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RESUMEN

El DNA mitocondrial coditica para algunas subunidades hidrofobicas de los
complejos que participan en la cadena respiratoria, para dos RNAs ribosomales (I y
S) y para algunos RNAs de transferencia. En general, los genomas mitocondriales,
son moléculas circulares que varian muche de tamano segin la especie. Los DNA
mitocondriales mas compactos son los de mamiferos (el de huinano mide 16 Kb), pero
existen algunos mas grandes como el de levadura (que mide 70 Kb} y existen gjemplos
de DNAs mitocondriales extremadamente grandes como el de melon (que mide 2000
Kh).

De especial interés para el presente trabajo es el DNA mitocondrial del alga
verde Chlamydomonas reinhardtii, que presenta viarias caracteristicas particulares:
es una molécula lineal y compacta de 15.8 Kb, solo codifica para tres RNA de
transferencia, sus RNA ribosomales estan fragmentadaos en lo gue se han denominado
médules, contiene un gene cuya secuencia predice una proteina similar a la
transcriptasa reversa, a diferencia de otras especies no codifica para ninguna de las
subunidades de la ATPasa y carece de los genes cox2 y coxd que codifican para las
subunidades 1 y ITI de la citocromo ¢ oxidasa, respectivamente.

Polytomella  spp. s un alga  incolora clasificada en la  familia
Chlamydomonadales. Estudios realizados por Conner y col. (1989) demostraron que
ademas de las semejanzas morfologicas entre Chlamydomonas y Polytomella, existe
una similitud muy alta entre los genes nuclearss gue codifican para la f-tubulina.

En este trabajo se purificd el DNA mitocondrial de Polytomella spp.  y se
construyeren tres genotecas con DNA mitocondrial digerido con diferentes enzimas
de restriccion. A partir de estas genotecas empezitios a caracterizar este DNA con
diferentes enzimas de restriccion, para tratar de construir un mapa fisico. Se localizo
en la genoteca de HindlTl al gene que codifica para la coxl. Este gene fue secuenciado
en su totalidad y se encontré una similitud muy alta con su homdélogo de
Chiamydomonas reinhardtii (88%7) .

Por otro lado, amplificamas con la reaccidn en cadena de la polimerasa un
fragmento del gene del citocromo b utilizando como molde DNA mitocondrial de
Polytomella, este products se clong y secuencio; 1a secuencia mostro también una
similitud muy grande con ¢l citocromo b de Chlamydomaones reinhardtii (78%).

La gran similitud encontrada entre los genes caracterizados en este trabaujo.
apoyan la hipotesis propuesta por Round (19801, de que Chlumydomonas v
Polvtomelle compartieron ¢l mismo evento endosimbidtico que dié origen a la
mitocondria actual y que la pérdida de pared celular y de cloroplastos de Dolytomelia
fue un proceso relativamente reciente en Ja evolucisn.



INTRODUCCION:

La principal funcién de la mitacondria eg la fosforilacion oxidativa, fendmeno
donde se produce el ATP necesario para el metabolismo celular, La mitocondria tiene
dos membranas, la externa y la interna, en medio de las cuales se encuentra lo que
se denomina espacio intermembranal. La membrana interna furma las crestas
mitocondriales que a su vez delimitan a la matriz mitocondrial. En esta membrana
interna se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa.

La fosforilacion oxidativa se puede dividir en dos partes: la cadena respiratoria,
que genera el gradiente electroquimico y que estd formada por los complejos 1, 11, ITT
y IV y la fosforilacion que se lleva a cabo en el complejo V, el cual utiliza e gradiente

electroquimico generado por la respiracion para sintetizar el ATP.
La cadena respiratoria mitocondrial:

Los complejos respiratorios son proteinas oligoméricas formadas por varios
polipéptidos integrales de ln membrana interna de la mitocondria. Algunos de estos
polipéptidos tienen asociados grupos redox (para revisiones, ver Capaldi y col. 1988;
Capaldi, 1991). En eucariontes, el compleje I o NADH deshidrogenasa tiene alrededor
de 30 subunidades, este complejo usa como substrato al NADH y transfiere los
electrones a la poza de quinonas (Pilkington y col 1993); el complejo II o succinato
deshidrogenasa tiene 5 subunidades, utiliza como substrato succinato y también
transfiere sus electrones a la poza de quinonas (Ohnishi, 1987); el complejo be, (o
complejo H1) esta formado por 10 u 11 subunidades (Schiigger y col., 1986), y cataliza
la oxidacion de quinol y la reduccién de citocromo ¢ mediada por un ciclo Q protin-
motriz (Mitchell, 1975; Trumpower, 1990). Por su parte, la citocromo ¢ oxidasa (o
complejo V) estd constituida por 10 o 13 diferentes polipéptidos (Kadenbach, 1983);
este complejo transfiere los electrones desde el ferricitocromo ¢ hasta el oxigeno

(figura 1).
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Figura 1: Complejos 1, 11, 11 y IV mitacondriales de la cadena respiratoria y el
complejo V ATPasa. En sombreado se encuentran aquellas subunidades cuyos

genes estan codificados en ¢l DNA mitocondrial.




Lus genomas mitocondriales.

la teoria del endosimbionte postula que las mitocondrias se originaron de
procariotes parasitos similares a las bacterias aerdbicas o a las bacterias purpuras
fotosintéticas (Margulis, 1970). Se piensa que, conforme pasié el tiempo, las
mitocondrias fueron exportando sus genes hacia ¢l nucleo, de tal manera que
actualmente mias del 907 de las proteinas mitocondriales son de  origen
citoplasmatico.

Resulta de gran interés que los genes que codifican para las protefnas de la
cadena respiratoria que son altamente hidroféhicas (con varios segmentos
transmembranales) (figura 1} como el citocromo b (con 8 cruces transmembranales)
y las subunidades 1 y 1II de la citocromo oxidasa (con 12 y 6 cruces
transmembranales, respectivamente); han permanecido en el genoma mitocondrial
(von Heijne, 1986) y solo los genes de proteinas con un eruce transmembranal como
las subunidades 1V, Vlia, Vie, Vlia, VIIb, Vilcy VIII de la citoeromo ¢ oxidasa estan
codificadas en el genmna nuclear (Capaldi, 1991).

Todos los DNAs mitocondriales de vertebrados caracterizados a la fecha
contienen genes que codifican para varias subunidades de los complejos
mitocondriales: sicte genes que codifican para polipéptidos del complejo 1 mitocondrial
(NADH-ubiguinona oxidorreductasa), un gene que codifica para el citocrome b del
complejo HI (ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa) y tres genes para los polipéptidos
(subunidades I, I y TID) del complejo IV mitocondrial (citocromn ¢ oxidasal (figura 2)
(Attardi y Schatz, 1988). Por otra parte, otros organismos parecen tener solamente
algunos de los genes mitocondriales: tal es el caso de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae (figura 2) y Schizosaccharomyees pombe, las cuales carecen de los genes
correspondientes a las subunidades del complejo I, tcareciendo también de la cliasica
NADH deshidrogenasa sensible a rotenona)(Langy col., 1983; Grivell, 1987). Algunas
especies como Leishmania, Trypanosoma, Crithidia y Chlamydomonas, asi como
algunas plantas superiores, entre ellas el maiz, tienen solamente algunos de los genes

del complejo I (figura 3 (Benne, 1985; Simpson, 1986, Gray y Boer, 1988; Bland y
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Figura 2: Genomas mitocondriales de Sacharomyces cerevisioes y de humano, tomado

de Tyler (1992) .
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Figura 3: Esquema de los genes mitocondriales de humano, /1. sapiens, N. erassa, L.

tarentolae, Z. mays, C. reinhardtii y 8. cerevisioe, tomado de Attardi y Schatz (1988),
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col., 1986; Stern vy col , 1986). Hay ejemplos de organisinos que han exportadoe al
nicleo genes que codifican para proteinas hidrofébicas como la subunidad 9 de la
ATPasa, tal es el caso de Neurospora crassa, donde se ha descrito una copia de este
gene en el micleo y otra copia en la mitocondria (Planer y col., 1987), siendo el gene
nuelear el unico que se expresa (figura 3). En el caso de la soya se ha visto que a
pesar de tener el gene cox2 en el genoma mitecondrial, éste no se expresa; el gene
activo se encuentra en el micleo, el cual tiene en el extremo amino-terminal una
secuencia que se asemeja a los péptidos senal de importacién a la mitocondria, que
se encuentra separado del gene por un intrén (Covello y Gray 19921 Lo anterior es

un ejemplo de la transicion en la exportacion de genes mitocondriales hacia el nucleo.

El complejo I mitocondriul o complejo be,
.

El complejo be, mitocondrial de la cadena respiratoria estd compuesto por 11
subunidades, se encuentra como dimero en la membrana y el complejo monomérico
tiene un masa molecular de 250 KDa. El complejo be, acepta electrones de la poza
de quinonas y los transfiere al citacromo ¢ soluble. Este complejo tiene tres
componentes redox: dos grupos hemo denominados de acuerdo a sus maximos de
absorcién b, y b, que estdn unidos al apocitocromo b formando un citrocromo
bihémico (Widger v col. 1984; Sarastre, 1984), un hemo tipo ¢ unido covalentemente
a la apoproteina ¢, y 1a proteina fierro-azufre o proteina de Rieske que contiene un
centro Fe,S, Esta ltima proteina interviene en la transferencia de electrones del
citocromo by, al citocromo ¢, (Rieske v col. 1984) (figura 4). La transferencia de
electrones a través del complejo be, esta acoplada al transporte neto de protones de
un lado al otro de }a membrana.

