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Resumen:

Polytomella spp. es un alga incolora de la familia de las Chlamydomonadaceas
que carece de cloroplastos y de pared celular, Hemos purificado v caracterizado
al complejo ubiquincl citocromo ¢ oxidorreductasa {6 complejo bc;) de esta alga
[Gutiérrez-Cirlos y cols. (1994). J. Biol. Chem. 269, 9147-9154]. El compiejo
mostré una actividad alta y fue sensible a antimicina A y mixotiazol. El espectro
visible del citocromo b de Polytomeila spp. mostré una banda o atipica con un
maximo a 567 nm, tanto en mitocondrias aisladas como en el complejo puro. El
maximo a estd corrido hacia el rojo 3-4 nm, comparado con los citocromos tipo b
de otros organismos. Se hizo el andlisis de los hemos b del complejo bey por
cromatografia liquida de alta precision. Esta técnica no mostré diferencias entre
ios hemos by la hemina en sus tiempos de retencién y el espectro de absorcion,
por lo que se concluyé que ef grupo prostético en esta alga es un protohemo. Se
elimind la posibilidad de que el corrimientc hacia el rojo se debiera a
sustituciones quimicas en los anillos de porfirina de los hemos b, Y Dy Los dos
hemos se caracterizaron por una titulacién redox; a pH 7.8-8.0 el potencial redox
medio del hemo b, fue de —143 mV y para el hemo by de +25 mV. El espectro de
ios dos hemos se obtuvo por medio de diferentes agentes reductores, en
potenciales redox selaccionados y en presencia de antimicina A, para diferenciar
ta contribucién del hemo b y del by al espectro visible. Los dos hemos del
citocromo b contribuyen al mdximo de absorcion batocrémico de la banda o del
espectro. Los datos mostraron que el hemo b, de Polytomella spp. es similar
espectroscdpicaments al de otros organismos, con dos transiciones en la banda
@ en 558.7 y 568.4 nm. El hemo by también tiene dos transiciones una a 557.2 y
ofra a 568.9 nm, esto difiere del espectro de los hemos by, de otros organismos
como mamiferos, plantas, levaduras y bacterias los cuales tienen una banda o
de una transicién localizada en 560 nm.



Abstract:

Polytomella spp. is a colorless alga of the famity Chlamydomaonadaceae that
lacks chioroplasts and cell wall. A highly active ubiquinol-cytochrome ¢
oxidoreductase (be, complex) sensitive to antimycin and myxothiazol, has been
purified and characterized from this alga [Gutiérrez-Cirlos et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269, 9147-9154]. Both in mitochondrial membranes and in isolated
complex, the visible spectrum of cytochrome b from Folytomelia spp. exhibits an
atypical a-band with a maximum at 567 nm. This maximum is shifted 3-4 nm to
the red when compared with b-type cytochromes from other organisms. Analysis
of the b hemes of the be, complex by high performance fiquid chromatography
revealed no differences in the retention time and in the absorption specira of the
btype hemes from Polytomeiia spp. and hemin, indicating that the prosthetic
group in this alga is protoheme, and thus, ruling out the possibility that the red
shift could be due to different chemical substitutions in the pophyrin rings of the
b, or by hemes. The two b hemes were characterized by electrochemical redox
titration; at pH 7.8-8.0, the midpoint potential for b, was —143 mV and for by +25
mV. The spectra of the two b-type hemes were recordad in the presence of
difterent reductants, at selected electrochemica) potentials, and in the presence
of antimycin A, to distinguish between the contribution of b and by to the visible
spectrum. Both hemes b, and by of the alga! cytochrome b contribute to the
observed bathochromic absorption maximum in the a-band of the spectrum. The
data also show that the low potential b heme from Polytomelia spp. is
spectroscopically similar 10 that of other organisms, with two transitions in the o-
band at 558.7 and 568.4 nm. The high-potential heme by also exhibits a
spectrum with two transitions at 557.2 and 568.9 nm, which surprisingly differs
from the spectra of cytochrome by of mammals, plants, yeasts, and bacteria,
which all exhibit a single transition centered around 560 nm.



Lista de abreviaturas:

BCls: bacterioctorofilas.

b:: hemo b de bajo potencial redox.

by hemo b de alto potencial redox .

DBH: decitubiquinona 6 2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil- 1 /4-benzohidroquinona.
EGPA-DSS: Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecii sulfato de sodio.
Em: potencial redox medio.

g: gravedad.

HPLC: High performance liquid chromatography, siglas en inglés de
cromatogratia liquida de alta precision.

he: hora.

LH2: Light harvesting 2. Complejo cosechador de luz numero dos.

mir: minutos.

mV: mifivolts, milivoltios.

nm: nandmetros.

PMSEF: fluoruro de fenilmeranosutfonilo, siglas en inglés. Inhibidor de proteasas.

PCR: Polimerase Chain Reaction, siglas en inglés de la reaccién en cadena de
fa polimerasa,

r.p.m.: revoluciones por minuto.
seg: segundos.
TFA: trifluoroacetic acid siglas en inglés de dcido trifluoroacético.

TLCK: Na-p-tosii-L-lisina-cloro-metilcetona, sigias en inglés. Inhibidor de
proteasas.



[t}

Introduccidn:

El complejo bes:

El complejo de citocromos be;, o ubiguinol-citocrome ¢ oxidorreductasa, transporta
los electrones donados por el ubiquinol, una molécula altamente hidrofdbica, hasta
un citocromo ¢ soluble. Se encuentra tanto en organismos Procariotos como
Eucariotos, fotosintéticos y no fotosintéticos (Trumpower, 1990). Esta transferencia
de electrones se realiza por madio de tres grupos oxidorreduciores asociados a las
proteinas: un citocromo b bihémico, un citocromo ¢, y una proteina que tieng un
centro fierro-azufre (FeS). La reaccién de transterendia de electrones se conoce
como ciclo Q, el cual fue propuesto por Mitchell en 1976. El ciclo Q describe la via
de transferencia de electrones entre los grupos redox del complgjo be; y ademds
explica el mecanismo de Ia transiocacién de protones asociado con la transferencia
de electrones. La reaccién implica la fransferencia de 2 electrones del ubigquinol a
dos moléculas de citocromo ¢

2QH2p) + 4Cox + 4H'y — 2Q + 2Creq + 8H'p
Donde n = lado negativo; p = lado positive da la membrana y ox = oxidado; red =reducido.

En el ciclo Q, que se muestra en la figura 1, ocurren las siguientes reacciones;

1.- Una molécula de ubiquinol se oxida a anién ubisemiquinona al transferir un
electrén a la proteina Fe-S (1). Con esta oxidacion sa transfieren dos protones
hacia el lado P de la membrana. Este paso significa la ionizacién de la
ubisemiquinona a anién ubisemiquinona. A continuacién la proteina Fe-S reduce
el citocromo ¢ y éste reduce el citacromo ¢ soluble. Este segmento del ciclo se
lleva a cabo en el sitio Qp —positivo- (0 sitio de oxidacién dal ubiquinol).

2.- El anién ubisemiquinona debe de reducir inmediatamente el hemo b, {o de
bajo potencial). Con esto, el anién elimina su segundo electron y se forma una
molécula de ubiquinona.
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Figura 1: Esquema del ciclo Q propuesto por Milchell (1976) para explicar el mecanismo redox
del complejo bey. En la figura se indican con nimeros (1, 2, 3) los sitios en los que se transioca
un elactrén (1, 2, 3). Abreviaturas: QH: = ubiquinol; Q. = anidn semigquinona del lado negativo
{o p=posiliva); Q = quinona. FeS = subunidad fierro-azufre; ¢, = citocromo tipo ¢;; ¢ = citocromo
¢. H" = protones; e = electrones. bu=hemo de alto potencial redox (high). b.=hemo de bajo
potenciat redox (low)

3.- Et hemo b, reduce inmediatamente at hemo by, 0 hemo de alto potencial.

4 - El hemo by reduce una molécula de ubiquinona del lade N de la membrana y
forma un anién ubisemiquinona. Este es el sitic Qn ~negativo- o de reduccion
de la ubiquinona.

5.- En este momento, el ciclo estd a la mitad por lo que debe oxidarse otra
molécula de ubiquinol en el sitioc Qp. Nuevamente, se transfiere un slectrén al
citocromo ¢ via la reduccién de la proteina Fe-S y del citocromo ¢; y otro electrén
al hemo b, — hemo by para finalmente reducir un anidn ubisemiquincna
formande ubiquinol con dos protones de! lado N de la membrana.
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6.- El balance general de la reaccién se ve en la ecuacion general dei ciclo Q:
dos moléculas de ubiquinol se oxidan a dos ubiguinonas. Se forma una molécula
de ubiquinol; 4 protones se transfieren al lado P de la membrana y dos se toman
del lado N. La transferencia de electrones estd necesariamente asociada a la
translocacion de protones por la naturaleza misma de las reacciones redox de
las quinonas.

E! paso de los protones de un lado a otro de la membrana ocurre por medio de
un reciclaje de los electrones a través de la oxidacion del ubiquino! separado de
la reduccidn de la ubiquinona. Cada sitio, el de reduccidn y el de oxidacion, esta
en diferente zonas de la membrana, pero en la misma enzima {Gennis y
Trumpower, 1994). A diferencia de la citocromo ¢ oxidasa, el complejo bcy no
tiene un canal de protones a través del cual pasen los protones de un lado al
otro de ia membrana. Esto se observa en la estructura del complejo be; (Xia y
cols., 1997). La translocacién de protones debe ser a través de un mecanismo
quimiosmaético.

El complejo bcr puede estar compuesto por sdlo las tres subunidades
oxidorreductoras, como en el caso de Paraccocus denirificans (Yang vy
Trumpower, 1986), o por cuatro subunidades, como en Rhodobacter
sphaeroides y R. capsulatus {Ljungdahl y cols., 1987). El complejo be: de bovino
y de otros mamiferos tiene hasta once subunidades (Shagger y cols., 1986;
Gonzdlez-Halphen y cols., 1988; Vazquez-Acevedo y cols., 1993). Consta de
subunidades oxidorreductoras y accesorias. Estas ultimas pueden tener
funciones, por ejemplo, de facilitar la unién dei citocromo ¢ con el citocromo ¢y la
(subunidad VIN) (Kim y cols., 1989). Se ha visto que la quinona se une a la
subunidad VIl dei complejo bc? de corazén de bovino (Yu y cols., 1990). Si se
elimina el gene QCRZ que codifica para la subunidad I1X del complejo bey de
Sacharomyces cerevisiae se ha visto que la proteina fierro azufre no se
ensambla (Phillips y cols., 1993). La estructura cristalografica del compleio bcy
de bovino (Xia y cols., 1997} se muestra en la figura 2.
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En este trabajo solamente se describiran las caracteristicas del ctocromo b del

complejo be,

Figura 2 Esquema del complejo be, de bovino oblerido por Xia y cais  (1997) Se muestran las
subunidades del compleje, su situacitn dentro de la membrana mterna mutocondnal
especificamente dei citeromo b y del resto de las subunidades que se encuenitran ancladas en la
membrana ya sea viendo hacia la matriz mitcondrial o dentro del espacio intermembranal FeS
centro fierro-azufre, Core subunidad estructural de aito peso molecular
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El citocromo b del complejo be;:

El citocromo b es una de las subunidades que participa directamente en el ciclo Q
del complejo ber. Es la subunidad mds hidrofdbica del complejo, tiene 8 cruces
transmembranales ccn estructura de alfa hélices. Es ia Unica subunidad del
complejo be; codificada en el genoma mitocondrial (Attardi y Schatz, 1988). Sé
conocen alrededor de 900 secuencias de este gen tanto de Eucariotos como
Procariotos, fotosintéticos y no fotosintéticos (Degii Esposti y cols., 1993). En los
organismos fotosintéticos, el citocromo b estd dividido en dos polipéptidos, el
citocromo b v la subunidad IV. Sumados, estos dos polipéptidos tienen una masa
molecufar més pequefia que la del citocromo b mitocondrial, El extremo carboxilo-
terminal (que corresponde a la subunidad IV) es mds corto, y se ha identificado que
carece de la hefice IX hidrofébica, presente en los sistemas mitocondriales (Hauska
y cols., 1988, Cramer, y cols., 1994). El citocromo b tiens dos hemos del tipo
protoporfirina IX (Berry y Trumpower, 1987). Cada uno de los hemos tiene un
potencial redox especifico, uno de alto potencial 6 by {del inglés high} y e} otro de
bajo potencial 6 by (del inglés fow). Estos hemos puedsn distinguirse .ademas por
su diferente maximo de absorcién en la banda o Por ejemplo, en el citocromo b de
bovino. 566 nm de longitud de onda es para el hemo b; y 562 nm para el hemo by
{Gonzdlez- Halphen, 1990; Degli Esposti y cols., 1993).

En 1993, Howell y Robertson hicieron un estudio espactroscépico del
citocromo b del comptejo by de una linea celular de fibroblastos de ratén. Los
espectros se registraron a diferentes potenciales redox para obtener el espactro
individual de cada hemo, La banda o del hemo by tiene un maximo a 561.6 nm;
la banda o del hemo by tiene dos transiciones, una a 558.1 y otra a 565.2 nm.
Para poder determinar el numero de componentes de cada uno de los
espectros, Howell y Robertson hicieron deconvolucionas tipo Voigt de los
espectros. Estas deconvoluciones, que se ajustan con mayor exactitud a las
transiciones espectroscépicas, mostraron que el hemo b; tiene dos transiciones
y el hemo by sélo una (como se puede ver en Ia figura 3}. Esto refleja que cada



uno de los hemos tiene un ambiente proteico diferente, lo que se confirmé con la

estructura tridimensional del complejo (Xia y cols., 1997).

550

" Longitud de onda (nm)

Figura 3: Espectros diferenciates de los
hemos del complejo be, de ralén
obtenidos por Howell y Robertson (1993),
Se muesira el espactro oblenido en linea
continua y los componentes resultado de
fa deconvolucién en linea punteada. Ef
panel A muestra el especiro dierencial
de! hemo by cbtenido en un rango de
potencial de +76/+145 mV. El panel B
muestra el especiro diferencial del hemo
b, tomado en un rango de potencial de -
81/-5 mV. Tomado de Howell y
Robertson, 1993,

Crofts y cols., (1987} propusieron un modelo del citocromo £ con ocho cruces
transmembranales para el citocromo b, como se muestra en fa figura 4. £l asa cd,
tiene caracteristicas anfipaticas ¥ Queda expuesta fuera de la membrana. El

citocromo b tiene 8 hélices alfa transmembranales repartidas de la siguiente

manera, de acuerdo con la proteina de levadura (Dégli Esposti y cols., 1993): Ia

N hélice A, que comprende del aminodcido 30 al 54, la B, dei 78 al 104; a C, dei 113

al 132; la D, de! 176 al 204; la E, del 226 at 246; la F, def 286 al 307; la G, del 317 al

340 y la H, del 552 al 376. El resto de los aminodcidos comprenden las regiones

amino y carboxi terminales y las asas que unen a las aifa hélices. Se cuenta con Ia
estructura del complejo ber a una resolucién de 2.6 A (Xia y cols., 1997). De Ja
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estructura tridimensional se puede obtener una idea mds clara de como estan
arregladas las ocho hélices en el espacio de la membrana y la relacién de las
mismas con los hemos del citccromo b, Esle arreglo se puede apreciar en las
siguientes figuras (4 y 5).

Lado N, matriz mitocondrial

N-terminal C-temminal
be de fg

O
)
m
n
W
T

Lado P, espacio intermembranal

Figura 4. Esquema de los ocho cruces lransmembranales del cilocromo b de levadura. El orden
de las hélices se mussira con letras mayiisculas y las asas en mintsculas. Se muestra ademas
la posicién de las histidinas conservadas que unen a los hemos del citocromo ¥y la orienlacién dei
citecromeo b en la membrana interma mitocondrial,

En la estructura cristalografica, los extremos amino y el carboxilo terminales
estan situados del lado de la matriz mitocondrial. Las hélices A, B, C, D yE
forman un subgrupo separado de las hélices F.G y H. Lo anterior se observa en
los modelos propuestos por Link y cols., {1994) y Degli Esposti y cols., {1993) y
en la estructura tridimensional del complejo bcy. El primer subgrupo rodea a los
dos hemos del citocromo b. Link y cols., {1934), propusiercn un modelo del
citocromo b de levadura basados en el estudio de ia minima relajacién necesatia
de la estructura. El modeto resultante mostré que el hemo b, estd situado en

10
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una cavidad mds cerrada que el hemo by, lo que se confirmé en la estructura
cristalografica,

En la figura 5 se muestra e! modelo de la estructura de las hélices que rodean a
los hemos (Link y cols., 1994) y un diagrama de cémo estdn situadas las hélices
en el cristal y su relacién con los dos hemos. Cabe resaltar que los dos modelos
coinciden en que las hélices A, B, C y D estan mds cercanas al hemo b, que al
hemo by, formando una cavidad mds compacta en el primero. El resto de las
hélices también tienen una disposicién diferente.

Degli Esposti y cols., 1993, hicieron la comparacién de las secuencias del
citocromo b de alrededor de 80O especies, tanto de bacterias como de
Eucariotos y de organismos fotosintéticos y no fotosintéticos. El resultado de
esta comparacion mosird que las hélices B, C y A son las mas conservadas (en
orden decreciente de conservacion). Les siguen las hélices D y F y finaimente,
tas E y H son las menos conservadas:

B=2Cz2A>D2z2F>> EH
Sélo un tercio de los amincécidos mas conservados estan distribuidos en el lado

negativo de la membrana. El resto de los aminodcidos conservados no guardan
una distribucién especial.

Los dos hemos estdn unidos a la proteina por medio de enfaces de coordinacion
a 4 histidinas attamente conservadas, situadas en las o hélices B y D del ¢itocromo
b. Para el hemo by son ias histidinas 96 y 197 y para el hemo b; las histidinas 82 y
183, de acuerdo a la numeracién usada para el citocromo b de levadura (Saraste,
1984). Existen ademas 4 glicinas que son importantes para que embonen los
hemos. Estas son ia 33 y 47 (de la hélice A) y la 117 y 131 (de la hélice C). Las
glicinas estén separadas entre si por 13 aminodcidos, y estin colocadas de
manera simétrica a ellas (igual que las histidinas Que-unen a los hemos). Estas
glicinas son esenciales para el empacamiento de los hemos (Hauska y cols., 1988 y
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Tron y cols., 1991). Por ejemplo, la mutacién Gly33Ser desestabiliza et ensambe
del complejo y del hemo (Crofts y cols., 1992; Yun y cols., 1992).

o ®@

®

by

® ©®6
cavidad de la @ -

antimicina A

Figura 5. Arreglo de las hélices atrededor de los hemos del citocromo b de bovino. En e
pangl A se jlustia la prediccidn hecha por Link y cols., 1994, en el que se muestran fos
aminodcidos mas cercanos a cada uno de los hemos by y by Se puede aprediar en los dos
casos, las histidinas que coordinan a los hemos ademds de las glicinas cercanas que también
tienen que ver con su eslabilizacién. El papel B fustra el modelo propuesto por Xia y cols,, 1997,
para las hélices situadas alrededor de cada uno de los hemos. En este caso, cada una de las
posiciones de las hélices se obluvo de 1a estructura tridimensional dei complejo bey. La barra
negra reprasenta al hemo. Abreviaturas: N = héiicas cuya identidad no ha sido delerminada. 57=
subunidad 7 def citocromo b. Cv= citocromoa tipo ¢1. Les circulos vacios representan a la proteina
Fierro-azuire. En la figura superior se observan las hélices desde el espacio inlermembranal

(correspondiente al hemo by) y en la inferior desde la matriz mitocondrial {correspondiente al
hemo bH).
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Ademds de los residuos involucrados en la union de los hemos a la proteina,
el citocromo b tiene varios residuos de aminoacidos que son importantes para la
unién de casi todos los inhibidores de !a actividad del complejo. Estos
inhibidores son moléculas andlogas a la ubiquinona. Los sitios donde se unen
éstos corresponden a los sitios Qn y Qp, donde se realiza la reduccién yla
oxidacién de la ubiquinona, respectivamente. En este caso, los inhibidores del
sitio Qn bloguean Ila reoxidacién del citocromo b y desestabilizan la
semiquincna unida. E! inhibidor mas potente es la antimicina A (von Jagow y
Link, 1986). Este es un antibitico que proviene del hongo Streptomyces. Es un
acido 3-formamidosaliciclico unido por un enlace amido a un anillo alquil-acii-
dilactona (CasHeN20g). La forma de este inhibidor es semejante a la de la
guinona. El inhibidor causa un corimiento hacia el rojo de la banda a del
aspectro del hemo by (Kamensky y cols., 1985; Howell y Robertson, 1993). Esto
es indicativo de que la antimicina A tiene un sitio de unién muy cercano a los
hemos del citocromo b, especificamente al hemo by Xia y cols., 1997,
obtuvieron cristales del complejo bcy con antimicina y en elios se puede var
como el inhibidor se une en una cavidad de la regidn transmembranal del
citocromo b, muy cerca del hemo by (ver figura 6). La antimicina ocupa el sitio.
donde se une la quinona en el sitio de reduccién (Qn). Todos los aminodcidos
que han sido sustituidos y que le confieren al citocromo b un cambio de
sensibilidad a los inhibidores estdn localizados en las hélices A, D y E. Los
aminodcidos sustituides que confieren un cambio en la afinidad por la antimicina,
son residuos voluminosos que impiden que ésta se una correctamente. En la
figura 7 se muestran los aminodcidos mas importantes cuya sustitucién confiere
resistencia a los inhibidores del sitio Qn.
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Figura B: A.- Esquema que muestra algunas de las hélices del citocromo b de bovino y el
inhibidor antimicina A unido a! mismo, Se puede apreciar que el inhibidor esta muy cerca del
hemo b B.- En este esquema se muestra &l mixotiazol dentro del citocromo b se puede ver que
el inhibidor est4 més lejos del hemo b, Tomado de Xia y cols., 1997.

Los inhibidores del centro Qp bloquean la oxidacion del ubiguinol. Impiden que
la proteina FeS y el hemo b, del citocromo b se reduzcan, Cuando se usa
antimicina (o un inhibidor del sitio Qn, que bloquee al hemo by) se produce lo
que se conoce como “la reduccién del citocromo b inducida por un oxidante”.
Cuando se afiade ferricianuro (un oxidante) a este complejo asi inhibido se oxida
al citocromo ¢, y a la proteina fierro-azufre y el citecromo b se reduce
rapidamente. Para el sitio Qp, el mixotiazol, un antibiético que pertenece al
grupo de los metoxiacrilatos, es el inhibidor mas utilizado (von Jagow y cols.,
1984; von Jagow y Link, 1986) (ver figura 6b). Es una molécula compleja que
tiene dos anillos tiazoles. La parte que se une a la proteina es la amida del
metoxiacrilato. £l mixotiazol altera el espectro del hemo b; del citocromo b,
principaimente haciendo mas ancha la banda a (Howell y Robertson, 1993).
Ademas de este grupo de inhibidores, también existen las hidroquinonas, como
el UHDBT, inhiben Ia reoxidacién del centro fierro-azufre y de la reduccion del
hemo b, (Bowyer y cols., 1982; von Jagow y Link, 1986).
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Existen otros inhibidores llamados crémicos como la estigmatelina, que alteran
la senal de EPR de la proteina FeS y ademds causan cambios en &l espectro del
citocromo b (von Jagow y Link, 1986; Brandt, 1991; Ding, 1992). Los
aminodcidos que confieren resistencia a los inhibidores del sitio Qp se
encuentran en dos dominios de la proteina. El primero en la hélice C y pante del
asa cd que contiene dos terceras partes de los sitios de resistencia. El segundo
dominio se encuentra en el principio y el final del asa efy en la hélice F. Este
dominio muestra menor resistencia que el primero. La figura 7 muestra los
aminodcidos que confieren cambios en la sensibilidad de los inhibidores de los
centros Qny Qp.

El espectro de absorcién de los hemos del citocromo b puede ser alterado por
la unién de los diferentes inhibidores. £l trabajo de Howell y Robertson (1993) es
el estudio mds detallado que $e ha hecho de estos cambios. Algunos inhibidores
no sélo ocasionan cambios en el especiro de absorcién de los hemos, sino que
también alteran su potencial redox medio (Em). La tabla | resume los electos de
los inhibidores utilizados en ese estudio. Ei espectro del hemo by puede ser
doblemente alterado, cuando se ponen simultdneaments un inhibidor del sitic Qn
y otro del sitio Qp. Para el hemo b se obtiene un mayor corrimiento hacia sl rojo
de la banda de menor energia cuando se pusieron los dos inhibidores.

El resumen de estos datos pretende mostrar que el espectro de cada uno de
los hemos es alterado por la unién de los inhibidores al complejo. Las
alteraciones que causan cerca del ambiente de los hemos son tales, que se
detectan en ! Em, 0 en el méximo de la banda o
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Figura 7. Esquema del citocrome b con sus ocho ¢ruces transmembranales en los que se indican los
eminodcidos que cambian la asnsibilidad a los inhibidorss de complejo be: la numeracién corresponde al
citocromo b de levadura. En cuadros se muestran los amincacidos que pertenacen al sitio i y en circulos los
aminoacidos que pertenecen al sitio o. Los pentigonos muestran en donda estan las histidinas que unen a

los hemos. Tomado de Degli Espasti y cols., {1993).

16



Table |: Tipo de cambio provocado por los inhibidoras del be, en ta banda o de los hemos by y
b del citocromo b y en el potencial redox. Los datos fueron tomados de Howell y Robenison

(1993).
by
Inhibidores del sitic Qn Inhibidores del sitio Qp.
Antimicina A Corrimiento haciael  Estigmatefina Se hace mds angosta
rojo, la banda se hace la banda. No altera el
mds ancha Em ni el maximo de
absorcidn.
Funiculosina Diferentes efectos: Mixotiazol Aumenta af Em 15-25
Sube el Em mas de mV. El espectro se
100 mV, {a banda se hace mds ancho
hace mas angosta.
by

Inhibidores del sitio Qn

tnhibidores del sitio Qp

Antimicina A La transicion de mayor Estigmatelina Corrimiento hacia el

Funiculosina

energia se hace mds
angosta. La de menor
energia se corre al azul

El componente de menor
ensrgia se hace mds
angosto y se corre hacia
el azul. El de menor
energia se hace mds
ancho.

Mixotiazol

rojo del componente
de mayor energia.
Cambios en el drea
relativa de las dos
fransiciones.

El Em se incrementd
un poco. La transicién
de menor energia se
hace mds ancha.
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El género Polytomeilla:

Los individuos del genero Polytomella son unicelulares, miden aproximadamente
17 um de largo y 11 um de ancho. Los flagelos de Polytomeila estdn organizados
en un brazalete, en la parte anterior de fa célula, al igual que el género
Chlamydomonas (Brown y col., 1976a). Polytomelia, carece de cloroplastos y de
pared celular, como se muestra en la figura 8. Por carecer de cloroplastos, se ha
hecho dificil su clasificacion, ya que se puede incluir dentro de! grupo de algas
incoloras por su forma semejante a las Chiamydomonas, o simplemente como un
protozoario flagelado. Su clasificacidn se describe en la tabia H.

Tabla ll: Clasificacion del género Polytomelia:

CM)n'a: Nombre:

Reino Protoctista

Phylum Chiorophyta

Clase Chiorophyceas

Orden Chlamydomonadalas
Familia Chiamydomonadaceae
Género Poiytornalla

Este género pertensce al orden Chlamydomonadales. En general, los
organismos del orden Chlamydomonadales tienen dos & cuatro flagelos, cuya
base es en forma de brazalete. Pusden tener o no pared celular de
glucoproteinas. Tienen un solo cloroplasto, que contiene un pirenoide y que
actua como centro de formacién del aimidén y en el cual se ha medido actividad
de ribulosa bifosfato carboxilasa. Ademds, tienen una mancha ocular, o estigma,
el cual es una estructura pigmentada y sensible a la luz. Las algas incoloras de
este orden carecen de cloroplastos y contienen amiloplastos. La reproduccion de
estos organismos puede presentar una fase sexual por iscogamia ¢ por
oogamia. La fase asexual es por biparticion.  Ei género Polytomelia fue descrito
por primera vez por Aragao en 1910, En 1955, Pringsheim aislé, de diferentes
localidades, € especies de éste género, que difieren en caracteristicas
morfologicas menores (figura 8).
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Como forma de reserva de energia, estas algas incoloras presentan granulos de
almidén, separables por centrifugacion isopicnica y tertibles con iodo. Durante el
crecimiento de cultivos, se observa que ia cantidad de almidén en las células

aumenta de forma constante hasta el fina! de la fase de crecimiento logaritimico
{Sheeler y col., 19€8).

e

Figura 8. Fotografia de microscopia electronica de bamido de una célula de Folyfomella spp
crecida en el laboratorio. B: Seccion longitudinal media de Polytormells agilis. En efla se ven las
mitocondrias alargadas en I periferia de fa célula (Tomado de Burten y Moore, 1974).

En cultivos axénicos, a 25 °C y con pH's cercanos a 7.0, Polytomella puede
crecer con. acetato como (nica fuente de carbonc. También puede utilizar
propionato, butirato, valerato, alcohol amilico, alcohol butilico, DL-gliceraldehido
acido a—cetoglutdrico y etanol (Wise, 1955). Se ha observado que, en ausencia de
tiamina (vitamina Bs) y cianocobalamina (vitamina Byz), provoca que las células
presenten mitocondrias de menor tamafio y de forma ovoide, cuyo contenido de
citocromos tipo @ y b se reduce en un 80 a 80 % y el de citocromos tipo ¢ en un
40% (Cantor y Burton, 1975).
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Figura 9: Diferentes especies de Polyfomella aisladas por Pringsheim en 1955: 1.- P, caecé, 2.-
P.caecavar minor. 3.- P. papillata. 4.- P. parva. 5.- P. magna. 6.- P. capuana. Cada una de estas
aspacies fue colectada en diferentes sitios (Tomada de Pringsheim, 1955).

E! ciclo de vida de Polytomelia se muestra en la figura 10. Este ciclo presenta
dos altemativas de reproduccidn, una asexual por fisién binaria y otra sexual por
isoogamia y meiosis (Lewis y cols., 1974). La reproduccion asexual ocurre desde
sl momento en que se siembra e! indculo hasta el crecimiento estacionario en un
cuitivo axénico. El plano de division de las células es postero-anterior comenzando
en la parte contraria a los flagelos como se muestra en ia figura 10. Las células
hijas tienen dos flagelos durante la divisién celular y al final de !a misma se
observan tetraflageladas.
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Figura 10: Esquema del ciclo de vida de Pohfomesiia casca. Edle organismo tiene una fase de
reproduccién sexual (numeros 15 a 25) y otra de reproduccién asexual, en la que las células se
dividen por biparticién (numeros 1 a 5). La fase de enquistamiento puede ocurrir durante todo el
ciclo de vida (nimeros 6 al 9) aunque generalmente ocurre despuds de las 48 hrs de
crecimiento, La fase sexual ocurre en la etapas tardias del crecimiento del cultivo. Tomado de
Lewis y cols., 1974,

p‘;@?%%

La reproduccién sexual ocurre en la fase exponencial del crecimiento del cultive,
cuando la poblacion es mas densa. Los gametos (en este caso, isogametos, pues
son indistinguibles morfoiégicamente) hacen contacto y enrolian sus flagelos como
se muestra en la figura 10 y se fusionan por la pante anterior. El cigoto resuftante
tiene sélo cuatro flagelos. Esta etapa dura de 3-3.5 hrs. La divisién del cigoto forma
cuatro cé!u_las hijas, una de las cuales hereda los cuatro flagelos de la célula
madre, mientras que las otras los regeneran rdpidamente.

Como parte de! ciclo de vida y ademas como forma de latencia se prasenta la
formacién de quistes. Al llegar el cultivo a !a fase estacionaria, la poblacién estd
compuesta por 80% de células enquistadas. Las células pierden sus flagefos
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comienzan a adquirir una forma redondeada. Et quiste maduro contiene 4 capas de
pared celular depositadas secusncialmente sobre la membrana plasmadtica (Brown
y col., 1976a). Pringsheim, 1955, reporté que la pared no se tifie con una solucién
de zinc-cloruro-iodo, lo que indica ausencia de celulosa. Los organelos se
presentan en poca cantidad y disminuidos en tamafo. Para que ocurra el
"exguistamiento” es necesaria la captacion de agua {ya que se observa un
aumento en el volumen) y la digestidn de la pared celuiar {Brown y col., 1976b).

Las mitocondrias de Polytomelia caeca se aislan faciimente por rompimiento
mecdnico de las células y centrifugacion diferencial (Lioyd y Chance, 1968). El
andlisis espectroscépico de las mismas (ver figura 11), reveld ia presencia de
citocromos b, ¢+¢y, a+4s y flavoproteinas. Asi mismo, el transporte de electrones
mostré ser sensible a antimicina A, rotenona, piericidina A y cianure,

Figura 11: Espectro diferencial (reducide con
ditionita-oxidado) de las mitocondrias de Palytomelia
caeca a temperalura de nitrégeno liquido. Tomado de
Lioyd y Chance, (1968).

Lloyd y cols., {1969) realizaron estudios
sobre el efecto del cloranfenicol (que inhibe
la sintesis de proteinas y por lo tamo e

crecimiento de las células eucariotas) en el

4 crecimiento  de Polytomella caeca.

650
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Observarcn que el tiempo de  duplicacion era mayor en las células que recibian el
inhibidor. Asf mismo, el contenido de los complejos respiratorios se veia
disminuido, al igual que la éxido-reduccién de los mismos al agregar succinato
durante la transicion de aerobiosis-anaerobiosis. El estudio de ia cadena de
transporte de electrones en mitocondrias del género Polytomelia sélo liegd a este
punto. Hemos retomado este estudio con el presente trabajo.

