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Resumen

La FiFo ATP sintasa se encuentra ampliamente conservada en bacterias,
mitocondrias, cloroplastos e incluso en algunas arqueas. La ATP sintasa, particularmente la
mitocondrial, puede encontrarse en arreglos dimérico/oligoméricos. Los arreglos en dimeros
u oligémeros se organizan en filas induciendo invaginaciones membranales llamadas crestas
mitocondriales. El estudio de distintos organismos modelo ha llevado a identificar distintos
dimeros que varian en la composicion de subunidades, el angulo de curvatura entre

mondmeros asi como su organizacion supramolecular.

El dimero de la F1Fo ATP sintasa (V) presente en mamiferos y hongos es estabilizado
principalmente por las subunidades e, g y b. Asi como la subunidad i/j y k de acuerdo con
los modelos obtenidos. La presencia aparentemente ubicua del V2 en eucariotes nos llevé a
preguntamos: ¢ Como fueron reclutadas las subunidades que participan en la dimerizacion de
Fodela FiFo ATP sintasa mitocondrial? ¢ Cual es su historia natural y la distribucion filética
de las subunidades responsables de la dimerizacion de Fo? Para responder estas preguntas,
se obtuvieron las secuencias disponibles tanto en el NCBI como en pfam de las subunidades
de interés. Se depuraron las secuencias duplicadas, obsoletas y se selecciond la isoforma mas
conservada por gen para obtener arboles filogenéticos. También se realiz6 un anélisis sobre
la presencia/ausencia de las subunidades de interés realizando la bisqueda en 1110 genomas
refseq de organismos eucariotes. Por ultimo, se utilizd las secuencias ya depuradas y

alineadas para generar logos de secuencias de los aminoéacidos conservados.

Los resultados obtenidos mostraron una amplia presencia de la subunidad e y g dentro
de ophistokonta, amebozoa, arqueoplastida y otros protistas. EI motivo GXXXG y otras
posiciones claves halladas previamente se presentan incluso en taxas mas divergentes. Esto
sugiere una composicion del V2 de plantas similar a la de animales. La subunidad i/j y k, en

cambio, se hallaron Gnicamente en hongos.

Ninguna subunidad fue hallada dentro de microsporidia, discosea y archamoebae.
Dichos taxa se distinguen por poseer organelos relacionados a la mitocondria (MRO) en lugar
de mitocondrias. Todas las subunidades mostraron alta divergencia. Ademas, la subunidad e

y g presentaron una alta redundancia de homélogos en plantas y animales.



Abstract

FiFo ATP synthase is widely conserved in bacteria, mitochondria, chloroplasts, and
even in some archaea. ATP synthase, particularly mitochondrial, can be found in
dimeric/oligomeric arrangements. The dimeric or oligomeric arrangements are organized in
rows, inducing membrane invaginations called mitochondrial cristae. Different dimers have
been identified through the study of various model organisms. Dimers vary in their subunit
composition as well as angle of curvature between monomers, and supramolecular

organization.

The F1Fo ATP synthase dimer (V2), which is present in mammals and fungi, has been
shown to be stabilized primarily by the e, g, and b, as well as the i/j and k subunits. The
apparently ubiquitous presence of V- in eukaryotes led us to ask: How the subunits involved
in Fo dimerization were recruited? What is its natural history and the phyletic distribution of
the subunits responsible for dimerization? To answer these questions, sequences available
from both NCBI and pfam of the subunits of interest were retrieved. Obsolete duplicate
sequences were purged and the most conserved isoform per gene was selected to obtain
phylogenetic trees. Also, We did of the presence/absence analysis of the subunits of interest
was also performed by searching 1110 refseq genomes of eukaryotic organisms. Finally, the
recovery of purified sequences was used to generate sequence logos of the most conserved

amino acids.

The results obtained showed a wide presence of the e and g subunits within
ophistokonta, amebozoa, and even archaeplastida and other protists. The GXXXG motif and
other key positions found previously are even present in more divergent taxa. This suggests
a V2 composition in plants like that of animals. The i/j and k subunits, on the other hand,

were found only in fungi.

No subunit was found within microsporidia, discosea, and archamoebae. These taxa
are distinguished by having organelles that are reminiscent of original mitochondria (MRO)
instead of functional mitochondria. All subunits showed high divergence. Furthermore, the e

and g subunits showed high redundancy of homologs in plants and animals.



1 Introduccion.
1.1 La mitocondria como organelo esencial en eucariotes.

La mitocondria es un organelo esencial para el metabolismo de casi todas las células
eucariotes. Una de las caracteristicas diferenciales de las células eucariotas, con respecto a
las células procariotas, es la presencia de organelos conformados por compartimentos

membranales especializados en los cuales se llevan a cabo tareas especificas (Mierke, 2020).

La mitocondria cumple funciones diversas y desempefia un papel central en el
metabolismo celular. Algunas de sus funciones incluyen la sintesis de algunas proteinas,
participa en el metabolismo de aminoacidos y nucleétidos, en el catabolismo de &cidos
grasos, Y la biosintesis de lipidos, quinonas y esteroides (Roger et al., 2017). Otras funciones
involucran la homeostasis de calcio, la generacion de especies reactivas de oxigeno y la
regulacion de la apoptosis (Van Der Bliek et al., 2017). En el ambito bioenergético, la
mitocondria desempefia un rol fundamental, generando ATP a través de la fosforilacion
oxidativa de los nutrientes transformados en Acetil-CoA y utilizando oxigeno en el proceso
denominado respiracion aerobia. La alternativa al metabolismo aerobio es la respiracion
anaerobia. No requiere de oxigeno, pero es unas 15 veces menos eficiente (Véase en el
seccion 1.2.5) , las vias involucradas en la sintesis de ATP) (Mierke, 2020). EI ATP obtenido
es utilizado como reservorio de energia quimica. Las mitocondrias también son fuentes
importantes de generacion de radicales libres y la alteracion genética de importantes procesos
celulares llevados a cabo en la mitocondria llevan al desarrollo de un diverso nimero de

enfermedades (Nelson et al., 2017) por lo que son del mayor interés en biomedicina.

1.1.1 Endosimbiosis y otros eventos clave en el origen de las mitocondrias y la

evolucion de los eucariotas.

El origen de las mitocondrias fue sugerido por Lynn Margulis (Sagan, 1967) en On
the origin of mitosing cells con la teoria que se denominaria como teoria endosimbiotica
serial. Dicha teoria menciona que el origen de los eucariotes se dio a través de procesos
sucesivos de endosimbiosis. La idea no fue nueva (Mereschkowsky C, 1910), sin embargo,
si presento una teoria integradora sobre la eucariogénesis. La teoria propuesta buscé explicar

el origen de los flagelos, las mitocondrias y los cloroplastos a través de procesos de



endosimbiosis seriadas que dieron lugar a los organulos en el orden previamente mencionado.
De acuerdo con Margulis, el detonador que daria lugar al proceso de endosimbiosis y que
originaria a la mitocondria, seria un incremento en la concentracion de oxigeno atmosférico
producto de la fotosintesis realizada por procariotes fotdtrofos ancestrales. Un procariote
heterotrofo anaerobio, orillado por un ambiente con mayores concentraciones de oxigeno
atmosférico, engulliria a un procariote aerobio. De este procariote aerobio ancestral surgieron
las actuales mitocondrias. Esta endosimbiosis se volvid obligatoria hasta “integrarse” en un
solo organismo. De igual manera, Margulis sugirié que una espiroqueta ancestral atravesaria
por un proceso de endosimbiosis para dar lugar a los flagelos de las células eucariotes. Por

ultimo, una cianobacteria ancestral seria incorporada dando lugar a los cloroplastos.

La presencia de genomas propios, ribosomas y tARN, asi como la similitud
estructural y bioguimica entre mitocondrias y cloroplastos con sus contrapartes procariotes,
amén de la alta disponibilidad de datos aportados por secuenciaciones de alto rendimiento
apoyan el origen por endosimbiosis de la mitocondria y el cloroplasto. En cambio, hasta
ahora, no hay genoma asociado a los flagelos o evidencia que apoye que el origen de los
flagelos se debe a una endosimbiosis (Mufioz-Gomez et al., 2017). Los eventos de
simbiogénesis que daria lugar a la mitocondria serian uno de los eventos clave de la

eucariogénesis.

Actualmente, se tiene evidencia sobre organismos que poseen una relativa cercania
filogenética con los procariotes ancestrales que fungieron como endosimbionte: las a
proteobacterias en el caso de la mitocondria (Archibald, 2015; Ku et al., 2015; Margulis &
Chapman, 1998), o las cianobacterias en el caso de los cloroplastos (Ris & Plaut, 1962),
aunque hay otras propuestas alternativas (Martijn et al., 2018). Ademas, la presencia de
proteinas encontradas anteriormente en eucariotes apuntan a que arqueas pertenecientes al
superfilum Asgard son cercanas filogenéticamente al hospedero pre-eucariote ancestral
(Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). Sin embargo, aun son discutidas muchas incognitas

sobre los detalles de la transicion hacia las células eucariotes.

Estudios protedmicos, gendmicos y bioinformaticos en diversos tejidos e incluso
diversos organismos eucariotes aproximan gque unas 1000 proteinas o incluso mas, forman o

formaron parte del proteoma mitocondrial. La mayoria de las proteinas mitocondriales tienen



un origen bacteriano o de novo. Buena parte del genoma mitocondrial ha sido transferido
eventualmente al genoma nuclear. Por lo que una vez traducido, buena parte del proteoma
mitocondrial debe de ser importado a la mitocondria. En mitocondrias de humanos solamente
13 proteinas son codificadas por el genoma mitocondrial, 22 tARNs y dos ARNSs ribosomales
(Lott et al., 2013). Las pocas proteinas codificadas en la mitocondria suelen mostrar la
caracteristica de ser altamente hidrofdbicas. Las proteinas codificadas por las mitocondrias
en humanos, corresponden principalmente a subunidades de la cadena de transporte de
electrones y a la ATP sintasa (Mierke, 2020).

La estimacion del arbol de la vida para los eucariotes ha involucrado la bdsqueda
extensiva de fésiles. Sin embargo, como factor limitante tenemos la escasez de fosiles que
provean evidencia sobre el origen de los eucariotes. Por ejemplo, el fosil mas antiguo hallado
para eucariotes pertenece a un alga roja Bangiomorpha de hace 1200 millones de afios (Ma)
y pocos ejemplos méas pueden ser hallados de hace 635 Ma (Butterfield, 2000). Otros intentos
involucran la generacion de arboles filogenéticos con un solo gen como el ARN ribosomal
16S (Edman et al., 1988), o con un grupo de genes en donde es frecuente no encontrar
consenso, y la mas reciente empleando filogendmica (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005).
Alguna de las clasificaciones de los eucariotes con mas apoyo, los dividen en 6 supergrupos
putativos que incluyen: Ophistokonta (que comprende a los animales, hongos y
coanoflagelados), Amoebozoa, Archaeoplastida (que incluye algas rojas, algas verdes,
plantas terrestres y glucophyta), Chromalveolata (incluye apicomplexa o ciliados), rhizaria y
excavata (parabasalia y diplomonas) (Keeling et al., 2005). Se estima que gran parte de las
divergencias que dieron lugar a estos 6 grupos, ocurrieron entre el Mesoproterozoico y el
neoproterozoico temprano. Esto seria entre hace 1600 Ma y 900 Ma (Blair Hedges & Kumar,
2009).

