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RESUMEN

Yarrowia lipolytica es un hongo dimérfico aerobio obligado, que contiene una
cadena respiratoria clasica (contiene los complejos I-1V), ademas de una NADH-
deshidrogenasa alterna (NDHZ2) y una oxidasa alternativa no-hemo. EI complejo |
(CI) es el primer aceptor de electrones de la cadena respiratoria, esta conformado
por un gran numero de subunidades (dependiendo de la especie pueden llegar a
ser mas de 40). Sacharomyces cerevisiae es un modelo ampliamente utilizado
para el estudio de la biogénesis de los complejos respiratorios pero la falta de Cl
en esta levadura ha dificultado el estudio de esta enzima.

Y. lipolytica contiene una NADH deshidrogenasa alterna (NDH2), la cual
realiza la misma reaccion redox del complejo |, pero no contribuye al gradiente
transmembranal de protones y se encuentra del lado externo de la membrana
interna mitocondrial. La relocalizacién artificial por técnicas de biologia molecular
de la NADH-deshidrogenasa alterna al lado matricial de la membrana interna
mitocondrial (NDHZ2i), permite a la célula reducir el NADH contenido en la matriz
mitocondrial y con ello ser viable aun en mutantes del complejo I. La presencia de
una NDH2i permite utilizar a Y. lipolytica como modelo de estudio para el complejo
l.

El objetivo de este estudio fue analizar la expresion de las subunidades
mitocondriales del complejo | en Y. lipolytica. Nos interesa explorar, si como
sucede en otros complejos respiratorios, la expresion de subunidades codificadas
en el genoma mitocondrial podria regularse por el estado de ensamblaje del
complejo respiratorio. Se llevd a cabo la caracterizacién fenotipica de las cepas
mutantes (APSST, ATYKY y A51kDa), la medicidon de los niveles de transcritos
mitocondriales y se generaron anticuerpos contra las subunidades ND1 y ND2,
codificadas en el genoma mitocondrial (MtDNA).

Los genes eliminados (Apsst, Atyky y A51kDa) corresponden a subunidades
del complejo | codificadas en el nucleo. Las subunidades PSST y TYKY se
encuentran en el moédulo Q (mdédulo de unidn a la ubiquinona) y la subunidad de

51kDa esta en el sitio de unién al NADH.
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Se observo que el crecimiento de las cepas mutantes con respecto a la cepa
silvestre es similar en medio YD con dextrosa. Se midi6 la respiracién mitocondrial
en presencia de rotenona, inhibidor de complejo |, y se observd que la cepa
silvestre es sensible a este compuesto, mientras las mutantes son capaces de
seguir respirando.

Nos intereso estudiar también si la expresion de los genes mitocondriales que
codifican para las subunidades de Cl se alteran en las mutantes que no
ensamblan CI. A través de ensayos tipo Northern blot se observo que los niveles
de RNA mensajero mitocondrial de ND1, ND2, ND3, ND4 y ND4L no se alteraron.
Se intenté montar la técnica para analizar los niveles de traduccién de proteinas
mitocondriales mediante incubacién con **S metionina en presencia de inhibidores
de los ribosomas citoplasmicos, sin embargo a la fecha ha resultado imposible
establecer dicha técnica en Y. lipolytica. Por lo tanto, aun falta establecer si la
expresion de genes mitocondriales se afecta por defectos en el ensamblaje del

complejo I a nivel traduccional o postraduccional.
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INTRODUCCION

I. Yarrowia lipolytica como modelo de estudio

Yarrowia lipolytica es un hongo ascomiceto, dimorfico y aerobio obligado, que
tiene la capacidad de utilizar como fuente de carbono glucosa, alcoholes, acetato y
sustratos hidrofobicos (acidos grasos, aceites y alcanos). Este ascomiceto en un
principio se ubico dentro del género Candida, posteriormente se reclasificO como
Endomycopsis, después como Saccharomycopsis lipolytica y finalmente como
Yarrowia, siendo la Unica especie conocida dentro de este género (Wolf 1996).

Y. lipolytica secreta lipasas extracelulares, proteasas acidas, proteasas
alcalinas y RNAsa. Es capaz de crecer como levadura o hifa y pseudohifa
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Esta levadura es considerada
como un organismo no patégeno debido a que es incapaz de crecer a
temperaturas mayores a los 32 a 34°C (Wolf 1996).

Por otra parte atrajo el interés biotecnologico debido a su capacidad de
producir grandes cantidades de acidos organicos (acido citrico, &cido a-
cetoglutérico) y bioconversién de compuestos alifaticos (Barth, et al. 1997).

Desde hace muchos afios se iniciaron estudios genéticos, biolégicos y
bioquimicos en esta levadura. Algunos de los estudios en los que se ha utilizado a
este organismo como modelo son: el metabolismo de acidos grasos, la biogénesis
de peroxisomas, el estudio de la transicién del dimorfismo y la produccion de
proteinas heterdlogas (Barth, et al. 1997).

También en los ultimos afios se ha utilizado a Y. lipolytica como modelo para
estudiar la biogénesis del complejo | respiratorio, ya que a diferencia de la
levadura S. cerevisiae, contiene una cadena de transporte de electrones clasica,
es decir, posee los complejos respiratorios del | al IV, por lo que la cadena
respiratoria es mas parecida a la de mamiferos que a la de S. cerevisiae
(Kerscher, et al. 2002).



II. La mitocondriay la cadena transportadora de electrones

Los organismos aerobios consumen oxigeno y es en la mitocondria donde se
lleva a cabo el metabolismo oxidativo en eucariontes. La mitocondria participa en
el metabolismo de lipidos y aminoacidos, contiene también proteinas
oxidorreductoras involucradas en el transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa y participa en la regulacion de la apoptosis.

La mitocondria esta limitada por la membrana exterior y contiene otra
membrana interior extensamente invaginada. Las invaginaciones son llamadas
crestas y las proteinas que intervienen en el transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa estan ligadas a la membrana interna de la mitocondria
(MIM). La membrana interna divide a la mitocondria en dos compartimientos, el
espacio intermembranal y la matriz mitocondrial (Voet 2007).

La matriz es una solucién parecida a un gel que contiene altas cantidades de
enzimas solubles del metabolismo oxidativo, sustratos, cofactores e iones
inorganicos. La matriz también contiene la maquinaria genética mitocondrial (DNA,
RNA, enzimas de expresion y ribosomas) (Voet 2007).

El sistema de transporte de electrones se encuentra embebido en la bicapa
lipidica de la membrana interna mitocondrial y esta compuesto de cuatro
complejos enzimaticos multiproteicos. La principal funcién del sistema es el
transporte coordinado de electrones y protones, lo cual conduce a la produccion
de ATP por la ATP sintasa o complejo V.

La cadena respiratoria clasica consiste de cuatro complejos (complejos I, 11, 11l
y IV) y dos acarreadores de electrones; la ubiquinona y el citocromo c (ver figura
1). La fosforilacion oxidativa inicia con la entrada de electrones a la cadena
respiratoria a través de los complejos | y Il. Los electrones entran del NADH via
complejo | o del succinato via complejo Il y son transferidos a la ubiquinona. El
complejo 1l lleva los electrones de la ubiquinona reducida al citocromo c y el
complejo IV transfiere los electrones del citocromo c al oxigeno. El transporte de
electrones esta acoplado a la translocacién de protones a través de la membrana

interna de la mitocondria, del lado matricial al espacio intermembranal. La



formacion de este gradiente transmembranal provee la fuerza para llevar a cabo la

sintesis de ATP por el complejo V (Smeitink, et al. 2001).

Complejo | Complejo i Complejo lll Complejo IV Complejo V
H H H H K K

T

5 mmmmmm————

Succinato Fumarato

T

NADH NAD'

Figura 1. Cadena transportadora de electrones y ATP sintasa. En el esquema se muestra la
estructura tridimensional de los complejos I-IV. ElI complejo | oxida al NADH y transfiere los
electrones a la poza de quinonas. El complejo Il oxida al succinato y transfiere los electrones a la
ubiquinona. El complejo Il lleva los electrones de la ubiquinona reducida al citocromo c y el
complejo IV transfiere los electrones del citocromo ¢ al O,. El complejo V utiliza el gradiente de H*
para llevar a cabo la sintesis de ATP por el complejo V. Las imagenes de las estructuras

cristalograficas fueron tomadas del banco de datos de proteinas (PDB www.rcsb.org).

> Complejos enzimaticos de la cadena transportadora de electrones y la ATP

sintasa

El complejo | o NADH: ubiquinona oxidorreductasa se encuentra en la mayoria
de los organismos eucariontes con algunas excepciones como S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe y Kluyveromyces lactis. Este complejo cataliza la
oxidacion de NADH y la reduccién de la ubiquinona acoplada a la translocacién de

cuatro protones a través de la membrana interna de la mitocondria. El nucleo del



complejo esta integrado por catorce subunidades que se conservan en eucariotes
y son equivalentes a las subunidades de bacterias. De estas, siete son
subunidades unidas a la membrana codificadas por el genoma mitocondrial en
eucariotes y siete son subunidades extrinsecas de membrana codificadas en el
nacleo. Las subunidades hidrofilicas forman un dominio extendido en la matriz
mitocondrial (Bridges, et al. 2009).

La succinato deshidrogenasa (SDH), también conocida como complejo II,
participa en la transferencia de electrones a la ubiquinona mediante la oxidacion
de succinato a fumarato y no participa en la translocacion de protones a través de
la membrana. La SDH de S. cerevisiae es un heterotetrdmero compuesto de 2
dominios distintos, un dimero periférico y un dominio monomeérico o dimérico
intrinseco a la membrana. ElI dominio periférico contiene los sitios activos para la
oxidacion de succinato, la subunidad Sdhip estd unida covalentemente al
Dinucledtido de Flavina y Adenina (FAD) y la Sdh2p contiene 3 centros Fe-S,
mientras que el dominio intrinseco esta compuesto de 2 subunidades hidrofébicas
(Lemire, et al. 2002). Todas las subunidades que forman el complejo Il son de
origen nuclear.

El complejo Il o citocromo bc; es un homodimero que en S. cerevisiae esta
compuesto de 10 subunidades proteicas por monémero. Tres de ellas; el
citocromo b (COB), el citocromo c; y la proteina de Rieske contienen grupos
prostéticos y participan en la transferencia de electrones (Zara, et al. 2009). COB
es la Unica subunidad codificada en el DNA mitocondrial.

La citocromo c oxidasa (complejo 1V) cataliza el paso final de la transferencia
de electrones, en la cual los electrones son transferidos del citocromo c reducido
al oxigeno molecular. En mamiferos el complejo IV estd integrado por 13
diferentes subunidades. Las 3 subunidades mas grandes y mas hidrofébicas son
Cox1, Cox2 y Cox3, codificadas por genes mitocondriales (Lazarou, et al. 2009).

La actividad de los complejos I, Il, y IV genera un gradiente transmembranal
gue proporciona la fuerza protén-motriz para que el complejo V o F1Fo-ATP sintasa
pueda producir ATP a partir de ADP (Lefebvre-Legendre, et al. 2003). La F1Fo-ATP

sintasa esta compuesta de tres unidades estructurales distintas, cada una con una



funcién Unica. La F; es un complejo multiproteico globular con 5 subunidades
distintas cuya estequiometria es asBszyde y es el sitio de union del adenin
nucledtido capaz de sintetizar o hidrolizar ATP. F; estd unida a un conjunto de
subunidades embebidas en la membrana interna mitocondrial que conforman la
unidad Fo de la ATP sintasa. En S. cerevisiae el nucleo del sector Fy esta
integrado por 3 subunidades codificadas en el mtDNA (Atp6, Atp8 y Atp9). La
interfase entre Atp6 y Atp9 forma el canal por el cual los protones se transfieren a
través de la membrana interna. La tercera parte funcional es el estator compuesto
por 4 subunidades Atp4, Atp7, Atp1l4 y OSCP (Stock, et al. 2000).

En los ultimos afios se ha observado que la ATP sintasa forma estructuras
diméricas y oligoméricas en la membrana mitocondrial. Del mismo modo los
complejos respiratorios I, Il y IV estan asociados a supercomplejos o
respirosomas. En mamiferos, se ha observado la presencia de supercomplejos
compuestos por I-lllx-IV4 y [llx-1Vy, en plantas l-1llg, 1-12-1V14, V2 y -1V, y €n S.
cerevisiae lll,-1V,. La presencia de estos supercomplejos permitiria la canalizaciéon
de sustratos entre varios complejos aumentando su tasa y eficiencia de
transferencia de electrones, el secuestro de intermediarios reactivos y la
estabilizacion de los complejos individuales dentro del respirosoma (Eubel, et al.
2004; Guerrero-Castillo, et al. 2009).

> Componentes alternos de la cadena de transporte de electrones

En mamiferos el primer paso en la via de oxidaciéon del NADH comienza en el
complejo | pero en bacterias, arqueas, levaduras, hongos y plantas se ha
encontrado una NADH: ubiquinona oxidorreductasa alterna (también llamada
NDH2) en adicion o sustitucion del complejo I. NDH2 lleva a cabo la misma
reaccion de oxidacion del NADH que complejo |, pero no esta acoplada a la
translocaciéon de protones a través de la membrana interna (Kerscher, et al. 1999).

La NDH2 es una enzima de 50-60 kDa y no bombea protones, es insensible a

inhibidores clasicos del complejo | como la rotenona y la piericidina A y tal vez



compite con el complejo | por el NADH y la ubiquinona en la matriz mitocondrial,
aunque también algunas deshidrogenasas son capaces de reaccionar con el
NADPH (Kerscher, et al. 2008) (ver figura 2).

En eucariontes la enzima puede estar orientada al lado interno, externo o en
ambos en la membrana interna mitocondrial. Estudios realizados en Torulopsis
utilis (Katz, et al. 1971) y en Neurospora crassa (Schwitzguebel, et al. 1982)
indican que la actividad de la NADH esta bajo control metabdlico, ya que la
actividad es alta durante etapas tempranas de la fase media logaritmica, pero
cuando las células entran a la fase estacionaria de crecimiento y disminuye la
fuente de carbono la actividad es baja. La enzima consiste en una cadena
polipeptidica y contiene una molécula de FAD como grupo prostético unido no
covalentemente (Kerscher, et al. 2008).

Algunos eucariontes como los mamiferos no tienen una NDH2 pero la
expresion heter6loga de la deshidrogenasa alterna de S. cerevisiae del lado
matricial de la membrana interna puede rescatar la actividad NADH ubiquinona
oxidorreductasa en defectos del complejo I, como se ha observado en Drosophila
melanogaster y en lineas celulares de mamifero (Seo, et al. 1998) (Sanz, et al.
2010).

Otra enzima que funciona como parte de la cadena de transporte de
electrones de plantas, algunos hongos y protistas es la oxidasa alterna no-hemo
(AOX), la cual transfiere electrones del ubiquinol al oxigeno de manera directa
pasando por alto a los complejos Il y IV (Joseph-Horne, et al. 2001) (ver figura 2).
AOX es una proteina de la membrana interna que no se afecta por inhibidores del
complejo IV (cianuro, monoxido de carbono, entre otros) y se activa en
condiciones de estrés, su actividad no estd acoplada a la translocacién de
protones (McDonald 2009).

En plantas se ha observado que la AOX puede ayudar a disminuir la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Se ha propuesto que en
general podria ayudar a mantener la homeostasis modulando la produccion de
ATP, manteniendo el flujo de electrones al oxigeno cuando otros componentes de

la cadena estan afectados o el ADP es limitante (McDonald 2009).
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Figura 2. Componentes alternos de la cadena respiratoria. En el esquema se muestra la
estructura tridimensional de los complejos I-IV. La NDH2 se encuentra del lado de la matriz
mitocondrial y lleva a cabo la oxidacion del NADH, transfiere los electrones a la poza de quinonas.