Se ha propuesto que las subunidades sin grupos redox son regulatorias, o que
participan en ¢l ensamblaje del éomplejo como las subunidades 1 y If. De interds

particular en este trabajo es la subunidad 111 del complejo be,: el citocromo b,
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Figura 4: Modelo topolégico del comnplejo bey, tomado de Gonzalez-Halphen (1990,



El citocromo b:

El citucromo b es una proteina de 390 aminvicidos aproximadamente, tiene
ocho hélices transmembranales y una novena helice amiipatica extramembrana)l
(Crofts 1987}, Las secuencias del citocromo b de 900 especies muestran una alto grado
de conservacion en su estructura primaria, asi como cuatro histidinas invariables que
v by Estas histidinas se encuentran
en la hélice denominada B (His82, HisYG en S. cerevisiae} y en la hélice denominada
D (His183, His197) ( Degli Esposti y col, 1993).

La secuencia de oxidorreduccion de los dos hemos indican que Ja His82 y la

unen a los dos grupo hemos denominados by,

His183 unen al b, en el lado positive de la membrana, es decir, en el espacio
intermembranal, mientras que la His96 y la Hix197 unen al citocromo by, en el lado

negativo de la membrana ¢ matriz mitocondrial (figura 5) (West v col. 1988).

Mutaciones puntuales como: Cis133-Tir altera el espectro del hemo by, ¥ Ia mutacion:
Ser206-Leu afecta al hemo by, lo que confirma Ia union de los hemos con las
histidinas antes mencionadas (Lemesle-Meunier y col. 1993).

Los inhibidores mas conocidos del citocrome b son la antimicina y ¢l mixotiazol;
por mutaciones puntuales se ha demostradoe que el sitio de union de la antimicina se
encuentra en la asa que une a las helices D y F del lado negativo de la membrana,
asi como algunos aiminoacidos del extrema amino terminal,  este sitio también lo
comparten inhibidores como la funiculosina ¥ el diuren. La antimicina bloguen la
transferencia de electrones del b, a la ubiquinona en el sitio Q, teste sitio se refiere
al sitio de unidn de la quininona en el lado negativo de la membrana). El mixotiazol
por su parte bloquea la transferencia de electrones del by, a lu proteina Rieske en ol
sitio Q, (el sitio de union de la quinona en el lado positive de la membrana) formadn
por ki hélice extramembranal idenominada (), el asa entre las hélices B y Fy la
zona distal de las hélices C y F (para mayor detalle ver Trompower y Cennis, 1994

v Degli Esposti y col., 1993).
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Complejo IV mitocondrial o citocrome ¢ oxidusa:

La citocromo ¢ oxidasa es ¢l complejo terminal de la cadena respiratoria
mitocondrial, acepta electrones del ferrocitocrumo ¢ suluble y los transfiere al oxigeno
para fortnar una moléeula de agua. Este complejo enzimatico ha sido muy estudiado
en las iiltimas dos décadas, en especial el de cerazin de bovine, que contiene 13
subunidades, tres de las cuales forman el centro activo: las subunidades I, 11 y {11
L.a subunidad I que se une al citacromnoe ¢, tiene un grupo Cu, unido a dos moléculas
de cisteina y recibe los electrones del citocromo ¢. La subunidad 1 tiene dos hemas
tipo @ y @, y otro grupo Cu,,. El hemo ay y el Cuy forman el centro binuclear, donde
se une el O, para formar el H,0. Se ha propuesto que la subunidad 111 es la que esta
invohicrada en la traslecacion de protones (Malatesta y Capaldi, 1982; Prochaska y
Fink, 1986) (figura 6.

Se han estudiado también algunas citocromo ¢ oxidasas de bacterias, como la de
Paraccocus denitrificans (Yang y Trumpower 1986) y la de Rhodobtiacter sphaeroides
(Gennis 1993) y se ha visto que solo tienen tres subunidades, equivalentes a las
subunidades I, IT y 1IT de mamifero, por lo que representan un modelo mias sencillo
para estudiar la bioquimica de este complajo. Estudios mas recientes indican que la
subunidad Il de Paraccocus no estid involucrada en la traslocacién de protones
(Haltia y col 1990), ya que en experimentos donde se remueve a la subunidad 111,
sigue habienda trasloeacion de protones. Sin embargo, esta subunidad parece estar
involucrada en ¢l ensamblaje de las otras dos subunidades ( Haltia y col. 1994).

Como se ha mencionadu, en el caso de la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial, 3
subunidades {2 de ellas muy hidrofobicas) estan codificadas en ¢l genoma
mitocondrial, mientras que las otras subunidades estiin codificadas en el niicleo y se
tienen que unportar desde el citoplasma hasta la membrana interna de Ia

mitocondria.



La subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa;

La subunidad T de las citoermno ¢ oxidasas de la familia hemo-Cu es una
proteina con aproximadamente 500 aminoacidos, con 12-15 hélices transmembranales
dependiendo de Jiu especie tmientras que esta subunidad en la citeeromo ¢ oxidiasa bo
de Escherichia coli tiene 15, las de mamifero tienen 122 Hay alrededor de 80
secuencias reportadas de diferentes organismos, todas ellas presentan una alta
stmilitud y tienen seis histidinas completamente conservadas, que se encuentran en
cuatro de las hélices transmembranales: hélice I1 (His106), hélice VI (His284), hélice
VII (His333 ¢ His334) y hélice X (His419 e His421} (esta numeracion corresponde a
la subunidad I de F. coli). La alteracién de cualquiera de estas histidinas climina
completamente la actividad de oxidasa (Saraste 1990; Hosler y col 1993; Brown y col.
1993) (figura 7).

Estudios de espectros de UVivisible, de Raman, de resonancia paramagnética
y de espectroscopia con transformadas de Fourier, presentan un cuadro consistente
del papel de cada una de estas histidinas conservadas (Saraste, 1990; Lemieux y col.

1992; Minagawa y col. 1992; Shapleigh y col. 1992);

1.- La His106 en la hélice IT v Ja His421 en la hélice X unen al hemo a
hexacoordinado de bajo spin fen las oxidasas tipo bo de hacterias el hemo es
el by,

2.- La His333 y la His334 unen al Cu,,.

3.- La His419 une al hemo tipo a, pentacoordinado de alte spin (que en las
oxidasas de bacterias es el hemo o).

4.- La His284 une al Cu, o esta en la vecindad inmediata de este Cu,

Con estos mismos estudios se ha podido establecer que ol hetno a. el hemo a,
y el Cuy estan localizados cerca del periplasma bacteriano o del espacio

intermembranal de la mitocondria. Esto implica que debe haber una ruta por donde



1 ¥
pasen los protones que vienen de la matriz pari la formacién del agua en el centro
binuclear. Los residuos polares de la hélice VI podrian estar participando en esta
ruta. Los dos hemos estdan en lados opuestos de la hélice X y el Cu,, no se lecaliza
entre los dos hemns, por Io que el modelo sugiere que la tranferencia de electrones del
hemo a al intermediario oxigenado en el hemo @; no necesita pasar por el Cuy

(Trumpower y Gennis, 1994)
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Figura 6: Modelos de las 13 subumdades de Ia citocromo ¢ oxidasa de mamifero,

tomudo de Jaraush y Kadebach, 19831,
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Figura 7: Modelo de las hélices gque participan en la unidn de los hemos y del Cu, en
la subunidad 1 de la citoeromo ¢ oxidasa, tomado de Babeock y Wikstrom
(1992)



Chiamydomanas reinhardtii, es una alga verde unicelular que pertencce a la
familia Chlamydomonadacea, su DNA mitocondrial es una molécula lineal de 15.8 Kb.
(Boer y col., 1985) (figura 8), la cual difiere mucho en tamaho de los DNAs
mitocondriales de plantas, que varian entre 200 y 2400 Kb, (Pring and Lonsdale,
1985) y se asemeja més al tamano del DNA mitocondrial de animales.

La gran mayoria de los genomas mitocondriales caracterizados hasta la fecha
son circulares, por lo que existia la posibilidad de que el DNA mitocondrial de
Chlamydomonas reinhardtii fuera un fragmento que se obtenia artificialmente
durante la purificacion. Sin embargo, recientemente el DNA mitocondrial de
Chlamydomonas reinhardtii ha sido completamente secuenciado y presenta en los
extremenos regiones repetitivas (Varenholz y col. 1993), lo que confirma la idea de
que es un genoma lineal, ya que con estas secuencias repetitivas, pueden postularse
mecanismos para su duplicacion, Este DNA mitocondrial esta organizado de manera
compacta comao el de animales y codifica para 8 proteinas de la cadena respiratoria,
3 RNAs de transferencia y tiene ademas la purticularidad de que los RNAs
ribosomales para la subunidad grande ¥ pequena estan fragmentados en lo que se
han denominado madulos, (18, 28, 38 y 48 para la subunidad pequena y 1-8 1, para
Ia subunidad grande) (figura 8). Ambas cadenas de DNA codifican genes
probablemente organizados en unidades transeripeionales inicas en cada cadena. El
DNA mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtii presenta otras caracteristicas
especiales, pues estdn ausentes 8 codones normalmente wtilizados en otros
organismos, no tiene intrones, no codifica para la subunidad 3 de fa NADH
deshidrogenasa, tampoco codifica para ninguna subunidad de la ATPasa y codifica
para una proteina semejante @ una transcriptasa reversa. Como ya se menciono,

tampoco codifica para las subunidades 11 y HI de la citocromo ¢ oxidasa.
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de Varenhnlz y col. (1994,
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Ur modelo alternative: el alga incolora Polytomelle spp.:

El fiagelado Polytonella (figura 9)Aragao, 1910) puede considerarse como
protozoario o como ur alga incolora del orden de los Valvocales (Wise, 1958). El
género Polytomella pertenece a la familia de los tetrablefaridos (que también se les
conoce con el nombre genérico de fitoflagelados) y se relaciona con otros protozoarios
unicelulares del mismo orden como Chlamydomonas, Carteria, Haematococeus y
Chlorogonium. Después de los trabajos pioneros de Aragao (1910), Pringsheim aisld
y caracterizd 6 especies de Polytomella en cultivos puros, provenientes de lugares
muy diversos desde el punto de vista ecologico (Pringsheim, 1955). Las especies
difieren solamente en caracteristicas worfologicas menores. En condiciones de
crecimiento auxotrofico con acetato como unica fuente de carbono (en presencia de
tiamina) tiene un crecimiento de 1 gr/l., al igual que en medios que contienen acetato,
bactotriptona y extracto de levadura. FPolvtomella puede utilizar otras fuentes de
carbone tnicas como: propionato, butirato, valerato, alcohol amilico, alcohol butilico,
DL-gliceraldehido y dcido alfa-cetoglutiirico (Wise, 1955). Los miemmbros de! género
Polytomella se reproducen por fision binaria y por reproduccién sexual (figura 10)
(Lewis y col., 1974, Moore y Cushing, 1979), con un tiempo de duplicacion entre 4 y
5 horas (Brown y col., 1976). En la naturaleza, la distribucion de este organismo es
relativamente rara, debido a que requiere condiciones especiales para su crecimiento,
como son la abundancia de nutrientes organicos y un grade relativamente bajo de
acidez (Pringsheim, 1955). Su supervivencia se debe también a la capacidad de
enquistarse y poder resistir la desecacion. El proceso de enquistamiento ocurre
durante todo el crecimiento de este flagelado, representando hasta un 809 de la
poblacion durante la fase estacionaria (Lewis v col., 1974). A pesar de ser un
organismo clasificado entre las algas verdes v relacionarse cercanamente por sus
caracteristicas morfologicas con Chlamydomonas, no posee pared celular ni
cloroplastos (Bold y Wynne, 1978), sin embarge, almacena carbohidratos en forma de

almidon, al ignal que las plantas superiores (Sheeler y col., 1968
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Figura 9a: Fotografia de barrido de Polytomella spp.
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Figura 9b: Microscopia electrénica de un corte de Polytomella spp. Las fotografias
fueron obtenidas por Jorge Sepiilveda, en la Unidad de Microscopia Electrénica
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM,
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Al crecer aerébicamente en un medio con tiamina y sales, utilizande acetato

como tinica fuente de carbono, Polytomella presenta mitocondrias organizadas, que
se pueden aislar después de romper las membranas plasmaticas con un método
mecinico, como la homogenizacién con un vastago de teflon (Evans y Lloyd, 1966). Se
han aislado mitocondrias de Polytomella caeca que presentan control respiratorio,
demostrando que la membrana interna estd integra (Lloyd y col., 1968). Lloyd y
Chance (1968), encontraron las siguientes caracteristicas en las mitocondrias aisladas
de Polytomella caeca: la presencia de citocromos b, ¢, ¢, a y a; y de varias
flavoproteinas. El transporte de electrones en estas mitocondrias se inhibié con
antimicina A, rotenona, piericidina Ay cianuro [lmM]. Los datos
espectrofotométricos indicaron que la antimicina A inhibié taimnbién la reoxidacion del
citocromo b reducido. Los datos anteriores sugieren que el sistema respiratorio de
Polytomella es muy semejante al de otros sistemas mitocondriales como el de
levadura o el de mamiferos superiores, sin embargo, dicho organismo presenta
algunas caracteristicas particulares, que lo hacen un sujeto de estudio de gran interés

desde el punto de vista biclégico y bioquimico;

a) La condicion de poder almacenar a este organismo en su forma enquistada durante

largos periodos (Reed y col., 1976).

b) La facilidad con que crece en medios de cultivo relativamente sencillos y
econdmicos, utilizando acetato como fuente de carbono. Ademas, el tiempo corto de
su ciclo de vida, permite obtener cantidades razonables de material biolégico en

menos de 48 horas.
¢) La ausencia de pared celular en este microorganismo permite romper las células
con gran facilidad, por lo que se pueden obtener arganelos relativainente intactos y

mitocondrias con buenos controles respiratorios.

d) Dado que el género Polytomella no cuenta con cloroplastos como otras algas,



results mucho mas sencillo purificar los componentes mitocondrisles sin la
interferencia de los pigmentas fotosintéticos o contaminaciones de proteinas de

cloroplasto.

e) La posibilidad de estudiar a diche organismo en diferentes estados de

diferenciacién, como es la forma enquistada y la de crecimiento logaritmico.

) La posibilidad de trabajar con mutantes resistentes a inhibidores de la cadena

mitocondrial y caracterizar a los componentes con téenicas de biologia molecular.

g} La posibilidad de estudiar el mecanismo de fusion de las mitocondrias para furmar
mitocondrias gigantes como las que han sido descritas en los estudios de microscopia

electronica realizados por Burton y Moore (1974),
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ANTECEDENTES DIRECTOS:

A la fecha, todas las preparaciones de complejos mitocondriales de
Chlamydomonas presentan una gran cantidad de contaminantes (Atteia, 1994), esto
es de suma importancia para nosotros, ya que pensamos que con Polytomella se puede
hacer un estudio integral de los complejos mitacondriales de los Chlamydomonadales
a nive! molecular y a nivel bioguimico. Al ser Polytomella un alga incolora, tiene la
ventaja sobre Chlumydomonas de que los complejos mitocondriales no se obtienen
contaminados con proteinas de cloroplasto. En el trabajo realizado por Gutiérrez-
Cirlos y col. (1994) podemos ver que se puede obtener al complejo be, de Polytomella
spp. activo y puro. Este complejo tiene 11 polipéptidos y es sensible a antimicima y
mixotiazol. Este es el primer reporte de un complejo be, de un protoctista con
actividad de ubigquinol-citocroma ¢ reductasa sensible a inhibidores, Es interesante
que este complejo presenta un corrimiento de 8 nm hacia el rojo en el pico « del
citocromo b. )

En la primera colwnna de intercambio idnico que utilizamos en el laborataorio
para purificar los complejos mitocondriales de Polytomella se pudieron separar los
complejos I, 111 y IV, asf como el complejo V, de esta manera se tiene una purificacion
parcial de la citocromo ¢ oxidasa que tiene actividad y que es sensible a cianuro
{lmM}' quedando una actividad residual que sugiere la existencia de una oxidasa
alterna (comunicacion personal: Gutiérrez-Cirlos).

Por otro lado en el trabajo realizado por Conner y c¢ol.(1989) se presenta
evidencia de que Polytomella 'y Chlamydomonas estan estrechamente relacionadas,
pues los genes que codifican para la f-tubulina tienen el mismo nimero y
localizacién de intrones, ambos organismos tienen el mismo uso de codones y al hacer
un analisis comparativo de estos genes se observa que la similitud en la secuencia
primaria es de 98%. Estos datos, junto con las caracteristicas morofoligicas que
comparten Chiamydomonas y Polytomella spp., nos alientan a pensar que ambos
organismos estan estrechamente relacionados y que por lo tanto es muy probable que

hayan compartido el endosimbijonte qgue di6 lugar a sus mitocondrias actuales, por lo
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que también deben compartir grandes similitudes en sus genomus mitocondriales.
Pensamos nue a diferencia de Chlamydomonas, con Polvtomeila vamos a poder llevar
a cabo un estudio integral de los romnplejos mitocondriales.

En el presente proyecto peasamos hacer una caracterizacion f{Isica y genética
del DNA mitocondrial de Polytomella spp., clonande y secuenciando los genes
mitocondriales del citocromo b y de la citocromo ¢ oxidasa para definir si estos estan
relacionados o no con los de Chlamydomonas. Asi mismo se pretende estudiar las
caracteristicas generales del DNA mitocendrial de Polytomella spp. y ver si comparte
las caracteristicas tan peculiares del genoma mitocondrial de Chamydomonas como
son la ausencia de os genes que codifican para Ja ATPasa, la ausencia de intrones,
el uso de codones, la presencia de solamente tres RNAs de transferencia y la

fragmentacion en madulos de los RNA ribosomales.
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OBJETIVOS

Los abjetivos del presente trabajo son:

1) Construir tres genotecas de DNA  mitocondrial de Polytomella, para tener
una mayor probabilidad de tener representados todos los genes mitocondriales.
Decidimos utilizar las enzimas de restriceion BamUl, EcoREy HindlT1 para la
construccidn de estas genotecas, pues son enzimas que dan fragmentos

relativamente grandes en las mayoria de los DNAs,

2) Caracterizar fisicamente ¢l DNA mitocondrial, determinando su tamano y
construyendo un mapa de restriccidn. Localizar en este mapa los genes que

codifican al citocromo hy a la(s) subunidadies) de la citocromo ¢ oxidasa.

3) Clonar, subclonar y sceuenciar el citocromoe by la subunidad 1 de Ja
citocromo oxidasa, porque son proteinas muy conservadas a lo largo de la
evolucién. Estas proteinas son altamente hidrofébicas y en todos los organismos
descritos hasta la fecha los genes que codifican para estas proteinas han

permanecido en el genoma mitocondrial.

4 Hacer un analisis comparativo de {as secuencias v tratar de establecer la

relacién filogenética entre Polytomella y Chiamydomonus.

5) Establecer el uso de codones mitocondrial en Polvtomella y hacer un analisis
comparativo con el uso de codones de C. reinhardtii, reportado por Michaelis
y col.(1990).



