restantes presentan una sola hélice transmembranal (Figura tomada de Kurisu y col.,
2003).

Los monémeros de 110 kD de los complejos bf de M. Laminosus (Cramer y
col., 2004) y de C. reinhardtii (Stroebel y col., 2003) estan constituidos por ocho
subunidades polipeptidicas transmembranales. Cuatro de ellas tienen una masa
molecular menor a 5 kD (PetG, 4.047 kD, PetL, 3.530 kD; PetM, 3.841 kD y PetN,
3.304 kD), los cuales no tienen homologos con el complejo bc; mitocondrial. La
funcion de éstas cuatro subunidades es desconocida, aunque se ha sugerido que
podrian actuar como un soporte estructural, 6 bien, servir como guias para el
ensamble de las demas subunidades del complejo (Cramer y col., 2004). El
complejo bf presenta una subunidad de 17.528 kD, conocida como subunidad IV
(Cramer y col., 2004), con tres hélices transmembranales (E a G), la cual es
homodloga a las correspondientes hélices del extremo C-terminal del citocromo b
del complejo bc; de la mitocondria (Widger y col., 1984). Ademas, el monémero

del complejo bf presenta una molécula de clorofila a entre las hélices Fy G de la



subunidad IV y una molécula de B-caroteno entre las hélices de las subunidades
PetL y PetM, cuya funcion aun esta por determinar. En el caso de la espinaca, en
preparaciones altamente purificadas del complejo bf se encontré una subunidad
adicional con actividad de ferredoxina-NADP" oxidorreductasa (Zhang y col.,
2001). Tanto el complejo bc; mitocondrial como el complejo bf tienen tres
subunidades con grupos prostéticos redox. Un grupo [2Fe-2S] en la proteina de
Rieske (19.295 kD) de ambos complejos, un grupo hemo tipo ¢ unido
covalentemente en el citocromo f (32.270 kD) y en el citocromo c;, y dos grupos
hemo ligados de forma no covalente en los citocromos bg (24.710 kD) y b, de bajo
y alto potencial, en los lados positivo (hemo b,) y negativo (hemo b,) de la
membrana.

Las imagenes cristalogréficas de los complejos bf de M. laminosus y de C.
reinhardtii mostraron un tercer grupo hemo localizado cerca del grupo hemo b, en
el citocromo bg, del lado del estroma. ElI nuevo hemo no parece pertenecer a las
familias de hemos conocidos, por lo que se le nombro hemo x (Kurisu y col., 2003)
0 hemo c; (Stroebel y col., 2003). El hemo x esta ligado covalentemente por un
enlace tioéter a la cisteina Cys35 en la hélice A del citocromo bg. La Cys35 no es
parte de una secuencia caracteristica de los citocromos tipo ¢ (-Cys-X-Y-Cys-His-),
en donde el hemo se une a dos Cys con enlace tioéter y a un ligando ortogonal
con una histidina. El sexto enlace de coordinacion del Fe en el hemo x no
interacciona con las cadenas laterales de la proteina, si no que esta unida a una
molécula de agua. El agua esta unida por un puente de hidrégeno a una cadena
lateral de propionato del hemo b, y a una amida de la glicina Gly38. Se infiere que
el hemo x es una caracteristica universal de los complejos bf porque sus sitios de
uniéon estan bien conservados en todas las secuencias obtenidas para los
citocromos bg de dichos complejos (Cramer y col., 1994a). Se ha propuesto que el
hemo x esta involucrado en la reduccién de la quinona en el sitio Q; (Alric y col.,
2005, de Vitry y col. 2004, Zhang y col., 2004) y quiza también esté involucrado en
la via ciclica del transporte de electrones, conectadose con la ferrodoxina y la FNR
(Zhang y col., 2004). Sin embargo, su participacion en ambos procesos aun no es

del todo clara. La substitucion de la Cys35 por Valina en Chlamydomonas la



incapacita para crecer en forma fotoautotréfica y ademéas muestra la pérdida de
todas las demas subunidades del complejo bf, probablemente por su incapacidad
para ensamblarse en un complejo activo (de Vitry y col. 2004). El citocromo bg
tiene cuatro helices transmembranales (A a la D) y son equivalentes en estructura
y funcién con las correspondientes cuatro primeras hélices transmembranales del
dominio N-terminal del citocromo b mitocondrial con 8 hélices transmembranales,
de la A a la H (Widger y col., 1984). En este ultimo, se encuentran dos residuos de
histidina en cada uno de los lados positivo (lado p) y negativo (lado n) de las
hélices transmembranales B y D, que coordinan a los dos grupos hemo. Estos dos
residuos de histidina en el citocromo b mitocondrial, estan separados por 13
residuos de aminoacidos en las hélices transmembranales B y D, sin embargo, en
el citocromo bg del cloroplasto, las dos histidinas estan separadas por 13 residuos
en la hélice B y por 14 residuos en la hélice D. Aun existe controversia acerca del
origen de los citocromos bg y b, es decir, si el citocromo bg se origind por la
escision de un citocromo b ancestral, o bien, si el citocromo b se formo por la
fusion de dos polipéptidos independientes. Experimentalmente (Kuras y col., 1998)
cuando se cortdo el citocromo b del complejo bc; de la bacteria purpura
Rhodobacter sphaeroides y se afiadid un residuo de aminoacido extra entre la
His198 y la fenilalanina Phel99, extendiendo con esto los ligandos de histidina
para los dos hemos b en la hélice D, las dos proteinas modificadas se
ensamblaron y funcionaron correctamente, permitiendo con ello el crecimiento
autotréfico de las cepas transformadas. En el caso de Bacillus subtilis, el
citocromo b es una entidad dual (Yu y col., 1995), ya que el dominio de union de
los grupos hemo b es similar al citocromo bg y el dominio de oxidacion del
plastoquinol (equivalente a la subunidad IV) corresponde al extremo N-terminal del
citocromo c.

En los complejos bf y bc,, la proteina de Rieske y el citocromo f/c; forman
la via de alto potencial, mientras que los dos hemos del citocromo be/b forman la
via de bajo potencial. Asimismo, en el cloroplasto, cerca del lumen del tilacoide, la
subunidad 1V, junto con la proteina de Rieske y el citocromo bg, participan en la

formacion del dominio de oxidacion del plastoquinol, sitio Q, (Doyle y col, 1989, Li



y col., 1991) y sobre el lado del estroma, se predice un dominio de reduccién de la
plastoquinona, sitio Q.

El modelo atémico del citocromo f muestra una estructura
predominantemente f y una cadena de 5 moléculas de agua, que se extiende de
la histidina 25 (His25) con direccion hacia el lumen (figura 4). Se ha propuesto que
la cadena de cinco moléculas de agua funciona como un simple elemento
estructural (Chi y col., 2000), o bien como una via de expulsion de protones del
sitio Q, hacia el lumen del tilacoide, contribuyendo con ello a la formacién del
gradiente de protones (Sainz y col., 2000). La estructura también muestra un
dominio rico en residuos de lisina, a través de la cual probablemente interactta

con la plastocianina (Cramer y col., 1996).
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Figura 4. Estructura cristalina del citocromo f del complejo de citocromos bf de nabo. Con esferas
azules se muestran a cinco moléculas de agua atrapadas en la red de varios residuos de
aminoacidos por enlaces puente de hidrégeno. En el cuadro verde se muestra el dominio rico en
residuos de lisina

La proteina fierro-azufre del complejo bf del cloroplasto es homdloga a la
proteina fierro- azufre del complejo bc; de la mitocondria (Hauska y col., 1988). El
analisis cristalografico de la region soluble de estas proteinas, revel6 que
presentan una estructura tridimensional semejante, sugiriendo que el transporte de
electrones en los complejos bc; y bf se realiza mediante un mecanismo similar

(Carrel y col., 1997). De hecho, algunos inhibidores afectan igualmente a ambos



complejos, especificamente los inhibidores en el dominio de oxidacién del
plastoquinol, como la estigmatelina 6 el MOA-estilbeno (Breyton, 2000). Por otro
lado, el citocromo f y el citocromo c; no son homologos, aun cuando tienen la
misma funcibn en ambos complejos (Hauska y col., 1988; Malkin, 1992).
Probablemente se trata de un caso claro de evolucion convergente, donde
proteinas de distinto origen evolutivo realizan la misma funcion (proteinas

analogas).

Los genes pet y biogénesis del complejo bf.

No todos los genes que codifican para las ocho subunidades que
conforman al complejo de citocromos bf se encuentran en el genoma del
cloroplasto. En el caso de plantas y algas los genes que codifican al citocromo f
(petA), al citocromo bg (petB), a la subunidad IV (petD), asi como a las
subunidades pequefas PetG (petG) y PetL (petL) se encuentran en el genoma de
cloroplasto (Buschlen y col., 1991; Wollman, 1998). En el caso de la subunidad
PetN, su gen (petN) se puede encontrar en el genoma nuclear como en el genoma
del cloroplasto, en Clamydomonas (Zito y col., 2002) y en plantas (Kahlau y col.,
2006, Kim y col., 2006), respectivamente. Mientras que los genes para las
proteinas fierro-azufre de Rieske (petC) y PetM (petM), hasta ahora solo se han
encontrado en el genoma nuclear de plantas y algas (Wollman, 1998). En el caso
de E. gracilis, que es el organismo de interés en éste trabajo, los genes que
codifican para las proteinas del citocromo bg y PetG, son los uUnicos que se
encuentran en el genoma de 143,170 pb de sus cloroplastos (Hallick y col., 1993),
por lo que probablemente las seis subunidades restantes (citocromo f, subunidad
IV, la proteina fierro-azufre de Rieske, PetL, PetM y PetN) , 6 sus equivalentes,
deberan ser importadas del citoplasma al cloroplasto para su ensamble en la
membrana tilacoidal y formar al complejo de citocromos bf. De acuerdo a los
estudios realizados con mutantes nucleares del alga unicelular Chlamydomonas
reinhardtii (Choquet y col., 2002), en donde la acumulacion de los citocromos bg y f
ocurre en mas del 50% de los niveles silvestres, mientras que la proteina fierro-

azufre de Rieske es indetectable, se ha propuesto que el ensamble del complejo



de citocromos bf se realiza mediante un proceso secuencial que involucra la
acumulacién sucesiva y ordenada de sus subunidades. En un primer paso se
acumulan y ensamblan las subunidades que estan codificadas en el genoma del
cloroplasto y en un segundo paso, se incorporan las subunidades que estan
codificadas en el genoma nuclear. La propuesta anterior se ve fortalecida con las
aportaciones obtenidas con mutantes de C. reinhardtii afectadas con ablaciones
de los genes petA, petB, petD 6 petG, en donde se ha observado que se impide la
acumulacién del juego completo de las subunidades del complejo, mientras que en
mutantes afectadas en el gen petL aun se puede detectar el 50% de los niveles
silvestres del complejo de citocromos bf funcional. Sin embargo en ésta Ultima
mutante el complejo bf es mas inestable, pues la proteina de Rieske es mas
suceptible a ser disociado del complejo.

La sintesis e isercion a la membrana tilacoidal de las subunidades
codificadas en el genoma del cloroplasto del complejo de citocromos bf, se realiza
de forma cotraduccional en los ribosomas adheridos a esta membrana (Wollman,
1998). Asi también, las modificaciones que pueden sufrir cada una de las
subunidades, como son: el procesamiento del petido sefial o la adicion de
cofactores, ocurren en los estadios tempranos de su biogénesis a través de
complejos proteicos especializados localizados en el lumen de la membrana
tilacoidal. Por otra parte, se ha concluido que la sintesis de las subunidades esta
regulada a nivel postraduccional y traduccional. En C. reinhardtii la sintesis del
citocromo bg y de la subunidad IV ocurre independientemente de la presencia o
ausencia del resto de las subunidades del complejo, sin embargo, son mas
suceptibles a ser degradados proteoliticamente en ausencia de alguna de las
subunidades, por lo que sus vidas medias se acortan considerablemente con
respecto a la forma silvestre. El citocromo f presenta un comportamiento diferente
pues presenta la misma resistencia a la degradacion proteolitica en presencia o
ausencia de las demas subunidades del complejo, pero su sintesis disminuye a un
10% con respecto a la cepa silvestre en ausencia del citocromo bs o de la
subunidad IV. Los estudios realizados con mutantes de C. reinhardtii afectadas en

la region 5’ no traducible del RNAm y en la region C-terminal del citocromo f, han



proporcionado evidencias de que la sintesis del citocromo f esta regulada
mediante un proceso de autorregulacion en el inicio de la traduccion de su RNAm
y que la autorregulacion estaria dada por la interaccion de la regién C-terminal del
citocromo f no ensamblado con la regién 5’ no traducible de su RNAm (Choquet y
col., 2003).

El complejo bf de E. gracilis.

Antes del presente trabajo el complejo bf del cloroplasto en E. gracilis no
habia sido caracterizado. Sin embargo en la decada de los afios 70s, analizando
las membranas tilacoidales del cloroplasto de Euglena se registré un espectro de
absorcion con un pico a 554.5 nm (Kitaoka y col. 1989), caracteristico de la
presencia de un citocromo f (Pierre y col., 1995). Igualmente, se caracteriz6 la
secuencia amino terminal de un citocromo 552 presente en el cloroplasto
(Pettigrew, 1974). Este Ultimo citocromo se caracteriza por ser soluble y poseer un
grupo hemo tipo ¢. En su momento se propuso que este citocromo podia tener la
funcién de la plastocianina. Esta Ultima es una proteina caracteristica de plantas
superiores y algas verdes y que aun no ha sido caracterizada en E. gracilis
(Kitaoka y col., 1989).






HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes sabemos que el complejo de citocromos bf
de los cloroplastos de plantas y algas estd constituido por ocho subunidades
proteicas y que algunas de ellas pueden estar codificadas en el genoma nuclear 6
en el genoma del cloroplasto. Especificamente, en el genoma del cloroplasto de
plantas y algas se encuentran los genes petA, petD, petB, petG y petL que
codifican para las subunidades proteicas citocromo f, subunidad IV, citocromo b,
PetG y PetL, respectivamente. Sin embargo en el genoma del cloroplasto de E.
gracilis tnicamente encontramos a los genes petB y petG, por lo que se planted la
hip6tesis de que “en éste organismo deberia existir un complejo de proteinas y de
grupos redox similar a los complejos bf descritos en plantas y algas, de ser cierto,

el resto de las subunidades deberian estar codificadas por genes nucleares”.

OBJETIVOS

Con base en la hipotesis anterior y por la semejanza que guardan la subunidad IV
y el citocromo f (en cuanto a su actividad en el transporte de electrones) con la
region C-terminal del citocromo b y el citocromo c¢; del complejo de citocromos bc;

mitocondrial, nos planteamos los siguientes objetivos:

a) Comprobar la presencia de un complejo de citocromos bf en el cloroplasto de

E. gracilis mediante la identificacion del citocromo f y de la subunidad 1V.

b) Determinar la estructura primaria del citocromo f (petA) y la subunidad 1V

(petD) del complejo de citocromos bf de E. gracilis.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo de E. gracilis.

E. gracilis tipo Z se cultivé en 2 litros de medio de Hunter modificado
(Moreno-Sanchez y Raya, 1987) durante 4 dias bajo iluminacion continua en
matraces de 4 litros a 25°C. El medio de cultivo estaba constituido de: glutamato
34 mM, malato 15 mM, CaCO;z; 0.02%, MgSO4 0.05%, (NH4):HPO4 0.02%,
KH2PO4 0.08%, ZnSO, 0.009%, MnSO, 0.008%, Na;MoO, 0.002 %, CoCl,
0.00016 %, CuS0O4%, H3BO,4 0.00028%, Nal 0.000012%, FeCls 0.0005%, disulfuro
de tiamina 0.01%, clorhidrato de piridoxina 0.001% y cianocobalamina 0.005%. El
pH se ajustd a 3.5 con KOH y se esterilizdé durante 15 min a 15 libras de presion.
Las tres vitaminas se anadieron justo antes de sembrar, pasandolas previamente
a través de un filtro Millipore de 0.22 um. Las células se cosecharon a 3000 rpm

en el rotor GSA (Sorvall), centrifugando durante 10 min a 4°C.