En 1989, Conner y col, realizaron un estudio comparativo de los genes que
codifican para la f-tubulina de Polytomelia agilis y Chiamydomonas reinhardtii,
Esta proteina forma parte de la estructura del flagelo eucarioto. £ uso de codones
para ambos organismos es muy similar, evitando aquellos tripletes con A en la
utima posicion. La disposicion y el 1amafio de los intrones en los 3 genes de -
tubulina también son muy semejantes en ambas especies. La secuencia de
aminodcidos para las tres proteinas es idéntica en un 98%, asi como ol tamano de
las mismas en las dos especies. En las dos especies se encuentra una sefial de
poliadenilacion TGTAA, la cual se encuentra linicamente en este grupo de aigas.
Recientemente, en el laboratorio se ha secuenciado e! gen de la subunidad | de la
citocromo ¢ oxidasa (Antaramidn y cols., 1996} y el citocromo b (Antaramidn y'
cols., 1998 y tesis doctoral}. Este gen mitocondrial mostré un 73.8% de identidad
con al homéloge de C. reinhardtii La secuencia nucleotidica de estos genes
muestra que entre estos dos organismos hay una gran cercania. Los dos
organismos estan emparentados, no sdlo por su morfologia, también comparten
caracteristicas gendmicas. Round (1980} propuso que la separacién de un grupo
de aigas del resto de la Clorofitas pudo darse por la pérdida del aparato
fotosintético y de la pared celular, por 1o que, probablemente, Polytomelia surgio
del grupo de Chlamydomonas. La discrepancia en la clasificacién de Polytomelia
quedaria resuelta si este género se considera como perteneciente al grupo de las
algas incoloras. Es necesario encontrar evidencias bioquimicas {fenotipicas) y
genctipicas en algunas proteinas attamente conservadas de la separacion de
estos dos grupos durante la evolucién de los mismos. Recientemente, Afteia y
cols, (1997) llevaron a cabo una comparacion bioquimica de las ATPasas
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mitocondriales de eslas algas, reforzando la hipdtesis de un arigen comun de
ambos géneros.

Una posibilidad para conocer méds acerca de la relacién evolutiva entre los dos
organismos, se encuentra en el estudio de sus complejos respiratorios. “Sin
embargo, para el génerc Chiamydomonas el aislamiento de las mitocondrias libres
de membranas tilacoidales ha sido muy dificil (Atteia y col, 1992). Pero, Atteia,
1984, logré la purificacién de algunos de los complejos mitocondriales, como la
NADH deshidrogenasa, el complejo bcr y la ATPasa. Las membranas
mitocondriales se solubilizaron con Tritén X-100 y se centrifugaron para separar las
membranas. E! solubilizado se cargé en un gradiente de sacarosa del 13 aj 17%
para separar los complejos. Finalmente, se obtuvo una fraccién enriquecida del
complejo be; y se caracterizd su espectro, que es semejante al del complejo be;
de bovino. Esta preparacion fue dificil de obtener, y algunos de los complejos
fespiratorios tienen contaminaciones de proteinas del cloroplasto. Ei género
Polytomella es un excelente organismo de estudio para poder caracterizar
bioquimicamente a los complejos respiratorios. Debido a qQue carece de pared
celular y de cloroplastes, la obtencién de estos complejos respiratorios es mds
sencilla. '

Antecedentes directos:

Hemos purificado al complejo bc, de Polytomefia spp (Gutiérrez-Cirlos y
cols., 1994). El complejo mostrd 10 subunidades en un gel de electroforesis en
geles de potiacrilamida-dodecit sulfato de sodio (EGPA-DSS). Contiene ias tres
subunidades redox, un citocromo b bihémico, un citocromo tipo ¢, y una proteina
fierro-azutre. Este es el primer complejo, con actividad alta, purificado de un
protoctista (numero de recambio de 350 s™). El espectro del complejo mostro
dos transiciones en la banda o de los citocromos, & 553 nm, que pertenece al
citocromo tipo ¢y y a 567-568 nm que fue asignada al citocromo b. En contraste,
todos los citocromos b analizados hasta ahora, tienen una banda o a 560-562
nm y las transiciones de ambos cilocromos no se aprecian con claridad. En el
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caso de Chlamydomonas reinhardtii, 1a banda o no tieng un corrimiento hacia el
rojo (A. Atteia, comunicacién personal). Por lo tanto, el citocromo b de
Polytomella spp presenta un corrimiento hacia sl rojo atipico, que no se habia
cbservado en ninguna otra especie.
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Objetivos:

1.- El citocromo b del compiejo bey tiene dos hemos unidos por enlaces de
coordinacién a la proteina. Ei espectro de absorcion resultants, se debe a la
interaccién del croméforo con la proteina. Sin embargo, el hemo puede tener
diferencias estructurales que propicien un espectro de absorcidn atipico.
Nuestro primer objetivo es el de caracterizar la naturaléza quimica del grupo
hemo del citocromo b de Polytomella spp para saber si éste puede ser el
responsable directo del corrimiente hacia el rojo de la banda o

2.- De no obtenerse un hemo atipico, entonces debemos pensar que el ambiente
proteico es el responsable de este corrimiento hacia el rojo. Debido a que el
citocromo b tiene dos hemos colocados en diferente sitic de fa proteina puede
ser que alguno de los dos sea el responsable del corrimiento hacia el rojo.
Nuestro segundo objetivo es obtener los espectros de cada uno de los hemos
(bL como by) para diferenciarios y saber si alguno de ellos (o los dos) es el
responsable de este corrimiento.

3.- Adamds de la caracterizacién por medio de espectros diferenciales de los
hemos det citocromo b, nos proponemos obtener los potenciales redox de cada
uno de ellos. La finalidad es ver si existen diferencias importantes también en los
valores del potencial redox que puedan tener relacién con el corrimiento hacia el
rojo.

4.- Pensamos estudiar las posibilidades de que el ambiente proteico que rodea a
estos hemos sea ¢l responsable del cambio en el espectro del citocromo b. El
andlisis de la secuencia de aminodcidos de diferentes citocromos gue tengan un
corrimiento en el espectro de absorcién 0 una escision de la banda a puede
darnos una idea de que es lo que pasa en e! citocromo b de Polytomelia spp.

5.- También pretendemos hacer una bisqueda en la Iteratura acerca de
estudios del corrimiento en el espectio de absorcién de otras proteinas que
tengan una porfiina como cromdforo. Sistemas como los de pigmentos
totosintéticos pueden ser de gran ayuda para este fin.
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Materiales y Métodos:

Obtencion del microorganismo:

El alga Polytornelia spp. se obtuvo de la colectién de la Universidad de Gotinga,
Alemania (Samlung von Algenkuliuren, Planzenphysiologishes Institut der
Universitét Géttingen). Esta cepa se mantiens en la Coleccion del Departamento de
Microbiologia del CINVESTAV del I.P.N. bajo el cédigo de registro CDBB-951. Ei
microorganismo fue crecido en el medio de cultivo repontado por Wise (1959). El
medio contiene 29.4 mM de acetato de sodio, 0.2% de bactotriptona y 0.2% de
extracto de levadura. A los cultivos se les afadié 0.01 mg/mi de vitamina B, y 0.5
ng/ml de vitamina Bsz (de acuerdo con Cantor y Burton, 1975). Las células se
cracieron en matraces de forma ancha, de 2 litros, para tener una gran superficie de
intercambio de gases, ya que los matraces se mantienen sin agftacion y a
temperatura ambiente durante 48 hrs (ver figura 12). El tiempo de duplicacién de
esla alga es de 2 hr aproximadamente.

Figura 12: Esquema que musstra un matraz de
forma ancha de 2 litros de capacidad.

Purificacion del complejo be, de Polytomella spp.:
a.- Obtencion de la fraccién mitocondriat

Se cosacharon las céiulas en fase exponencial de crecimiento (48 horas despuss
del indculo). Esto se hizo centrifugando los cultivos a 1,000 x g 10 min., lo que
equivale a centrifugar en una centrifuga Sorvall a 3,500 r.p.m., 10 min. con un rotor
GS-3. Las células se resuspendieron en un amortiguador 20 mM de Tris-HCI (pH
7.4) y 0.32 M de sacarosa, 4 mM de EDTA de potasio. Las mitocondrias se
obtuvieron rompiendo a las células con un vdstago de teftén. A continuacion, se
centrifugaron primero a baja velocidad (1,000 x g} durante 10 min. para eliminar los
restos celulares y a mayor velocidad {10,000 x g) durante 10 min, para obtener a las
mitocondrias en el sedimento.

b.- Obtencidn de una fraccion enriquecida del complejo be,de Polytomelia spp.:
El complejo be, se purific de acuerdo con el método descrito por Lungdah! y cols,
en 1987 y que consiste en la solubiizacién de las mitocondrias con el detergente

lauril maitdsido y una cromatografia de intercambio iénico. Las mitocondrias se
solubilizaron con 2g de lauril malidsido por gramo de proteina mitocondrial. A
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continuacidn, se llevo esta solucidn a una concentracién de 10 mg/ml de proteina y
20 mg/ml de laurif maltdsido, con un amortiguador 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM
de MgSO, y 100 mM de NaC! (a 4 *C). Se dejo incubar 30 min., a 4 °C, con
agitacidn, y luego se centrifugd a 80,496 x g, 15 min. (lo que equivale a centrifugar
a 30,000 rpm en un rotor 50T, 15 min.). El sobrenadante obtenido se dializé contra
10 volimenes de un amortiguador 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) y 1 mM de MgSO,
durante una hora a 4 °C. Posteriormente se cargd sobre una colurmna de la resina
DEAE-Biogel A. Esta columna fue equilibrada previamente con un amortiguador 50
mM Tris-HCI (pH 8.0 a 4 °C), 1 mM de MgSO. y 0.1 mg/ml de lauril maltdsido. La
columna cargada con el sobrenadante dializado se dejé lavando durante toda la
noche con tres volimenes de columna del mismo amortiguador. £l volumen
excluido de la columna y el lavado se colectd en fracciones de 100 gotas por tubo
(2.5 ml aproximadamente} en un colector Gilson. Despuds de este lavado
exhaustivo, se corrd la columna con el mismo amortiguador, pero ahora
adiciondndole 100 mM de NaCl, tmM de fluoruro de fenilmetanosulfonil, (PMSF
siglas en inglés) y 135 uM de Ne-p-tosil-L-lisina-cloro-metilcetona, (TLCK siglas en
inglés). Después de haber pasado 5 volimenes de columna, se cambié a un
amortiguador con 400 mM do NaCl, 1mM de PMSF y 150 mM de TLCK. Este
sggundc amortiguador se aplicé a fa columna hasta que la resina se viera
totalmente blanca. Con este segundo lavado se obtuvo la fraccidn enriquecida del
complejo be, de Pofytomalla spp. Todas las fracciones se colectaron a razén de 100
gotas (2.5 ml aproximadamente) por tubo. Las fracciones se leyeron a 280 nm de
longitud de onda para localizar la presencia de proteina y a 415 nm para detectar
citocromos.

Purificacion del complafo bey de bovino:;

Se obtuvo a las mitocondrias de corazén de bovino por medio del
procedimiento descrito por Léw y Vallin (1963). El método consistié en limpiar de
tejido conectivo a los corazones frescos de res, despuds se pasaron por un
molino de came. A continuacion la came molida se licué 5 seq. con intervalos de
descanso de 5 seg. hasta completar 30 seg. de licuado. E! amortiguador
empleado fue 250 mM de sacarosa, 5 mM de Tris-Cl, pH 7.5 y 2 mM de EDTA.
El licuado se centrifugd a 755 x g durante 10 min. en un rotor GS-3 (Sorvall). El
sobrenadante cobtenido se filtré a través de una doble capa de gasa y se
centrifugd a 7,500 x g durante 10 min. con un rotor GSA (Sorvall). El sedimento
obtenido se resuspendié en un amortiguador con 250 mM de sacarosa y 5 mM
de Tris-HCI (pH 7.5). Se homogeneizd la preparacién con un véstago de teflén y
se centrifugd de nueve a 7,273.5 x g durante 10 min. El sedimento se
resuspendid en el segundo amortiguador y se guardé a =70 °C.

El complejo bc, de bovino se obtuve mediante el procedimiento publicado por
Ljungdahl y cols, (1987). Todos los pasos se llevaron a 4°C. E! proceso de
purificacion es semejante al del complgjo be: de Polytornella spp. con algunas
moedificaciones. Las mitocondrias se solubilizaron con una proporcién de 1 mg
de lauril maltésido/mg de proteina mitccondrial. Para obtener el complsjo bey se
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hizo un gradiente de 100 a 300 mM de NaCl y el complejo se obiuvo
aproximadamente a 290-300 mM de NaCl, al lavar con un gradiente cortinuo.

Espectros para determinar la concentracion de los citocromos cryb:

En este caso se hicieron espectros diferenciales del complejo be; purificado
totalmente oxidado y totalmente reducido con ditionita. Se usaron tubetas de
vidrio de 1 ¢m de paso de luz y de 400 ul de volumen. Estos espectros se
hicieron en un espectrofotémetro tipo Shimadzu modelo UV160U. El proceso fue
el siguiente: se tomé una alicuota del complejo be, y se diluyd 1:2. Se corr6 el
espectro de absorcién desde 350 hasta 600 nm de longitud de onda. Este
espactro del complsjo be, oxidado se usé como linea base para poderla restar al
del complejo bey reducido con unos poces granos de ditionita. Con el espectro
diferencial se obtuvo la absorbencia a 553 nm y a 568 nm (que corresponden a
la banda o del citocromo ¢, y del resuttante citocromo b bihémico,
respectivamente). Para determinar la concentracién del citocromo tipo ¢; se
utilizé el coeficiente de extincion molar Ae (553-541nm) = 17.5 mM'em™
obtenido para el citocromo ¢, aislado de corazén de bovino. Para el caso dal
citocromo b se utilizé ef coeficiente de extincidn molar Ae {562-575nm)= 25 mM’
'em’! de bovino (Degli Esposti y cols, 1984). Este mismo tipo de espectro
diferencial se hizo con la fraccién mitocondrial obtenida.

HPLC (Cromatografia liquida de afla resolucion):

Esta cromatografia se realizé en un aparato Beckman de dos bombas y COn un
controlador de gradiente automdtico. Se utilizé una columna Supelco C-4 de 250 X
4.6 mm para una cromatografia de fase reversa. La columna se equilibré con una
solucién de 65% dcido trifluoroacético TFA al 0.1% en agua (solucion A) y 35% de
2:1 de acetonitrilo:isopropanol conteniendo 0.1% de TFA (solucién B). Todas las
proteinas se trataron con 8M de urea, poniendo un volumen de la solucion de urea
por volumen del complejo be,. Antes del HPLC, las muestras se centrifugaron en
una centrituga Eppendor y se descané el material insoluble. Todas las muestras se
cargaron en la columna C-4 con un inyector marca Rheodyne en un asa de 500 pl.
Las proteinas fueron lavadas de la columna con un flujo de 1.5 mlimin. de acuerdo
con el siguiente programa: de 0 a 4 min. con 65% de la solucidn A y 35% de la
solucitn B, de 4 a 44 min. un gradiente fineal hasta 35% de la solucion A y 65% de
la solucién B; de 44 a 50 min. un gradiente lineal hasta 100% de la solucién B, de
50 a 57 min. un gradiente lineal de regreso hasta 65% de la solucién A y 35% de la
solucién B y de 57 a 60 min. se mantuvo a 65% de la solucién A y 35% de la
solucién B. Los datos se captaron por medioc de un detector de arreglo de
fotodiodos (PDA) modelo Waters 966. Los datos se almacenaron y procesaron en
una computadora NEC (NEC Power Mate 433) con el programa Millenium 2010,
Los espectros se registraron de 250 a 700 nm cada 4 sagundos.



Espectros diferenciales del complejo be:

Los espectros se hicieron para caracterizar mejor al citocromo b del complejo be;,
de Polytornelia spp. El complejo se utilizé a una concentracion final de 5.5 M de
citocromo ¢;. El amortiguador utilizado fue: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0); 1 mM de
MgClz; 0.1 mg/ml de lauril maliésido, 10% de glicercl, 50 mM de NaCl. Se utilizé
ascorbato 1M (pH 7.0) en agua come uno de los reductores. El 2,3-dimetoxi-5-metil-
6-decil-1,4-benzohidroquinona ¢ decilubiquinona (DBH) se redujo con el método
descrito por Trumpower y Edwards (1979), que sera descrito mds adelante y se
obtuvo a una concentracion de 4.4 mM en etanol. Se utiizé también fa ditionita
(Na2Sz04) como tercer reductor, en este caso, solo se utilizaron unos granos de
ditionita. Estos espectros diferenciales se registraron con un espectrofotémetro de
longitud de onda dual DW-2a™ Aminco modificado por ON-Line Instrument System
Co. Este programa utiliza una paqueteria de Qutstanding Laboratory Instrument and
Software- Rapid Scanning System (OLIS-RSM).

Los sspectros se realizaron de la siguiente manera:

El complejo bes de Polytomelia spp. se diluyd 1:2 en un volumen final de 400 w
para la cubeta de muestra del espectrofotdmetro; la cubeta de referencia tuvo 400
pl del amortiguador usado para diluir al complejo. El primer espectro se registré con
8l complejo oxidado contra el amortiguador. A continuacidn se afadié al complejo 8
Wl de ascorbato 1M (para una concentracion final de 0.02 M). La siguiente reduccion
s@ hizo afladiendo a la cubeta 5 il de DBH 4.4 mM (para una concentracion final de
0.055 mM). Finalmente, se pusieron unos cuantos granos de ditionita a la cubeta de
muestra. En cada uno de los pasos descritos, se corrié un espectro de absorcion
desde 500 a 600 nm de longitud de onda.

Se registraron los mismos espectros para el complejo bey de bovino con una
concentracién final de 6.7 tM. Se hicieron diferentes controles para poder tomar en
cuenta la posible dispersién del espectro de absorcién causada por los reductores.
Se registré un diferencial solamente del amortiguador tanto en fa cubeta de muestra
como en la de referencia. Después se le afadieron 8 pl de ascorbato 1 M. A
continuacién se afadieron 5 ul de DBH 4.4 Después se afadieron otros 3 yl de
DBH 4.4 mM. A continuacién, se colocaron unos cuantos granos de ditionita a la
cubeta de muestra. En cada adicion se tomé un espectro de absorcién, Una vez
registrados tanto los controles como los espactros de absorcién tanto del complejo
de Polytomelia spp., como el de bovino, se hicieron las restas de espectros de cada
reduccion contra los controles correspondientes. Después de esto, se restaron de
cada uno de los pasos de reduccién. Tanto para el complejo bc; de Polytomelia
spp. como para el de bovino, se hicieron las siguientes restas de espectros:

a.- reducido con ascorbato menos oxidado,

b.- reducido con DBH menoes reducido con ascorbato,
c.- reducido con ditionita menos reducido con ascorbato,
d.- reducido con ditionita menos reducido con DBH,



Cabe sefialar que también se hicieron los espectros controles del amortiguador y
de la adicién de los reductores. En primer lugar, se hizo un espectro diferencial def
amortiguador, puesto tanto en la cubeta de referencia como de muestra. A
continuacién se afadié ascorbato a la cubeta de muestra Yy se corig un espectro.
Después se hizo la adicién de 8 pl de DBH (4.4 mM} y después se hicieron varas
adiciones méds del DBH para tomar en cuenta fa posible dispersion que causa al
espactro la adicidn del DBH. Finalments, se aftadié ditionita {en poivo) a la cubeta
de muestra y se corrié el espectro.

Los espectros se realizaron en un espectrofotometro de doble monocromador
DW-2a™ Aminco modificado por ON-Line Instrument System Co. El anlisis y los
espectros diferenciales se hicieron con la paqueterfa de OLIS-RSM.

Espectros a baja temperatura.

Estos espectros se hicieron con ia finalidad de poder separar cada uno de los
componentes del espectro del citocromo b. Los espectros se hacen con un sistema
de “dedo frio” que consiste en un portaceldas con dos celdillas de 0.2 mm de paso
de luz y un volumen de 1 ml. Este pontaceldas es de metal y se enfria sumergido en
nitrégeno liquido (ver figura 13). EI complejo be; de Polytomelia spp. y de bovino
se diluyeron en un amortiguador: 0.05M de Tris-HC! {(pH 8.0), 0.05 M de NaCl, 1
mM de MgCl.. 0.01 mg/mi de lauril maltésido y 50% de glicerol.”

n|
= — 1 Figura 13:Esquema que muestra un “dedo frio®,

hecho de metal y que tiene una zona larga que
celdas de muestra 58 pone en un bafo con N; liquido. Tiene dos
7 ¥ refaroncia celdillas, para la muestra y la referencia

Los espectros se hicieron partiendo de

una mezcla con 2.46 mi del complejo be,

a 122 pyM, se afiadié 4.8 ml del

amortiguador y 0.9 ml de glicerol al

100%. En la celda de referencia se puso

solamente el complsjo bes sin reductor.

zona o0 m“““’ A continuacién se puso el portaceldas en
un bafio de nitrégeno liquido hasta cerca

del borde de las celdas. Una vez que se
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congelaron las dos mezclas se pasé a un vaso tipo Dewar con nitrégeno liguido
hasta por debajo del borde interior de la celdilla Yy se procedio a correr el espectro
de absorcién de 500 a 600 nm. El siguiente espectro se hizo colocando en una de
las celdas al complejo reducido con 50 ut de ascobato 1M. En ia otra celda se
redujo al complejo con 40 pl de DBH 4.4 mM. El tercer tipo de espectro fue colocar
al complejo be, reducido con ditionita menos el reducido con ascorbato. Cada uno
de los espectros diferenciales se hizo poniendo una nueva mezcla del compiejo con
los respectivos agentes reductores. A continuacion se enfrié la muestra a
temperatura de nitrégeno liquido y posteriormente se hizo registro del espectro.
Se utiliz6 el mismo espectrofotémetro con el aditamento del vaso tipo Dewar.

Preparacion dal DBH (2,3-dimetoxi-5-meti-6-deci- 1.4-benzoquinona):

Esta metodologia est4 basada en la descrita por Trumpower y Edwards, 1979, y
consiste en lo siguiente:

De una boteliita de 25 mg de DBH (Sigma) se extrajo todo el contenido con
etanol hasta completar 5 ml colocados en un tubo de vidrio de 25 ml con tapa de
rosca. Se afadio al tubo 10 ml de un amertiguador de 25 mM de fosfatos de potasio
{PH 72} y 256 yM de EDTA discdico. Esta mezcla se agité para mezclar
completamente. Luego, se agregé poco a poco ditionita en polvo hasta que la
solucion quedd de un color amarillo palido y turbia. Daspués se afadio un poco de
polvo de borohidruro de sodio (Na(BH,)) hasta que la solucion quedd amarilla
transparente. Si quedaba ain de color naranja fuerte, se afadié un poco de etanoi.
Una vez hecho esto, se hicieron extracciones con ciclohexano, 4 vaces con 4 ml
cada vez y se pasaron las fracciones del sobrenadante a otro tubo de vidrio. Las
fracciones de ciclohexano se lavaron con el mismo amortiguador usado y luego se
descané el amortiguador. Se juntaron las fracciones y el ciclohexano se evapord
mediante un flujo de nitrdgeno. Una vez que se evapord todo e ciclohexano, se

resuspendié el DBH en etanol al 100% (2 ml) y se ie agregd 200 ul de 0.1 M de
HCI.

Para finalizar, se tomaron 10 pl de los 2 ml anteriores Yy & pusieron en una
cubeta de cuarzo de! espectrofotémetro. Se diluyeron con 3 ml de etanol y se hizo
un espectro de 250 a 320 nm, corriendo previamente una linea base con etanol
solo. Se cuantificd usando el coeficiente de extincion molar de ese = 16.0 mM'em’™,
reportado en el mismo trabajo de Trumpower y Edwards (1979).

Preparacion de la antimicina y el mixotiazol

Los dos inhibidores se solubilizaron en etanol. Se pesé la cantidad especifica del
mixotiazol para tener una concentracion de 50 mM y se disolvié en etancl. Para
determinar la concentracion del mixctiazol con mayor exactitud, se hizo una dilucién
1:10 con etanol. El espectro se corrié de 280 a 400 nm utilizando cubetas de
cuarzo. La linea base se corrié con etanol. El coeficiente de extincion utilizado para
determinar la concentracion fue el reportado por von Jagow y Link (1986): 105
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mM'em™ a 313 nm de longitud de onda. Del mismo modo, se prepard ia antimicina.
En este caso, el espectro de absorcién se corrid de 250 a 400 nm. El cosficiente de
extincién molar utilizado fue de 4.8 mM'em™ a 320 nm de longitud de onda,
reportado por von Jagow y Link (1986). Los especiros se hicieron en un
espeactrofotémetro de doble haz Shimadzu, modelo UV160U.

Actividad de la ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa en presencia de diferentes
concentraciongs del mixotiazol y la antimicina:

El método esta basado en el dascrito por Kubota y cols. (1992). Consiste en
activar el complejo una hora antes en un amortiguador 50 mM Tris-HCt (pH 8.0);
660 mM de sacarosa; 1mM de L-histidina y 0.01% de Tween-20. EI complejo be,
debe quedar diluido a una concentracién de 1 uM. Se incubd en hielo sin agitar.
Una vez pasada una hora, el complejo be; se dituy6 10 veces (0.1 uM) con el
mismo amortiguador. El ensayo de actividad se hizo de la siguiente manera: en la
cubsta se colocé DBH para una concentracién final de 15 UM, més citocromo ¢
oxidado de caballo a una concentracién final de 30 uM. El volumen final en Ia
cubeta del espectrofotémetro fue de dos mi con el amortiguador que contiene: 55
mM de Tris-HC!, pH 7.4 (4 °C); 2 mM de NaNs; 0.5 mM de EDTA de sodio; 0.01%
de Tween-20 y 20 mM de MgCl.. La cubeta se puso en el aspectrofotémetro con
una barra de agitacién magnética. Una vez que los componentes quedaron
uniformemsente mezclados, la reaccién se disparé agregando el complejo be; a una
concentracién final de 5 nM. Se sigui6 fa reduccion del citocromo ¢ {550-540 nm) a
través del tiempo con el espectrofotémetro de doble fongitud de onda DW-2a™
Aminco, en el modo dual. Este programa utiliza la paqueteria de andlisis OLIS-
RSM. Después de medir la actividad del complejo sin inhibidores, por triplicado, se
procedi6 a afadir el inhibidor (ya sea antimicina A o mixotiazol) a fa mezcla del
complejo by, 0.1 uM. Se tomd en consideracion gue la concentracion del complejo
bey en el ensayo fuera siempre de 5 nM final, Las concentraciones de mixotiazol
utilizado fueron {en orden de su colocacién): 0 nM; 55 nM; 62.5 nM; 71.4 nM; 83.3
nM; 200 nM y 500 nM. Las concentraciones de antimicina utilizadas fueron: 10.5
nM; 16.0 nM; 21.8 nM; 28.1 nM; 41.4 nM: 55.7 nM; 84.2 nM; 135.8 nM; 181.3 nM:;
281.3nM; 503.3nM y 1.1 uM final.
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Titulacidn redox de los hemos b del compiejo bey de Polytomelia spp..:

La titulacién se hizo para obtener los potenciales redox y sus espectros de
absorcién de los hemos del citocromo b, Esta se llevé acabo de la siguiente
manera:

Figura 14: Esquema de una celdilla para medir potenciales
redox de 5 m aproximadaments de volumen, En este
esquema no se muestra el agitador magnético que debs
Hevar para mezclar las soluciones.

En una celdilla para medir potenciales (ver
figura 14), se hizo una mezcla que contenia: 2 ml
del complejo be; de Polytomefla spp., a una
concentracién final de 5 pM. Se afadieron los
siguientes mediadores redox (en concentraciones
finales): 15 uM de 2-hidroxi- 1,4-naftoquinona; 75
#M duroquinona; 50 pM de 23,5 6-tetrametil-p-
fenilendiamina; 40 pM de 1.4-benzoquinona; 40
UM 1,4-naftoquinona, 25 uM N-

N metildibenzopirazina metasuifalo. Todos los

mediadores se prepararon en soluciones 10 veces

mas concerntradas y disualtos en dimetil sultéxido.

El amortiguador tilizado fue: 50 mM Tris-HCI pH
8.0 (4 °C); 1 mM MgCI2; 0.1 mg/mi de lauril maltdsido, 10 % de glicerol; 30 mM
NaCl. El volumen final de la mezcia fue de 6 mi.

En la celdilla se colocaron los electrodos para madir el potencial (en volts). Se
utilizé un electrodo de platine y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. Ademas de
ésto se adapté una manguera para pasar argén y eliminar el dioxigeno en la
mezcla. Al inicio se burbujeé et argdn durante dos min y se midio el potencial,
Luego se realizaron las adiciones de los reductores. En primer lugar, se afadio
ascorbato 1M (Em;=+60 mV), a continuacién DBH 4.4 mM (Em=0mV) y finalmente
ditionita en adiciones (solucién fresca) (Em cercano a —400 mV). Los potenciales
redox se midieron con un potenciémetro Beckman ®32. Con cada adicién se midié
el potencial y se tomé un espectro de absorcion (de 500-600 nm) &n el mismo
espectrofotémetro de doble monocromador. La titulacién se hizo en ambos
sentidos, de reduccitn y de oxidacién.

Un ejemplo de la titulacion en et sentido de la reduccicn de los hemos es la
siguiente:

a.- titular con adiciones de 20 p! de ascorbate 1M, medir el potencial cada 10 min
durante 40 minutos.

b.- titular con adiciones de 20 ul de DBH 4.4 mM medir el potencial después de 10
min. )



c.- aftadir cantidades crecientes de ditionita en solucidén, desde 0.0025M hasta
0.05M. Las soluciones de ditionita se hicieron en el momento, para evitar en o
posible que ésta se oxide.

Un ejemplo de (a fitulacién en el sentido de oxidacion es la que sigue:

a.- Una vez hechas las mezclas del complejo bey, los mediadores y el amontiguador,
s burbujed el argon en la celdilla y se midié el potencial. A continuacién, se
agregaron 100 pl de ascorbato 0.01 M. El potencial se midié cada 10 minutos
durante una hora aproximadamente y después se agregd ascorbato 0.01 M en
cantidades crecientes hasta tener una concentracién final de 0.44 mM final de
ascorbato en la cubeta. Después se utilizé una concertracién mayor (0.04 M) y
también se afadieron diferentes volimenes de esta solucién hasta tener 1.8 mM
final de ascorbato.

b.- Luego se afiadié 50 ! de ditionita 0.02M (fresca). Se dejd que of complejo se
oxidara lentamente por el oxigeno y se tomaron lecturas del potencial cada 10 min.
durante 4-5 horas.