La AOX transfiere los electrones de la ubiquinona al oxigeno.

La cadena respiratoria de Y. lipolytica contiene los complejos I-V, una NADH-
deshidrogenasa alterna externa (NDH2e) y dos isoformas de la oxidasa alterna no-
hemo (AOX). El flujo de electrones que sigue la via NDH2e-quinona-AOX es
conveniente quizd cuando hay un exceso de poder reductor, condicidon presente
en la fase estacionaria de crecimiento (Kerscher, et al. 2002; Guerrero-Castillo, et
al. 2009).

Ill. Biogénesis de la NADH: ubiquinona oxidorreductasa o complejo |

La NADH: ubiquinona oxidorreductasa es la enzima mas grande de la cadena
transportadora de electrones. La enzima tiene forma de “L”, la cual se forma por
dos brazos, uno inmerso en la membrana interna de la mitocondria y el otro
soluble en la matriz (Abdrakhmanova, et al. 2004). Las subunidades codificadas
en la mitocondria forman parte del brazo inmerso en la membrana.

El complejo | de Y. lipolytica tiene una masa total de 963.7 kDa y se han
identificado 42 subunidades. Se ha visto que de éstas, 21 subunidades estan

conservadas en mamiferos y hongos. Las 14 subunidades que forman el nucleo
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funcional son: ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6, ND4L, 75kDa, 51kDa, 49kDa,
30kDa, 24kDa, TYKY y PSST. El resto son subunidades accesorias que
probablemente tengan una funcion en el ensamble, la estabilizacion y regulacion
de la actividad del complejo | (Hunte, et al. 2010; Angerer, et al. 2011).

El complejo | esta conformado por 3 médulos. El médulo N contiene el sitio de
oxidacion del NADH con una molécula de FMN (flavin mononucleétido) como
aceptor primario de los electrones y que alimenta una red de centros Fe-S. El
maodulo Q contiene el sitio de reduccidn de la ubiquinona y acepta los electrones
provenientes del modulo N y los transfiere a la ubiquinona via centros Fe-S. El
maodulo P es la region donde se lleva a cabo la translocacion de protones. En Y.
lipolytica son 7 centros Fe-S que conducen a los electrones del FMN a la

ubiquinona (ver figura 3) (Hunte, et al. 2010).

Bl kDa NADH
24kDa - N
s = NAD* + H*

DO
MO

Figura 3. Modelo esquematico de los modulos del complejo | de Yarrowia lipolytica. El
esquema muestra la ubicacion de las 14 subunidades que forman el nucleo catalitico del complejo
I. EI modulo N es el sitio de union del NADH. El modulo Q contiene el sitio de unién de la
ubiquinona. EI modulo P es la regidn donde se lleva a cabo la translocacion de protones. El modulo
P se divide a su vez en un modulo P proximal (Pp) y un P distal (Pp). Tomada y modificada de
(Hunte, et al. 2010; Angerer, et al. 2011).



La primer estructura cristalina reportada de complejo | fue de Thermus
thermophilus (ver figura 4A) con 15 subunidades. ND2, ND4 y ND5 muestran un
patron de 14 hélices repetidas, cada subunidad contiene dos hélices discontinuas
(Efremov, et al. 2010).

La estructura cristalografica de Y. lipolytica se obtuve con menor resolucién
(figura 4B). El brazo membranal tiene una longitud de 180A y la longitud del brazo
periférico es de 190A. Presumiblemente las subunidades mas grandes e
hidrofébicas ND2, ND4 y ND5 estan involucradas en el bombeo de protones y son
homélogas a antiportadores Na* o K*/H* (Efremov, et al. 2010; Hunte, et al. 2010).

En ambos estructuras cristalograficas se observa la presencia de una hélice
anfipatica extendida (HL) a lo largo del dominio membranal cerca de la superficie
de la bicapa lipidica. HL esta es contacto directo con las hélices discontinuas en
cada una de las subunidades parecidas a antiportadores. En la estructura
cristalografica de Y. lipolytica se observa la cadena de 7 centros Fe-S que conecta
al FMN con el sitio de reduccion de la quinona. En donde N2 es ultimo centro Fe-S

aceptor de electrones (Efremov, et al. 2010; Hunte, et al. 2010).

Figura 4. Estructura cristalografica de complejo I. A) Estructura de T. thermophilus a 4.5A de
resolucion. B) Estructura de Y. lipolytica a 6.3A de resolucion. Imagenes tomadas de (Efremov, et
al. 2010; Hunte, et al. 2010).



La transferencia de dos electrones del NADH a la quinona esta acoplada a la
translocacion de cuatro protones a través de la membrana. El mecanismo de
bombeo de los protones es desconocido pero en el caso de Y. lipolytica se ha
propuesto que solo hay dos sitos de paso de protones uno en el médulo Pp y otro
en el modulo Pp y que son los intermediarios oxidorreductores de la ubiquinona los
gue conducen cambios conformacionales (Brandt 2011).

Este modelo implica la consideracion de dos estados conformacionales del
complejo I, el estado E y el estado P. En el estado E, la transferencia de
electrones de N2 a la ubiquinona o semiquinona ocurre a una velocidad alta pero
el sustrato (quinona) esta protegido para prevenir su protonacién. En este estado
las especies anionicas son desestabilizadas y los sitios de bombeo estan en la
conformacién de entrada. En el estado P la protonacion es posible, las especies
aniénicas de la quinona son estabilizadas y los sitios de bombeo adquieren la
conformacién de salida. Se piensa que los dos sitios de bombeo estan
conformacionalmente ligados por el movimiento del elemento de transmisién HL
(Brandt 2011).

> Biogénesis del complejo |

De todos los complejos respiratorios, la biogénesis del complejo | es la menos
comprendida. El complejo | de eucariontes requiere de la integracion de un gran
namero de subunidades (en mamiferos mas de 40), la interaccion de proteinas
codificadas en dos diferentes genomas y la incorporacion de diversos grupos
prostéticos, todo esto hace sumamente complejo el ensamblaje de la enzima.

Por mas de 30 afios S. cerevisiae ha sido utilizada para estudiar la biogénesis
de los complejo 1ll, IV y V (Tzagoloff, et al. 1975) pero la ausencia de CI ha
generado la necesidad de utilizar a otro organismo como modelo. En los afios 90°s
se identificaron chaperonas del ensamblaje en N. crassa (CIA30 y CIA84) (Kuffner,

et al. 1998) pero s6lo en afos recientes se han identificado chaperonas
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especificamente involucradas en el ensamblaje de CI utilizando como modelo al
humano.

El ensamble del complejo | es un proceso dindmico que para ser completado
requiere de diversos factores de ensamblaje (al menos 11 son los que hasta la
fecha se han descrito) (McKenzie, et al 2010).

Para determinar cdmo las subunidades son ensambladas en el complejo | de
humanos, Antonicka y colaboradores realizaron un estudio con células de
pacientes deficientes de complejo | e identificaron un grupo de intermediarios de
ensamblaje por electroforesis nativa. De sus hallazgos se propuso un modelo de
ensamblaje donde tanto el brazo membranal como el matricial estan juntos en
etapas tempranas del ensamblaje (Antonicka, et al. 2003). Este modelo difiere del
modelo de ensamble del complejo | de N. crassa en donde se ha observado que el
brazo membranal y el brazo matricial son ensamblados por vias independientes
con dos intermediarios separados formando el brazo membranal (Tuschen, et al.
1990; Ugalde, et al. 2004).

En la figura 5 se observa el modelo de ensamble del complejo | de mamifero
en el que se pueden ver distintos intermediarios. Durante etapas tempranas del
ensamble las subunidades 30kDa, 49kDa y PSST forman parte del intermediario
2. El intermediario 3 aparece con la adicion de la subunidad de 39kDa y se ancla a
la membrana mediante los factores de ensamblaje (Ndufaf3 y Ndufaf4). Se
propone que el intermediario 3 se asocia con ND1 para formar un intermediario de
400kDa (Vogel, et al. 2007).

El intermediario “b” se ensambla a partir de las subunidades membranales
ND2, ND3, ND6 y B17, las cuales se asocian con el factor de ensamblaje Ndufafl
(o CIA30) y Ecsit. Los intermediarios 4 y “b” se ensamblan juntos, con la adicién
de ND4 y ND5 dando lugar al intermediario de 830 kDa (intermediario 6). Se ha
postulado que los factores de ensamblaje Ndufaf3, Ndufaf4, Ndufafl y Ecsit
permanecen asociados hasta la dUdltima etapa de ensamblaje, donde el
intermediario “d” (médulo N), se incorpora a la forma madura del complejo |
(Tuschen, et al. 1990; Antonicka, et al. 2003; Lazarou, et al. 2007; McKenzie, et al
2010).
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Otras proteinas que participan en el ensamblaje del complejo | recientemente
descritas son: C80rf38 y ACAD 9. ACAD?9 es la proteina Acil-CoA deshidrogenasa
9y se une a NDUFAF1 y a Ecsit (Nouws, et al. 2010). C80orf38 se piensa participa
en sintesis dentro de la mitocondria o integracion de ND1 en la membrana interna
(McKenzie, et al. 2011).

49kDa 51,24y 10kDa
PSST
0kDa oo S : 76,18y 13 kDa
ind1 SO
— B17.2 NDUFAF2
“o 28— -8 — 15kDa p
’ ¢S . Fe-S d \ Ecsit
e NDUFA9 Ecsit % -
C300cf7 NDI Y s NDUFAF2 g NOUFAF4 e/'.
a4 ; \\
N S wm— M
Boipiam it gt e
CBorf38 e - —_
~400 kDa ~460kDa B16.6 ND4 ~830 kDa
NDUFAF4 ND1 ND2 NDS MWFE Complejo |
ND3 B8, B14
ND6 NDUFA10
B17

Figura 5. Modelo del ensamble del complejo | de humano. La nomenclatura utilizada para
nombrar las subunidades es la de bovino. En color amarillo estan las subunidades de Cl y en
colores diferentes se observan los factores de ensamblaje, en cada subcomplejo se indica las
subunidades que van ensamblando para formar los diferentes intermediarios. Tomado y modificado
de (McKenzie, et al. 2010).

IV. Genoma mitocondrial de Y. lipolytica

El genoma mitocondrial de diferentes linajes de eucariontes muestra una
amplia diversidad en su tamafio, contenido genético y en su organizacion pero en
general se caracterizan por su reducido contenido genético. A pesar de que son
pocos los genes en este genoma, el mantenimiento del mtDNA, la transcripcion, la
sintesis de proteinas y su insercion en la membrana es controlada en mayor parte
por factores codificados en el genoma nuclear, los cuales son importados a la

mitocondria.
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Los genes encontrados en el genoma mitocondrial codifican para subunidades
hidrofébicas de los complejos respiratorios, para el RNA ribosomal de la
subunidad grande y chica y un importante conjunto de RNA’s de transferencia.

El genoma mitocondrial de Y. lipolytica es circular y tiene un tamafio de
47.9kb. Codifica para siete subunidades de la NADH: ubiquinona oxidorreductasa
(ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 y ND4L), una subunidad de complejo 11l (COB),
tres subunidades de la citocromo oxidasa (COX1, 2 y 3), tres subunidades de la
ATP sintasa (ATP6, ATP8 y ATP9), RNAs ribosomales de la subunidad grande y
chica y 27 RNAs de transferencia (ver figura 6). Unicamente los genes de NDI1,
COX1, COX3, ND5 y COB son interrumpidos por un total de 17 intrones de los

cuales, uno se encuentra en ND1 y dos en ND5 (Kerscher, et al. 2001).

ms

Figura 6. Genoma mitocondrial de Y. lipolytica. ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 y ND4L son
subunidades del complejo I. COB es una subunidad de complejo Ill, Cox1, 2 y 3 son parte de la
citocromo c oxidasa, Atp6, Atp8 y Atp9 son subunidades de la ATP sintasa, rnl y rns codifican para
el RNA ribosomal de la subunidad grande y chica del ribosoma respectivamente. Hay un total de
27 RNAs de transferencia. Las lineas diagonales son intrones. Imagen tomada de (Kerscher, et al.
2002).
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Los sietes genes codificados de la NADH ubiquinona oxidorreductasa estan
embebidos en la membrana interna y forman parte del brazo membranal. ND2,
ND4 y ND5 contienen un mayor numero de cruces transmembrales en Y. lipolytica
se estima son 13 para ND2 y ND3 y 16 para ND5, ND3, ND6 y ND4L son de
menor peso molecular y contienen menor cantidad de cruces transmembranales,
siendo subunidades de menor tamafo 3, 5 y 2 respectivamente. Mientras que
para ND1 son 10.

V. Estudios del complejo I en Y. lipolytica

Se sabe que interrupciones de genes nucleares que codifican para
subunidades esenciales del complejo | no son viables en Y. lipolytica. Por ello
Kerscher y colaboradores tomaron como base el modelo de S. cerevisiae (que es
una levadura que no contiene complejo | pero si tiene deshidrogenasas alternas
en ambos lados de la membrana interna de la mitocondria) y redirigieron una
deshidrogenasa alterna al lado matricial de la mitocondria de Y. lipolytica, lo cual,
ha permitido el estudio de mutaciones del complejo | (Kerscher, et al. 2001;
Kerscher, et al. 2002). Esta NDH2i contiene la presecuencia de la subunidad de

75kDa que le permite internalizarse en la mitocondria (Kerscher, et al. 2001).

> Mutantes de las subunidades PSST, TYKY y 51kDa

El sindrome de Leigh o encefalopatia necrosante subcutanea es un desorden
neurodegenerativo progresivo y severo que tiene una incidencia estimada de 1:40
000 en nifios recién nacidos (Ahlers, et al. 2000) que resulta en la muerte a edad
temprana. En los Ultimos afios se identificaron mutaciones puntuales en genes
para las subunidades del complejo | como la causa de defectos genéticos, cerca
de una tercera parte de estos casos puede ser atribuido a mutaciones en genes

que codifican para subunidades estructurales del complejo |, sugiriendo que los
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casos restantes se deben a defectos en otras proteinas como chaperonas
involucradas en la biogénesis del Cl (Calvo, et al. 2010).

En el caso de un paciente con sindrome de Leigh se encontraron dos
mutaciones, una en el gen NDUFS7 (homologo a PSST) que resulta en una
sustitucion V122M y otra en la sustitucion R102H en el gen NDUFS8 (homélogo
de TYKY).

Las subunidades PSST y TYKY forman parte del médulo Q. Se ha propuesto
que PSST y TYKY contienen al centro Fe-S N2. PSST forma parte del sitio de
union de la quinona. En T. thermophilus PSST est4 en contacto directo con la
membrana (Ahlers, et al. 2000; Efremov, et al. 2010).

Ahlers y colaboradores reconstruyeron las mutaciones en Y. lipolytica y
encontraron que estas mutantes puntuales afectan el transporte de electrones en
aproximadamente un 50%, mostrando un comportamiento similar a los pacientes
con estas mutaciones, lo que indica que Y. lipolytica puede ser utilizado como
modelo de estudio para el complejo | (Ahlers, et al. 2000).

La subunidad 51kDa contiene el sitio de unién al NADH y al FMN y esta
asociada a la subunidad 24kDa, ambas junto con 75kDa forman el médulo N del
complejo I. En cepas de Y. lipolytica en donde se ha eliminado la subunidad de
51kDa se pierde la actividad catalitica del complejo ya que los centros redox no
pueden ser reducidos por el NADH. Sin embargo, no se ha descrito el ensamble

del complejo en esta cepa A51kDa (Zickermann, et al. 2007).