Obtencionde de cloroplastos de E. gracilis.

Todas las solucines y amortiguadores que se emplearon para la obtencién
de los cloroplastos de E. gracilis y la solubilizaciéon del complejo de citocromos bf,
contenian PMSF 0.2mM, benzamidina 1mM y acido amino caproico 5 mM. Los
cloroplastos se obtuvieron de acuerdo a Manning y col. (1971). Las células,
obtenidas a partir de 6 litros de medio de cultivo, se lavaron con 200 ml de agua
destilada estéril, centrifugando a 3000 rpm en un rotor GSA (Sorvall) durante 10
min. La pastilla se resuspendié en 30 ml de amortiguador STE (sacarosa 0.37 M-
Tris HClI 10 mM-EDTA 50 mM, pH 7.6) en un tubo Falcon de 50 ml. Se afadieron
dos terceras partes del volumen de perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro. El
tubo se agitd6 manualmente por dos minutos para romper las células.
Inmediatamente la preparacion se centrifugd 10 min a 4500 rpm en el rotor GSA
(Sorvall). La pastilla se resuspendié en 250 ml de STE y se dejé 10 min en reposo.
Se decanto la fase superior (3/4 de la suspension) a través de varias capas de
gaza. El filtrado resultante se centrifugé a 4500 rpm por 10 min en el mismo rotor.

La pastilla se resuspendi6 en 20 ml de STE y se afiadieron 40 ml de sacarosa 2.2



M. Se centrifugé 30 min a 10000 rpm en el rotor SW40 de Beckman. La banda
superior se recuperd y se resuspendié en 2 volumenes de STE. La pastilla se
resuspendié en 20 ml de STE y se anadieron 40 ml de sacarosa 2.2 M,
centrifugando a 4500 rpm durante 10 min en el rotor SW40 de Beckman.

Finalmente, la pastilla resultante se resuspendié en un volumen minimo de STE.

Solubilizacion del complejo de citocromos bf de E.
gracilis.

La solubilizacion de los cloroplastos para aislar al complejo de citocromos bf
se realizdé de acuerdo al método propuesto por Hurt y Hauska (1981). Todos los
pasos se llevaron a cabo a 4°C. Las membranas de los cloroplastos se
resuspendieron en 20 ml del amortiguador TS (Tricina—NaOH 20 mM, sacarosa
0.2 M, pH 8.0) y se centrifugaron a 10000 rpm en el rotor SS34 (Sorvall) durante
10 min. La pastilla resultante se resuspendid con el amortiguador TS a una
concentracion de 1.0 mg/ml de clorofila. Se afadid un volumen igual de
amortiguador TSC (Tricina-NaOH 20 mM, sacarosa 0.2M, sulfato de amonio 0.8M,
colato de sodio 0.5 %, y octil glucésido 60 mM, pH 8.0). La mezcla se incubd 30
min a 4°C y se centrifugd a 16000 rpm en el rotor SS34 (Sorvall). Al sobrenadante
se le afadié sulfato de amonio para alcanzar una saturacién creciente del 40%,
45% y 55% en cada paso. Después de cada adicion la suspension se agitdé 10
minutos y se centrifugd a 16,000 rpm en el rotor SS34 de Sorvall durante 10 min a
4°C. La pastilla obtenida se resuspendié en el amortiguador TST (Tris-succinato
30 mM, Triton X-100 0.2%, pH 6.5). La solucion se dializé 3 horas contra 2 litros
del amortiguador TST, con un cambio del amortiguador. La preparacién se
depositd sobre un gradiente continuo de sacarosa (10% a 30%) en el
amortiguador TST y se centrifugé por 20 horas a 40000 rpm en un rotor de
columpio SW-40 (Beckman). De cada gradiente de densidad se recuperé una
banda café rojiza que migré en la parte superior del mismo y que contenia al

complejo bf aislado.



Analisis de las proteinas

El complejo de citocromos bf de las membranas del cloroplasto se identificd
en geles azules nativos formados con un gradiente de poliacrilamida del 6% al
13% (Schagger y von Jagow, 1991). La separaciéon de los componentes
polipeptidicos se llevd a cabo en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 13% de poliacrilamida de acuerdo a Laemmli (1970) o bien de
acuerdo con Schagger y von Jagow (1987). La identificacion de las hemoproteinas
del complejo en el gel (citocromo f y citocromo bg), se llevd a cabo con la tincion
de TMBZ (tetrametil benzidina) de acuerdo a Thomas y col. (1976). Ademas, el
citocromo bg y la subunidad IV se identificaron con anticuerpos anti-bg y anti-
subunidad 1V de C. reinhardtii , en inmunoréplicas tipo Western. Posteriormente,
las proteinas del complejo bf se caracterizaron secuenciando sus extremos amino
terminales mediante la degradacién de Edman automatizada, realizada por el Dr.
J. d’Alayer en el Laboratorio de Microsequenciacion de Proteinas, en el Instituto

Pasteur, en Paris (Francia).

A) Electroforesis en geles azules nativos de poliacrilamida (BN-
PAGE).

Condiciones de electroforesis

Se llevaron a cabo en un aparato vertical para geles de poliacrilamida de
1.6 mm de grosor con una longitud de 14 cm a 4-7°C (Schagger y von Jagow,
1991). El gel se precorrié 30 minutos a 100 V antes de cargar la muestra. Una vez
cargada la muestra, se mantuvo el voltaje a 100 V hasta que ésta entr6 al gel, y
posteriormente se continud la corrida durante toda la noche a 200 V constantes,

impidiendo que el maximo de intensidad de corriente superara los 15 mA.

Soluciones para PAGE nativo.

Amortiguador del catodo:
Tricina 50 mM, Bis-tris 15 mM, pH 7.0 (4°C). Para BN-PAGE, se utilizé Serva blue

G 0.02%. Para el gel nativo incoloro (CN-PAGE) no se afiadi6 colorante.



Amortiguador del anodo:
Bistris-HCI 50 mM, pH 7.0 (pH ajustado a 4°C)
Mezcla A-B (Acrilamida-bisacrilamida):

48 g de acrilamida y 1.5 g de bisacrilamida en 100 ml de solucion.

Amortiguador del gel 3X:

Bistris-HCI 150 mM, pH 7.0 (4°C), acido épsilon-amino-caproico 1.5 M (para CN-
PAGE se utiliza dodecil maltésido 0.03%, para BN-PAGE no se agrega
detergente).

Preparacion de la muestra.

Las membranas cloroplasticas (500 ug de proteina) se solubilizaron con 5 pl de
dodecil maltésido al 10% y 40 ul de acido amino caproico 750 mM en Bistris-HCI
(pH 7.0) 50 mM.

Preparcion del gradiente del gel.

Componente gel separador gel concentrador
13% 6% 4%

Glicerol 3690 - -

Mezcla A-B 4.7 ml 2.5ml 0.6 ml

Amortiguador

del gel 3X 6.0 ml 7.0 ml 2.5 ml

H,O 6.7ml 114 ml 4.3 ml

TEMED 6.0 ul 9.0 ul 6.0 pul

APS 10%

(solucién acuosa
de persulfato de
amonio) 60.0 ul 90.0 ul 60.0 pl




B) Gel de poliacrilamida desnaturalizante de Schagger y von
Jagow (1987).

Amortiguador del &hodo
Tris-HCI 0.2 M, ajustar a pH 8.9

Amortiguador del catodo

Tris 01 M
Tricina 01 M
pH 8.25

SDS 0.1 %

Amortiguador del gel
Tris-HCI 3.0M, pH 8.45.
SDS 0.3%

Mezcla Acrilamida-Bisacrilamida (A-B)
Acrilamida 48 %

Bisacrilamida 1.5 %

Aplicacion de la muestra

Las muestras se incuban dos minutos en bafio maria en:
SDS 4%

Glicerol (W/V) 12%

Tris-HCI 50 mM (pH 8.0)

Serva Blue G 0.01%

Condiciones de electroforesis.

Se llevé a cabo a voltaje constante de 50 volts durante toda la noche.



Preparacién del gel.

Componentes gel separador gel concentrador
13%

Mezcla A-B 6.1 ml 1.0 mi

Amortiguador del gel  10.0 ml 3.1mil

Glicerol 409 -

H,O 10.0 ml 8.4 ml

TEMED 15 pl 7.0l

APS 10% 150 pl 70 pl

C) Gel de poliacrilamida desnaturalizante de Laemmli (1970).

Preparacion del gel

Componentes gel separador gel concentrador

Acrilamida al 30%/

Bisacrilamida 0.8% 13.3 ml 2.5ml
Tris-HCI 3M, pH 8.8 4.2 ml -
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 - 3.75ml
Agua bidestilada 15.7 ml 8.65 ml
TEMED 20 pl 20 ul

APS 10% 100 pl 100 pl




Condiciones de migracion.
El amortiguador de migracion: Tris-HCI 0.05 M, glicina 0.38 M (pH 8.3) a
25°C. En el amortiguador del catodo se agregd SDS a una concentracion final de

0.1%. La fuente de poder se ajustd a 18 mA por 20 h.

Preparacion de las muestras.

Las muestras (100 a 200 yg de proteina) se solubilizaron en SDS 5%,
sacarosa 30 %, azul de bromofenol y se sumergieron en bafio maria por un minuto
antes de cargar en el gel. Cuando los geles se tifleron con TMBZ, a las muestra se
les agreg6 40 yl de DTT 0.5 M.

Estimacion de la concentracion de clorofilay proteina.

Las membranas tilacoidales (10 ul) se trataron con acetona al 80% (3 ml) y
la concentracion de clorofila se estimé de acuerdo a la siguiente relacion: 26 X
D.O 652 X 300 = pg de clorofila. La proteina se estimé considerando que en las
membranas el contenido de clorofila representa una quinta parte de las proteinas

totales, por lo que el resultado anterior se multiplico por cinco (Atteia y col., 1992).

Estimacion de la concentracion de proteina por el método de Lowry
modificado por Markwell (1978).

Solucion A
Na,COs3 al 2%
NaOH al 0.4%
Tartrato de Sodio al 0.16%
SDS al 1%
Solucion B

CUSO4.5H20 al 4%



Solucion C

Mezclar 100 volumenes de A + 1 volumen de B

Solucion D

Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin + 1 volumen de H,O

La muestra se ajusté a 1 ml con H,O. Se adicionaron 3 ml de la solucion C y se
mezclo vigorosamente. Se incubd 10 min a temperatura ambiente. Se afiadio 0.3
ml de la solucién D y se mezcl6 inmediatamente. Se incub6 30 min a temperatura
ambiente. Se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro a 540 nm. Se hizo una

curva patron con albumina de suero bovino de 10 a 100 ug.

Tincion de los geles de poliacrilamida con azul de

Coomassie
Los geles de poliacrilamida se tifieron 4 horas con la solucion de azul de

Coomassie R250 al 0.1%, metanol 40% y acido acético 10% y se destifieron hasta
observar bandas nitidas con una solucién de metanol al 50% y &cido acético al
5%.

Tincidon de los geles de poliacrilamida con plata

El gel se fijo por 12 horas en etanol 30%, acido acético 10% y se lavo tres
veces durante 20 min en etanol al 25% y dos veces con agua bidestilada durante
10 min. Inmediatamente después, se sumergio 2 minutos en tiosulfato de sodio 2.5
mM y se lavo dos veces con agua bidestilada durante 5 min. El gel se sumergi6 en
la oscuridad (la solucién es sensible a la luz) durante 30 min en 100 ml de nitrato
de plata al 0.2% con 80 ul de formaldehido al 37% preparado al momento de usar.
El gel se lavd dos veces durante 1 min en agua bidestilada y se revelé con 100 ml
de una solucion de carbonato de sodio al 3% con 50 pl de formaldehido 37% y 8
Ml de tiosulfato de sodio 250 mM, también preparado al momento de usar. La
reaccion se terminé afiadiendo 10 ml de acido acético glacial y lavando con agua
bidestilada.



Tincidn de los geles de poliacrilamida con TMBZ.

Las hemoproteinas se detectaron de forma especifica en el gel de
poliacrilamida como se describié anteriormente (Atteia y col., 1992) con 3, 3’,5,5’
tetrametilbenzidina (TMBZ). EI gel se incubd en la solucion de TMBZ (TMBZ 45
mM en metanol al 30%, acetato de sodio 175 mM a pH 5.0) por una hora a
temperatura ambiente en la oscuridad. Las hemoproteinas y los hemos libres se
tineron de color azul al agregar agua oxigenada (H20;) a una concentracion final
de 30 mM. La coloracion fue visible en 15 minutos y se intensificé con el tiempo

(1/2 hora) después de la adicidn del H20..

Transferencia de las proteinas a membranas de polivinil-
difluoruro (Problott) para su secuenciacion.

El gel de poliacrilamida se colocé en el amortiguador de transferencia
CAPS [Caps-NaOH 10 mM (pH 11.0), metanol 10%]. La membrana Problott
(polivinildifluoruro) del tamarfio del gel se sumergié en metanol absoluto y después
en el amortiguador CAPS. El gel, junto con con la membrana Problott, la esponja y
el papel filtro se colocaron en la rejilla de la camara de transferencia. Se transfirio
por dos horas y treinta minutos a 400 mA a 4°C. Posteriormente, la membrana
Problott se sumergidé en agua bidestilada y se tiid 5 min con azul de Coomassie
R250 al 0.1% en metanol al 50%. La membrana se destifié con solucién fijadora
(metanol al 50%, é&cido acético al 10%) y se lavd con agua bidestilada. La
membrana se secO a temperatura ambiente y se cortaron las bandas de la
proteina de interés. Las bandas se enviaron secas a temperatura ambiente al

laboratorio donde se obtuvieron las secuencias N-terminales.

Inmunoréplicas tipo Western.

Las proteinas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana
de Inmobilon (la cual se sumergiéo previamente en metanol absoluto) con el

amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20%, SDS



al 0.1% sin ajustar pH). La electrotransferencia se llevo a cabo a 400 mA por 2.5 h
a 4°C. La membrana se lavo dos veces durante 5 min con el amortiguador TBS
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, pH 7.5) y se incub6 toda la noche con el
amortiguador TBS conteniendo 3% de gelatina. La membrana se lavo dos veces
durante 5 min con el amortiguador TTBS (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, Tween 20
al 0.05%, pH 7.5) y se incubd con el primer anticuerpo (dilucion 1:2000 del
anticuerpo anti-citocromo bg 6 anti-subunidad IV de C. reinhardtii) con el
amortiguador TTBS con 1% de gelatina durante toda la noche a temperatura
ambiente. La membrana se lavé dos veces durante 5 min con el amortiguador
TTBS y se incubd con el segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo, 1:3000) en
TTBS con 1% de gelatina a temperatura ambiente por 5 h. La membrana se lavo
dos veces durante 5 min con el amortiguador TTBS y se incub6 (agitando) en 100
ml de NaHCOj3; 0.1M, MgCl, 1 mM (pH 8.0). Inmediatamente después, se agregé 1
ml de BCIP* (30 mg en 4 ml de dimetilformamida) y 1 ml de NBT* (60 mg en 2.8 ml
de dimetilformamida y 1.2 ml de H;0) aproximadamente 5 min (6 hasta la
aparicion de las bandas tefiidas de proteina). La reaccion se detuvo lavando la

membrana con agua desionizada en abundancia.