Andlisis por 4a derivada y por deconvolucidn de los espectros diferenciales
obtenidos:

Todo el andlisis se realizé con ia paqueteria Microcal Origin versién 3.73, de
Microcal Software Inc. Los espectros obtanidos con el programa OLIS se guardaron
en el idioma ASCIl y se importaron al programa. Para cada espectro diferencial (en
el caso de los que se obtuvieron con diferentes reductores) se obtuvo la 4a
derivada, ya que de acuerdo con Buttler y Hopkins {1970) este andlisis es ol mds
adecuado para saber el nimero de componentes de un espectro complejo. Se
pudiercn apreciar el nimero de picos que se podian esperar en cada espectro y
ademas la longitud de onda mdxima de cada uno de ellos. Para los diferenciales
obtenidos en la titulacidn redox, se hizo la deconvolucién de los espectros, en
primer lugar se buscé un ajuste por medio de curvas de fipo Gauss (el programa
esta incluido dentro de la paqueteria Microca! Origin versién 3.73. Es necesario
tener los datos ya en una tabla y escoger la opcién de ajuste (fit) con la cual se
obtiens el meni de ajuste tipo Gauss o Loremz para uno o més picos. El tipo de
ajuste Gauss no resulté ser & adecuado para ajustar los maximos de absorcion, por
lo que se decidié buscar el ajuste por medio de curvas de tipo Lorentz, que dieron
un mejor ajuste [Y=Yo/(1+((2(X-Xo)AAX 12))°]. Para realizar este proceso es
necesario fijar la zona del espectro que se va a ajustar. La zona escogida fue de
los 540 nm a los 580 nm de longitud de onda. Se trazé una linea base y se le resté
al espectro. Lina vaz normalizada ia zona del espectro, se pidié un ajuste para mds
de una curva Lorentziana. Se marcan tos dos posibles centros de cada pico a
analizar y a continuacion se pide et ajuste. El programa proporciond los datos de:
centro del pico (o longitud de onda maxima), drea del pico (en unidades de
absorbencia por nm) y ancho del pico (en nm). Estos datos se vaciaron en una
tabla y se sacd el promedio de estos con su desviacion estandar (DS).
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Resultados:

El complejo be, de Polytomeila spp:

La figura 15 muestra el espectro de absorcién de las mitocondrias de
Polytomella spp, reducidas con ditionita menos el espectro de las mitocondrias
aereadas, en el cual se pueden apreciar las bandas de absorcién de los
citocromos: los méximos de absorcién del complejo b, son los siguientes: 432,
553 y 567 nm. Los méaximos de absorcién observados para ia citocromo ¢
oxidasa son 446 y 603 nm. La banda o de los citocromos b-c, tiene dos picos de
absorcién, uno a 553 nm y el otro a 567 nm. Hemos asignado la absorcion a 553
nm al citocromo tipo ¢y, ya que tiene el méximo de absorcién tipico para este
citocromo en los complejos be, y la absorcion a 567 nm, al citocromo tipo b, que
§6 presenta cormido hacia el rojo. Se obtuvo una fraccidn altamente enfiquecida
del complejo utilizando una cromatografia de intercambio iénico. La pureza se
verificé por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodic (DSS) y espectroscopicamente. El complejo muestra 10 bandas
polipeptidicas en una electroforesis de poliacrilamida-DSS y tiene una actividad
de 300 s (Gutiérrez-Cirlos y cols., 1994). El corrimiento hacia el rojo de la
banda o se mantiene en ol complejo puro, como se muestra en el espectro
diferencial del complejo reducido con ditionita menos el espectro que se obtuvo
al salir de la cromatografia (ver figura t6A). En este caso, se presentan las
bandas de absorcién caracteristicas de los citocromos de este complejo. En
primer lugar, a 436 nm est4 la banda ¥ o Soret, en la regidn de los 530 a 540 nm
labanda By en la region de los 553-668 nm, la banda «. En comparacién, la
banda y estd a 438 nm en el complsjo puro, pero en las mitocondrias a 432 nm.
Probablemente este valor en las mitocondrias se deba a la presencia de la
citocromo ¢ oxidasa (cuyo méximo se sobrepone al del citocromo b}. La zona de
la banda o del complejo be, puro mostrd dos picos, une a 553 nm y el otro a

567-8 nm. La banda « del citocromo b estd corrida hacia el rojo, igual que en el
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Figura 16A: Espectro dierencial {espactro reducido conh ditionita menos el oxidado)} a
lemperatura ambiente del complejo be, aislado de Polytomella spp. B.- Espectro diterencial
{espaciro reducido con ditionita menos el oxidado) a temperatura ambiente del complejo be;
aislado de bovino.
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Espectros a baja temperatura:

Estos espectros se hicieron para apreciar cada uno de los méximos de
absorcion de un espectro de manara mds fina. La vibracién de las moléculas se
reduce y por lo tanto se obtienen transiciones mds delgadas en el espectro.
Cada uno de los maximos puede apreciarse como una sola transicion y un sélo
componente en la mayoria de los casos. E! espectro diferencial (reducido con
ditionita menos el oxidado) a baja temperatura, se muestra en la figura 17 panel
A. Se observa una sola banda o a 566 nm y otra a 553 nm, que corresponden a
la banda o de! citocromo b y al citocromo ¢y, respectivamente. El resto de los
picos se identificaron como pertenecientes a la banda B de los citocromos. A
continuacién, se hizo el andlisis por 4a derivada de este espectro paré poder
determinar si cada uno de los mdximos de absorcién tenia o constitufa un sélo
componente (ver figura 17 panel B). Se observd que ef mdximo a 566 nm tiene
un solo componente, pero e maximo a 553 nm parece ser el resultado de la
sobreposicion de varios picos. El mayoritario, se observé a 550.7 nm que puede
ser el citocromo tipo ¢,.
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Figura 17: Espectro diferencial (reducido cen ditionita menos el oxidado) del complej

ejo ber de
Polytomefia spp..En el panel A se muestra el espactro 1al cual se obtuvo y en e panel é se
muestra el andlisis por 4a derivada que se hizo a este espactro,
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El citocromo ¢; de Polytomelia spp:

Como parte de la caracterizacién realizada del complejo bc,, se obtuvo un
fragmento del gene de! citocromo ¢, de Polytomelia spp por medio de fa reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés). El fragmento amplificado
tiene 860 pares de bases, contiene dos intrones que fueron identificados por la
secuencia consenso de inicio y de fin del intrén {Susuki y cols., 1989). En este
fragmento encontramos la region de unién det hemo a la proteina que tiene la
secuencia consenso CXXCH y que para Polytomella spp fue CAACH. Esta
secuencia es caracleristica de los hemos que tienen dos uniones covalentes a la
proteina y estd de acuerdo con el dato espectroscdpico, ya que este citocromo
tiene una banda o a 553 nm, que es caracteristica de estos hemos. El Apéndice
| muestra la metodologia que se siguié para este proceso, el andlisis de la

secuencia de nucledtidos y de la deducida de aminodcidos del fragmento
amplificado por PCR.
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El andlisis por HPLC de los hemos del complejo bc; de Polytomelia
Spp:

Debido a que la diferencia entre ta absorcion de la banda « del citocromo b de
Polytomella spp y de otros citocromos b reportados en la literatura, decidimos
caracterizar los hemos de este citocromo. Pensamos que el corrimiento hacia el
rojo de la banda « podia deberse a que el hemo fuera diferente, esto es que
tuviera sustituyentes diferentes en la protoporfirina. Una manera de caracterizar
los hemos del complejo be; es la cromatografia liguida de alta precision (HPLC,
siglas en inglés). En esta cromatografia se puede separar las subunidades del
complejo be,. El patrén de lavado en el HPLC obtenido para el complejo becy de
Polytomella spp se incluye en la figura 18. El trazo muestra el tiempo de
retencién de cada fraccién seguida durante 60 min. y por su absorbencia a los
400 nm. En la cromatografia det complsjo se obtuvieron tres tipos de hemos, el
primero, con un tiempo de retencién de 18.2 min., en proporcién de 72.7% del
drea total. El segundo, con un tiempo de retencién de 33 min., en una proporcitn
de 18.1% y el tercero, con un tiempo de retencién de 37.6 min., y en una
proporcion sélo de 4.6%. El resto son componentes que mostraron menos de
0.0 unidades de absorbencia. A continuacién, se hizo una cromatografia en las
mismas condiciones que la anterior, pero Gnicamente con hemina comercial,
{cloraprotoporfirina IX, hierro 1) (figura 18B). £n este caso, se obtuvo un pico a
17.66 min., de tiempo de retencién y pequeiics contaminantes. El panel C
muestra la cromatografia de la mezcla hecha con el complejo bc, y ia hemina.
En esta cromatografia se obtuvieron los tres picos de absorcién de la primera
cromatogratia mostrada, el primero (18.7 min., de tiempo de retencién) tiene la
suma de las absorciones del primer pico y de la hemina. Los Gitimos dos estdn a
35.4 y a 39.7 min., de tiempo de retencidn,
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Figura 19: A.- Espectro de absorcion del pico 1 de la cromatografia de HPLC del complejo be,
de Polytomelila spp. La linea punteada muesira of espectro sin amplificar y la linea continua el
espectro ampiificado. B.- Espectro de absorcion de la cromatografia de la hemina comercial

E! detector acoplado al HPLC es un sistema de arreglo de diqdos (PDA, siglas
en inglés) que permite obtener los espectros sin distorsién directamente de los
picos obtenidos en la cromatografia (de 250 a 700 nm de longitud de onda).
Este analisis se muestra en las figuras 19 y 20. La banda Soret muestra una
longitud de onda mdxima a 398 nm. Con la amplificacion del espectro (linea
continua) se vio {a absorbencia cercana a los 250 nm y otros picos a los 499 y
623 nm de longitud de onda. Cuando se compara este espectro con el de Ia
hemina pura (figura 19B) se ve identidad entre ambos. EI espectro de absorcion
mosiré que éste es un hemo que no estd unido a una proteina debido a que no
hay absorbencia en los 280 nm de longitud de onda, donde absorben los
aminodcidos aromaticos de una proteina. Por lo anterior, el primer pico obtenido
en la cromatografia del complejo be; es de un hemo tipo b no unido a proteina.

La segunda fraccion obtenida presenté un espectro de absorcidén con los
siguientes maximos: a 278, 398, 459 y 622 nm {ver figura 20A). En este caso, la
amplificacion mostré que la absorbencia a 278 nm es de consideracién, peor lo



Que se concluyé que es un hemo unido a una proteina. Por lo tanto, este
segundo pico se asignd al citocromo tipo c;.

Amax:

398 nm 0.4
Abs
50 nm

\
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Figura 20: Pane! A - Espectro de absorcién del segundo pico obtenido en la cromatografia de!
complejo be, de Polytornelia spp . Esle pico corresponde al citocromo ¢, Panel B.- Espectro de
absorcién del citocromo ¢ de caballo, para fines de comparacion.

Como control, se corrié una muestra con citocromo ¢ de caballo, el cual se
obtuvo a 12 min. de tiempo de retencién. También presenté absorcién de
proteina y su cociente de absorbencia AwyAgrs fue de 8.44, mientras que el
segundo pico obtenido en el complejo be,, presenté un cociente de 1.93. Estos
valores estén de acuerdo con la masa molecular que tisne cgda citocromo ya
que el citocromo tipo ¢; es un polipéptido de 32,500 Da, mientras que e
citocromoe tipo ¢ es de 12,000 Da. El tercer pico obtenido en la cromatografia del
complejo be; tuvo dos maximos de absorcion: uno a 407 nm y otro a 547 nm
(figura 21). Se hizo el HPLC de la citocromo ¢ oxidasa de bovino y se obtuvo el
espectro de absorcién. Con este espectro se compard el del tercer pico obtenido
en la cromatografia del complejo be, de Polytomelia spp. El tiempo de retencién
es caractetistico de los hemos con sustituyentes mds hidrofobicos, como los
grupos famnasiios. Podemos concluir que el tercer pico corresponde al hemo a
de la citocromo ¢ oxidasa. La citocromo ¢ oxidasa representa menos del 5% del
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drea del primer pico por lo que se considera una contaminacion no detectada por
los espectros de absorcion hechos con anterioridad. Estos datos mostraron que
&l hemo con el primer tiempo de retencién era un hemo, tipo protohemo 1X, per
lo tanto, el hemo del citocromo b per se no es el que ocasiona el comimiento en
el espoctro hacia el rojo. Lo antarior sugirid que este corrimiento se debe al
ambiente proteico que rodea a los hemos del citocromo b de Polytomelia spp.

Amax:
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Figura 21: Panel A-Ewommmhmmcomdepommnaqp.mase
especto se muestran los mdximos de ahsorcion mas importantes.  Pane! B.- Espectro de
absorcién de Iaeﬂoammcmddamdebovinopamcompararlosaspedms,semmwa una
ampifficacion de las diferentes bandas de este hemo,

Espectros diferenciales del citocromo b usando diferentes agentes
reductores.

La figura 22 muestra los espectros diferenciales hechos con diferentes
reductores del complsjo bey. Estos reductores son ascorbato (Em = +80 mV), DBH
(2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil- 1,4-benzoquinona; Em cerca de 0 mV} y ditionita (Em
mayor a —400 mV). La columna de la izquierda (A,C,E) muestra los espectros
diferenciales del complejo bey de Polytomelia spp. La columna de la derecha
(B,D,F) muesira los espectros diferenciales del complejo bey aislado de corazon de
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bovino. Estos tltimos espectros se hicieron para poder comparar lo que ocurre en el
citocromo b de bovino, un citocromo representativo de todos los b reporlados, y el
citocromo b de Pofytomelia spp., Gue tiene un corrimiento hacia el rojo en [a banda
o. Los espectros se hicieron en la zona entre 500 y 600 nm solaments, para seguir
la banda o de los citocromos. El primer espectro diferenciai (reducido con ditionita
menos e! reducido con ascorbato) muestra el espectro de los dos hemos del
citocromo b, ya que el ascorbato tiene el potencial suficiente para reducir al
citocromo ¢ {panel A y B para Polytomelia spp y bovino, respectivamente). La
banda o del citocromo b de Polvtomelia spp mostré dos transiciones, una a 558 nm
y la otra & 568 nm. En cambio, la banda o del citocromo b de bovino mostré una
sola transicion a 565 nm. A continuacion se muestra el espectro diferencial reducido
con ditionita menos reducido con DBH (el panel C es de Folytomella spp y ol D de
bovino). Con los potenciales de estos reductores se pretendié obtener el espectro
del hemo de bajo potencial (hemo b). La banda o muestra también dos
transiciones una a 558 nm y ia otra a 568 nm. En !a banda « del citocromo b de
bovino se puede ver un pequefic hombro a 558 nm y el pico a 565 nm. El dltimo
espectro diferencial se hizo con el espectro del complejo reducido con DBH menos
6l aspectro del complejo reducido con ascorbato. En este caso, los potenciales de
los reductores deben mostrar e especiro del hemo de alto potencial (hemo by). En
el caso de Pofytomelia spp la banda o tiene dos transiciones (558 y 568 nm) y para
el de bovino la banda o tiene una sola transicién a 564 nm.
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Figura 22: Espectros diferenciales del complejo be,
D, F). utilizando diferentes reductores, Los pansles A
con ditionita-reducido con ascorato. Los paneles C y D son los espectros diferenciales reducido con
ditionita menos el reducide con DBH. Los paneles E y F son los espectros diferenciales reducido con
DBH menos el reducido con ascorbato,

breby

de Folytomelia spp (A, C, E} y de bovino (B,
y B son los espectros diferenciales reducidos
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Analisis por 4a derivada de los espectros anteriores:

Se hizo al andlisis de la 4a derivada para poder distinguir los maximos de cada uno
de los hemos del citocromo b de Polytormella spp y compararlos con los madximos
de los hemos del citocromo b de bovino (figura 23). Cada uno de los andlisis
corresponde a los espectros diferenciales de la figura anterior. En la primera parte
de la figura estdn los andlisis de 4a derivada para los espectros diferenciales del
citocromo b de Polytomelia spp. La segunda parte muestra |a 4a derivada obtenida
para los espectros diferenciales del citocromo b de bovino. Se hizo este tipo de
andlisis para saber el nimero de componentes que integran un espectro complejo
como et del citocromo b. En el caso del espectro diferencial ditionita-ascorbato,
deben estar panticipando al menos dos especies en la formacion del espectro: el
hemo by y el hemo b. En los diferenciales DBH-ascorbato y ditionita-DBH el
potencial del DBH no es suficiente para reducir totalmente a unc de los hemos y
dejar completamente oxidado al otro. La 4a derivada muestra en los espectros
diferenciales el niimero maximo de componentes o de especies participanies en el
espectro de absorcion. Para todos los casos, s6lo se muestra la region de interés
de ias bandas o y B (500 a 600 nm de longitud de onda}.

La 4a derivada del diferencial ditionita-ascorbato de Polytomella spp muestra dos
componentes uno a 557 y otro a 569 nm (figura 23A). En cambio, la regidn de la
banda B tiene mds de dos componentes que no someteremos a andlisis. El mismo
diferencial en bovino también muestra dos componentes, uno & 559 nm y otro a 566
nm {figura 23D). Sin embargo, la contribucién de cada componente es diferente,
para Polytomella spp es casi la misma, 557=568 y para bovino es diferente,
566>559. Las figuras 238 y E muestran la 4a. derivada de los espectros
diferenciales reducido con ditionita menos reducido con DBH para Polytomelia spp
y bovino, respectivamente. En los dos espectros diferenciales se obtuvieron dos
componentes. Para Polytomelia spp, la proporcion de los dos cormponentes es casi
la misma (567=557 nm) pero para bovino, la proporcion es parecida a la del
diferencial anterior (566>559 nm). La 4a derivada de! espectro diferencial de bovino
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(reducido con ditionita menos reducido con ascorbato) muestra dos componentes
en la zona del méximo «. Sin embargo, las proporciones de estos dos componentes
son diferentes. En esta misma zona, aparecen un tercer componente a 551 nm en
ta 4a derivada de los diferenciales de bovino ya analizados. Este componente
corresponde al citocromo ¢; que no se reduce al 100% con ascorbato. La 4a
derivada del dltimo diferencial (reducido con DBH menos reducido con ascorbato)
se muestra en la figwa 23C y F. Para Polylomelia spp, se obtienen dos
componentes en casi la misma proporcién (568=557 nm, ver figura 23C). En
bovino, se ve la desaparicién del componente a 559 nm y muy claramente, al
componente en 564 nm, Este es el hemo by de bovino. En la 4a derivada del
espectro diferencial de Polytomella spp aparece un componente muy claro a 550
nm que se ve como un hombro en el espectro diferencial reducido con ditionita
menos reducido con DBH, Este es el citocromo ¢+, que no se reduce al 100% con
ascorbato.

Figura 23: Andlisis por 4a darivada de los espectros diferenciales hechos con diferentes
reductores. Los espectros A-C son los de Pofyfomella spp y los D-F son los de bovino. En este
€aso los espectros A y D son los diferenciales reducido con ditionita-reducido con ascorbato. Los
paneles B y E son los diferenciales reducido con ditionita-reducido con DBH. Los paneles Cy F
son les diferenciales reducido con DBH-reducido con ascorbato.
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La titulacién redox de los hemos b:

Debido a que los potenciales de cada uno de los componentes no corresponden
con el de ios agentes reductores, los espectros diferenciales no mostraron
exactamente los espectros de cada uno de los hemos. La forma de obtener los
espectros de cada componente es fijando los potenciales de éstos sin
sobreposicién. Para ello, decidimos hacer Ia titulacion redox, La figura 24 muestra
la gréfica de Ia titulacién redox de jos hemos del citocromo b de Polytomelia spp. Se
graficé el voltaje obtenido en mV de cada una de las lecturas hechas contra la
absorbencia del citocromo b que se obtuvo. La titulacién se hizo tanto en ef sentido
de la reduccién como en el sentido de la oxidacion. Se obtuvieron tres componentas
por medio del ajuste que se hizo con la ecuacidn de Nemst, la ecuacién fina! se
muestra también en la figura 24. Se partié de la ecuacién de Nemst (a), se sacé fa
ecuacién para cada una de las especies, y se despejo para obtener la contribucion
de cada uno de los componentes reducidos (b}:

E=E®—~(RT/nF) log [Ox)[Red] (a) .
Red = 1/10exp(E°-E/0.08),  (b)

donde E= potencial resultante en cada punto, E’= patencial experimental, R= contante de los
gases,
T=temperatlura de 25 °C, nznUmero de electrones involucrados en la reaccién,
Ox=aspecie oxidanle, Red= especie reductora.

El 100% de reduccion lo constituye la suma de las diferentes especies que se
obtuvieron en Ia titulacién. El ajuste se logré probando los porcentajes de cada
una de las tres espscies, asi como ajustando el potencial redox medio de las
mismas, hasta que se obtuvo el mejor ajuste. Se identificé a la especie con un
potencial redox medio de —143 mV y que contribuye con un 39% como el hemo
b, o hemo de bajo potencial. La siguiente especie, con un Em de +25 mV, que
contribuye en un 34%, se identificé como el hemo by 0 hemo de alto potencial.
La tercera especie, con un Em de +146 mV en un 27%, se identificé como un
hemo b1so descrito por Rich y cols. (1989). Una vez hecho el ajuste, se hicieron
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los espectros diferenciales tomando en cuenta las zonas en las que, de acuerdo
con la ftitulacidn, se encontraron cada una de las tres especies sin
sobreponerse. Un espectro de cada especie se muestra en la figura 25. A cada

. une se le hizo un andlisis por medio de deconvoluciones tipo Lorentz (de los
cuales se muestran dos ejemplos es la figura 26} y los datos se vaciaron en

. tablas. Se anotd la longitud de onda del centro del pico {maximo 1 6 2), el ancho
total det pico a !a mitad de la altura (ATMA) y el drea del pico. Los datos se
promediaron y se sac su desviacién standard {DS). La tabla iIl muestra fos
datos para el hemo b, y la tabla IV para el hemo by

54



Amplitud Relativa

0.06

o
R

0.02

1

% reduccién = 27* [1/10*(Ep° —E/0.6)]+34*([1/10*(Eh°® —E/0.6)}+
39 *[1/10*(EI® —E/0.6)]

donde: Ep°, Eh® y Ei° son los potenciales redox experimentales

de cada hemo y E es el potencial obtenido en cada punto.

Figura 24: Titulacion redox de los hemos del citocromo b de Polyfomella spp. Se muesira la
titulacidn en sentido de reduccidn (cuadros vacios) y en sentido de la oxidacion (circulos vaclos). El
hemo!xhanempo(ermalredoxmadlode-MSmV(SQ%) al hemo by de 25 mV (34%) y ol hemo

buso de 146 MV (27%).

55



568.44
by
A AAbs=
0.002
10 nm
668.7
531.3 539.2 l
31.5 £56.2 568.7
52‘7 ; | ) by
: B
sala.a
C AAba= biso
0.002
10 nm
) 530
v Figura 25 Espectros diferenciales de los diferentes hemos oblenidos por medio de la ttulacion

redox. Panel A es ol espactro diferencial del hemo b, {potencial redox medio= -143 mV). Panel B:
aspactm diferencial del hamo by (Em = +25 mV). Pariel C: diferencial del hamo byso {Em = +146 mV),
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Figura 26: Decorvolucion loreniziana de los espactros diferenciales del hemo by y del hemo by de
la figura anterior. Panei A; diferencial del hemo by (Er = -143 mV) . Panel B: dierencial del hamo by
(Em = 425 mV),
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Tabla ll: Propiedades espectroscdpicas del hemo by:

Ventana Maximol ATMA*® Areal Miximo2  ATMA* Areaz

de Eh (nm) (m)  (UAxom) (nm) () {UAXm)

(mV)
460328 55806  7.18 0.062 56865 8.05 0.20
-400/-325 55891 545 0064  568.47 7.59 0.42
-431/-325 55894 550 0064  568.48 7.63 0.41
-415/-328 55906  5.94 0074 56825 7.91 0.46
617/-325 55852 572 0038 56845 7.94 0.18
Promedic  558.7 5.96 0.06 568.44 7.82 0.33

(DS) 0.37)  (064)  (0.01) ©.1) {0.18) ©.12)

La relacién de drea que se obtuvo fue de 1:5 (4rea 1: drea 2). :

El drea se obluvo con la multiplicacion de la aftura (unidades de absorbencia) por fa base del pico en
nm.

*ATMA: ancho Ictal a la mitad de la altura del maximo.

Yabla IV: Propiedades espectroscépicas del grupo hemo by

Ventana Maximo1 ATMA*  Areai Mdximo2 ATMA" Area?

de Eh (nem) {nm) {UAxnm) (nm) (nm)  (LWAnm)
-328(1'.1'1;)7 558.02 587 on 568.62 7.98 0.36
-288/-196 556.87 6.37 0.16 568.88 B.14 0.30
-325/-230 556.80 6.57 0.1 569.12 8.86 0.21
-305/-205 555.98 7.88 0.25 569.00 8.14 0.32
-293/-190.7 558.30 6.46 on 568.88 7.80 0.32
Promedio 557.19 6.63 | 0.15 568.90 7.80 0.30

(DS) {0.85) (0.67) {0.06) {0.17) (0.36)  (0.05)

La relacién de drea que se obtuvo fue de 1:2 (drea 1: 4rea 2).

El drea se obluvo con la multiplicacitn de la alhura (Lnidades de absorbencia) por la base del pico en
nm.

“ATMA: ancho total a la mitad de la altura del méximo.
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Para caracterizar al hemo bis se hicieron también cinco espectros con los que se

obtuvieron datos similares a los ofros de los dos hemos. Estos datos

espectroscdpicos se muestran en la tabla V.

Tabla V: Propiedades espectroscépicas del hemo bsso:

Ventanade Maximo1 ATMA* Areal Maximo2 ATMA* Area 2

Eh (mv) (i) {nm) (UAxrwn) {nm) (nm} {UAxnm)
176.8/+20 556.60 7.65 0.23 568.88 - 8.19 0.37
-165/-28 559.42 6.09 0.12 569_.01 8.26 0.36
-149/-93 5589.30 6.22 0.06 568.83 8.57 0.18
-176.8/115 559.28 5.66 0.06 568.67 8.63 0.21
-165/-93.0 559.55 5.83 0.04 568.80 8.62 0.16
Promedio 558.83 6.29 0.10 568.84 8.45 0.26

(DS) (1.12) (0.71) (0.07) {0.11) (0.19) (0.26)

La refacién de drea que se obtuvo fue de 2.6 (4rea 1:drea 2).
Elarmseouuvooon!ammiplmmmlaamxa(um&desdeabsorbamia) por la base del pico en

nm

*ATMA: ancho total a la mitad de la altura del maximo.
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La titulacién con los inhibidores:

Los inhibidores antimicina y mixotiazol se unen en sitios muy cercanos a los
hemos del citccromo b. La antimicina bloquea el flujo de electrones desde el
hemo by hasta la ubiquinona y el mixotiazot bloquea el flujo de electrones desde
el ubiguinol, hasta el centro fierro-azufre. Estos inhibidores también causan
algunas perturbaciones en ¢! espectro de absorcién del citocromo b. La
antimicina causa un corrimiento hacia €l rojo en la banda « y el mixotiazo! un
ensanchamiento en dicha banda (Howell y Robenson, 1993). La figura 27
muestra la fitulacién hecha con antimicina. La grdfica muestra tanto et efecto
sobre la actividad del compiejo como la magnitud del corrimiento de la banda o
(0.39-2.88 uM). En la grafica se aprecia fa gran afinidad del complejo por la
antimicina. En el panel B se presentan los espectros diferenciales hechos al
afiadir antimicina al complejo bey reducido con ditionita. Al aumentar la cantidad
de antimicina, se distinguen las dos transiciones con mayor claridad, en Ia region
de la banda a dei hemo by. A mayor cantidad de antimicina (0.72 pM), se
aprecia mas el cambio espectroscopico a 568 nm. Esta es la magnitud que se
graficé en el panel A. En la titulacién se muestra que, al aumentar el cociente
[antimicina)wa/[bC Thaa, €l cambio espectroscdpico se acerca a su maximo. El
segmento de la curva tiene un comportamiento lineal que es extrapolable a cero,
sin embargo, se vueive asint6tico. El mismo comportamiento se obtiene al
graficar el % de actividad contra la cantidad de [antimicinalua/[bCrew. La
extrapolacion a cero det cambio espectroscdpico (6 a 0% de actividad) da una
relacion [antimicinajua/[bcrham de 1.13. Este valor expresa la relacién molar
antimicina/be; que da lugar al maximo cambio espectroscépico (o a la inhibicidn
total de la actividad). La fraccién {por arriba de la unidad, 0.13) es ia fraccién de
inhibidor libre cuando todo ef complejo be; utilizado en la titulacion estd en la
forma del complejo [inhibidor-b¢,]. La figura 28 muestra la titulacidn realizada
con el mixctiazol. En el pane! B se observa que el mixotiazo! sélo provoca un
blanqueo en el espectro. La extrapolacion a cero en la gréfica de la titulacion da

60



un valor de 1.19, lo que indica que debe haber una fraccién del inhibidor fibre
(0.19} cuando tenemos todo el complejo be, unido al inhibidor.
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Figura 27: Titulacion con antimicina. El panel A muestra ta tilulacién con antimicina lanto del

. cambio espectroscopico como de la actividad del complajo be, de Pofytomelia spp. E| panel B
Mmuestra los espectros diferenciales del espectre reducido con diionlta en presencia de
antimicina (en cantidades cracientes) menos el reducido con ditionita.
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Figura 28:Tituacién con el mixotiazol, E| panel A muestra la gréfica de fituiacion del cambio
espectroscipico y de la actividad confra la relacién inbidor total contra complgjo be, total. El
panel B muestra los espactros diferenciales del espectro del complejo reducido con ditionita en
presencia do mixoliazol menos el espectro del complejo reducido con ditionita,

63



Discusién:
La purificacidn del complejo ber:

El complejo ber de Polytomella spp. tue purificado por el método descrito por
Gutiérrez-Cirlos y cols. (1994). La purificacion mostré un complejo con un alto
grado de pureza, lo cual se puede apreciar en el espectro diferencial del
complejo be; reducido con ditionita menos el oxidado (fligura 16A). En este
espectro sélo se ven la bandas de absorcién de los citocromos b Y ;. Ademas,
ol método de purificacion dio un complejo activo (300 seg™), que es la actividad
cercana & muchas preparaciones del complejo be, aislado de mitocondrias de
bovino (394s™, Kubota y cols., 1992). Nos llamé la atencién, que la zona de la
banda o mostré dos transiciones en el espectro completamenie reducido con
ditionita. Lo que se habia cbservado en las preparaciones de los complejos by
feportados era una sola transicién en 1a banda « de los citocromos by ¢;. En el
espectro de absorcién det complejo be, de Polytomelia spp., la banda a 553 nm
de longitud de onda se identificé como del citocromo tipo ¢y tipico que tiene un
hemo unido covalentemente a la proteina por medio de dos enlaces a cisteinas.
Esto se comprobd al secuenciar un fragmento dei gene del citocromo ¢,
obtenido por amplificacién por PCR en el cual se encontrd la region CXXCH
caracteristica de estos citocromos (Gutiérrez-Cirlos ¥y cols., 1994). La otra banda
o (a 567 nm) pertenece a los hemos del citocromo b. Ningun otro citocromo b del
complejo be,, aparte del citocromo b de Polytomella spp., presenta una banda o
a los 568 nm de longitud de onda. Este corrimiento hacia ! rojo nos llevd a la
caracterizacion espectroscépica de! citocromo b de Polytomelia spp.

Este corrimiento hacia e! rojo se puede observar aln en los espectros
diferenciales de las mitocondrias aisladas de Polytomelia spp. (figura 15). Las
dos bandas «, una a 553 nm y la otra a 568 nm presentan los mismos méximos

que los del compiejo bey aislado. Este dafo muestra que e! corrimiento hacia el



rojo de la banda « del citocromo b estd presente aun en el complejo inmerso en
la membrana interna mitocondrial. Esto nos indica que el corrimiento no es
provocado por algin efecto artificial o de desnaturalizacién durante la
purificacion del complejo.

Lo primero que se hizo para caracterizar al citocromo b, fue estudiar que tipo
de hemos contenia. Una diferencia en los hemos podia explicar el corrimiento
hacia el rojo, es decir que los hemos no fueran del tipo protohemo con los
sustituyentes conocidos para el hemo tipo b (ver figura 29} sino que fueran otros,
como del tipo del citocromo a de la citocromo ¢ oxidasa, con un farnesilo en la
posicion 2, donde va un vinilo o algun sustituyente no conocido. También cabia
la posibilidad de un formilo en Ia posicion 2 (hemo espirografico); (Cramer Vi
Knafi, 1991; Labben, 1995). Estas modificaciones en los hemos provocan que
tengan tiempos de retencidn diferentes. Para poder constatar que teniamos un
hemo diferente, o igual que los otros citocromos b's, utilizamos como contro! la
hemina pura para conocer el tiempo de retencién del hemo tipo b tipico. La
cromatografia a 400 nm mostr tres picos para el complejo b, (figura 18A). EI
primero fue identificado como un hemo tipo b por su estequiometria y debido a
que su tiempo de retencion fue igual al tiempo de retencion de !a hemina
purificada y a que se sobrepuso en la mezcia {complejo becrhemina), como se ve
en el panel C de la figura 18. Debido a que &l hemo del citocromo b no tiene
ninguna diferencia con el hemo ya conocido, entonces el corrimiento hacia el
fojo podia ser ocasionado por el ambiente que rodea a los dos hemos.
Entonces, se quiso saber si el cambio en al ambiente era en ambos hemos, o
s6lo en uno, lo cual representaria diferencias de ambiente en ambos. Esto nos
llevé a realizar la caracterizacién espectroscdpica detallada de los hemos dal
citocromo b de Folytomelia spp.
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Figura 29: Estructura de diferentes hemas comparados con el hemo del citocromo b para ver
los diferentes suslituyentes que puede tener un hemo y en consecuencia, dar un espectro
diferente. El panel A muestra el hemo b, que se une por enlaces de coordinacion con residuos de
histidinas. El panel B muestra un sirchemo de suffito y nitrato reductasas. Ef panel C muestra of
hamo ade la citocromo ¢ axidasa que tiene un hidroxilo y un famesito en la posicion 2 del primer
anillo de pirrol.



Los espectros con diferentes reductores:

Una manera de caracterizar cada uno de los hemos del citocromo b es la de
conocer su espectro de absorcién por medio de agentes reductores. Al mismo
tiempo se hicieron los espectros diferenciales para el citocromo b de bovino a
modo de comparacion, pues en este citocromo no hay un corrimiento hacia el
rojo. Ademas, se hicieron los andlisis de la 4a derivada de cada uno de estos
espectros para saber el numero de componertes en cada espectro diferencial.
Este tipo de analisis es importante, ya que se debe considerar que estamos
trabajando con dos especies, el hemo by y el hemo by, y que cada hemo puede
tener mas de una transicion, como en el caso del hemo b, del citocromo b de
ratén (Howell y Robertson, 1993). El andlisis por 4a derivada permite resolver el
maximo de componentes individuales en los espectros complejos, sobre todo,
cuando uno o mds componentes del espectro se sobrelapan (Aguirre-Gémez,
hemo b, en Polytomella spp. es semejante a los reportados de ratén (Howell y
Robertson, 1993) y de bovino (Rich y cols., 1989) confirmande en nuestras
manos. que tiene dos transiciones en la banda a. El espectro diferencial
reducido con DBH menos el reducide con ascorbato se hizo para tratar de
obtener el espectro del hemo by. Sorprendentemente, el hemo by, de Palytomelia
Spp. muestra un espectro con dos transiciones, y &l de bovino solo muestra una
transicion a 564 nm, ratificado por el andlisis de la 4a derivada. La 4a derivada
muestra un pico a 555 nm, que puede ser ia banda o de! citocromo ¢y que no
estaba totalmente reducido por ascorbato. Por lo tanto, este diferencial no nos
dié sdlo al hemo by, ni el otro diferencial nos da el hemo b, puro, sino by mas
algo de by. Por eso fue necesario hacer una titulacién redox para poder obtener
los espectros de cada hemo en su potencial redox correspondiente.
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La titulacion redox:

La fitulacién se hizo en &l de reduccién y en el de oxidacidn, para poder
diferenciar mejor los potenciales redox y asi hacer los espectros a los
potenciales redox especificos y conocer el potencial medio de 6xido-reduccién
de cada componente. Las mejores tilulaciones se realizaron en presencia de
argon, cuyo contenido de dioxigeno es menor que el que traen los tanques de
nitrégeno. La titulacién mostré tres transiciones diferentes, que se pueden ver en
la figura 24. Los potenciales medios Que dieron un mejor ajuste de ia curva
fueron =143 mV, +25 mv y +146 mV. Por el potencial se pudieron identificar a
los hemos del citacromo b. Si se comparan los potenciales con otros hemos se
puede observar que ios potenciales obtenidos para los hemos de Polytomella
Spp. caen entre los limites reportados, como puede verse en la tabla VI que
muestra los potenciales de los hemos de diferentes citocromos b comparandolos
con los que se obtuvieron para Polytomella spp.

Tabla VI: Potenciales redox de los hemos by by de diferentes citocromos b y bs (de

Chlamydomonas reinhardti). En esta tabla también se muestran los maximos de absorcién de
cada uno de Jos hemos.

Especie hemo b, hemo by
Em Pico Em Pico AEm Referencia
{mv) {nm) {mv}) (hm} {mV)
Chiamydomonas -158 564 -B4 564 74 Pierre y cols. {1995)
reinhardtii be
Rhodobacter -87 559, 566 52 5605 139 Yunycols. (1991)
sphaeroides
Rhodobacter -89 558, 565 40 560.5 129  Roberson y  cols.
capsulatus {1993),
Sacharomyces -20 5§55, 562 145 581 165  Siedowy cols. (1978)
sereviciae
papa -78  557.6, 565.6 48 560 126  Benyycols {1991)
raton -31  558.5,565.2 92 5615 123 :%gg;l y HRobertson,
Polytomella ~ -143 558.7,5684 25 5572, 168 o
spp. 568.9 Este trabajo.




En todos los casos, la diferencia de potencial que se obtiene es semejante (a
excepcién de los hemos del complejo byf de Chiamydomonas). Sin embargo, el
bs es diferente del citocromo b, ya que estd escindido en dos subunidades, una
que contiene a las histidinas y a las hélices A, B, C y D y otra que contiene a las
hélices E, F y G (subunidad IV); (Cramer y cols.,, 1994). Sin embargo, es
interesante que los hemos b; de C. reinhardti y Polytomelia spp. tienen un Em
fmuy negativo aunque es dificil explicar la causa. La dispersion de los de los
potenciales medios valores es muy grande, sin embargo, el A resultante permite
e! bombeo de protones en todos los casos. Los Ems obtenidos para Polytomslia
Spp. son los adecuados, ya que el potencial redox del hemo by (-143 mV} debe
sar mayor que el de la semiquinona (-330 mV) para ser reducido. En cambio,
para el hemo by (+25) e potencial debe ser menor que el hemo b, para poder
reducir al ubiquinol {+30 mV) (Crane y Barr, 1985). Por lo anterior, podemos ver
que a pesar de que existe un corrimiento en el espectro de absorcién del
citocromo b el potencial no se ha alterado. Esto es muy interesante, ya que
quiers decir que si bien pueden existir cambios en los aminodcidos cercanos a
los hemos del citocromo b de Polytomelia spp., estos no han alterado ia funcicn
redox ds la proteina.