VI. Regulacion de la expresion de genes mitocondriales

La biogénesis de enzimas de la fosforilacion oxidativa en eucariontes es
dependiente de dos sistemas genéticos, el mitocondrial y el nuclear. El rol principal
del sistema mitocondrial es proveer proteinas altamente hidrofébicas que forman
parte de los complejos respiratorios.

La mitocondria ha mantenido su propio aparato de transcripcion—traduccion-

insercion de proteinas en la membrana durante la evolucion para llevar a cabo la
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expresion de su genoma. Los componentes de esa maquinaria son principalmente
codificados en el DNA nuclear; asi como, la mayoria de las proteinas que forman
parte de los complejos respiratorios. Estos componentes son importados a la
mitocondria a través de maquinarias de exportacion.

La regulacion de la expresion de los genes mitocondriales por el estado de
ensamblaje de los complejos respiratorios ha sido ampliamente demostrada
principalmente en S. cerevisiae. Se ha observado que cuando un complejo
respiratorio no se puede ensamblar por mutaciones en factores de ensamblaje o
subunidades estructurales, entonces la sintesis de alguna (s) subunidad (es)
codificada (s) en el genoma mitocondrial disminuye drasticamente. Esta forma de
regulacién negativa puede prevenir la agregacion de proteinas hidrofébicas no
ensambladas (ver figura 6) (Barrientos, et al. 2004; Rak, et al. 2009; Mick, et al.
2011).

En el caso de mutantes de ensamblaje de complejo IV se sabe que la sintesis
de Cox1 disminuye (Mick, et al. 2011) y esto depende de sefiales localizadas en el
extremo carboxilo terminal de la misma proteina Cox1 (figura 7) (Shingu-Vazquez,
et al. 2010).

Otro ejemplo de este proceso se encuentra en la ATP sintasa. En este caso la
expresion de Atp6 y Atp8 depende de la presencia del sector F; ensamblado (Rak,
et al. 2009). En la ATP sintasa las sefiales que regulan este proceso no se
localizan en las mismas proteinas Atp6 y Atp8 como en la citocromo ¢ oxidasa

donde la sefial de regulacion esta en Cox1.
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Figura 7. Regulacién de la sintesis de proteinas mitocondriales. En mutantes de ensamblaje la
sintesis de proteinas mitocondriales disminuye. A) Marcaje radioactivo de proteinas sintetizadas en
la mitocondria. W303 es la cepa silvestre Atpll y 12 son chaperonas de ensamblaje de la ATP
sintasa, Atp2 es una subunidad del sector F; (Rak, et al. 2009). B) Marcaje radioactivo de proteinas
sintetizadas en la mitocondria. Mutantes de ensamblaje de la COX (Amms2, Acox4). Mss2 es una
chaperona del ensamblaje de Cox2 y Cox4 es una subunidad del complejo IV, en presencia o
ausencia del carboxilo terminal de cox1 (Shingu-Vazquez, et al. 2010).

En el caso del complejo I, es poco lo que se conoce. Un estudio reciente con
RNA de interferencia muestra que la falta de CB8orf38 reduce la actividad del
complejo | en un 80%. Pacientes con mutaciones en esta proteina tienen niveles
reducidos de complejo | y defectos en la traduccion de ND1. Por tanto la pérdida
de ND1 resulta en un ensamble estancado, impidiendo la progresion a

intermediarios tardios de ensamblaje (McKenzie, et al. 2011).
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JUSTIFICACION

A la fecha el estudio de la biogénesis de complejo | ha sido muy dificil, debido
a la complejidad de la enzima y también debido a que el modelo ampliamente
utilizado para estudiar la biogénesis de los complejos respiratorios (S. cerevisiae),
no posee complejo I. Por otra parte Yarrowia lipolytica aparece como una
alternativa, ya que posee complejo | y a que se han desarrollado varias
herramientas genéticas, similares a las de S. cerevisiae.

Es posible obtener mutantes viables de complejo | en Y. lipolytica si se redirige
la deshidrogenasa alterna hacia el interior de la membrana (Kerscher, et al. 2001),
supliendo asi la funcion de oxidacion de NADH en la matriz mitocondrial del
complejo I.

U. Brandt y colaboradores usaron a Y. lipolytica como modelo eucariote para
imitar mutaciones en subunidades de complejo | asociadas a miopatias y
concluyen que este organismo puede ser un modelo Gtil para el estudio de
consecuencias biolégicas por deficiencias del complejo | de humanos (Ahlers, et
al. 2000). Creemos que Y. lipolytica es un modelo que potencialmente permitira
estudiar la biogénesis de este complejo.

En nuestro grupo y en otros se ha observado que la sintesis de Cox1, COB, y
Atp6 y Atp8 dentro de la mitocondria dependen de que cada una de los complejos,
respectivos estén ensambladas, de lo contrario, su sintesis o estabilidad baja
dramaticamente (Rak, et al. 2009; Gruschke, et al. 2011; Mick, et al. 2011). En
este caso en particular, a nosotros nos interesa estudiar si podria existir un
mecanismo que regulara la expresion de alguna de las subunidades
mitocondriales de complejo | y si este control puede ser a nivel de acumulacion de
transcritos, de sintesis de proteinas dentro de la mitocondria o de su regulacion
proteolitica.

Actualmente es muy poco lo que se conoce acerca de la expresion del
genoma mitocondrial de Y. lipolytica, por lo que inicialmente deberemos sentar las

bases para que en un futuro se pueda iniciar (si es que existe), el estudio del
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control de la expresion de genes mitocondriales de complejo | por estado de
ensamblaje del mismo complejo.

Por lo tanto comenzaremos tratando de identificar a la mayor cantidad posible
de transcritos maduros para los 7 genes mitocondriales de complejo | vy
analizaremos si su acumulacion se afecta en las mutantes APSST, ATYKY vy
A51kDa. Posteriormente intentaremos establecer un sistema in vivo para analizar
sintesis de proteinas mitocondriales en células completas en presencia de
inhibidores de la sintesis citoplasmica y de **S-metionina. Finalmente intentaremos
obtener anticuerpos contra algunas de las subunidades mitocondriales de
complejo | para analizar su estabilidad en diversas mutaciones que afectan el
ensamblaje de complejo | (APSST, ATYKY y A51kDa).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La ausencia de subunidades nucleares del complejo | modificarda la

expresion de los genes mitocondriales del mismo complejo.

OBJETIVO GENERAL

% Estudiar la expresion de genes mitocondriales del complejo | en cepas

incapaces de ensamblar el complejo | en Y. lipolytica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizacion fenotipica de las cepas deficientes de complejo I.

2. Determinar los niveles de los RNA’s mensajeros de las subunidades
mitocondriales ND1, ND2, ND3, ND4 y ND4L en mutantes APSST, ATYKY vy
A51kDa.

3. Establecer la técnica de sintesis de proteinas mitocondriales.

4. Generar anticuerpos contra las subunidades ND1 y ND2 para determinar si
los niveles estacionarios de estas proteinas se afectan en las mutantes APSST,
ATYKY y A51kDa.
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METODOLOGIA

I. Cepas de Yarrowia lipolytica.

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se muestran en la tabla 1. El
nombre que se indica en la tabla esta dado por la subunidad que se eliming,

utilizando la nomenclatura de las subunidades del complejo | de bovino.

Nombre Genotipo Donada por:

Cepa Mat B, his-1, ura3-302, leu2- Dr. Salvador Uribe Carbajal.
silvestre 270, xpr2-322, X::NDH2i.

(E150)

ATYKY Mat A, lis11,nuim::LEU2, Dr. Urlich Brandt

X::NDH2i.
APSST Mat A, nukm::LEU2, X::NDH2i. Dr. Urlich Brandt
A51kDa Mat A, his-1, ura3-302, leu2- Dr. Salvador Uribe Carbajal.

270, xpr2-322, nubm::URA3,
NUGM-HT2, X::NDH2i.

Tablal. Genotipos de las cepas de Y. lipolytica.

Il. Diluciones seriadas 1:10.

Se inocularon 2 colonias de la cepa en 2 mL de medio YD a 30°C toda la
noche. Al dia siguiente se colectaron las células por centrifugacion (1 minuto a
16,100 g), en un tubo eppendorf previamente pesado, se desecho el sobrenadante
y se pesO de nuevo el tubo. Se calculé el peso de las células obtenidas y se
adiciond la cantidad necesaria de H,O estéril para tener una concentracién de
0.01 gesiuas/mL.
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Posteriormente se adicionaron al pozo 1 de una placa de ELISA, 150 pL de la
suspensioén celular, se tomaron 15 pL y se adicionaron de manera sucesiva a 5
pozos mas que contenian previamente 135 pL de agua estéril. Al momento de
transferir los 15 puL se homogenizé la mezcla por pipeteo.

Se esteriliz el replicador por flameo y se introdujo a los pozos de la placa de
ELISA en los que se encuentran las diluciones de las células, finalmente se
imprimié en una caja de medio YD. Se incubaron las cajas de medio a 25°C y

30°C durante tres dias, tomando foto de cada una ellas a los dias 1, 2 y 3.

[ll. Cultivo y aislamiento de mitocondrias de Y. lipolytica (Guerrero-Castillo,
et al. 2009).

Se crecieron diez colonias de las cepas de Y. lipolytica en 50 mL de medio YD
a 30°C durante 15 horas en agitacion constante. Al dia siguiente se vertié el
precultivo en 1 L de medio YD y se incub6 a 30°C en agitacion constante. Las
células se cosecharon en fase media logaritmica (OD ~1.2) por centrifugacion a
4,400 x g, se lavaron con agua destilada y se resuspendieron en medio de
aislamiento frio (ver anexos para conocer la composicion del medio de
aislamiento).

Las células se rompieron con perlas de vidrio usando un homogenizador “Bead
beater” dando 3 pulsos de 20 segundos y periodos de 40 segundos de descanso a
4°C.

Posteriormente el amortiguador con las células rotas se centrifugd en tubos de
50 mL a 756 x g por 5 minutos, se colect6é el sobrenadante y se descartaron las
pastillas. Se centrifugdé el sobrenadante a 17,400 x g durante 10 minutos, se
descarto el sobrenadante y se unieron las pastillas en un tubo y se llevé a 30 mL
de volumen con medio de aislamiento. Se repiti6 el ciclo de centrifugacion 5
minutos a 3,700 x g, se tomo el sobrenadante y se centrifugd a 18,900 x g Se
retir6 el sobrenadante cuidadosamente y la pastilla de mitocondrias se

resuspendié en el menor volumen posible de medio de aislamiento.
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IV. Cuantificacion de mitocondrias por el método de Lowry modificado
(Markwell, et al. 1978).

e Para la curva estandar

En 10 tubos de ensayo se colocaron cantidades crecientes de una solucion de
albumina sérica bovina (10 mg/mL) desde el tubo 1 hasta el tubo 10 (10-100 uL de
albumina) y se llevé a 1 mL de volumen con agua. Se coloc6 también un tubo con

1 mL de agua sin albumina, el cual se utilizd6 como blanco.

e Para las muestras
Se hizo una dilucién 1:10 de la muestra a cuantificar. Se colocaron 5, 10 y 20

uL de la muestra (por duplicado) en tubos diferentes y se llevé a 1 mL con agua.

Se adicionaron a los tubos de las muestras y de la curva 3mL de solucion C,
se mezclaron con vértex y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 300uL de solucion D, se mezcldé en
vortex y se dejé incubando por 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se midié la absorbancia a una longitud de onda de 740 nm (en los
anexos se encuentra la composicion de las soluciones).

Se trazo6 la curva estandar y por interpolacion se determiné la concentracion de

proteina de cada muestra.

V. Electroforesis en geles desnaturalizantes, nativos azules, SDS-PAGE en
segunda dimensioén y transferencia de proteinas a membranas.

e Gel SDS-PAGE (Laemmli 1970)

Los geles desnaturalizantes se realizaron al 16% de acrilamida para correr las

muestras de los ensayos del marcaje radioactivo.
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Las muestras se calentaron a 65°C durante 5 minutos y se cargaron con

amortiguador de Laemmli (ver anexos para conocer la composicion).

o BN-PAGE. Gel nativo azul (Wittig, et al. 2006)

Se realizaron geles nativos para separar al complejo | del resto de los
complejos respiratorios. El gel nativo azul se hizo con un gradiente del 4 al 12% de
acrilamida (Véase la seccion de anexos).

Se tomé 1lmg de mitocondrias frescas (aisladas el mismo dia). Las
mitocondrias se solubilizaron con n-dodecil-B-D-maltésido (concentracion final del
1%, 2mg de detergente/mg de proteina) y amortiguador de muestra (volumen final
200 pL) durante 15 minutos en hielo, agitando suavemente por inversiéon cada 5
minutos.

A continuacion se centrifugaron las mitocondrias por 25 minutos a 100,000 x ¢
utilizando el rotor A-300 en una microcentrifuga y asi se eliminaron aquellas
mitocondrias que no se hayan solubilizado. Se tomé el sobrenadante
cuidadosamente y se colocé en un tubo nuevo, en donde se adicionaron 10 uL de
azul de Coomassie serva G 5% y se mezclaron suavemente por inversion. Las
mitocondrias se mantuvieron a 4°C.

La muestra se cargd en el gel y se adicion6 a la camara el amortiguador del
catodo 1 en la parte superior y se corrid a 30 mA a 4°C hasta que el frente de
corrida alcanzé un tercio del gel (aproximadamente 1 hora y 30 minutos), en ese
momento se cambi6 el amortiguador del catodo por el amortiguador del catodo 2 y
se continud la electroforesis (4 horas aproximadamente). El amortiguador del

anodo es el mismo durante toda la corrida.

o Gel 2D SDS-PAGE (Schagger 2006)

Al terminar la electroforesis del gel nativo, se cort6 un carril el cual se sumergio
en solucion desnaturalizante durante 20 minutos. Posteriormente se coloco el

carril del gel en posicion horizontal arriba de un gel desnaturalizante al 14%. Se
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corrio el gel a 50 V hasta que el frente azul entro en el gel concentrador y después
se aumento el voltaje a 100 V. Finalmente se transfirio el gel a una membrana de

nitrocelulosa.

e Transferencia de proteinas a membrana

Las proteinas separadas en gel se transfiieron a una membrana de
nitrocelulosa (2D SDS-PAGE) o a membrana de PVDF (para el caso de los geles
desnaturalizantes).

Cuando se transfirio en membrana de PVDF, la membrana se colocé en
metanol aproximadamente por 30 segundos y posteriormente se sumergio en una
solucion de transferencia (80:20 de amortiguador de electroforesis y metanol).

Se colocaron en la base de la camara de transferencia 3 papeles filtro
previamente humedecidos con solucién de transferencia, sobre la cama de papel
se coloco el gel, encima del gel la membrana y sobre la membrana 3 papeles filtro.
Se cerré la camara y se transfirié a 1.5 mA/cm? de membrana durante 1 hora y 30
minutos.

Al término de la transferencia se dej6é secar la membrana. Lo mismo se hizo
con la membrana de nitrocelulosa a diferencia de que esta ultima no se sumergié

en metanol sino directamente en la solucién de transferencia.

VI. Medicién de la actividad enzimatica en gel

Se cort6 un carril completo del gel nativo para cada ensayo de actividad.

La actividad NADH deshidrogenasa del complejo | se determiné por la
incubacion del gel nativo en 20 mL de solucion amortiguadora (Tris 10 mM
pH=7.0) en presencia de NBT y NADH. Cuando el complejo ha mostrado actividad

se observa una banda de color purpura (Juarez, et al. 2004).
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Para observar sélo la banda que muestra actividad y eliminar la coloracion del
azul de Coomassie se sumergié el gel en una solucién que contiene 50% de
metanol y 50% de acido acético durante toda la noche.