METODOS:

Una muestra de Polytomella spp. se adquirio de la coleccion de algas de la
Universidad de Gotinga, Repuiblica Federal Alemana (Sammlung van Algenkulturen,
Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat Gottingen) y ahora forma parte de
la coleccian microbiolégica del Departamento de Biotecnologia del CINVESTAV del
LP.N.

Purificacion de las mitocondrias:

Se ;-csuspendiernn 20p de células de Polytomella spp. (peso nimedo) en un
amortiguador con sacarosa 320 mM, EDTA 4 mM, Tris-HC 20 mM (pH 7.4) y se
rompieron con homogenizador de motor. se centrifugé a 2500g y se recuperaron las
mitocondrias en el sobrenadante. Con una centrifugacion de alta velocidad se
recuperaron las mitocondrias y se lavaron con el mismo amortiguador de acuerdo al
protocolo descrito por Gutiérrez-Cirlos y col. (1994). Estas mitocondrias se trataron
20 minutos a temperatura ambiente con DNasa II, con el fin de degradar el DNA

nuclear.
Purificacion del DNA mitocondrial:

Se resuspendieron las mitocondrias en un amortiguador que contenia I'ris-HCI
10mM (pH 8.2), EDTA 10mM, NaCl 10 mM y Sarkosil 2¢7 y se incubaron 12 horas
a 4°C para lisar las mitocondrias de acuerdo ai método descrito por Hudspeth y col.
(1980). Se extrajo dos veces con fenol saturade con Tris-HCH2M (pH 8.05, una vez con
fenol-cloroformo y 1 vez con cloroformo, Se precipité con acetato de Na 8M y con 3
vohimenes de etanol al 1006 a -20°C durante 2 horas. Se centrifugd, se lavé con
etanol al 70" y se resuspendid en agua a una concentracion final de 1 pg/plifigura
11).
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PURIFICACION DEL ADNmt |
DE Polytomella spp I
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Figura 11: Esquema de la purificacion del DNA mitocondrial de Polytomella spp.



Purificacion y biotinilacion del gene coxl:

Se purificé ¢} plasmido p85 que tontiene un fragmento del DNA mitacondrial
de Chlamydomonus reinherdtii incluyendo el gene coxl, en columnas de Quiagen.
Este plasmidn nos lo propoercions amablemente la Dra. Elizabeth Harris (Universidad
de Duke, E.E.U.U.) Se digirio este plasmido con EeoRl y Sall (de acuerdo al mapa
de restriccion) para obtener el fragmento que contiene el gene cox! y s¢ purifics con
el sistema "Geneclean" de Bio 101, El fragmento se marco con un derivado biotinilada

por “Nick-translation” usando el sistema de Bio-nick (BRL).
CONSTRUCCION DE TRES BANCOS GENOMICOS MITOCONDRIALES:
Digestion del DNA mitocondrial:

Se hicieron fres digestiones totales del DNA mitocondrial en las siguientes
condiciones;
10pg DNA mitocondrial
5pl amortiguador 10X para la enzima de restriceion de Boehringer
Jul de BamKl, EcoRT o Hindl (10 u/nhy de Bochringer
X HO
50p!I finales. Se incubd 12 horas o 37C
Se precipitd e DNA con 5pl de acetato de Na 3M y tres volimenes de eranol

al 100'%, se lavd con etanol al 70 77 v se resuspendio en 10p] finales.
Preparacion del vector para clonar los fragmentos del DNA mitocondrial:

104y de PTZ18R purificado con columnas de Quiagen
5ul de amortiguador 10X para la enzima de restriceién de Boehringer
2pl de BamHl, FeoRl o HindI11 110 upl) de Boehringer

Xl HO

50ul finales. Se incubo 12 horas a 37 €.
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Se ineubé 1 hora a 37°C con 6yl del amortigador 10X de la fosfatasa alcalinag

y con 1p) de la fostatasa alealina, ambos de Boehringer.
La muestra se corric en un gel de agarosa 1%, se corté Ja banda
correspondiente al plasmido y se limpié con el sistema de "Geneclean" de Bio 101,

Se resuspendié en TE a una concentracién final de 50 ng/yl.
Ligacion, transformacion y seleccion de las clonas positivas:

Ligacién para cada DNA mitocondrial cortado con BamHI, EcoRl o HindIll:
10pl del DNA mitocondrial cortado
1pl del vector cortado -con la enzima correspondiente y defosforilado
1yl de amortiguador de Ligasa 10X de Boehringer.
1l de T4 ligasa (lu/nl) de Boehringer.
Xyl HL,0
15p1 Finales. Se incubé a 16°C toda la noche.

Transformacion:
15u! de de la mezela anterior de ligacion
G0l de células competentes DS« preparadas de acuerdo & una modificacion al
método de Hannahan (1983). Se incubaron 60 min en hielo, se div un choque calérico
a 42°C 2 min, se agregaron 450n1 de LB, se incubo 30 min a 37°C, se centrifugs 1 seg,
se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en 40p! de 2% X-Gal y
10pl de 800mM IPIG, se sembraron en cajas de LB ampicilina 100ug/ml y se
incubaron teda la noche a 37°C (figura 12).

Se seleccionaron las colonias blancas, se crecieron v se purifico el plismido
mediante Ja téenica de mini-preparacion {Chen Zhou y cal 19901, una vez identificadas
las colonias positivas, se guardaron en glicerol y se purifico el plasmido en columnas

de Quiagen.
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Figura 12: Construccion de la: cenotecas del DNA mitocondrial Polytomella spp.

con tres enzimas de restriccion: Hindlll, BamH] y EcoRl
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Diseiic de los desoxioligonucledtidos para amplificar el gene coxl:

El desoxioligonucledtido de avance (forward) se disené en una region
conservada de la subunidad I de 20 organismos, del aminoacide 60 al aminoacido 71
de la secuencia de la subunidad T de la citocromo ¢ oxidasa de Chlamydomonas

reinhardtii, con un sitio interno de HamHI (marcado con negritas y subrayado):

H G M L L F M V M
5’ CAC GGT GGA TCC ATG CTA TTG TIC ATG GTA ATG CC 3’

Para sintetizar el desoxioligonucledtido reverso hicimos la secuencia
complementaria e invertida de la siguiente secuencia de aminodcidos de una region
conservada del aminoacido 426 al 435 de la secuencia de la subunidad I de la
citocromo ¢ oxidasa de Chlamydomonas reinhardtii: 6 ., V.G M P R R M F, conun
sitio interno de BamHI marcado con negritas y subrayado:

5 ATA ATC GGA TCC GIG ACG TGO CAT ACC TAC CAR ACC 3’

A G A
Amplificacion por PCR del gene coxl:

Para llevar a cabo los PCRs (reaccion en cadena de fa polimerasa), se siguio ln
técnica descrita por Mullis y col. (1986).
Con el DNA mitocondrial, hicitnos una amplificacion por PCR con los
desoxioligonucleétidos para el gene couxl en las siguientes condiciones:
1 ng DNA mitocondrial
200 ng de cada desoxioligonucledtido
1 mM final de dN'T'Ps de Boeliringer.
2 pl de una solucién concentrada de 50mM MgCl, de¢ Boehringer (2mM final).
0.5 pl Taq Polimerasa (5 unbh de Bochringer.
5 pl amortiguador 10X de Boehringer.
_Xul HO
50 nl finales.
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Se desnaturalizo el DNA 12 min a 94°C
30 seg a M°C
45 sey a 55°C 30 ciclos
1 min a 72'C !

Extension final 12 min a 72°C
Andlisis tipo Southern del producto de PCK del gene coxl:

Eil producto de PCR se transfirio a una membrana de nylon de acuerdo al
método de Southern (1979). Se prehibrida el nylon 2 horas a 45°C, posteriormente se
hibridé a 45°C con el fragmento biotinilado de aproximadamente 1Kb que codific:
para el gene coxl de Chlamydomonas retnhardtii. Se lavo el nylon 2 veces con una
solucién 5X SCC con 9.5% de SDS y dos veces con una solucidn 1X SCC con 147 SDS
(todos los lavados se hicieron a temperatura ambiente). Después se prosiguid a tratar
el nylon de acuerdo al protocolo del sistema "Photogene” de BRL. Se expuso el nylon

con una pelicula X OMAT AR de Kodak durante 2 horas y se revelo.
Diseno de desaxioligonucledotidos para amplificar ol citocromo b;

Para el diseno del desoxioligonuclestide de avance (forward) consideramos la

region conservada del aminoacids 87 al 95 del citocromo b de Chlamydomonas

reinhardtii:
s L F F§F I V V Y L H

5 AGT TTG TTC TTC ATT GTa GThA TAC TiC CAC 37
< T oo rea

El oligonuclentido reverso se diseno con la secuencia complementaria e
invertida de la secuencia de aminoicidos de una region extremadamente conservada:
HIVPEWYFILWVYdelcitocromob de Chlumydomones retnhardtit que va
del aminoacido 267 al 278.

5 TA AAT CChA CAA AAA ATA CUA CTC FGG VAL AXT AT
T G G I I3 o 8
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Amplificacién por PCR del gene del citocromo b:

Con el DNA mitocondrial, hicimos una amplificacion por PCR von los

desoxioligonucledtidos para el gene del citocromo b, en las siguientes condiciones:

1 pg DNA mitocondrial
200 ng de cada desoxioligonucledtido

1 mM final de dNT'Ps de Boehringer.
8 pl de una solucisn concentrada de 50mM MgCl, de Boehringer (8mM final).