BCIP es 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol fosfato de sodio.
NBT es Azul de Tetrazolio.
*Es recomendable preparar las soluciones frescas justo antes de utilizarlas. El sobrante se puede

guardar a 4°C en la oscuridad y es estable durante una o dos semanas Unicamente.

Extraccion del DNA total.

La extraccion del DNA total de E. gracilis se realiz6 de acuerdo a Aldrich y
Cullis (1993). A una pastilla de células obtenida de 100 ml de cultivo de E. gracilis,
se anadio 7 ml de amortiguador de extracccién EB*, se agité vigorosamente y se
incubd a 65°C por 4 h. Se hizo una extracciéon con un volumen igual de la mezcla
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v). Se mezcld por 5 min y se centrifugd por
10 min a temperatura ambiente a 14000 rpm en un rotor SS34 (Sorvall). La fase
superior se transfirid a un tubo nuevo. EI DNA se precipité con 2/3 de volumen de

isopropanol (100 %) mezclando 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a



temperatura ambiente por 10 min a 14000 rpm. La pastilla se lavdé dos veces con
el amortiguador de lavado (etanol al 76%, acetato de amonio 10 mM). La pastilla
se secd a temperatura ambiente y se resuspendid en 3 ml de amortiguador TE
(Tris-HCI 1 mM [pH 8.0], EDTA 0.1 mM). Se anadio 0.3 ml de RNAsa (10mg/ml) y
se incubo 30 min a 37°C. Se afadid 2 ml de NaCl 5M y dos volumenes de etanol
al 100%. Se mezcld y se incubd a —20°C por 20 min. Se centrifugd a 14000 rpm en
una centrifuga de mesa (Eppendorf) durante 10 min a temperatura ambiente. La
pastilla se lavo dos veces con 5 ml de etanol al 70%. Se secd a temperatura

ambiente y se resuspendié en un volumen minimo de TE.

* EB es CTAB, Bromuro de Cetil Amonio, al 2%, PVP, Polivinilpolirridona 40000, al 2%, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM [pH 8.0], 2-mercaptoetanol al 2%. Preparar la soluciéon EB sin
CTAB, PVP y RR—mercaptoetanol, esterilizar a 15 Ib por 15 min. Cuando se necesita, se anade el
CTAB al 2% (w/v), PVP al 2% (w/v) y el 3-mercaptoetanol al 2%. La solucién se calienta a 65°C
para disolver el CTAB y el PVP.

Extraccion del RNA total.

La extraccion del RNA total de E. gracilis se realizd de acuerdo a
Sokolovsky et al.(1990). Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente, a
menos que se especifique lo contrario. Las células que se obtuvieron de 25 ml de
medio de cultivo se rompieron con 3 ml de amortiguador de lisis (NaCl 0.6 M,
EDTA 10 mM, Tris-HCI 100 mM [pH 8.0] SDS al 4%) y 3 ml de fenol saturado con
Tris-HCI 0.1 M (pH 8.0). Se agité durante 20 min a 100 rpm y se centrifugdé 10 min
a 10000 rpm en el rotor SS34 de Sorvall. La fase superior se transfiri6 a un
volumen igual de fenol saturado y se mezcl6. Se centrifugé por 10 min a 10000
rom. A la fase superior se le afiadieron 0.75 volumenes (2.25 ml ) de LiCI 8.0 M y
se incubo a 4°C toda la noche. Se centrifugd por 10 min a 10000 rpm y la pastilla
se resuspendié en 0.3 ml de agua desionizada con 0.03 ml de acetato de sodio 3.0
M (pH 5.2) y 0.75 ml de etanol. Se incub6 a —70°C por 30 min y se centrifugd 10
min a 10000 rpm en la microcentrifuga. La pastilla se lavo dos veces con etanol al
70%. La pastilla se seco y se disolvio en agua desionizada estéril tratada con

DEPC (dietilpolicarbonato). La solucion de RNA se almacend a —70°C.



Extraccion de plasmido.

El método usado para la extraccion de plasmidos fue el descrito por la casa
comercial Qiagen. Las células de Escherichia coli se crecieron en 25 ml de medio
LB (Bacto triptona al 1% (w/v), extracto de levadura al 0.5 % (w/v), NaCl al 1%
(w/v)) conteniendo ampicilina (100 pg/ml) a 37°C por 12 h. Las células se
cosecharon centrifugando a 4°C a 2500 rpm en un rotor SS34 (Sorvall). La pastilla
se resuspendié en 4 ml de amortiguador P1. Se afadieron 4 ml de amortiguador
P2. Se mezcld y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Se afadieron 4
ml del amortiguador P3 frio y se incubd en hielo por 15 min. Se centrifugd por 15
min a 10000 rpm en el mismo rotor. El sobrenadante se aplicé a la columna de
Qiagen previamente equilibrada con 4 ml de amortiguador QBT. La columna se
lavé dos veces con 10 ml de amortiguador QC. EI DNA se eluy6 con 5 ml de
amortiguador QF. EI DNA se precipité con 0.7 volumenes (3.5 ml) de isopropanol
al 100%. Se centrifugd a 15000 rpm a 4°C por 15 minutos. La pastilla se lavo con
5 ml de etanol frio al 70% y se secd a temperatura ambiente. Inmediatamente
después, se resuspendidé en un minimo de volumen de agua desionizada estéril.

Las preparaciones se almacenaron a —70°C hasta su uso.

Estimacion de la concentracion de los acidos nucleicos

Los acidos nucleicos (DNA y RNA) presentan un maximo de absorbancia
(DO) a 260 nm. Una DO de 1.0 corresponde aproximadamente a 50 yg/ml para el
DNA de cadena doble y 40 pg/ml para el DNA y el RNA de cadena sencilla. La
relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm (DOg260/DO2g0) provee una
estimacion de la pureza de los acidos nucleicos. Preparaciones puras de DNA y
RNA tienen una relacién de aproximadamente 1.8 y 2.0 respectivamente. Si hay
contaminacién con proteinas o fenol, la relacion sera significativamente menor a
los valores anteriores. La estimacion de la concentracion de los acidos nucleicos
se realizé afadiendo 25 yl de la muestra a 475 yl de TE. Se mezcld y se midio las

absorbancias a 260 y 280 nm. Esto corresponde a una dilucion 20 X y la lectura de



la DO se puede convertir directamente a pg/ml para la muestra original
multiplicando por 1000. Por ejemplo, si la DO de la dilucién es de 0.450, entonces

la muestra original tendra una concentracion de 20 x 50 x 0.450 = 450 pg/ml.

Calidad de los acidos nucleicos.

La calidad del DNA se estimé por el patron de bandas en la electroforesis
en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE (Tris-Acetato 0.04M [pH 7.0]
EDTA 0.001 M) tefiidos con bromuro de etidio. Igualmente, la calidad del RNA se
estimo en geles de agarosa con formaldehido (MOPS 0.024M, pH 7.0, acetato de
sodio 8 mM, EDTA 1 mM [pH 8.0], conteniendo formaldehido 0.66 M). Los geles
fueron tenidos con bromuro de etidio. Por lo general, se cargaron de 2ul a 5ul de

cada muestra, junto con marcadores de tamafio molecular.

Transferencia de los acidos nucleicos a membranas de
Hybond-N (réplicas tipo Southern y Northern).

El gel (con DNA) se lavé con agua destilada y se sumergio en el
amortiguador de desnaturalizacion (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) durante 30 min a
temperatura ambiente con agitacion. El gel se lavd con agua destilada y se cubrid
con el amortiguador de neutralizacion (NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M [pH 7.2], EDTA
0.001 M) por 30 minutos en las mismas condiciones anteriores. Evitando que se
formaran burbujas, el gel se colocé sobre papel Whatman 3MM previamente
humedecido con amortiguador de transferencia, SSC 10X (solucion SSC 20X :
NaCl 3M, citrato de sodio 0.3M). Sobre el gel se coloco una membrana del mismo
tamarno de Hybond-N previamente humedecido con el mismo amortiguador. Sobre
la membrana se depositaron 2 hojas del mismo tamafio de papel Whatman 3MM
previamente humedecidos con el mismo amortiguador y sobre ellos, se colocd una
pila de papel absorbente. Finalmente se colocd una placa de vidrio junto con un
peso de aproximadamente 0.5 Kg. Se dejo en estas condiciones por 12 horas para
permitir la transferencia del DNA desde el gel a la membrana por capilaridad. La

membrana se lavé durante 5 min en amortiguador SSPE 2X (Solucion SSPE 20X:



NaCl 3.6 M, fosfato de sodio 0.2M, EDTA 0.02M, [pH 7.7]). El exceso de
amortiguador se eliminé colocando la membrana sobre papel Whatman 3 MM y el
DNA se fij6 a la membrana con dos ciclos de 0.12 jxcm? de radiacion ultravioleta
(UV) en el aparato “Spectrolinker” (Spectronics Corporation). De la misma forma el
RNA se transfirio a la membrana Hybond-N, solo que se omitieron los pasos de

lavado con agua destilida, desnaturalizacidén y neutralizacion.

Clonacién del cDNA de los genes petA y petD del
complejo de citocromos bf de E. gracilis.

Se realizaron PCRs (reaccion en cadena de la DNA polimerasa [Mullis y
Falloona , 1987]) usando como templado al cDNA sintetizado a partir de RNA total
de E. gracilis. Con este fin, se sintetizaron una serie de oligodesoxinucleétidos con
base en el uso de codones nuclear y disefiados con base en las secuencias amino
terminales que se obtuvieron de las proteinas maduras del complejo bf de E.
gracilis y de secuencias conservadas del citocromo f y la subunidad IV de varios
organismos (figura 5). La sintesis de los oligodesoxinucleotidos y la secuenciacion
de los productos de cDNA amplificados, se realiz6 en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma

de México.

Transcripcion reversay PCR (RT-PCR).

La transcripcion reversa de los RNAs mensajeros a cDNAs se realizé con el
sistema comercial “SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR” de
GIBCO BRL. La reaccion se realizé con 8 ul de RNA total (5 pg), 1 ul de dNTP 10
mM y 1 ul de Oligo(dT)12-18 (0.5 pg/pl) y se incubd a 65°C por 5 min. La muestra
se colocé en hielo un minuto y se afadieron 2 yl de amortiguador RT 10X, 4ul de
MgCl; 25 mM, 2 ul de DTT 0.1 M, y 1 pl de inhibidor de RNAsa. Se incubé a 42°C
durante 2 min y se afadié 1 ul (50 unidades) de SuperScript Il RT, se mezcld y se

incubd a 42°C por 1 h. La reaccion se terminé incubando 15 min a 70°C.
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Panel A
OL) OligoL 5-CACAAGCTTCTTTCTGAGTGTCTATTTTTTTTC-3'

2CF) Y P I F A Q Q A
5'-TAT CCC ATC TTC GCC CAG CAA GC-3'

3CF) R Y] C A N C H
5'-CG(C+T) ATT GTG TG(C+T) GCC AAC TG(C+T) CA-3'

4CF) S K D T P N | L
5'-AGC AAG GAC ACC CCG AAC ATT TTG-3

5CF) K K Y A E M TV
5'-AAG AAG TAC GCT GAG ATG ACT G-3

6CF) N \% G G F G Q G
5'-AAC GT(G+T) GG(A+C) GGA TTC GGA CA(A+G) G-3'

7CF) 5-CTGGAATTC(T)x-3’

8CF) R G P N Q L V
5'-GCG GCC GGG GTT CTG GAG GAC-3
9CF) E F Q K K K L \Y
5'-CTC GAA (C+T)TG CTT CTT CTT CAA (A+C)AC-3'
10CF) Y | Q G R G R N
5'-(G+A)TA AAT CTG GCC (T+G)CG GCC (T+G)CG (A+G)TT-3'
11CF) Vv P G | Vv L | N
5'-(G+A)AC GGG ACC (G+T)AT AAC AAG (G+A)AT (A+G)TT-3’
Panel B
1S) H N Y Y G E P A

5'-CAC AA(C+T) TA(C+T) TAC GGC GA(G+A) CC(C+T) GC-3'

2S) P L E L P E W
5'-CC(C+T) CTG GA(G+A) ATC CTG CC(C+T) GAG TG-3'

3S) W'Yy F F P T F N
5-G TAT TTC TTC CCC ACC TTC AAC-3’

4S)  5-CTGGAATTC(T)x-3

5S) E [ F P v T O L
5'-TC (A+G)AT GAA (A+G)GG (A+C)AC GGT GAT (G+C)AG-3’

6S) N F T P F F Y w
5'-GTT GAA GGT GGG GAA GAA ATA C-3

Figura 5. Oligodesoxinucleétidos utilizados para amplificar los cDNAs de los genes petA (panel A) y
petD (panel B) de E. gracilis. Las flechas indican la direccion de los oligodesoxinucleétidos Con
letras cursivas se representan los segmentos de las secuencias del citocromo f y de la subunidad

IV que se tomaron como base para el disefo de los oligodesoxinucleétidos.




De las reacciones de transcripcion reversa se tomaron alicuotas de 2 pl
para realizar las PCRs con los oligodesoxinucleétidos especificos anteriormente
descritos para amplificar los cDNAs de los genenes petA y petD. Las reacciones
de PCR se realizaron con el sistema comercial de Qiagen. La mezcla de reaccién
contenia amortiguador de reaccion 1X, desoxiribonucleétidos, dNTP (ATP, CTP,
GTP, TTP) 0.2mM, MgCI2 2mM, un par de oligodesoxinucleotidos (con sentidos
contrarios) 0.5 uM, 2ul del cDNA y dos unidades de Tag DNA polimerasa. El
termociclador se programé para dar un ciclo de 3 min a 94°C y 35 ciclos de 1 min
a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C y un ciclo final de 5 min a 72°C. Los productos
se analizaron en geles de agarosa al 1% los cuales se tifieron con bromuro de

etidio.

Purificacidon de los productos de la RT-PCR.

Se utilizo el sistema comercial de Qiagen “QlA-quick Gel Extraction Kit”. Los
fragmentos de agarosa (100 mg) que contenian los productos de PCR de interés,
se disolvieron en 300 uyl de amortiguador QG y se incubaron 10 min a 50°C.
Enseguida, la muestra se aplic6 a una columna de “QIA-quick” y se centrifugd
1min a 12000 rpm a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con 375 pl
cada uno de amortiguador PE, centrifugando un minuto a 12000 rpm. Se
centrifugd un minuto mas para eliminar el exceso del amortiguador PE. El DNA se
recuperé de la columna eluyéndolo con dos extracciones de 50 ul de agua
desionizada y centrifugando por un minuto a 12000 rpm. Los productos se

almacenaron a —20°C.

Ligacion de los productos de la RT-PCR.

Los productos de PCR purificados se ligaron en el vector “pGEM-T Easy
vector” de PROMEGA. La mezcla de ligacion contenia: 5yl de amortiguador 2X,
1ul de vector (50 ng), 3ul del producto de PCR a ligar y 1 pl de ligasa, todo en un

volumen final de 10 pl.



Obtencion de células competentes de E. coli para
transformar con plasmidos.