La actividad oxidasa del complejo IV se realiz6 mediante la incubacion del gel
nativo en 20 mL de amortiguador de fosfatos pH=7.4, diaminobencidina 5 mg y
citocromo ¢ 5 mM (Wittig, et al. 2007).

VII. Extraccion de DNA (tomado y modificado de (Dan Burke., et al. 2000).

Se inocularon 2 6 3 colonias en 2 mL de medio YD e incubaron a 30°C toda la
noche. Al dia siguiente se colectaron las células por centrifugacion durante 1
minuto a 16,100 x g en una centrifuga eppendorf de mesa.

Se lavaron las células con 1 mL de agua estéril. Posteriormente se
resuspendio el botén de células en 500 uL de solucién de lisis (ver anexos), se
agrego 1 volumen de perlas de vidrio (perlas de 425-600 um de Sigma) y 500 pL
de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1 y se agit6 en vortex por 3 minutos.

Se centrifug6 el lisado de células por 5 minutos a 16,100 x g a 4°C. Se tom¢ la
fase acuosa cuidadosamente y se colocé en un tubo nuevo cuidando no tomar la
interfase.

El DNA se precipité con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH=5.2 y 3
volumenes de etanol absoluto. Se incub6 durante 10 minutos a -20°C.
Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 16,100 x g, 10 minutos a 4°C. Finalmente

se lavo con 1 mL de etanol al 70% y resuspendié en 50 uL de agua.

VIII. Amplificacién y clonaciéon de las sondas de DNA

Se disefiaron oligonucledtidos para generar sondas de DNA (que van
aproximadamente de los 150nt a 500nt) de las diferentes subunidades

mitocondriales del complejo I. Los productos de PCR obtenidos se clonaron en el
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plasmido pGEM (promega) y este plasmido se transformo en E. coli. El plasmido
se secuencid para ver si nuestro inserto era idéntico al de la cepa de Y. lipolytica
(en el anexo Il se encuentran los oligonucleotidos utilizados para el PCR, asi

como la temperatura de alineamiento que se utilizo).

IX. Marcaje radioactivo de las sondas de prueba (Sambrook, et al. 2001).

El marcaje de las sondas se llevé a cabo con la adicién de [a-P**]-dATP a la
reaccion de PCR. La mezcla de reaccion contenia: 5 pL del templado de DNA
(utilizando como templado al plasmido que contiene nuestra region de DNA de
interés), 0.2 mM de deoxirribonucleétidos (dCTP, dGTP y dTTP), 20 uM de
iniciadores, 5U taq DNA polimerasa, amortiguador 1X y 1.4 mM de MgCl, en un
volumen final de 50 pL.

Las mezclas de reaccion se realizaron al doble de la cantidad necesaria y
antes de adicionar la marca radiactiva se dividié en dos, a un tubo se adiciond el
[a-P*)]-dATP y a otro dATP. El tubo de reaccién con dATP se empleé como control
y se cargd en un gel de agarosa para ver que el producto habia amplificado.

Una vez obtenido el producto de PCR radioactivo se eliminé el exceso de
deoxirribonucledtidos con columnas de BioRad siguiendo las indicaciones del

fabricante.

X. Extraccion de RNA (Wolf 1996).

Se crecieron 5 colonias de Y. lipolytica en 20 mL de medio YD, se incubé toda
la noche a 30°C (densidad oOptica de 1.2) y se cosecharon las células por
centrifugacion a 3,000 x g durante 5 minutos.

Se lavaron las células con 1 mL de solucién AE (en la seccién de anexos se
encuentra la composicion de las soluciones). Se centrifugaron a velocidad maxima

por un minuto. Se tomo la cantidad necesaria para tener 0.25 g de células. Se
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adicion6 a las células 1 volumen de perlas de vidrio, 400 pL de solucion AE, 500
pL de fenol saturado con AE y 100 pL de SDS al 10%. Se lisaron las células
agitando en un vértex a velocidad maxima la mezcla anterior, dando pulsos de 30
segundos y 30 segundos de descanso en hielo (este ciclo se repitid 3 veces).

Se colocaron los tubos a 65°C por 5 minutos y se enfriaron inmediatamente en
hielo por 5 minutos. Posteriormente se centrifugd a 16,100 x g durante 10 minutos
a4°C.

Se coloco la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se adicionaron 500 L
de amortiguador AE, se mezcldé por inversion y se centrifugd nuevamente 10
minutos a 4°C a 16,100 x g.

Se recupero la fase acuosa en un tubo limpio y se adicioné un volumen de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé por inversion y se
centrifugé a 16,100 x g por 10 minutos a 4°C. Se tomo la fase acuosa y se
adiciono6 el volumen necesario de cloruro de litio 4M para tener una concentracion
de 0.4M de LiCl, y dos volumenes de etanol al 100%.

Se incubd la mezcla anterior a -20°C durante 1 hora para precipitar el RNA,
posteriormente se centrifugd a 16,100 x g por 10 minutos a 4°C. Se retird el
sobrenadante y el precipitado se lavé con 500 pL de etanol al 75%, se centrifugd
durante 5 minutos a 16,100 x g a 4°C. Finalmente se dej6 secar el RNA y se

resuspendio en 40 uL de agua tratada con DEPC.

XI. Gel desnaturalizante de RNA

Una vez que se obtuvo el RNA de las células, se cuantific6 su concentracion
en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 Thermo Scientific. Se prepard un gel con
una concentracion final de agarosa 1%, MOPS 10X al 1% y 18% de formaldehido.

o Preparacion de las muestras
Se coloco en un tubo Eppendorf el volumen de muestra equivalente a 10 ug de
RNA.
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Se afiadio a cada muestra 2 yuL de MOPS 10X, 6 uL de formaldehido y 20 uL
de formamida.

Se calent6 la muestra a 65°C por 15 minutos, después se enfrio de inmediato
en hielo por 5 minutos y se adicioné a cada muestra 5 pL de amortiguador de

cargay 5 pL de bromuro de etidio (1 mg/mL).

Cuando las muestras ya fueron desnaturalizadas, se cargaron en el gel y se
corrio la electroforesis a 50V durante 75 minutos, transcurrido ese tiempo se

aumento el voltaje a 100 V y se corrié 2 horas mas.

XIl. Transferencia de RNA a membrana de nylon y Northern blot

Terminada la electroforesis, el RNA se transfiri6 a membrana de nylon, para lo
cual se llevo a cabo lo siguiente:
. Se coloco en un recipiente amplio un soporte de acrilico, se coloc6 un papel
filtro sobre el soporte, el papel filtro estaba en contacto con el amortiguador
SSC20X por ambos extremos del soporte.
. Se colocb el gel sobre el papel (el gel se lavé previamente con H,O-DEPC),
se cubrié con papel los extremos del gel dejando descubierto los carriles en donde
corrieron las muestras y se coloc6 sobre el gel la membrana de nylon.
. Se colocaron 3 papeles filtro encima del gel y después una torre de
servilletas de 7 cm de altura. Al final de la torre de papel se colocé un acrilico y un
objeto de aproximadamente 1.5 kg.
. Se afiadid en el recipiente 500 mL de solucibn SSC 20X y se dejo
transfiriendo toda la noche.
. Terminada la transferencia se retird6 la membrana, se coloc6O en un
entrecruzador (UV Stratalinker 2400) y se dieron 2 pulsos de radiacion UV a 1199

pJoules.
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> Northern blot

Una vez obtenida la sonda marcada con dATP*? limpia se guardé la mitad (25
pL de sonda) a -20°C y la otra mitad se desnaturaliz6 incubando 1/10 de volumen
de solucion de NaOH 1N, 1mM de EDTA y se incub6é 5 minutos a temperatura
ambiente. La sonda desnaturalizada se agrego a la solucion de prehibridacion
precalentada a 65°C (ver anexos) en donde se encontraba la membrana.

Se hibridé toda la noche a 65°C en horno rotatorio.

Al dia siguiente se retir6 la solucion de hibridacion y se realizaron 4 lavados a
la membrana, uno con solucién 2XSSC-0.2% SDS por 5 minutos, dos lavados con
solucién 2XSSC-0.2% SDS por 15 minutos y el cuarto lavado con solucién
0.2XSSC-0.2% SDS por 30 minutos, todos los lavados se hacen a 65°C en el
horno rotatorio y con 50 mL de solucién.

Finalmente se cubrié la membrana con plastico y se dejo exponiendo en una
pantalla sensible a radioactividad toda la noche, al dia siguiente se obtuvo la sefial
de las proteinas marcadas con el equipo Typhoon 9400, la imagen se digitalizé
con Typhoon scanner control v5.0 y se analizé con el software Imagequant para

analisis digital.
XIII. Traduccién in vivo de proteinas mitocondriales.

Para llevar a cabo la sintesis in vivo de proteinas mitocondriales se sigui6 el
protocolo descrito para S. cerevisiae cuando se utilizaron células completas y se
modificaron algunas condiciones en el caso de los esferoplastos.

Células completas (Bonnefoy, et al. 2001)
o Se crecieron 2 colonias de células en 2 mL de medio YD a 30°C toda la

noche. Se inocul6 0.1 mL de precultivo en 10 mL de medio YD. Las células se

cosecharon en fase media logaritmica (OD~1.2, 15 horas de crecimiento) por
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centrifugacion a 3,000 x g, se lavaron con 1 mL de agua y se colocaron en un tubo
con tapa de rosca.
o Se tomaron 0.12 g de células:
. Las células se resuspendieron en 1.5 mL de medio minimo sin metionina (-
met/glucosa) y se incubaron 10 minutos a 30°C con agitacion constante.
. Se adicionaron 5 pL de cicloheximida (10 mg/mL disuelta en etanol) y se
incubo 30 minutos a 30°C con agitacion.
. Se afiadieron a las células 5 uCi de *S-metionina y se incubaron a 30°C
por 30 minutos en agitacion. Transcurrido el tiempo se colocan los tubos
inmediatamente en hielo-agua por 5 minutos.
. Los tubos se centrifugaron a 16,100 x g a 4°C por 1 minuto en centrifuga de
mesa, al finalizar se elimin6 el sobrenadante.
. Nuevamente se lavaron las células pero ahora con 200 puL de SHP frio
(Sorbitol, HEPES e inhibidor de proteasas, ver anexos).
. La pastilla de células se resuspendié en 200 pL de SHP frio y se agregd un
volumen de perlas de vidrio frias (perlas de 425-600 um de Sigma).
. Se agitdé en vértex 30 segundos a velocidad maxima con descanso de 30
segundos en hielo (se repitié dos veces mas este paso).
. Se centrifugé el lisado celular a 600 x g por 5 minutos a 4°C, se tomo el
sobrenadante y se vertié en un tubo limpio.
. Se agrego a la pastilla 200 pL de SHP frio y repitié el ciclo vortex-hielo. Se
centrifugd 5 minutos a 600 x g a 4°C. Se tomd el sobrenadante y se uni6 a la
fraccion anterior.
. Se centrifug6 el sobrenadante a 16,100 x g por 10 minutos a 4°C, se retird
el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 40 pL de solucién de Laemmli.
Se calentaron las muestras a 65°C durante 5 minutos.
o Se cargaron en el gel 5 pL de las proteinas (gel de acrilamida-SDS al 16%
de 17x14 cm) y se corrié a 27V durante hora y media.

Al finalizar la electroforesis se transfirieron las proteinas a una membrana de
PVDF y se expuso la membrana a una placa sensible a radioactividad para el

equipo Typhoon 9400 (Molecular dynamics, Amersham Pharmacia Biotech). Se
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dej6 la membrana en exposicion toda la noche, al dia siguiente se obtuvo la sefial
de las proteinas marcadas con el equipo typhoon 9400, la imagen se digitaliz6 con
Typhoon scanner control v5.0 y se analizé la imagen con el software Imagequant

para analisis digital.

> Traduccion in vivo con esferoplastos (Mihara, et al 1980; Daum, et al. 1982)

Se crecieron 3 colonias de la cepa en 2 mL de medio YD toda la noche a 30°C.
Al dia siguiente se vertieron los 2 mL de precultivo en un matraz que contiene 20
mL de medio YD y se incubd a 30°C durante 3 horas.

Se cosecharon las células por centrifugacion a 3,000 x g durante 10 minutos y
se lavaron con agua estéril una vez y se centrifugaron de nuevo a la misma
velocidad.

Las células se resuspendieron en 2 mL de amortiguador TD (2ml/g de peso
huimedo). Se agit6 10 minutos a 30°C.

Se centrifugaron las células durante 5 minutos a 1,000 x g. Posteriormente se
lavd el botén con amortiguador MP2 (7 ml/g de peso humedo) y se centrifugaron
las células a 1,000 x g por 5 minutos. Posteriormente el boton de células se
resuspendié en amortiguador MP2, se adicion6 zimoliasa 20T (3mg/g de peso
hamedo) y se incubaron durante 40 minutos a 30°C (con agitacién suave).

Se reviso la formacién de esferoplastos. Para ello se comparé 1 mL de sorbitol
1.2 M contra 1 mL de agua adicionando a cada uno 25 pL de células. Cuando los
esferoplastos ya fueron formados, el tubo con agua se vio claro comparado con el
tubo de sorbitol.

Una vez que se formaron los esferoplastos se centrifugaron a 600 x g por 5
minutos y se recuperaron en 500 pL de medio —met, sorbitol 1.2 M y HEPES 20
mM pH=7.4 y se incubd a 30°C durante 20 minutos.

A continuacién se adicioné la cantidad necesaria de antibiético y se incubé 10

minutos a 30°C con agitacién suave.
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Se afiadieron a las células 5 uCi de *S-metionina, se incubé a 30°C por 20
minutos con agitacion suave. Transcurrido el tiempo se colocaron los tubos
inmediatamente en hielo-agua durante 5 minutos.

Se centrifugaron las células a 600 x g en centrifuga de mesa a 4°C por 5
minutos y se elimind el sobrenadante. Se lavaron las células con 200 pL de SHP
frio y se resuspendieron en 200 uL de SHP frio y se agregd un volumen de perlas
de vidrio frias.

Se agitaron los tubos con las células en vortex 30 segundos a velocidad
maxima y se incubaron 30 segundos en hielo (se repiti6 dos veces mas este
paso). Se centrifugaron los tubos a 600 x g por 5 minutos a 4°C y se tomo el
sobrenadante de manera cuidadosa y se vertio en un tubo limpio.

Se centrifugdé el sobrenadante a 16,100 x g en centrifuga de mesa por 10
minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 40
pL de solucion de Laemmli. Para desnaturalizar las muestras se calentaron a 65°C
durante 5 minutos.

Se cargaron 5 pL de la muestra desnaturalizada en un gel de acrilamida al

16% y se corrié a 27 V por hora y media.

XIV. Western blot

Una vez que las proteinas son transferidas a membrana se realiza el Western
blot. La membrana se incubd toda la noche a 4°C con solucién de bloqueo.
Posteriormente se adiciond el anticuerpo de prueba en el amortiguador apropiado
y se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
hicieron 3 lavados (10 minutos cada uno) con solucién de lavado. Después se
incubo 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario en solucion de
blot. Se realizaron nuevamente 3 lavados de 10 minutos cada uno. Finalmente se
realizé la deteccién con quimioluminiscencia (kit pierce ECL Western blotting) y el

resultado se obtuvo por autorradiografia.
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XV. Obtencién de anticuerpos

> Aplicacion del antigeno

Los péptidos para la generacion de anticuerpos se sintetizaron por GenScript y
se unieron a una molécula de KLH (Keyhole limpet hemocyanin) a través de una
cisteina en el extremo carboxilo y se acetilaron en el extremo amino.

Una vez que se tuvieron los péptidos, estos se resuspendieron en solucién de
PBS de tal manera que la concentracion del péptido fuera de 1 mg/mL y se guardo
en alicuotas de 100 pL a -70°C.