La tercera especie con un potencial medio de +143 mV, fue identificada como el
hemo biso, reportada por Rich y cols. (1989}, en particulas submitocondriales de
bovino. Este hemo es el hemo by que tiene unida una molécula de ubiquinona.
Esta unién provoca que el potencial redox del hemo cambie y se forme entonces
una tercera especie titulable. Rich mostré que, al hacer la titulacidn a pH 4cido, se
disocia la quinona y desaparece el hemo byso. E! pH con el que se inicia la titulacién
del citocromo b de Polytomelia spp., es de B.0terminé y termina en un pH de 7.86.
La de bovino termina en un pH de 6.81. Sin embargo, no se detectd la tercera
especie en la titulacién del complejo be, de bovino y si en la de Polytomelia spp..
Llama la atencién, que la cantidad de detergente utilizada para la extraccién del
complejo de Polytomelia spp. es muy elevada (2g de fauril mattésido/g de proteina)
comparada con la solubilizacion del compleio be, de bovino que utiliza la mitad de
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detergente. Aparentemente, esta cantidad de detergente no elimina la quinona del
complejo bey de Polytomnelia spp. y por io tanto se conserva al hemo byso y, en el
caso del bovino, no. La concentracion micelar critica (CMC) del lauril maltésido es
de 0.05-0.3 mM (Marshak y cols., 1996). Para la solubilizacién de las mitocondrias
de Polytomella spp. utilizamos hasta 7.8 mM del detergente, por lo que estamos
muy por encima de la CMC. Esto parece paraddjico, ya que, al poner una gran
cantidad de micelas, se esperaria que se solubilizara el compiejo bey sin la quinona.
Pensamos que esta tercera especie puede ser eliminada del complejo be; de
Polytomelia spp., pues los experimentos de titulacién con inhibidores mostraron que
este complejo be, tiene gran afinidad por la antimicina. Si se repite la titulacion
redox en presencia de antimicina se puede prevenir la formacién de esta especie,
pues la antimicina A desplaza a la quinona. La unién de este complejo se forma
cuando el pH de la muestra es bdsico.

Aunque se requiere de mas experimentos para entender los potenciales
redox de los hemos de Polytomelia spp., se pudo, con la titulacién, obtener los
diferentes espectros de cada especie (figura 25). Et hemo b, mostré una banda
@ con dos transiciones claramente definidas, una de alta energia (558.7 nm} y
una de baja energia (568.4 nm). La relacion de drea de estas dos transiciones
85 de 550 (Asws/Assp7). Este hemo es semejante a los hemos tipo b
reportados, que tienen dos transiciones en la banda o. Sin embargo, el cociente
de dreas es mayor. En el ratén el cociente es de 0.23 {Howell y Robertson,
1993). Esto significa que es pequefia la contribucién at espectro de la transicién
de menor energia. En cambio, en el espectro del hemo by de Polytomslia spp.,
la transicién de menor energia tiene una contribucion muy importante. Ademads,
la transicién de menor energia estd situada tres nm hacia el FOjo &N comparacion
con fa del hemo b de ratén.

El hemo by de Polytomella spp. presema una banda o diferente de las

conocidas, con dos transiciones una de alta enargia y otra de menor energia. Se
pueden comparar estos datos en la tabla VI donde se muestran ias bandas o de
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los mismos. Los hemos tipo by conocidos hasta ahora tienen una sola transicién
entre 560-564 nm. La relacién de las dreas de las dos transiciones es de 2
{(AdA;). También, en este caso, la transicién de baja energia contribuye de
manera importante al espactro. La banda o estd corrida hacia el fojo 7 nm, en
comparacion con ei hemo by, de ratén que estd a 561.6 nm. Comparando lo
anchos de las bandas, la de menor energia es mas ancha que la de mayor
energia (ver [a tabla IV). Esto pasa en los dos hemos del citocromoe b de
Polytomella spp. El ancho de la banda indica la probabilidad de que ocurra la
transicion. Sin embargo, sélo en el caso del hemo b, de ratén, Ia transicidn de
alta energia es méds ancha que la de menor snergia y es la que contribuye en
mayor proporcion al espectro.

De esta caracterizacién podemos concluir que los dos hemos del citocromo b
de Polytomella spp. tienen un espectro de absorcién semejante en la region de
la banda o. Ademds que, el hemo by de Polytomella spp. es un hemo diferente
a los ya caracterizados pues tiene dos transiciones en lugar de una sola {una en
el rojo lejano y otra en el rojo cercanc). En los dos casos, el componente de
menor energia (rojo lejano) contribuye en mayor proporcion al espectro. El hemo
by tiene un corrimiento mayor que e hemo b; sin embargo, los dos presentan
un corrimiento hacia el rojo. El cociente de! hemo b, es mayor que el del hemo
by, Que se puede expresar como b"/b." >by/b’ (donde re=rojo cercano y
rl=rojo Iejana).

La titulacion con los inhibidores:

Es conocido que los inhibidores del complejo bc, causan cambios en el
espectro de absorcion de los hemos (von Jagow y Link, 1986). En el citocromo b
de ratén, la antimicina A provoca un corrimiento hacia el rojo y el mixotiazol
provoca un ensanchamiento en la banda o (ver Howell y Robertson, 1993).
Hicimos una titulacién con antimicina midiendo el cambio espectroscopico para
saber si el corrimiento hacia el rojo en la banda o del citocromo b de Polytomelia
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spp. era debido exclusivamente al corrimiento en uno de los hemos o que el
espectro de uno de los hemos era diferents a los feportados en la literatura.
Tratamos de corroborar nuestros datos de afinidad no sélo con el cambio
espectroscdpico, sino midiendo los cambios en la actividad de! complejo. En
primer lugar, analizaremos las titulaciones y a continuacién los cambios en el
espectro. Como se puede observar en la gréfica de la titulacién, la actividad del
complejo y el cambio en el espectro caen razonablemente en la misma recta
{panel A, figura 27). Al aumentar la refacién antimicinapa/benawm, la actividad se
pierde y el cambio espectroscopico tiende a su maximo. En el caso del
mixotiazol, la titulacion de la actividad muestra que este inhibidor también se une
con gran afinidad al complejo, inhibiendo su actividad. El cambio
espectroscapico también se incrementa al aumentar la concentradion del
inhibidor. Los dos inhibidores disminuyen la actividad y hacen un cambio en la
banda o, cada uno con diferente afinidad. La extrapolacion a cero de la actividad
indica que todo el complejo be, estd unido al inhibidor {l-beq 1.

- Para el caso de la antimicina, el valor en la extrapolacion es de 1.13 y este
nimero es igual a {lwal[bcnow). Este valor indica que se requiere sblo una
fraccién por arriba de la cantidad del complejo para que todo el complejo be,

esté unido, lo que pone de manifiesto la gran afinidad del complejo por los
inhibidores.

- La conclusién es que tenemos una fraccion de inhibidor libre que debe haber
cuando todo el complejo be, tiene unido al inhibidor. Si resolvemos la ecuacién
anterior, esto se traduce en que por cada 8 moléculas Que se unen al complejo
bes, hay una libre. La relacién es menor en el caso de! mixotiazol, por cada
moiécula de mixotiazol libre hay cinco moléculas de mixotiazol unidas al bey. Lo
anterior muestra que existe gran afinidad del complejo por los inhibidores y que
esta afinidad es mayor en el caso de la antimicina que del mixotiazol.
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Por otro lado, como puede verse en ef panel B de la figura 28, a mayor
cantidad de antimicina hay un cambio mayor en el espectro, esto es, el
corrimiento hacia ! rojo se hace mds evidente. Otra caracteristica interesante es
que el diferencial muestra dos transiciones en la regién de la banda a. Si uno
compara este espectro con el espectro diferencial del citocromo b de bovino
{figura 30}, se puede apreciar un corrimiento hacia el rojo, pero no se presentan
dos transiciones en la banda «. Ademds, el corimiento en Polytomella spp. es
mayor. Esto es consistente con las dos transiciones mostradas por el hemo by
de Polytomeila spp. y una transicién en el de bovino. En el caso del mixotiazol, el
efecto aparece como un blanqueo en la absorcion' a 568 nm, que puede
interpretarse como un ensanchamiento y disminucién de la altura de la banda a!
ir afiadiendo cada vez mds mixotiazol (Howe!l y Robertson, 1993). Podemos
concluir que et espectro de absorcién del hemo by es alterado por la antimicina.
El corrimiento hacia el rojo es mayor que en el de bovino y se pueden ver
claramente dos transiciones en la banda «. Sin embargo, en el caso del
mixotiazol el efecto no es muy conspicuo y no nos da una mayor informacion
acerca del hemo b;.
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Figura 30: A.- Espectro diferencial del complejo bc; de bovino (reducido con ditionita en
presenciadea:ﬁmidmmemselemeamredmidooomﬁlimﬂa)pammostrareiootﬁrrﬁernomdaet
mioalusadoporlamidndelinWoralciiocmmb.Losslguieﬁssmathdeabsordénse
mueslranamododeoomparaciénoonetwpecﬁodeipaneiaz 1.- 530 nvn; 2.- 537 nm; 3.- 559 nm;
4.- 568 nn B.- espectro diferencial del complelo be; de Polytomelia spp. {reducido con ditionita en
presencia de arﬂnﬁciramemselm@ddomndﬁbnﬂa)pamverdwﬁnﬁerﬂocausadopwlamﬂdn
delimﬁdorycornparaﬂoooanmoamcmeldtmmbdebwlm.Lossiguiamasn'laximosde
absorddnseindimnanubdemtpamiénconelespectmdeipanelk1.—529nm;2.-536nm;3.-
562 m; 4.- 566 nm; 5.~ 568 nm.,
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Consideraciones espectroscopicas:

La banda « del espectro de absorcién del citocromo b de Polytomelfa spp.
presenta un corrimiento hacia el rojo y estd conspicuamente escindida. Para
poder explicar estas caracteristicas, es necesario revisar las posibilidades por
las cuales e! espectro de un hemo puede mostrar un corrimiento hacia el r0jo, Y
dos componsntes en la banda o« En primer lugar, se discutirdn algunas
consideraciones acerca de los orbitales da energia que contiene el hemo, asi
como de los posibles cambios en su estructura. A continuacion, se discutirdn las
estructuras de algunas proteinas que son las que forman el microambiente de
los hemos y que tienen que ver con los cambios en los maximos del aspactro de
absorcion del citocromo b.

Para poder explicar fa escisién de la banda o, tenemos que recordar que el hemo

es una molécula que tiene tanto electrones n (degenerados} dal macrociclo del
hemo y electrones “d” del fiermo. La nube elecirénica del hemo tiene dos
transiciones dipolares equivalentes en el eje x y €l eje y {como se muestra en la
figura 31}.

Figura 31; Esquema de una protoporfirina
para mostrar los gjes de simelria X y Y {en
lineas punteadas) que tiene &l macrociclo. Se

X muestran  los  anilles de pimol  sin
sustituyentes. Cualquier alteracion en la nube
electrénica causara un desplazamiento de la
misma en cualquiera de los ejes en donde
sea gjercido este cambio,
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El eje "x" corre a través de los anillos Il y [V y ef eje “y" a través de los anilles | y i,
Al excitar los electrones r a un orbital LUMO (lowest unocupied molecular orbital),
aparecen en el espectro de absorcidn de ia porfirina dos maximos, uno de alta
energia (denominado B, en la region de los 400 nm) y otro de baja energia
(denominada Q, en la regién de los 500-800 nm). Si no existe una perturbacién
sobre la nube elactrdnica, los dos ejes de simetria son equivalentes (o simétricos),
se sobrelapan y por lo tanto sélo se obtiene una banda Q y una B en el espectro de
absorcion. Sin embargo. si existe una perturbacion asimétrica sobre la nube
electronica de la porfirina, entonces los dos ejes de simetria ya no son equivalentes
y el espectro presenta dos transiciones, pariicularmente en la banda Q de menor
energia. Al aumentar la degeneracion (o la diferencia) entre los ejes de Ia poririna,
se puede causar la formacién de dos transiciones en la banda a de un citocromo.
En general, estas diferencias entre ios ejes se deben a cambios en el ambiente
polar que rodea la porfiina o a cambios en la estructura de la proteina que
favorecen el acercamiento de grupos iénicos.

El corimiento hacia el rojo en una banda de absorcién puede estar
determinado ya sea por la estructura del croméforo o por factores extemnos. Los
cambios en la estructura de !a molécula de porfiring son capaces de hacer
cambios en el espectro de absorcidn y en el potencial redox. Se han realizado
algunos estudios importantes con la molécula de bacterioclorofila (BCI), que es
una protoporfirina IX con Mg®* en lugar de fierro. La BC! a tiene un etanoilo en el
anillo |, a diferencia de la clorofila a2 que tiene un vinilo {etenilo) en la misma
posicién. Barkigia y cols. (1988), estudiaron las conformaciones que puede
adquirir una bacterioclorofila sin Mg, (denominada bacterioforbido d} pero con
sustituyentes en los cuatro anillos de pirrol. Sila estructura del bacteriof6rbido se
desdobla y se coloca de manera lineal, es posible observar que los diferentes
sustituyentes en la estructura la apartan de un eje de simetria en comparacion
con la molécula sin sustituyentes (ver figura 32). Cada uno de los anillos puede
darie un torsidn a la molécula y por lo tanto cambiar el espectro de absorcién y el
potencial redox. Estos datos pueden obtenerse de la molécula disuella en un
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solvente orgénico. Se puede poner como ejemplo a la tetrateniloctastilportiina
de zinc (ZnTPOEP), que tiene una forma de silla. Si se compara con otros dos
compuestos semejantes, la tetrafenil porfiina de zinc (ZnTPP) y la
octaetilporfirina de zinc {ZnOEP) se obtiene lo siguiente: la A méaxima del primer
compuesto es de 637 nm, para el segundo de 586 nm y para el tercerc de 569
nm. Los potenciales redox medios de cada uno son: -1.54, -1.35 y -1.63 V
{Barkigia y cols., 1988).

+0.5A A

00 v‘&@v&
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Figura 32: Desviaciones del

B plano del esqueleto de varos
derivados de porfiinas. El plano

estd definide por los nitrégenos
W_O. de las moléculas. Ei panel A
; muestra al bacteroldehido (4,5

dielil-metil-bacteriof6rbido) y el

panel 8 o baclerioférbido 4-

c neopentenil, 5-atil-metilbacterio-
1.5A forbido. El panel C presenta a

otro derivado pero que contiene

ademds  Zinc, e Zinc

tetrafeniloctaetitperfirina. Tomado
(Y v de Barkigla y cols. (1988).
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Gudowska-Nowak y cols. (1890), hicieron un estudio de las 7 bacterioclorofilas
(BCH) de la antena de Prosthecochioris aestuarii cuya estructura cristalografica
ye estd resuelta. Cada BCI estd situada en diferente parte de la proteina. Las
siste BCls mostraron diferente grado de desviacién del plano de los &tomos de
carbono de la porfirina ¢ de los dtomos de nitrégeno (ver figura 32). Cada una de
ellas tiene diferente espectro de absorcion y potencial redox. En el trabajo se
simularon tas BCls con todos sus sustituyentes o sin elios, con esto se vio que
los sustituyentes no conjugados tienen un efecto pequefio sobre la energia de
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excitacion de cada BCI, hay un corrimiento de menos de 200 cm™ (12.5-13 nm)
hacia el rojo o el azul. Sin embarge, al eliminar uno da los ligandos axiales de
la porfirina, el corrimiento puede ser de mds de 400 cm™ (26.4 nm) hacia ¢l rojo ©
de menos de 200 cm™' (24.8 nm) hacia el azul. Si se elimina el grupo acetilo del
anillo 1, entonces se provoca un corrimienio hacia el azul de 600 a 1000cm™
(36.6-59.3 nm).

El grado de torsién de cada una de las BCls modelo, también interfiere en el
cambio de la longitud de onda de excitacion. En general, la transicidn afectada
por los cambios estructurales es la Qy (que corresponde a la banda de menor
energia en el espectro de una porfirina, en el eje de simetria y). Esto estd
definido por que la contribucién al espectro proviens de pasar de un orbital
molecular mis bajo a uno mas alto (HOMO—-LUMO). Esta configuracién
solamente puede ser acoplada al estado basal por luz polarizada orientada en el
sentido det eje "y “(bajo las reglas de seleccién de dipolo eléctrica) por esto se
designé como transicion Qy. Entre mayor sea {a diferencia de energia entre los
orbitales moteculares, mayor serd la energia de excitacién de Qy. Los anillos | y
Il de la porfirina son especialmente sensibles a los cambios de sustituyentes y a
la deformacion que estos les causen. En estos orbitales los signos de los HOMO
y LUMO varian en cada una de las BCI estudiadas. Los aminoacidos con carga
alrededor de las BCls pueden causar los mismos efectos que causan la
orientacion de un grupo acetilo en et anillo en las BCls aisladas (Gudowska-
Nowak y cols., 1890).

Prince y cols. {1997) realizaron un andlisis de la apoproteina del complejo
cosechador de luz 2 o complejc cosechador de luz periférico (LH2=light
harvesting 2) de Rhodopseudomonas acidophila. El complejo esta formado por
ocho oligémeros de dos péptides cortos (o y B) y algunas moléculas
bacteriociorofila & y carotencides ensamblados no covalentemente a la proteina.
Las BCls tienen diterentes maximos de absorcidn cerca del infrarrojo en 800 y
850 nm de longitud de onda. En comparacidn, una clorofila monomérica en
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acetona absorbe a 777 nm (Weigl, 1953). Citando a los autores: “el ambiente de
los cromdforos en e complejo cosechador de luz es gobernado por la proteina.
La proteina crea las condiciones que determinan la disposicién relativa de los
pigmentos y contribuye al ambiente local, lo cual moduta su espectro de
absorcion.” Cada una de las BCls esta situada dentro de la protefna con un
éngulo diferente, por ejemplo, las BB50 (BCI con maximo de absorcién a 850
nm} esté situada de tal modo que ta cadena de fitilo se dirige desde el plano de
la bacterioclorina hacia una hélice transmembranal. Las BC! interactdan entre si,
con los carotenoides y con la apoproteina. La distancia entre los aminodcidos
mds cercanos y la BCI es variable (entre 4.36-2.35-A), sin embargo, varios
aminodcidos pueden tener una influencia importante en la orientacion de fa
molécula o en la torsién de la misma. Un ejemplo de cémo las BCls son
afectadas por los aminodcidos que los rodean, se encuentra en los resultados
de la cristalografia de la figura 33. En este caso, la BBCI8S50 aparece doblada
formando una especie de silla, al contrario de las BCI800 y oB50, que sdlo
presentan una ligera torsion cerca del anillo |. Una diferencia interesante es que
las dos B850 estdn coordinadas por una histidina del lado “fromal” de la BCH,
pero la BBOO estd coordinada por la formit metionina del lado de atrds de la
molécula. Las dos B850 tienen un campo eléctrico complejo alrededor del anillo
lll, debido a que, no sélo los aminodcidos de las cadenas o 6 B conforman este
ambiente, sino que, otros pigmentos estdn sobrelapados. Este andlisis permite
esludiar con cuidado cuales son las verdaderas interacciones del pigmento con
la proteina y con otros pigmentes. Podemos ver que los cambios en el espectro
del croméforo son una combinacién de fa torsién de la molécula y del campo
eléctrico establecido por la proteina.

ESTA TESIS NO DEBE
SALR DE (A BIBLIOTECA
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Figura 33: Sobreposicién de las diferentas
baclerioclorofilas del LH2. Semuestran {a B850 (gris);
la B850 (negro) y la BBOO (blanco). El panel A
compara a la BC) o850 con la 850, El panel B, ia
@850 con la BBOO y finalmente, ef panel C a la f850
con la BBOO. En los tres casos se muestran los
amindacidos mas cercanos y el grado de torsidh a que
dan lugar en las tres moléculas. La torsidn que se
observa es en el anillo |, para las BCI B850, e dnguio
de torsion es de 194°/159° de o/ y para B8OO de 30
® Tomado de Prince y cols. (1997).

Ademas del grado de torsion del hemo, es
posible medir los efectos sobre el espectro
(ue provocan las cargas cerca del hemo.
Hanson y cols. (1987) mostraron que las
cargas a una distancia de 3-4 A pueden
causar un corrimignto hacia el rojo de la
banda Qy en la BCI g. Mediante &l uso de un
programa de computacién, se modeld el
efecto de poner una carga (positiva o

negativa) a 3.4 A cerca del nitrégenc de cada anitlo en el eje “x' ¢ “y" de la BCI
9. Una carga positiva cerca de! anillo | 6 una carga negativa cerca del anillo Il
provocan un corrimiento hacia el rojo. Si se invierte el signo de la carga, negativa
en el anilio | y positiva en et anillo lll se provoca un corrimiento hacia el azul
{Hanson y cols., 1987) (el mayor corimiento es de 115 am hacia el azul, una
carga negativa sobre el anillo 1). La magnitud del corrimiento en los dos casos,
es mayor en el gje "y que en ¢! “x" (hasta de dos 6rdenes de magnitud). En
contraste, colocar un ligando axial al macrocicio, poner un puente de hidrégeno
© de orientar un grupo acetilo no da lugar a un corrimiento muy grande (et
mayor es de 56 nm hacia el rojo). Po; lo anterior, Hanson y cols. (1987)
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concluyen que es mds importante el efecto de una carga puntual a 3.4 A del
nitrégeno, que el resto de efectos sobre el macrociclo.

La explicacion més sencilta es Ia siguiente: un ambiente que favorezca una
atraccion de electrones n {localizacién) provoca que se requiera usar longitudes
de onda pequefas (de mayor energia) para excitar a los electrones n. En
cambio. un ambiente no polar daria pie a la utilizacién de longitudes de onda
grandes (de menor energia) para excitar a fos electrones n (Goutermnan, 1961;
Howell y Robertson, 1983). EI corrimiento hacia e rojo o hacia el azul depende
del signo y la localizacién de las cargas con relacién ai estado basal y excitado
de los momentos dipotares de la porfirina {(Goudowska-Novak y cols., 1990).

Un buen ejemplo acerca de la influencia del ambiente formado por ias proteinas
sobre el hemo, son los citocromos pequerios tipo by ¢’ de ciernas bacterias. E}
citocromo ¢’ de bacterias fotosintéticas y desnitrificantes tiene un peso molecular
de 14 kDa, forma dimeros in vivo, aunque se desconoce su funcisn. Este
citocromo tiene la secuencia de aminodcidos consenso para la unién al hamo
(CXYCH). Se ha obtenido fa estructura cristalogréfica del citocromo ¢’ de
Rhodospiriluum molischianum a 2.5 A de resalucién (Weber y cols., 1981). La
estructura terciaria se muestra en la figura 34A junto con la estructura del dimero
{tig. 34B). El monémero ests formado por cuatro alfa hélices paralelas
{denominadas A-D) Yy el hemo se une covalentemente a las cisteinas 1 18y121y
esta cubierto por el asa be (residuos 56-78). €l sitio en el que esta ei hemo es
asimétrico, la parte frontal estd muy empacada por las hélices Ay B y la cara
postenor estd expuesta parcialmente al solvente. E| hemo estd coordinado por la
His'? y por la Met' Los aminoacidos aromdticos mas cercanos son Phe®
Tip* y Phe'®. E| espectro a baja temperatura mostré que la banda « tiene un
pico a 547 nm y un hombro a 545 nm (Flatmark y cols., 1870).

El otro citocromo modelo es el citocromo bsez de Eschrerichia coli Este
citocromo es un monémero y tiene una masa molecular de 12 kDa (figura 34 C y
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D). Su funcién se desconoce pero se piensa que puede funcionar como un
acarreador de electrones soluble. Ei hemo esta estabilizado por la Met7 y la
His102, Tiene muy pocos residuos aromdticos los cuales estdn situados muy
cerca de! hemo, ellos son dos His, dos Phe, dos Tyr y no tiene triptofanos. La
estructura cristalogréfica de este citocromo se ha obtenido a 2.5 A de resolucién
Y muestra que estd formado por cuatro alfa hdlices casi antiparalelas
(denominadas A-D) (Mathews y cols., 1979). También el sitio en el que esta el
hemo es asimétrico. Por la cara frontal (cerca de la Met7) tiene un ambiente
hidrofébico y la cara posterior (His 102) estd expuesta al solvente. El espectro
de absorcion a baja temperatura mostré una banda o« con un pico a 558 nm y un
hombro a 550 nm (itagaki y Hager, 1966).

Estos dos citocromos coinciden en que tienen cuatro alfa hélices que rodean a
un solo hemo. Para poder entender los cambios espectroscépicos en el
citocromo b de Polytormella spp., se puede tomar a las cuatro alfa hélices que
rodean al hemo con las hélices de estos cilocromos pequerios. Los dos
citocromos muestran una banda o con dos componentes en el espectro obtenido
a baja temperatura. Ademds tienen residuos aromaticos que tienen las mismas
posiciones cerca del hemo, estos son Phe 61, Phe 65 y Tyr 105 (para el
citocromo bss2) y los residuos Phes2, Trp 86 y Phe125 (para el citocromo ¢). La
figura 35 muestra una comparacién de las estructuras de los dos citocromos y
en ella puede verse los aminoacidos que estan muy cercangs al hemo. EJ pape!
de estos aminodcidos parece ser ! de mantener un ambiente muy compacto
alrededor del hemo.
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Figura 34: Dos citocromos pequefios. Ei
citocromo ¢’ de Rhodospiriilum molischianum, se
mueslra en ef panei A de acuerdo a fa estructura
cristalogréfica obtenida a 2.5 A de resolucién. Ef
panel B muestra un modelo del dimero del
citocromo ¢" En o panel C se muestra la
estruciura cristalogréfica del citcromo bges de
Escherichia colf obtenida a 2.5 A da resolucién y
el panel D muestra un modelo de las cuatro aifa
hélices rodeando a! hemo de este citcromo. En
los dos casos se sefiafan los aminodcidos que
fodean al hemo. Tomado de Mathews (1985).




Figura 35: visién estereascépica de la superposicién de los citocromos bsge ¥ ¢ para tener una
idsa de las posibles semejanzas de ambiente que rodea a los hemos. El citocromo bssp Se
muestra en linea continua y el citocromo ¢ en linea punteada. Tomado de Mathews (1985),

Con estos datos, podemos especular un poco acerca de las causas por las
que la banda o del citocromo b de Polytomella spp. es atipica. En primer lugar,
el ambiente que rodea a los dos hemos debe ser tal que cause una distorsién an
el anillo. Los diferentes grados de torsion de este anillo pueden hacer un
cornmiento hacia el rojo en el espectro, como ya se ha mostrado con los datos
anteriores. En segundo lugar, tenemos que explicar-la escisién de la banda. En
este caso, los datos anteriores muestran que, si la nube electronica del
macrociclo no es simétrica en los sjes X-y, se pueden generar dos componentes
en la banda Q (Gouterman, 1961; Howell y Hobértson, 1993) (ver figura 36).

Ademds del corrimiento y escision de la banda a apreciamos también que el
ancho de los componentes es diferente. El ensanchamiento de la banda, medido
a la mitad de la altura (ATMA=ancho total a la mitad de la altura), para e! hemo
by tiene un valor de 6.83 nm para e! maximo. En cambio, el maximot del hemo
by es de 5.96 nm (ver las tablas Il y IV). £] maximo2 tiene casi el mismo vator
para los dos hemos. Howell y Robertson (1993) discuten que el ensanchamiento
de la banda puede ser el resutado de varios factores actuando
simultdneamente sobre el hemo. Por ejemplo, !a torsion de 'a unién entre las



histidinas y el fierro pueden hacer que el hemo quede liberado y permitir que se
mueva. También por cambios en los ejes x-y o por conformaciones de la
proteina. Los efectos de estos factores son mds frecuentes en el hemo by
Pearlstein y Hemenger {1978) postularon que ei ensanchamiento de las bandas
en un espectro de absorcion se debe a interacciones de tipo “excitén”. A modo
de comparacidn, se puede usar el espectro del hemo b, de ratén {(Howell y
Robertson, 1993), que tiene dos componentes y el de mayor energia es mds
ancho. El componente mds ancho también es el que contribuye en mayor
proporcion a formar la banda o. En la banda o de Polytomella spp., el
componente de menor energia contribuys en mayor proporcién al espectro que
el de mayor energia. Si suponemos que el componente de menor energia
corrasponde al componente y (Qy) de la banda «, podemos pensar que los
electrones situados en el eje “y" dal hemo son los que estdn siendo alterados y,
por lo tanto, se pierde la simetria y en consecuencia, el hemo se escinde. La
diferencia entre ios orbitales moleculares HOMO y LUMO de! hemo b, de ratén
s considerable y se necasita una mayor energia de transicién, comparada con
fa que se requiere para la transicion del componente corrido hacia el rojo en
Polytomelia spp.. La diferencia entre el ancho del componente de menor energia
del hemo b, de ratén y el de Polytomella spp. es de 2.2 nm. Si la primera
suposicion es correcta, entonces la nube electrénica del macrociclo estd
desviada hacia el eje v.
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Figura 36: Esquema que muestra las diferentes posibilidades de alteracién en un hemo
debido a su ambiente. E! primer esquema {A} muestra al hemo sin alteracién, por tanto, los gjes
Xy son equivalentes y se obliene una banda o con un séto componenie, El segundo esquema
(B) muesira que el ambiente puede quedar asimétrico, provocando una escisidn en la banda. El

lercaro (C) muestra que la torsién del hemo puede causar un corrimiento hacia e rojo de la
banda.

La estructura del citocromo b

Para completar este panorama es necesario referimos a fa estructura del
citocromo b. Afortunadamente, ya contamas con la estructura cristalografica del
complejo be, de bovino (Xia y cols., 1997). Ademds en e! laboratorio se obtuvo la
secuencia del gene del citocromo b de Polytomella spp. {Antaramian y cols.,
1998 y Antaramian, tesis doctoral). La comparacién de estas secuencias con la
del citocromo b de Polytomella Spp., nos puede dar una de idea de por qué
estan alterados los dos hemos del citocromo b de Polytomella spp. Se tratdé de
éncontrar en la literatura mutaciones en el citocromo b cercanas a los hemos de
algin organismo que dieran lugar a un corrimiento en el espectro. Nos
interesaban sobre todo las mutaciones que provocan un corrimiento hagia el rojo



en la banda « de! espectro de absorcién. La tabla Vil muestra las mutaciones

que se encontraron en la literatura y el efecto que provocan.

. Tabla VIE: Cambios de_aminodcidos que alteran los hemos del citocromo b

Mutacibn  Mutacion Propledades Propiedades Caracleristicas  Referencias
Procarionte  Eucarionte Procariontes Eucariontes
G48v Modificacion de b, La oxidacidn Genrnis y cols.
) ¥ by del by esta (1993)
bloqueada.
r(333A by corrido Corrimiento de  Coppée y cols.
1 nm hacia el (B1994)' "
i rasseur y cols.
) rofe. {1995, Y
Q58L Modificacion de b Gennis y cols.
(1993).
. F129L b, moditicado Colson, (1993)
G146A.V b, modificado Gennis y cols.
{1893).
C133Y b, modificado Lemsle-Meunier
y cols. (1993.)
S206L bucomido Corrimiento de Lemsle-Meunier
1.5 nm hacia Y cols. (1993),
el rojo

= reveriante,

Se puede observar que las mutaciones provocan un corrimiento de menos de
dos nm hacia el rojo en la banda o del hemo by Las otras mutacicnes
repercuten mas en la unién del hemo o, en algunos casos en su estabilizacién.
Estas mutaciones cambian el Em de los hemos. No hay ninguna que provoque
un carrimiento hacia el rojo de mas de dos nm, como el que se ve en la banda o
del citocromo b de Polytomelia spp.. Estas mutaciones dan una idea de lla
importancia de algunos aminodcidos que son importantes en para la

estabifizacién de los hemos, proporcién una base para disefiar mutantes para el
citocromo b de Polytormeila spp..

Una de las caracteristicas en Ia estructura cristalogréfica del citocromo b de

bovino, es que las cavidades del hemo b, y del hemo by son diferentes. La del
hemo b, es mds compacta que la del hemo by. Esto se puede ver tambigén en el
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modelo hecho por Link y cols. (1994). £l hemo b; estd cercano a las asas ¢d ¥
ab, que forman un “techo” sobre este hemo {ubicado en el lado del espacio
intermembranal). Las hélices A, B, C y D estdn muy cercanas a! hemo, tal que,
pareceria que podrian torcerlo o, al menos, ejercer cierta tensién sobre 8l, como
se ve en el modelo de Link y cols. {1994) (ver figura 5). E} hemo by, esta proximo
al asa bc, probablemente a un segmento del N- terminal y parte del asa de.
Estos segmentos forman el “piso” del hemo (en el lado de la matriz mitocondrial).
La cavidad formada por las hélices A, B, C y D es mas abierta y et hemo se ve
menos tenso. Con estos datos de la estructura del citocromo b de bovino
podamos explicar los datos espectroscopicos que se han obtenido para este
citocromo y para el de ratén. El hemo b, estd situado en una cavidad mucho
mds compacta, lo que propicia un hemo con un espectro de dos componentes.
Las asas que estdn en contacto con este hemo pueden proporcionarle un
ambiente de mayor polaridad y una torsion del hemo que causen una escision
de la banda a. Podemos predecir que la transicién Qy esta siendo afectada por
esta ambiente, lo que causa una desigualdad en la nube electrdnica del
macrociclo.

Es importante recordar que, en el citocromo b de Polytornella spp. los dos
hemos presentan una banda o con dos componentes y un carrimiento hacia el
rojo. Podemos anticipar que el ambiente que rodea a los dos hemos debe ser
parecido, lo cual es una novedad, ya que, en los otros hemos caracterizados, los
ambientes de cada hemo son muy diferentes. Los datos citados muestran que el
hemo puede presentar diferencias espectroscépicas debidas a los cambios en
su estructura (ya sea por torsiones causadas por sustituyentes o por diferencias
en el ambiente del hemo que cambien los planos del cromoforo). Estos
fendmenocs dsben presentarse en los hemos del citocromo b de Polytomella
spp. Con &l fin de encontrar una explicacidn a estos cambios espectroscopicos,
decidimos comparar la secuencia de aminoacidos del citocromo b de
Polytomella spp. con la de bovino. Sélo se mostrara la comparacion hecha con
las primeras 4 hélices transmembranales v las asas que las unen ya que éstas
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forman el subgrupo de la estructura del citocromo b que rodea a los hemos
{figura 37).