Células de E. coli DH5a se crecieron toda la noche en 5 ml de medio LB por
12 horas (Inoue y col. 1990). Estas células se inocularon en 25 ml de medio SOB
(bacto triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM,
MgCl, 10 mM, MgSOs 10 mM [pH 6.8]) a 18°C a una DOgyp de 0.6.
Inmediatamente después se incubaron en hielo por 10 min. Se centrifugd a 5000
rom en el rotor GSA de Sorvall durante 10 min a 4°C. Las células se
resuspendieron en 80 ml de amortiguador TB frio (Pipes 10 mM, MnCl, 55 mM,
CaCly 15 mM, KCI 250 mM, ajustando el pH a 6.7 con KOH antes de anadir el
MnCl,) y se incubaron 10 min en hielo. Posteriormente, se centrifugd a 2500 rpm
en el rotor GSA de Sorvall por 10 min a 4°C. La células se resuspendieron en 20
ml de amortiguador TB y se afiadi®6 DMSO a una concentracién final del 7%.
Posteriormente, se colocaron en hielo durante 10 min, se hicieron alicuotas de 0.5

ml y se congelaron en nitrogeno liquido. Se almacenaron a —70°C hasta su uso.

Transformacién de células competentes de E. coli.

A una alicuota de 50 upl de células competentes de E. coli DH5a
(descongeladas al momento de usar), se anadieron 5 pl de mezcla de ligacién y se
dejaron en hielo por 30 min. Inmediatamente después, se afiadieron 100 ul de
medio LB precalentado a 37°C y se sembro sobre una caja de Petri (precalentada
a 37°C) con 25 ml medio LB y agar al 1.6% (w/v), suplementados con 40ul de X
GAL al 2%, 10ul de IPTG 0.8M y ampicilina a una concentracion final de 100
pug/ml. Los cultivos se incubaron durante 12h a 37°C. Se recuperaron las colonias

de color blanco.

Obtencion de plasmidos y secuenciacion.

Se obtuvieron los plasmidos de las colonias blancas y se cortaron con la

enzima de restricccion Eco RI ( la mezcla de reaccion contenia 3 ul del plasmido, 3



ul de amortiguador 10X, 3 unidades de enzima de restriccién en un volumen final
de 30 pl). La reaccion de restriccion se analizé en un gel de agarosa al 1% tefido
con bromuro de etidio. Los plasmidos que mostraron la liberacion del inserto con la
enzima de restriccion, se secuenciaron automaticamente en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, utilizando los

oligodesoxinucledtidos universales.

Obtencidén de sondas para hibridizaciones tipo Southern
y Northern.

Se disefiaron dos sondas de las secuencias de cDNA del apocitocromo f,
uno de 201 pb, obtenido con el par de desoxioligonucledtidos 5-TTA CCT CTG
AAG ATG TCG CCA TG-3’ (hacia el extremo 3’) y 5-ACA AGT CAT CAA TGC
TCA CAA GG-3’(hacia el extremo 5’) que codifica a un segmento de la extension
N-terminal de la pre-apoproteina del citocromo f . También se utilizé6 una segunda
sonda de 165 pb, obtenida con el par de deoxioligonucleotidos 4CF-10CF, que
codifica a un segmento de la regibn madura de la apoproteina del citocromo f.
Igualmente, se obtuvo un cebador de 131 pb que codifica un segmento de la
region madura de la subunidad 1V con el par de deoxioligonucleotidos 2S-6S. Las
sondas se marcaron con [0->?P]dCTP usando el sistema comercial Random
Primer Labeling Kit de Gibco BRL.



RESULTADOS

Identificacion del complejo de citocromos bf de E. gracilis
mediante geles nativos de poliacrilamida y analisis de
sus componentes por SDS-PAGE de segunda dimensién.

Los geles nativos incoloros (CN-PAGE) y azules (BN-PAGE), son una
herramienta que nos permite aislar a los complejos proteicos en su estado
oligomérico nativo (Schagger y von Jagow, 1991). Con el el objeto de valorar el
mejor sistema de separacion del complejo de citocromos bf en su estado
oligomérico natural, se realizaron electroforesis utilizando ambos tipos de geles,
nativos incoloros y azules con las membranas tilacoidales del cloroplasto de E.
gracilis solubilizadas con dodecilmaltosido, que se caracteriza por ser un
deteregente neutro. La banda que formo el probable complejo de citocromos bf se
identificé mediante la tincién de losgrupos hemo con TMBZ. TMBZ es un reactivo
que al ser oxidado con el sistema hemo-H,O, precipita formando un complejo de
color azul en las zonas del gel donde hay proteinas con grupos hemo unidos de
forma covalente. En el caso del gel nativo incoloro, se revelaron dos bandas
tefiidas con TMBZ**identificadas con los caracteres 1 y II en la figura 6A.
Probablemente, estas dos bandas representan las conformaciones monomérica y
dimérica del complejo de citocromos bf. En el caso del gel nativo azul, la tincion
con TMBZ revel6 una sola banda indicada como I1I en la figura 6C. Las diferencias
obtenidas entre ambas técnicas electroforéticas quiza se deben a que el colorante
Serva Blue G probablemente estabiliza al complejo de citocromos bf en su forma
dimérica. Enseguida, los componentes de cada una de los complejos se
disociaron mediante electroforesis de segunda dimension en geles
desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida al 13% (SDS-PAGE). La tincion con
TMBZ (figura 6, panel D) de estos ultimos geles reveld6 dos hemoproteinas
indicadas como IIIA y IIIB, las cuales corresponden probablemente a los

citocromos f y bg, respectivamente. En éste mismo gel se aprecia una tercera

**Para hacer aparentes las bandas, después de la tincion con TMBZ, los geles se tifieron con azul
de Coomassie.



hemoproteina indicada con un asterisco (*). Probablemente se trata de alguna
hemoproteina desconocida o bien de una pequefa fraccion de complejo bf
monomérico. La tincion con plata de los mismos geles mostré una composicion de
4 a 5 posibles subunidades polipeptidicas para los complejos nativos 1y 1I (figura
6, panel B), mientras que el complejo I1I mostré una composicion de 5 a 6 posibles
subunidades polipeptidicas (figura 6, panel E). Se indican las bandas
correspondientes a los probables citocromos f y bg (por la tincion de sus grupos

hemo con TMBZ) en la figura 6, panel By panel E.

Gel nativo incoloro Gel nativo azul

w4t % CITOCROMOT -_A
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Figura 6. Identificacion del complejo de citocromos bf en cloroplastos de E. gracilis. Electroforesis
en geles del 6% al 13% de poliacrilamida nativos incoloro (CN-PAGE, panel A) y azul (BN-PAGE,
panel C) de las membranas tilacoidales de E. gracilis. Paneles B, D y E, electroforesis SDS-PAGE
de segunda dimension. Paneles A y C, tincion con azul Coomassie. Paneles B y E, tinciéon con
plata. Panel D, tincién con 3,3’,5,5’ tetrametilbenzidina (TMBZ).

En general, el perfil polipeptidico de cada uno de los complejos descritos, es

similar en cuanto al numero polipéptidos con respecto a los complejos bf de




plantas y algas. Sin embargo, para la ulterior caracterizacion molecular del
citocromo f y la subunidad IV, fue necesario establecer la metodologia para
obtener una preparacion enriquecida del complejo de citocromos bf de E.gracilis.

Solubilizacion del complejo de citocromos bf de las

membranas del cloroplasto de E. gracilis vy
caracterizacion de sus subunidades polipeptidicas.

El complejo de citocromos bf se solubilizé a partir de membranas de
cloroplastos de E. gracilis adaptando una metodologia ya descrita para la
obtencion del mismo complejo bf de cloroplastos de espinaca (Hurt y Hauska,
1981). Las membranas se solubilizaron con una mezcla de detergentes y el
solubilizado se fracciond secuencialmente con sulfato de amonio. Finalmente, el
complejo bf se enriquecid en un gradiente de sacarosa, obteniéndose una banda
café rojiza que migré en el extremo superior del gradiente de densidad. El gel de
electroforesis en SDS-PAGE (figura 7A), tefido con azul de Coomassie, revelo la

presencia de cinco subunidades del complejo.

A B Cc
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Figura 7. Identificacién de las subunidades del complejo bf de cloroplastos de E. gracilis. Panel A,
SDS-PAGE tefiido con azul Coomassie. Panel B, SDS-PAGE tedido con 3,355
tetrametilbenzidina (TMBZ). Panel C, Inmunodeteccién de la subunidad IV del complejo bf de E.
gracilis mediante anticuerpos contra la subunidad IV del complejo bf de de C. reinhardtii. CP,
proteinas totales de las membranas tilacoidales; BF, fraccion enriquecida del complejo de
citocromos bf.

El complejo aislado exhibié una composicion polipeptidica similar a la encontrada

en los geles de segunda dimension descritos en la seccion anterior. Los



citocromos bg y f fueron identificados en geles similares tefidos con TMBZ (figura
7B). Ambos, citocromo bg y f, muestran un peso molecular aparente de 30.9 kDa y
16.6 kDa, respectivamente y que son muy similares a los reportados
anteriormente para otros complejos de citocromos bf (Cramer y col., 2004; Pierre y
col., 1995). Un tercer gel fue transferido a una membrana de nylon sobre la cual,
mediante inmunoréplicas tipo Western y usando anticuerpos dirigidos contra la
subunidad 1V del complejo de citocromos bf de C. reinhardtii, se identificé a un
polipéptido de 13.8 kDa como la subunidad IV del complejo bf de E. gracilis (figura
7C). Varios de los componentes polipeptidicos del complejo bf aislado se
sometieron a degradacion de Edman automatizada. La determinacion de la
secuencia de los extremos amino terminales y la posterior comparacion de los
mismos con el banco de datos, Swissprot, permitié la identificacion inequivoca del

citocromo f, del citocromo bg y de la subunidad 1V (figura 8).

Banda Secuencia N-terminal Subunidad

(kDa)

30.9 (SY)PIFAQQAMXY)ENPRE citocromo f
ATGRIVCANCH

17.8 AYGEGANV FGKRKETDAQ subunidad del
FFEISGDGWSGKL fotosistema 11

16.6 S RVYDWFEERLEIQAIAD citocromo bg

DVSSKYVP (P)H (V)N

13.8 NVMKKPDLSDPKLRA subunidad IV
(KLAKYGMGHNYYGEPAWP
NDLLYMFPVCILGTFA(XA)

12.6 SGSGV RSAKKGGKAQGG proteina no
QAGVGYKGSTEPG identificada

Los polipéptidos se sometieron a degradacion de Edman. Los paréntesis y las X
denotan identificacion ambigua de ciertos residuos.

Figura 8. Secuencias N-terminal de los componentes polipeptidicos mayores del
complejo bf aislado de E. gracilis.



Esta es la primera vez que se logré secuenciar al extremo amino terminal
de una subunidad IV y del citocromo bg, pues en otros sistemas como en C.
reinhardtii, ambas subunidades presentan el extremo N-terminal bloqueado (Pierre
y col., 1995). Las tres subunidades identificadas, junto con la proteina fierro-azufre
tipo Rieske, son componentes constantes y esenciales de los complejos bf
funcionales, sin embargo, la proteina fierro-azufre tipo Rieske no se identificd en la
preparacion analizada de E. gracilis. Probablemente en algun paso de la
solubilizacién esta subunidad se disocié del complejo bf. Ademas, en la misma
preparacion, la banda de 17.8 kDa (numero de acceso P83687) se identific6 como
una subunidad del fotosistema II, mientras que la banda de 12.6 Kd (numero de
acceso P83688) no mostro similitud significativa con ninguna de las proteinas
depositadas en los bancos de datos. Queda por determinar si estos dos ultimos
polipéptidos son componentes reales 6 uUnicamente contaminantes de Ia
preparacion analizada del complejo bf de E. gracilis.
Determinacion de la estructura primaria del cDNA del gen

pet A que codifica al citocromo f del complejo de
citocromos bf de E. gracilis.

Con base en la secuencia amino terminal del citocromo f de Euglena y en
secuencias conservadas internas de los citocromos f, se disefiaron y construyeron
una serie de oligodesoxinucledtidos de acuerdo al uso de codones nuclear del
protista. Con ellos se llevaron a cabo amplificaciones con la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), usando como templado a la primera cadena del cDNA
sintetizado mediante transcripcidn reversa a partir de RNA total de E. gracilis.
Cabe mencionar que los intentos realizados para amplificar al gene del citocromo
f, utilizando como templado al DNA total de E. gracilis, no produjeron amplicones
que tuvieran secuencias similares con las de los citocromos f depositadas en los
bancos de datos. Desconocemos las causas que hacen dificil la amplificacién del
DNA gendmico de este protista. No obstante, a medida que obtuvimos informacion
de la secuencia del cDNA del gen petA, se diseharon oligodesoxinucleétidos

adicionales con los que se produjeron amplicones cuyas secuencias se



sobreponian unas con otras. Para amplificar el extremo 3', se utilizd6 el
oligodesoxinucledtido poli-T. Para el extremo 5" se uso la secuencia lider corta
que, mediante procesamiento alternativo en trans (trans-splicing’) se une a los
extremos 5’ de un numero indeterminado de RNA premensajeros que codifican a
proteinas destinadas a los diferentes compartimentos celulares de E. gracilis,
como el cloroplasto (Tessier y col.,, 1991). Se obtuvieron siete amplicones (figura
9) cuyas secuencias mostraron similitud con las de los citocromos f depositadas
en el banco de datos, reconstruyéndose con ellos la secuencia completa de 1648
pares de bases (pb) del cDNA del gen petA de E. gracilis (numero de acceso
AF443625, figura 10). Esto permitio deducir la secuencia de 496 residuos de
aminoacidos a partir del primer triplete ATG y hasta el triplete de término TGA
(nucledtidos 1295 al 1297). EI cDNA del gen petA mostré un extremo 3’ no
traducible (UTR-3’) de 153 pb, en donde se identific6 una probable senal de
poliadenilacion AATAAA (nucledtidos 1574 al 1579) (figura 10A). En E. gracilis, la
sintasa de hidroximetilbilano es una proteina cloroplastica que esta codificada en
el nucleo y que también presenta un probable sitio de poliadenilacion a 58 pb rio
arriba de la secuencia poli-A (Sharif y col., 1989). Otras secuencias publicadas
para genes nucleares no parecen tener una sefial tipica de poliadenilacion (Chan 'y
col., 1990; Houlne y Schantz, 1987).

Con respecto al uso de codones, el cloroplasto de E. gracilis tiende a dejar
de usar los tripletes terminados en citosina (C) y guanina (G), mientras que en el
nucleo, asi como en el gen petA, los tripletes terminados en adenina (A) son
minimamente utilizados. De acuerdo a lo anterior concluimos que el uso de
codones del gene petA es nuclear, (figura 11).

De la secuencia amino terminal de la proteina madura del citocromo f, se
dedujo que la preapocitocromo f de E. gracilis tiene una extension N-terminal
removible (PTC) de 149 residuos de aminoacidos, M _1s9 @ A _4 (figura 12).

! Splicing (corte y empalme de los mensajes genéticos), proceso mediante el cual los intrones (secuencias no expresables)
de un gen son removidos y sus exones (secuencias expresables) son empalmados para producir un transcrito maduro.
Trans-splicing , se refiere al empalme de secuencias que no estan codificadas en un mismo gen para producir a un
transcrito maduro.