El esquema de inmunizacién que se sigui6 es el siguiente:

Dia1l Dia 28 Dia 56 Dia 84 Dia 91 Antes
del dia 98

Obtencion de Se inyect6 50 Se inyect6 50 Se inyecté 50 22 Si el
sangria (suero pg del péptido pg del péptido pg del péptido sangria. Se resultado del
preinmune) ysellevb al yselevo al ysellevéal realizo la dia 91 era
Se inyect6 100 mL con mL con mL con busqueda de positivo se
ng del péptido adyuvante adyuvante adyuvante anticuerpos sangro a
y se llevd a 1 incompleto de incompleto de incompleto de por Western blanco al
mL con Freud. Freud. Freud. blot. conejo por
adyuvante puncion
completo de cardiaca.
Freud.

Tabla 2. Esquema de inmunizacion.

» Colecta de anticuerpos

Se sangr6 al conejo a blanco con puncion cardiaca. Se colectaron
aproximadamente 50 mL de sangre directamente en tubos de centrifuga.

Se dejo formar el coagulo a 4°C. Posteriormente se retira el coagulo con
palillos de madera largos y delgados.

A 4°C se realiz6 lo siguiente:
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Se tomo el sobrenadante y se precipitdé con sulfato de amonio al 40%, se midi6é
el volumen de suero y se adicion6 la cantidad de sulfato de amonio necesaria
(243 g para un litro de suero).

Se agrego el sulfato de amonio poco a poco, con agitacion constante, en
cuanto estuvo disuelto el sulfato de amonio se centrifugd a 12,000 x g en el
rotor JA25-50 durante 10 min a 4°C.

El boton de anticuerpos se resuspendié en el menor volumen posible de PBS,

se prepararon alicuotas de 100 uL y se guardaron a -70°C.
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RESULTADOS

I. Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes

Las cepas mutantes fueron donadas por el Dr. Urlich Brandt (Medical school
Johann Wolfgang Goethe-Universitat) y por el Dr. Salvador Uribe Carvajal
(Instituto de Fisiologia Celular, UNAM).

Las cepas en estudio contienen la interrupcién de los genes de Y. lipolytica
nuim, nukm y nubm genes homodlogos a tyky, psst y 51kDa de bovino
respectivamente, todos estos genes codifican para subunidades localizadas en el
brazo soluble del complejo | y son de origen nuclear. Para entender mejor los
resultados se utilizara solo la nomenclatura de bovino, por lo tanto las cepas son:
APSST, ATYKY y A51kDa (Ahlers, et al. 2000; Kerscher, et al. 2002).

La construccion de las cepas mutantes se llevd a cabo por recombinacion
homologa siguiendo practicamente la misma estrategia. El gen tyky se eliminé por
recombinacién homéloga con LEU2 para lo cual un fragmento de DNA gendmico
de 2.6kb y que contiene al gen de interés, se tratd con enzimas de restriccion
(BamHI y Pstl) para eliminar el marco de lectura abierto (ORF), excepto los
primeros nucleétidos (correspondientes a los primeros 20 aminoacidos) y los
altimos nucledtidos (correspondientes a los dltimos 10 aminoacidos de la
proteina). Y en el espacio el gen LEU2 se insertd en orientacion opuesta al ORF,
se amplifico el fragmento y se aislo para transformar las células de Y. lipolytica. La
recombinacién homéloga se verific por Southern blot y PCR (Ahlers, et al. 2000).

La eliminacion de psst y 51kDa se realizé por recombinacion homologa con el
marcador de LEU y URA respectivamente. La estrategia fue la misma que en el
caso de TYKY (Ahlers, et al. 2000; Kerscher, et al. 2002).

A continuacion se muestra la estructura del complejo | de T. thermophilus, en
ella se indica las subunidades homélogas de Y. lipolytica que fueron eliminadas
(ver figura 8). Las subunidades que estan ausentes en las cepas son: PSST,

TYKY y la de 51kDa respectivamente, las cuales se encuentran en color rojo.
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Figura 8. Subunidades ausentes del complejo |. Para visualizar mejor los resultados mostramos

los sitios en los que se encuentran las subunidades que fueron eliminadas, tomando como base la
estructura del complejo | de T. thermophilus. En color rojo se observa la subunidad que fue

eliminada.

El redireccionamiento de la deshidrogenasa alterna al lado matricial de la
membrana interna de la mitocondria en las cepas mutantes se hizo mediante el
empleo de la secuencia de importe mitocondrial de nuam, una subunidad del
complejo | que también es de origen nuclear (Kerscher, et al. 2001).

Para comenzar con el presente estudio, lo primero que se hizo fue caracterizar
el fenotipo de las cepas mutantes, para determinar si la ausencia del complejo | se
compensa por la presencia de la NDH2 alterna. Para ello se realizaron curvas de
crecimiento, ensayos de crecimiento con dilucion seriada en medio sélido YD y se
observé al microscopio la morfologia celular.

Las curvas de crecimiento se realizaron en medio liquido YD a 30°C. Estas
curvas no muestran diferencias en cuanto al tiempo de crecimiento entre la cepa

tipo y las cepas mutantes (ver figura 9).
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Figura 9. Curvas de crecimiento en medio liquido YD. Densidad 6ptica a 600,,.

No encontramos diferencias en el tiempo de crecimiento entre las cepas que
no ensamblan complejo | con aquella que si lo ensambla, con lo que corroboramos
que la NDH2 interna compensa la ausencia del complejo I.

Posteriormente se realizaron ensayos de crecimiento en medio sélido YD en
diluciones seriadas de todas las cepas. En los primeros carriles donde hay un
mayor numero de células podemos observar diferencias en la morfologia de la
colonia (ver figura 10). Como se puede observar la colonia de la cepa silvestre es

mMAas rugosa que las colonias de las cepas mutantes.
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Figura 10. Crecimiento colonial de las cepas de Y. lipolytica. Medio sélido YD a 30°C durante 3

dias.

Para determinar si el cambio en la colonia es debido a cambios en la forma de
las células, se visualizaron al microscopio las diferentes cepas en fase media
logaritmica y en fase media estacionaria. Las imagenes obtenidas del microscopio
a una amplificacion de 40X se observan en la figura 11. Sélo se muestran las
imagenes en el inicio de la fase estacionaria ya que no hay diferencia considerable

con las imagenes obtenidas en fase media logaritmica.
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Figura 11. Morfologia celular de las cepas de Y. lipolytica. Células crecidas en medio YD

liquido a 30°C, vistas al microscopio (Nikon labophot microscopes) con un aumento de 40X en el

inicio de la fase estacionaria. Las colonias se tomaron de medio liquido YD.

También observamos las células que crecieron en medio solido (figura 12), sin

encontrar diferencia en cuanto a la formacién de hifas.
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Figura 12. Morfologia celular de las cepas de Y. lipolytica. Células crecidas en medio YD sélido

a 30°C, a las 48hrs, vistas al microscopio (Nikon labophot microscopes) a un aumento de 40X.

Con la evidencia obtenida podemos decir que no existen diferencias
morfolégicas notorias en las células pero que el crecimiento poblacional
(arquitectura de la colonia), es diferente entre las cepas que no ensamblan

complejo | con aquella que si lo ensambla.
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Il. Las cepas mutantes presentan sensibilidad a flavona y no a rotenona

Una vez que hemos determinado que la ausencia de complejo | no afecta la
viabilidad de las células el siguiente paso es estudiar si las cepas respiran y si las
mutantes son sensibles a rotenona, inhibidor del complejo I. Para ello se
purificaron mitocondrias de cada una de las cepas. Las células utilizadas para el
aislamiento se cosechan en fase media logaritmica, las mitocondrias se aislaron
por el método mecanico descrito en la seccién de métodos y se cuantificaron con
el método de Lowry modificado.

La respiracion se midié con base en la cantidad de oxigeno consumido por
miligramo de proteina por minuto. El consumo de oxigeno se midié en una celda
de 1 ml, en presencia de medio respiratorio. En la figura 13A, 13B, 13C y 13D que
se muestra a continuacion; la primer barra corresponde al consumo de oxigeno en
presencia de sustrato respiratorio, la segunda barra es el consumo de oxigeno en
presencia de un inhibidor del complejo | (15 uM de rotenona) y la tercer barra
muestra el consumo de oxigeno en presencia de un inhibidor de la NDH2 (200 uM
de flavona).

La adicion de los inhibidores fue secuencial y en la misma celda, es decir, se
adicioné primero el sustrato, después la rotenona y finalmente la flavona. Cada
una de las barras muestra el promedio de 3 lecturas y las lineas negras indican la

desviacion estandar.
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Figura 13. Medicion del consumo de oxigeno. A) Cepa silvestre; B) Cepa ATYKY; C) Cepa

APSST; y D) Cepa A51KDa. Para medir el consumo de oxigeno se utilizé como sustrato 10 mM de
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piruvato, malato y citrato, 20 mM de KCIl, 1 mM de MgCl, y 15 uM de rotenona y 200 uM de

flavona.

En la cepa silvestre el consumo de oxigeno en presencia de rotenona
disminuye en mas de un 50% y al adicionar flavona (inhibidor de las
deshidrogenasas alternas) se inhibe por completo la respiracion (figura 13A).

Las mitocondrias de ATYKY y APPST (figura 13B y 13C) respiran casi a los
niveles de la cepa silvestre, al adicionar rotenona no se ve afectada su respiracion
significativamente y en presencia de flavona la respiracion se inhibe en mas de un
50%.

En la cepa A51kDa la rotenona no inhibe la respiracion mientras que la flavona
la inhibe casi por completo. Los trazos se repitieron en tres ocasiones y el
comportamiento fue similar. También es importante mencionar que la cepa
A51kDa en todos los ensayos mostrd6 un menor consumo de oxigeno (ver figura
13D). También probamos adicionar el doble de la concentracion de flavona en los
ensayos pero veiamos solo un artefacto porque parecia aumentar la concentracion
de oxigeno.

Con lo anterior podemos decir que las cepas que no contienen complejo | son
sensibles a flavona pero no a rotenona, lo que indica que su respiracion no

depende de la presencia de complejo I.

Il. Los niveles de los transcritos de las subunidades mitocondriales no se

ven afectados en ausencia del complejo I.

La siguiente pregunta por resolver es si en ausencia de un complejo |
completamente ensamblado se modifican los niveles de RNA mensajero de las
subunidades mitocondriales de complejo I. Para ello se aisl6 el RNA total de cada
una de las cepas y a traves de ensayos tipo Northern blot se obtuvieron los niveles
de RNA mensajero.

Las sondas de prueba para cada una de las subunidades mitocondriales del
complejo | se clonaron en el plasmido pGEM y se transformaron en E. coli. Una
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vez transformadas las bacterias se aisl6 el plasmido y se mandd a secuenciar el
inserto. La secuencia de las sondas de DNA de ND1, ND2, ND3, ND4 y ND4L son
100% idénticas comparadas con las secuencias depositadas en la base de datos.

A partir de la sonda clonada se realizo el PCR radioactivo de cada una de las
sondas y con ello se obtuvo la sonda de prueba marcada con [a-P*?]-dATP. Todas
las membranas se hibridaron con un fragmento del 16S rRNA, el cual forma parte
de la subunidad pequefia del ribosoma mitocondrial, empleado como control de
carga.

Las imagenes que a continuacion se muestran (figuras 14-18), presentan la
membrana tefiida con azul de metileno o el gel de RNA tefiido con bromuro de
etidio (para ubicar el tamafo de los transcritos tomando como referencia el 26S
rRNA y 18S rRNA), la membrana con cada una de las sefiales de los transcritos y
un esquema del tamafio de los transcritos que esperamos.

Dado que no se ha reportado el tamafio de los mensajeros de las subunidades
mitocondriales del complejo | de Y. lipolytica, hemos estimado el tamafio de los
transcritos considerando para ello las regiones no codificantes entre los genes.

El primer transcrito que analizamos es el de ND1. En la figura 14 se observan
dos bandas, una debajo del 26S rRNA y la otra por debajo de 18S rRNA, por lo se
piensa que una de las bandas corresponde a un transcrito maduro y el de mayor
tamafio a un transcrito que aun no ha sido procesado y contiene todavia un intron.
El ensayo se hizo por duplicado pero en ninguno de los casos se observa
diferencia en los niveles del mensajero de ND1. Se compararon los niveles del
transcrito entre las cepas mutantes APSST, ATYKY y A51kDa y la cepa silvestre y
no se pudo encontrar una diferencia significativa entre los niveles de mRNA de
ND1.

46



APSST
A51kDa

z
=5

—3189nt 26S rRNA
—1648nt 18S rRNA

ND1
[ I 1250t

250 1026

I — - 2300t
250 2057

B resirNa

Figura 14. Northern Blot de la subunidad ND1. Se cargaron en el gel 10 ug de RNA total. En
color blanco esta la regién no codificante, en color rojo la regién codificante y en color azul es el

sitio donde hibrida la sonda de prueba.

El siguiente transcrito analizado fue ND2. Al hibridar la sonda de ND2
obtenemos una banda con migracion similar al 26S rRNA, la cual corresponde a
un tamafo aproximado de 3100 bases (ver figura 15). Ya que dicha banda es muy
intensa, creemos que podria ser un policistron, ya que ND3 y COB estan cerca de
ND2 y las regiones intergénicas son muy pequefias, y juntos nos darian un
tamafo aproximado de 3100 bases.

Se comparo el nivel de dicho policistron entre las cepas mutantes y la silvestre
y no se encontraron diferencias. Aunque en la mutante APSST se observa una
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menor sefial del transcrito también es menor la sefial del 16S rRNA, indicando que

se cargé menos RNA total.
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A51kDa
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I I, - 3100nt
160 1158 42 1409 20 380

. LS

Figura 15. Northern Blot de la subunidad ND2. Se cargaron en el gel 10 ug de RNA total. En

color blanco esta la regién no codificante, en color rojo la regién codificante y en color azul es el

sitio donde hibrida la sonda de prueba.

En el caso del RNA mensajero de ND4 encontramos que la sonda hibrida en 2
sitios, una banda de mayor tamafio que el 26S rRNA y otra banda cercana al 18S
rRNA. En la literatura se ha reportado que ATP8, ATP6, COX3 y ND4 se
transcriben en un policistron (Matsuoka, Matsubara et al. 1994). El tamafio de este
policistron es de 3.8 kb, el cual corresponde a la banda que esta por arriba del 26S
rRNA, pero la banda de aproximadamente 1.6 kb también es muy clara (ver figura

16) por lo que pensamos que esta puede corresponder Unicamente al RNA
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mensajero de ND2 ya que el gen es de casi 1.4 kb (sin considerar las regiones no
traducidas).

Hasta el momento podemos decir que los niveles de los RNA"s mensajeros de
ND4 de las cepas mutantes no muestran cambios en su expresidn en

comparacion con la cepa silvestre.
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ATYKY
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A51kDa
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’

— 3189nt 26S RNA

~——1648nt 18S rRNA

ATPS ATP6 COX3 ND4
H | | ~3800nt
\ 146 762 807 1410
. i 156 479 1 10

@@ 165RNA

Figura 16. Northern Blot de la subunidad ND4. Se cargaron en el gel 10 ug de RNA total. En
color blanco esta la regién no codificante, en color rojo la region codificante y en color azul es el

sitio donde hibrida la sonda de prueba.

El RNA mensajero de ND4L se observa de mayor tamafio que el 26S rRNA
(ver figura 17), mas de 3.1kb. Este ensayo se obtuvo por triplicado y se cuantificd

densitométricamente la intensidad de la sefial.

49



Creemos que NDA4L puede estar transcribiéndose junto con ND5 y COX2, el
tamafio de ese policistrén es de aproximadamente 3.6 kb.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la sefial de las bandas se tom6 como
referencia la banda del 16S rRNA. El grafico muestra el promedio del cociente
ND4L/16S rRNA, asi como la desviacion estandar. Se analizo el resultado con una
prueba de ANOVA al 95% vy la prueba indicé que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre la sefal de las cepas mutantes con respecto

a la cepa silvestre.