Hélice A i
bovine 1 MTNIRKSHPLMKIVNNAF IDLPAPSNISS SLLGICLIRQILTHLF 50
...... HES bl A A
Poly 1 MRLHOQKNNMLOLYYQHI EAYPTPCNLKYS SLSGLLLASQIVTGEL 49

Héiice B

51 LAMHYTSDTTTAFSSVTHICROVNYGWI TRYNHANGASMFFI] LYMHUGR 100
RN PR N I O R RN P I NN N 1 (]
50 LAMHYCPDTSLAFYSVIHLTVDVPYGFVIR'ﬂ1nmGASLFPvavn FR 99

Héilice C

101 GLYY..{SYTFLETWN]QVILLLTYMATAFNGYV] PWGOMSFWOATVITN 148
S I N R N M
100 NLYYNSGSQPRELLYI$QVYTLLLYYITAF IdYVEPWGOMSFWGATVITS 140

Helice D

L)

149 LLSAIPYIGTNLVEWIWGGFSVDKATLTRFFARHFILOFT IMATAMVILL. 198
badbelosblsll ssl bbb, 50, (IO N1 RN N S IR PRI |
150 LVSAVPIVGTDLVYYLWGGFSVSNPTLNRFFSEHYLLPFVLAGLSIA

P

LA 199

199 FLHETESNNPTGISSDVDKIPFHPYYTIKDILGALLLILALMLLVLFAPb 248
Lo s ok bl oo e s e Jsezluel fs
290 ALHSY3STNPLSINS.VAKVPFGSYYIIKDLLGVLIIGAAMTVLAFFFPE 248

Figura 37: Comparacion de las secuencias del citocromo b de bovino Yy Polyfomelta spp., fa s
flechas marcan a las histidinas y glicinas conservadas. Las hélices estan marcadas con
cuadrados. La mitad de la hélice que estd en conlacto con e hemo b, estd marcada con linea
punteada y la que estd an contacto con el hemo by, con linea continua. Poly - Polytomelia spp.

Para el andlisis, se tomaron los aminodcidos que forman ias hélices de
acuerdo con Degli Esposti y cols. (1993). Se hizo también un andlisis “en
ruedas” para poner los aminodcidos mas cercanos en la o hélice. El andlisis se
muestra en la figura 38. Con base al estudio anterior, para las hélices B y D se
lomo como centro de cada hélice las histidinas y para las hélices A y C las



glicinas que son importantes para formar la cavidad def hemo. Se tomaron en
cuenta sdlo los amincdcidos mds cercanos a estos residuos. También se tomé
en cuenta los aminoacidos diferentes, el tipo de cambio (conservado, no
conservado y semiconservado} y al final se tratdé de buscar el tipo de ambiente
final que causan. La tabla VIHl muestra el resumen de este andlisis.

Los resultados que se presentan en esta tabla muestran que, en general, la
cavidad que rodea al hemo b, de Polytomella spp. es hidrofébica,
probablemente mds que la de bovino. Ademds, tiene una zona con una cierta
polaridad dada por los cambios de T60S, C70T, N148S, D173S, T178N y
K174N. Estos aminodcidos estdn situados en el “techo” del hemo y, de acuerdo
a la estructura del complejo bci, estas asas estan muy cercanas al hemo b,
por lo que se tomaron en cuenta para el andlisis. Ademds de esto, los
aminodcidos que estan muy cercanos a las histidinas y a las glicinas dan un
ambiente no polar, hidrofébico. Esto habla de que el hemo b, de Polytomelia
spp. esta situado, al igual que el de bovino, en una cavidad muy cerrada. La
escisién de la banda o puede estar dada por uno de los aminodcidos con una
polaridad dcida, que atrae a los electrones del macrociclo. E! hecho de que la
cavidad del hemo by esté muy cerrada puede ocasionar un cambio en la torsién
del hemo, puede ocasionar un corrimiento hacia e rojo. La tabla 1X muestra &
anglisis de aminodcidos mds cercanos para el hemo by, La tabla muestra que
en casi todos los cambios entre Polytomelia spp. y bovino, el ambiente que se
genera es mas hidrofébico en Pofytomelia spp. que el de bovino.

Casi todos los aminodcidos cercanos a las histidinas y a fas glicinas dan un
ambiente mds hidrofdbico. Algunos aminoécidos cercanos proporcionan
polaridad a la cavidad como los cambios W30S 6 L37S y G101N. Uama la
atencion que en el “piso” del hemo hay muchos cambios en un asa muy
pequefia que es el asa be. Los 7 aminodcidos estén cambiados y casi todos son
cambios no conservados. El asa cambia de un caracter casi completamente no
polar a uno polar hidrefébico y un poco ne'gativo. Este cambio puede ser de gran
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importancia para hacer una cavidad mas hidrofébica en el hemo by y mas
cerrada y que por lo 1anto forme mayores distorsiones en el hemo dando lugar al
corrimiento y a la escisién de la banda. La figura 38 muestra, como conclusién,
un esquema de como las cuatro hélices deben estar en el citocromo b de
Polytomella spp. y cémo estén situados los dos hemos en la proteina. Ademds,
el panel B presenta los aminoacidos mas importantes que estdn cambiados en la
secuencia del citocromo b de Polytomeila spp. con respecto a los de bovino y se
puede apreciar que hay mayor cantidad de cambios en la zona del hemo by con
respecto a la del hemo by,

¢Cudl es la funcién que puede tener un citocromo b con un corrimiento hacia
el rojo?. Sus hemos son componentes redox de parte del ciclo Q, que bombea
protones utilizables por la ATPasa. Los potenciales redox medios para los
hemos by y by, logran una diferencia de potencial que permite el funcionamiento
de! complejo be, de Polytomella spp. La velocidad con la que se reduce el
complejo es semejante a la que tiene el complejo de mitocondrias de corazén de
bovino (Gutiérrez-Cirlos y cols., 1994). A pesar de que no hemos medido su
capacidad para bombear protones, pensamos debe hacerto de manera sficiente
y rapida. Los mismos cambios que provocaron el comimiento hacia el 10j0 y ja
@scisién de la banda o, también pudieron alterar el peotencial redox. Este cambio
ha permanecido en la proteina por que no ha impedido que bombee los
protones. Parte del trabajo del laboratotio estd encaminado a caracterizar a las
mitocondrias de Polytometia spp., para saber que tan eficientes son y de qué
manera esta regulada la fosforilacién oxidativa en ellas. Seria interesante
conocer mds a fondo la cinética del ciclo Q en este complejo y raconstituirlo en
liposomas para caracterizar ia actividad redox y de bombeo de protones.
Sabemos que Polytomelia spp. tiene amiloplastos que pudieron ser cloroplastos
en algun tiempo, es interesante saber si la pérdida de la capacidad fotosintética
pudo influir sobre las mitocondrias v en paricular, sobre la actividad de algan
complejo respiraterio.
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Tabla VUI: Cambios de aminodcidos alrededor del  hemo b. Se muestra primero el
amincicido ded citocromo b de bovine ¥ fa siguiente letra es el cambio que se encontrd en el
citocromo b de Polytomelia spp.

Cambio Tipo__Cambio de ambiente Resultado
Histidina 83
Lo4v c No polar hidrofébico
€83a SC  Polar s/carga-sno potar hidrofébico No polar
hidrofébico
MB2F cC Na potar higrofébico
Histidina 183
hETY c No polar hidrofébicosno  polar
hidrofébico
- 1186L c No polar hidrofébico—no  polar No polar
hidrofébico hidrofébico
I184L C No polar hidrofébico—no  polar
hidrofdbico
Ho1L C No polar hidrofdbicosno  polar
hidrotébico
Glicina 48:;
Hélice A todos
conservados
Glicina 132:
V124Mm C No polar hidrofdbico. No polar
Li21t C Ne polar hidrofdbico.
Techo del b,
Asa ab: de 24 aa 50%
conservados.
Te1L NC Nao polar hidrofébico
564y NC Polar s/carga
R71V NC Polar basico—no palar hidrofébico
N74P NC Polar s/carga—no polar hidrofébico
T56C SC Polar s/carga
857P SC  Polar s/carga—no polar Polar s/carga
T60S SC Polar s/carga
T671 sC Polar s/carga—no polar
C70T SC Polar s/carga
Asa od de 44 aa 70%
conservados:
E164Y NC Polar cido—polar s/carga
N148S SC Polar s/carga—polar s/carga
Y1551 sSc Polar s/carga-+no polar Polar s/carga
01738 SC Polar acido—polar s/carga
K174N SC Polar basico-spolar sfcarga
T178N SC Polar s/carga—spolar s/carga

C=tonservado; NC-no conservado; SC=semiconservado.
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Tabla IX: Cambios de aminoacidos para el hemo by, Se muestra primero el aminodcido que
coresponde al aminodcido del citccromo b de bovino y la siguiente lefra es el cambio que se
enconlré en el citocromo b de Polytonella spp.

Aminodcido Tipe_Cambio de ambiente Cambio total
Histidina 97:
C93A SC  Polar s/carga—no potar
G10IN SC  Polar s/carga— polar sin carga | Hidrofébico, polar (-)
Lo4av SC  No polar hidrofébico—sno polar
hidrotébico.
Histidina 196:
T203Y NC  Polar s/carga—polar s/carga
M192A NC  No polar hidrotdbico—no polar | No polar hidrofébico
hidrofébico
F199A NC  No polar hidrofébico—no potar
hidrafdbico
Glicina 34:
L49I c No polar hidrofdbico
142A C No polar hidrofabico Hidrofébico més polar
)
W305 SC No polar hidroldbicoopolar
s/carga
L37s8 NC  No polar hidroldbico—sno polar
hidrotébico
Glicina 118:
W115Y C No polar hidrofdbico—polar
sfcarga
Vi25M Cc No polar hidrofdbico—sno polar
hidrofébico
Piso del by (asa be):
Y108Q NC  Polar s/carga—spolar s/carga
TP SC  Polar  sicarga—no polar | no polar
hidrofébico.
F111R NC  Polar hidrofébico—polar basico
L112E NC  No polar hidroldbico—polar 4cido
E113L Polar dcido—no polar hidrofébico
T114L NC  Polar s/carga—-sno polar

C=conservado; NC=no coservade; SC=semiconservado.
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Figura 38: Representacién de las cuatro affa hélices que rodean al citocromo b de Polytormefia
spp. Se muestra a los amino4cidos del citocromo b de bovino. Entre paréntesis s muestran
s0lo fos aminodcidos de Polytomella spp. que son diferentes a los de bovino. La barra representa
al hemo by 0 al hemo by, En los rectangulos se muestran fos aminodcidos de bovino que forman
las asas que unen a las alfa hélices y aluera los cambios que se obtuvieron en ef citocroma b de
Poiytomelia spp. Las histidinas conservadas estdn encerradas en un cuadrado y las glicinas en
un cfrculo. El panel A representa al hemo by y los aminodcidos que la rodean. £l simbolo *
marca a los aminodcidos que eslan cerca del hemo b,. E! panel B muestra al hemo by y los
aminodcidos que la rodean. El simbolo * marca a los amino4cidos cerca del hemo bu. La
disposicion de las hélices se lomé de Xia y cols. (1997).
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Figura 39 A: Esquema que muestra las cuatro alta hélices geu rodean a los dos hemos del
citocromo bde Polytomneila spp. Se muestran las histidinas y glicinas conservadas, asi como los
aminoécidos que puede tener algin efecto importante sobre ei especira de absoreidn de los dos
hemos. Las histidinas y glicinas que estabilizan al hemo b, y al hemo by estdn  en negritas.
Entre paréntesis estdn los aminodcidos de Polytomelia spp. en el asa be.
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Figura 39B: Esquema que musstia la disposicion de las cualro afta héfices que rodean a los
hemos de Polytomelia spp  En esle caso. el esquemna trala de mostrar & empacarniento de las
hélices alrededor de Jos hemos (basado en fa estruclura proptiesia por Xia y cois., 1997)

g
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Conclusiones:

E| citocromo tipo b de Polytomelia spp. tiene una banda o corrida hacia el
rojo en el espectro diferencial de todo el compleje b¢; {especetro reducido
con ditionita menos el oxidado).

El andlisis realizado por HPLC mostré que el hemo del citocromo b de
Polytomella spp. es una protoporfirina 1X que tiene fierro. Por lo tanto,
podemos concluir que no hay ningin tipo de sustituyentes quimicos en el
hemo que proveque e! corrimiento hacia el rojo de la banda & de absorcion.

Los espectros diferenciales usando reductores del complejo bc, y el andlisis
por 4a derivada de los mismos mostraron, que el espectro det citocromo b
tiene dos componentes en fa banda o,

Al hacer la titulacion redox pudimos obtener los potenciales especificos de
cada hemo y también sus espactros de absorcién. La titulacién mostré una
tercera especie (el hemo bysg) que corresponde al hemo by con una quinona
unida lo cual altera ei potencial redox de este hemo.

Los espectros de absorcion de los dos hemos obtenidos por medio de la

titulacién redox, tienen una banda o con dos componentes, uno de alta
energia y uno de baja energia.

En particular, el hemo by difiere del resto de los hemos by coneccidos que
tienen una banda a de un solo componente.

En los dos hemos, el componente de baja energia es el componente mas
importante de! espectro de cada hemo. En particular, en el hemo by esta
proporcion es significativamente mayor que en el hemo b,.

Podemos concluir que la banda o del citocromo b de Polytomella spp. es el
resultado de la superposicion de ios espectros de sus dos hemos, el hemo
by yelhemo by

La titutacién con los inhibidores especificos del complejo mostré diferencias
impontantes para et hemo by en el cual fue posible obtener un espectro con
dos transiciones aun con la antimicina pegada. E! complejo mostré una
afinidad mayor por antimicina que por mixotiazol.

Para poder explicar la escisién y ef corrimiento hacia el rojo en la banda o
del citocromo b de Poltomella spp.. se analizaron otros citocromos
pequenos en ios cuales se ha podido ver una banda o escindida. También
se revisaron los estudios que se han hecho en las diferentes BC! de los
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sistemas cosechadores de luz en las bacterias. La explicacion mas
interesante es que el ambiente generado por los aminodcidos mas cercanos
al hemo son responsables de estos dos fenémenos.

La comparacion de la secuencia de aminodcidos del citocromo b entre
Polytomella spp. y bovino se hizo en la region que comprende las hélices A,
B, C y D. Se obtuvieron algunos cambios en los aminodcidos cercanos a las
histidinas que unen al hemo y a las glicinas altamente conservadas que
pueden explicar el corrimiento en e} espectro. Los cambios llevan a formar
una cavidad mas hidrofébica y por lo tantc mds estrecha para los hemos.
Esta cavidad puede dar una torsién especifica sobre el macrociclo. También
hay algunos aminodcidos que proporcionan una cierta polaridad en la cavidad
del hemo.
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Apéndice I:
La secuencia de nucleétidos de un
fragmento amplificado del gene del
citocromo c, de Polytomella spp.
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Apéndice :
Metodologia:

Secuencia de un fragmento ampiificade por PCR del citocromo ¢, de Polytomelia_spp.:

La obtencidn de un fragmento de gene del citocromo ¢, de Polytomella spp. ya fue
reportada (Gutiérrez-Cirlos y cols, 1994 y Gutiérrez-Cirlos, tesis de maestria, 1994). A
continuacion se hard una breve dascripcién de como se obtuvo,

Se disefaron dos oligo desoxinucledtidos degenerados los cuales se sintetizaron en
la unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celufar. El oligo
desoxinucledtido sentido (forward) 5-C CAT GGA TCC (G+A)AC {G+A)G(T+A)
(G+A)GC GGG (G+A)GT )G+A)TC CTC GTA (C+A)TC-3' se diseiié por medio de la
secuencia de aminéacidos obtenida directamente de la proteina (el extremo amino
terminal AEAXDGLHPVSYP). El oligo desoxinucledtido contrasentido (backward) se
diseA6 tomando una secuencia consenso de la regién carboxilo terminal de la proteina
(E+D)YEDGTPA(S+T)V. El cebador correspondiente fue 5-G GAG GGA TCC GA(U+C)
CU{U+C) CA(U+C) CCC GU(U+C}) UC(U+C) UAC CCC-3". Se obtuvo DNA total de
Polytomella spp. por medio de la metodologia descrita por Conner y cols. (1989).

Para obtener el amplificado se hicieron los siguientes ciclos en el termociclador: 12
min. a 94°C seguido de 50 ciclos de 30 seg. a 94°C para desnaturalizar, 40 seg. a5 °C
para la unién de los cebadores al templado de DNA y dos min. de extension a 72°C. El
fragmento fue purificado por medio de extraccién de un get usando el sistema de Gene
Clean, Posteriormente se ligé a un vector de expresion por medio del sistema de
pCRI™ (de Invitrogen). La unién del fragmento con et vector se hizo con ligasa T4 en
un amortiguador especifico de la enzima. Aproximadamente, 10 ng del fragmento se
ligaron a 50 ng del vector, a 16 °C toda la noche. Y con este vector se transformaron
células DHSa de Escherichia coli que se hicieron competentes sometiéndolas a un
tratamiento con rubidio. Las células tienen el genotipo F $80diacZAM15A(lacZY A-argF)
U169deoRrecAtendAthsdR17 (nd,m«") SupE44X'thi-1gyrA96relAl y que fueron
amablemente donadas por el Dr. Roberto Coria del Instituto de Fisiologia Celular.

A cada reaccién de la ligasa se le afadieron 70 yul de células competentes
descongeladas en hielo. Se incubaron 20 min. en hielo y se les dio un choque témmico a
42 °C durante 3 min. Se les afiadi6 500 ! de medio LB (1% de bactotriptona, 1% de
NaCl y 0.5% de extracto de ievadura). Se dejaron crecer las células a 37 °C durante 30
min. Las células se centrifugaron en un microfuga y se resuspendieron en un poco de
medio LB mds 40 ul de 5% de X-Gal en dimetiformamida y 200 nM de IPTG en agua.
Las células se pusieron en placas de 1.5% agar con medio LB y 60 ug/ml de ampicilina.
Las células se dejaron crecer a 37 °C durante toda la noche.

Las colonias que crecieron de color blanco se tomaron y se volvieron a crecer en

placas de LB-agar con la misma concentracion de ampicilina. A continuacién se purifics
el plasmido de cada una de ellas para ver que tuviera el inserto, por medio de la
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digestién de! mismo con la enzima EcoRl. Las clonas que tuvieron el inserto del tamadio
correcto se crecieron en 50 ml de LB con ampicilina y se sometieron al tratamiento del
sistema de purificacion por cromatografia de Qiagen.

A continuacion, se obtuvo la secuencia del producto de PCR utilizando ia reaccién de
Sanger (1977). En primer lugar, se usaron los oligo desoxinucledtidos universales para
el plasmido, hasta aproximadamente 300 nucledtidos. Para completar la secuencia, se
disefiaron otros oligo desoxinucledtidos sobre la secuencia de nucledtidos que se iba
obteniendo. Se obtuvo la secuencia en los dos sentidos de transcripcion. El andlisis de
la secuencia se hizo utitizando el programa GCG {Wisconsin) que contiene una base de
datos de secuencias de genes y de proteinas para realizar comparaciones. Se hizo una
comparacion de la secuencia de nucledtidos para saber si el fragmento amplificado
correspondia a un citocromo tipo ¢,. Una vez identificado, se tradujo la secuencia a
aminodcidos y se realizaron las comparaciones de ésta ¢on un grupe de Citoeromos cr.
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Resultados/Discusién:

La figura A1 muestra la secusncia total de nucleétidos det fragmento amplificado det
gene del citocromo ¢, de Polytomelia spp. E! producto que se obtuvo fue de 825

nucledtidos.

1 ggagggatcc gatggtctte atcoegttte ttaccectgg tceccacgagg
51 gratggccag ctectttgac cactctgoca ttcgeegtgg tcaccaggte
101 ctatatttaat tttatctaaa tattgataat gtttagatgg agtttaataa
151 ggttggattg attttrtttc ttatttgett tcgtaggtgt accagcaggt
201 cttgcgeotget tgecacteca tgaactacac ccattggeogt cacgtigtcg
251 gtatttgcta cactgaggat gaggccaagyg ctcttgetge tgagactgag
301 gtgtgctaga trtttttitg cttttattat tgageghctt cggaacaage
351 rtrctettitt aagttttaaa ttttttattt ttaatcaagt atgaatattt
401 ataactatgt catttggaaa tgttgtatgce tittcattta aacaccttaa
451 aatttgeatt tttattttat tatttctaac ttgtaggtcy tcgacggecce
501 taatgatgag ggtgagatgt ttaccogege cggtogtete ttegataagt
5351 tcececaatcec tticgocaac gaacaggecg cocgtticte taacggtggt
601 gcttteccee ctgatcttte tttgatcacc ggtgcacgtc acgattgcca
651 gaactatgtt tttgccette ttactggcta cagggagccce cctgcoggta
701 tcgacatccg tgagggtcbce tactacaace cttatttoce tggtggtgct
751 attgctatgc ccaagatcct cgttgatgag ggtgttgatt acgaggatgg
801 cacceecget tcogttggat ccatgg

Figura A1: Secuencia total de fragmento ampilificado det gene del citocromo ¢,
han sefialado las reglones de los olige desoxinucledtidos diseRados para
amplificado (nucledtidos subrayados).

de Polytomelia spp. Se
Seguir secusnciande e

la figura A2 muestra el andlisis que se hizo con la secuencia de nucieétidos para
obtener su traduccidn. Sélo se muestra la traduccién en sentido 5°-3°, en los primeros
220 nucledtidos se encontrd la regién de unidn del hemo a la proteina. Este fragmento
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tiene dos intrones, uno antes y otro despuds de la regién de unidén del hemo a la
proteina (secuencia de aminodcidos CXXCH). La zona de cada uno de los intrones se
determiné buscando las secuencias consenso para el inicio y el término de éstos (ver
figura A2).

ggagggalccgatggicticatecegtitettaccectggteccacgagggeatggceag
1 - Fommmm e o dommm e Fram— e Homm—————— + 60
cctoectaggctaccagaagtagggcaaagaatggggaccagggtgetecegraceggte

a G 6 I RW S S SRUPFIL PILVPEPERGCGIH G Q -
b E G 8'D @ L HP V 38 Y P W S HEGMAMATSE -
[ R D P MV F I PFIL TPOGUPTURAMWTE A-
cCcetttgaccactetgoccattegecgtggtcaccaggtttatatttaattttatctaaa
[ e 4 —m = B Fommm e m torr L + 120
gaggaaactggtgagacggtaagcggcaccagtggtccaaatataauttaaaatagattL
a EL * P L CH S PW S PGILVYUL 1 L 8 K -
b S FDH S AITRRGHTOQVUVY I * F vy N -
=} P LTTULPTFAVYV YVYTRTFTITFIHNTE I * 71 -
tATnmnuqcrmucacggagtttaaraaggttggactgatcttctctcttatttgctt
121 ——--mem - pom—m o R B et e Fome—mm - + 180
ataaccactacaaatctacctcaaatcattccaacctaactaaaaaaaagaaLaaacgaa
a Y * * ¢ L DGV * * ¢ W I DF F & Y L. L -
b I DNV * M EFNIEXKUVGEGLTTFUFILTITCTE -
c L.I M FRW S L TITRTILD * FF FLF A F-~
ttgtaggtgtaccagcaggtttgcgctgcttgccactccatgaactacacccaLngcgt
181 —-mme e Fo—mm————m LR LTS drmm————— Fm——mm + 240
adCaLccacangchLccaaacgcgucgaacggLgdggLacctgvatgggtaaCCQCd
a L VvV ¥ 0 Q@ V C A AMCHSMUBNYTUHWE R -
b € R C T S5 RF ALILRAMT®P * T 7 p 1 C V¥ -
[ VGV P AGLRCILPILUMHETLTUHTZPULOAS-
cacgttgtcggtatttgctacacLgaggatgaggccaaggctcttgctgctgagachag
24] s e I b m e e + 300
gtgcaacagccataaacgatgtgactcctactccggttccgagaacgacgactctgacLc
a H vV ¥ ¢ I ¢CY T EDULEAZEKOALTA BAGBATETE -
b T L. §$ VF ATULR RMZERTSDPURTILILTILTILUZRTL R -
& R CR Y L L H * ¢ * G 0D G § C C * p = G -
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gtngLCagatccLtttttgcttttattattgagcgtcttcggadcaagLLLctctctcc
301 - e mm s i L L TP A + 360
cacdcgatctaaaaaaaaacgdadataataacccgcagaagccttgttcaaagagadaaa

a vVc* T FFCF Y Y * A S S E Q v 5 L F -
b CARPFFF AF 1 I ERTLTERIUHNIEKIEFETLF L -
c VLDP¥ FLLLILTILSVWVTF FG?'T STV FS§ | S
aagttttdaatttcttatccttaatcaagtatgaatayvvawmcfwnﬂrnLtngaaa
361 -~---mmao Fmmm o e oo Hmm e mmma e + 420
ttcaaaatttaaaaaataaaaatLagtLcatacttataaatattgatacagtaaaccttt
a K F * I F Y F * & 35S M NI YNUVYV 1 W K -
b S FKFFIPFNOQVY * 1 F I TMSTF g N -
c VL NPFLFLTIZEKTYETZTYHLT?®*ILCHLE M -
r:gctgtac;;ccctcaattcaaacaccttaaaatctgcactcctatctcauatctctaac
421 -v- oo B Fommmm e R o mm————— pomema——— + 4B0
acaacatacgaaaagtaaatttgtggaattttaaacgtaaaaataaaataataaagattg
&
a c ¢ ML F I * T P * N 1L HF Y F 1 T 5 N -
b VVCF S5 F KHLE K ICTITFIIILIL F L T -
< LY A F HLWNTOULETFA ATFTILTFIUYTYTF * L -
tEGTAGUYCGTCGACGGccctaatgatgagggtgagﬂtgtttacccgcgccggtcgtctc
481 ~-—neemeo dmmmm e e —mm e D D ke + 540
aacatccagcagctgccgggattactactcccactctacaaatgggcgcggccagcagag
a L * %V VvV DG PNDEGEUWMTPEFTR A G R L -
b € R S S TALMMARYVYIERTCTLU PR AP v v s -
c VG RRREPE * * « g *« p vy Y P R R 5 8§ L -
ttcgataagctccccaatcctttcgccaacgaacaggccgcccgtttctccaacggtggt
541 - Homm I drmmmemamm e mm e R + 600
aagctattcaaggggttaggaaagcggttchLgtccggcgggcaaagagactgccacca
a F b K F P NPF ANEG GAABALRTUEFTGSHNCQC G -
b § I. 8 s P 1 L.E P THNZ RVEPUPUV S L T VvV v -
c R* VvV P QO & F RQRTTGRUEPF L * R w c -
gctttecccchgatctttctttgatcaccggtgcacgtcacgattgccagaactatgtt
1 e $mmmmm e oo o A E e dmrmmm e ettt + 660
A cgaaaggggggactagaaagaaactagtggccacgtgcagtgctaacggtcttgatacaa
k a A°F PPDL 8L 1ITOGAMMEKTEHETIEDTCOC O N Y Vv -
b L §sP1L I FL *" 8PV HVYVYTTI A R T M F -
c F' PP * S PFPF PHERKGCT S RL P E L ¢ F -
o
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tttgeccticttactggctacagggageccecigecggtategacatecogtgagGeTere
661 ———--we—- oo D dommmmmm dommmmmmm o e + 720
aaacgggaagaatgaccgatgtccctcgggggacggccatagctgtaggcactcccagag

a F ALLTUGYRUEUPPAG1II1 D IURETGL -
b L PF L L ATG S PLUPV &8 T S5V RV § =
c C P 5 ¥ WL 0 G A P CR Y RHUP * G § L -
TACTACAacccttatttocctgglggigerattgetatgeacaagatcctegttgatgag
721 ——---em - L e I D = m e + 780
atgatgttgggaataaagggaccaccacgataacgatacgggtltclaggagcaactactec
a Y Y NP Y F P GGAT AMUPIEKTTITILUVDE -
b T TT& 1 § L V V L L LCDPIRSE S L MR -
L] L g P L F P WWCY C Y A ¢DTU PR * * @-
ggtgttgattacgaggatggcacecccgeticegttggatecatgg
781 -——=eemme pommmmm - R pommmm———— 4 828
ccacaactaatgetectacegtgggggegaaggeaacctaggtace
a G VDY EDGTUPAGZSB VYV G 8 XM -
b vV L I T R M A P P L P L DU P W -
c C * L R G W HUPRUPFRWTIH -

Figura A2: Traduccion de la secuencia de nuciedtidos del fragmento abtenido por PCR del gene del
citocromo ;. Se muestran los fres marcos de lectura obtenidos en la direccion 5'—3°. En negritas sa
muastran los oligo desoxinucledtidos disefiados para ampiificar el gene con la técnica de PCR. En Jetras
fidlicas y negritas, se muestran las secuencias de nucledtidos que marcan et inicio y el fin de los dos
intrones encontrados. Todo ! ritrén sa marcd con fetras ftalicas. Las LETRAS MAYUSGULAS PEQUENAS
muestran los oligo desoxinucledtidos disefados para continuar la secuencia en sanlido 5'—3". Las
LETAAS MAYUSCULAS GRANDES musstran los oligo desoxinuciedtidos disefiados para continuar 1a
secuencia en sentido 3'—5".

En estos tres marcos de [ectura, se buscé el que correspondiera a toda la proteina.
Los dos intronss estdn situados uno antes de la regién de unién del hemo (CAACH) y el
otro después. En la figura A3 se muestran solo los aminodcidos que forman a la
proteina sin los intrones y sdlo se sefialan con dos flechas los sitios en donde estdn los
dos intrones. Lbs intrones son de diferente tamafio el primer intrén {99 nucledtidos) es
mds corto que el segundo (181 nucledtidos) pero los dos tienen las secuencias de inicio
y término de intrones caracteristicas de los Eucariontes (figura Ad).
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1 EGSDGLHPVS YPWSHEGMAS SFOHSAIRRG HQVYQ4QVCAA CHSMNYTHWR
51 HVVGICYTED EAKALAAETE VIVVDGPNDEG EMFTRAGRLF DKFPNPFANE
101 QAARFSNGGA FPPDLSLITG ARHDCQNYVF ALL TGYREPP AGIDIREGLY

151 YNPYFPGGAI AMPKILVDEG VDYEDGTPAS VGSM

Figura A3: Secuenca de amincécidas del fragmento amplificado de gene de! cilocromo ¢ de
Polytomelia spp., sin infrones. Los aminodcidos subrayados pertenecen a la regién de union del hamo a
la proteina. Las flechas muestran los sitios en donde estan colocados los intrones.
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Figura Ad: Andlisis de los intrones del fragmento ampifficado del gene del citocromo tipo ¢, de
Polytomella spp. En las cajas se muesiran los oligo desoxinucledtidos que se usaron para obtener el

ampiificado. En cada una de las cajas se muestran la secuencias de nuclestidos que forman el inicio yel
fin de los dos intrones de este gene. '

La figura A5 muestra una comparacién hecha con diferentes secuencias de
citocromos ¢ Se traté de poner las secuencias més representativas para poder ver las
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similitudes que tendria esle fragmento. Dei fragmento amplificado del gene del
citocromo ¢ de Polytomefia spp. 61 aminodcidos son totalmente idénticos en todas ias
secuencias comparadas. Otra caracteristica interesante es como estdn separados los
exones en la secuencia. Debido a que el fragmento que obtuvimos tiene intrones,
decidimos compararlo con algln otro ge los genes del citocromo tipo ¢;. Escogimos
solamente el de humano que tiene ¢inco intrones que separan a la proteina en 6
exonas. En |la presecuencia de la proteina humana estdn los exones | y 11, el dominio de
unidn del hemo a ta proteina esta formado por el exén Mll. Et dominic de unién del
citocromo ¢ son fos exones IV y V y el dominio de anclaje a la membrana el exdn Vil
Hicimos una comparacién con los amincacidos que forman cada exén en humano con
los del fragmento del gene da Polytomelia spp. y vimos que esta dltima puede tener al
menos el axdén Il y ef V. En ol caso de Polyfomella spp., los exones no estdn
separados an los mismos aminodcidos que en el humano y por tanto son un poco
diferentes. En la figura AS se muestran también los sitios de inicio de los exones de
humano y de Polytomelia spp.

Se compararon los primeros 12 aminodcidos del fragmento del gene del citocromo ¢,
de Polytomella spp. con tos de Chlamydomonas reinhardti, obtenidos por la doctora
Ariane Atteia (tesis doctoral, 1994). En la figura A6 se muestra la comparacién entre las
dos secuencias. Diez de los aminodcidos son identicos, lo que da un 52.6% de
identidad en esta region. Las secuencias de estos dos citocromos pueden ser
semejantes y contribuir a aportar mas datos que musstren que €l género Polytomelia es
un pariente cercano y probablemente se originé del género Chiamydomonas.
Finalmente, se hizo una comparacién con la secuencia de aminodcidos de la regién de
union del hemo a la proteina (figura A7). En esta figura se muestran algunos flagelados
como Euglena gracilis y los representantes de los kinetoplastidos como Leishmania
tarentolae, Trypanosoma brucai, etc, E! citocromo ¢, de estos organismos tiene sélo
urna unidn covalente a la proteina, por medio de un rasiduo de cisteina (secuencia tipo
FAPCH). El segundo grupo corresponde a los organismos cuyo citocromo ¢ tiene dos
uniones covalentes a dos residuos de cisteinas (secuencia tipo CXXCH). La figura
muestra que aunque Polytomella spp. s un protozoario flagelado, la secuencia de
unién del hemo a la protaina lo coloca entre los dos grupos de Eucariotos que se
usaron como comparacion. ‘
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C. reinardtii: EAADGLHAPH-YPXGHEGVL
1 [ I I | il FEL @
Poiptomellaspp.: EGSDGLH -PVSYP-WHEGMAS

Figura A6: Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la regién amino terminal de los
citocromos tipo ¢; de C. reinhardtii y  Polytomelila spp. Los aminodcidos idénticos estdn
sefialados por lineas y los cambios conservados por dos puntes. Tomado de Afteia, tesis
docloral, 1994).