L-10CF ¥ aagcttctttctgagtgtctatttttttcGTTACAAATGGCGAGCCTCCAAACGCCAGTCATGGTCGGAACGGTC
L-10CF ¥ GTTGGATGTGTGGCGGGAGTGGTTGGTTTCCTGGCCATGTCTTCCAATGCGGCCACGTCCCTCAGCGTGGCCCCA
L-10CF £  GCGAGCACCTCCACGCAGATTATCGCAAACCCCTCTGTTATCGCCCCACAATATCAAGGAAGTGTTACCTCTGAA
L-10CF ¥  GATGTCGCCATGGAGGCATCCCAGACGGATTTTGCTGAAGTCGCCGAAATTTCCTCTCCGGTTCAGGTCCAGTCG
L-10CF £  TGGTCGATGATTTTCTCTGCCATGTTGGCGGTCCCCCTTGCTGCTGCTGCCATGTTTTTCATGAAGAAGTCCACC
L-10CF ¥  ACGGAGGAGCGTCGGCCCCTTGTGAGCATTGATGACTTGTTGTCGGTGGGAAAGAAGGCTGTGGTTGCTTCTGCA
L-10CF ¥  GTGGTTGGAGCGGCAGCAGGCAGCGCAAATGCATATCCCATCTTCGCCCAGCAAGCTTATGGGAACCCGCGAGAG
2CF-8CF6 T TATCCCATCTTCGCCCAGCAAGCTTATGAGAACCCGCGAGAG
2CF-8CF7 r TTCGCCCAGCAAGCTTATGAGAACCCGCGAGAG
2CF-8CF6 T GCCACCGGACGCATTGTGTGCGCCAACTGCCATTTGGCTTCCAAGCCCACCGAGATTGAGGTGCCTCAGGCAGTT
2CF-8CF7 r GCCACCGGACGCATTGTGTGCGCCAACTGCCATTTGGCTTCCAAGCCCACCGAGATTGAGGTGCCTCAGGCAGTT
L-10CF £ GCCACCGGACGCATTGTGTGCGCCAACTGCCATTTGGCTTCCAAGCCCACCGAGATTGAGGTGCCTCAGGCAGTT
3CF-10CF f cgtattgtgtgcgccaactgccaT TTGGCTTCCAAGCCCACCGAGATTGAGGTGCCTCAGGCAGTT
3CF-11CF f cgcattgtgtgcgccaactgtcaTTTGGCTTCCAAGCCCACCGAGATTGAGGTGCCTCAGGCAGTT
2CF-8CF6 T CTGCCCGACCAGGTTTTCGAGGCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGCCCTCTCCAACGTCGTGGAC
2CF-8CF7 r CTGCCCGACCAGGTTTTCGAGGCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGCCTTCTCCAACGTCGTGGAC
L-10CF ¥  CTGCCTGACCAGGTTTTCGAGGCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGGCTTCTTCAACGTCGTGGAC
L-10CF r GCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGCCTTCTCCAACGTCGTGGTC
3CF-10CF f CTGCCTGACCAGGTTTTCGAGGCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGCCTTCTCCAACGTCGTGGAC
3CF-11CF T CTGCCTGACCAGGTTTTCGAGGCAGTCACCAAGGTTCCCTTCTCTGGACCATCTGCCTTCTCCAACGTCGTGGAC
2CF-8CF6 T CCCTCGACCGTGGTTGGCAGTGTTACCTTTGCTGGCACACAGCCCGTTGGGTTCATCCAGGAGAGCGGAGTCCCT
2CF-8CF7 r CCCTCGACCGTGGTTGGCAGTGTTACCTTTGCTGGCACACAGCCCGTTGGGTTCGTCCAGGAGAGCGGAGTCCCT
L-10CF £ CCCTCAACCGTGG-TGGCAGTGTTACCTTTGCTGGC

L-10CF r  CCCTCATCCGTGGTTGGCAGTGTTTCCTTTGCTGGCACACAGCCCGTTGGGTTCATCCAGGAGAGCGGAGTCCCT
3CF-10CF f CCCTCAACCGTGGTTGGCAGTGTTACCTTTGCTGGCACACAGCCCGTTGGGTTCATCCAGGAGAGCGGAGTCCCT
3CF-11CF T CCCTCAACCGTGGTTGGCAGTGTTACCTTTGCTGGCACACAGCCCGTTGGGTTCATCCAGGAGAGCGGAGTCCCT
2CF-8CF6 T GTGTCTCAGGCTCTGGTGGACATTGCAACTCCCGGAACCCCAGACACGGTCTTCAAGGCAACCATCAAGGTCCCC
2CF-8CF7 T AAGGTCCCC
2CF-8CF7 r GTGTCTCAGGCTCTGGTGGACATTGCAACTCCCGGAACCCCAGACACGGTCTTCAAGGCAACCAACAAGGTCCCC
L-10CF r  GTGTCTCAGGCTCTGGTGGACATTGCAACTCCCGGAACCCCAGACACGGTCTTCAAGGCAACCATCAAGGTCCCC
3CF-10CF f GTGTCTCAGGCTCTGGTGGACATTGCAACTCCCGGAACCCCAGACACGGTCTTCAAGGCAACCATCAAGGTCCCC
3CF-11CF T GTGTCTCAGGCTCTGGTGGACATTGCAACTCCCGGAACCCCAGACACGGTCTTCAAGGCAACCATCAAGGTCCCC
2CF-8CF6 T TATGACGAGTCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
2CF-8CF7 T TATGACGAGTCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
2CF-8CF7 r TATGACGAGTCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
L-10CF r  TACGATGAATCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
3CF-10CF f TACGATGAATCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
3CF-11CF T TACGATGAATCTTTGAAGCAGGTGGCCGGCAATGGGCGCGCAGCCCCCCTGAACGTTGGCGCTGTCCTGATTCTG
2CF-8CF6 T CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAGGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
2CF-8CF7 T CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAAGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
2CF-8CF7 r CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAAGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
L-10CF r  CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAGGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
3CF-10CF f CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAGGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
3CF-11CF T CCGGAGGGCTTCCGCCTGGCACCCCCGGAGCGCATCCCTGAGAAGATGAAGGAGGAGATCAACGGCCTTCAGTTC
2CF-8CF6 T ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGAACATTTTGGTTGTTGGGCCTGTCCCCGGCAAGAAGTACGCTGAGATGACT
2CF-8CF7 T ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGAACATTTTGGTTGTTGGGCCTGTCCCCGGCAAGAAGTACGCTGAGATGACT
2CF-8CF7 r ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGAACATTTTGGTTGTTGGGCCTGTCCCCGGCAAAAAGTACGCTGAGATGACT
L-10CF r  ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGAACATTTTGGTTGTTGGGCCTGTCCCCGGCAAGAAGTACGCTGAGATGACT
3CF-10CF T ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGAACATTTTGGTTGTTGGGCCTGTCCCCGGCAAGAAGTACGCTGAGATGACT
3CF-11CF ¥ ATCCAGTACAGCAAGGACACCCCGaacatccttgttatcggtcccgtc

5CF-7CF8 F aagaagtacgctgagatgact
5CF-7CF8 r aagaagtacgctgagatgact
5CF-7CF12 f aagaagtacgctgagatgact

5CF-7CF12 r aagaagtacgctgagatgact
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GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAAAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTCCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAGGGTGGACAAGAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC
GTGGCCCTCCTGTCCCCTGACCCGAAGGTGGACAAaAAGGCGGAGTTCGGCACCTTGCCGATTTATGTCGGTGGC

AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACATCTACAACGTGGAGCACTCCGGA
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACATCTACAACGTGGAGCACTCCGGA
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAAAAG

aattgcggccgcggttagatttat

aaccgcggccgcggecagatttat
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACATCTACAACGTGGAGCACTCCGGA
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACATCTACAACGTGGAGCACTCCGGA
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACATCTACAACGTGGAGCACTCCGGA
AACCGTGGCCGAGGCCAGTTGTATCCCACTGGTGAGAAGAGCAACAACAACCATTACAACGTGGAGCACTCCGGA

AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACGGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC
AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACGGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC
AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACCGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC
AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACCGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC
AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACCGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC
AAGATTGCCGACATCCAGCTGAATGAGAAGAAGCGCATTTACACCGTGGCCGTGCAGCAGAAGGACGGCGAGATC

ATCAATGAGGACTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTTGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCGGGCCATC
ATCAATGAGGATTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTTGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCAGGCCATC
ATCAATGAGGATTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTTGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCAGGCCATC
ATCAATGAGGATTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTTGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCAGGCCATC
ATCAATGAGGATTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTGGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCAGGCCATC
ATCAATGAGGATTTGCCTGCTGGAGCGGAGCTGATTGTGAAGGTTGGCGATGTTGTTGAGGCCGGCCAGGCCATC

TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGC-———-~
TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGC—————~
TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGCGTGCAG
TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGCGTGCAG
TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGCGTGCAG
TCCACCAACCCCAACGTCGGCGGCTTCGGCCAGGCCGAGTCCGAGATCGTCCTCCAGAACCCCGGCCGCGTGCAG

GCCTTCCTCTTCTTCTCCTTCACCGTCCTCGCGACCCAGACCCTGCTGgttttgaagaagaagcaattcgag
GCCTTCCTCTTCTTCTCCTTCACCGTCCTCGCGACCCAGACCCTGCTGgttttgaagaagaagcaattcgag
GCCTTCCTCTTCTTCTCCTTCACCGTCCTCGCGACCCAGACCCTGCTGGTGGTGAAGAAGAAGCAGTACGAGCAG
GCCTTCCTCTTCTTCTCCTTCACCGTCCTCGCGACCCAGACCCTGCTGGTGGTGAAGAAGAAGCAGTACGAGCAG

GTGCAGCTGTCCGAGATGAACTTCTGAGGGTGGGGTCGCTCGCCTGTGCCCCTTGACCGTACCCGGGGGGAGCAG
GTGCAGCTGTCCGAGATGAACTTCTGAGGGTGGGGTCGCTCGCCTGTGCCCCTTGACCGTACCCGGGGG AGCAG

GCACTTTTCGCGGATGAGCCGCCTGAAAATAAAGGAAGCCCGGTTTCTTTCCTGTTAAACAGGACTGCTTCTACA
GCACTTTTCGCGGATGAGCCGCCTGAAAATAAAGGAAGCCCGGTTTCTTTCCTGTTAAACAGGACTGCTTCTACA

ACCTGGTGCTTGGCTGTCCTATTTGTCaaaaaaaaaaaaaaa
ACCTG TGCT GCTGTCCTATTTGTCaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 9. Secuencia de nucledtidos de los amplicones obtenidos mediante RT-PCR con RNA total
de E. gracilis y que presentan similitud con otros citocromos f. Del lado izquierdo se muestra el
nombre del amplicon que corresponde con el del par de deoxioligonucleotidos con que fue
amplificado. El desoxioligonucleétido hacia el extremo 3° se indica con la letra f y el
desoxioligonucleétido hacia el extremo 5° se indica con la letra r. Los caracteres en minuscula y en

cursiva, indican la secuencia de los oligodesoxinucleétidos empleados.
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WSMIFSAMLA VPLAAAAMFF MKKSTTEERR 120
VVGAAAGSAN A'PIFAQQAY ENPREATGRI VCANCHLASK 180
KVPFSGPSAF SNVVDPSTVV GSVTFAGTQP VGFIQESGVP 240
TIKVPYDESL KQVAGNGRAA PLNVGAVLIL PEGFRLAPPE 300
DTPNILVVGP VPGKKYAEMT VALLSPDPRV DKKAEFGTLP 360
NNTYNVEHSG KIADIQLNEK KRIYTVAWQ KDGEIINEDL 420
STNPNVGGFG QAESEIVLQN PGRVQAFLFF SFTVLATQTL 480
498

Figura 10. Panel A, secuencia de nucledtidos del cDNA del gen petA que codifica para la
preapocitocromo f del complejo de citocromos bf de cloroplastos de E. gracilis. La secuencia
sombreada es probablemente una sefal de poliadenilaciéon y la secuencia subrayada muestra el
codon de término de la traduccion. La secuencia en caracteres rojos codifica para la presecuencia
de la apocitocromo f. La secuencia en caracteres verdes codifica el inicio de la apocitocromo fy
corresponde con la secuencia amino terminal que se obtuvo mediante la degradacion de Edman
de la proteina madura. La secuencia no traducible del extremo 3" se muestra en caracteres azules.
Panel B, secuencia deducida de residuos de aminoacidos de la preapocitocromo f del complejo de
citocromos bf de cloroplastos de E. gracilis. La presecuencia del preapocitocromo f aparece
sombreada y en caracteres rojos. La secuencia madura de la apocitocromo f se muestra en
caracteres negros junto a la de caracteres verdes, que corresponde a la secuencia amino terminal
que se obtuvo mediante la degradacién de Edman de la proteina madura.
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Figura 11. Uso de codones de Euglena gracilis para los genes petA y petD que codifican para la
preapocitocromo f y la presubunidad IV del complejo de citocromos bf.N, nucleo; f, citocromo f, S,
subunidad IV; CI, cloroplasto.

Esta extension N-terminal es similar en tamano a los PTC que presentan otras
proteinas precursoras cloroplasticas codificadas en el nucleo de E. gracilis, que
generalmente tienen un tamano de 134 a 141 residuos. Estos PTC, al igual que en
plantas (cuyos PTC son de 20 a 120 residuos), no constituyen secuencias
canonicas conservadas (Chan y col., 1990; Kishore y col., 1993).

Se ha observado que los PTC de las preproteinas tilacoidales del
cloroplasto de E. gracilis, a diferencia de las de plantas, presentan tres dominios
hidrofobicos; el primero, descrito unicamente en E. gracilis, es un dominio de
reconocimiento a la membrana del reticulo endoplasmico. Esta regién esta
seguida por un dominio de reconocimiento para la membrana del cloroplasto y por

un tercer dominio de reconocimiento para la membrana tilacoidal (Inagaki y col.,



2000). Las presecuencias de las preproteinas estromales presentan unicamente
los dos primeros dominios (Sulli y col.,1999). En el caso de la extension N-terminal
del preapocitocromo f de E. gracilis se predijeron mediante programas de computo
(SPORT prediction; Emanuelsson y col., 1999; Emanuelsson y col., 2000; Nielsen
y col.,, 1997) tres dominios delimitados por tres sitios de corte de probables
peptidasas de procesamiento:
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Figura 12. Secuencia deducida de residuos de aminoacidos del PTC de la preapocitocromo f del
complejo bf de E. gracilis. Las flechas indican los sitios predecidos de corte de peptidasas. Los
asteriscos indican a residuos hidroxilados, el signo menos a residuos &cidos y con letra cursiva y
subrayados con doble linea a residuos basicos. La secuencia de la proteina madura del citocromo f
obtenida mediante la degradacion de Edman se muestra subrayada con una linea negra. Los
residuos encerrados en cuadros son dominios hidrofébicos. La numeracion positiva empieza a
partir del primer residuo de la proteina madura y la negativa denota la presecuencia.

una peptidasa sefial entre los residuos T _107 ¥ Q _106, Una peptidasa de
procesamiento estromal entre los residuos A 46 ¥ A 45 y un sitio de corte
conservado Ala-X-Ala, residuos A _3 a A4, para la peptidasa de procesamiento
tilacoidal (Inagaki y col., 2000; Smeekens y col., 1986; von Heijne y col., 1989).
Los tres dominios identificados presentan regiones hidrofébicas ( residuos V 142 a
S 122, V 6 @ A 4y A_y7aY +)y entre ellas hay numerosos residuos
hidroxilados, ademas de residuos acidos y basicos, como se ha observado en

otras proteinas precursoras cloroplasticas codificadas en el nucleo de E. gracilis



(Inagaki y col., 2000; Chan y col., 1990; Kishore y col., 1993; Sulli y col., 1999;
Henze y col., 1995).
El cDNA del gen petA de E. gracilis codifica un apocitocromo f maduro de