ATYKY
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— 16480t 18S RNA _
' WT  ATYKY APSST  A51kDa
COX2 ND4L ND5
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400 728 258 269 1968

S - 16S rRNA

L

Figura 17. Northern Blot de la subunidad ND4L. Se cargaron en el gel 10 pg de RNA total. En
color blanco esta la regién no codificante, en color rojo la regién codificante y en color azul es el

sitio donde hibrida la sonda de prueba.

Por dltimo hibridamos la sonda de ND3. La membrana de ND4L es la misma
que se empled para hibridar ND3 de ahi que no consideramos la banda de mayor
tamafio (~3600 nt), ya que corresponde a la sefial de ND4L. Como lo habiamos

indicado para el caso de ND2 pensamos que es un policistron que lleva a COB,
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ND2 y ND3, este policistron estaria a la altura aproximada de 26S rRNA (3100 nt).
En la figura 18 tampoco encontramos diferencias en el nivel de RNA mensajero de

ND3 entre las cepas mutantes y la cepa silvestre.

A51kDa
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s e 16STRNA

— 3189nt 26S rRNA
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C — R 510
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Figura 18. Northern Blot de la subunidad ND3. Se carg6 en el gel 10 pg de RNA total. En color
blanco esta la region no codificante, en color rojo la regién codificante y en color azul es el sitio

donde hibrida la sonda de prueba.

De los experimentos anteriores podemos concluir que la eliminacién de las
subunidades PSST, TYKY y 51kDa de origen nuclear del complejo | no afecta la

transcripcion de las subunidades de origen mitocondrial del mismo complejo.
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IV. Ensayos para determinar la expresion de subunidades mitocondriales de

complejo | a nivel de proteina.

> Ensayos de sintesis de proteinas en la mitocondria

La siguiente pregunta que intentamos resolver es si la expresion de las
subunidades mitocondriales a nivel de sintesis de proteinas se ve afectada por la
ausencia de complejo |.

Para ello lo primero que hicimos fue intentar establecer el método para
estudiar la traduccion in vivo de los mRNAs codificados en el genoma mitocondrial
de Y. lipolytica, ya que esta técnica nunca se ha implementado para este
organismo.

En S. cerevisiae un método empleado que ayuda a estudiar la sintesis de
proteinas codificadas en el genoma mitocondrial, es marcar in vivo las proteinas
que se van sintetizando, empleando para ello metionina marcada con S*° en
presencia de cicloheximida (Bonnefoy, et al. 2001). La cicloheximida es un
inhibidor de la sintesis de proteinas citoplasmicas. Las proteinas sintetizadas en la
mitocondria se separan en gel desnaturalizante de acrilamida y por
autorradiografia se observan las bandas de las proteinas que fueron sintetizadas.

Basados en el protocolo de S. cerevisiae, realizamos un primer ensayo
empleando cicloheximida. Para realizar este experimento se incubaron las células
en medio sin metionina por 10 minutos, después se adiciond cicloheximida para
inhibir a los ribosomas citoplasmicos. Posteriormente se adicioné la metionina
radioactiva y se incubd, la sintesis con la marca radioactiva se detiene con frio.

Como control utilizamos a S. cerevisiae ya que esta técnica ha sido
ampliamente utilizada en este organismo, en donde se obtienen 8 bandas, las
cuales ya han sido identificadas (figura 19, segundo carril panel A).

El ensayo se hace en presencia y ausencia de antibiotico. En el caso de S.
cerevisiae en presencia de cicloheximida se observan 8 bandas (figura 19, panel
A, carril 2) que corresponden a las proteinas mitocondriales y cuando no hay

antibiético se observan muchas bandas en donde se observan las proteinas
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citoplasmicas (figura 19, panel A, carril 1). En Y. lipolytica se sintetizan 13
proteinas en la mitocondria pero en el ensayo se observan mas de 13 bandas y se
presenta el mismo numero de bandas en presencia y ausencia de cicloheximida,
lo cual indica (figura 18, panel B, carriles 4 y 5) que la cicloheximida no inhibe a los
ribosomas citoplasmicos siendo Y. lipolytica resistente a este antibiético.

Emetina es también un antibiético empleado para inhibir la sintesis de
proteinas del citoplasma en células de animales, pero igual que la cicloheximida
no mostro tener actividad ni en S. cerevisiae ni en Y. lipolytica (figura 19, panel Ay
B, carril 3y 6).

A) S.cerevisiae B) Y. lipolytica
1 2 3 4 2 6
= SEEy-
ot ) & &=
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Cox2 R e — A A e
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Atp6
Atp8/

9 —

Figura 19. Traduccién in vivo con células completas. Carril: 1) Sin antibiético, 2) Con

cicloheximida (50 pg/mL), 3) Con emetina (100 pg/mL).

Pensando en que quiza la falta de actividad de los antibioticos en Y. lipolytica
se deba a la composicion de su pared celular, decidimos hacer el ensayo con
esferoplastos (células sin pared celular). El ensayo con esferoplastos es similar al
de células completas (ver seccion de métodos). Al igual que en la figura anterior,
no hay inhibicion de la sintesis de proteinas en el citosol de Y. lipolytica (Figura 20,

panel B carriles 5y 6).
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Figura 20. Traduccion in vivo con esferoplastos. Carril: 1) Sin antibidtico, 2) Con cicloheximida

(50 pg/mL), 3) Con emetina (100 pg/mL).

Se probaron diferentes condiciones para el experimento, como diferentes
tiempos de incubacién con el antibidtico, el doble de la cantidad de antibioticos
pero en ningun caso se logré observar solo la sintesis de proteinas mitocondriales
(resultados no mostrados).

También probamos crecer las células en presencia de cicloheximida y emetina
pero en cicloheximida no se inhibi6 el crecimiento a diferentes concentraciones y
en emetina se inhibi6 un poco a 400 pg/mL pero aun a esta concentracion
tampoco se logré obtener la inhibicién de los ribosomas del citoplasma (datos no
mostrados).

Estos resultados sugieren que Y. lipolytica es resistente a los antibioticos
probados, por lo que a la fecha esto impide el analisis de la sintesis de proteinas
mitocondriales en este organismo.

Se ha reportado que la presencia de transportadores tipo ABC confieren a
algunos microorganismos resistencia a antibioticos y en Y. lipolytica se han

descrito genes que pueden ser analogos a estos transportadores, por ello
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pensamos que tal vez en Y. lipolytica estén presentes estos transportadores. Por
tal razén utilizamos un antibidtico que inhibe a dichos transportadores, la
ciclosporina A (Tanabe, et al. 2007). En la figura 21 vemos el resultado de la
traduccion in vivo en presencia de ciclosporina A, la concentracion utilizada fue el
doble de la que se utliza en C. albicans (0.625 pg/mL), en ningdn caso

observamos algun efecto de la ciclosporina A.
&
X
AN
N
o
¢

9 Y. lipolytica
1 2 3 4

“

Figura 21. Traduccion in vivo con células completas. Carril: 1) S. cerevisiae con cicloheximida;

Var1
Cox1
Cox2
CcOB

Cox3
Atp6

Mﬂ‘

anti Cox2

2) Y. lipolytica sin antibiético; 3) Y. lipolytica con cicloheximida (100 pg/mL)+ciclosporina A (1.25
pg/mL); 4) Y. lipolytica con emetina (200 pg/mL) + Ciclosporina A (1.25 pg/mL). Western blot anti-
Cox2.
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Como control de carga (ver figura 21) realizamos el Western blot contra la
subunidad Cox2. En el caso de Y. lipolytica observamos que no hay diferencia
significativa entre los carriles que se trataron con antibiético y él que no contiene
ningun antibiotico.

Hasta el momento no hemos encontrado las condiciones para llevar a cabo el
ensayo de sintesis de proteinas mitocondriales en Y. lipolytica. Lo Unico que
podemos decir es que Y. lipolytica es un organismo multirresistente a inhibidores

de la traduccion.

> Generacion de anticuerpos contra la subunidad ND1 y ND2.

A continuacion nos interes6 obtener anticuerpos contra dos proteinas
mitocondriales de complejo I: ND1 y ND2, con la idea de poder monitorear como
varian sus niveles en ausencia de ensamblaje del complejo I.

En principio se disefiaron 2 péptidos, uno para ND1 y otro para ND2. En
ambos casos se busco que la secuencia del péptido no formara parte de un cruce
transmembranal; aun no se encuentran en la base de datos las estructuras
tridimensionales de ND1 y ND2 pero analizando las secuencias con diferentes
servidores en linea (TMpred http://www.ch.embnet.org, SOSUI) se obtuvieron 8

posibles cruces transmembranales para ND1 y 12 para ND2. Se buscaron
regiones antigénicas en los dominios que se predicen son solubles, usando el

servidor en linea “antigenic” (Antigenic http://emboss.biocinformatics.nl). De las

regiones antigénicas predichas se buscO que no estuvieran presentes en la
secuencia de ND1 y ND2 de conejo. En la figura 22A y 22B se muestran en color

naranja el sitio donde se encuentra el péptido disefiado.
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Figura 22. Prediccion de cruces transmembranales. A) subunidad ND1 y B) ND2 de Y.

lipolytica. Mapa topolégico obtenido con el servidor SOSUI. En circulos de color naranja se

encuentran los aminoéacidos de cada péptido antigénico.

La secuencia del péptido de ND1 es: DYSYVSFLFEGL y la de ND2 es
AIETQSYSIYLMTA.
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Los péptidos se sintetizaron comercialmente (Genscript) y se acoplaron
covalentemente a una molécula de KLH.

Se inmunizaron dos conejos de forma independiente con cada uno de los
péptidos antigénicos ND1 o ND2. Al dia siguiente del tercer refuerzo se tomé una
muestra de sangre de la oreja de los conejos y se hizo un ensayo de Western blot
con proteinas de Y. lipolytica. Para el caso de ND1 se obtuvo una banda por
debajo de los 50KDa, indicativa de la presencia de anticuerpo contra dicha
subunidad, por lo que se procedié a sangrar el conejo a blanco.

En el caso de ND2 no se obtuvo una sefial que nos pudiera indicar la
presencia de anticuerpos anti-ND2, por lo que se realiz6 una cuarta inmunizacion
con el antigeno de ND2, al dia siguiente del cuarto refuerzo tomamos una muestra
de sangre de la oreja y realizamos nuevamente un Western blot pero tampoco
observamos una banda por lo que decidimos sacrificar al conejo.

El suero del conejo inmunizado contra ND1 obtenido de oreja se guardo a -
70°C y el suero del sangrado a blanco se traté con sulfato de amonio al 40 % para
precipitar las inmunoglobulinas.

Se probaron diferentes diluciones de suero sin tratar y tratado con sulfato de
amonio y asi se determind el titulo de anticuerpo, 1:500 para el suero de la oreja y
1:5,000 para el anticuerpo precipitado con sulfato de amonio. ND1 es una proteina
cuya masa molecular es de 38.7 kDa, la cual creemos corresponde a la banda que

esta por debajo de los 50KDa (ver figura 23).
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Figura 23. Titulo del anticuerpo. Se cargaron en el gel 50 ug de proteinas mitocondriales. Se
realizé el titulo de anticuerpos tanto del suero inmunizado como de los anticuerpos precipitados
con sulfato de amonio al 40%.

Para ver si el anticuerpo reconoce una proteina del complejo | se purificaron
mitocondrias de la cepa silvestre de Y. lipolytica, se solubilizaron con n-dodecil
maltdsido y el extracto se separ6 en un gel nativo para posteriormente realizar un
gel desnaturalizante en segunda dimension. En el mismo gel azul se cargaron 3
carriles con 1 mg de proteina solubilizada con lauril maltésido. A un carril se le
midié la actividad de NADH deshidrogenasa, en un segundo carril se midio la
actividad de citocromo c¢ oxidasa y el tercer carril se corrid6 en un gel de segunda
dimension.

La segunda dimension se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa y se incub6
con el anticuerpo contra ND1. Se observo que aparecen varias manchas, una por
arriba de los 36 kDa y dos entre los 27 y 20 kDa. Todas estas bandas provienen
de la region donde migra el complejo | de acuerdo a la actividad de NADH
deshidrogenasa que presento esta region. Creemos que las manchas por debajo
de los 27 kDa podrian ser productos de degradacion de ND1, aunque pensamos
gue la banda que se observa entre 36kDa y 50kDa corresponde a ND1 (ver figura
24).
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Figura 24. Gel azul nativo y Western blot con el anticuerpo de ND1. 1 mg de proteina
mitocondrial solubilizada con lauril maltésido de la cepa tipo se corrié en un gel nativo en primera
dimension. La banda se cort6é y se corrié en una segunda dimensién desnaturalizante. En la parte
superior se encuentra el gel nativo y las bandas que dieron actividad de deshidrogenasa. Se utilizd
el anticuerpo precipitado con sulfato de amonio 1:5,000.

A continuacion se muestra el gel nativo con la actividad de citocromo c oxidasa
y el western blot con el anticuerpo anti Cox2 (ver figura 25) como control de que la
actividad indica el complejo correspondiente y de que la subunidad (en este caso

Cox2) se presenta en la misma region donde se presenté la actividad.
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Figura 25. Gel azul nativo y Western blot con el anticuerpo contra Cox2p. 1 mg de proteina
mitocondrial solubilizada con lauril maltésido de la cepa tipo se corrié en un gel nativo en primera
dimension. La banda se corté y se corrié en una segunda dimensién desnaturalizante. En la parte
superior se encuentra el gel nativo y las bandas que dieron actividad de citocromo c oxidasa. En la
parte superior se encuentra el gel nativo y la banda de actividad de citocromo ¢ oxidasa de
complejo IV.

Lo anterior indica que los anticuerpos obtenidos de la inmunizacién del conejo
reconocen a ND1.

Una vez que contamos con los anticuerpos, queriamos determinar si los
niveles de proteina se modifican en el estado estacionario en deficiencia de
subunidades de origen nuclear. Fueron muchos los intentos realizados para
obtener este Western blot. Se variaron las condiciones (tiempo de incubacion, se

cambiaron las soluciones), se probaron diferentes tipos de membrana
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(nitrocelulosa, PVDF), se probo dializar el anticuerpo, se emplearon diferentes
preparaciones mitocondriales, se probd el suero y el anticuerpo precipitado con
sulfato de amonio pero en todos ellos se observo que el anticuerpo se unia a un
gran numero de proteinas (datos no mostrados). EI Western blot mas limpio que
logramos obtener se muestra en la figura 25. La citrato sintasa es nuestro control
de carga (figura 26 A). Para ND1 obtuvimos dos bandas, ambas se encuentran por
arriba de los 50kDa. Se repitié el western y fue reproducible, pero no podemos
decir cuél es la banda que corresponde a ND1 ya que el peso molecular es mayor

al esperado y no concuerda con los datos obtenidos anteriormente.
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Figura 26. Niveles de ND1 en el estado estacionario. Se cargaron en el gel 20 ug de
proteina mitocondrial de capa una de las cepas. A) Western blot anti-citrato sintasa, B)

Western blot con el anticuerpo ND1. S. cerevisiae es utilizado como control.

Con lo anterior podemos decir que el antigeno de ND1 si generd un
anticuerpo, pero este anticuerpo por razones desconocidas no es funcional por lo

gue es necesario inmunizar a un conejo para obtenerlo nuevamente.
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DISCUSION

Yarrowia lipolytica es un organismo que ha sido utilizado en los ultimos afios
como modelo para estudiar al complejo | respiratorio, ya que igual que S.
cerevisiae, se han desarrollado varias herramientas genéticas para el estudio de
este organismo, Dichas herramientas pueden ser en el futuro de gran utilidad para
realizar tamizajes genéticos y estudios que nos permitan identificar chaperonas de
ensamblaje, como son los mecanismos de ensamblaje y conocer mas sobre la
biogénesis de complejo |.