0.5 pl Taq Polimerasa (5 u/pl) de Boehringer.

nl amortiguador 10X,

5
Xl 0
50 pl finales.
Se desnaturalizé el DNA 12 min a 94°C
30 sep a 94°C
50 ciclas

45 sey a 50°C
1 min a 72°C
Extension final 12 min a 72°C

Clonacién del producto de PCR del gene citocromo b:

20 ng del producto de PCR purificado con Geneclean (Bio-101)

1l de amortiguador 10X de In Vitrogen.
1l del veetor pCR™1 (aprox Ing) tIn Vitrogen)

1 pl de ligasa T4 concentrada de (quipl » In Vitrogen.

Xul HO

10 pl finales. Se incubd toda la noche a 16°C.

La transformacion y la seleccion de las clonas positivas se hicieron de Ja misma

manera que para la construccion de Jas genotecas mitocondriales.



Secuenciacion:

Todas las secuencias se llevaron a cabo por el método de terminacién de cadena
descrito por Sanger (1977), utilizando e} sistema Sequenase Version 2.0 de USH,
siguiendo el protocolo que proporciona el proveedor. Todos los apareamientos se
llevaron a cabn a 37°C durante 30° con 11 ng del desoxioligonucledtido

correspondiente, previa desnaturalizacion y precipitacién del DNA.

Desnaturalizacion del DNA:
2-5 pg de DNA del plasmido
6 jul de NaOH 1M

X i de H,0
30 ypl finales. Se incubo durante 5’ a temperatura ambiente.

Precipitacién del DNA:

30 pl de la mezcla anterior

3 ut de acetato de amonio 2M.

70 nl de etanol al 100%.

Se meeclo y se incubs 30" a -70°C. 8¢ centrifugo 10’ a 15000 rpm en una
centrifuga Eppendorf, se lavé el precipitado con etanol al 70% vy se dejo secar, se
resuspendicé el precipitado en 5 pl de agua. Se prosiguié con el protocolo del

proveedor.
Traduccion y andlisis comparativos de las secuencias:

Todas las traducciones y los analisis comparativos se hicieron con ¢l programa

GCG y con el banco de datos Gene Bank de 1993,
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RESULTADQOS:
Construccién de las tres genotecas mitocondriales:

Se obtuvieron 45 clonas con un inserto de DNA mitocondrial: 14 clonas en el banco
de BamHI, 17 clonas en el banco de EcoR1 y 14 clonas en ¢l baneo de Hindlll. La
suma de los fragmentos dio un total de 30 Kb = 3Kb en el banco de BamHI, 27 Kb
+ 2Kb en el banco de Hindlll y 37 Kb = 2Kb en el banco de EeoRl. En la figura 13
poademos ver un ejemplo de 1 pg de plasmido de las clonas 2-14 del banco de HindlIll,

digeridas con la propia Hindlll
Muapa fisico del genoma mitocondrial,

Hasta ahora hemos hecho digestiones sencillas y dobles de todas Jas clonas que
tenemos de las tres genotecas del DNA mitocondrial con EcoRl, Hindlll, Bamiil,
Sacl, Sall, Pstl, Xmal y Xhol (Rochringer) y estamos en proceso de construir un
mapa fisico con estos datos. Este preceso se ha complicado, como se verd mas
adelante, por la posible contaminacién de las genotecas mitocondriales con DNA

nuclear.
Amplificacién del gene coxl por PCR:

Realizamos un PCR utilizando los desoxinligonucleatidos disenados para el
gene coxl con 1 pg de DNA mitocondrial de Polytomelle. El fragmento que se
amplificé fue de L1 Kb (figura 14A), como se esperaba de acuerds al diseho de
losdesoxialigonueleétidos. Cuando se transfirio este producto de. PCR a una membrana
de nylon y se hibrids con la sonda biotinilada del gene cox? de Chlamydomonas
reinkardtii, el producte de PCR de 1.1 Kb dié lugar a una senal especifica (figura

14B).
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Figura 13: Digestion de Lng de plasmido de las clonas 2-14 de 1a genoteca de Hindl11

de DNAmt de Polytoniella spp. digeridos con Hindlll,
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Al realizar un PCR con todas las clonas reunidas del banco de Hindlll como
molde, también se obtuvo un fragmento de 1.1 Kb. Después repetimos el PCR pero
utilizando como molde cada una de las clonas por separado y obtuvimos el fragmento
de 1.1 Kb en la clona dencminada #1. que tiene ur fragmento de DNA mitocondrial
de 3 Kb aproximadamente. la secuencia de csta clona mostrd similitud en un
extremo con el gene de la subunidad 4 de 1a NADH deshidrogenasa, mientras que
el otro extremo mostré similitud con el gene que codifica para el fragmento 7 de la
subunidad grande del RNA ribosomal (rrn7) de Chlamydomonas reinhardtii. ¥n

medio de la clona encontramos al gene cox7 completo (figura 15).
Secuenciacion del gene coxl

Secuenciamos en su totalidad la clona 1 de la genoteca de /4indlll. Enla figura
16 se muestra la secuencia del gene cox?, del nucleatido 1 hasta ¢l nucledtido 1509.
Con el programa GCG se obtuvo la secuencia de amincacidos a partir de esta
secuencia de nucledtidos y se compard con la secuencin de aminodcidos de
Chlamydomonas reinhardtii (figura 17); estas secuencias mostraron una similitud de

88 v una identidad de 747

Con la secuencia de aminodcidos que obtuvimos, hiciimoes también un perfil de
hidropatia segun Kyte-Doolittle (1982). Con este perfil construimos un modelo
topoldgico de la subunidad I de la eitocromo ¢ oxidasa {figura 181, donde también se
indican las histidinas conservadas en todos los genes coxl conucidos hasta ahora, las

cuales son Jos sitios de union para los hemos de los citocromos a, a; ¥ ol Cuy,
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Figura 14: A) Producto de PCR del gene cox! utilicando como molde g de DNA
mitocondrial de Pelvtomella spp. B) Replica tipo Southern del producto de PCR

hibridado con ia sonda cox1 biotinilada de Chlamydonionas reinhardtii.
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Figura 15: Esquema de la clona 1 de la genoteca de HindlIl del DNAmt de

Polytomella spp.
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T'ambién analizatnos el uso de codones para el gene cox? de Polytomella spp.
v lo compararmes von el usv de codones del gene cox? de Chlamydomonas
reinhardtii (tomade de Michaellis y col 1994). Como podemos ver en la tabla I, el use
de codones es muy similiar en ambas especies, pero presenta algunas diferencias
interesantes que analizaremos con mas detalle en la discusion.

Basado en la secuencia de aminodcidos que se deduce del gene coxl de
Polytomella spp. y las secuencias de 45 especies, se construyd un arbol filogenético (en
colahoracién con el Dr. David Spencer en la Universidad de Dalhousie, Halifax,
Canada) (figura 19). Este arbol filugenético sugiere fuertemente que Polytomella spp.,
Chiamydomonas reinhardtii 'y Chlamydomonus eugametos estin estrechamente

relacionadas entre si.
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Figura 16: Sccuencia del gene cord de Polvtomella spp desde ¢! codén de inicio atg
(nucledtidos 1-3) hasta el codon de término 1an tnoelestidos 1510-1512).
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Figura 17: Comparacion de las secuencias de aminodcidos de los genes cox/ de
Polytomella spp. y Chlamydomonas reinhardtii. , aminoacidos idénticos; :,
aminoacidos conservados; ., aminoacidos semiconservados. Las secuencias
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exhibicron 87,57 de similitud y 73.2¢ de identidad.
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Figura 18: Modelo con 12 cruces transmembranales del gene COX1 de Polytomella
spp. En negro estan marcadas las siete histidinas conservadas.
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‘TABLA I: Uso de codones del gene cox! de Polvtomella spp. en mimeros obscuros,
comparado con el uso de codones del gene Cox 1 de Chlamydomonas reinhardtii
con nimeros normales (tomado de Michaellis y col. 1994). En los cuadros estan
las diferencias mas sobresalientes entre ambas especies.
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Figura 19: Arbho! filogenético del gene coxl, incluyendo el gene cox! de Polytuomella

spp. (obtenido en colaboracion con el Dr. David

Spencer)




Polytomella spp.

Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas eugametos

Figura 19a: Un acercamiento del arbol filogendtico de  Polytomella  spp.,
Chlamydomonas reinhardtii y Chlamydomonas cugametos.
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Amplificaciion por PCR del gene citocromo b:

Utilizando como molde DNA mitocondrial de Polytomelle spp., realizamos un
PCR con las siguientes concentraciones de MgCly: 1, 2, 4 y 8 mM. obteniendo una
banda con 8 mM de MgCl,. Como se puede ver en la la figura 20, esta banda tiene
un tamaino de alrededor de 800 nucledtidos, en lugar del tamano esperado de 500
nucledtidos. A pesar de esta discrepancia, decidimos clonar este fragmento, pues era
una banda intensa, y pensamos que el gene podria tener un intron. Una vez clonado
el producto de PCR, lo secuenciamos. La secuencia obtenida se muestra en la figura
21,

Fue sorpresive encontrar en ambos extremos del producto de PCR el
desoxioligonucledtido reverso (backward), lo que indica que éste desoxioligonucledtido
se unié en el extremo 5 de manera inespecifica. Esto explica la diferencia entre el
tamaiio del producto de PCR obtenido (0.8 Kb) y el tamano esperado (0.5 Kb), de

acuerdo con ¢l diseno de los desoxioligonucledtides (figura 21,

Con el programa GCG, hicimos la traduccién de la secuencia de nucledtidos y
la comparamos con la secuencia de aminoicidos del citocromo b de Chlamydomonas
reinhardtii (figura 22). Las secuencias mostraron una similitud de 785 y una
identidad de 629 En la figura 22 podemos observar ¢l desoxioligonucledtido reverso
unido inespecificamente, de tal manera que el producto de PCR empieza en el
aminoacido 9 del gene de Chlamydomonas, por lo que creemos que nos faltan muy
pocos aminodcidos por secuenciar en ¢l extremo amino terminal. También
observamos en la secuencia del citocromo b de Polytomella spp. la ausencia de 10
aminodcides comparado con el citocromo b de Chlamydomonas reinhardtii en la
regidn contigua al aminedcido 213, Con estas secuencias pudimos construir los
modelos topogrificos del citocromo b, En la figura 23, se muestra el modelo del
citocromo b de Chlamydomaonas reinhardtit y en la figura 24 el modelo del citocromo

b de Polytomella spp.