347 residuos de aminoacidos (figura 13).
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EUGLENA  YPIFAQQAYGNPREATGRIVCANCHLASKPTE I EVPQAVLPDQVFEAVTKVPFSGPSGFFNVVDPSTVVGSVTFA 75
CHLSUB  YPIFAQQNYENPREANGR IVCANCHLAQKPVELEVPQAVLPDTVFEAL - ——————————— e e
CHLVU YPIFAQQNYANPREANGR IVCANCHLAEKP IEIEVPQAVLPDTVFEAV - —————————————
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EUGLENA GTQPVGFIQESGVPVSQALVDIATPGTPDTVFKAT IKVPYDESLKQVAGNGRAAPLNVGAVLILPEGFRLAPPER 150

CHLSUB  —=——— e 1QIPYDTQVKQVLANGKKGDLNVGMVL I LPEGFELAPADR
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PHORLA I1PEEMKEEVGPSYLFQPYADDKQNIVLVGPLPGDQYEE 1 VFPVLSPNPATNKSVAFGKYSIHLGANRGRGQIYPTG
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CHLSUB  SKSNNTVYNSPVSGTITEILKLEGKKGGYTISITKADGVVLTEKIPGGPEV IVKEGQAT IADQPLTNNPNVGGFGQ
CHLVU SKSNNT IFTASAAGK I TAIEPA-GKKGGYTLT IETANGES I SEKLPPGPELVVNIGD IVGVDQALTTNPNVGGFGQ
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PHORLA  EKSNNAVYNASAAGVITAI-AK-ADDGSAEVKIRTEDGTTIVDKIPAGPEL IVSEGEEVAAGAALTNNPNVGGFGQ

EUGLENA AESEIVLQNPGR |VQAFLFESFTVLATQTLLVV| KKKQYEQVQLSEMNF-------- 347
CHLSUB  KDVEVVLONPVR [IGGLLAFFACILLAQILLVV| KKKQFEKVQLAEMNF--——-—--
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Figura 13. Comparacién de secuencias de diferentes citocromos f. EUGLENA (Q8GZR2), Euglena
gracilis; CHLSUB (Q95AG0), Chlamydomonas subcaudata; CHLVU (P56316), Chlorella vulgaris;
BRARA (P36438), Brassica rapa; PHORLA (P95522), Phormidium laminosum. Los residuos de
aminoacidos involucrados en la unién de cinco moléculas de agua mediante enlaces puente de
hidrégeno estan indicados con asteriscos y los involucrados con la uniéon del grupo hemo estan
subrayados. Los residuos idénticos estan sombreados y la secuencia Unica de 62 residuos,
insertada en la apocitocromo f de E. gracilis aparece con letras cursivas. Los residuos involucrados
en la unién a la membrana estan encerrados en un cuadro. Los numeros de acceso estan entre
paréntesis.

La comparacion de la secuencia del apocitocromo f de E. gracilis con las
secuencias de otros apocitocromos f (figura 13), mostré un 52% de identidad entre
ellas, infiiendo con ello que la proteina estd altamente conservada aun en
especies no relacionadas. De hecho, hay residuos idénticos de aminoacidos

involucrados en la unién covalente del grupo hemo. Igualmente, las secuencias




muestran a residuos conservados en los apocitocromos f de plantas, algas y
cianobacterias involucrados en la union de la cadena de cinco moléculas de agua
(figura 4). Como se indico en la introduccion, esta cadena de moléculas de agua
puede actuar como componente estructural (Chi y col., 2000) o como un posible
cable conductor de protones. Se ha propuesto que el complejo de citocromos bf
puede expulsar a los protones a través de estas cadenas de agua durante su
funcionamiento (Sainz y col.,, 2000). Ademas, la comparacion de secuencias
revela que en el apocitocromo f de E. gracilis hay 62 residuos de aminoacidos
adicionales, que al ser comparada con las secuencias disponibles en el banco de
proteinas, no mostrd parecido con ninguna de ellas. Esta insercion es de caracter
hidrofébico, con solo 6 residuos cargados, 3 residuos de acido aspartico (D64,
D96 y D104), uno de acido glutamico (E85) y dos de lisina (K50 y K108), por lo
que en su medio natural debera estar resguardado del ambiente hidrofilico del
lumen tilacoidal, lo cual hace suponer que debera estar alejado del sitio de
interaccion con la plastocianina, en donde el ambiente es de caracter hidrofilico,
rico en residuos de lisina (ver figura 4), lo que hace suponer que podria jugar un

papel meramente estructural.

Determinacion de la estructura primaria del cDNA del gen

petD del complejo de citocromos bf de E. gracilis.
Con base en la secuencia del extremo amino terminal de la proteina

madura de la subunidad IV del complejo de citocromos bf de E. gracilis y de
secuencias conservadas internas, se construyeron oligodesoxinucleétidos para
realizar amplificaciones mediante la PCR (figura 5, panel B).Para obtener
informacién de la region 3’ se utilizé el oligodesoxinucleétido poli-T y para extremo
5 al oligo L. Usando cDNA de E. gracilis como templado, se obtuvieron tres
amplicones que se sobrepusieron unos a otros (figura 14) y cuyas secuencias
exhibieron similitud con los genes petD de cloroplastos encontrados en las bases
de datos. Se reconstruyd una secuencia parcial de 697 pb del cDNA del gen petD

de E. gracilis (humero de acceso AY216719, figura 15). A diferencia del gene



petA, el RNA mensajero del gen petD no exhibe en su extremo 3" una sefal tipica

de poliadenilacion.

1S-5S f aactattacggcgagcctgcTGAGAGTGCGTTGGAGCGGCGTTCAAGCTCTGTTGTGATGAACAATGTTATGAAG
1S-5S f AAGCCTGATTTGTCTGACCCAAAGCTGCGGGCCAAGCTGGCCAAGGGAATGGGCCGCAACTATTATGGTGAGCCA
1S-5S f GCGTGGCCTAATGACCTCCTGTACATGTTCCCTGTTTGCATTCTTGGAACCTTTGCTGCAATTGTGGGTCTGGCT
1S-5S f GTCATGCAGCCAACTCCAACTGGTGAGCCTGCAAACCCTTTCGCTACACCACTGGAGATCTTGCCTGAGTGGTAT
3S-4S R gtat
3S-4S F gtat
2S5-4S R cccctggagatcctgectgagtg GTAT
25-4S F cccctggagatcctgectgagtgGTAT
1S-5S f TTCTTCCCCACCTTCAACCTGCTGCGCGTGATCCCCAACAAGCTGCTGGGTGTACTGTCCATGGCAGCCGTCCCT
3S-4S R ttcttccccaccttcaacCTGCTGCGCGTGATCCCCAACAAGCTGCTGGGTGTACTGTCCATGGCAGCCGTCCCT
3S-4S F ttcttccccaccttcaacCTGCTGCGCGTGATCCCCAACAAGCTGCTGGGTGTACTGTCGATGGCAGCCGTCCCT
2S-4S R TTCTTCCCCACCTTCAACCTGCTGCGCGTGATCCCCAACAAGCTGCTGGGTGTACTGTCCATGGCAGCCGTCCCT
2S-4S F TT.TTCCCCACCTTCAACCTGCTGCGCGTGATCCCCAACAAGCTGCTGGGTGTACTGTCCATGGCAGCCGTCCCT
1S-5S f GCTGGTctgatcaccgttcccttcattga

3S-4S R GCTGGTCTGATCACAGTCCCTTTCATTGAGAACGTCAACAAATTCCAGAACCCTTTCCGTCGCCCTGTGGCCACA
3S-4S F GCTGGTCTGATCACAGTCCCTTTCATTGAGAACGTCAACAAATTCCAGAACCCTTTCCGTCGCCCTGTGGCCACA
2S-4S R GCCTGTCTGATGACAGTCCCTTTCATTGAGAACGTCAACAAATTCCAGAACCCCTTCCGTCGCCCTGTGGCCACA
2S-4S F GCCTGTCTGATGACAGTCCCTTTCATTGAGAACGTCAACAAATTCCAGAACCCCTTCCGTCGCCCTGTGGCCACA
3S-4S R AGCGTGTTCCTTTTGGGCACTGTTGTCGCTATCTGGCTTGGCATTGGAGCAACCCTGCCAATTGACAAGGCTATC
3S-4S F AGCGTGTTCCTTTTGGGCACTGTTGTCGCTATCTGGCTTGGCATTGGAGCAACCCTGCCAATTGACAAGGCTATC
25-4S R AGCGTGTTCCTTTTGGGCACTGTTGTCGCTATCTGGCTTGGCATTGGAGCAACCCTGCCAATTGACAAGGCTATC
2S-4S F AGCGTGTTCCTTTTGGGCACTGTTGTCGCTATCTGGCTTGGCATTGGAGCAACCCTGCCAATTGACAAGGCTATC
3S-4S R TCTCTGGGCTTCTGGTAAAGTGCGTTATACCTGACCGAGGGCCTTTTTATGGTGGGTCTCCCTGCTTGGTTGGAC
3S-4S F TCT.TGGGCTT.TGGTAAAGTGCGTTATACCTGACCGAGGGCCTTTTTATGGTGGGTCTCCCTGCTTGGTTGGAC
25-4S R TCTCTGGGCTTCTGGTAAAGTGCGTTATGCCTGACCGAGGGCCTTTTTATGGTGGGTCTCCCCGCTCGGTTGGAC
2S-4S F TCT.TGGGCTT.TGGTAAAGTGCGTTATGCCTGACCGAGGGCCTTTTTATGGTGGGTCTCCCCGCTCGGTTGGAC
3S-4S R AAAGGGCCTCAGGTGACCAACAATCGCTTGGAAGTGCGTTT-CCATTTCCAGGCTCCAAGACTCATGGAACCCCT
3S-4S F AAAGGGCCTCAGGTGACCAACAATCGCTTGGAAGTGCGTTT-CCATTTCCAGGCTCCAAGACTCATGGAACCCCT
2S-4S R AAAGGGCCTCAGGTGACCAACAATCGCTTGGAAGTGCGTTTTCCATTTCCAGGCTCCAAGACTCATGGAACCCCT
2S-4S F AAAGGGCCTCAGGTGACCAACAATCGCTTGGAAGTGCGTTTTCCATTTCCAGGCTCCAAGACTCATGGAACCCCT
3S-4S R GTTAGCCAGACGTTCCGTGGGCGCTGTAGCTCGTTGAACTTCaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

3S-4S F GTTAGCCAGACGTTCCGTGG-CGCTGTAGCTCGTTGAACTTCaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

25-4S R GTTAGCCAGACGTTCCCGTGGCGGTGTAGCTTGTTGAACTTCaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

25-4S F GTTAGCCAGACGTTCCGTGG-CGGTGTAGCTTGTTGAACTTCaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 14. Secuencia de nucleétidos de los amplicones obtenidos mediante RT-PCR con RNA total
de E. gracilis y que presentaron similitud con otras subunidades IV. Los caracteres en minuscula y
en cursiva, indican la secuencia de los oligodesoxinucleétidos empleados.



1 T
2  GAGAGTGCGT TGGAGCGGCG TTCAAGCTCT GTTGTGATGA ACAATGTTAT GAAGAAGCCT GATTTGTCTG
72 ACCCAAAGCT GCGGGCCAAG CTGGCCAAGG GAATGGGCCG CAACTATTAT GGTGAGCCAG CGTGGCCTAA
142 TGACCTCCTG TACATGTTCC CTGTTTGCAT TCTTGGAACC TTTGCTGCAA TTGTGGGTCT GGCTGTCATG
212 CAGCCAACTC CAACTGGTGA GCCTGCAAAC CCTTTCGCTA CACCACTGGA GATCTTGCCT GAGTGGTATT
282 TCTTCCCCAC CTTCAACCTG CTGCGCGTGA TCCCCAACAA GCTGCTGGGT GTACTGTCCA TGGCAGCCGT
352 CCCTGCTGGT CTGATCACAG TCCCTTTCAT TGAGAACGTC AACAAATTCC AGAACCCTTT CCGTCGCCCT
422 GTGGCCACAA GCGTGTTCCT TTTGGGCACT GTTGTCGCTA TCTGGCTTGG CATTGGAGCA ACCCTGCCAA
492 TTGACAAGGC TATCTCTCTG GGCTTCTGGT AAAGTGCGTT ATACCTGACC GAGGGCCTTT TTATGGTGGG
562 TCTCCCTGCT TGGTTGGACA AAGGGCCTCA GGTGACCAAC AATCGCTTGG AAGTGCGTTT TCCATTTCCA
632 GGCTCCAAGA CTCATGGAAC CCCTGTTAGC CAGACGTTCC GTGGGCGCTG TAGCTCGTTG AACTTC

1 ESALERRSSS VVMNNVMKKP DLSDPKLRAK LAKGMGRNYY GEPAWPNDLL
51 YMFPVCILGT FAAIVGLAVM QPTPTGEPAN PFATPLEILP EWYFFPTENL
101 LRVIPNKLLG VLSMAAVPAG LITVPFIENV NKFQNPFRRP VATSVFLLGT
151 VVAIWLGIGA TLPIDKAISL GFwW*

Figura 15. Panel A, secuencia de nucledtidos del cDNA del gen petD que codifica para la
subunidad IV del complejo de citocromos bf de cloroplastos de E. gracilis. La secuencia subrayada
muestra el codon de termino de la traduccion. Panel B, secuencia deducida parcial de residuos de
aminoacidos de la presubunidad IV del complejo de citocromos bf de cloroplastos de E. gracilis. La
presecuencia parcial de la presubunidad IV aparece sombreada.

La secuencia deducida de aminoacidos predice una preproteina parcial de la
subunidad 1V de E. gracilis de 173 residuos (figura 15, panel B) y de forma similar
al gen petA, el uso de codones del gen petD es nuclear, pues es claramente
diferente al uso de codones de los genes cloroplasticos (figura 11). La secuencia
amino terminal de la proteina madura de la subunidad 1V de E. gracilis, obtenida
por secuenciacion directa del polipéptido, nos permitid deducir la secuencia de 159
residuos de la subunidad madura, la cual es homodloga a otras subunidades IV
conocidas (figura 16). Sin embargo, unicamente se logré obtener la secuencia
parcial de 15 residuos de aminoacidos para la presecuencia cloroplastica de la
proteina de la subunidad IV. En la secuencia deducida de la preproteina de la
subunidad IV hay un residuo inconsistente (Arginina 23) con respecto a la
secuencia de la proteina madura obtenida mediante la degradacion de Edman (Rz3

en lugar de Hys sefialada con una flecha de color negro, figura 16). Puesto que no



hay evidencia previa que sugiera la existencia de edicion del RNA en E. gracilis,
se asume que la diferencia se puede deber a errores en la amplificacion por la RT-
PCR 6 en la secuenciacion automatizada tanto del cDNA clonado como de la
proteina madura mediante la degradacion de Edman. Ademas, el analisis de la
secuencia de la preproteina de la subunidad 1V, con programas de computo
establecidos (Emanuelsson y col., 2000; Nielsen y col., 1997), mostré un probable
sitio de corte para una posible peptidasa de procesamiento en Nys, indicada con
una flecha de color rojo (figura 16). Esta prediccion es consistente con la
secuencia amino terminal de la proteina madura que se obtuvo mediante la

degradacién de Edman.