Otro de los eventos mas importantes en la evolucion de los eucariotes que también
involucran procesos de endosimbiosis de plastidos posteriores, son conocidas como
endosimbiosis secundarias (Ver Figura 1). Las endosimbiosis secundarias surgieron en
diversos grupos de eucariotes. El proceso consiste en la adquisicion de plastidos de eucariotes

por la engullicién de un eucariote fototréfico. Este proceso ha dado como resultado grupos



de eucariotes altamente diversos donde, en algunos casos es dificil determinar las veces que

ha ocurrido la incorporacion de plastidos (Archibald & Keeling, 2002).
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Figura 1. Esquema sobre la evolucion de los plastidos obtenidos a traves de
endosimbiosis secundaria. Esquema modificado de Archibald y colaboradores (2002).

1.1.2 La estructura mitocondrial es dinamica y es modificada acorde a los
requerimientos energéticos.
La mitocondria esta constituida por una membrana externa (Outer Membrane, OM)

y una membrana interna (Inner Membrane IM), que a su vez se subdivide en: i) membrana
limitrofe interna (IBM, del inglés Inner Boundary Membrane) que es la region adyacente a
la OM, y ii) las crestas mitocondriales. Las crestas mitocondriales por su parte son regiones
membranales de morfologia tubular, lamelar o incluso en forma de disco. Las crestas
comunmente conectan al menos una region de la IBM. A la region que conecta la IBM con
la cresta se le denomina union de cresta (CJ, del inglés Cristae Juction) (Ver Figura 2 (Zick
et al., 2009). La morfologia de las mitocondrias varia dependiendo de la especie, etapas de
la vida del organismo o incluso entre distintos tejidos de una especie. En animales u hongos
la morfologia de las crestas mitocondria es similar a laminas (Davies et al., 2012), en cambio,
en organismos como Paramecium multimicronucleatum es de aspecto tubular (Allen et al.,

1989). El interior del compartimento de la membrana interna es la matriz mitocondrial.

Unio6n de
A cresta

Interior de
' lacresta H

Citosol

Figura 2. A) Esquema que detalla las partes de la mitocondria.. OM. Membrana
externa. IM Membrana interna. IMS. Espacio intermembranal. IBM membrana limitrofe
externa. B) Arreglo de los complejos implicados en la fosforilacion oxidativa dentro de la
cresta mitocondrial. Obtenido de Wu y colaboradores (2020).
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La membrana externa y la membrana interna tienen funciones distintas, lo cual se
refleja en su composicion. Los lipidos mas abundantes en las membranas mitocondriales son
la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina. En cambio, los esteroles y esfingolipidos suelen
encontrarse en baja cantidad a diferencia de las membranas de otros organelos (Horvath &
Daum, 2013). La membrana externa también contiene canales anionicos dependientes de

voltaje (VDAC) que regulan la difusion de moléculas por debajo de 10 kDA.

Ademas, la IM posee alto contenido de cardiolipinas. La cardiolipina, al igual que la
fosfatidiletanolamina, asumen una forma cénica debido al tamafio pequefio de su cabeza
polar en comparacion con su region hidrofébica. La IM es permeable a Oz, CO2y compuestos
no polares. El porcentaje de proteinas de la membrana interna mitocondrial es
aproximadamente del 75% siendo mucho méas densa que la OM. EIl paso de metabolitos en
la IM, a diferencia de la OM, requiere de transportadores especificos que permiten el paso de
moléculas como el ATP, ADP, piruvato, Ca*?, fosfato entre muchos otros compuestos mas.
Las moléculas como el NADH, producto de la glucdlisis en el citosol son aprovechadas para
la fosforilacion oxidativa como veremos mas adelante (Ver seccion 1.2.5), requieren el uso
de diversos sistemas de lanzaderas debido a que no es posible intercambiar NAD(H) entre el
citosol y la mitocondria. Se han descrito varios sistemas de lanzaderas; posiblemente el mas
importante es la lanzadera de malato-aspartato, que involucra la participacion de cuatro
enzimas y dos transportadores y puede resumirse en un sistema de transporte neto de
equivalentes reductores (NADH + H*) hacia el interior mitocondrial (Blicher & Klingenberg,
1958; LaNoue et al., 1973). Otro sistema de lanzadera de malato-aspartato ha sido hallado
en higado, rifién y corazén. Para musculo y cerebro hay un transporte alterno de NADH
denominado lanzadera glicerol-3-fosfato. Para el transporte de equivalentes reductores por
glicerol-3-fosfato se utiliza una isoenzima de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. La enzima
es clave en la reduccion de FAD a FADH: (Blanco & Blanco, 2017). EI FADH, a su vez,
permite la incorporacién de los electrones a la cadena de transporte de electrones a través de
la reduccion de la ubiquinona (Ver cadena de transporte de electrones). Adicionalmente, la
lanzadera de piruvato-citrato (Farfari et al., 2000) es apoyada por cinco enzimas y dos



intercambiadores: uno de citrato/malato y uno de malato/fosfato asi como un bombeo de

piruvato a la matriz que es dependiente de pH.

El complejo TOM permite el transporte de casi la totalidad de proteinas que ingresan
a la mitocondria. Las proteinas son internalizadas a través del complejo TOM a través de tres
destinos principales: 1) El primero permite la entrada de proteinas que poseen presecuencias
en su amino terminal y se internalizan hacia la matriz mitocondrial a través del complejo
TIM23 (translocasa de la membrana interna mitocondrial) apoyado por mtHSP70. 2) las
proteinas altamente hidrofébicas que no poseen presecuencias serian internalizadas a través
del complejo TIM22 y otras chaperonas. 3) Las proteinas precursoras presentes en la OM
son ensambladas e integradas gracias al complejo SAM (Wiedemann et al., 2004).

La composicion de proteinas en la membrana interna también varia entre sus
subregiones (Vogel et al., 2006; Wurm & Jakobs, 2006). La membrana limitrofe externa
posee mayoritariamente traslocasas mientras que la cresta mitocondrial posee complejos de
la cadena de transporte de electrones y la ATP sintasa. La union de cresta, funcionalmente,
se cree que facilitaria la delimitacion de procesos entre la cresta y la IBM(Quintana-Cabrera
et al., 2018). Sobre la unidn de cresta, ha sido propuesto un modelo en el que la formacién
de la CJ es apoyada por algunas subunidades pertenecientes al complejo MICOS
(mitochondrial contact site and cristae-organizing system). Stephan y colaboradores
eliminaron subunidades del complejo MICOS en células humanas seguido de una
reexpresion controlada. Asi mostraron una relacion entre la reexpresion y la formacion de la

CJ, asi como la biogénesis mitocondrial (Stephan et al., 2020).

La morfologia mitocondrial es modificada de forma reversible en consecuencia a la
actividad respiratoria. Chance y Williams (Chance & Williams, 1955), identificaron
diferentes estados metabdlicos de las mitocondrias mediante la administracion de
concentraciones diferenciales de ADP asi como el sustrato usado para alimentar la cadena de
fosforilacion oxidativa. Al medir el consumo de oxigeno, asi como otros parametros mas
hallaron cinco estados distintos. Mas tarde, Hackenbrock (1966), hall6 cambios morfoldgicos
reversibles, especialmente en la transicién entre dos de los estados. La forma ortodoxa,
Ilamada asi por ser la que se encuentra usualmente en los tejidos fijados intactos, fue hallada

a los 15 min de encontrarse en estado IV. La forma ortodoxa posee una matriz mitocondrial



expandida, ademas son pocas las conexiones entre crestas y funcionalmente muestra un bajo
consumo de Oz y bajas cantidades de sintesis de ATP. La forma condensada, hallada en la
transicion al estado 111, incrementa las conexiones entre crestas (Jayashankar et al., 2016).
Asi mismo, la mitocondria es capaz de encontrarse en enramados mitocondriales extensos
distribuido en la célula, o bien, en numerosas mitocondrias de un tamafio reducido. . La
arquitectura de la mitocondria es dindmica y responde a los requerimientos metabdlicos y
energeéticos. Dentro de los mecanismos para modular la dinamica mitocondrial podemos
encontrar: la fusion y fision de mitocondrias, asi como motilidad y anclaje. Sobre las
subunidades involucradas en estos fendbmenos se ha identificado proteinas involucradas como
las GTPasas Dnm1 (también Ilamada Drp1 6 DIpl), Fzo (también conocida como mitofusina)
y Mgm1 (conocida como Opal o Msp1l) halladas en levaduras (Shaw & Nunnari, 2002). Sin
embargo, el nUmero de proteinas reportadas que podrian estar participando en estos procesos

ha incrementado notablemente (Zick et al., 2009).

Al comparar la morfologia de la mitocondria en organismos juveniles con otros méas
longevos como en el caso de Caenorhabditis elegans, los mas jovenes presentan enramados
mitocondriales mas extensos (Regmi et al., 2014). Mientras que, al comparar las
mitocondrias presentes en distintos tejidos de un organismo es posible identificar diferencias
en la organizacién mitocondrial (Zick et al., 2009). Durante la fase estacionaria del ciclo
celular de las levaduras, las mitocondrias se encuentran fragmentadas en pequefias unidades,
mientras que durante la fase S, las mitocondrias se fusionan en redes de mayor tamafio (Merz
et al., 2007). Otras condiciones que se han hallado relacionadas a las mitocondrias en
formaciones de enramados mitocondriales son: condiciones de ayuno que promueven la
autofagia. Por otro lado, un exceso de nutrientes se ha relacionado con la presencia de
mitocondrias fragmentadas (Cogliati et al., 2016). Por dltimo, bajo determinadas
condiciones, factores liberados desde la mitocondria, participan en cascadas de sefializacion
celular que llevan eventualmente a la apoptosis (Cogliati et al., 2016). En resumen, la
actividad metabdlica, los requerimientos energéticos y la morfologia mitocondrial se

encuentran intimamente interrelacionados.
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1.2 Vias metabdlicas involucradas en la obtencion de ATP a partir de la
glucosa.

1.2.1 Glucdlisis. Via metabolica citosolica preparativa para la obtencion de ATP.

El glucogeno o el almidon son polisacaridos de moléculas de glucosa aprovechados
como almacenamiento de energia. El glucdgeno es el de mayor distribucion encontrandose
en todos los dominios de la vida (Ball et al., 2011). A partir del metabolismo de la glucosa
es posible obtener metabolitos necesarios para la sintesis de ribosas presentes en el ADN asi
como una variedad de aminoacidos, nucleétidos, coenzimas, &cidos grasos y otros
intermediarios metabdlicos imprescindibles. También se puede obtener una gran cantidad de

energia a partir de la oxidacion de la glucosa.

Los organismos heterotrofos obtienen la glucosa principalmente a partir de la dieta.
En cambio, los organismos fotosintéticos llevan a cabo la reduccion del CO2 gracias a la
fotosintesis. Las triosas obtenidas por la reduccion del CO- son utilizadas para su conversion
a hexosas, entre ellas la glucosa (Nelson et al., 2017). La glucosa es esencial en el
metabolismo energético de animales, hongos, plantas, bacterias aerobias, diversos protistas
y algunos microorganismos anaerobios. Ciertas células u érganos en mamiferos tales como:
esperma, cerebro, medula renal entre otros requieren un consumo principalmente de glucosa
como fuente energética. En eritrocitos, al igual que algunos microorganismos anaerobios, el

consumo de glucosa es imprescindible.