49

caonitil Iupg
1 22 HE] 14 a5 KRKYdder

Figura 20: Amplificacion por PCR del citocromo b, utilizando como molde | jpg de
DNA mitocondrial de Polveomella spp.. carril 1. control sin DNA; carril 2
L M; carril 3: 2mM; carra] 4: 4w carrii 52 8mM. de MgCl v carril 6 Ing de

Kb ladder ( de Boehringer).
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Figura 21: Secuencia de nucledtidas del producte de PCR del gene del citocromo b de
Polytomella, en maytsculas esta indicado el desoxioligonucledtide ane se unii tanto

como sehador de avance (forward) como reverso thackward),
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Figura 22: Comparacion de la secuencia de aminoicidos del citocromo b de
Chamydomuonas reinhardtii con la secuencia de aminoacidos del producto de
PCR del citocromo b de Polytomella spp. En negritas estdin marcados los
desoxioligonucledtidos traducidos a aminoacidos; |, aminoacidos idénticos; ¢,
aminvacidos conservados; ., aminodcidos  semiennservados. Las secuencias

exhibieron 77.73% de similitud ¥ 61.94¢ de identidad.
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Figura 23: Modelo con los 8 cruces transmembranales para el citocroma b de

Chlamydomonas reinhardtii.
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Figura 24: Modelo del fragmento de PCR del citocromo b de Polytomellu spp. En
cfrculos blancos se muestran los aminodcidos idénticos al citocromo b de
Chlamydomonas reindhartii, en circulos grises se muestran los aminodcidos
semiconservados, en cfrculos negros los aminodcidos diferentes y en cuadros estdn los

oligonuclestidos que se utilizaron para amplificar el producto de PCR.
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DISCUSION:

£1 género Polytomella fue descrito por primera vez por Aragao en 1910. Su
clasificacidn no ha sido facil, pues es una alga incolora sin pared celular. Su
morfologia recuerda al género Chlamydomones, aunque Polytomella tiene cuatro
flagelos y Chlamydomonas solo dos, en ambas especies estan organizados en un
brazalete en la parte anterior de la célula (Brown y col. 1976). Polytomella no es
fotosintetica y carece de cloroplastos, sin embargo, almacena energia en granulos de
almidén (Sheeler y col. 1968) (figura 9b). Estos granules podrian ser reminisencias
de cloroplastos, aunque hasta ahora no se ha reportado la presencia de DNA en estos
plastidos. Sin embargo, Astasia longa. que es un protista no fotosintético relacionado
con Euglena gracilis (protista fotosintetico), contiene DNA de 73 Kb en sus plastidos.
Este DNA presenta componentes del aparato de traduccion del cloroplasto con una
organizaciin similar al de Euglena, pero no codifica para ninguna proteina del
aparato fotosintético (Gockel y col 1994). Por lo anterior, no seria dificil pensar que
Polytomellu tenga algin tipo de DNA en sus amiloplastos que presente similitud con
e}l DNA de los cloroplastos de Chlamydonionas.

Recientemente Melkonian y col. (1990) han clasificado a Polvtomella en el filum
Clorofita, elase Cloroficiie, orden Chlamydomonadales y familia Chlamydomaonadacea.
Esta clasificacion v de acuerdo con los resultados encontrados por Conner y col.
(1989), quienes reportaron que los genes para la B-tubuling de Polytomella agilis
presentan 98%% de similitud con los genes de C. reinhardtii. Este porcentaje de
similitud es extremadamente alto, aun entre organismos del mismo género, El uso de
codones que se reporta en dicho trabajo también indica que hay una estrecha relacion
entre las dos especies. Para poder confirmar esta clasificacion, es importante
continuar con los estudios & nivel bivguimico de los complejos initocondriales y a nivel
molecular de algunos genes clave comu son los RNA ribosomales, ¢l gene del
citocromo b: eob y el gene de i subunidad 1 de la citoeromo ¢ oxidasa: cox !, puesto
que estos genes estan muy conservados en tuda la eseala evolutiva. Nosotros tuvimos
el interés particular de abordar ¢l problema caracterizando bioquimicamente los
complejos mitecondriales (Gutidrrez-Cirlos y col. 19941 y en forma paralela hacer un
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estudin a nivel de biologia molecular, caracterizande el genoma mitocondrial de
Folytomella y compurandolo eon el genoma mitocondrial de Chlamydomonas.

El analisis comparative de los genes v de la organizacion del genoma
mitocondrial nos daria informacion acerca de la evolucién que sufrii cada uno de Jos
genomas mitocondriales: la organizacion del DNA, la fragmemacion de los RNA
ribosomales, el uso de codones, la importacién de tRNAs del nucleo y fa exportacion
al micleo de algunos genes como los ampf y atp8 de la ATPasa y los genes cox2 y coxd
de la citocromo ¢ nxidasa. Ademas, nos podria proporcionar informacion acerca de la
existencia de un ancestro comun para ambos organismos, en particular, si
compartieron el mismo endosimbionte coto propuse Round en 1980, En dicho trabajo,
se sugirio que la rama de las algas incoloras se separo de las algas fotosintéticas en
un evento evolutive relativarnente reciente, posterior al evento endosimbiotico que dio
origen a las mitocondrias {figura 25),

El DNA mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtic se ha secuenciaco
completamente y s¢ ha deserito el uso de codones para cada uno de los genes que
codifica (Michaelis y col. 19901, Este DNA mitocondrial presenta caracteristicas muy
particulares: es lineal y extremadamente compacto, no presenta intrones, en los
extremos tiene una regiones repetidas que podrian servir para su replicacion
(Varenholz y col. 1993), no se encuentran los genes que codifican para las
subunidades 6 y 8 de la ATPasa, solo tiene tres tRNAs (MW, Q), lu que explicaria en
parte porgqué su uso de codones esta completainente sesgado, sus RNA ribosomales
estan fragmentados en modulos, tiene un gene con homologia a una transcriptasa
reversa, y no se encuentran presentes los genes que codifican para las subunidades
H y 111 de la citocromo ¢ oxidasa (Boer y Gray 19858).

A pesar del estudio tan detallado del genoma mitocondrial de Chlamydomonus
reinhardtii, Yos complejos mitocondriales no se han podido estudiar con tamo detalle
a nivel bioquimico, pues twdas las preparaciones aparecen contaminadas con
proteinas de cloroplasto {Atteia y col. 1982; Attela, 1994). Por eso creemos que
Palytomella, siendo un alga sin cloroplastes, presenta la gran ventaja de que sus
cotaplejos mitocondriales se pueden aislar sin contaminaciones con relativa facilidad.
De esta manera se puede hacer un estudio conjunto de los complejos mitocondriales,

asi como de los penes que los codifican.
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Figura 25: Arbo} filogenstico de diferentes algas tomado de Round (1980}, lineas

fotosintéticas @l ; Jineas no fotosintéticas  __ |, lineas no documentadas _ _ i D,
Dinoflagelados, E, Euglenoides; C, Chysofita; Cr, Cryotifita: B, Bacillariofita;
X, Xanthofita; Eu, Fustigmatofita; Chl, Chlrofita; P, Prasionofita; Ch,
Charofita; P, Prasinofita; R, Rhodofita, La hnca punteada horizontal indica los

eventos endosimbioticos que dieron origen a Ios cloroplastos ¥ a las mitocondrias.
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Genotecas mitocondriales de Polvtomella spp:

Los genomas mitocondriales de otras especies cercanamente relacionadas con
Chlamydomaonas reinhardtii como son Chlamydomonas moewusii y Chlamydomonas
eugametos tamhién han sido caracterizados. Estos genomas son circulares y un poco
mas grandes que el de Chlamydomonas reinhardtii: 22 Kb en el caso de
Chlamydomonas moeewusii (Lee y col. 19911 y 24 Kb en el caso de Chlamydomonas
eugametos {Denovan-Wright v Lee, 1992). Los genomas mitocondriales de estos
organismos comparten caracteristicas similares como son la presencia de RNAs
ribosomales fragmentados y la ausencia de intrones, aunque su organizacion es un
poco diferente (figura 26). En los cstudios de los genomas mitocondriales de
Chlamydomonas moewusii y Chlamydomonas engametos se han localizado los genes
cob, coxl, nadl, nad?, nadb, rt/, utilizando como sondas los genes de C. reinhardtii.
Hasta ahora no se ha encontrado hibridacion con los genes atp6 y cox2 de trign, asi
comne tampoco se ha locitlizado el gene nad6 con la sonda de €. reinhardtii. (Lee y col.
1991 y Denovan-Wright y Lee 1992). Aunque el orden de los genes localizados hasta
ahora en estas dos especies (figura 26) difieren del arreplo que presentan en el
genoma mitocondrial de Chlumydomonas reinhardti (figura 8), todos los datos
indican que los genvmas mitocondriales tuvieron un origen comin. Nosotros tenetnos
el interés de estudinr si Polytomella spp. comparte ¢l mismo origen mitocondrial que
estas especies, es decir, si la organizacion y lus caracteristicas de su genoma
mitocondrial son similares.