I|: AP Cl: H
}
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/Crithidia fasciculata EVFAPCHSLG ﬁ
Leishmania tarentolae EVFAPCHSLGR
Trypanosoma brucei EVFAPCHPLGRH
Bodo Caudatus EVFAPCHPLGK
Euglena gracilis QVFAPCHSLSF
\Polytomella spp. (QVCAACHSMNY
Neurospora crassa EVCASCHSLSR
Saccharomyces cerevisiae EVCAACHSLDR
Bos primigenius taurus Qv E SS g g SMDY
R
CXXCH

Figura A7: Comparacién de las secusncias do la regién de unién det grupo hemo al citocromo
¢, de varios protozoarios y de otros Eucariolos. El primer grupo son protozoarics cercanos a
Polytomelia spp. quae tienen una secuencia tipo FAPCH, con una unién covalente det hemo a la
proteina {linea punteada). El segundo grupo corresponde a organismos con la secuencia tipo
CXXCH, con dos uniones covalentes del hemo a la proteina {linea continua).
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Poiytomella spp. is a colorless alga of the family
Chlamydomonndaceae that lacks chioropiasis and cell
wall. A highly active ubiquinol-cytochrome ¢ oxi-
doreductase (bc, complex), sensitive 1o antimycin and
myxothiazol. has been purified and characterized
from this algn (Gutidrrez-Cirlos et al, 1994, J. Biol
Chem. 269, 9147-9154). Both in mitochondrial mem-
branes and in the isolated complex, the visible spec-
trum of cytochrome b from Polytometla spp. exhibits
an atypical a~band with a maximum at 567 nm, This
maximum is shifted 3-4 om to the red when compared
with b-type cytochromes from other organisms. Anai-
ysis of the b hemes of the be, complex by high perfor-
mance liguid chromatography revealed no differences
in the retention time and in the absorption spectra of
the d-type hemes from Polyfomella spp. and hemiun.
indicating that the prosthetic group in this alga is
protoheme and thus ruling out the possibility that the
red-shift could be due to different chemical substitu-
tions in the porphyrin rings of the b, or #,; hemes. The
two b hemaes were characterized by electrochemical
redox titration; at pH 7.8-8.0, the midpoint potential
for b, was —143 mV and for b, +25 mV. The spectra of
the two b-type hemes were recorded in the presence of
different reductants, at selected electr ical po-
tentials. and in the presence of nntimycin A, to-distin-
guish between the contribution of by and by to the
visible spectrum. Both bemes by and by of the nlgal
cytochreme b contribute to the observed bathochro-
mic absorption maximum in the a-band of the spec-
trum. The data also show that the low potentin) by
heme from Polytomella spp. is spectroscopically simi-
lar to that of other organisms, with two transitions in

' To whom correspondence should be addressed. Fax: (525) 622-
8611 or (525) 548-0387. E-mail: dhalphen®@ifesunl.ifisiol.unam.mx.

0003-9861/98 525.00
Copyright © 1998 by Academuc Press
All rights of reproduction in any form reserved,

the a-peak at 558.7 and 568.4 nm. The high-potential
heme by also exhibits a spectrum with two transitions
at 557.2 and 5688.9 nm, which surprisingly differs from
the spectra of cytochrome &, of mammals, plants.
yeasts. and bacterin, which all exhibit n single transi-
tion centered around 360 um. © 1998 Aademic Press

Key Words: Polvtomella; Chlamydomonas: mitochon-
dria: be, complex; cytochrome b: Chlorophyceae.

Ubiguinol-cytochrome ¢ oxidoreductase, or ¢, com-
plex (EC 1.10.2.2), is an oligomeric membrane enzyme
with three redox polypeptides, namely a bthemic cyto-
chrome &, a cyvtochrome ¢,, and a Rieske-type iron-
sulfur protein. It also contains a variabie sec or sub-
units which do not bind prosthetic groups til. The
ubiquinol-cytothrome ¢ oxidoreductase activity occurs
through a Q-cycle mechanism (2-4) that involves two
redox catalytic units. One unit is formed by the Q, site.
the low potential heme (by), and the Rieske iron sulfur
protein: the other unit is composed of the @; site and
the high potential heme (by) (5). Cytochrome & is the
meost hydrophobic protein of the be; complex (6, 7).
Based on sequencing data, inhibitor sensitivities, mu-
tagenesis, and topological studies, models for the dis-
position of eight putative transmembrane a-helices (A
to H) of cytochrome & have been proposed (8, 9). Four
conserved histidines, two in helix B and two in helix D,
at positions 82, 96, 183, and 197 (hovine numbering)
coordinate the &y and b, hemes (10-12), X-ray data of
the bovine bc, complex have confirmed the eight-heli-
ces structure of cytochrome & and shown that the two b
hemes are 21 / apart from each other (13, 14).

All known mitochondrial cytochromes b exhibit an
a-peak close to 560 nra when fully reduced with dithio-
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nite (8). Electrochemical and high resolution spectral
analysis of the mouse bc, complex indicated that the by
heme is characterized by a single a-band peak, while
the by heme exhibited an overlapped, double a-band
absorption peak (5).

A highly active, antimycin A-sensitive, ubiquinol-
cytochrome ¢ oxidereductase (be, complex) has been
previously purified from Polytemella spp., & colorless
alga closely related to the photosynthetic Chlamydo-
monas lineage (15). The cytochrome b from Palytometla
spp., both in mitochondria! membranes and in the pu-
rified bc, complex, shows a maximum in the a-band
shifted toward the red, at 567 nm. In this work the
&-type hemes from the algal bc, ecomplex were charac-
terized spectroscopically, electrochemically, and by
HPLC analysis. Our results indicate that the by and by,
hemes of cytochrome b from Polytomeila Spp. are pro-
tohemes. that both contribute to the observed red-
shifted a-band, and that the high potential heme by of
this coleriess alga has a split a-band different from the
one obtaired with mammalian. plant, yeast, or bacte-
rial e, complexes.

MATERIALS AND METHODS

Strains.  The coiorless alga Polvtomella spp. (198.80, E.G. Pring-
sheim), originaily obtained from the algae collection at the Univer-
sity of Gontingen (Germany), was maintained at the Microbiological
Collection of the Department of Biowchtiology (CINVESTAV dei
IPN, Mexico) under che register numbar CDBR-951. The algas were
grown and harvested 38 previously described (13),

Purification of be, complexes and activity messuremonss. The bey
complex trom Foivtomelin app. wos purified as described by Guaidrraz-
Cirlos et al. {151. Beef heart mitochondrial be, complex was prepared as
deseribed by Ljungdanl ef al. (16). All complexes wers hept at ~70°C
uncii used. Cywchrome &, cytochrams ¢y, and horse heart evtochrome &
were quanufied spectrophotometneally (6) Ubiquinal-cytochrome ¢
oxidoreductase activiey was mensured as described praviausly (17).
Protein concentrations were determined acrording o Lowry ez af. {18}
with the moditications of Markwell ef af, (19),

High performance liquid chromatography (HPLC)® Runs were
performed using two Beckman pumps and sn automated gradient
centreller. Prier 1o HPLL, samples wera centrifuged in an Eppendorf
table-top centrifuge and the insoluble material discarded, Proteins
were loaded on a& C4 column {250 X 4.6 mm) with n Bheodyne
injector and a 500-ul loop, and eluied at a constant fiow rate of 15
ml/mim Two buffer systema were prepared: buffer A contained 0.1%
TFA in water, whils buffer B contained 0.1% TFA in a 2:] acetoni-
trilezisopropancl mixture. The column was equilibratad in the pres-
ence of 85% buffer A and 35% buffer B, and the samplas were eluted
with the following profile: an initial wash with 85% buffer A and 35%
buiter B {4 min}, an upward linear gradient te 38% buffer A and 65%
buffer B 140 min) followed by a second upward linear gradient 1o
100% buifer B (6 min), u downward linear gradient te 65% buffer A
and 35% dufler B (T miny, und o final wash with 65% buifer A and
3555 buffer B (2 min). Spectrn were recorded from 250 to 700 nm at
4-s intervols with a Waters 966 photodiode array detector. Dats were
procaased in a 486 PC (NEC Power Mate 433) with the chromato-
graphic software Millenium 2010,

? Abbreviations used: DBH, 2,3-dimethoxy.5-methyl-6-decyl-1,4-
benzoquinone; HPLC, high performance liquid chromatography;
TFA. triffucroacetic acid_

Difference spectra of the be, complex.  Spectra were recorded us-
ing a be, complex concentration of 2.0-5.0 uM of cytochrome b
Spectra taken in the presencs of inhibitor were carried out s {ollows:
the baseline was mnde by reducing be, complex with dithionite in
bath reference and sample cuvets; then, 0.6 uM antimycin A was
added to the satnple cuvet. Other difference spectra were mads using
a faw grains of dithionite, or 20 mM of ascorbata, pH 7.0, or 55 xM
DBH added from an ethanolic stock solation. D lution of the
difference spectra wes carried out with the Microcat QOrigin program,
version 3.73 {Microcal Software, Inc.). Spectea were obtained with 4
DW.2a UV/Vis SLM-Aminco apectrophotometer modificd with the
OLIS DW2 Conversion and OLIS software (On-tine Instrument Sys-
tem Inc.). Bilaterat curved slits with g spectral bandpass of 3 nm
were used and a scanning speed of 5.0 nm/s. The medinm response of
the photomultiplier was of 155 ms. Wavelength calibration was made
with 8 holmium oxide standard.

Redox titrations,  The be, complex was present in a concentration
range from 2.0 to 4.0 uM (based on cytochrome €, concentration),
Redox mediators and buffer conditions were ag described by Howell
and Rabertson (5). Electrochemical titrations were carried out in a
buffer contaiming 50 mM Tris-Cl (pH 8.0}, 30 mM NaCl, 1 mM
MgCly, 0.1 mg/mi of lawryl malvoside, and 10% glycerol in the pres-
ence of the following mixture of redox-meaiator dyes: 15 M 2-hy-
droxy-b4-napthoquinane, 75 pA duroquinone, 50 wM 2.3.5.6-terra-
methyl-p-phenylencdiamine. 40 uM £2-napthequinune, 25 oM N-
methyldibenzopyrazine methosuilate, 40 M 1.4-benzoguinene, and
40 uM 14-naphtoquinone, and an anaerabic aLMOSpieTe Was Mman-
tained under a stream of argon. These medintors were added trom
stack solutions made in dimethyl sulfoxide. The ticration was started
by adding 0.5 mM ascorbate, followed by incTeasing concentratons
up to 4.5 mM, aad then fresh dithionite sofution in increasing con-
centrations. At each E, value, nbsorbance data were acquired be-
tween 500 and 600 nm and analyzed using the software package
developed by OLES. After each addition of reducing agent, o 10-min
incubation time way sllowed for electrochemical equilibration. Titra-
vions were carried qut in bath the reductive und the oxidative dipec-
tions. Samples were oloced in 2 bottom-surred redox cuvet and redox
potentiaiy were measured with a Radiometer Model P101 piatinum
electrode and a AgArCl reference eicctrode. The vivctrodes were
standanzed with commercial horse neart cytocnrome ¢ 15igmal. can-
sidening an £, of +220 mV. The tacos of absorbance units of the
cytochromes were piotted against redos potennal, amd best-ficing
Nernstian curves were drawn throngh the resuiting points.

RESULTS

Spectral characterization of the Polytomeila spp. be,
complex. The reduced minus oxidized difference spec-
tra of the be, complex of Polytomella spp., both in
mitochondrial membranes (Fig. 1A) ar in ics purified
form (13), exhibited absorption maxima in their
a-peaks at 553 nm for cytochrome ¢, and at 567 nm for
cytochrome &. This gave rise to a double peak spectrum
in the a-band region of the be, complex, where the
absorption maximum of cytochrome ¢ is completely
resolved from that of cytochrome b at room tempera-
ture, a spectroscopic feature not seen in bc, complexes
from other organisms, where the shsorption spectra of
cytochrome ¢, appears as a shoulder of the cytochrome
& spectrum. The atypical spectrum of the dithionite-
reduced be, complex frozen with liquid nitrogen in a
Dewar flask, and in contact with a cold finger with
liquid nitrogen, is shown in Fig. 1B. This spectrum
exhibits a-bands with absorption maxima at 553 nm
for cytochreme ¢, and at 566 nm for cytochrome b.



AN ATYPICAL CYTOCHROME b, IN Polytomeila 3

I 4 Abs =001

B 553 566 l AAbs=
524 529 l | 005
10 nm

l 537
N

FIG. 1. Visible spectra of the be, complex from Polytomella spp. and C. reinkard!ii. (A} Difference spectrum of Polytomella mitochondrial
fraction treduced with dithionite minus oxidized). The absorption peaks shown are ali of cytochrames: 432 and 446 nm gamma peaks of
cytochrome b and cytochrome ¢ oxidase, respectively; 553 nm, a-penk of cytachrome ¢, 567 -peak of cytochrome & and 609 nm a-peak
of cytochrome c oxidase. (B) Difference spectrum of the b¢, complex from Polytomells spp. (reduted with dithianite mines oxidized) frezen in

liquid nitropen.

Thus. the b-type bemes from Polytomella spp. uniquely
exhibic a red-shift of 3-4 nm in the e-band, with re-
spect to ather bc, complexes.

Characterization of the hemes from the be, complex of
Polytomella spp. The possibility that the b-type
hemes from Polytomella spp. could be structurally dif-
ferent from the ones found in the bc, complexes of other
organisms was explored. The bc, complex from the alga
was denatured by urea and subjected to HPLC in a C,
column; the resulting fractions were identified by com-
paring their retention times and spectra with those
obtained from purified components. The reverse-phase
HPLC profile of the be, compiex from Polytomelia spp.
exhibited three peaks absorbing at 400 nm (Fig. 24}
Peak 1. with a retention time of 18.2 min (Fig. 2A), had
4 maximum absorption peak at 398 nm, and two sec-
ondary broad peaks at 499 and 623 nm, but no defined
peak at 280 nm (Fig. 3A). This peak exhibited the same
retention time of hemin (chloroprotoporphyrin IX iron
(IIIY, Aldrich Cherhical Co.) (Fig. 2B). The spectrum of
pure hemin showed maxima at 398, 499. and 623 nm
{data not shown), identical to these of the b-type heme
fraction shown in Fig. 3A. When a mixture of Polyto-
mella spp. be, cormplex with pure hemin was loaded on
the HPLC column, a single peak with a retention time
of 18.2 min was obtained (Fig. 2C). The HPLC profiles
confirmed the comigration of peak ! with hemin and
allowed its unambigous identification as a b-type
heme. Peak 2 (retention time of 33.1 min) (Fig. 24),
was assigned to the covalently bound heme ¢, on the
basis of its spectra, which exhibits an absorption max-
imum at 278 with three additional absorbance peaks at
398, 459, and 622 nm (Fig. 3B). When horse heart
cytochrome c was applied to the column and run under
the same HPLC conditions, it exhibited 2 peak with a
retention time of 12 min, and its visible spectrum was
identical to the one obtained for cytochrome c, (data

not shown). Differences were observed in the absor-
bance rarios A,pofdsrs, which had a value of 8.4 for
horse heart cytochrome ¢ and 1.9 for cytochrome c,.
These values are in agreement with the molecular
mass of the polypeptides covalently bound to the c-iype
hemes. Peak 3, a minor signal with a retention time of
38.3 min (Fig. 2A) had an abserption maximum at 407
nm with an a-peak at 547 nm. This component exhib-
ited the same retention time as hemes of purified bo-
vine cytochrome c oxidase (Fig. 3C). Due to its longer
retention time, this last peak was identified as heme
of Polvtometla spp., and atrributed to the residual pres-
ence of cvtochrome ¢ oxidase aa, in some e, compiex
preparations. The results of HPLC anaiysis thus con-
firm that cytochrome b of Polytomelia spp. bears pro-
tohemes identical to those of other be, complexes.
Therefore. the observed red-shift in the dithionite-re-
duced spectrum of Polytomeila spp. be, complex couid
not be atiributed to the presence of different chemieal
substituents in the tetrapyrrole rings of the b-type
hemes.

Difference spectra of the two b-type hemes from Poly-
tometla spp. The reduced minus oxidized difference
spectra of the Polytomella spp. b hemes were compared
to the corresponding spectra of the bovine enzyme. The
optical absorption bands of both b-type hemes (b, plus
by ) from Polytomella spp. were observed in the dithig-
nite-reduced minus ascorbate-reduced spectrum (Fig.
4A). This spectrum shows a maximum at 568.8 am and
a broad shoulder at 558.8 nm with an Aep/Agss ratio of
2.0, the highest absorbance ratio so far obtained for a
cytochrome 4. In contrast, the same differential spec-
trum obtained for the beef-heart bc, complex exhibited
8 maximom at 565 nm, with an Aggg/Asy, ratio of only
1.4 (Fig. 4B). The fourth derivative analysis of the
dithionite minus ascorbate differential ahsorption
spectrum of Polytomella spp. exhibited four compo-
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FIG. 2. High performance liquid chromatography of tha urea-de-
natured be, complex from Polytomellz spp. (A} HPLC profile ob.
tuined for the be, complex preparstion of Polytomelic spp. The peaks
recorded at 400 nin are oumbered for heme b (1), cytochrome ¢, (2),
and heme a (3). (B) HPLC profile of commercial hemin run under the
same conditions. {C) HPLC of a mixtare of the uren-denatured e,
complex from Polytomells spp. and the commerrial hemin.

nents: the first two, at 531 and 539 nm, are character-
istic of the S-band of b-type cytochromes, and the last
two, at 558 and 568 nm, were ascribed to the a-band.
There was no peak at 553 nm which could have indi-
cated a possible contribution of cytochrome ¢, to the
absorption {or distortion) of the b-type cytochromes
spectra (data not shown). The difference spectrum (re-
duced with dithionite minus reduced with DBH) of the
bey complex from Polytomeilg spp. showed twa defined
peaks at 568.8 and 558.8 nm; these two transitions
were assigned mainly to the b, heme (Fig, 4C). In
contrast, the same difference spectrum chtained with
the bovine bc, complex exhibited 2 maximam at 565
nm with a broad shoulder at 558 nm (Fig. 4D). The

difference spectrum (reduced with DBH minus reduced
with ascorbate), representing the by heme of Polyto-
mella spp. (Fig. 4E), shows a split a-band with a small
band at 559 nm and a dominant band at 569 am. The
spectrum of the by; heme from this alga clearly differs
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FIG. 3. Absorption spectra of the HPLC fractiona. Dashed lines
show the sbsorption spectra obtained, Sclid lines show amplifica-
tiona of the same spectra, showing the minor peak components, (A)
Abeorption spectra of peak 1 from HPLC, identified as heme b, (B)
Absarption spectra of peak 2 from HPLC, identified as cytochroma c,.
{C) Absorption tpectrn of heme a of bovine eytochrome ¢ oxidase,
obtained under the some HPLC running conditiens.
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A Polytomeila spp Beef heart B
T |
0.03
25nm
c D
. 5688 . 565
Fre ! Ty |
- 558
25 nm 553.? 75 m
F
E
564
4 Abas 5
Ln
25 am

FIG. 4. Comparison of difference spectra obtained with different
reductants for the be, I from Pol; ila spp. and from beel
heare. (A) Dithionive—azcorbaie difference of the be, com-
plex from Polytomelia spp. (hemes by, + byl (B) Dithionite-ascorbate
diffarcnes spectrum of the beef heart be, complex (hemes &, + &y,).
(C) Dithienite minus DBH diffsrence spectrum of the be, complax
from Polytomella spp. (mainly heme be). (D) Dithionite minus DBH
difference spectrum of the beef heart b, complex (mainly heme by).
(E) DBH minus ascorbate difference spectrum of the be, complex
from Polvtomells spp. (heme by). (F) DBH minus ascorbate differ-
ence spectrum, of the beef heart o, complex (heme &)

from that of the beef heart bc, complex, which exhibits
an almost symetzic band with a maximum &t 564 nm
{Fig. 4F). This set of spectra clearly shows that the
b-type cytochrome from Polytomella spp. differ from
those of the beef-heart &c, complex, namely for the 3- to
4-nm red-shift and for the split a-band of heme &y,
Midpoint potentials of the b-type hemes of the be,
complex from Polytomelln spp. and spectra taken at
selected redox potentials. The electrochemical titra-
tion of the cytechrome b hemes in the be, complex from
Polytomella spp. is shown in Fig. 5, The data indicated
the presence of three species of b-type hemes. The two
major components, representing 39 and 34% of the
population, corresponded to the by and by hemes, re-
spectively. At pH 7.8 (final measurement after titra-
tion), the midpoint potentials of b, was —143 mV and
of by +25 mV, A third fraetion, which represented 27%
of the population, exhibited a very high mid-peint po-

tential of +146 mV. This component was identified as
the b, species observed by other investigators (5, 20,
21), and that probably comprises the fraction of by-
hemes wiih a quinone bound at the §; center (21). An
electrochemical titration of the beef-heart b¢, complex
was carried out in a parallel experiment at pH 6.8
(final measurement after titration), yielding midpoint
potentials of —116 mV for b and +76 mV for by,
Noteworthy, the byy, species was not detected in this
set of experiments.

The spectra of the by and &; hemes were then re-
corded at selected redox potentials, where the absorp-
tion contribution of other component was negligible.
The spectra of the individual hemes, optimized for
maximal resolution at appropiate redox potentials are _
shown in Fig. 8. Since redox potentinls were chosen to
avoid spectral overlap, the intensities of the illustrated
spectra do not represent the actual concentrations of
the individual components. Heme b; from Pofvtomella
spp. shows a split a-band with 2 maximum at 568.4 nm
and a shoulder at 558.7 nm, and heme by, also exhibits
a dual a-bapd with maxima at 568.9 and 557.2 am.
However, the ratio 568/558 was found to significantly
differ between thece two hemes. Heme b, also shows
dual a-bands with maxima at 558.8 and 568.8 nm.

The deconvoluted reduced minus oxidized spectra of
the two cytochrome 5 hemes are shown in Fig. 7. The
optical spectra were fitted with Lorentzian functions;
the reported values are the means of five different
measurements. For the a-peak of the b, heme two
Lorentzian components wete obrained with maxima at
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PIG, 5. Elestrochemical titration of the cytochrome b hemes of the
be, complex of Polvtomella spp. Data peints obtained during titration
in the reductive direction (0} data points obtained during titration in
the oxidative direction (). The curve was fitted for considering
one-electron Thres ¢ ts with n:udpmm potentials
of -143, +25, nn.d +146 mV were 1dentxﬁed comprising 39, 34, and
27% of the total cytochrome .
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ul.,, 5315 srn 5160,9

i

FI.6. Difference spectra of the three spocies of b hemes identified
by electrochemical titration. The differencs gpectra were recorded at
pH 7.0 and at the following redox potential spans: ~367/-75 mV for
heme by (A), —38/+54 mV for heme by, (B), and +101/+157 mV for
5140 1C).

558.7 and 568.4, with relative peak areas of 0.15 and
0.85, respectively. The full-width at half-height
(FWHH) of the peaks wera 5.96 and 7.82 nm, respec-
tively. Thus, in the &, heme the lower energy transi-
tion is more intense than the higher energy transition.
Relative peak areas were about 1:5.5, which contrast
with the data obtained for the #, heme from mouse,

with relative peak areas of 4:1 {5). Two Lorentzian
functions could also be fitted in the a-peak from th
heme, exhibiting maxima at 557.2 and 568.9Y with .
relative peak areas of 0.33 and 0.67, respectively. The
FWHH of the peaks were 6.63 and 7.80 nm, respec-
tively. Thus, two spectral components of the &y heme
from Polytomella spp. were clearly defined, with rela-
tive peak areas of about 1:2, which strongly contrasts
with the single transition for the by heme in mamma-
lian preparations (5).

The spectral features described above conform to
those obtained in the presence of reductants {Fig, 4},
which indicates that the b, and by hemes from Poly-
tomella spp. exhibit different midpoint potentiails, but
share similar spectroscopic properties, with two tran-
sitions in their a-bands,

0.005 ) l

FIG. 7 Differanee spectra of the Polytomella spp. by (A) and iy (B)
hemes. The difference apectra were recorded at pB 7.0 and ai, the
following redox potential spans: ~367/~75 mV for heme b and
-3%+54 mV for heme by, The solid lines represent the eriginal
£pectra, and the dotted linea the Lorentzian components obtained
after bose line correction and deconvolution.

nra
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FIG, 8. Comparison between the red-shift caused by antimycin A
in the spectra of the Polytomeila spp. be, complex (A) and the beef be,
complex (B, Difference spectra were recorded for the twa purified b¢,
complexes (dithicnite reduced in the presence of antimyein A minus
dithienite reduced). The principat peaks and valleys obtained in the
difference spectra for the two complexes are indicated,

The red-shift induced by antimycin ){ Antimyein A
is a potent inhibitor of the ubiquinol-cytochrome ¢
oxidoreductase activity of the be, complexes (22), in-
¢huding the one from Polytomella spp. (15). This inhib-
itor has been shown to affect the spectroscopic praper-
ties of heme by from different organisms (5, 23, 24).
The effect of this inhibitor on the spectroscopic features
of the b-type hemes from Polyvtomellc spp. was there-
fore investigated. Fig. 8 compares the red-shift induced
by antimycin A on Polytomella spp. and beef heart bey
complexes. The Polytomella spp. bc, complex difference
spectrum {dithionite-reduced in the presence of anti-
mycin A minug dithionite-reduced) exhibited a red-
shift, with 8 maximum at 568 nm and a smaller tran-
sition at 556 nm. In contrast, the difference spectrum
of the bovine b¢; complex exhibited a single transition
with a maximum at 566 nm, consistent with the pre-
viously described red-shifts (23, 24). It could thus be
concluded that while antimycin A induces a red-shift
on the single a-band transition of the &y absorption
gpectrum of the bovine enzyme, the effect of this inhib-
itor is evident on the two a-band transitions of the by
heme from Polytomella spp.. in accordance with the
presence of well-defined split a-band of this heme
moiety.

DISCUSSION

The mitochondrial cytochrome b from Polytomella
spp. exhibits a red-shifted a-band. When the differ-
ence spectrum of the reduced minus oxidized mitochon-
drial fraction from Polytomella Spp. was recorded, two
clearly resolved a-band peaks, with maxima at 553 and
567 nm, correspending to cytochromes ¢, and b, respec-
tively, were observed. These two abserption maxima
were also cbserved in the spectrum of the purified, fully
reduced bc, complex from Polytomella spp., with max-
ima at 553 and 567 nm at room temperature (15). A
similar two-peak spectrum of the be, complex was pre-
viously deseribed in mitochondria of Polytomelle caeca
{25}, with maxima at 549 nm for cytochreme ¢, and at
562 nm for cytochrome b at liquid nitrogen tempera-
ture. The corresponding spectra of other bc, complexes
show overlapping bands, in which the absorption band
of cytochrome c, appears as a shoulder at 553 nm of the
dominant band at 563 nm of the b cytochrome (5, 26,
27). Cytockrome ¢, from Polvtomelia spp, shows a max-
imum in the a-band at 553 nm and contains the clas-
sical heme-binding consensus sequence CXXCH (15);
therefore, cytochrome c, is similar to the corresponding
cytochromes in bacteria, animals, higher plants. and
fungi. In contrast, the red-shifted «-band maximum of’
cytochrome b from Polvtomella spp. differs from the
one found in all other organisms.

The cytochrome b of the bc, compiex of Polvtomeila
app. contains protohemes as prosthetic groups.  Struc-
tural homologs of &-type cytochromes with classical
cytochrome b funetions that bind a-type hemes have
been identified in archaebacteria (28). The possibility
that the atypical absorption spectrum of Polvtomella
5pp. b-type cytochrome was due to differences in the
prasthetic group has been ruled out by HPLC anaiysis.
Therefore, the unique spectroscopic properties of the
cytochrome b from Poiveomelia spp. must be due to the
amino acid environment that surrounds the heme moi-
exies,

The b, heme from Polvtomella spp. exhibits two spec-
troscopic transitions in the a-band. With specific re-
ductants the individual spectra of the b-tvpe hemes of
the purified bc, complex from Polytomella spp., showed
that the b; heme is spectroscopicaily similar to those of
the corresponding cytochrome from animals, plants,
yeast, or bacteria, exhibiting two transitions in the
a-region. Nevertheless, the low-energy contribution is
much more important in Polytomella spp. than in the
murine enzyme (5}, However, it is the by heme that
exhibits the most striking spectral properties. The high
resolution spectral analysis of the b, and by hemes
from the b¢, complex from mouse (5) showed that heme
by 'exhibits a split u-band with maxima at 558.1 and
585.2 nm, while heme b, has a single band with max-
imum at 561.6 nm. Similar results were obtained in the
spectroscopic characterization of the &y {6566) and the
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by (bygy) hemes from potato tuber mitochendria (27). In
addition, the difference spactra reported for the b-type
hemes of the be, complex from bacteria, also show a by
heme with a split a-band, while the by heme moiety
exhibits a single transition (16, 26, 29). The optical
properties of the be, complexes from diverse species
have been reported, and generally they show cansis-
tent features for the split a-band of the b, heme; the
limited vaniation of the &, spectra has been related to
the more conserved protein environment predicted ta
surround this heme within the cytochrome b structure
(30). However, the spectral differences of Polytomella
5pp. appear to be unique, particularly because in no
other species a split and red-shifted high potential by
heme has ever been ohserved.

The redox titration of both b-type hemes from Poly-
tomella spp., yielded values of +25 mV for heme by and
of —143 mV for heme b, giving a redox span of 168
mV. This span is higher than 123 mV obtained by
Howell and Robertson (5) for mouse be, complex, i.e.,
£y of =31 mV for the heme 6, and E, of +92 mV for
heme by, and for the redox span of 128 mV in potato
be, complex, with By, of =77 mV for the heme b and E),
of +51 mV for heme by, (27). These values indicate that
redox spans between 120 and 168 mV are compatible
with the presence of fully active bc, complexes with
turnover rates of 300 s or more. Further analysis of
the residues that surround the hemes remains to be
done, to understand hew the protein environment mod-
ulates the midpoint potentials of these prosthetic
groups.

The etectrochemical titration also revealed the pres-
ence of a third b-type component, identified as b5, B
fraction of by hemes with bound quinone at the Q
center (21). Surprisingly, the concentration of b, 5, was
relativety high. considering that titrations were car-
ried out 2t pH 7.8, a condition that apparently does noi
favar its formation (5, 21). In contrast, the &5 Species
was not observed in titrations carried cut with the
beef-heart enzyme in the same conditions. In addition,
a relatively high concentration of lauryl maltaside (2
mg/mg of protein) was required to solubilize the bey
complex from Polytomella spp. mitochondria (15), This
high number of detergent micelles should not favor the
binding of the quinene to the Q; center: an association
that appears to be particularly strong in the bc, com-
plex from this alga,

The spectra obtained at different redax spans con-
firmed that the by and by hemes from Polytomelia spp.
exhibit split a-bands with peaks close to 558 and 568
nm. Small differences were found when comparing the
a-peak mavima obtained at the midpoint potentials
with those obtained with single reductants. The most
striking result obtained in this study is that the by
heme shows an a-band splitting at room temperature.
The deconvolution analysis demonsirated the presence
of an important component at 557.2 nm, that contrib-

utes with 33% of the total absorption band of the
a-peaks of this heme, and that indicates a strong de-
crease in the x-y degeneracy of the tetrapyrrole ring.

The effect of antimycin on the absorption spectra of
the b-type cytochromes from Polytomella spp.  The spe-
cific bc, complex inhibitors, myxothiazol and antimy-
cin, are known to cause distortions in the absorbance
spectra of the be, complex. Myxothiazo! binds in the
vicinity of the heme &, center, while antimycin A hinds
in the vicinity of the by center (5, 31).

Antimycin A caused a red-shift on the be, complex
spectrum from Polytomella spp. Two transitions at 556
and 568 nm were observed. This inhibitor alse caused
@ red-shift on the gamma peak of the cytochrome (data
not shown). When compared with the beef bc, complex,
the shift in Polytomella spp. was 2 nm more toward the
red, and it exhibited the two transitions not seen in the
beef bc, complex. Although long-range effects on the by
heme have been described (5, 21), antimyein A exerts
its main effect on the heme by, moiety of cytochrome b.
We conclude that the red-shift induced by antimyein A
on the by; heme is consistent with the presence of two
specrroscopic transitions in this prosthetic group.

From the data discussed above. we conclude that
heme by trom Polvtomella spp. is different from the
corresponding one from mammals. plants. and bacteria
and that this difference makes an important contribu-
tion, along with heme by, to the observed red-shift of
cytochrome b. Link ef al. (32), have modeled a three-
dimensional structure of cytochrome &. Differences
were obtained in the distribution of aromatic residues
in the vicinity of the hemes: two phenvlalanines and
one tyrosine were found to be perpendicular to the b,
porphyrin ring, which allows attractive electrostatic
interactions. In contrast, the by heme is surrounded by
three trvprophan residues that form a denseiv packed
bydrophobic environment. The data cbtained from the
crystal structure of cytochrome b from beef heart mi-
tochondria (14} allows us to pinpoint specific residues
that surround the tetrapyrrole rings and thac may
contribute to the spectroscopic properties of the hemes.
The by site is refatively loosely surrounded by a section
of random coil before the beginning of helix A, helix A,
helix B. the BC loop. helix C, helix D, and a portion of
the DE loop. When comparing differences in the pri-
mary structures of these regions of the bovine enzyme
(33). with the one of & reinkardtii (34) a close relative
of Polytomelia spp. (35), the following differences were
found {numbered is in accordance with the bovine se-
quence, followed by the substitution in €. reinhardtii
in parenthesis): Wy, (5) and F,,; () in the random coil
before helix A; Lg; (A) in helix A; Coy (V) in helix B; Y-
(Giand F\,, (R) in the BC loop, Ty (V) in helix C: A,
{S) and F gy (A) in helix D; and Eyy, (Q), Tugq (Y), and
Tapg (L) in the DE loop. In contrast, the b, heme pocket
is tightly surrounded by helix A, the AB loop, helix B,
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helix C, two portions of the CD loop, and helix D (14).
When the same anslysis was performed, minor but
significant differences between the beef-heart and C.
reinhardtii structures were found: W, (M) in the AB
loop; K,z (N} in the CD loop; and Fyag (Y) in helix D
Based on these structural features, we propose that in
the case of the &y heme from Polytomella spp., a set of
residues surrounding this prosthetic group alters the
x~y degeneracy of the porphyrin ring and that these
changes in protein conformation affect the structural
anisotropy of the electronic environment around this
heme, giving rise to a split and red-shifted a-band.
Differences in residues that surround heme b, may
also contribute to the presence of a red-shifted a-max-
imum in its absorption speetrum.
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PERDIDA SECUNDARIA DE LA FOTOSINTESIS:
EL CASO DE LAS ALGAS INCOLORAS Y DE ALGUNQS PARASITOS
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Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México.
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Retumen: Esta revision pretende ilustrar un fendmeno muy inleresante en la nztusaleza: fa pérdida secun-
daria de la fotosintesis y aus efectos en los genomas del cloroplanto y de la mitocondria. Se describe c6mo
los genomas de los pldstides incoloros se han reducido con respecto a los de los cloroplastos que les dieron
origen, perdiendo las genes que codificaban para proteinas fotosintéticas, También se ilustra lo que ocurre
en el genoma mitocondrial de aqucllos organismos que sufrieron una pérdida secundaria de 1z fotosfntesis
¥ s¢ propone como hiptesis que mantuvieron un mayor nimero de genes en ¢l ABN mitocondrial, ya que
este organeio es ahora el responsable principal de lievar a cabo ¢l metabolismo energético en la célula.
Palabras clave: orgunismos incoloros, plistidos incotores, pérdida de genes. zlgas incoloras.