El catabolismo de la glucosa se considera una de las vias metabdlicas con mayor
distribucion en los seres vivos e involucra dos vias altamente conservadas. La via Entner-
Doudoroff (ED) y la glucolisis. Comparten las Gltimas 6 reacciones, pero poseen marcadas
diferencias. La via ED se encuentra principalmente en bacterias, aunque el metabolismo
bacteriano es altamente diverso llegando a involucrar otras vias (Flamholz et al., 2013).
También se debe resaltar que hay bacterias y arqueas donde encontramos ambas vias. En
eucariotes, en cambio, encontramos la glucdlisis. En arqueas es comudn encontrar
modificaciones de la glucolisis y la ED (Kim & Gadd, 2008). La glucdlisis, también es
denominada como la via Embden-Meyerhof-Parnas por los investigadores que trabajaron en
su elucidacion en la primera mitad del siglo XX (Embden et al., 1933; Meyerhof, 1927;
Parnas et al., 1934; Semenza G, 2012).
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También es comun encontrar la presencia de isoenzimas y se han descrito algunos
casos en donde su presencia se explica por duplicacion génica 0 transferencia horizontal
(Fothergill-Gilmore & Michels, 1993). En eucariotes las diferencias frecuentes que se pueden
encontrar en la glucolisis en distintas especies suele radicar en cambio, en los mecanismos
de regulacion (Nelson et al., 2017). Por otra parte, en eucariotes adaptados a vivir en
condiciones de hipoxia se ha identificado modificaciones en la via, por ejemplo, versiones
extendidas de la glucolisis han sido halladas en los géneros: Trichomonas, Giardia, Pygsuia,
Mastigamoeba, etc (Stairs et al., 2015).

La glucdlisis se lleva a cabo a través de 10 reacciones sucesivas (Ver Figura 3) y es
dividida en dos fases: una preparatoria y otra de recuperacion de energia. La reaccion global

es la siguiente:
Glucosa + 2 NAD* + 2 ADP + 2 Pi — 2 piruvatos + 2 NADH + 2 ATP + 2 H,O + 4 H*

En la primera reaccion la glucosa es fosforilada en el grupo hidroxilo (OH) del
carbono 6 (C6) (Meyerhof, 1927). La reaccion es favorecida por la hexocinasa en presencia
de Mg?* y requiere el consumo de un ATP (Ver Figura 3, paso 1). Se lleva a cabo un ataque
nucleofilico al grupo OH de la glucosa. El siguiente paso (paso 2) es llevado a cabo por la
fosfoglucosa isomerasa que cataliza la isomerizacion de la glucosa-6-fosfato a fructosa-6-
fosfato (Robison, 1932). Esta isomerizacion es una reaccion reversible. La isomerizacion se
lleva a cabo gracias a la sustraccién de un proton (H*) del C2 de la glucosa-6-fosfato, la
formacion de un intermediario enediol y un reordenamiento. A continuacion, la
fosfofructoquinasa-1 cataliza la transferencia de un grupo fosfato a la fructosa 6-fosfato
dando como resultado fructosa-1-6-bifosfato (paso 3). Nuevamente, se requiere de Mg?*
como cofactor, se consume 1 ATP, y la reaccion es irreversible. Posteriormente la aldolasa
(paso 4) cataliza la obtencion de dos triosas a partir de la fructosa-1-6-bifosfato. La
gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato (Embden et al., 1933). La fructosa-1-
6-bifosfato interacciona con la cadena lateral de una lisina conservada que lleva a la
formacion de una base de Schiff con el C2. Una serie de reordenamientos deshidratan a la
hexosa y permite la obtencion de las triosas. Posteriormente, la dihidroxiacetona fosfato es
isomerizada a gliceraldehido-3-fosfato por la triosa fosfato isomerasa en el paso 5 (Meyerhof

& Beck, 1944). La reaccion es favorecida por la pérdida de un protdn, la reaccién es
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catalizada por un residuo de glutamato conservado, que lleva a la formacion de un
intermediario enol. Posteriormente, un residuo de histidina conservado sustrae un protén para
inducir la formacién del grupo ceto. En la siguiente reaccién (paso 6) se lleva a cabo una
oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato para formar 1,3-bifosfoglicerato, en una reaccién
catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Ercolani et al., 1988). La reaccion
permite la obtencion de 1,3-bifosfoglicerato usando NAD" como coenzima. La reaccion
inicia con la unién del gliceraldehido-3-fosfato con el grupo SH de una cisteina presente en
el sitio activo de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (Warburg & Walter, 1939)
formando un tiohemiacetal con el grupo carbonilo. A continuacién, el NAD* se une al sitio
activo y es reducido. EIl grupo fosfato se transfiere al carbono y se libera el enlace tioester.
La fosfoglicerato quinasa permite una reaccion reversible catalizando la transferencia del
fosfato inorganico al ADP (paso 7). La transferencia del grupo fosfato se acopla a la
oxidacion del 1,3 bifosfoglicerato para formar 3-fosfoglicerato. Para la reaccion se requiere
de ADP, fosfato inorganico y Mg?*. La siguiente reaccion (paso 8) implica la conversion de
3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato, y para llevarla a cabo se requiere la presencia de Mg?*
como cofactor y la fosfoglicerato mutasa. En la reaccion participan dos histidinas adyacentes
en el sitio activo de la enzima que, mediante un ataque nucleofilico, facilitan el intercambio
(reversible) del grupo fosfato entre el C3 y C2. El paso 9 es favorecido por la enolasa
(Warburg & Walter, 1939) y permite la obtencion de fosfoenolpiruvato a partir de 2-
fosfoglicerato. La reaccion requiere de Mg?* como cofactor y promueve la deshidratacion del
2-fosfoglicerato y es una reaccion reversible. La ultima enzima de la glucélisis es la piruvato
cinasa que cataliza la transferencia del grupo fosforil del fosfoenolpiruvato al ADP (Parnas
et al., 1934). La reaccion requiere de K* y Mg?* o Mn?* como cofactores.
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Figura 3. A) Productos obtenidos en las reacciones de la glicolisis. B) Esquema que muestra
las las reacciones que se llevan a cabo en la glucolisis. Flecha azul inversion de energia. Flecha

roja obtencion de energia. Esquema modificado de Voet y colaboradores (2016)

De la reaccion 1 a la 5 se le considera la primera fase donde requiere un suministro
de energia con un consumo de 2 ATP por glucosa y la obtencién de 2 moléculas de
gliceraldehido 3-fosfato. La segunda fase es una fase de recuperacion de energia, comprende
de la reaccion 6 a la 10. De las dos moléculas de gliceraldehido 3-fosfato son obtenidas 2

moléculas de piruvato con la generacién de 4 moléculas de ATP (Voet et al., 2016).

Por su parte las dos moléculas de NADH+H" obtenidas durante la glucdlisis, en
presencia de oxigeno, pueden indirectamente, incorporarse en la cadena de transporte de

electrones donde seran oxidadas (Véase seccion 1.2.5).

1.2.2 Fermentacion alcohdlica 6 lactica del piruvato.

La fermentacion alcohdlica o lactica son vias importantes para la supervivencia,
particularmente, en condiciones de hipoxia, ya que la acumulacién del NADH+H™ generado
por la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, en la reaccion 6 de la glucdlisis (véase paso
6 de la Figura 3), puede generar eventualmente una inhibicion de la glucolisis si no se

dispone del NADH generado.

En levaduras, en algunas plantas y otros organismos se lleva a cabo la
descarboxilacion del piruvato gracias a la piruvato descarboxilasa, obteniendo acetaldehido
y CO.. La alcohol deshidrogenasa consume entonces un NADH+H* por cada molécula de

acetaldehido reducido, convirtiéndolo en etanol.

En mamiferos, el piruvato directamente es reducido por la lactato deshidrogenasa
(Adams et al., 1973) haciendo uso del NADH+H*. Como resultado se obtiene lactato. En
mamiferos, el lactato producido en el musculo esquelético, por ejemplo, puede ser exportado
hacia el higado. Una vez atendido el déficit de oxigeno, el lactato es reutilizado para sintetizar

glucosa nuevamente (Voet et al., 2016).

1.2.3 Oxidacidn del piruvato para la obtencién de Acetil Co A.
En condiciones aerdbicas, la mayoria de las células eucariotes y muchas bacterias

Ilevan a cabo una descarboxilacidn oxidativa del piruvato obteniendo acetil-CoA y CO; por

15



el complejo de la piruvato deshidrogenasa, requiriendo para ello como coenzimas la tiamina
pirofosfato (TPP), la lipoamida, la coenzima A, NAD" y FAD (Voet et al., 2016). En
eucariotes, la reaccion se lleva a cabo en la matriz mitocondrial por lo que el piruvato debe
difundir a traveés de la membrana interna mitocondrial para ser transportado por el acarreador
mitocondrial de piruvato para incorporarlo al interior de la matriz mitocondrial (Nelson et
al., 2017). Por su parte en bacterias la reaccion se lleva a cabo en el citosol. La reaccion,
tomando en cuenta la estequiometria obtenida por el metabolismo de una molécula de

glucosa, seria la siguiente:
2 piruvatos + 2 CoA+ 2 NAD"— 2 Acetil-CoA + 2 CO»+2 NADH +2H"

El Acetil-CoA es un metabolito altamente versatil que juega un papel central en el
metabolismo. Puede ser usado incorporandolo al ciclo del &cido citrico para su oxidacion y
asi obtener ATP, o bien, puede ser empleado para la sintesis de acidos grasos, esteroles,
aminoéacidos, o involucrado en la sefializacion celular al ser usado como cofactor para la
donacion del grupo acetilo (Voet et al., 2016). El metabolismo de algunos otros aminoacidos
en cambio, no llevan a la obtencién de acetil-CoA, pero si a alguno de los productos

intermediarios del ciclo de Krebs como el succinato o malato (Voet et al., 2016).

Al optar por la oxidacion de acetil-CoA, la coenzima es utilizada para la
incorporacion de grupos acetilo en el ciclo de Krebs. Los grupos acetilo seran oxidados hasta
la obtencion de CO». Mientras que gran parte de la energia sera almacenada en forma de
NADH+H* y FADH>.

1.2.4 Ciclo de Krebs.

El acetil-CoA es incorporado en una serie de reacciones conocidas como ciclo de
Krebs, también denominadas: Ciclo de los acidos tricarboxilicos ¢ ciclo del citrato. El ciclo
de Krebs tiene lugar en la matriz mitocondrial, que corresponde al lumen de las crestas
mitocondriales o el citosol de algunas bacterias (Nelson et al., 2017). El ciclo es constituido
por 8 reacciones sucesivas (Vease la Figura 4). El ciclo de Krebs mantiene una amplia
presencia en organismos aerobios y muchos organismos anaerobios. A pesar de estar
altamente conservado entre muchos procariotes, algunos carecen de ciertas enzimas del ciclo

de Krebs, especialmente las enzimas del paso 1-3. Ademas, en ocasiones, la via posee
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adaptaciones acordes a las condiciones de vida de los organismos. Sin embargo, las cuatro

ultimas reacciones son las que se encuentran mayormente conservadas (Huynen et al., 1999).