En el presente trabajo, purificamos por primera vez el DNA mitocondrial de
Polytomella spp. Construimos tres bances con diferentes enzimas de restriccion,
encontramos que la suma de los fragmentos dan un total de 32 + 2 Kb, Este tamano
os significativamente mayor que el DNA mitocondrial de Chiamydomaonas reinhardtii
15.8 Kb (figrara 8) (Michaelis ¥ col. 1990). De Las 45 clonas positivas que obtuvimos,
la clona 1 de la genoteca de HindI amplificé un producto de PCR de 1.1 Kb con os
desoxioligonucleatidos disehados para el gene cox!, por lo que decidimos secuenciar

en su totalidad esta clona.
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La clona 1 del bunco de Hindlll tiene en un extremo un fragmento del gene nad4 y
en el otro extremo una secuencia que presenta una alta similitud con el fragmento
7 de la subunidad grande del RNA ribosomal (rrn?) de C. reinhardtii (figura 15). La
similitud en la secuencia con este fragmento nos hace peasar que probablemente los
RNA ribosomales de Polytomella también estan fragmentados. Por otro lado la
secuencia de de esta clona presenta caracteristicas interesantes, pues al igual que el
genoma mitecondrial de C. reinhardtii, no contiene intrones ni regiones intergdnicas.
Esto sugiere que el genoma mitocondrial de Polytomella tiene una organizacion
similar al de las Clamydomonas y también indica que ambas especies estin
estrechamente relacionadas.

Sin embargo, las tres genotecas parecen tener un tamahno aproximado de 32 Kb,
mayor que el del genoma mitocondrial de C. ewgametos (24 Kb, Por otra parte, las
6 clonas que hemos enviado a secuenciar a la Universidad de Yale (tres del banco de
Hindl1 y tres del banco de EcoRl de aproximadamente 1.5 Kh cada clona) no
presentan similitud con el genoma mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtii en
el analisis que hemos realizado hasta ahora. Esto sugiere que podrian ser reglones
intergénicas o bien intrones, ya que algunos madulos de fos RNAs ribosomales de C.
moewusii tienen intrones. Sin embaryo, la clopa 1 del banco de Hindl1 no presenta
regiones intergénicas ni intrones, como mencionamos anteriormente. Una explicacion
alternativa a estos datos seria que los bancos estan contaminados con DNA nuclear,
o que aumentaria el tamaho aparente del genoma mitocondrial; pensamos que esta
contaminacion podria deberse a una digestion incompleta del DNA nuclear por la
DNAsa 1, en la purificacion del DNA mitocondrial (figura 117 y que no se haya
degradadn completamente el DNA nuclear en el momento de aislar las mitocondrias,
contaminando asi el DNA mitocondrial. Asi mismo, cabe la posibilidad de que las
mitocondrias obtenidas no hayan estado completamente selladas, y que la DNAsa
halla digerido parcialmente el DNA mitocondrial, de tal manera que las genotecas no
estén 1007 representadas.

Para poder discernir entre 1a la presencia de regiones intergénicas, intrones o

contaminaciones con DNA puclear, se necesita hacer un analisis mas exhaustive de
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las tres genotecas, asf como prepacar DNA mitocondrial por miétodos alternativos
como serfa la purificacion de DNA total y ia separacion de los diferentes tipos de DNA
con un gradiente de cloruro de cesio con bishenzimida (Hudspeth y col. 1982). Fs
necesario construir nuevas genotecas carentes de conmtaminaciones y volver a
determinar el tamano del genoma mitocondrial, Asi mismo, se requicre localizar con
sondas de C. reinhardtii otros genes en las genotecas mitocondriales de Polytomella

y secuenciarlos, para poder completar el anilisis comparativo,

El gene coxi:

La secuencia del gene coxl de 1509 nucledtidos que reportamos en este trabajo
{figura 16), predice una proteina  de 503 residuos (figura 17) y codifica para la
subunidad [ de la citocrono ¢ oxidasa de Palytomella. E} perfil de hidropatia predice
Ja presencia de 12 cruces transmembranales; con este analisis pudimos hacer vl
maodelo de 1a figura 18, donde se muestran las seis histidinas conservadas: 1a His106
en la hélice 1Ty 1a His421 en fa hélice X que unen al hemo a hesacoordinada de bajo
spin, asi como, la His333 v la His334 gque unen al Cuy,. También se encuentran
presentes la His4 19 que une al hewa tipo a, pentaceordinado de alto spiny la His281
que une al Cuy. (Irmpower y Gennis 19941,

El andlisis comparative con el gene coxl de Chlamydomonas, muestra una
similitud de 88% y una identidad de 78%, este poreentaje tan alto sugiere que, en
efecto, estas dos especies se encuentran estrechamente relacionadas entre si.

Por otra parte, ¢! uso de codones del gene cox? (tabla D) muestra algunas
diferencias interesantes entre ambas especies, existen endones completamente
ausentes en Chlamydomonas reinhardtnn que si estan presentes en Polvtomella,
siendo las diferencias mas destacados en los codones: GUA (eu) Polytomella 18,
Chlamydomonas 0; CUC dew) Polytomelle 20, Chlamydomonas 1, GGA (gly)

Polytomella 18, Chlumydomonas 0, aungue hay algunas otras diferencias menores
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(ver tabla ). Muy interesante resulta el hechoe de que no existe el caso contrario, en
el cual Chlamydomonas utilize un codon que Polytomella no utilice. Fuera de estas
diferencias, podriamos decir que el uso de codones en ambas especies es muy similar,
Podriminos especular un poco y pensar que el uso de codones en Chlamydomonas esta
muy sesgado porque su genoma mitocondrial solo tiene tres tRNAs (W, M;Q), ésto
implica que tiene que importar al menos 18 tRNAs del miclen, por lo tanto ¢l uso de
codones ¢s muy restringido. En el caso de Polytomella, no sabemos cuantos tRNAs
estan codificados en su genoma mitocondrial, tal vez codifica para mas tRNAs que
Chlamydomonas, por lo que ain ne ha eliminado el uso de algunos codones en sus
proteinas. Existe evidencia muy interesante de la importacidn de tRNAs a la
mitocondria: Schneider y col. (1994) han establecido un sistema in vivo  en
Trypanosoma brucei, con este sitema y con milagénesis dirigida de tRNAs, han

demostrado directamente la importacion de tRNAs a la mitocondria.

El arbol filogenético tfigura 19) tcortesin del Dr. Spencer) con los genes cox? de
46 especies, nos muestra que realmente Polytomella 'y Chlamydomonas estan
estrechamente relacionadas y que muy probablemente compartieron el nismo
endosimbionte que din origen a las mitocondrias.

Todos estos datos reunidos ipoyan la teoria de Round (1980) y el arbol
filogenético que él construye para diferentes algas (figura 25). A partir de él,
prupuoso yue especies como Polytoma 'y Polvtomella compartieron el mismo origen
endosimbidtico con la rama de Chlamydomonas y que se separaron posteriormento
perdiendo la pared celular v ef aparato fotosintético. Algo similar ocurre entre Astasia
longa y Euglena gractiis: Astasia es un génerv ineoloro de los euglenoides, que se
separe al perder sus cloroplasto ¥ su aparato fotosintéticn. Los datos que obtienen
Gockel ¥ col. (19941 con respecto al plastido de A, longa, con una alta similitud en

organizacion y secuencin al DNA de cloroplasto de £. gracilis, también apoyan esta

teoria. Seria muy interesante aislar DNA de los amiplastos de Polvtomella y estudiar
si solamente perdio los genes del aparato fotosintético con respecto a los cloroplastos

de Chlamydomonas.
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La secuencia del gene coxl de Polytomella no presenta ninguna caracteristica

en particular cnmparada con otras secuencias reportadas; este gene esta altamente
conservado en todas las especies estudiadas hasta ahora, es decir, ni el cox! de
Polytomella ni el cox ! de Chlamydmmonas tienen alguna caracteristica gue nos hagan
pensar que tienen alguna funcién extra ademas de las ya conocidas para otras
citocromo ¢ oxidasas (Trampower y Gennis 1994). Sin embargo. resulta muy
interesante el hecho de que ol genoma mitocondrial de Chiamydomonas reinhardtii
carece de los genes cox2 y cox? (Boer v Gray 1988), que son indispensables para la
funcion de la citoeromo ¢ oxidasa. Una pusibilidad es que estos genes no existieran
en Clhlamydomonas y que ¢l gene cox! codificara para una subunidad | con
caracteristicas diferentes a las descritas hasta ahora, por ejemplo que tuviera el sitio
de unién al Cu,. El gene que codifica para Ia subunidad 11 de la citocromo ¢ oxidasa

no estd presente en el genoma mitocondrial de Chllamydomonas reinhardtic, por lo

que este gene deberia encontrarse en el micleo. Fata hipotesis se apoya en el estudio
realizado por Nungent y Palmer (19910 con varias leguminosas, donde encontraron
que en el chicharo existe una copia del gene cox2 tanto en Ia mitocondria como en el
nticleo, siendo la copia mitocondrial 1a inica que se expresa. EKn soya, al igual que
en frijol, este gene se encuentra en ambos DNAs. pero la copia que se expresa es la
nuclear. En otras leguminosas, sin embargo, 1o copia de!l gene mitocondrial
desaparecio y solo queda una copia en el micleo, tal es el caso del frijol mungo v el
caupi (especie de garbanzo). Con este estudio se pudo construir una representacion
esquemdtica donde se muestran los diferentes estadios de la transferencia del genoma
mitocondrial al genoma nuclear del gene caaZ 1Nungent y Pabmer, 1991; Covello y
Gray, 1992) (figura 270, Para mayor informacion sobre la transferencia de genes
mitocondriales al nticleo en plantas superiores ver Brennicke y col.01993).