El presente trabajo tiene como obijetivo realizar un acercamiento metodoldgico

al estudio de la expresion de genes mitocondriales de Y. lipolytica.

|. Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes.

En la seccion de resultados observamos que las células deficientes en
complejo | respiratorio presentan caracteristicas muy similares de crecimiento a la
cepa silvestre en medio rico YD.

El tiempo de crecimiento es casi el mismo en todas las cepas en medio liquido
con glucosa, la fase media logaritmica de todas ellas es a las 15 horas a 30°C. El
mismo comportamiento se observd en estudios de crecimiento en diluciones
seriadas, donde la cepa silvestre crece a los mismo niveles que las cepas
mutantes. En medio solido observamos que la arquitectura de las colonias de la
cepa silvestre difiere de las mutantes, siendo las primeras mas rugosas, tienen
ondulaciones en las orillas y tienen mayor volumen mientras que las colonias de
ATYKY, APSST y A51KDa son lisas.

Se ha reportado que incluso las cepas silvestres de Y. lipolytica exhiben varios
tipos morfologia colonial, que van desde colonias lisas y brillosas hasta cepas
rugosas, y enredadas (Wolf 1996). La razén por la cual las cepas silvestres

pueden dar diferentes tipos coloniales se desconoce (Barth, et al. 1997).
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Las observaciones anteriores también se encontraron en la cepa de Y.
lipolytica Anuam (cepa carente de la subunidad de 75KDa del complejo I). La cepa
silvestre que contiene al complejo | muestra una morfologia colonial mas compleja,
tipica de un crecimiento micelial, mientras que la mutante produce colonias mas
lisas (Kerscher, et al. 2001).

También se ha reportado que la formacion de micelio solo se presenta en
medio con glucosa (Ruiz-Herrera, et al. 2002), por lo que esperariamos entonces
que el crecimiento de tipo micelial fuera igual en todas las cepas. Dadas estas
observaciones podriamos pensar que la forma de la colonia esta relacionada con
el dimorfismo del hongo.

El dimorfismo de Y. lipolytica es afectado por diferentes factores como: el pH
del medio, la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno y el tiempo de crecimiento
entre otros. Es importante hacer énfasis en que las condiciones que afectan el
dimorfismo son diferentes en medio solido que en liquido (Wolf 1996).

Nosotros no observamos diferencias en el dimorfismo celular en medio liquido
ni solido, aun cuando las células que se tomaron del medio sélido muestran a
simple vista diferente tipo de colonia. La cepa tipo de Y. lipolytica puede formar
levaduras e hifas, al parecer en las mismas proporciones que las cepas mutantes.

Palkova, Z., y colaboradores (2010) estudiaron cepas de laboratorio de S.
cerevisiae y aislados silvestres. Ellos encontraron que las cepas silvestres
presentan un tipo colonial denominado “fluffy” (colonias voluminosas con superficie
ondulante), parecida a la arquitectura colonial de la cepa silvestre de Y. lipolytica.
En cambio las cepas de laboratorio muestran colonias lisas. En su estudio
demuestran que las colonias tipo “fluffy” contienen mayor cantidad de agua, la cual
puede ser depositada en el espacio intercelular y dentro de su matriz extracelular
(ECM). De la misma manera, poseen una mayor cantidad de glicoproteina
(llamada Flo11p surface cell adhesin). Ademas que la arquitectura de la colonia no
depende de la morfologia de la célula (St'ovicek, et al. 2010), esta ultima
observacion coincide con lo que observamos en las colonias de Y. lipolytica.

Por tanto creemos que la diferencia en la morfologia de las colonias puede

estar dada por la ausencia del complejo | y como consecuencia puede ocasionar
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que las células tengan un mayor contenido de agua y/o que componentes
(glicoproteinas) de la superficie celular modifiquen su nivel de expresion. Se sabe
qgue en la pared celular de Y. lipolytica estan presentes glicoproteinas (Barth, et al.

1997) y tal vez su concentracion cambio6 en las cepas mutantes.

Il. Las cepas mutantes presentan sensibilidad a flavona y no a rotenona.

La rotenona ha sido clasificada como un inhibidor de la cadena respiratoria de
clase Il, es decir, es un inhibidor de tipo no competitivo del complejo | (Friedrich, et
al. 1994) lo que implica que se une a un sitio diferente al sitio activo de la enzima.
Diversos estudios sugieren que la cavidad donde se une la quinona es también el
sitio de unién a inhibidores (Tocilescu, et al. 2010).

En las oximetrias realizadas la cepa silvestre tuvo un comportamiento
esperado: la respiracion fue sensible a rotenona y la respiracion se inhibié por
completo en presencia de rotenona y flavona. En la figura 13B, 13C y 13D se
observa que la rotenona inhibe al complejo | pero el consumo de oxigeno
contina. En la WT en presencia de rotenona, el NADH enddgeno puede ser
reducido por la NDH2e y llevar los electrones a la poza de quinonas por lo que al
adicionar la flavona el consumo de O, se detiene.

En las cepas mutantes se observa resistencia a rotenona y sensibilidad a
flavona. Esto comprueba una vez mas la ausencia de complejo I. Lo que llama
nuestra atencion es que en presencia de flavona el consumo de O, no llega a cero,
esto es particularmente notorio en las mutantes ATYKY y APSST.

La flavona es un inhibidor de las deshidrogenas alternas de S. cerevisiae,
inhibe tanto a las que se encuentran en la parte externa como a la localizada en la
parte interna (de Vries, et al. 1988). Para tratar de explicar este comportamiento
proponemos dos posibilidades; la formacién de radicales libres y cambios de la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial a la flavona.

Se sabe que en pacientes con deficiencias de complejo | se producen
cantidades excesivas de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Luo, et al. 1997).
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Por otra parte se sabe que la formacion de superoxido depende de la relacion
NADH/NAD® (Hirst, et al. 2008). En nuestras cepas mutantes la relacion
NADH/NAD" podria desplazarse hacia una mayor concentracion de NADH. El
redireccionamiento de la deshidrogenasa alterna al lado interno de la membrana
mitocondrial (NDH2i) en deficiencia del complejo I, ha mostrado ser capaz de
disminuir en gran medida la cantidad de ROS pero no a los niveles de la silvestre
(Seo, et al. 1998; Sanz, et al. 2010). Por lo tanto creemos que al menos una parte
del consumo de O, en las cepas mutantes podriamos atribuirlo a la formacién de
especies reactivas de oxigeno.

La segunda explicacion de que las cepas mutantes no sean 100% sensibles a
flavona, es que la membrana interna mitocondrial pudiera tener una menor
permeabilidad a la flavona y eso impide que la flavona alcance la matriz
mitocondrial. Esto debido a que nuestra cepa silvestre solo lleva a la NDH2 alterna
del lado externo (NDH2e) de la matriz mitocondrial. Por lo cual en la cepa silvestre
la flavona tal vez alcanza mas facilmente a esta deshidrogenasa, mientras que en
las cepas mutantes la deshidrogenasa alterna esta redirigida al interior de la
membrana interna y tal vez la afinidad de la flavona por esta deshidrogenasa es
menor. Cabe mencionar que en nuestros ensayos adicionamos el doble de
concentracion de flavona que se utiliza en S. cerevisiae para tratar de asegurarnos
gue esto no dependiera de la concentracion. Sin embargo aun con el doble de
concentracion observamos consumo de oxigeno.

Kitajima-lhara y Yagi sobreexpresaron la deshidrogenasa alterna de S.
cerevisiae en E. coli, como parte de sus hallazgos encontraron que al medir la
actividad de la NDH2 en presencia de flavona, la actividad NADH deshidrogenasa
se inhibe casi por completo, es decir la NDH2 es sensible a la flavona, pero no en
su totalidad (Kitajima-lhara, et al. 1998). Hacen mencién a que la actividad
residual, es decir, el consumo de oxigeno que aun observan en presencia de
flavona puede deberse a la composicién de la membrana. La membrana interna
de la mitocondria de levadura tiene una composicion significativamente diferente a
la membrana citoplasmica de E. coli en términos de composicion lipidica (Kitajima-

Ihara, et al. 1998). Lo anterior puede estar sucediendo también en nuestros
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resultados, apoyando que en Y. lipolytica la falta de inhibicién total de la flavona
sea porque no cruce por completo la membrana interna mitocondrial como en S.
cerevisiae debido a la composicion de dicha membrana.

De igual manera, en células de mamifero deficientes del complejo I, que
contienen una version de la NDH2i de S. cerevisiae, se observa una pequefa
cantidad de O, consumido en presencia de flavona (Seo, et al. 1998).

Conocer la composicion exacta de la membrana interna mitocondrial de Y.
lipolytica nos ayudaria a ver si hay diferencias con la composicion de la MIM de S.
cerevisiae pero hasta el momento nosotros no hemos encontrado en la literatura
cudl es la composicion exacta de la MIM de Y. lipolytica. Pero especulamos que la

flavona no puede ingresar por completo a la matriz mitocondrial.

lll. Expresién de genes mitocondriales que codifican para el complejo |
respiratorio.

> Transcripcion de genes mitocondriales.

Las subunidades PSST y TYKY contienen centros Fe-S mientras que la
subunidad de 51kDa contiene el sitio de unién al FMN (Angerer, et al. 2011), por lo
tanto la ausencia de dichas subunidades afecta el paso de los electrones del
NADH a la quinona. Tomando en consideracion el modelo de ensamblaje descrito
en mamiferos PSST y TYKY formarian parte de intermediarios de ensamblaje en
etapas tempranas y 51kDa entraria en etapas tardias. Se ha visto en otros
complejos respiratorios (complejo I, IV y V), que defectos en su ensamblaje
afectan la expresion de genes mitocondriales sobre todo a nivel traduccional y
postraduccional, especialmente bien documentado para S. cerevisiae (Rak, et al.
2009; Gruschke, et al. 2011; Mick, et al. 2011).
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Parte de los objetivos de este trabajo fueron estudiar si podia existir alguna
regulacion similar para complejo | de Y. lipolytica. Para ello comenzamos
analizando la expresion de subunidades mitocondriales a nivel transcripcional.

Primero fue necesario identificar el nivel de los transcritos mitocondriales de
complejo I. Este tipo de estudios no se habia realizado con anterioridad.
Encontramos que algunos genes, como ND5 y NDA4L, se encuentran como
policistrones con otros genes mitocondriales y que no se observan transcritos
procesados que incluyan soélo al ORF (marco de lectura abierto) de interés. Todos
los genes mitocondriales de Y. lipolytica son transcritos de la misma cadena de
DNA, sugiriendo que algunos o muchos de ellos son policistronicos (Matsuoka, et
al. 1994). La transcripcion de genes mitocondriales en unidades policistronicas es
comun en levadura y en humano. Los genes mitocondriales humanos son
procesados como transcritos policistronicos (que cubren casi la longitud total de
cada cadena) (Sanchez, et al.) y en S. cerevisiae también algunos genes son
transcritos primarios policistronicos como es el caso de Atp6-Atp8-Cox1.

También llama nuestra atencion que las distancias entre los ORF’s de un
policistron son muy pequefias como por ejemplo entre Cox3 y ND4, donde hay
sélo 10 nucleétidos de distancia o no hay nucle6tidos que los separen como es el
caso de ND4L y ND5. Al igual que como ocurre con el mtDNA de humano es dificil
saber como los ribosomas encuentran su sitio de entrada. Otros genes se
transcriben y procesan en RNA’s mensajeros aislados, tal como es el caso de
ND1.

Los genes mitocondriales estan organizados en forma compacta y
generalmente son co-transcritos como largos precursores de RNA’s, los cuales
son después procesados en mRNA’s y tRNA’s individuales. En Y. lipolytica se
sabe que los genes de subunidades de la Atp6, Atp8, Cox3 y ND4 estan
organizados en una unidad transcripcional teniendo un arreglo similar al genoma
mitocondrial de humano (Matsuoka, et al. 1994). Esto es en parte confirmado en la
figura 16 ya que hay una banda a los ~3.8 kb pero también observamos una
banda casi a la altura de 1.6 kb. En los 2 ultimos carriles de la figura 16
observamos que, cuando la banda de ~3.8 kb disminuye la de ~1.6 se enriquece.
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Si la intensidad de la sefal fuera aditiva, esto no reflejaria diferencia de ND4 entre
las cepas comparando con el 16S rRNA y consideramos que la banda de los ~1.6
kb pertenece a un RNA mensajero maduro de ND4.

No encontramos reportes de ninguna otra unidad transcripcional descrita de Y.
lipolytica, pero si encontramos reportado el sitio de inicio de la transcripcion para
el gen atp8, el cual, comienza en la ultima A del nonanucleétido 5"-ATATAAATA-
3’, el cual se asemeja al sitio consenso de inicio de la transcripcion mitocondrial en
S. cerevisiae y K. lactis (Christianson, et al 1983).

Buscamos este nonanucledtido en todo el genoma de Y. lipolytica para ver si
podriamos inferir sitios de inicio de la transcripcion y si fuese asi esperamos
encontrarlos antes de las unidades policistronicas propuestas (COB, ND2 y ND3;
Cox2, ND4L y ND5) pero no lo encontramos. Solo encontramos dicho
nonanucledtido antes de los tRNA’s de: tRNAg,, tRNAgy, tRNAs,, rRNA de la
subunidad pequeiia, de Cox1 y de Cox2 (datos no mostrados).

El mensajero de ND1 es monocistronico igual que su contraparte en humano.
La disposicion de los genes mitocondriales en Hansenula wingei es muy similar a
la disposicién en Y. lipolytica. En H. wingei se encontré que ND4L y ND5 estan en
la misma unidad transcripcion, pero no determinaron si es dicistron o policistron
(Okamoto, et al. 1994). Lo anterior apoya nuestra propuesta de un policistron con
Cox2, ND4L y ND5.

En mitocondrias de levaduras las secuencias intergénicas de tRNA’s sirven
como sitios de procesamiento primario por la accion de ribonucleasa procesadoras
de tRNA que editan los sitios 5 y 3" de los precursores de tRNA (Chen, et al.
1988). Los dos policistrones que proponemos estarian flanqueados por tRNA’s.

En S. cerevisiae no se afecta la acumulacion de los RNA’s mensajeros
mitocondriales de la ATP sintasa en defectos de su propio ensamblaje (Rak, et al.
2009). Este mismo comportamiento esta presente en Y. lipolytica, donde la falta de
ensamblaje de complejo | no afecta la acumulacion de los RNA’sS mensajeros

estudiados en este trabajo.
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> Ensayos in vivo de sintesis de proteinas mitocondriales.

La técnica de estudio de la traduccion in vivo de proteinas mitocondriales con
S*-metionina ha sido ampliamente utilizada en algunos organismos. En Y.
lipolytica no existen reportes de dicho ensayo. Nosotros en principio empleamos el
mismo protocolo que ha sido descrito para S. cerevisiae, en el que se usa la
cicloheximida para inhibir la sintesis de proteinas en el citoplasma pero no en la
mitocondria (Bonnefoy, et al. 2001). La cicloheximida ha sido aplicada en el
laboratorio por décadas para inhibir la traduccién eucarionte, a nivel de la
elongacion, pero su mecanismo de accién aun no es claro (Schneider-Poetsch, et
al. 2010).

Como se observa en la figuras 19-21 Y. lipolytica es resistente a este
antibidtico.