El acetil-CoA se incorpora en el ciclo de Krebs mediante una condensacion alddlica
con el oxalacetato (Figura 4, paso 1), gracias a la accion de la enzima citrato sintasa. Esta
reaccion produce una molécula de citrato. Un acido aspartico conservado de la citrato sintasa,
favorece la formacion de un intermediario enol. Este intermediario enol ataca el carbonilo
del oxalacetato, formando citroil-CoA. La hidrolisis del tioéster en el citroil-CoA libera al
citrato y la CoA-SH (Wiegand & Remington, 1986). El siguiente paso en el ciclo de Krebs
es una hidratacion e isomerizacion llevada a cabo por la enzima aconitasa (paso 2). La
aconitasa contiene un centro Fierro-Azufre (Fe-S) que facilita la eliminacion de un grupo
hidroxilo (OH) del &tomo de C3 y un hidrégeno (H) del atomo de C4, lo que provoca una
deshidratacion. Como resultado, se forma el intermediario cis-aconitato. Posteriormente, la
aconitasa hidrata este intermediario, reordenando el grupo hidroxilo al &tomo de C4 vy el
hidrégeno al &tomo de C3 dando lugar al isocitrato (Lauble et al., 1994). A continuacion, la
isocitrato deshidrogenasa, en el paso 3, cataliza una descarboxilacion oxidativa del isocitrato
para obtener a-cetoglutarato. La reaccion permite la obtencion de una molécula de
NADH+H"* y requiere de Mn?* gracias a que una interaccion con oxigenos facilita la
descarboxilacion (Ceccarelli et al., 2002). En el paso 4, el a-cetoglutarato es oxidado a
succinil-Co-A y CO: por la a-cetoglutarato deshidrogenasa. Al igual que en la
descarboxilacién oxidativa del piruvato, esta oxidacion requiere de NAD", CoA-SH, lipoato,
TPP y FAD como cofactores (Perham, 2003). Cabe mencionar que esta reaccion es
irreversible y la similitud entre la descarboxilacion oxidativa del piruvato y la oxidacion del

a-cetoglutarato es debido a que ambas enzimas derivan de un ancestro en comun.

El paso 5 es la conversion del Succinil-CoA a succinato gracias a la succinil-CoA
sintetasa. La reaccion es reversible ademas de requerir de GDP y Pi. Una histidina conservada
de la enzima facilita la fosforilacion del sustrato obteniendo succinil fosfato; el succinil
fosfato transfiere el grupo fosforilo a la histidina conservada de la enzima y finalmente se
transfiere el grupo fosforilo al GDP para obtener succinato y GTP (Wolodko et al., 1994). A
continuacion, el succinato es oxidado a fumarato por la succinato deshidrogenasa en una

reaccion reversible (paso 6). La succinato deshidrogenasa posee una funcion dual: lleva a
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cabo la oxidacion del succinato requerida en el ciclo de Krebs y brinda FADH: para alimentar
la cadena de transporte de electrones. La oxidacion del succinato se detalla més adelante
puesto que también corresponde al complejo Il de la cadena respiratoria y es la Unica enzima
del ciclo de Krebs localizada en la membrana (Ver La cadena de transporte de electrones:

Complejo 11).

El fumarato es hidratado a malato por la accion de la enzima fumarato hidratasa o
simplemente fumarasa (paso 7). Durante la reaccion, se forma un estado de transicién en
forma de carbanion, que es facilitado por la union de un grupo OH al carbono, lo que provoca
la ruptura del doble enlace y la posterior incorporacion de un &tomo de hidrogeno para formar
malato (Nelson et al., 2017). La ultima reaccion del ciclo de Krebs (paso 8) es la oxidacion
del malato a oxalacetato. Esta reaccion es catalizada por la malato deshidrogenasa y lleva a

cabo la reduccion del NAD*
Al completar una vuelta del ciclo puede describirse con la siguiente reaccion global:
3 NAD" + FAD + GDP +P + acetil-CoA — 2CO; + 3NADH+H" + FADH, + GTP + CoA

A traveés de las 8 reacciones se lleva a cabo la oxidacion de un grupo acetilo por vuelta (Voet
et al., 2016). Los equivalentes reductores que pueden proporcionar el NADH+H" y FADH
como veremos a continuacién, serdn utilizados en la cadena de transporte de electrones
ubicada en la membrana interna mitocondrial. La energia obtenida por la oxidacion del
NADH+H* y el FADH> es conservada en forma de un potencial electroquimico. El Gltimo
paso es la sintesis de ATP mediante la fosforilacion oxidativa realizada gracias a la ATP

sintasa (Véase 1.2.5).
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Figura 4. Esquema que resume los 8 pasos del ciclo de Krebs. Flecha azul. Direccion
de la reaccion asi como flujo de sustratos . Flechas rojas. Resaltan la obtencion de
coenzimas reducidas (ovalo amarillo) a partir de la oxidacion de los grupos acetilo.
Obtenido y modificado de Nelson y colaboradores (2017).

19




1.2.5 Cadena de transporte de electrones.

Al igual que la descarboxilacion del piruvato, la cadena respiratoria o de transporte
de electrones tiene lugar en la mitocondria, especificamente en la membrana interna. Fue
gracias a Peter Mitchell (Mitchell, 1961) que surgio la teoria quimiosmotica. La vision
ortodoxa en ese entonces proponia la existencia de un sistema de transferencias mediante un
intermediario fosforilado acoplado a las reacciones de oxido-reduccion especificas de la
cadena respiratoria. Sin embargo, nunca se pudo aislar al intermediario fosforilado que
permitiria explicar el proceso de acoplamiento entre la actividad de la cadena de transporte
de electrones y la fosforilacion oxidativa y fotosintética. Es por lo anterior que Mitchell
propuso el acoplamiento quimiosmatico. En este modelo, la organizacion supramolecular de
los sistemas enzimaticos presentes en la membrana mitocondrial juega un papel importante
en latraslocacion de protones y el flujo de electrones a través de la membrana, lo que permite

el acoplamiento entre la fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP.

La sintesis de ATP se apoya en la energia libre disponible gracias a una diferencia de
concentracion de protones separados por una membrana (Nelson et al., 2017). EI bombeo de
protones es impulsado por reacciones de dxido-reduccion. Los electrones provenientes de
NADH+H" y FADH: son cedidos en una serie de reacciones redox llevadas a cabo por
complejos enzimaticos de la cadena de transporte de electrones. Las sucesivas reacciones
redox son favorecidas por un incremento progresivo en su potencial redox, lo que a su vez
impulsa la generacion de flujos de electrones a través de la membrana interna, que a su vez
facilitan la translocacion de protones desde la matriz mitocondrial hacia el lumen de las
crestas mitocondriales. El aceptor final de los electrones es el Oz que consumen los
organismos aerobios formando H20. Asi, de manera paralela, conforme fluyen los electrones
por los diferentes componentes de la cadena respiratoria, se lleva a cabo un bombeo de
protones en contra del gradiente de concentracion que se encuentra acoplado a las reacciones
redox de la cadena de transporte de electrones. En el panel A de la Figura 5, se muestra un
esquema general de la cadena de transporte de electrones y su relacion con la sintesis de ATP.
En la figura, se visualiza la generacion de un gradiente electroquimico de protones ya sea:
Entre la membrana plasmatica, la membrana tilacoidal o en este caso, la cresta mitocondrial.
La generacién del gradiente electroquimico de protones generalmente es obtenido gracias a

los complejos I-1V (Véase la Figura 5 panel B) como se detallara a continuacion:
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El complejo | también denominado NADH deshidrogenasa es un complejo con forma
de L y consta de cuatro modulos funcionales. Dos madulos (N y Q) constituyen el brazo
incrustado en la membrana, mientras que los otros dos moédulos (PP y PD) se prolongan hacia
la matriz (Wirth et al., 2016). El complejo | esta constituido de 45 subunidades en humanos,
de las cuales, 14 constituyen el core o nucleo central de la enzima y se encuentran
conservadas desde bacterias hasta humanos. De las 14 subunidades esenciales del complejo
I, siete estan localizadas en el brazo membranal y siete en el brazo de la matriz (Wirth et al.,
2016). Adicionalmente posee un FMN y al menos ocho centros fierro azufre. La oxidacion
del NADH se lleva a cabo en el brazo de la matriz donde se toma un ion hidruro para
transferirlo al FMN. Del FMN se transfieren dos electrones (e°) a través de maltiples centros
FeS hasta transferir los electrones fuera del complejo, cediéndolos a una ubiquinona o
coenzima Q. Paralelo a la transferencia de electrones, se realiza el bombeo de tres protones
por par de electrones gracias a tres subunidades presentes en el brazo membranal: Ngol2,
Nqol3 y Ngol4. Estas subunidades estan relacionadas al antiportador Na* -H*. El cuarto
proton parece ser bombeado por una subunidad cercana al sitio de unién a la quinona
(Baradaran et al., 2013). La ubiquinona (Q) puede recibir dos electrones para obtener
ubiquinol (QH>).

El complejo Il también denominado succinato deshidrogenasa consta de cuatro
subunidades. Las subunidades A y B se localizan en la porcion soluble, mientras que la
porcion incrustada en la membrana esta constituida por las subunidades C y D. EI complejo
Il posee cinco grupos prostéticos: un FAD, tres centros fierro azufre y un grupo Hemo b.
Nombrados en orden al incremento en proximidad con la porcion membranal. El sitio de
union al succinato se encuentra en la subundidad A. Con la oxidacion del succinato, dos
electrones son transferidos al FAD y posteriormente a los centros fierro azufre. El grupo
hemo no pertenece a la via principal de transferencia de electrones, sin embargo, su
importancia radica en la proteccion para reducir o evitar la generacion de ROS (Sun et al.,
2005).

El complejo Il participa en la oxidacion del succinato y, al igual que el complejo I,
reduce la ubiquinona. A diferencia del complejo I, el complejo Il no realiza un bombeo de
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protones. Sin embargo, alimentara al complejo Il y IV. Tanto el complejo I como el

complejo 1l transfieren electrones a la coenzima Q para convertirla en QHa.

El complejo 111, también llamado ubiquinona: citocromo c¢ oxidorreductasa es un
dimero funcional. Cada mondmero esta constituido por tres proteinas centrales: citocromo b,
citocromo c¢1 y una proteina ferro-sulfurada tipo Rieske con dos centros Fe-2S y 8
subunidades adicionales (Schagger et al., 1995). Como grupos prostéticos el citocromo b
posee dos hemos (b y b), la proteina ferro-sulfurada tipo Rieske posee dos centros Fe-2S'y
el citocromo c1 posee un grupo hemo. La ubiquinona tiene dos sitios de union por monémero
para la ubiquinona: Qr y Qn que corresponde al sitio de unién del ubiquinol y ubiquinona
respectivamente. EI complejo 111 funge como intermediario en la transferencia de electrones
del ubiquinol al citocromo c a través de dos ciclos de la quinona denominados ciclo Q
propuestos por Mitchell (Mitchell, 1975). El ciclo Q inicia con la union de QH. al sitio Qe.
La oxidacion de QH: libera dos H* y dos e. Los protones son liberados al espacio
intermembranal. Cada e” toma una direccion distinta. Un e” es transferido a los centros fierro
azufre y posteriormente al hemo c1 para después reducir al citocromo c. El segundo e es
transferido al Hemo b, Hemo by y finalmente a una ubiquinona localizada en el sitio Qn
(oxidada) para reducirla a un radical semiquinona. En la siguiente oxidacién de QHz un e
nuevamente sera dirigido al citocromo ¢ con la liberacién de dos H* al IMS. El segundo e
tomara nuevamente la ruta hacia QN para reducir el radical semiquinona a QHo. Para la
reduccion a ubiquinol el radical semiquinona toma dos protones de la matriz mitocondrial.
El QH: recién generado es liberado para poder ser reutilizado. Tomando en cuenta el ciclo
Q, por cada QH> oxidado se reducen dos citocromos ¢, ademas de la toma de dos protones
del lado N o matriz mitocondrial y la colocacién de cuatro protones al lado P o espacio
intermembranal. Sin embargo, dos de los cuatro protones transferidos al lado P son

electrogénicos y dos son electroneutros.