Todavia no podemos descartar ha posibilidad de que el gene cox? esté presente
en el genoma mitocondrial de Polytomella, 1o que implicaria que Ia transferencia de
este gene al nucleo de Chlemydomonas sucedio después de que Polytomella se separd
de esta especie, que segun el arbol filogenstico de Round (1980 fue un evento

evolutivo relativamente reciente,
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El citocromo &:

Jon la reaccion en cadena de la polimerasa, usando como molde el DNA
mitocondrial de Polvtomella, también pudimos amplificar un fragmente del citocromo
b. En un principio pensamos que este fraginente podria tener un intron, ya que el
tamaino del producto de PCR era alrededor de 200 nucledtidos mis grande de lo
esperado. Al obtener la secuencia de este producto, abservamos que no contiene
intrunes y que el motivo por ¢l cual el fragmento fue mayor que lo esperado (de 811
nucledtidos) ez que el mismo olignnucledtido disehado en la region extremadamente
conservada PEWY, se aline6 en ambos lados de la reaccion: en el extremo 3 de
manera especifica y en ¢l extremo 5 de manera inespecifica. Kn el extremo 5 se
obtuve la secuencia del citocromo b en el nuclestidv 27, es decir a partir del
aminoacido 9, pur lo que solo nos faltan alrededor de 9 aminoicidos para conocer la
metionina inicial. Esta secuencia, como era de esperarse, también tiene una similitud
muy alta con el gene del citocromo b do Chlamydomonas (785%) (figura 23). Esta
segunda secuencia de un gene mitocondrial de Polytamella nos confirma laides de

que ainbos orranismos tuvieron el mismo origen mitocondrial.

El citoeromo b es un gene muy conservado a lo large de todas las ramas
evolutiva y existen alrededor de 900 reportes en lu literatura de secuencias de este
gene (Degli Esposti y col 1993; Trumpower y Gennis 19941 Nosutros consideramos
que es indispensable secuenciar este gene para caracterizar el genoma mitocondrial
de cualquier organismo. Al ser un gene tan conservado, se pueden contruir drboles
filogenédticos y de esta manera podemaos ubicar a la Polvtomella como lo hicimos con
el pene coxl. Este tipo de analisis sersa un elemento mas de apoyo en la clasificacion
de Polytomella dentro de la familia Chlamydanonadacea. Por otra parte, @l estudio
de mutagénesis dirigida tan detallado -nie existe para organistnos como S. cerevisiae,
nos permite predecir algunas caractensticas que puede presentar el citocromo b de
Polvtomella.

La secuencia del fragmento del citocromo h de Polytomella spp. presenta las
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cuatry histidinas invariables que unen a los dos grupo hemo de los citocroma by, v
byes. Estas histidinas se encuentran en la hélice denominada B (His82, His96 en §.
cerevisiae) y en la hélice denominada D (His183, His197) (Degli Esposti y col, 1993).
La secuencia presenta un cambio de una alanina conservada en muchos organismos
por una serina en la posicion 194. Esta serina esta presente tanto en Polytomella spp.
como en . reinhardtii. Este cambio puede conferirle un ambiente diferente al hemo
bye, Esto puede explicar el comportamiento espectroscopico del citocromo b, en
particular, un corrimiente hacia el rojo de 8 nm observado en el complejo be,
purificado (Gutierréz-Cirlos y col. 1994). Por otra parte, la alanina 194 esta
involucrada en la unién del inhibidor funiculosina. El cambio de A--S194 en el
citocremo b de Polvtomella spp. predice que el complejo be, de este organismo
presentard una sensibilidad menor a funiculosina en comparacion al complejo be, de
otras especies.

Nos parece muy interesante que la serina 194 también esta presente en
Schizosaccharomyces pombe (Lang y col. 1985) y en algunas especies de plantas. En
el arbol filogenético que pudimos construir para el gene cox!, el organismo mas
cercano a Polytomella después de Chlamydomonas fue Schizosaccharomyces pombe,
La serina en la posicidn 194 del citocromo b en las tres especies pareee confirmar esta
posicion en el arbol filogenético, aunque necesitamos tener ¢l gene completo para
poder construir otro drbol filogenetice basado en el citocromo b,

Otra caracteristica que encontramos muy interesante es la ausencia de 10
aminoicidos en la secuencia del citocromo b de Polytomella, estos 10 residuos si estan
presentes en el gene del citocromo de Chlamydomonas reinhardtii (de! aminoacido
205 al 215), precisamente en el asa gue une las hélices D y E, en el lado negative de
Ia membrana (Degli Ksposti y col. 19931 En 1a hélice D se encuentran las histidinas
conservadas His183 ¢ His197 . por lo que pensamos que Ia ausencia de los diez

residuos también podria madificar el ambiente de union del citocromo by,

Brasseur y col. (1992) reportaron un estudio de mutagénesis dirigida en el
citocromo b de 8. cerevisiae, donde cambian el aspartico en la pusicion 208, por una

tirosina o una lising, incrementando asi la resistencia a HQNO 12 veces. Este estudio
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nos parece de particular interds, pues el citecromo b de Polvtomella no presenta un
aspdrtico en la posicion 298, es uno de lus diee aminodcidos ausentes comparado con
el citoeromo b de Chiamydomonas y otras especies. Por lo tanto la secuencia obtenida
también predice una resistencia incrementada al HQNO en el complejo be; de
Polvtomella spp.

Por otra parte, la region donde Polvtomella spp. carece de estos diez
aminoacidos es justamente donde los genes de cloroplasto que codifican para el

citocromo b, y la subunidad IV del complejo byf se dividen (Cramer y col. 1994; 1egli

Esposti y c0l.1993). En los cloroplastos de plantas el complejo b, es el homologo del
complejo be, mitocondrial. Ef citocromao b, tiene algunas caracteristicas particulares,
el gene esta dividido en dos puartes (es bicistronicor dando lugar a las dos subunidades
antes mencionadas. La primera subunidad es la denominada by, con 214 residuos v
con un peso molecular de 24 kD. La secuencia de cloroplasto de esta subunidad
equivale del aminodcido 1 al 210 del citocromo b mitecondrial de 8. cerevisive
(Nobrega y Trzagaloff, 1980) y es donde estan presentes las coatro histidinas
conservadas que unen a los hemos (Trumpower y Gennis, 1994). La segunda
subunidad, es la subunidad IV, de 160 residuos y con un peso molecular de alrededor
de 17 kD. La secuencia de cloroplasto de esta subunidad equivale del aminoacido 224
al 350 del citocromo b mitocondrial (en S, cerevisiae).

Este dato nos parece muy interesante, ya que puede indicar que esta regisn no
es indispensable para la funcion del citocromo b, pues no esta presente ni en
Polytomella ni en los genes de cloroplastos; probablemente un ancestro del gene

completo di6 lugar a las dos genes en cloroplasto.

Para pader seguir analizando la secnencia del citocromo b y poder hacer otras
comparaciones, necesitamos el gene completo. Para obtenerlo, vamos a utilizar como
sonda el producto de PCR biotinilado y vamos a buscar en las tres genotecas que

tenemos con la téenica de Southern, buseando una clona pasitiva,



CONCLUSIONES.

-Hemos construido tres genotecas de DNA mitocondrial del organismo Polytomella
spp. Con estas genotecas podemos estimar que el genoma mitocondrial de Polvtomella

spp. mide alrededor de 32 Kh.

-Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa pudimos identificar la clona en
la genoteca de Findlll que tiene el gene cox! completo, que codifica para la

subunidad 1 de la citocromeo ¢ oxidasa.

-Sccuenciamos completamente el gene cox ! de Polviomella y comprobamos que tiene
A ¥ p

una alta similitud 188%¢) con su homélogo en C. reinhardtii.

- La proteina que codifica el gene cox! de Polytomella spp. no presenta caracteristicas
estructurales peculiares. La similitud de estos genes con los genes de otras especies
nos hacen pensar que la citocromo ¢ oxidasa de Palvtomelle spp. debe tener las
subunidades IT y ITl. Queda por estudiar si estas subunidades se encuentran

codificadas en el genoma nuclear o ¢n el mitocondrial.

- Amplificamos un fragmento del gene de citocromo b por PCR, usando como molde

el DNA mitocondrial de Polytomella spp.: este producto se clond y se secuencio.

-La secuencia del producto de PCR del fragmento del citocromo b, por su parte,
también tienc una alta similitud con el citocraimo b de Chlamydomonas (718 7). aungue

pudimos encontrar algunas diferencias interesantes, localizadas principalmente en

el asa que une a las hélices D y E.

-El hecho de que la secuencia del fragmento del citocromo b tenga el asa entre las

hélices D y F mas corta nos parcee de especial interés, pues carece del aspartico
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N208 que esta involuerado en la sensibilidad de HQNO, por lo que podemos predecir
que la sensibilidad a este inhibidor se verda modificada en el citocromo b de
Polytomella spp. Ademas es posible que Ia ausencia de los diez residuos junto con el
cambio de una alanina (conservada en muchos organismos) por una serina (como en
algunas plantas) explique el corrimiento hacia el rojo del pico « en el espectro del

citocromo b de Polvtomella spp. (Gutiérrez-Cirlos y col 1994),
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