EUGLENA ESALERRSSSVVMNN 15
CTE

EUGLENA --VMKKPDLSDPKLRAKLAKGMGRNYYGEPAWPNDLLYMFPVCILGTFAAIVGLAVMQPTPTGE 7

ODONTELLA  MSVIKKPDLTDPKLRAKLAKGMGHNYYGEPAWPNDLLYVEPVCILGTFACCIGLAVMAPTQMGE

CHLVU MAVTKKPDLSDPVLRAKLAKGMGHNYYGEPAWPNDLLY IFPVVIFGTFACVIGLSVLDPAAIGE

CHLA MSVTKKPDLSDPVLKAKLAKGMGHNTYGEPAWPNDLLYMFPVVILGTFACV IGLSVLDPAAMGE

SYNY3 MS 1 1KKPDLSDPDLRAKLAKGMGHNYYGEPAWPND ILYMEP ICILGALGL IAGLAILDPAMIGE

EUGLENA PANPFATPLE ILPEWYFFPTENLLRV IPNKLLGVLSMAAVPAGL I TVPFIENVNKFQNPFRRPYV 141
ODONTELLA PADPENTPLEILPEWYFFPTENLLRVLPNKLLGVLAMARVPAGL I TVPFIENVNKFQNPFRRP I

CHLVU PANPFATPLEILPEWYFYPVFQILRVVPNKLLGVLLMAAVPAGLLTVPEIEN INKFONPFRRPV
CHLA PANPFATPLEILPEWYFYPVEQILRVVPNKLLGVLLMAAVPAGL I TVPFIESINKFONPYRRPI
SYNY3 PADPFATPLEILPEWYLYPTEQILRILPNKLLG IAGMAAIPLGLMLVPEIESVNKFQNPFRRPI
CTG

EUGLENA ATSVFLLGTVVAIWLGIGATLPIDKAISLGFW 173
ODONTELLA  ASLVFILGFFTAVWLGIGACLPIDKAVSLGFW

CHLVU ATTVELIGTVAAIWLGIGAALPIDISLTLGLF

CHLA ATILFLLGTLVAVWLGIGSTFPIDISLTLGLF

SYNY3 AMTVELFGTAAALWLGAGATFPIDKSLTLGLF

Figura 16. Comparacion de secuencias de diferentes subunidades IV. EUGLENA (Q84TU6),
Euglena gracilis. ODONTELLA (P49489), Odontella sinensis. CHLVU (BAA57912), Chlorella
vulgaris. CHLA (P23230), Chlamydomonas reinhardtii. SYNY3 (BAA10150), Synechocystis sp. Los
residuos involucrados en el dominio de oxidacion del plastoquinol (Qo) estan indicados con
asteriscos. Con una flecha de color negro se idica el reiduo de arginina, que por degradacion de
Edman de la proteina madura, nos indica que es un residuo de Histidina. Con una flecha de color
rojo se indica el probable sitio de corte de alguna peptidasa de procesamiento. Las regiones de las
secuencias que cruzan la membra estan indicadas con una linea negra. CT E, cruce
transmembranal E; CT F, cruce transmembranal F; CTG; cruce transmembranal G. Los niumeros
de acceso estan entre paréntesis.



Discusion
Identificacion del complejo de citocromos bf de E. gracilis

mediante geles nativos de poliacrilamida y SDS-PAGE de
segunda dimension.

Los complejos de citocromos bf en plantas, algas y cianobacterias estan
constituidos por 8 subunidades proteicas y que estan codificadas por genes que
pueden estar en el nucleo 6 en el genoma del cloroplasto (Choquet y col., 2002).
Asi tenemos que en el genoma del cloroplasto de plantas y algas, en donde se ha
caracterizado este complejo, se encuentran invariablemente los genes petA, petD,
petB, petG y petL que codifican, respectivamente, para las subunidades proteicas
citocromo f, subunidad IV, citocromo b, PetG y PetL. Sin embargo, en el genoma
circular de 143.170 kpb del cloroplasto de E. gracilis, unicamente encontramos a
los genes petB y petG (Hallick y col., 1993). Por lo que se plante6 como objetivo
investigar la probabilidad de que en E. gracilis existe un complejo de citocromos bf
y, por lo tanto, los genes petA y petD deberian estar en el nucleo. Para ello sé
obtuvieron cloroplastos de E. gracilis, sé solubilizaron y se sometieron a
electroforesis en geles nativos de poliacrilamida. De una segunda preparacion de
membranas tilacoidales sé obtuvo una fraccién enriquecida del complejo de
citocromos bf, la cual se sometid a electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Las subunidades proteicas, identificadas con éstos
sistemas, se caracterizaron sin ambigiedades mediante la secuenciacion de sus
extremos amino terminales. A partir de estas secuencias y de secuencias
reportadas para otros genes petA y petD, se disefiaron oligodesoxinucleétidos
para amplificar mediante la RT-PCR los cDNAs de los genes correspondientes de
E. gracilis. Tomando en cuenta el uso de codones, asi como la adquisicion de una
presecuencia similar a otras proteinas cloroplasticas codificadas en el nucleo,
concluimos que E. gracilis presenta un complejo bf con un juego de citocromos
similar a los reportados en plantas algas y cianobacterias, y que sus genes petA y

petD estan en el nucleo.



La electroforesis en geles nativos azules 6 incoloros de poliacrilamida (BN-
PAGE y CN-PAGE respectivamente), permite separar directamente de las
membranas bioldgicas solubilizadas con un detergente no-iénico, a los complejos
proteicos en su estado oligomérico nativo para la posterior identificacion de las
subunidades que los componen (Schagger y von Jagow, 1991). La movilidad de
las proteinas en el BN-PAGE es afectada por la union de cargas negativas del
colorante azul de Coomassie, por lo que aun las proteinas basicas que unen a
este colorante migran hacia el anodo. La CN-PAGE utiliza los mismos
amotiguadores y condiciones de electroforesis que la BN-PAGE, pero en ausencia
del colorante. En este caso la movilidad electroforética depende de la carga
intrinsica de las proteinas y unicamente aquellas con punto isoeléctrico inferior a
pH 7.0 migran hacia el anodo. Estas observaciones nos pueden explicar las
diferencias en los resultados que se obtuvieron al separar al complejo de
citocromos bf de E. gracilis sobre geles nativos azules e incoloros. Al modificar la
carga de las proteinas membranales con el azul de Coomassie, la movilidad
electroforética de las mismas se vid afectada. Al estabilizar los complejos
proteicos con el colorante, se revel6 una sola banda con tetrametil benzidina
(TMBZ), en los geles nativos azules. En las condiciones electroforéticas de los
geles nativos incoloros, el complejo bf quiza es mas inestable, de tal forma que se
observan dos bandas al revelar a los grupos hemo con TMBZ. La electroforesis de
segunda dimensiéon en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) tefidas con
plata, revelé6 un perfil de las subunidades polipeptidicas que conforman al
complejo bf de E. gracilis similar en numero a las de los complejos bf de plantas
(Hurt y Hauska, 1981), algas (Wynn y col., 1988) y cianobacterias (Zhang y col.,
2003). Se revelaron dos hemoproteinas con la tincion de TMBZ, correspondientes
a los citocromos f y bg. Igualmente, el complejo bf parcialmente purificado de E.
gracilis, mostré un perfil electroforetico similar a los obtenidos con los geles de
segunda dimension. Nuevamente los citocromos f y bg se tifieron con TMBZ y la
subunidad de 16.6 kDa (figura 7) fue blanco de reconocimiento de los anticuerpos
dirigidos contra el citocromo bg de C. reinhardtii (datos no mostrados). En un

segundo analisis inmunoquimico, mediante anticuerpos dirigidos contra la



subunidad IV de C. reinhardtii, la banda de 13.8 kDa se identific6 como la
subnidad 1V del complejo bf de E. gracilis (figura 7). Finalmente, las secuencias
amino terminal de cinco de las subunidades del complejo bf de E. gracilis,
permitieron identificar inequivocamente a tres subunidades del complejo, a saber:
el citocromo f, el citocromo bg y a la subunidad 1V. El citocromo bg y la subunidad
IV del complejo bf de E. gracilis fueron susceptibles a la degradacion de Edman.
Esto contrasta con lo que sucede en plantas y algas, en donde a excepciéon del
citocromo f, la proteina de Rieske y PetM, las demas subunidades (citocromo bg,
subunidad 1V, PetG, PetL y PetN) se encuentran bloqueadas, por lo que no es
posible secuenciar sus extremos amino terminales (Pierre y col., 1995; Whitelegge
y col., 2002). Dos de las secuencias amino terminales no mostraron similitud con
ninguna de las subunidades clasicas descritas para los complejos bf, de hecho,
una de ellas (12.6 kDa, figura 6) no mostrd similitud con ninguna de las proteinas
depositadas en los bancos de secuencias. El polipéptido de 17.8 kDa presenté
similitud con una de las subunidades del fotosistema II. Sin embargo, con la
simple falta de similitud con las subunidades clasicas de los complejos bf
conocidos, no podemos descartar el hecho de que estos dos polipéptidos puedan
ser parte integral del complejo bf de E. gracilis, por lo que una caracterizaciéon mas
exhaustiva descartara o confirmara este hecho. Cabe hacer notar aqui, sin
embargo, que estas bandas comigran con el complejo bf en dos condiciones
distintas: en geles nativos azules y en los gradientes de sacarosa. En general, es
dificil encontrar a los mismos contaminantes asociados a un complejo aislado por
dos métodos distintos. Hipotetizamos que estos polipéptidos podrian ser
componentes genuinos del complejo. Esto implicaria una asociacion in vivo entre
el complejo bf y el fotosistema 11, lo cual queda por ser demostrado. Una ultima
observacién del andlisis de secuencias amino terminales de las subunidades del
complejo bf de E. gracilis, fue que en la preparacidén obtenida no se encontr6 a la
proteina fierro-azufre tipo Rieske. Esta subunidad es un componente
indispensable en el complejo de citocromos bf y esencial para la actividad
transportadora de electrones. Su ausencia puede deberse a la disociacion y/é

degradaciéon de la proteina de Rieske durante la solubilizacién del complejo. Una



deslipidacién ocasionada por los detergentes empleados podria haber ocasionado
su separacion del complejo, tal como sucede en otros sistemas (Breyton y col.,
1997; Huang y col., 1994). De hecho, la pérdida de la proteina de Rieske es una
de las dificultades que se presenta al aislar al complejo de citocromos bf de
cualquier sistema. Por lo mismo, la adicion de lipidos o el uso de bajas
concentaciones de deteregente fue esencial para la obtencion de cristales del
complejo de citocromos bf de la cianobacteria Mastigocladus laminosus (Zhang y
col., 2003) y del alga C. reinhardtii (Stroebel y col., 2003).

Determinacion de la estructura primaria de los cDNAs de
los genes pet A y petD del complejo de citocromos bf de
E. gracilis.

En E. gracilis, un numero indeterminado de RNA mensajeros citoplasmicos
adquieren mediante trans-splicing en su extremo 5’, secuencias lideres cortas
(oligo-L) relacionadas entre si (Tessier y col., 1991). Entre ellos se han descrito a
mensajeros que codifican a polipéptidos que son importados al interior del
cloroplasto, como la SSU, subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (Chan y col., 1990). Se ha demostrado que el trans-splicing
ocurre antes del cis -splicing del primer intron del RNA premensajero, mientras
que la poliadenilacion ocurre después del cis-splicing del ultimo intron del RNA
pre-mensajero (Canaday y col., 2001). Estas caracteristicas de algunos RNAs
mensajeros maduros de E. gracilis se tomaron en cuenta en este trabajo para
amplificar mediante la RT-PCR los cDNAs de los genes petA y petD, que codifican
a la pre-apocitocromo f y a la pre-subunidad IV del complejo de citocromos bf. Es
decir, para obtener informacion del extremo 5 del cDNA del gene petA, se utilizd
como sonda de amplificacion a la secuencia lider corta (oligo-L) y para el extremo
3" al oligodesoxinucledtido poli-T. En el caso del cDNA del gen petD, los intentos
realizados para amplificar su extremo 5" con el oligo-L no fructificaron, quiza
porque el RNA mensajero para la subunidad IV carece de este oligo-lider en su
extremo 3" tal como se ha descrito para el mensajero de la proteina nuclear

fibrillarina (Russell y col., 2005). También es posible que el RNA mensajero si



contenga dicho oligo-lider, pero con una secuencia distinta a la consenso. Sin
embargo, se obtuvo la secuencia del cDNA del gene petD que codifica para la
region madura de la subunidad 1V y la secuencia completa del cDNA del gene
petA que codifica para la preapocitocromo f de E. gracilis.

El gene petA de E. gracilis indudablemente codifica para un citocromo f
tipico, es decir, la comparaciéon de la secuencia deducida de la apoproteina con
los citocromos f de C. subcaudata, C. vulgaris, B. rapa y P. laminosum mostré un
52% de identidad 6 mas entre cada uno de ellos, sugiriendo que la proteina esta
altamente conservada aun en especies no relacionadas estrechamente entre si
(figura 13). lgualmente, la subunidad 1V del complejo bf de E. gracilis presenta una
secuencia altamente conservada con respecto a otras subunidades IV, aun con
especies lejanamente relacionadas, como plantas y cianobacterias (figura 16).
Ademas, el apocitocromo f de E. gracilis presenta un dominio de unioén para el
grupo hemo tipico para otros citocromos f, Y1X(19)CANCH.5; dos dominios ricos en
residuos basicos que contribuyen a la interaccion con la plastocianina soluble en la
region luminal de la membrana tilacoidal (residuos Kizp a Ri27 y K249 @ Ros1); un
dominio de anclaje a la membrana (residuos V313 a Vi32); y finalmente, también se
encuentran los residuos de aminoacidos involucrados en la uniéon por puentes de
hidrogeno a una cadena de cinco moléculas de agua (figura 4). Sin embargo, el
citocromo f de E. gracilis presenta caracteristicas singulares que lo diferencian de
otros citocromos f: El citocromo tiene una insercién unica de 62 residuos que lo
hace mas grande que los demas citocromos f. Esta insercién no presenta similitud
con ninguna de las proteinas en los bancos de datos. Cuando se modelé al
citocromo f de E. gracilis sobre la imagen cristalina del citocromo f de C.
reinhardtii, la insercion de 62 residuos de aminoacidos, en el primero, se encontrd
que esta muy alejado del dominio rico en residuos de lisina (ver figura 4 y figura
17), por lo que es muy improbable que afecte el sitio de interaccion con la
plastocianina y como se mencioné anteriormente, la insercion es de caracter
hidrofébico, lo cual la haria ser resguardado del ambiente hidrofilico del lumen

tilacoidal con el resto de la estructura, por lo que probablemente su papel es



meramente estructural. Ademas, el pre-apocitocromo f presenta un péptido de

transito de naturaleza tripartita que lo dirige al cloroplasto y que lo capacita para

Figura 17. La subunidad IV y el citocromo f de Euglena gracilis modelados con base en la
estructura cristalina del complejo de citocromos de Chlamydomonas reinhardtii. Panel A, citocromo
f de E. gracilis, en rojo la inserciéon de 62 residuos de aminoacidos, la flecha indica el probable
dominio de residuos de lisina. Panel B, citocromos f de E. gracilis en azul y de C. reinhardtii en
rosa. Panel C, subunidades IV de E. gracilis en amarillo y de C. reinhardtii en rosa. Panel D,
complejo de citocromos bf de C. reinhardtii en blanco y, respectivamente, en azul y amarillo el
citocromo fy la subunidad IV de E. gracilis.



ser translocado a través de las tres membranas que rodean al cloroplasto, lo cual
es tipico para otras proteinas cloroplasticas cuyos genes se encuentran
localizados en el nucleo de E. gracilis (van Dooren y col., 2001).

Los cDNAs de los genes petA y petD tienen un uso de codones nuclear y
unicamente el gene petA tiene en su extremo 3° una posible sefal de
poliadenilacién. En conclusion, los resultados arrojan evidencias claras de que los
genes petA y petD, migraron exitosamente del cloroplasto al nucleo, de tal forma
que la expresion de ambos genes se pudo comprobar detectando a sus RNAs
mensajeros con pruebas especificas mediante hibridizaciones tipo Northern (figura
18) asi como sus productos proteicos mediante la secuenciacion sus extremos

amino terminales (figura 8).