El citocromo c es una proteina soluble que acepta un electrén en su grupo hemo y lo
transfiere al complejo IV. EI complejo 1V, también conocido como citocromo ¢ oxidasa, es
una proteina dimérica. En mamiferos, cada mondmero esta constituido por trece subunidades.
Sin embargo, el complejo IV de bacterias esta constituido por tres o cuatro subunidades por

monomero. Las subunidades mas conservadas del complejo IV son la subunidad I, la
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subunidad Il y la subunidad 1. La subunidad I posee un Cug, un Hemo as y un Hemo a como
grupos prostéticos mientras que la subunidad Il cuenta con un Cua. La oxido reduccion entre
el complejo IV y el citocromo c transfiere un e°, a partir de la oxidacién del citocromo c. El
electron es transferido a Cua, hemo a, hemo az y hemo Cug para finalmente ser transferido a
un oxigeno. Son requeridos un total de cuatro citocromos para la reduccion de una molécula
de O para obtener dos moléculas de H20. En paralelo a la reduccién de O2 a H20 con cuatro
electrones, son tomados cuatro protones del lado N para la reduccién a H>O y son bombeados
otros cuatro H* hacia el lado P. Finalmente, en el siguiente apartado se revisara el
aprovechamiento del gradiente electroquimico de protones para sintetizar ATP a través de la
F1Fo ATP sintasa.

Al elaborar el recuento por molécula de glucosa utilizada se obtienen: la produccion
neta de dos NADH y dos ATP en la glucolisis que ocurre en el citosol. Cuando las dos
moléculas de piruvato, producto de la glucdlisis se canalizan a la mitocondria, se obtiene
ademéas dos NADH de la oxidacién de dos piruvatos con la formacién de 2 moléculas de
acetil-CoA. Si estas ultimas dos moléculas, alimentan al ciclo de Krebs, tenemos que al
finalizar dos vueltas del ciclo se obtienen 6 NADH+H*, dos FADH y dos GTP. Asi, por
cada molécula de glucosa se obtiene un total de 10 NADH+H", dos FADH2, dos ATP y dos
GTP (Voet et al., 2016). Ademas, el bombeo de protones por cada NADH+H" oxidado
permite la sintesis aproximada de 2.5 moléculas de ATP. Por otro lado, por cada FADH: se
producen aproximadamente 1.5 moléculas de ATP. En resumen, el total de moléculas de

ATP que se obtiene es de alrededor de 32 moléculas de ATP por cada glucosa oxidada.

En animales, plantas y hongos se ha encontrado ademas de los cuatro complejos antes
mencionados, la presencia de una oxidasa alterna (Hernansanz-Agustin & Enriquez, 2023).
En el caso de S cerevisiae carece de complejo | y la oxidasa alterna cumple la funcién de
oxidar el NADH+H"(de Vries & Grivell, 1988). Sin embargo, la oxidasa alterna, no se

encuentra en una buena cantidad de especies incluido el humano.
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Figura 5. A). Esquema que resume la sintesis de ATP a través de un mecanismo
quimiosmotico. 1) Sustrato reducido (NADH+H" o FADH) dona electrones (¢°). 2) El
flujo de electrones permite el bombeo de protones (H) 3) El potencial electroquimico
es almacenado y 4) Se utiliza el potencial electroquimico para sintetizar ATP. B). Se
desglosan los complejos de la cadena de transporte de electrones que participan en la
generacion del potencial electroquimico. Flechas azules: Flujo de electrones desde los
donadores hasta el aceptor final. Flechas rosas: Bombeo de protones. Esquema
modificado de Nelson y colaboradores (2017).
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Por otra parte, los estudios sobre a organizacion de los complejos de la cadena de
transporte de electrones involucré maltiples modelos. Una vez identificada la actividad
enzimaética del citocromo c, asi como de la ubiquinona (Keilin & Hartree, 1947), se elucido
la secuencia de proteinas donde ocurrian las reacciones de oxido-reduccién (Chance &
Williams, 1956). Fue entonces cuando se acufid el término “oxisoma” para describir unidades
con capacidad de transporte electronico que operaban a través de grupos hemo yuxtapuestos
(Chance et al., 1963). Dando lugar a el modelo sélido que considerd asociaciones fijas entre
los complejos. ElI modelo sélido comenzé a ganar popularidad. Sin embargo, la
reconstitucion de complejos independientes con actividad enzimatica (Hatefi et al., 1962),
asi como una identificacion de libertad en la difusion lateral llevaron a cuestionar el modelo
solido y el surgimiento del modelo fluido (Hackenbrock, 1977). EI modelo fluido, considero
movimientos constantes e independientes entre los complejos, asi como la libre difusién de

la quinona y el citocromo c. EI modelo fluido desplazo6 al modelo sélido.

En 1989, Allen, gracias a experimentos de congelamiento y criofractura obtiene
arreglos en filas dobles de proyecciones de 9 nm con un espacio de 12 nm entre ellas
zigzagueando las crestas mitocondriales. Las proyecciones de 9 nm habian sido reconocidas
previamente como porciones F1 de la ATP sintasa. ldentifica ademéas otras filas de
proyecciones de 10 nm que especula podria tratarse del complejo | (Allen et al., 1989). Sin
embargo, en el afio 2000, Shagger y Pfeiffer (Schagger & Pfeiffer, 2000), reportaron geles
nativos de solubilizados de mitocondrias de levaduras y mamiferos. Al utilizar un detergente
suave (digitonina), identificaron la migracion de complejos mitocondriales asociados
denominados supercomplejos, retomando la discusion entre el modelo sélido y el fluido. Los
supercomplejos se hallaron en estequiometrias bien definidas en organismos muy diversos
incluyendo la espinaca (Krause et al., 2004; Schagger & Pfeiffer, 2000). Las proporciones
de supercomplejos obtenidos podian modificarse de acuerdo con el sustrato utilizado para
alimentar a la cadena. También fue posible identificar complejos libres funcionales
(Schagger & Pfeiffer, 2000).

Los supercomplejos mas frecuentemente encontrados en plantas y mamiferos son:
[11112, y 1111121V1. El supercomplejo 1111121V tiene la caracteristica de contener los complejos

necesarios para llevar a cabo la oxidacion del NADH hasta la formacion de H2O, por lo que
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es denominado como respirosoma. La aparente contradiccion entre el modelo sélido y el
modelo fluido encontrd un punto de convergencia en el modelo pléstico (Acin-Pérez et al.,
2008; Enriquez, 2016), en donde los complejos pueden encontrarse simultaneamente libres
0 en asociaciones de supercomplejos Por su parte, el complejo Il suele mantenerse aislado

del resto de los complejos respiratorios.

Estudios dirigidos a explorar la distribucion de los complejos que realizan la
fosforilacion oxidativa, realizados a través de un marcaje con oro del complejo 111y la ATP
sintasa, asi como su visualizacion por TEM, han indicado que la cresta mitocondrial contiene
cerca del 94% del complejo Ill. Un resultado similar se obtuvo con la distribucién del
citocromo ¢ (85%), lo que apoya que la fosforilacidn oxidativa se lleva a cabo principalmente

en la cresta mitocondrial (Gilkerson et al., 2003).

Otras funciones fisiolégicas que mantienen un funcionamiento similar al explicado
por la teoria quimiosmotica, es la fotofosforilacion que es realizada en plantas, el transporte
activo en las membranas y el movimiento flagelar, ambos en bacterias, son ejemplos de
procesos que requieren de la formacion de un gradiente electroquimico, y que se mencionan

en el apartado siguiente de forma breve.

1.3. La familia de las ATPasas/ATP sintasas rotatorias translocadoras de iones

1.3.1 ATPasas/ATP sintasas rotatorias translocadoras de iones.

La superfamilia de las ATP sintasas rotatorias translocadoras de iones incluye a: la
F1Fo ATP sintasa (ATP sintasa tipo F), la A1Ao ATP sintasa (ATP sintasa tipo A) y la V1Vo
ATP sintasa (ATPasa tipo V) principalmente, asi como también incluye la ATP sintasa tipo
Py los transportadores ABC, aunqgue estas Gltimas dos no se revisaran. La ATP sintasa tipo
F, tipo A y tipo V comparten un origen comun y un funcionamiento similar como enzimas
multiproteicas membranales, cuyo funcionamiento se basa en la generacion o utilizacion de
un gradiente electroquimico de protones (AuH") 0, en algunas ocasiones, de iones Na* entre
dos compartimentos separados por una membrana. Por lo tanto, habra un lado con mayor
carga positiva (lado P) y lado con carga negativa (lado N) (Zubareva et al., 2020). La

superfamilia de las ATP sintasas mantienen una distribucion universal en todos los dominios
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de la vida, lo que las convierte en una de las superfamilias de enzimas mas antiguas. La A1Ao
ATP sintasa se encuentra presente en la membrana plasmatica de arqueas y en algunas
bacterias, como resultado de transferencias horizontales independientes (Allewell et al.,
2013). La F1Fo ATP sintasa se encuentra tanto en la membrana plasmatica de bacterias como
en la membrana interna mitocondrial y la membrana tilacoidal de los cloroplastos (en
eucariotes) incluso se ha hallado su presencia en algunas arqueas como en Methanosarcina
acetivorans y Methanosarcina. Barkeri (Muller & Gruber, 2003; Zubareva et al., 2020). Por
ultimo, la V1Vo ATPasa se encuentra en multiples organelos de células eucariotes como, por

ejemplo, vacuolas.

Las ATP sintasas tienen la estructura de un nanomotor. La enzima modelo con
estructura mas simple es la ATP sintasa de tipo F de Bacillus sp PS3 que se describira para
entender su estructura. Sin embargo, todas las ATP sintasas tienen una enorme similitud
estructural y funcional y puede encontrarse un buen nimero subunidades homologas entre
las subunidades mas esenciales de las ATP sintasas (Véase la Tabla 1 asi como la Figura
6).

La ATP sintasa de tipo F consta de una porcion fija y una movil. La porcion mévil o
rotor de la enzima incluye a un anillo de subunidades “c” insertado en la membrana interna
mitocondrial. El anillo de subunidades “c” se encuentra conectado a un tallo central por las
subunidades “y” y “€” en las ATP sintasas de tipo F bacteriana, adicional a la subunidad “6”
en la ATPasa de tipo F de eucariotes (la subunidad “6” en la ATP sintasa de tipo F
mitocondrial es homdloga a la subunidad “¢” de la ATP sintasa de tipo F bacteriana.). El
estator estd compuesto por el tallo periférico, la subunidad “a” que abraza a parte del anillo
de subunidades “c” y un anillo de subunidades “a” y “B” alternadas en estequiometria 3:3
que se encuentran conectadas al tallo central. El tallo periférico, por su parte esta conformado
por una subunidad “6” (distinta a la “6”” mitocondrial) y la subunidad “b” y “b2”. De hecho,
la subunidad “6” presente en la ATP sintasa bacteriana es homologa a la subunidad OSCP de
la ATP sintasa tipo F mitocondrial), La interfaz entre la subunidad “p” y “a” es la region

donde se lleva a cabo la union del sustrato Mg-ADP.