Abstract: This review pretends 10 illustrate a very interesting phenomenon in nature: the secondary loss of
the photosynthetic function and iw effecu in chloroplast and mitochondrial DNA. Here it is described how
plastid DNA has been reduced loosing those genes which encode for photosynthetic proteins. An example of
the mitochondrial DNA of a ¢olouriess alga is also explained. An hypothesis is proposed where the number
of mitochondrial genes is mainuined in this colourless vrganisms due 1o the energetic demand on the o

ganelle,

Key words: colourless organisms, colourless plastids, loss of genes colourless algae,

D entro de los grupos de algas se encuentran cla-
sificados organismos que son incapaces de fo-
tosintetizar. Estos organismos también pueden agru-
parse como protozoarios beterotrdficos semejantes a
las algus. £n 1980, F.E. Round hizo un andlisis evolu-
tivo para clasificar a las algas incoloras. Algunos de
cstos organismos podrian considerarse como “verda-
deras” algas incoloras y otras definitivamente como
organismos protozoarios sin relacién con las algas.
Cabe destacar que de acuerdo con Round, existen al
mertos 500 especies de algas incoloras. La mavoria de
ellas se encuentran dentro de las divisiones Dinophyta,
Chlorophyta ¥y Phylum Euglenophyia (Margulis, 1990).
*Una verdadera alga incolora” deberia {de acuerdo
con Round) mantener un vestigio de que en algin
momento fue un organismo fotosintético, Una de las
pruebas seria el conservar plistidos derivados de los
cloroplastos como un organelo en el nuevo organis-
no heterdtrofo. Estos organelos son Lz prueba de que
efectivamente los ancestros de estos organismos fue-
ron fotosintéticos. El autor propone que durante la

evolucidn de los Protoctistas, algunos organismos con
la misma morfologia adquirieron cloroplastos y owros
no. Aquellos que no adquiricron los cloroplastos son
protozoarios “verdaderos”. Probablemente; algunos de
los organismos que adquirieron cloroplastos perdie-
ron posteriormenie parte del aparate forosintético
pere conservaron al organele modificado, por lo que
son los “verdaderas” algas incoloras. Hasta ¢} momento,
aunque s¢ conocen muchas algas incoloras u organis-
mos unicelulares no fotosintéticos, pocos han sido los
que se han estudiadoe a profundidad.

Esta revision pretende mostrar los casos de algu-
nas algas incoloras y de algunos otros organismos
pardsitos de los cuales se han aislado v caracterizado
los genomas de sus plistidos. Asi mismo, se describe
el genoma mitocondrial de otro erganismo incoloro,
con el fin de analizar qué sucede con este organelo
una vez que se ha perdido la tuncion fotosintética.

Los genomtus de lns mitocondrias y de ins cloroplastes. Para
una mayor comprension de cudles son los genes que
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se han perdido en las algas incoloras, se hari una hreve
intreduccibn de los organelos que estin involucrados
en este fenémeno: los cloroplustos y las mitocondrias.
El orden que se establece en el articulo es el de revi-
sar en primer lugar a] genoma del cloroplasto y de
los plistidos incoloros, Una vez hecho esto, se hari
una revision de! genoma mitacondrial. Es preciso
hablar del ADN mitocondrial (ADN mt) ya que desde
el momento en ¢l que los organismos dejan de ser
fotasiniéticos, el organelo que genera la mayor pro-
porcion de energia es la mitocondria.

Los clorsplastes. Son organelos que pueden wener dos
¥ hasta res membranas y que se encuentran en al-
gas uniy pluricelulares, asi como en plantas vascula-
res y avasculares, Las Chlorophyta junto eon las plantas
tenea cloroplasios de 2 membranas. Las Euglenophyra

(Walne, 1990) y Dinophyt {Taylor, 1990) tenen tres
membranas. Los casos mas exirafios son las Crvpto-
phvia que tienen cuatro membranas {Douglas, 1994).
Estos organelos estin compuestos de varios espacios
como son el intermembranal, el estroma y ¢l tumen
del tilacoide (figura 1a). El cloroplasto dene mds de
2530 proteinas de las cuales 30-40% estin codificadas
en el genoma del cloroplasto. Estas proteinas parti-
cipan en la reduccién del CQ,, en la biosintesis de
moléculas orginicas, el transporte y la fotosintesis,
{como se muestra en el esquema de la figura 1a). Las
membranas extemna e interna contienen proteinas que
se encargan de la tansiocacién de otras proteinas
hacia ef interior del cloroplasto {para una revisién
ver Douwe de Boer y Weisbeek, 1991). En el esiro-
ma se encuentran las proteinas que levan a cabo las
reacciones de la fase oscura de la fotosintesis. El 1

membrana extema
CITOSOoL
astroma NOy mo - FAD- NADPH
- e
DA NO,- I NADP - FAD - fod
. NH,
membrana daf tilacoide
pQ
ADP+Pi \
C{H,0) . {umen tilacoidal
H+
o)
CICLO DE 2
CALVIN ATP He
H+,
oP-
oA @ ) 2H,0
co? -2 - I - 'w
NADPH fod
L H+
tuz
co,

Figura L. Se muesir b estiuctura del cloropiasto. organele que sintetiza carbohidmios (entre otras cosas). 3 tra-
vés de lus reacciones del ciclo de Calvin para la veduceidn del CO, v la conversidn de 1a cnergia proporcionada
por la luz a energia quintica en ia forma de NADPH y de ATP (que no se exporta al ritosel). En el esquema am-
hi€n se Huswa la reduceisn de sales de nitrdgeno. I: Fotosistema {: [1: fotosistema 11 pe: plastocianing: pQk: plasto-
quinona, que e3 el aceptor de electrones de fa favoproteina; C{H.O): carbohidratos, fed: ferredoxina. mo: moiibiteno.

NOTA: EI ADN el cloroplasto es circubar.
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lacoide alberga a las proteinas que partcipan en las
reacciones de la fase luminosa de la fotosintesis, esto
es, de la captacion de la luz y de la conversion de ésta
a energia quimica (Swyer, 1989). Hasta e! momen-
10, se han secuenciado wtatmente jos genomas de
cloroplastos de: el tabaco - 156 kbs- (Shinozaki et al,
1986), el arvoz -135 kbs-(Hirasuka ef al, 1989) y de
la hepdtica Marchantia polymorfa (L)-121 kbs- (Ohyama
et al, 1986 a y b; 1988). También se tene la secuen-
tia del ADN del cloroplasto de dos algas unicelulares:
Chiamydomanas reinhardti Dang-196 kbs- (Boudreau, et
al.,1994) v de Euglena gracilis Klebs-143.17 kbs- {Ha-
lick, ef al, 1993).

Como un ejempla de los genes que puede tener
cedificado el ADN de cloroplasio (ADNcl) se muestran
los genes que contiene el ADNc de Fugleng gracilis
(Klebs) (tabla 1) y del tabace (tabla 2}.

Algunos de los genes que cstin codificados en el
ADNcl conforman el aparato para la sintesis de pro-
teinas. Algunas de ellas son wansportadas al estroma
desde el iumen tilacoidal, por un grupo de prosei-
nas semejante af sistema Sec de bacterias {(Valentin,
1993). Este es un complejo sistema de proreinas
-membranales que se encargan de wransportar proteinas
de secresidn (SEC) al exterior de la céluta. Sin em-
bargo, la mayorfa de las proteinas del cloroplasio son
intetizadas en ¢l citoplasma celular ¢ importadas.
Muchas de estas proteinas tienen usa presecuencia
que es una senal para dirigirlas hacia la membrana
externa det cloroplasto y hacia owos espacios del
(Douwe de Boer v Weisheek, 1991).

A continuacidn veremos ejemplos de organismos
que: han sufrido una pérdida secundaria de la foto-
sintesis. Debido a que exisie una gran cantidad de
Organismos que no estin restringidos al reino Protista.
también veremos ejemplos de plantas vasculares. Para
poder situar a cada una de las especies se hard um
breve descripcién de ta divisién a la que pertenecen:

E! caso de Astasia longa, Euglenophyte

Los integrantes de este grupo sen organismos unice-
lulares de forma lanceolada, cuyas células carecen de
pared pero tienen un periplasio que se encuentra
debajo de la membrana celular. Este periplasto estd
formado por tiras de glicoproteina dobladas de tal
manera e le proporcionan rigidez a la célula y que
estin sostenidos por microtibulos, Todos tienen un
apirato de Golgi (dicdosoma). Algunos de ellos tie-
ten una cubierm Mamada lorica, que puede cubrir
total o parcialmente a la célula. Esta cubierta es un
mucilago que puede estar impregnado e algyin wmi-
neral. La locomocidn de estos organismos es por me-
dio de uno o mds flagelos situados en un reservorio o

blefaroplasto cercano al citostoma (que constituye el
aparato de alimentaciSn parz los euglenoides hete-
rétrofos). También en esta regidn se encuentra una
mancha ecular: Las mitocondrias tienen cresias apla-
nadas que aparecen en forma de disco en un core
transversal. Los organismos fotosintéticos tienen clo-
roplastos verdes. El carbohidrato de reserva es para-
milon (i -1:3 glucano). Se conocen 1 $00 especies de
esta Divisién, anto fotosintéticas como incoloras. Al-
gunos de ellos son pardsitos de invertebrados y de re-
nacuajos de anfibios. (Leedale, 1967 Sleigh.1989;
Patterson y Larsen, 1991).

El género Euglena Ehrenberg contiene a gran parte
de los organismos fotosintéticos de esta Divisién. Otros
géneros fotosintéticos son Phacus, Trachelomonas, Cryp-
toglena, etc. De los organismos incoloros fos géneros
representativos son Astasia, Cyclidiopsis. y Peranema,
(Patterson y Larsen, 1991}

El género Astasia Dujardin

Es uno de los representantes incoloros mis estudia-
do dentro de esta Division. La forma celular y Ia es-
tructura general son muy semejantes a los del género
Euglena. Generalmente tene forma de huso, aunque
puede variar y ua tipo de movimiento Hamade me-
abdlico caracreristico de los eugiencides que consiste
en un alargamiento v ensanchamiento de 1a céluta al
nadar. Viven en agua dulce aunque algunos de ellos
son pardsitos de microcrusticeos. El flagelo es tan largo
como el cuerpo celular. Tiene grinutos de paramilo
de torma oval v no tienen mancha ocular, No nece-
sitan de uan tipo particular de alimentacién. Aparen-
temente tienen un citostoma, sin embargo. no es
visible £ny &l microscopio de luz.

Ademis de un ADN nuclear y de uno mitocondrial,
se ha encontrado gue Asfasia longa Pringsheim tiene
ADN en el plistido que contiene grinulos de parami-
lo. El ADN del plastide {(ADNpU) de Astasia longa es de
73 kbs. De acuerdo con los estudios realizados, este
ADN dene gran similitd con el ADNcl de Euglena gracilis
el cual es de 143 kbs (Siemeisier y Hachtel, 1989).
La1abla 1 lista los genes que tiene y la idenddad con
los nismos genes de E. gracilis. A modo de compara-
cién también se incluyen los genes presentes en el
ADNcl de Chiamydomonas reinhardtii Dang. Esta dluma
tiene incluso algunos genes mds que E. gracilis. Tal
es el caso de los genes pet ¥ ATP. Como se puede ob-

“servar en la mbla 1, ¢) ADNpt de Astasia longa carece

de los genes para las proteinas folosintéticas que sc
encuenuan en E graeilis y C rinhardtil,

Algunas de las peculiaridades que presenian los
genes del ADNpt de A. longa son:
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Tabla 1: Genes del ADN de cloroplasto y de plastido

Euglena gracilis Proteina para la que Genes en el plistidd tdentidad con Chlamydomonas

{claroplaste) codifica de Asiasia fonga | Fuglena reinhardtii

TAMANO

143,170 pb 73,000 pb 196,000 ph

TRANSCRIPCION

rpoB subunidad P de la RNA polimerasa 1poA, rpoB

rpoCl subunidad )" de la RNA pofimerasa | rpof 47% rpoCl

tpaC2 subunidad B” de la RNA polimerasa poC2

TRADUCCION

tufA factor de alargamiento EF-Tu turA B86% A

235 RNA (rrn23) suburidad 235 de RNA ribosomal | 235 78% wn23

165 RNA {rrnl6) subunidad 165 del RNA ribgsomal | 165 81% nib

5 S RNA (rra$) subunidad 55 del RNA ribosomal | 55 68% ns

rpl 2, 5,12, 14, 16, 20, |subunidades grandes (proteicas) tpl 2, 5, 20. 22, {68%, 61%, 4%, |rpl 2, 5, 14, 15, 15,

22, 23, 32 del ribosoma 23,32, 36 42%, 49%, 60%, 6294 20, 23

ps2, 3,4, 7,89 11, |subunidades pequenas (proteicas) [rps 2, 1. 7, 8, [41%, 58%, 50%, |rps 2. 4,7, 8, 11, 12

12, 14, 18, 19. de! ribosoma 14, 19 50%, 59%, 52% 19

rn 27 RNAs de transierencia 17 trna ¢ tmas

FOTOSINTESIS:

psaA  (Fotosistemna 1) apoproteina Al del P700 PsaA

psa8 apoproteina A2 del P700 psaB

psaC subunidad Vi psaC

psaf subunidad de 5 XDa psal

psaM subunidad M

psbA fFotosistema 11) proteina estruciural de 32 kDa psbA

psh8 CP47 apoproteina de clororila psbB

psbC CPa3 apoproteina de ciorerila psbC

psbhD proteina estructural de 34 kDa psbD

psbE subunidad a del citocromo b359 psbE

psbF subunidad b del citocromo b359 psbf

psbH proteina del0kDa psbH

psbt polipéptido |

psby polipépudo | psbf

pskK proteina de 3.9 kDa psbK

pskt . | proteéna L psbt

pskN proweina N psbN

petd citocromo b, pet Az citocromo
i; petB.

petG subunidad v del complejo b /i

bt subunidad grande de fa RubisC/O | rbel 82% rbet

arpA subunidad a de 1aATPasa atpA

atpB subunidad b de 1a ATPasa atpB, atpC, atpD

atpE subunidad e de fa ATPasa apk

atpk subunidad | de {a ATPasa atpF

atpH suburmdad Il de la ATPasa alpH

atpl subunidad IV de {a ATPasa atpl

chil

hiosintesis de la ¢lorgiila
Hallick, y cols.. {1993}

Gockel y cols..
11994}

Boudreav v cols.,
{1994}
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Genes ribosomales. El genoma tiene arreglados de la
misima manera que Euglena gracilis tres operones com-
pletos y uno fragmenuado con los genes 168 y 238 del
ARN ribosomal (Siemeister v Hachtei, 1989,1990hb).
Ouo grupo de genes arreglado en tdndem es el de
TIS-rps8-rpl36-trni-rps 14-tmF-tmCrps2 que se encuentra
dispuesto de la misma manera en E.gracilisy A. longa
(Hallick, et al, 1993; Siemeister et al, 1990b). Estos
genes codifican para ARNs de transferencia y para
subunidades proteicas del ARY ribosomai.

Los genes que codifican para el aparato traductor
de proteinas del cloropiasto incluyen a 3 ARN ribo-
somales, 17 tARNs, 13 proteinas ribosomales y un factor
de alargamiento de Ia traduccion (Gockel ef af,, 1994).
Estos genes tienen una identidad del 68% al 90% con
los mismos genes de E. gradilis. Ei arreglo en el que
sc encueniran dispuestos estos genes es semcejante al
que tienen en el ADN del cloropiasto de E. gracilis. E
ADN pt estd activo, ya que ¢l grupo de Gockel encon-
trd transcritos del ARN ribosomal 23S. Otro de los
hallazgos interesantes es que las proteinas ribosotnales
de Astasia longa tieoen un alto contenido de lisinas
(hasta un 24 %), como en E. gracilis.

Astasia longa también comparte con Exglena graci-
lis el tener inwrones de la clase IIJ y carece de intro-
nes en los genes que codifican para los ARNs de
transferencia (Siemester y Hacchel 1990 a, b).

Genes para el estroma. A pesar de que el ADNp no co-
difica para ningun gene involucrado en la transferen-
cia de electrones de la fotosintesis, si codifica para
ta subntnidad grande de ta ribuiosa 1,5 bifosiate car-
boxilasa o RubisC/O (rbcl) {Siemester y Hactel,
1990a). Este gene o3td activo, debido a que se ha en-
contrado el ARN mensajero correspondiente (Gocket
et al, 1994),

Ouos genes que ha retenido el ADX pt de Astasia
longa son dpf.accD, orf1738, y orf 2216. Se sahe que
clpP es homéloga a la subunidad b de una proteasa
dependiente de ATP. El gene aceD) codifica para una
proteina homologa a la subunidad b del componen-
te con actividad de carboxiltransferasa de la acedil Con.
(Gockel, ef al, 1994). Algunos de los segmentos de
ADNpt con marco de lectura abierta (ORF) son muy
largos y s¢ ha detectado el ARNm de uno de ellos. Esto
indica que algunos de los genes de los que se desco-
noce s funcién pueden ser de gran imporancia para
A fenga. Algunos de ellas pueden estar involucrados
en la sintesis de paramilon, por ejemplo. Otra carac-
teristiva de este ADN e§ que no ha perdido los genes
ue codifican para el aparaw traductor en el geno-
ma de cloroplasto. Esto incluye las subunidades para
ARN ribosumales, para los ARN de transferencia, pro-
teinas ribosomales, factores de tansferencia y hasta

una ARN polimerasa (al menos una de las subunida-
des) {Gockel ef al, 1994). La existencia de esros ge-
nes muestra que este organelo adn sintetiza sus
proteinas y que éstas son de utilidad para A. fonga.

En resumen, el ADNpt de Astasia longa presenta una
gran identidad con el genoma del cloroplasto de
Euglena gracilis, 1o cual es prueba significativa de que
en algiin momento éste fue un organismo fotosinté-
tico. Esto se comprobé al encontrar al gene de la
subunidad grande de la RubisC/0. Sin embargo, ain
no se sabe si esta subunidad se ensambla ¢n una
RubisC/O funciona), Podemos concluir que A. fonga
tiene un genoma homélogo al genoma de los cloroplas-
tos de E. gracilis, pero reducido, va que ha perdido
todos los genes corvespondientes al aparato forosin-
1ético, como son psa, psh, pet, atp v chl (ver tabla 1).

Los datos anteriores apoyan fueriemente la hipétesis
de Round, sugiriendo que Astasia longa se separé de los
Euglenoides por un procese evolutivo que significd
la pérdida secundaria del aparato fotosintético.

Plasmodium Marchiafava y Celli Phylum Apicomplexa

El género Plasmodium Marchiafava y Celli pertencce
a un grupo de organismos parisitos estrictos, que
puede vivir en {a sangre de diferentes hospederos. Su
ciclo de vida es compiejo, ya que puede tener dos
hospederos distintos, como por ejemplo un insecio
v el hombre. En ellos se desarrolla sélo parte de su
ciclo de vida. El origen de estos organismos es incierto.
sin embargo se ha observado que algunas estructu-
ras del pardsito se encuentran también en dinoflage-
lados pardsitos (Gardner. 1988}, Uno de los aspecios
interesantes del género Plasmodium es la pérdida
masiva de genes mitocondriales.

Se han aislado dos ADNs extracromosomates de estos
organismos, uno en bajo niimero de copias, de 35 kbs
¥ que es circular (Gardner. 1988). El otro, dene un
tamaiio de 6 kbs, y es lineal, se encuenwra en muchas
copias en la célula (Joseph v cols.. 1989). De 1a mo-
lécula circular de 35 kbs, se obwvo la secuencia de
los genes que codifican para dos subunidades de una
ARN polimerasa (ARNpol) {Gardoer ¢ al, 1991a). Estos
genes denominados reB ¥ C, ticuen un alto conteni-
do en A+T (B6%). La identidad obtenida {ue: para
la subunidad B. de un 27% y para la subunidad C 30%,
con las subunidicles correspondientes de la ARNpol
de Escherichia coli Migula. También se encontrd iden-
tidad con las subunidades de la ARNpol de cloroplas-
to. En este cuso, 1a identidad fue de 29% (subunidad
B) y e 32% (subunidad C). Como prueba de que
existe identidad entre las secuencias de esta protei-
Nz, se encontrd i motive que puede formar un dedo
ele zinc (estructura caracteristica de proteinas que se

5
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unen al ADN) en la subunidad b de E. coli que am-
hi€n ttene la subunidad C de Plasmodium, La YUXLL-
posicién de los genes 7poBC es la misma que tienen
€5L0s genes taato en eubacterias como en cloraplastos.
Soio los ADNs de eloroplasto tienen Ja informacion para
las subunidades de una ARN polimerasa, mientras que
esto no ocurre en el genoma mitecondrial.

Otros de los genes secuenciados del genoma de 35
kbs son los que codifican para las subunidades chica
y grande del ARNr (SSU y 18U, del inglés small and large
subunit, también denominados como srrn, i ¥/0
165, 235, respectivamente). Estos genes estin por pares
y uno de ellos estd unide cabera<abeza con el otro
en ¢l mismo segmento del ADN de 35 kbs (Gardaer
et al, 1991b). Estos genes tienen 80% de A+T en su
secuencia. La subunidad pequesa del ARNr tiene una
hélice del nuclediido GUG 84 al CAC 278 (hélice 7)
que es caracteristica de eubacterias y que estd ausenie
tanto en arquecbacterias como en eucariontes. Las
hélices que se encuentran en las posiciones 373 y 405
no estin presentes en el humano. Estas caracteristi-
€as hacen muy semejantes a bacterias, plantas y plis-
tidos. El grupo de Gardner mmbién se ha preocupado
por saber si cl genoma de 35 kbs esti activo, por lo
que utilizando Ia técnica de Northern localizaron el
ARNm del gene de SSU AkNr (Gardner « af, 1991b).
Esto indica que el o los genes de este ADN extracro-
mosoimal son wanscritos y utilizados por el organis-
mo. Ademis se encontré una cisteina codificada por
los nucledtidos 1160-1162 del gene de SSU ARNt. En
esld posicion. la cisteina es una especie de firma
molecylar para todas las subunidades pequeiias del
ARNY en cloroplastos ¥ que no aparece en los genes
mitocondriales.

Ouo dato interesante fue el andbisis filogenéuco
dei gene rpo8 (subunidad B de la ARNpol), realizado
por Gardner «f al (1994). Este wabajo. mosiré que
el genoma de 33 kbs v especificamente el gene rpoB
puede agrupaise dentro de los genomas de plistidos.
Comparande las secuencias del gene rpoll de Plasmo-
dium v de Euglena gracilis éstas sugieren que la sepa-
racion de estos grupos de las plantas ocurrié después
de la separacion de éstos de las bacterias.

Hasta 1996 no se sabia cuil era la localizacion del
genoma de 35 kbs en las células de estos parisitos,
debido a que no se podia identficar un arganelo que
lo contuwviera. McFadden v col. (£1996) uilizaron af
gene del ARN ribosomal 168 de Toxoplasma gondii
Nicolle ¥ Manceaux para hibridizario in suu en lus cé-
lulas del mismo organismo. Los transcritos del gene
tarcado con particulas de oro ¢oloidal se acumula-
roa en un organelo ovoidal que estd siluado en la parte
media de la céluta y anterior al niicleo. Este organe-
to deue al menos dos membranas v es posible abser-

[

var particulas de 18 nm de didmetro semejantes en
umano al ribosoma 705 de E.coli.

De lo anterior podemos conciuir que el genoma
de 35 kbs comparte similitud con genomas de tos clo-
roplastos y que se encuentra compartamentalizado en
un organelo celular, el cual puede ser una reminis-
cencia det organelo fotosintético.

Es importante mencionar que no se han encontrado
homolegias entre fas secuencias de las dos molécu-
las de ADN extracromosomales por medio de la téc-
nica de Sonthern.

Otras especies de Plasmodium se han estudiado por
medio de cenurifugacion-y también se han aislado dos
ADNs extracromosomales, uno de 35 kbs y otro de 7
kbs (Wilson et al, 1992). Por medio del fraccionamien-
to celular, urilizando la téenica de centrifugacién
diferencial, se pudieron aislar dos fracciones que
contenian una a la molécula de 35 kbs y otra a la de
6kbs. Se utilizé la técnica de PCR {Reaccidn en cade-
na de la polimerasa, siglas en inglés) con desoxioli-
gonucledtidos especificos disefiados para amplificar
un gene del cloroplasto (rpeB), de la mitocondria (la
LU aRNT } 0 del niicleo (MSA2) . Se pudo comprobar
que para estas especies el ADN de 35 kbs no cofrac-
ciona con ¢l de 6 kbs, por lo tanto, no estin conte-
nidas en el mismo organelo. También se comprobé
que ia molécula de 6 kbs no pertenece al ADN nuclear
debido a que no presenta amplificacién con los pri-
meros del gene nuclear, ni tampoco con el de 35 kbs.

J.E. Feagin en 1992 secuencié la molécula de G kbs
de Plasmodium falciparum Welch mostrando que este
€ un ADN mt reducido 4 su mdxima expresién. En-
contrd los genes para ARNr (fragmentados v abrevia-
dos) v tres marcos de lectura abierta de proteinas
involucradas en la respiracién mitocondrial. El pri-
mero de ellos tenia un 43% de identidad con el gene
Cybde humano (citocromo b) que codifica a las cuarro
histidinas invariables que tiene esta proteina pama unir
a dos hemos. E! segunde tuvo una identidad enwe
el 31 y el 47% de identidad con el gene cox! de sor-
go v humano. Este gene codifica para la subunidad I
de la citocromo oxidasa, También se identifics al gene
que codifica para la tercera subunidad de este com-
plejo {coxfll} con una identidad del 59% con el gene
de humano.

Todos estos daios sugieren que el ancesiro del
género Plasmodium fue towsintético. v que va habia
adquirido a los endosimbiontes que darian lugar al
cloroplasto v u la mitecondria. Este evento ocurrio
durante la evolucion de las plancas y fa separacion de
los cucariontes de los procarionws. Este organismo
cambic de ser autéurolo a parisito eswicto. probabie-
mente porque ia fotosiniesis va no represenié un
modo de vida adecuado. Uno de los aspectos intere-
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santes es la extrema pérdida de genes 1anio en el caso
del genoma de “plistido™ como el mitocondrial. El
ADRcl en una planta es de alrededor de 135 kbs como
en el caso del arroz. En cf género Plasmodium ei
“ADNpL” tiene un tamaio de 35 kbs lo que represen-
ta una pérdida de 74.1 % del genoma. El ADN mi pue-
de tener un tamaio de 16 kbs, como en el caso de
humano, ¢l genoma de Plasmodium es de solo 6 kbs,
el genoma mitocondrial mis pequeiio conocido a la
fecha. Si ambos ADNs estin activos, lo que ya se ha
demostrade en ¢l caso del genoma de 35 kbs, enton-
ces queda por saber para qué requiere Plasmodium
estos genes. Se puede concluir que en este caso »¢
presentan dos fenémenos de interés por un lado, la
pérdida secundaria de la fotosintesis y por otro, la re-
duccién del genoma del cloroplasto a un genoma mis
pequedio de un plistido. Por otra parte, la reduccién
del genoma mitocondrial en organismos que funcio-
nan como parisitos estrictos. Cabe aqui senalar que
el grado mixime lo representan otros pardsitos como
Gigrdia Kunster y Entamoeba Casagrandi y Barbagallo,
que son eucariontes que carecen completamente de
mitocondrias {Hashimoto et al, 1995).

Epifogus virgixiana y especies semejantes

Existen angiospermas que carecen de la actividad
fotosiniética y s¢ han vuelto parisicas de otras plan-
1as, tad es ¢l caso de Epifagus virginiane (L.) Barton.
Esta planta pertenece a la familia Orobanchaceae y
€s pardsita de las raices de los drboles. Cotno los grupos
de protistas anterionnente descritos, £. virginiana es
otro buen candidato para estudiar la evolucion de un
organelo que ha perdido su funcién fotosintética,

El ADNpt de Epifagus virgininana se ha reducido
considerablemente {mide 70 kbs contra 156 kbs de}
ADNcl del 1abaco). La tabla i mucstra los genes pre-
senies en el ADNpt de E. virginigana y de otra especie
semejantc a ¢eila, Cuscuta reflexa L. También se pre-
senta una comparacién del contenido genético de los
cloroplastos del wbaco y de la hepitica Marchantia L.
Con esta comparacion se puede ver gue algunos ge-
nes que si estdn be el abNcl det rabaco no se presen-
tan en Morchantia polimorfa L {como rpl 33, psb H-N,
ndh 7-11) ya que esias dos lineas evolucionaron de
manera separada. Esto indica que cada grupo ha
evolucionado de manera separada y que puede ser
que algunos genes que si estin presentes en Jas plants,
se hayan perdido en la hepdtica.

La presencia de pseudogenes y la pérdida de seg-
mentos cortos del ADNpt de Epifegus virginiana en la
region de repeticién invertida (RI), pueden ser in-
dicia de que fas grandes pérdidas de ADN son resul-
tade de la acumulacién de la pérdida de fragmentos

pequenos (Wolfe «f ol. 1992b). Los genes y pseudo-
genes que han sido retenidos por el ADNpt conservan
el mismo orden relativo en £. virginiana que en el
ADNel de tabaco. Sin embargo, e] andlisis hecho en
este genoma indica que la pérdida de fragmentos de
ADN ha llegado a un estado estacionario, en el que
ninguno de los segmentos ha perdido mds genes que
owro. Se ha visto que en £. virginiana la pérdida de
fragmentos de ADN puede ser de tres tipos: por pér-
dida de una sola base; por pérdida de ragmentos de
20 pb o por pérdida de fragmentos de mds de 100 ph.

De los ARN1 utilizados por Egifagus virgrniana fal-
tan los ARNt para los aminodcidos alanina, cisteina,
glicina, lisina, \reonina y valina {Wolfe «f al,, 1992a).
En comparacidn, se ha observado que en ¢l wabaco
las proteinas no tienen estos aminodcidos en gran
cantidad. Una de las poaibilidades es que esios ARNIS
se importen por el plistido desde e} citoplasma. 1a
importacién de ARNt a la mitocondria no es un he-
cho extranc va que es posible ver in vivs este fend-
meno en la levadura Saccharomyees cerevisiae Hansen
(Tarassov y Entelis, 1992). Oura caracteristica impor-
ante ¢s que el ADNpt de £, virginiana estd activo,
debido a que se han identificado los transcricos de
varios genes (de Pamphilis y Palmer, 1990).

Conophalis omericana (L.) Wallr. es otra de las es-
pecies de planmas pardsitas que ha perdido el apara-
to fotosintético. Pertenece a la misma familia de
Epifagus virginiana. E1 ADNpl no tiene los genes folo-
sintéticos, sin embargo, ha retenido intacios los ge-
nes para las subunidades 165 y 238 del ARNT, los cuales
se wanscriben y procesan (Wimpee & ol, 1991). En
casi todos los ADNc] estos genes estin separados por
los genes para el ARNt ' y el ARNE™ (Young et al, 1970;
Williamson y Doolittle , 1983). Este arreglo no exis-
te en £ amemicanaya que los genes para los dos ARNG se
han perdido v solamente quedan 49 pb del ArNe'™.
La regién intergénica ha disminuida (de 2 080 pb en
tabaco a 398 pb en C amercana) (Wimpee et af, 19922).
Un dato muy interesante €3 gue los genes de estos
ARNL no estin presentes en el nicleo, ya que se bus-
caron con intencién usando, sondas especificas por
medio de andlisis tipo Southern y con sobreexposi-
cidn de las membranas que contenian al AN de C
americana. Esto indica que no hubo una transteren-
cia al niicleo de estos genes como podria pensarse
de acuerdo con lu hipdtesis de que paulatinamente
hubo una transferencia de genes del organelo {(mi-
tocondria o cloroplasto) hacia el genoma nuclear de
su “hospedero” (Brennicke ef al.. 1993).

Cuscuta reflexa L. s una plana parisita de los w-
llos de las plantas. En ella no se han perdido los ge-
ttes con funcion fotosintética. Esta planta parece no
tener todas las caracteristicas de una vida parasita,

7
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Tabla 2: Genes del cloraplasto en diferentes plantas superiares (fa nomenclaiuza es la misma que |z tabla )

Nicotiana tabacum Epifagus virginiana

Cuscuta reflexa
{fragmento de 6.1 kb)

Marchantia polimorpha

ps2 34,7 8. 11,16, 18,19 52, 3,478, 11, 18 19,
26 RNAs de transferencia 17 RNAs de transferencia
completos, 7 RNAs de
transferencia mutados

TAMANO:

156,000 pb 70,028 pb 121,024 ph

TRANSCRIPCION:

rpoA, (poB. rpoCl, poC2  |WrpoA rpaA. rpoB, rpoCl, rpoCz?

TRADUCCION;

235, 165, 55.4.55 235, 168, ren 238, 165, 55, 4.58

pl2 14, i6, 22,23 32 ol 2, 16, 20, 33, 36, el 2, 14,16, 20, 21, 22, 23, 33
Yipl 14, 23

ps 2, 3,4, 7.8 11,12 14,15
18, 19
37 RNAs de transferencia

FOTOSINTESIS:
psaA, psad. psal,
PpsbA 8 C D EFHIL |¥psba y Ypsh 8
KL MN
pet 8, 0, C.
rbel Yrhct

ApA B EFH Yatp A, atpB,
ndh A, B. C, O, € G H,J [¥ndh8, *
Kil, 23435781011
Shinozaki. K. y cols., {1986) [Wolfe v cols., (1992}

psaA
psbA, psbB, psbC, psbD

pets
el

atpA, ap8B, atpk,

psa A, B,
PBABCOEFRG

petA, B D
rhet
apA B EFRH

Haberhausen v cols., (1992)] Ohyama, K. y cols., {1986)

ndh 1,2,3,4, 4L, 5

¥: pseudogene

debido a Gue tiene ain pequedios cloropiastos con
algunas membranas tlacoidaies v con un contenido
bajo de clorofila. Los genes para las subunidades
grande y pequeiia, de la Rubisco (rbeSy rbel) vel gene
psbA (que codifica para una proleina de 32 kDa del
fotosisterna 11} estin presentes, pero se uanscriben
a muy bajos niveles {(Machado y Zewsche, 1990). Hasta
¢l momento se ha secuenciado un tragmento de 6,1
kirs del apNpt de C. rflexa (Haberhausen et al, 1592)
yen la iabla 2 se muestran los genes presentes.