Intentamos probar con otro antibidtico, la emetina que se ha utilizado en
ensayos de traduccion in vivo en células de mamifero (Chomyn 1996). La emetina
también se ha descrito como un inhibidor de la sintesis de proteinas en
eucariontes pero en Y. lipolytica no mostré tener efecto.

Transportadores pleiotropicos resistentes a farmacos (PDR por sus siglas en
inglés Pleiotropic Drug Resisnant transporters) son miembros de la subfamilia de
transportadores ATP-Binding Cassette (ABC), los cuales exportan antifungicos y
xenobidticos en hongos y plantas, lo que confiere resistencia a los organismos
(Seret, et al. 2009). En el genoma de Y. lipolytica se han identificado genes que
podrian codificar para este tipo de acarreadores (Seret, et al. 2009). Es posible
que la resistencia a estos antibioticos sea conferida por este tipo de
transportadores.

La ciclosporina A es un inhibidor de los transportadores ABC (Tanabe, et al.
2007), y aun a una concentracion elevada (el doble de la concentracion utilizada
en Candida albicans) (Marchetti, et al. 2000), no se observo inhibicion de la

traduccién citoplasmica.
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Existe la posibilidad de que los antibidticos no entren a la célula. Para eliminar
la pared celular hicimos los ensayos en esferoplastos y sin embargo tampoco
obtuvimos resultados positivos.

Cabe mencionar que también intentamos hacer el ensayo con mitocondrias
aisladas (traduccion in organello), para ello empleamos el mismo protocolo de
levadura (Westermann, et al. 2001). Sin embargo, no observamos la sintesis de
las proteinas mitocondriales. Quiza sea porque las condiciones para llevar a cabo
la traduccidn no sean las mismas para los dos organismos (datos no mostrados).

Por lo tanto sera necesario continuar la busqueda de condiciones para realizar

el experimento de sintesis de proteinas en mitocondrias en Y. lipolytica.

> Generacion de anticuerpos.

Consideramos que una herramienta muy util es la obtencién de anticuerpos.
Recientemente se reportd que la disminucion de la sintesis de ND1 provoca
estancamiento en el ensamblaje del complejo (McKenzie, et al. 2011). Apoyados
por este reporte consideramos muy importante la obtencién de anticuerpos contra
ND1. De acuerdo al modelo propuesto en mamifero, ND1 entraria en etapas
tempranas del ensamblaje del complejo y se encuentra inmerso en la membrana
interna de la mitocondria.

El conejo es uno de los animales mas empleados para la produccién de
anticuerpos policlonales en el laboratorio, ya que ofrece mdultiples ventajas, una de
ellas es la excelente sensibilidad de los conejos a una amplia variedad de
antigenos, otra es la presencia de un unico isotipo de inmunoglobulinas G.
(Suckow 2012).

Logramos obtener anticuerpos contra ND1, lo cual indica que el péptido
utilizado resultdé ser antigénica para el conejo. La forma en la que pudimos
corroborar que el anticuerpo reconociera a una subunidad de la NADH
deshidrogenasa fue mediante geles nativos en primera dimension y geles

desnaturalizantes en segunda dimension.
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En el gel azul nativo (primera dimension) las proteinas mitocondriales se
solubilizaron con lauril maltésido que es un detergente que nos permite mantener
a los complejos respiratorios ensamblados (Nubel, et al. 2009). Para determinar
qué banda corresponde al complejo | se midié6 la actividad de NADH
deshidrogenasa, en donde los electrones del NADH oxidado pasan al NBT y el
NBT reducido forma un precipitado de color marron. De las dos bandas que se
observan, la de mayor tamafio corresponde al complejo | y la de menor tamafio a
la deshidrogenasa alterna. Asi corroboramos que el anticuerpo reconoce a una
subunidad del complejo I.

Pensamos que las manchas que estan por debajo del marcador de 36kDa, en
el Western blot del gel 2D, son productos de degradacion de la propia ND1.

A continuacion intentamos hacer el Western blot con todas las cepas en
estudio. En los ensayos realizados posteriores a los de la 2D, las autorradiografias
mostraban mas de 5 bandas a diferentes pesos moleculares y no podiamos decir
cual de ellas era ND1.

Probamos varias condiciones pero no logramos obtener una sola banda como
en el titulo de anticuerpos, ni de un peso similar.

El ensayo mas limpio que obtuvimos fue el que se muestra en la figura 26 pero
las bandas que se observan estan por arriba de lo esperado; asi que
consideramos que ninguna de las dos bandas de este Western blot pertenece a
ND1.

No tenemos claro que pudo haber pasado con el anticuerpo. Consideramos
que es necesario volver a inmunizar a un conejo y obtener nuevamente los
anticuerpos.

En el caso de ND2 volvimos a revisar la base de datos y encontramos que en
fechas posteriores al disefio del péptido fue corregida la base de datos. Algunos
aminoacidos de la secuencia cambiaron, entre ellos dos aminoacidos de nuestro
péptido por lo que consideramos que no es necesario volver a inmunizar al conejo
con este péptido porque no tiene una secuencia idéntica a ND2.

Todavia es poco lo que se conoce acerca de Y. lipolytica por lo que resulta

complicado tratar de explicar nuestros resultados. Sin embargo, aunque el
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presente proyecto no muestra resultados contundentes acerca de la expresion de
los genes mitocondriales, creemos que abre un campo muy amplio de estudio en

este organismo.
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CONCLUSIONES

% La ausencia de complejo | modifica la arquitectura de las colonias de
Yarrowia lipolytica de manera visible, sin embargo las colonias al microscopio
presentan las mismas morfologias.

% La flavona podria no inhibir por completo a la NHD2 interna en Y. lipolytica.

% Y. lipolytica es un organismo resistente a diversos inhibidores de la
traduccion de proteinas citosdlicas, como la cicloheximida y la emetina, por lo que
se dificultd montar la técnica de sintesis de proteinas mitocondriales in vivo.

% La ausencia de subunidades de la NADH ubiquinona oxidorreductasa de
origen nuclear no modifica la acumulacion de los RNA’sS mensajeros
mitocondriales de ND1, ND2, ND3, ND4 y NDA4L.

% El péptido de ND1 genero6 anticuerpos que reconocen a una subunidad de
origen mitocondrial del complejo | de Y. lipolytica.

% El péptido de ND2 no produjo anticuerpos en conejo.
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PERSPECTIVAS

% Mediante un ensayo de microarreglos de las cepas mutantes y la cepa
silvestre podemos determinar los genes que modifican su expresion, con ello tal
vez podriamos encontrar nuevos genes que estén participando en la biogénesis
de complejo I.

% Buscar si existe diferente cantidad de glicoproteinas en la superficie celular
de las colonias lisas (mutantes de complejo I) y rugosas (cepa silvestre).

% Construir la cepa que contenga al complejo | y una deshidrogenasa alterna
interna y no a la externa, para utilizar a esta cepa como control y con ello observar
si la flavona puede inhibir la actividad de las deshidrogenasas alternas por
completo.

% Medir la cantidad de especies reactivas de oxigeno que se producen en la
mitocondria para determinar qué mutante esta mas afectada por la ausencia de
complejo I.

% Hacer ensayos tipo Northern blot contra los RNA's de las subunidades
mitocondriales de complejo IV y con ello comprobar si la transcripcion
policistronica propuesta es correcta.

% Inmunizar a un conejo con el péptido de ND1 y obtener nuevamente los
anticuerpos para hacer un Western blot con el nuevo anticuerpo de ND1 contra

todas las cepas de Y. lipolytica.
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> Medio YD
Extracto de levadura 1%

Dextrosa 2%

> Medio —met

ANEXOS

Base nitrogenada sin aminoacidos 0.67%

Galactosa o dextrosa 2%

Aminoacidos sin metionina 0.075%

> Medio YPGal
Extracto de levadura 1%
Peptona

Galactosa 2%

» Medio LB
Extracto de levadura 0.5%
Bacto triptona 1%
NaCl 1%

Aislamiento de mitocondrias

» Amortiguador de maleato
Acido maleico 0.5M

Ajustar pH=6.8 con Tris

Medios de cultivo

Soluciones

58¢

100 mL
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> Solucién de aislamiento

Manitol

0.6M

Amortiguador de maleato pH=6.8 0.5M

AlbUimina sérica bovina

0.1%

*Adicionar al momento de usar.

Lowry modificado

> Solucién A

Na,COs3
NaOH

Tartrato de sodio

SDS

> Solucién B

Cu,S04-5H,0

» Solucién C

Mezclar 100 volumenes de A + 1 volumen de B. Preparar al momento de usar.

» Solucién D

2%
0.4%
0.16%
1%

4%

1L
109.62 g

20 mL
1g*

1L
209
49
1649
109

100 mL
49

Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin+1volumen de agua. Preparar al momento

de usar.

Extraccion de DNA y RNA

» Amortiguador de lisis

Triton X-100
SDS

100%
10%

20 mL
400 pL
1mL
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NaCl
Tris pH=8.0
EDTA

> Solucién AE
Acetato de sodio
EDTA

Northern blot

» SSC 20x
Cloruro de sodio
Citrato de sodio
Ajustar pH=7.0 con HCI.

5M
2M
500mM

M
0.5M

400 pL
100 pL
40 uL

100mL
5mL
2mL

1L
17539
88.2¢

pH=5.3

Adicionar 1 mL de DEPC, mezclar y dejar toda la noche en reposo, al dia siguiente

esterilizar en autoclave.

» Denhardt’s 50x
AlbUmina sérica bovina
Ficoll

Polivinilpirrolidona

1%
1%
1%

Filtrar con membrana de 0.45um.

» Solucién de hibridacion

SSC
Denhardt’s
SDS
ssDNA

20x
50x
10%

100 mL

19
19

100 mL
25 mL

10 mL
SmL

10 mg/mL
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Western blot

» Solucion de bloqueo 50 mL
Leche en polvo 10% 59
Tris pH=7.6 M 2.5 mL
NacCl SM 1.5mL

» Solucion de blot 10 mL
Leche en polvo 1% 0.1g
Tris pH=7.6 M 100 pL
NacCl 5M 200 uL
EDTA 500mM 20 pL
Tween-20 5% 200 pL

» Solucion de lavado 1L
Tris pH=7.6 M 10 mL
NaCl 5M 20 mL
EDTA 500mM 2 mL
Tween-20 100% 1mL

Traduccion in vivo de proteinas mitocondriales

» Amortiguador SHP 10 mL
Sorbitol 2.4M 2.5mL
HEPES pH=7.4 1M 200 pL
Inhibidor de proteasas 3.3uL

» Amortiguador TD 10 mL
Ditrioteitol 4M 25 uL
Tris-SO4 pH=9.4 1M 100 pL
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» Amortiguador MP2
Sorbitol
Amortiguador de fosfatos pH=7.4

Zimoliasa 20-T

1.2M
20mM

3 mg/g de células
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Geles de acrilamida

SDS-PAGE para ensayos de traduccion in vivo

Reactivo Gel separador 16% Gel concentrador 5%

30% acrilamida-0.3% bis-

o 9 mL 0.83 mL
acrilamida
Tris pH=8.8 3.28 mL --
Tris pH=6.8 -- 150 pL
Agua destilada 4.5 mL 4 mL
SDS 10% 167 pL 50
Persulfato de amonio 10% 100 pL 25 pL
TEMED 10 pL 5pulL
Preparacion de la muestra

v' Amortiguador de muestra 2x 5mL
Tris pH=6.8 2M 0.25 mL
SDS 10% 2 mL
Glicerol 50% 2 mL
Azul de bromofenol 10 mg
B-mercaptoetanol* 100 pL
*Adicionar al momento de usar

v' Amortiguador de electroforesis 5x 1L
Tris 0.125M 151¢g
Glicina 1.25M 94 ¢
SDS 0.5% 59
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Gel azul nativo
Para preparar el gel se utiliza un formador de gradientes, en un cilindro se
coloca la acrilamida al 12% y en otro la acrilamida a 4%. La velocidad a la que cae
la acrilamida debe ser lenta pero no lo suficiente como para que polimerice la
acrilamida antes de terminar de salir del gradiente. La velocidad a la que bajan las

soluciones debe ser la misma.

) Gel separador | Gel concentrador
Reactivo Gel separador 4 %
12% 4%
48.5% acrilamida-1.5%
_ o 1.5mL 4.6 mL 0.5mL
bis-acrilamida
Amortiguador para el gel
6.2 mL 6.2 mL 2 mL
3x
Glicerol 80% 1.2mL 4.73 mL --
Agua destilada 9.6 mL 3.04 mL 3.4 mL
Digitonina 5% 92.5 uL 92.5 uL -
Persulfato de amonio
50 uL 50 uL 32 uL
10%
TEMED 18 pL 18 uL 9 uL
v" Amortiguador 3x 100 mL
Acido aminocaproico 1.5M 19.68 g
Imidazol 75mM 0.51¢g
Ajustar pH=7.0 con HCI
v" Amortiguador del catodo 1 1L
Tricina 50mM 8.96 g
Imidazol 7.5mM 0.51¢
Azul de Coomassie Serva G 0.02% 200 mg
v" Amortiguador del catodo 2 1L
Tricina 50 mM 8.96 g
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Imidazol 7.5mM

Azul de Coomassie Serva G 0.002%

v" Amortiguador del anodo
Imidazol 25mM
Ajustar pH=7.0 con HCI

Preparacion de muestra

v" Amortiguador de muestra
Acido aminocaproico 750mM
Imidazol 25mM
Ajustar pH=7.0 con HCI.

v" Solucién de dodecil maltdsido
Dodecil maltésido 10%

v" Solucién de Coomassie Serva blue G

Azul de Coomassie Serva G 5%

0519
20 mg

1L
179

50 mL
4929
0.09¢g

1mL

100 mg

1mL
50 mg
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Gel desnaturalizante (22 dimension)

_ Gel concentrador
Reactivo Gel separador 14%
4%

30% acrilamida-0.98% bis-

o 14 mL 1.6 mL
acrilamida
Amortiguador para el gel 3x 12mL 3mL
Glicerol 80% 4 mL --
Agua destilada - 7.4 mL
Persulfato de amonio 10% 100 pL 25 uL
TEMED 10 pL 5uL

v" Solucion desnaturalizante 100 mL
B-mercaptoetanol 1% 1mL
Amortiguador del catodo 1x c.p.b 100 mL
SDS 1% 19

v' Amortiguador para el gel 3x 100 mL
Tris 3M 36.33 ¢
SDS 0.3% 0.3¢g
Ajustar el pH=8.45 con HCI.

v" Amortiguador del catodo 10x 500 mL
Tris M 60.57 g
Tricina M 89.6 g
SDS 1% 59

v' Amortiguador del anodo 10x 500 mL
Tris M 60.57 g

Ajustar el pH=8.9 con HCI.




Iniciadores y condiciones de PCR. Clonados en el plasmido pGEM.

C
o Temperatura de
Gen Iniciador _ _
alineamiento
NDL Fw5 CGCAGACGCGGTAAAACTATTATTS’ 520G
RV5' GTCTAGCTGTTTCTGCAACTGAAGC3'
\D2 Fw5 GTTGGATCAGTTGGTGGATTAT3’ 520G
Rv5 "CCA AAGAATCCTAATAATGGTGGT3’
D3 FW5 GGAGCATTTGAATGTGGTTTAACT3’ 520G
Rv5" TGAATCTGTGTTTGGTTTATTATG3’
\D4 Fw5 CTCTTAGTGGTTCTTTATTCATGCT3’ S0°C
Rv5" GGACTTACAAAACCGTGTGCTA3’
FW5 TGTTTAGAGACAATGTTGCTAGGT3
ND4L 52°C
Rv5" CCTATAGCTGACTCTACACCTGCT3’
Fw5" ATGTCGCCATAGTAGTACGTTCC3’
16S RNA 52°C

Rv5” GCCCTATCTATTTGGGTCATCTT3’
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