27



Tabla 1. Relacion de homologia entre las subunidades mas conservadas de las distintas ATP
sintasas. Para cada tipo de ATP sintasa se utiliz6 como modelo estructuras 3-D resuelta (su
namero de acceso en el Protein Data Bank esta indicado en el primer renglén de cada columna).
La familia de proteinas, de acuerdo con la base de datos de Pfam, a la que pertenece cada
subunidad se indica entre paréntesis.

Tipo A TipoV Tipo F Tipo F Comentario
5GAR 3J9T (bacterias) (mitocondrias)
600QR 7TAJC

Subunidades Cataliticas (forman parte de la porcién soluble A1/V1/F1 respectivamente)
B (A) B(A) p p
(PF02874, (PF02874, | (PF02874, (PF02874,
dominio del | dominio dominio del | dominio del
barril-beta) del barril- | barril-beta), | barril-beta),
(PF16886, beta) (PF00006, (PFO00006,
extension (PF16886, | domino de domino de
del domino extension union al union al
N-terminal) | del domino | nucledtido) nucledtido)
(PF00006, N-
dominio de terminal)
unioén al (PF000086,
nucledtido) domino de

union al

nucleétido)
a (B) a (B) o (PF02874, | o
(PF02874, (PF02874, | dominio del | (PF02874,
dominio del | dominio barril-beta), | dominio del
barril-beta), | del barril- | (PF00006, barril-beta)
(PF00006, beta), dominio de (PF00006,
domino de (PF00006, | uniéna dominio de
unién al domino de | nucle6tido) union a
nucledtido) union al (PF00306, nucledtido)

nucleétido) | dominio de (PF00306,
C terminal) dominio de C
terminal)

Subunidades del Tallo central (forman parte de la porcion soluble A1/V1/F1 respectivamente)

D ** D ** v y** Homologia incierta entre “D” y “y”
(PF01813) (PF01813) | (PF00231) (PF00231)
F F - -
(PF01990) (PF01990)

- - Sb sm
(PF02823, (PF02823)
dominio de
sandwich-
beta)

(PF0O0401,
dominio de
helice alfa)
- - - Sm
(PF04627)
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d (C) d - - La subunidad d en la ATP sintasa tipo A
(PF01992) (PF01992) también puede ser denominada como
subunidad C

Subunidades Membranales (forman parte de la porcion insoluble AONO/FO respectivamente)

c(KylL) c(cCcy c c
(PF00137) c’) (PF00137) (PF00137)
(PF00137)

a(l) a a a La subunidad a de la ATP sintasa de
(PF18274, (PF01496) | (PF00119) (PF00119) Archeas tipo A puede ser denominada
dominio como subunidad |

I6bulo
proximal del
N-terminal)
(PF18670,
N-terminal)
(PF01496,
dominio 116
kDa de la
ATPasa tipo
V)

Subunidades del Tallo periférico (forman parte de la porcion soluble A1/V1/F1 respectivamente)

G (H) G b b La subunidad G de la ATP sintasa tipo A
(PF16999) (PF03179) | (PF00430) (PF05405) puede ser denominada como subunidad
H. Posible homélogo G con b

E* E* 3 0sCP
(PF01991) | (PF01991) | (PF00213) | (PF00213)

- C - -
(PF03223)

- H - -
(PF03224,
dominio

N-
terminal)
(PF11698,
dominio C-
terminal)

Nota: Puede observarse en la Tabla que hay varias subunidades en bacterias y mitocondrias que, sin ser
homdlogas, reciben el mismo nombre. Para distinguirlas, en este trabajo seguiremos la propuesta de
Muench et al. (2011), utilizando el superindice b para las descritas en bacterias, y el superindice m para las
descritas en mitocondria. Asf, La subunidad € ha sido remarcada para enfatizar que no es homdloga con la
g™sino con la 8™ Por su parte la §° es homologa con la subunidad OSCP.

* No hay claridad en su relacion evolutiva.

Fuente: Muller et al. (2003), Muench et al. (2011) y Zuvareva et al. (2020).

** La subunidad D y la subunidad y forman una estructura en hélice superenrollada. Sin embargo, hay
diferencias a nivel de secuencia de acuerdo con Numoto (2009) y Muench (2011). La definicion original
de homologia de Owen (1843: 379) es “the same organ in different animals under every variety of form
and function” Parafraseando a Owen, una definicion actual del término seria sustituir el concepto de
"organo" por el concepto de "gen”.
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Otra manera de identificar a las subunidades tiene que ver con el nombre de la enzima.
La primera enzima de la familia en ser descubierta fue la ATP sintasa tipo F designando “F1
o Fraccion 17, a la porcion soluble de la enzima que es capaz de disociarse (Pullman et al.,
1960). La porcion F1 incluye al anillo de subunidades a y B, asi como las subunidades del
tallo central. Mientras que se designé como Fo a la porcion membranal por ser sensible a la
oligomicina (Racker, 1963). La porcion Fo incluye al anillo de subunidades c, la subunidad
ay lasubunidad b. En la ATP sintasa mitocondrial la porcion Fo también incluye a un nimero
considerable de subunidades supernumerarias (Walker et al., 1991) que fueron denominadas
asi al no ser esenciales para la sintesis de ATP. Sobre las subunidades supernumerarias se

ahondara con detalle mas adelante.

Al identificarse otras ATP sintasas se continué usando una nomenclatura similar
cambiando la F de fraccion por V de Vacuolar (Zhang et al., 1992) ya que fue el primer
organelo donde se identifico, o A de “archaea” a pesar de que la Vo y la Ao no son sensibles

a oligomicina.

Con la actividad catalitica de la enzima, el anillo de subunidades c gira con el paso
de protones o iones. Los protones o iones entran y salen por dos hemicanales de la subunidad
a asociada intimamente al anillo de subunidades c. EI movimiento del rotor a su vez es
transmitido por el tallo central a las subunidades cataliticas. EI cambio estructural inducido
en las subunidades cataliticas por las subunidades del tallo central permitird la sintesis o
hidrélisis de ATP. La subunidad y brinda una asimetria (Duncan et al., 1995) que permite la
adopcion de tres conformaciones distintas entre cada par de subunidades of. La adopcion de
los estados conformacionales fue propuesta por Boyer y colaboradores (Boyer et al., 1977).
Los investigadores encontraron una relacion entre el ADP y Pi y la produccion de ATP, lo
cual los llevé a proponer el modelo alternante. En este modelo, se sugiere que la produccion
de ATP ocurre a través de cambios conformacionales en el mecanismo de produccién de
ATP. Teniendo asi que la interfaz o alterna con sus vecinos entre tres estados distintos: e,
Bop, Pe. Se nombra como Brp cuando la subunidad B es ocupada por Mg-ATP. Siendo Bop
ocupada por Mg-ADP. Mientras que Be corresponde a la interfaz cuando se encuentra vacia

para darse un recambio del sustrato.
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Bacillus sp. PS3
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nmembrane

Thermus thermophilus Rattus norvegicus

Figura 6. Esquema que muestra por color las relacion entre las subunidades de las
ATP sintasas de distintos organismos y la relacion de la enzima con su actividad
fisiologica. Sentido usual del giro del rotor (Flecha negra). Flujo de protones (Flecha
punteada). Representacion de actividad catalitica acorde al giro del rotor. (Flecha gris).
Modificada de Zubareva y colaboradores (2020)
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La sintesis o hidrdlisis se lleva a cabo de acuerdo con la direccion del flujo de iones
o0 protones (Ver Figura 6). Si los iones o protones van del lado P al lado N permitira la
sintesis de ATP. Si se disipa la diferencia de gradiente, en algunos casos, se puede hidrolizar
ATP girando el anillo ¢ en el sentido contrario de las manecillas del reloj, lo que permite la

restauracion del gradiente electroguimico.

Las ATP sintasas de tipo F y de tipo A pueden realizar la reaccion en ambos sentidos,
aungue usualmente trabajan en el sentido de la sintesis de ATP. Sin embargo, bajo
determinadas condiciones pueden tener actividad en el sentido de la hidrélisis. En bacterias,
por ejemplo, se lleva a cabo la hidrélisis de ATP en condiciones anaerobias para mantener el
gradiente ya que es utilizado también para transporte, rotacién flagelar o quimiotaxis
(Walker, 2013). En mitocondrias, en condiciones de isquemia o en cloroplastos, en
condiciones de luz baja, pueden llevar a la hidrolisis de ATP. Las ATP sintasas tipo F de
mitocondrias, cloroplasto o incluso otras bacterias regulan la hidrolisis de ATP a través de
mecanismos sensibles a cambios de pH. Por ejemplo, en Escherichia coli o cloroplastos el
mecanismo de inhibicién involucra al carboxilo terminal de la subunidad & que se inserta en
la interfaz catalitica (Sternweis & Smith, 1980). La subunidad IF; en la ATP sintasa
mitocondrial (Pullman & Monroy, 1963) o la subunidad { mantiene un rol similar en
mitocondrias y en a proteobacterias respectivamente (Mendoza-Hoffmann, Pérez-Oseguera,
et al., 2018; Mendoza-Hoffmann, Zarco-Zavala, et al., 2018; Morales-Rios et al., 2010;
Zarco-Zavala et al., 2014).

Las ATPasas de tipo V, en cambio, actian como una bomba de protones dependiente
de la hidrdlisis de ATP y su funcion es acidificar compartimentos celulares tales como:
vacuolas, endosomas tardios, y cisternas Golgi trans. También es posible encontrarlas en la
membrana plasmatica acidificando el espacio extracelular en células especializadas como
osteoclastos, necesario para la reabsorcion o mantenimiento del hueso, o en células
intercaladas renales (Walker, 2013). En plantas, se han visto involucradas en la respuesta al
estrés salino. Incluso su funcion se ha encontrado involucrada con vias de sefializacion

(Zubareva et al., 2020). En la ATPasa de tipo V la sintesis de ATP solamente se ha obtenido
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in vitro generando el AuH" a través de la introduccion de artificial de una pirofosfatasa

translocadora de protones en presencia de pirofosfato (Hirata et al., 2000).

Por otra parte, la similitud entre secuencias de la subunidad A y B presentes (B y la a
en la ATP sintasa tipo F) llevd a Gogarten (Gogarten et al., 1989) a sugerir que comparten el
mismo ancestro en comun, siendo esta la hipdtesis mas aceptada sobre el origen de las ATP
sintasas rotatorias. De acuerdo con sus resultados, la similitud entre la subunidad B y la a (A
y B en ATP sintasa tipo A y V) sugiere fuertemente que son resultado de un evento de
duplicacion previo a la separacion entre eubacterias y arqueas. También se encontré una
mayor identidad entre las subunidades A y B de la A1Ao ATP sintasa con sus contrapartes
de la V1Vo ATPasa en comparacién con las subunidades B y a de la F1Fo ATP sintasa (50%
y 25% respectivamente) asi como una region homologa que pueden encontrarse en las
subunidades de la ATP sintasas de tipo Ay V pero no en la tipo F. Esta region no homdloga
sugiere fuertemente una mayor cercania filogenética entre las dos primeras (tipo Ay V) con
respecto a la ATP sintasa de tipo F. La presencia tanto de la ATP sintasa de tipo F y de tipo
V en células eucariotes es consistente con su origen mismo a partir de un proceso de
endosimbiosis. La ATP sintasa de tipo F seria incorporada a partir de la ATP sintasa

bacteriana a traves del proceso de endosimbiosis (Ver Figura 7).