Determinacion de la estructura primaria de los genes
petAy petD

Con el fin de obtener fragmentos de DNA que pudieran contener
informacion acerca de la estructura primaria de los genes petA y petB, se
realizaron hibridizaciones tipo Southern, empleando como sondas a fragmentos
derivadas de los cDNAs de los genes petA y petD y como blancos, al DNA total
de E. gracilis cortado con diferentes enzimas de restriccion. Los ensayos de
hibridizacion se llevaron a cabo, a alta y a baja astringencia (menor y mayor
concentracion de sales, respectivamente, es decir a mayor concentracion de sales
se permite un mejor recococimiento de las secuencias complementarias) y a
temperaturas que variaron de 55°C a 65°C. En todas las condiciones ensayadas
se obtuvieron hibridizaciones inespecificas de un numero indeterminado de
productos de restriccion, de tal forma que no fue posible distinguir bandas unicas
que pudieran representar a los genes petA y petD (datos no mostrados) y tener la
oportunidad de conocer la estructura de los genes petA y petD. En E. gracilis se
ha documentado que la expresién de los genes nucleares es de naturaleza
postranscripcional (Keller y col., 1991; Kishore y Schwartzbach, 1992) y ademas
los genes pueden contener intrones con bordes convencionales (GT....AG),

intrones con bordes no convencionales e intrones con bordes convencionales y no



convencionales, ejemplos de cada uno de ellos los podemos encontrar
respectivamente en el gene de la gama tubulina y la gliceraldeido 3 fosfato
deshidrogenasa (Canaday y col., 2001; Henze y col., 1995), de la 1,5 bifosfato
carboxilasa oxigenasa (Tessier y col., 1992) y en los genes para la alfa tubulina,
beta tubulina (Canaday y col., 2001) y fibrillarina (Russell y col., 2005).
Iguamente, los tamaros de los intrones pueden variar de 43 pb a 5000 pb.

Las hibridizaciones tipo Northern mostraron una sola banda al utilizar como
sonda a un fragmento del cDNA del gen petA (figura 18). En los carriles 2 y 3 se
observa, en ambos casos, una banda de 1.7 kb, usando, respectivamente, un
fragmento de 201 pb de la extensién N-terminal o uno de 165 pb de la regidn
interna de la apoproteina madura del citocromo f. Este resultado es consistente
con los 1648 pb obtenidos para el cDNA del gen petD de E. gracilis. En el caso de
la subunidad 1V, las hibridizaciones tipo Northern mostraron dos bandas (figura
17, carril 1), una de 0.6 kb y otra de 1.0 kb. Esta ultima es consistente con la

secuencia parcial de 697 pb obtenida para el cDNA del gen petD.

1 2 3
9.4—
0.2 —

Figura 18. Hibridaciones Northern. Se fraccionaron 15 ng de RNA total de E. gracilis sobre un gel
desnaturalizante de agarosa al 1% conteniendo 0.66% de formaldehido y transferido a una
membrana de nylon. Las sondas utilizadas fueron un fragmento de 131 pb del cDNA del gen petD
(carril1), un fragmento de 201 pb de la extension N-terminal (carril 2) y uno de 165 pb de la regién
interna de la apoproteina madura del citocromo f (carril 3). Los marcadores estan indicados en el
lado izquierdo de las figuras en kb.



La presencia de dos bandas se puede deber a la degradacion del mensajero de
mayor tamarfo, a la existencia de isoformas, o a diferentes productos generados
por el procesamiento alternativo del RNA. Se concluy6é que los tamafos de los
RNAmM de ambos genes, petA y petD, determinados mediante hibridizaciones tipo

Northern son consistentes con las estructuras primarias de sus cDNAs.

Importacion de proteinas cloroplasticas codificadas por
genes nucleares en E. gracilis.

A diferencia de los preapocitocromos f de plantas y algas, que estan
codificados en el genoma del cloroplasto con una extensién amino terminal de
aproximadamente 35 residuos de aminoacidos (Tyagi y Herrmann, 1986), el
preapocitocromo f de E. gracilis tiene una extension amino terminal de 149
residuos, rica en aminoacidos hidroxilados, que la hace similar a otras pre-
proteinas cloroplasticas de Euglena codificadas en el nucleo. Aunque este PTC no
muestra similitud en su secuencia primaria con otros péptidos, en el se pudieron
predecir tres dominios hidrofébicos delimitados por residuos cargados. El primer
dominio muestra caracteristicas estructurales similares al péptido senal
bacteriano. Este primer dominio puede ser reconocido co-traduccionalmente por la
membrana del reticulo endoplasmico y ser dirigido en vesiculas membranales
hacia el aparato de Golgi y finalmente ser transportada hacia el cloroplasto.
Mediante el segundo dominio la proteina puede ser translocada al interior del
cloroplasto, para que con la tercera sefalizacion se dirija y ancle a la membrana
tilacoidal. Ademas, el pre-apocitocromo f de E. gracilis contiene en su extremo C-
terminal un sitio de corte Ala-X-Ala para la proteasa de procesamiento del
tilacoide. En el fragmento de la presecuencia de 15 residuos que se obtuvo para la
subunidad IV, no se encuentré el motivo Ala-X-Ala, sin embargo, se hipotetiza que
la subunidad IV debera ser sintetizada y dirigida al cloroplasto de manera similar
como sucederia para el apocitocromo f de E. gracilis.

La hipétesis del endosimbionte que explica el origen de los cloroplastos y
las mitocondrias, implica que durante la evolucién de estos organelos ocurrié una

transferencia masiva de genes hacia el nucleo celular (Gray, 1989). Ahi los genes



adquirieron y/o modificaron la informacién genética necesaria para dirigir a la
proteina correspondiente al organelo, salvando las barreras fisicas naturales
correspondientes. En el caso de la mitocondria se ha documentado que
unicamente las proteinas completamente desnaturalizadas son importadas con
éxito al interior del organelo (Eilers y Schatz, 1986) y éstas deben tener una
determinada hidrofobicidad (Claros y col.,, 1995, Pérez-Martinez y col., 2000;
Pérez-Martinez y col., 2001). La hidrofobicidad de un segmento de 60 a 80
residuos de aminoacidos de una cadena polipeptidica con el promedio mas alto de
hidrofobicidad (meso H), junto con la hidrofobicidad maxima de los posibles
segmentos transmembranales, son utiles indicadores de que la proteina pueda ser
importada al interior del organelo. Al comparar la hidrofobicidad promedio mas alta
del citocromo f de E. gracilis, con la de los citocromos f codificados en el
cloroplasto, el primero mostré una reduccion notable de sus niveles de
hidrofobicidad con respecto a los demas. Igualmente, para la subunidad IV se
observé una disminucion en sus niveles de hidrofobicidad (Santillan y col., 2003).
Podemos concluir que los cambios fundamentales que sufrieron los genes petA y
petD al migrar del cloroplasto al nucleo fueron los siguientes: i) un cambio en el
uso de codones, ii) la adquisicién de una secuencia que codifica para un péptido
de transito al cloroplasto, iii) una disminucién en la hidrofobicidad promedio de las
proteinas que codifican dichos genes, iv) la adquisicion de sefiales de
poliadenilacion y v) en el caso del citocromo f la insercion de 62 residuos de
aminodacidos, asi como “sefializaciones” de trans-splacing y vi) quiza la adquicion
de intrones en los genes de ambas subunidades. Se ha hipotetizado que estas
modificaciones ademas de la adquisicion de sefales de expresion, promotores y
sefalizaciones de terminacion, son indispensables para que dicha migracién
génica sea exitosa y para que los productos proteicos correspondientes puedan
ser importados hasta el organelo blanco (cloroplasto 6 mitocondria) e introducirse
en él hasta el compartimento correspondiente (Funes y col, 2002; Gonzalez-
Halphen y col., 2003; Santillan-Torres y col., 2003; Daley y Whelan, 2005).

Por otra parte, en el alga C. reinhardtii, se ha documentado que el ensamble del

complejo de citocromos bf ocurre de manera secuencial con la acumulacion



estequiométrica de las subunidades que lo conforman (Choquet y Wollman, 2002;
Wollman, 1998), es decir, para la integracion de las subunidades codificadas en
genoma nuclear (proteina fierro azufre de Rieske, PetM y PetN) debe existir una
pre-estructura del complejo bf con las subunidades codificadas en el genoma del
cloroplasto (citocromo f, citocromo bg, subunidad IV, PetG y Pet L). Igualmente se
ha documentado que la sintesis del citocromo bs y de la subunidad IV ocurre
independientemente de la presencia o ausencia del resto de las subunidades del
complejo, mientras que la sintesis del citocromo f disminuye considerablente con
respecto a la cepa silvestre en ausencia del citocromo bg 0 de la subunidad IV.
Ademas los estudios realizados en mutantes de C. reinhardtii afectadas en la
region 5’ no traducible del RNAm (Choquet y col., 1998) y en la region C-terminal
(Choquet y col., 2003) del citocromo f, han proporcionado evidencias de que la
sintesis del citocromo f esta regulada mediante un proceso de autorregulacién en
el inicio de la traduccion de su RNAm y que la autorregulacion estaria dada por la
interaccion de la region C-terminal del citocromo f no ensamblado con la region 5’
no traducible de su RNAm. Se ha observado que existen residuos de aminoacidos
conservados en todos los citocromos f estudiados (en plantas algas y
cianobacterias) que participan en la formacion de un dominio represor de la
traduccion, a saber la GIn 297 en la helice transmembranal y la serie de residuos
Lys-GIn-Phe-Glu en las posiciones 305 a 308 en la extension estromal del
citocromo f de C. reinhardtii (Choquet y col., 2003). Estos residuos los podemos
encontrar en la secuencia deducida del citocromo f de E. gracilis reportada en éste
trabajo, en las posiciones GIn 327 en la helice transmembranal y en los residuos
Lys-GIn-Tyr-Glu en las posiciones 335 a 338 en la region estromal. Cabe resaltar
que el cambio de secuencia en la posicion Phe 307 en C. reinhardtii y Tyr 335 en
E. gracilis es una variacion frecuente, de tal suerte que el cambio es por Val en los
citocromos f de cianobacterias (Choquet y col., 2003). Es importante recordar que
el citocromo f de C. reinhardtii esta codificado en el genoma del cloroplasto,
mientras que el citocromo f de E. gracilis esta codificado en el genoma nuclear,
por lo que nos preguntamos: ¢La sintesis del citocromo f en E. gracilis esta

regulado bajo las mismas condiciones a como lo es para el citocromo f de C.



reinhardtii? En general, la respuesta a ésta pregunta ampliaria los conocimientos
para una comprension solida de los procesos bioquimicos involucrados en la
biogéneis de los complejos de citocromos bf en los diferentes sistemas: plantas

algas y cianobacterias.



Conclusiones

En este trabajo se reporta por primera vez el perfil electroforetico de las
subunidades que conforman al complejo de citocromos bf del cloroplasto de E.
gracilis. En él se caracterizé sin ambigledades, al obtener las secuencias N-
terminales, a tres de las subunidades clasicas que se encuentran en todos los
complejos bf hasta ahora estudiados, el citocromo f, la subunidad 1V y el
citocromo bg. En el complejo bf de E. gracilis no se encontr6 a la proteina fierro-
azufre de Rieske, que es otra subunidad clasica de los complejos bf presente en
todos los sistemas estudiados, incluyendo a las plantas, algas y cianobacterias.
Esta carencia quiza se debié a las concentraciones y al sistema de detergentes
empleados durante la solubilizacion del complejo. El complejo bf analizado de E.
gracilis mostré dos subunidades que no muestra similitud con ninguna de las
subunidades de los complejos bf reportados. Estas dos subunidades podrian ser
simples contaminantes del complejo bf analizado o también podrian ser dos
componentes nuevos, propios de Euglena, que por primera vez fueron
identificados. lgualmente, en este trabajo se reporta la secuencia de los cDNAs de
los genes de la subunidad IV (petD) y del citocromo f (petA). EI cDNA del gene
del citocromo f fue posible amplificarlo mediante la PCR utilizando el Oligo-Lider
(Oligo-L), una secuencia corta que adquieren mediante trans-splicing un namero
indeterminado de mensajeros codificados en el nucleo de E. gracilis y cuyas
proteinas correspondientes son distribuidas a los diferentes compartimentos
celulares, entre los que se encuentra el cloroplasto. Ademas, ambos genes
secuenciados mostraron tener un uso de codones nuclear. Por otra parte, la
secuencia deducida del apocitocromo f mostré caracteristicas singulares con
respecto a las conocidas con anterioridad, estas son: primero, presenta una
insercion Unica de 62 residuos que no se encuentra en otros citocromos f; y
segundo, presenta un péptido de transito al cloroplasto de naturaleza tripartita, que
es tipico para otras proteinas cloroplasticas que estan codificadas en el nacleo. El
PTC las capacita para ser transportadas a través de las tres membranas que
rodean al cloroplasto de E. gracilis. Los resultados anteriores arrojan evidencias

convincentes de que, durante la historia evolutiva del cloroplasto de E. gracilis, los



genes petA y petD migraron del organelo al nacleo. Esta es la primera vez que se
describen a genes petA y petD localizados en el nlcleo. Aungue los genes petA 'y
petD se encuentran tradicionalmente en el genoma del cloroplasto, con el presente
trabajo hemos demostrado que, en algunos organismos como en el protista E.
gracilis, estos genes han sido capaces de relocalizarse en el ndcleo de una

manera funcional.



Perspectivas

Sabemos que los complejos de citocromos bf en plantas y algas estan constituidos
por 8 subunidades proteicas y cuyos genes se pueden encontrar en el genoma
nuclear 6 en el genoma del cloroplasto. En el caso del complejo de citocromos bf
de E. gracilis unicamente dos de las subunidades (citocromo bg y PetG) estan
codificadas por genes cloroplasticos (petB y petG). Por tal motivo en el presente
trabajo tratamos de contestar a la pregunta: ¢ En E. gracilis existe un arreglo de
citocromos bf semejante a los previamente descritos para otros sistemas? A la que
ahora podemos contestar de forma afirmativa, con base en las evidencias
mostradas con 1) el perfil proteico obtenido mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida de una fraccion enriquecida de dicho complejo, 2) mediante la
secuenciacion de los extremos amino terminales de éstas subunidades proteicas,
con lo que se demostrd la presencia de subunidades caracteristicas para otros
complejos bf, como son el citocromo f, el citocromo bgy la subunidad IV y 3) con la
estructura primaria de los cDNAs de los genes petA y petD que respectivamente
codifican para la apocitocromo f y la subunidad IV y cuyas caracteristicas sugieren,
sin lugar a dudas, que ambos genes se encuentran en el genoma nuclear, a
diferencia de que en plantas y algas, ambos genes se encuentran en el genoma
del cloroplasto. Sin embargo, falta por aclarar si dos de las subunidades que
aparecen en el perfil proteico de la fraccibn enriquecida del complejo de
citocromos bf de E. gracilis, son parte 6 no de éste complejo. Igualmente, falta por
caracterizar a la proteina fierro azufre de Rieske en el complejo de citocromos bf
de E. gracilis. La proteina fierro azufre de Rieske es una subunidad caracteristica
e indispensable para la actividad normal de los complejos bf durante el transporte
de electrones en la fotosintesis, por lo que no dudamos que ésta subunidad
también forma parte del complejo de citocromos bf en E. gracilis, por lo que su
caracterizacion es importante en dicho complejo. Finalmente, los resultados
obtenidos en el presente trabajo brindan la oportunidad de ampliar los
conocimientos para una mejor comprension de los procesos bioquimicos
involucrados en la biogénesis de los complejos bf en los diferentes sistemas:

plantas algas y cianobacterias.
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