Los genes del ADNpt de Cuscuta reflexa presentan
una aha identidad (90%) con los genes cotrespon-
dientes en plantas. Sin embargo, la cantidad de trans-
crito del gene il es mucho menor en C. reflexa que
en tabuco, cowo lo mostrd un anilisis tipo Northern.
Esio signilica que existen menos copias dei ARN co-
rrespondiente en la planta pardsita. por esto msimo,
ta proteina RubisC/O no es detectable.

Las plantas pardsitas de las que se ha hablado sir-
ven para mostrar que en la nawraleza existen ejem-
plos vivos gue ilustran el proceso evolutivo, Cuscura
reflexa serfa el marcador del inicio del proceso. esta

8

¢s una plania que conserva los genes del aparatw
totasintético en el cloroplasio, al menos en el segitten-
t secuenciado. Estos genes se transcriben en muy bajo
mimero de copias, por lo que no Hega a haber una
cantidad sulficiente de proteina para que la planta se
sostenga a s misma. £l siguiente paso en el proceso
de pérdida de la funcién fotosintérica. Al parecer, esto
3¢ produce por el rearreglo de ios genes o la pérdi-
da de segmentos imporantes para la traduccién del
mensaje. Esto indicania que el promotor de la wans-
cripcion de este{os) gene(s) puede ser el que haya
sido alterado. Este paso estd represencade por Cono-
pholis americana en ka que se ha perdido el segmeinto
separador de los genes para las subunidades 16S v 235
det ARN ribosomal. Este segmento contiene dos ARXs
de transterencia en pins. Debide a que estos we-
HeS 10 estin presesntes en el nicleo, se pucde supo-
ner que su ransferencia al ADN nuclear no fue exitosa
¥ los genes no se fijaron en ¢l ADN nuclear. Ia ausencia
de tos antinoicidos isoleucina v alanina podria haber
desencadenudo el proceso de que esta ptanta se vol-
viera pardsita. E} grado miximo del cambio lo cons-
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No tiene genes sohrelapados ¥ las regiones intergé-
nicas ocupan un 29% de la secuencia (con regiones
de 100 a 150ph de largo).

La 1abla 3 muesira el contenido de genes mitocon-
driales en organismos perienecientes a diferentes
niveles de organizacién. En este caso. se selecciona.
ron tres Organismos protistas, los géneros Prototheca,
Acantamoeba, Chiamydomonas) una planta vascular
{maiz) y un mamiferop superior (humano). Una de
las caracteristicas mds nodabies es e} lamasio an va-
riable de estos genoinas mitocondriales. Incluso en-
tre protistas, el tamaiio mds pequeiio es el de
Chiamydemonas rinkardtii (16 kbs) semejante al de hu-
niano. Los ADN me mds grandes corresponden a los
de plantas. En estos genomas no esta codificado nin-
guno de los genes para la maquinaria de la transcrip-
cién. La idea de incluir un ejemplo del genoma
mitacondrial en este andlisis se debe a que este or-
ganelo llevard ahora la carga de sintetizar Ia mayor
cantidad de ATP para la célula una vez que se ha
perdido la funcién fotosintética, Se puede apreciar
que, para el caso de C. minhardtii y de las plantas
vasculares, el tamaiio y et contenido de geoes en el
cloroplasto es mucho mayor que en las mitocondrias
(tablas 2 ¥ 3). Sin embargo, comparando el conteni-
do genético de Prototheca wikevhamii con el de C, rein-
hardtii se puede ver que el primero conserva muchos
genes y el segundo no. En cambio, al comparar a £
wikerhamii con la amiba del género Acanthamorba
Volkansky, se observa que el contenido genético es
muy similar, Por lo anterior se puede pensar que
debido a que ahora la mitocondria tiene una mavor
demanda energética, los genes de este organelo han
sido exporiades lentamente, ¥ 3¢ han conservado
muchos que en un organismo fotosintético como £,
rinkardtii ya han sido exportados al nicleo.

De la lista anterior, se puede destacar la presen-
cia de algunos genes como nad7y nad? que son ho-
mélogos en secuencia a las que se encuentran en el
ADNn de bovino. El gene nad9también coincide con
la secuencia de la subunidad 9 de |a NADH deshidro-
genasa que esti codificada tanto en el ADN mt de
plantas como Marchantia polimorpha. Las 13 proteinas
ribosomales son homélogas en secuencia a las de
Escherichia coli Migula. Las caracteristicas que comparte
con las plantas son que algunas de las secuencias con
inarco de lecura abierta {ORF) son Semejantes i se-
cuencias de ORF's de planus. La subunidad 38 del Agxr
s6lo estd codificada en el ADNint en las planus. Estas
caracteristicas comparddas con las plantas podrian ser
de wiilidad para sedalar ¢! punio donde se separaron
de tas plantas de las Chiorophyta.

Otras caracteristicas que acercan u Prototheca wic-
kerhamsi con las plantas son partes de la secuencia de

1a subunidad pequeia del ARNT Por ejemplo, la re-
BiSn variable V7, se presenu en la secuencia de Ia
SSUrARN de eubacterias, de hongos, de mitocondria,
ent los cloroplastos de piantas, y en P wikerhamii, sin
embargo, no estd presente en et ADNcl de Chiamydo-
monas reinhardeii (Wolff, v Kack, 1990). Lo mismo
ocurre con los nucledtidos G32 y A392. La subuni-
dad pequena del ARNr mostré varias caracteristicas
comunes 2 las eubacterias, las cuales se mantienen en
las plantas, en hongos v en algunos plasiidos (Wolff
y Kick,1990). E! alineamiento de este gene de P
wickerhamii con otros genes indica que hay mayor
distancia entre otra Chlorophyra (€. reinhardtii) y P
wickerhamii que entre esta Gltima y las plantas.

El grupo de Wolff y Kack también estudi6 ios in-
trones y exones de dos diferentes genes en Protothe-
ca wickerhamii. En este caso, uiilizaron las secuencias
de los genes para la subunidad I de la citocromo
oxidasa {coxl) y de la subunidad grande del ARNE Los
intrones de estos genes mostraren una similitud alea
con los intrones que se encuentran en hongoes vy en
particular, presentan una identdidad del 80% con los
de Sacharomyces cerevisiar (WolfF et al., 1994). Estos
intrones perienecen al grupo L. Cuando se reatiza un
alineamiento con las secuencias de los exones,
Purikerhamii muestra una similitud aita con las secuen-
¢ias de ADNmt de planwas. Si se hace un alineamien-
10 con estas secuencias P wickerhamii aparece como
si fuera el ancestro de las plantas (Wolff et of, 1994).
Llama la atencién que en ¢l genoma de un mismo
organelo se presenten estas diferencias entre intro-
nes ¥y exones.

De lo anterior se puede concluir que los genomas
mitocondriales también presentan una tendencia
marcada a reducirse y a exportar genes at nicleo. Esta
reduccién se hace mis evidente en organismos que
han pasado a ser parisitos estrictos. Proponemos que
en ¢l caso de los organismos unicelulares, a transte-
rencia de genes de la mitocondria al nicleo, es un
proceso que se lleva a cabo mds ipidamente en aque-
lles organismos que aiin conservan cloroplastos y su
funcién fotosintética,

Discusion

La pérdida secundaria de la fotosintesis constituye un
fendmeno interesante. debido a que existen diversos
organismos con los cuades se ha comprobado, por
medio de wenicas de biotogia molecular, la pérdida
de genes forosintéticas. Cabe hacer nowr que en un
principio solo se utilizaron pruebas morfolégicas que
indicaban ta existencia de este fendnieno en algunos
organismos. Existen organismos que tenen un ami-
loplasto con un sistema incompleto de tilacoides (o
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Tabla 3: Genes mitocondriales en diferentes arganismos

Prototheca witkerhamii Acanthamoeba | Chlamydomonas| Maiz Humano
e casteflanii reinhardtii
TAMARNO
* 55,328 pb 21,591 pb 16,000-22,000 [540,000-700,000| 16,500 pb
pb pb*
TRANSCRIPCION
Ninguno ninguno ningung ninguno ninguno
b TRADUCCION
srn; subunidad pequedia del RNA ribosomal s srn (165 rnal rni8 mi2s
irn: subunidad grande del RNA ribosomal Im frrr {265 tna) m2e 65
sn5subunidad 58 del RNA ribosomal rn3
- 26 genes de transferencia 16 RNA de 3 RNAs de 16 trn
- rransferencia transierencia
ps 2,3 4,7, 10, 11,12 13, 14, 19: .
subunidades pequenias del RNA ribosomal. s 2, 3,4,7 8 ps 1. 312 13,
11,12, 13, 14, 16 19.
rpl 5, 6, 16: subunidades grandes del RNA  |rol 2, 5, 6, 11, pl2, 16
ribosomal. 14, 16
GENES DE LA CADENA RESPIRATORIA
cob: apocitocromo b cob cob cob cob
cox 1, 2. 3, subunidades de Ja citocromo cox 1/2, 3 cox! cox 1,2 3, cox 1,2 3
oxidasa « .
nad 1,2, 3. 4, 4L. 5, 6, 7,9: nad 1,2 3.4, [nad 1. 2,5 6. |nadl, 2 3,4, 5inad, 2, 3, 4, 4t
subunidades de la NADH deshidrogenada 4L, 5, 6.7, 9. 1 6,79 5 6
GENES DE LA ATPasa i
atp 6, 9: subunidades 6 y 9 de la Fo ATPasa. jatp o, 9 atp 8, aip9 ap 6. 8
atpl {atpAl: subunidad o def iragmento - arpd (apAl e e A atpl fatpA)
F1 de la ATPasa A
0rf234.1: sin funcion, semejantes a organismos {orf 142, orf 124 orf 156, art25,
conservadas
0rf234.2 orf 83: dnica.
orf183
orf17d, orr304; Gnicas. mat-r: gene
semejante a la
% maturasadel RNA
de levadura
ofros: rtl: proteina | otros genes: ccfl:
semejante a yna
- transcriptasa
reversa.
k]
REFERENCIA:
wolst, G. v cols., 1994 Burger, G. v cols., | Fauron, C, Dimauro. 5. y
) {1995) {1995 cols., (1992)
»

* dependiendo del upa de planta es ¢l amaio del genoma
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poco desarrollade) como en el caso del género Po-
Iytoma (Ehrenberg) (van den Hoek ef al., 1995). Se
puede pensar que estos organimos son en realidad
formas primitivas y que nunca adquirieron a los en-
desimbiontes correspondientes. Es dificil que esto haya
ocurrido en términos de ta teorfa endosimbionte, ya
que e3 poco probable que se formen membranas con
seudotilacoides sin un endosimbionte. Ademis, Polyte-
ma tiene un ANDpl que no ha sido wtalmente carac-
terizado, pero que tiene Ia misma densidad y el mismo.
contenido de G+C que Chlamydomonas (Siu et al,,
1975). Coma ya vimos, en ¢l caso de las plantas pa-
rdsitas, es posible observar que los plistidos incolo-
ros comervan un genoma suficicnte para decir que
Perienccid a un cloroplasto, tenen en algunos casos
tilacoides poco desarroilades (véase e] ejemplo de
Cuscuta reflesa). Otro ejemplo es la division Dinophyta
en que el 50% de su total son especies no fotosinté-
ticas. Aparenzemente el fenémeno de la pérdida se-
cundaria de la fotasintesis ¢ algo muy comin en esia
divisién (van den Hoek ¢ al, 1995). También ticne
organismos que probablemente readquiricron un en-
dosimbionte fotosintético, ya que sus cloroplastos son
de tres membranas, Van den Hoek ¢t al., (1995} pien-
1an que este proceso debe habene llevado a cabo re-
petidas veces a partir de un dinoflagelado ancestral,
por lo que la idea de que los doroplastos de los Di-
nophyta evolucionaron varias veces es poco probable.

En esta revisién se han mostrado aigunos ejemplos
de organizmos uni y pluricelulares incotoros. Asi
mismo, hemos tratado de entender qué es lo que ha
pasado con el oo organelo generador de energia,
0 sea, la mitocondria. Los organismos incoloros en
loa cuales se ha demostrado que han perdida los genes
fotosintéticos son pocos, debido a que es necesario
en primer lugar ideniificar a un organelo parecido
al cloroplasto. Es necesario tener pruebas de la pre-
sencia de ADN también en dicho organeio. Finalmente,
se deben encontrar genes semejantes a los que tiene
un genoma de cloroplasto. Esta s 1a dnica manera
de constatar que un organismo incoloro unicelutar
fue en alghin tiempo fotsintético. Una pregunta que
surge inmedliatamente es gpor qué un organismo que
ha perdido los genes fotosintéticos ha conservado al
organelo con un genoma mds pequefio? A continua-
cidn se presenda una pequena discusion acerca de este
proceso y algunas propuestas de qué es lo que pue-
de estar pasando.

Al estudiar al ADNp! tanto de planias parisits conto
de protistas incoloros se puede notar que los geno-
mas de estos organismos han conservado casi todo el
aparto para la sintesis de proteinas {ver tablas | y
3). En términos generales, podemos decir que los
plistidos de estos organismos pueden realizar una

sintesis autosuficiente de proteinas, como en el caso
de Astasia longa y de Epifagus virginisna (Gockel ef al,
1994; Wolfe et al, 19922 y b). Al menos 38% de sus
genes codifican para proteinas que tienen que ver con
la traduccién de genes. En el caso especifico de E.
virginiana y de A. longa lo que puede decirse en fi-
vor de la conservacién del organelo y del ADN es lo
siguiente: a] las pérdidas de genes no son al azar sino
dirigidas hacia los genes fotosintéticos (sslo aproxi-
madamente el 5 % de los genes fotosintéticos han sido
retenidos). 4] Se mantienen las regiones en donde
hay un marco de lectura abierta (ORF), 2unque se des-
<onoce 1a funcién de los genes o de la proteina a Ia
que codifican, $i ostos genes no fueran funcionales,
¥ por lo tanto, si no hay un motive para que perma-
nezcan cn el ADNpI, lo que se veria e3 que el geno-
ma tendrfa mutaciones al azar. ¢] Comparando con
los genes de Conopholis amaricang, se observa que al-
gunos como ndh que codifica para una de las subu-
nidades que titnen que ver con la fotosintesis, se han
perdido, pero que los genes ribosomales estin muy
conservados {Harris, ef al, 1994),

Una de las regiones con marco de lectura abieria
(ORF) del genoma de Epifagut virginiana se ha iden-
tificado como el gene cpF, el cual codifica para una
proteina semejante 2 una proteasa dependiente de
ATPde E coli Probablemente éste sea uno de los genes
esenciales para la sobrevivencia de la planta (Wolffe
et al, 1992). Por otro lado, uno de los genes que se
han ucilizade como un indicador de la evolucion en
el caso de los organismos fotosintéticos, es el que
codiftea para la subunidad grande de la RubisC/O
(rbcL). Este gene estd muy conscrvado y tiene regio-
nes gue ayudan a un alineamiento mejor y poco
ambiguo, ademis de que evolucionan a baja veloci-
dad (Clegg, 1998). Este gene ain estd presente en el
ADNpt de Astasia longa (Siemeister v Hatchrel, 1990a).
No s sabe si esta proteina es funcional; de serlo podria
intervenir en alguin paso de Iz via de fotorrespiracion.
La secuencia de esta proteina podria servir para de-
terminar el momento de separacion de Euglena viri-
disy de A. longa.

¢Qué an importante s la sintesis de proteinas del
cloroplaste? Al aiadir anibi6ticos que blogquezn a los
ribosomas que realizan la raduccién en células sil-
vestres de Chlamydomonas nemhardtii, Blamire ef al,
{1974) encontraron que la replicacion nuclear si se
detenia, no asi 1a del ADN dei cloroplasto. Quo de
lot ejemplos inleresantes que ocurren ¢n Ja natura-
leza es que Cuseuta reflexa presenta una ranscripcion
bajz del gene rbel no asi del gene psba. La conserva-
cion de la sintesis de proteinas en el cloroplasio no
ocurre en todos los casos. Los culidvos de callos de
tabaco resistentes a la antimicina crecen mejor en la

13
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oscuridad y con el antibidtico, que en la luz {Harris
¢t al.. 1994). Lo que sc puede conchuir de estos da-
tos es que, en algunos casos, los organismos fotosin.
télicos requieren que la sintesis de proteinas se
mantenga en el cloroplasto. Con estos datos podemos
inferir que el organelo como 1ai sigue siendo impor-
tante para los organismos incoloros. Una de las ra-
zones inds simples es que este organelo constituye un
rescrvorio de energia (como en ¢l caso de los amilo-
plastos). Sin cmbargo, este amiloplasto ha conserva-
do la capacidad de almacenar informacién genética
v e los casos estudiados, ha conservado su aparato
de sintesis de proteinas casi completo,

La reduccién de un genoma favorece fa replicacién
mas rapida del mismo, por lo 1anto, un genoma mis
reducido como los del tipo de los organelos incolo-
ros podria sobrevivir ficilmente. Se sabe muy poco
sobre las funciones que un plistido incoloro puede
estar cumpliendo en un organismo, Sin embargo,
Bowsher e al (1996) revisaron todo lo que se cono-
ce del metabolisme de los pldstidos no fotosintéticos
en plantas superiores. Los plistidos mis estudiadas
son los amiloplastos que se encuentran en las raices.
Sc ha observado que son organelos donde ocurre 1a
asimilacién de nitrégeno y azufre inorginicos, La bio-
sintesis de aminoicidos, de almidén y de dcidos gra-
s0s. La figura 3 sintetiza las principales vias metabélicas
que ocurren en un pldstido no forosintético, asi como
su interrelacion. Para que este plastido pueda reali-
zar sus funciones es necesario que genere sustratos
oxidables o que los importe del citosol, Las princi-
pales vias de oxidacién son la glucolisis v la via de
axidacién de la pentosa fostato. Estos organelos son
capaces de generar ATP ¥ poder reductor. Aungue es
dificil identificar a todas las regiones con marco de
lectura abierta {ORF) que se han encontrado en los
genomas de plistidos no forosintéticos. seriz impor-
tante saber si estos genes correspanden a proleinas
encargadas de algunas de las funciones antes men-
cionadas. Probablemente, estudiando ef genoma de
los plastidos incoloros que se encuentran en las plan-
Las, se enconirardn los genes de algunas de las pro-
teinas que intervienen en las reacciones que no
necesitan de la luz.

Otro aspecto interesante, es que en Epifagus virgi-
uiana ta composicion de los codones que codifican
para los awninodcidos ha variado. Ahora esta planta
presenta un decremento en el contenido de G+C {de
37% en wbaco u 34% en E. virginiana} (Wolfe, cf al,
1992b). Comparativamente, el contenido de G+C en
Astusia longa es 1ajo para el gene pl20 (12.9%) (Goc-
kel et al., 1994). En el género Plasmedium sucede algo
parccido con la moiécula de ADN de 35 kbs. Este
genoma tiene un contenido de A+T de 80%. Una de
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las explicaciones de este cambio es que al no haber
ta presidn de un sistema tfowsintético, ahora se uiili-
zardn codones con mayor contenide de A+T. Sin
embargo, se ha observado que también existen dife-
rentes contenidos de A+T entre tabaco ¥ Marchantia
polymorpha {(Wolfe e al, 199¢b). Para el caso de las
plantas, la tendencia es a usar mis codones cuya ter-
cera posicién es A o T {Clegg et ol 1994), Para el
caso del ADNm se ha podido comprobar que auna-
do a la tendencia de hacer més pequeiio al genoma,
también se resiringe el uso de codones ¥ por lo tan-
to, el nimero de ARNts usado por a mitocondria es
menor. Esto se puede ver también en el genoma de
los plistidos analizados (Kuriand, 1992). Un sistemna
de traduccién minimo se puede obtener cuando las
condiciones del medio cambian. En este caso, se ha
visto que cuando la célutas de Escherichis coli tienen
una taza de crecimiento clevada, los ARNG que tra-
ducen a la mayoria de los codones decrecen en
abundancia. Lo contario sucede cuando Ia tzsa de creci-
miento disminuye. En el caso de jos ARNG de [a mi-
tocondria tanto el uso de codones como el uso de
ARNS se seleccionan al mismo tiempo. Probablemente,
3o fue lo que ocurrié con el genoma del ADNpl ¥
también se hizo un reasignamiento de codones, en
el cual un ARNt especifico para un codén en particular
ahora puede reconocer hasta 4 diferentes tripletes.

En wodos los casos de cloroplastos que han sido
analizados, se sabe que existe una porcion de genes
que ha sido exportada al niicleo. Estos genes son tra-
ducidos en el citoplasma ¥ las proteinas resubantes
unportadas al cloropiasto. La fraccidn de| aparato
fotosintético “nuclear™ ¥ del plastido se han perdido
en el caso de los organismos incoloros. Puede pen-
sarse que duraate el proceso de cambio de autéiro-
fo a heterdtrofo (o pardsite), los genes fotosintéticos
fueron exportados al nicleo donde no se fijaron.
Finalmente, estos genes ya no “regresaron” como
proteinas al cloroplasio v s¢ perdieron definitvamente.
Una prueba de ello son los genes para los ARNI™ v
ARNE™ 05 cuales se han perdido tanto en el genonm
del plisiido como cn el nucleo de Conopholis amen-
¢ana. Esta asociacién de cambios dio lugar a la gene-
racién de un organismo incoloro que conservara un
organelo importante para su ciclo de vida. El ejem-
Plo extremo es el género Plasmedium el cual conser-
va al organelo v al genoma. aunque muy reducido.
Esto puede significar que ios genes alli presentes le
son de utilidad 8 parisito.

La idea de la conservacién del plastide ¢n una cé-
lula, se presenta en ta figura 4. Aqui se muestra un
nodelo de lo que puede ser ¢l intercambio eswbleci-
do entre un plistido no lowsintético v el citoplasuia
celular. En este esquema se establece coma depende
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la célula del plistido incoloro, pero tzmbién como
¢l plistido es dependiente del resto de la célula.
En esia revisién también se ha descrito al genoma
mitocondrial de otra alga incolora, Prototheca wikerha-
mii. A pesar de que no se ha identificado al genoma
del plisiido, 5i se sabe que tiene amiloplastos, porlo
que probablemente sean necesarias otras téenicas para
identificarlo. El genoma mitocondrial de los Organismos
incoloros rambién debe ser estudiado. La mitocon-
dria es, ain en presencia de un organelo fotosintét-
<o, el principal aportador de ATP al citoso! en los
petiodos de luz. Oua de las funciones importantes
de la mitocondria en los organismos fotosintéticos es
la de regular los niveles del poder reducior, durante
el cambio de los periodos de luz a oscuridad, Se ha

observado que st la fosforilacién oxidativa es inhibi-
da, la fase de induccion a la foosintesis se retarda ¥
las células pueden llegar a no adaptarse a Ia Iuz.
{Cadestrom, 1996). Aparentemente, ia mitocondria
tiene una participacién importante en la adaptacion
al estres al que se somete a un organismo fotosinté-
tico. En este caso, podemos pensar que la mitocon-
dria de organismos incoloros ahora es el inico
organelo que aporta ATP y regula los niveles de po-
der reductor en la célula. Debido a que el ADNptL ha
perdido todos los genes imporantes para la fotosin-
tesis y se ha compactado cada vez mis, ahora es ne-
cesario que el genoma de la mitocondria sea el mis
estable. El genoma mitocondrial de P wickerhamii ha
conservado genes que han sido exportados por los
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E \ gltzoélls‘l: - €icio de ias pamosas
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poder reductor  '*"edoma
; ‘\‘ (NADPH) to reductasa
1 .‘. NO;—® NH,
Aﬁb --.._m‘:ldadn deC, __ o acidos asimilacign
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Figura 3: Esquenna que muestran ks as vias metabolicas conocidas en lus plistidos no fotostintéticos. Las Nechas
punteadas muestran que puede haber un cicko de formacisn de almidon tependiente de a formacion de unida-

des de dus carbonas v de ATP,

€, unidades de dos carbonos; 8: Azufre; FNR: fercedoxin-NADP® oxidorreductasa. Actualmente no se sabe con
exactitud si en ¢l amiloplasic existe un translocador de adenilatoy, que trasnsporia ATE/ADE. Sin embargo. se ha
obtenido un gene de Arabidopsis thatiana que tiene similitud con el translocadar de adenilatos de la bacteria Ric-

ketisea prowazekii (Bowsher e al., 1996).
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genomas mitocondriales de otros organisimos (inclui-
dos organismos autétrofos y heterérofos), como se
muesua en la tabla 3,

drboles filogenéricos. Cuando se hace una compara-
cidn entre secuencias mitecondriales, el genoma de
£, wickerhamii queda cercano al de las plantas y lejos

- Esta conservaci6n de genes llama poderosamente  del de C. reinhardtii. Cabe sedialar que las planas tie-
la atencién. 5i uno compara el genoma mitocondrial  nen gran cantidad de genes y de regiones intergéni-
de Prototheca wickerhamii con el de otra clorofita Chla-  cas en el ADNmu y el genoma de P wickerhamii e5 mds
mydomgnas rethardtii, uno puede ver la gran reduccién  parecido al de las plantas que al de €. minhardtii. Sin

* del genoma de esta iltima y [a tendencia casi exclu-  embargo, C. reinkardtii ha perdido tantos genes que
siva de mantener genes que codifican para proteinas s dificil pensar en enconcrar algun parentesco en-
muy hidrofdbicas. El genoma de P, wickerhomii b tre estas clovoficas. Y mds adn, es dificil pensar que
conservado genes importantes para la iraduccion de  en C reinhardii se encuentren los genes ancestrales
proteinas, incluso tiene 26 ARNIs diferentes y regic  que constituyan el pasado de las plantas. Se puede
nes de marco de leciura abierta (ORF) no identifica-  concluir que el genoma de C. reinbardtii ha evolucio-

X das (tabla 3). El genoma y la composicién de genes  nado a una mayor velocidad que el de P wickerhamii
es semejante al de Acantamoeba castellanii Douglas, un  mosirando una reduccién més ripida de su genoma.

- protista incoloro y de forma ameboide, que estd re-  Es posible que este organismo presente, mis que C.

- lacionado con las algas verdes y con las planias, a la reinkandtii, algunas de las caracteristicas del aniepa-

- cual no se le ha asignado un sito especifico en los  sade de las plantas.
CITOSOL
BEE VRN TR R e i
Nucieo
vias metabdiicas  ~——— reduccidn
de sales de
NyS
ATP -#——— hexosa 6 Pi -l—-——bhoxosaii:i
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Figura 4. 3¢ muestran las aportaciones de un plistide ne
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fotosintético a la célula. EN esquema es semejante al de

la ligura 3, sin embargo se ha tratado de presentar de qué manera interaciia el plistide con el migleo v ef cito-
plzsma de la célula. N: nitrégeno, S: azufre, Pi: fosfato ARNm: ARN mensajero, ARNE ARN de wransferencia.
NOTA: el ADN de los plistidos no forosiniéticas conocidos es circular,
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O1ra suposicion que puede hacerse es que la im-
portacién de genes al nuicleo, su fijacion y su poste-
rier exporiacién como proteinas a la mitocondria,
requiere de grandes aportes de energia. Debido a que
los organismos incaloros ya no tienen el aparato para
la segunda fuente de ATP, ahora deben “ahorrarse”
este proceso de exportacién de genes al nicleo. En
el caso de Prototheca wickethamii, podemos decir que
este praceso se ha detenido o se hecho muy lento.
Se¢ puede concluir que un organismo que tenga dos
organelos que aportan energia, como el cloroplasto

y Ia mitocondria, tendrd un genoma mitocondrial con

un nimero pequeno de genes. Ei ejemplo més co-
nocido es ¢! genoma mitocondrial de Chlomydomonas
reinhardtii. Por otro lado, un organisme que pierda
la capacidad de fotosintetizar, tendrd un genoma
mitocondrial con un nlimero mayor de genes, como
ocurre en P wickerhamii. Sin embargo, esto sélo pue-
de aplicarse a los organismos unicelulares.

¢Como pudo ocurrir esta pérdida de genes? Algu-
nos de los mecanismos que se pueden progoner son
los siguientes: una de las posibles fuentes de varia-
cion en los genes del cloroplasio puede ser la expre-
sién de los mismos. Hemos visto que en ¢l caso de
Cuscuta neflexa algunos de os genes fotosintéticos se
expresan pero a muy bajos niveles (como ¢l caso de
rpcl). En el cloroplasto hay edicidn de ARNM, esto &
el cambio, por ejemplo, de un coddn ACG a AUG [que
es el coddn de inicic para la traduccién del ARNm).
Las proteinas editoras son de origen nuclear. Es pro-
bable que algunos genes en el cloroplasto de las al-
gas incoloras ¢ de pardsitos como el género Plasmodium
hayan sido “silenciados”™ por medio de estc mecanis-
mo de edicién.

La presencia de regiones no waducidas en los ARNm,
la unién del mensajero a la proteina, ¢ incluso mu-
taciones nucleares pueden ocasionar inestabilidad en
el ARN mensajero de una proteina y regular su expre-
516n. Es posible que algunos de los factores que ini-
cian la wraduccién estén codificados en el micleo v
que por lo tanto. al ocurrir una mutacion en esws
genes, la traduccidn en el cloroplasto queda inhibi-
da. Si alguno de los genes para las subunidades ri-
bosomales del cloroplaste no existe, esto puede ser
indicio de una traduccion ineficiente. {Mayfield et al,
1995).

Por otra pare, los genes de cloroplastos y mitocon-
drias se heredan por via uniparental, maternh casi
siempre (Birky, 1995). Los imecanismos de cémo ocu-
[Te €510 O $€ CONoLen, pero existen varios modelos.
los cualex se aplican sélo a los organismos con repro-
duccién sexual. Cabe aclarar que los géneros Prote-
thecay Euglena solo tienen reproduccidn asexual, por
lo que es necesario buscar otro tipo de modelo.

al Precigéiicos: en los que uno de los gametas pier-
de a jos organelos, por exclusién, durante la division.

8] Durante la tertilizacidn: el propio cigoto exclu-
ye a los organelos de unec de los gametos, o bien no
hay intercambio de organelos,

¢] Determinacién del cigoto: por degradacion de
los genes de los organelos de uno de los padres, por
ejemplo.

d] Estocdstica: ocurre al azar y puede ser que uno
de los tejidas elimine a los organelos de uno de los
gametos.

Una de las propuestas de la ventaja de que ocurra
una herencia uniparental es que asi se pueden eli-
minar "ADNS egoistas” que podrian causar prohlemas
al arganismo que los heredara. Lo mismo se aplica
para un genoma de organcio compieto o para plds-
midos que se encuentran dentro del genoma. Un gene
nuclear mutado que favoreciera a uno de los meca-
nismos de herencia uniparenial podria aumentar su
frecuencia y hacer que toda {a poblacin de organis-
mos herede sélo ¢l genoma del organelo de uno de
los padres. Incluso se piensa que un gene por si solo
puede promover su fijacién y provocar gue se favo-
rezca la presencia de los arganelos de uno de los
progenitores sohre el otro.

Asimismo sélo uno de estos mecanismos de la pér-
dida de 1a funcién fotosintética, puede ser muy com-
plicado. $in embargo, ey posible que alguno de los
genes nucleares mulara v favoreciera a los organelos
de un progenitor. En especifico. este progenitor ten-
dria cloroplastos que gradualmenie perdieron algu-
no de los genes fotosintélicos, por los mecanismos
senalados arriba. Los cloroplastos “incoloros” serian
seleccionados por el organismo. Este organismo se-
guramente se desarrollaria en un ambiente nada fa-
vorable para la actividad fotosintética. Por ejempio,
fa ausencia de Juz de una longitud de onda adecua-
da o de nutrientes especificos para ello. El cambio o
la pérdida de estos genes debe fijarse en ¢l genoma
v entonces generar el cambio. Cabe sefialar, que el
intercambio de nutrientes con el huésped, en <l caso
de los organismos pardsitos, debe ser imporanie para
que se realicen estos procesos.
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Lista de abreviaturas ¥ de términos no
explicados en el texio

A+T: adenina + ymina.

ADN: cifras de Acido desoxirribonuciéico,

ADNCL: ADN de cloroplasto.

ADNDL; ADN de pldsiido (en general).

ADNmU ADN de mitocondria

ADNi: ADN nuclear.

ARNpol: ARN polimerasa.

ARNT. ARN ribosomal

ARNtY': ARN de transferencia, el superindice indica el
aminodcido que Nevan,

G+C: guanina + citocina,

kbs: kilobases.

Northern: técnica que se utiliza para transferir ARN
a una membrana de nitocelulosa o nylon para des-
pués unirle un fragmento de ADN marcado radiac-
tivamente que sélo se acople a una secuencia
especifica det ARN inmobilizado.

ORF: open reading frame, regiones del ADN que tie-
nen un marco de lectura abierta, es decir, que
pucden traducirse a proteina sin encontrar, a lo
largo de elias, codones de término. Regularmen-
te se desconoce para qué codifican estas secuen-
cias,

Pb: pares de bases,

PCR: Polimerase Chain Reacrion {Reaccién en cade-
na de la polimerasa).

Primeros: Fragmentos de ADN con una secuencia de
nucledtidos especifica que se unen a un templa-
do de ADN. Estos fragmentos funcionan como “ce-
badores™ de la reaccidn de sintesis de una nueva
cadenz de ADN complementania al templado. Sir-
ven de indicadores para que se una la ADN poli-
merasa.

Transerito: Corresponde al ARN mensajere que se
transcribe. En general. esto es lo que se mide para
saber la canitfad de-ARN m que se obtiene en una
célula.

RubisC/O: Ribulosa 1.5 difosfato carboxitasa; formal-
mente ribulosa 1.5 difosfate carboxilasa,

Southern: técnica en la que se transfiere ADN 2 una
membrana de nitrocelulosa o nylon. Posteriomente
se le puede unir un fragmento de ADN marcado
radiactivamente que sélo se acople a una secuen-
cin especitica del ADN inmovilizado.
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