1.3.2 Particularidades de la composicion de las ATP sintasas.
Otras subunidades altamente conservadas conforman al anillo de subunidades ¢ de

namero variable. En el caso del anillo de subunidades ¢ de la ATP sintasa vacuolar esta
conformado por anillos heterooligoméricos de dos o, en levaduras, hasta tres subunidades ¢
homologas que son muy probablemente, resultado de eventos de duplicacion (Mandel et al.,
1988).

Las ATP sintasas de tipo A 'y V presentan a la subunidad d, F y D en el tallo central.
La subunidad D es la contraparte de la subunidad y de la ATP sintasa tipo F. Tanto la
subunidad d y la F solo se encuentran presente en La ATPasa de tipo V y tipo A. La subunidad
D es similar en estructura a la subunidad y presente en la ATPasa tipo F formando una hélice
superenrollada pero distinta a nivel de secuencia, de acuerdo con Numoto (2009) y Muench
(Muench et al., 2011), por lo que no puede descartarse la posibilidad de que pudieran ser

incluso analogas entre las ATP sintasas (Véase la Tabla 1). La subunidad D esta descrita en
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la base de datos de Pfam como perteneciente a la familia de proteinas pfam01813 mientras

que la subunidad y pertenece a la familia pfam00231.

Bt
o ©@
|
Arqueas (Sulfolobus)Eucariote Eubacteria
) O

1
e

(2]
I
O I

Figura 7.. La relacion filogenética mas probable de las subunidades B (A en
ATP sintasa tipo A y tipo V) y a (B en ATP sintasa tipo A y V) de las ATP sintasas.
(1) Subunidad ancestral con actividad catalitica. (2) Posteriormente habria un evento
de duplicacion. (3) Una de las subunidades pierde su capacidad de union al sustrato.
(gris). La otra mantiene su actividad (gris punteada) (4) La subunidad A de la ATP
sintasa tipo A y tipo V gana una regiéon que no se encuentra en la subunidad f en la
ATP sintasa tipo F. (5) La subunidad a de la ATP sintasa tipo F gana tamafo. (6)
Evento de endosimbiosis. Replica de esquema basado en resultados por parsimonia de
Gogogarten (1989)

Si bien, existe consenso en que todas las ATPasas rotatorias tienen un mismo ancestro
comdun, la duplicacion que dio origen a las ATP sintasas tipo F y tipo V, es un evento anterior
al origen del ultimo ancestro comun, por lo que, si bien estructural y funcionalmente son
equivalentes, ya no es posible detectar similitud de secuencias por métodos como BLASTP

y HMMER (resultados no mostrados).

Las subunidades C y H presentes en la ATPasa vacuolar son subunidades exclusivas

y funcionan como punto de unién entre las subunidades del tallo periférico (Ey G) y el anillo
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c de la enzima (Vasanthakumar & Rubinstein, 2020). Ademas, se afiadieron otras
subunidades a la ATP sintasa tipo V que no tienen su contraparte en las ATP sintasa tipo F o
tipo A y tienen que ver con una regulacion de su actividad por un mecanismo particular de

disociacion reversible de la porcion Vi (Mller & Griber, 2003).

El tallo periférico es la porcion de la enzima con mayor divergencia entre las ATP
sintasas ya que la FiFo ATP sintasa posee un solo tallo periférico. A diferencia de los dos de
la AtAo ATP sintasa y los tres tallos periféricos de la V1Vo ATPasa. Tanto la ATP sintasa
tipo A como la tipo V poseen una subunidad E y G por cada tallo periférico (posibles
homdlogos de la subunidad & y b de la ATP sintasa tipo F) (Zubareva et al., 2020). La
subunidad I, de la ATP sintasa de tipo A (homdlogo de la subunidad a en la ATP sintasa tipo
F) posee un dominio en forma de collar que la diferencia de las ATP sintasas de tipo F. El
dominio en forma de collar permite la extension de dos de los tallos periféricos de la ATPasa
tipo V.

En el tallo periférico de la ATP sintasa tipo F de mamiferos solamente se encuentra
una subunidad b junto con la subunidad F6 y la d, ademas de poseer subunidades
supernumerarias presentes en la region membranal (Walker, 2013) (Véase Tabla 2). En
cambio, el tallo periférico como las subunidades presentes en La ATP sintasa de tipo F de

cloroplasto, muestra una mayor similitud a la ATP sintasa tipo F presente en bacterias.

La ATP sintasa de tipo F presenta particularidades importantes en mitocondrias,
ademas de una importante diversidad de subunidades adicionales linaje-especificas (Ver
Tabla 2) como el factor B presente en la ATP sintasa tipo F de mamiferos, también conocido
como subunidad s, el cual funciona como un factor de acoplamiento mitocondrial, ya que es
capaz de restaurar la fosforilacion oxidativa en vesiculas aisladas de membrana mitocondrial
(Lee et al., 2008), o las subunidades STF1 y STF2 presentes en hongos que son proteinas
asociadas con Inhl (Wittig et al., 2008)

Es posible encontrar una alta divergencia estructural entre las subunidades que
conforman el tallo periférico de las ATP sintasas tipo F mitocondriales en algunos
organismos eucariotes (Colina-Tenorio et al., 2018). La otra caracteristica son arreglos en
doble fila de las ATP sintasas en los bordes de las crestas mitocondriales formando

asociaciones dimérico/oligoméricas.
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La descripcion al respecto de ATP sintasas en arreglos de doble fila espaciadas por
12 nm presentes en el borde externo de la cresta se obtuvo por micrografias obtenidas por
congelamiento rapido en Paramecium multimicronucleatum por Allen y colaboradores
(Allen et al., 1989). Posteriormente, la técnica para obtener proteinas membranales
solubilizadas por BN PAGE permitio obtener arreglos dimerico/oligoméricos en
Saccharomyces cerevisiae (Arnold et al., 1998), en bovino (Schagger & Pfeiffer, 2000), asi
como en Arabidopsis thaliana, frijol, papa y cebada (Eubel et al., 2003). El andlisis de una
segunda dimension por SDS-PAGE permitié un acercamiento sobre la composicion del
dimero de la ATP sintasa tipo F (V2) y sus monomeros (V1) en S. cerevisiae, asi como la
caracterizacion de mutantes ayudo6 a identificar que las subunidades e, g y k se encontraban
exclusivamente en el V2 y que la eliminacién de las subunidades e y g daban como resultado
la pérdida del V2 (Arnold et al., 1998). Ademas, se descubrio que la delecion de alguna de
las subunidades e o g, en levaduras, estaba acompafiada de una alteracion en la morfologia
mitocondrial (Paumard et al., 2002). Las crestas alteradas por la ausencia de V> adquirieron

una conformacion de “aros de cebolla”.

En paralelo a estos estudios, se aisldé por primera vez al dimero de la ATP sintasa
mitocondrial en mitocondrias de corazén de bovino (Bos taurus) (Minauro-Sanmiguel et al.,
2005) y de levadura (S. cerevisae) (Couoh-Cardel et al., 2010). En estos estudios, sobre todo
en el de la enzima de bovino, se observo una interfaz proteica conectando los sectores Fo-Fo
del dimero la cual se propuso desde entonces que se formaba por las subunidades e y ¢
(Minauro-Sanmiguel et al., 2005). Ademas de esto, aunado a estudios bioquimicos de
reconstitucion, se propuso que la proteina inhibidora de la Fi-ATPasa mitocondial (IF1)
también participaria en la dimerizacion y estabilizacion del dimero y oligomeros de la ATP
sintasa mitocondrial (Garcia et al., 2006; Minauro-Sanmiguel et al., 2005). Esta participacion
de la IF1 en la dimerizacidn, tetramerizacion y posterior oligomerizacion de la ATP sintasa
mitocondrial se ha corroborado en recientes estudios de crio-microcopia electrénica de la
ATP sintasa de cerdo (Sus scrofa) (Gu et al., 2019; Mendoza-Hoffmann et al., 2022). En
resumen, hay una interfaz dimerizante Fo-Fo donde las subunidades e y g principalmente,
que favorecen la dimerizacion de manera indirecta (como detallaremos mas adelante). Con
la oligomerizacion de la enzima se generan también dimeros transversales a lo largo de la

cadena de ATP sintasas en las crestas mitocondriales (Paumard et al., 2002). En los dimeros
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transversales, hay otra interfaz dimerizante y oligomerizante entre los sectores Fi-F1 donde
la IF1 promueve y estabiliza a los dimeros que se forman longitudinalmente a lo largo de la
cadena de las ATP sintasas y estabiliza la formacion del dimero, tetramero y posterior

oligdbmero de las ATP sintasas (Mendoza-Hoffmann et al., 2022).

Al estudiar las ATP sintasas de Chlamydomonas reinhardtii, se encontré un V2 con
una inusual dificultad para disociar la porcion F1 y con una subunidad atipica MASAP (de
Mitochondrial ATP Synthase Associated Protein renombrada posteriormente como
subunidad ASAL). Posteriormente a través del andlisis por microscopia electrénica de C.
reinhardtii y Polytomella sp se encontr6 que la interaccion del V2 se daba a través de la
porcion Fo e inducia a una fuerte curvatura de la membrana mitocondrial (Dudkina et al.,
2005). Al analizar su composicion por SDS-PAGE se identificaron homdlogos de la
subunidad a, B, v, 6, 8 ¢ y OSCP. Sin embargo, no se identificaron homologos para la
subunidad €, b, d, e, f, g, IF1, A6L o0 F6. En su lugar se identificaron las subunidades ASA 1-
8 (Vazquez-Acevedo et al., 2006), involucradas en la formacion del tallo periférico y la

dimerizacion.

De forma paralela, en Trypanosoma brucei (Zikova et al., 2009) se encontré una ATP
sintasa atipica donde 14 de las 22 subunidades identificadas parecian subunidades especificas
de Trypanosoma. Las subunidades con homdlogos identificados fueron las subunidades a, B,
Y, € b, c y OSCP. Por su parte los resultados por microscopia electrénica en Tetrahymena
thermophila mostraron un V2 con una inusual estructura en paralelo, un dominio membranal
inusualmente grande, asi como la presencia de 7 subunidades candnicas y al menos 13
subunidades atipicas con subunidades aparentemente limitadas a ciliados (Balabaskaran Nina
etal., 2010)

Al buscar elucidar la relacion entre los dimeros intactos y el caracteristico arreglo
oligomérico, se visualizo la morfologia de la cresta y los arreglos oligdbmeros a través de
promedios de subtomogramas en S. cerevisiae en WT, Ae, Agy AbTM1 (Davies et al., 2012).
Una de las observaciones mas importantes que se obtuvieron en ese trabajo, es que los
mutantes, ademas de carecer de crestas lamelares caracteristicas del WT, mostraban pocas
crestas de morfologia vesicular. Por otra parte, la distribucion de los monémeros de las ATP

sintasas tipo F fue aleatoria. Para ahondar sobre una hipétesis del mecanismo de ensamblaje
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de las filas de dimeros por autoensamble se realizaron simulaciones por dinamica molecular

sobre el efecto de V2 individuales en una bicapa lipidica. Los resultados sugirieron una

deformacion que refuerza una
curvatura negativa que podria
ser suficiente para facilitar el
autoensamblaje en oligdbmeros
(Davies et al., 2012).

Posteriormente un
experimento in vitro mostro la
obtencion de una curvatura en
proteoliposomas al agregar V>
de Yarrowia lipolytica vy
Polytomella sp. La presencia de
curvaturas incrementaba
conforme incrementaba la
relacién de proteina:lipido. En
contraste, se  obtuvieron
vesiculas  esféricas si  se
agregaba el Vi aislado (Ver
Figura 8) (Blum et al., 2019).

En resumen, existe una
amplia evidencia sobre una
variedad de  subunidades
implicadas en la dimerizacion y
oligomerizacién de las ATP
sintasas y su relacion con la
curvatura de la  cresta
mitocondrial (Davies et al.,
2011; Garcia et al., 2006;
Giraud et al., 2002; Minauro-

Figura 8. La sola presencia del V, de Polytomella sp y Y
lipolytica provoca una curvatura de los proteoliposomas que se
acentuaba con el incremento de la relacion proteina:lipido(A-D).
Misma que incrementd con el incremento de la relacion proteina-
lipido. A diferencia del V; (E-H). Tomada y modificada de Blum
(2019).
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Sanmiguel et al., 2005). Se ha sugerido que las crestas mitocondriales incrementan el area de
superficie para la fosforilacion oxidativa optimizando la sintesis de ATP. En esta tesis nos
concentraremos uUnicamente en las subunidades que se ha reportado participan en la

dimerizacion del sector Fo de la ATP sintasa, es decir, principalmente en las subunidades e,
g, ijyk.

Todo esto sugiere que la conformacion de los oligdbmeros para la formacion de las
crestas micondriales podria estar sujeta a fuertes presiones de seleccion, lo que posiblemente
estd asociado a lo sefialado por Strauss (Strauss et al., 2008) quien sugiere que las crestas
mitocondriales pueden funcionar como trampas de protones. Sin embargo, la distribucién
filética de las subunidades que participan en la formacién de dimeros no se ha estudiado a
detalle. Futuros estudios permitirdn detallar los distintos mecanismos especificos de
formacion del V>, la interaccion entre los dimeros, y por qué no, la historia evolutiva de las
crestas mitocondriales. Algunas de las interrogantes a responder en cuestion son: ¢Cuél es el
ensamble y mecanismo de interaccion en cada tipo de V2? ;Tienen todos o algunos de los
casos continuidad histdrica que quiza no sea tan evidente o haya divergido tanto que sea
irreconocible? ¢Son resultado de reclutamientos independientes? ¢Es esencial la presencia
de V2 en organismos eucariotes realmente? o ;Sera posible encontrar eucariotes sin dimeros

de ATP sintasa? 0 ¢Existiran otros tipos de V> sin identificar?

El presente trabajo estudia la historia natural y distribucion filética de 4 de las
subunidades accesorias de S cerevisiae que han mostrado un papel estructural en la formacion

de dimeros de la F1Fo ATP sintasa.
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2 Hipdtesis

La dimerizacién de la F1Fo ATP sintasa depende de diferentes subunidades accesorias
linaje-dependientes, por lo tanto, el fendmeno de dimerizacion de la enzima podria ser un
evento evolutivo convergente y las subunidades dimerizantes accesorias, encontrarse

ampliamente distribuidas en los eucariotes ya sea como proteinas homologas o anélogas.

3 Objetivos

3.1 Objetivo General
Determinar mediante analisis filogenéticos, la historia evolutiva y distribucién filética

de las subunidades accesorias del canal de protones Fo asociadas a la formacion de dimeros
de la F1Fo ATP sintasa en los eucariotes.

3.2 Objetivos Especificos
1) Recopilar evidencias experimentales del papel de las subunidades asociadas a la formacion

de dimeros de la F1Fo-ATP sintasa en diferentes organismos eucariotes.

2) Recuperar de las bases de datos publicas, las secuencias de aminoacidos de las subunidades

responsables de la formacion de dimeros de la F1-Fo ATP sintasa.

3) Construir alineamientos a partir de los cuales se pueden generar arboles filogenéticos de

las subunidades asociadas a la formacion de dimeros.

4) Construir un arbol filogenético de la subunidad y de la F1Fo-ATP sintasa, codificada por
un gen de copia Unica que estd muy conservado en bacterias y eucariotes, y que servird como
referencia para el anlisis de la filogenia obtenida para las subunidades asociadas al V2 de las
F1-Fo ATP sintasa.

5) Analizar presencia/ausencia de las subunidades accesorias asociadas a la formacion de
dimeros de las F1-Fo ATP sintasa, a partir de su busqueda en 1110 genomas de eucariotes

completamente secuenciados (reference genomes)
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4 Metodologia
Se utilizé la herramienta BLASTP del NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con matriz de substitucion BLOSUM 62 para

recuperar las secuencias de aminoacidos de las subunidades responsables de la formacion de
V> de la FiFo ATP sintasa. En forma paralela, se identificé en la base de datos Pfam
(https://pfam.xfam.org/) la familia a la que pertenecen las secuencias recuperadas y se
colectaron secuencias representativas de cada una de las familias identificadas. Se realizo
una depuracion manual para eliminar secuencias duplicadas codificadas por un mismo gen.
También recortamos los dominios extras que no pertenezcan a la proteina de interés y que

pudieran estar presentes. Esto ultimo se realizd utilizando la base de datos de dominios

conservados del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) vy
empleando Bioedit como editor de secuencias

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). También, se recuperaron las secuencias

de proteinas de la base de datos de genomas de referencia del NCBI (RefSeq genome

database).

En el caso de encontrar secuencias divergentes, se reviso la prediccion del gene
haciendo uso de la herramienta FGENESH+ para corregir posibles errores en la secuencia

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind)

. En casos necesarios, se realizo el remplazo con la prediccion obtenida. Se utiliz6 CLUSTAL

X (http://www.clustal.org/) para construir alineamientos mdultiples de las secuencias

obtenidas y/o Muscle (https://drive5.com/muscle5/manual/topics.html) (Edgar, 2004a,

2004b) y se realizaron correcciones manuales con Bioedit. Los analisis filogenéticos se

realizaron con el programa MEGA7 y MEGAX (http://www.megasoftware.net) empleando

el método de méxima verosimilitud (méaximum likelihood). Por ultimo, se utilizaron las
secuencias alineadas para generar logos e identificar las posiciones mas conservadas con la

plataforma de weblogo 3 (http://weblogo.threeplusone.com/create.cqi).

Una vez obtenidos los primeros arboles filogenéticos, se seleccionaron secuencias
representativas (secuencias semilla) de las principales ramas del arbol. Las secuencias
semilla fueron utilizadas para realizar busquedas por blastp en los 1110 genomas de
referencia completamente secuenciados depositados en el NCBI (refseq). Esto nos permitié

realizar una busqueda exhaustiva para obtener informacion cuantitativa sobre el numero de
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genes involucrados con la formacion de V2 dentro de nuestros 1110 genomas de referencia.
De igual manera en algunos casos, y para corroborar que se obtuvieron todas las secuencias
homdlogas, incluso las mas divergentes, se realizaron bldsquedas de secuencias en Uniprot
empleando la herramienta de busqueda de secuencias HMMER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/), la cual, mediante el empleo de perfiles de modelos

ocultos de Markov (profile hidden Markov models (HMM)), es capaz de identificar con
mayor sensibilidad que BLASTP, la existencia de homologia entre secuencias (Potter et al.,
2018)

Se tomaron como punto de partida para los analisis, las secuencias con mayor
informacion experimental, como son las subunidades e y g, i/j y k presentes en hongos y que
estan reportadas como responsables de la dimerizacion. De igual manera, se analizé también
la subunidad y ya que, como se menciono anteriormente, se trata de una subunidad esencial
para la catélisis codificada en la mayoria de los organismos en una copia Unica estrictamente
conservada (resultados no mostrados) (Niu et al., 2017), por lo que se utilizé como referente

para el andlisis filogenético de las subunidades accesorias.
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5 Evidencia experimental.

5.1 Las ATP sintasas mitocondriales como moduladores de la formacion de las
crestas mitocondriales

5.1.1 Modelo de Allen de la cresta mitocondrial y la Electroforesis nativa (BN-PAGE)
como primeros antecedentes.
Un estudio de la cresta mitocondrial de P multimicronucleatum a través de

congelamiento, criofractura, revelado en platino y visualizacién mediante microscopia
electronica, mostro la presencia de protuberancias en dobles filas localizados a lo largo de la
cresta mitocondrial. Por trabajos previos se determind que correspondian a la porcién F1 de
la ATP sintasa, lo que llevo a proponer a Allen y col. (1989) que eran arreglos en doble fila
de la ATP sintasa que se presentaban en el borde externo de las crestas distribuyéndose en

forma helicoidal a lo largo de la cresta mitocondrial en forma helicoidal (Allen et al., 1989).

Otros indicios sobre la estructura oligomérica de la F1Fo ATP sintasa en eucariotes
fueron obtenidos gracias al uso de un detergente suave (digitonina) que permitio estandarizar
técnicas para solubilizar y aislar complejos mitocondriales nativos asociados en forma de
supercomplejos (Schagger & von Jagow, 1991). Esto permitié identificar nuevas
subunidades membranales de la enzima de las cuales anteriormente se desconocia su
existencia.

5.1.2 Diferentes tipos de dimeros de la FiFo-ATP sintasa (V2) han sido descritos en

distintos linajes.

5.1.2.1 Evidencias del V- tipo |
El V. fue identificado en otros organismos como en bovino (en corazén) (Schagger

& Pfeiffer, 2000), asi como en A thaliana a concentraciones bajas de detergente (Eubel et al.,
2003) y en Chlorococcum ellipsoideum, aunque sin la posibilidad de hacer anélisis
adicionales en estos Gltimos dos (Lapaille et al., 2010). En levaduras se identifico que el
motivo GXXXG de las subunidades g es esencial para la dimerizacion (Bustos & Velours,
2005) y de igual forma se demostré necesaria la presencia del mismo motivo en la subunidad
e (Arselin et al., 2003).

El V> hallado por Allen et al., (1989) en mitocondrias de P. multimicronucleatum
también se reportd que esta presente en corazon de bovino (Minauro-Sanmiguel et al., 2005),
y en S cerevisiae (Couoh-Cardel et al., 2010). Se propuso que algunas de las subunidades

supernumerarias estaban involucradas en la dimerizacion entre ellas la subunidad e, g, e IF1.

43



También se encontro que los dimeros se encontraban presentes en la region que tenia mayor
curvatura de las crestas mitocondriales. Se presentaron dimeros y oligémeros con actividad
al reconstituir con IF1 mitocondrial. Las evidencias gendmicas y protedmicas demostraron
una relacion entre las subunidades e y g y la dimerizacion (Arselin et al., 2003; Giraud et al.,
2002; Patrick et al., 2002). Asi mismo, se sugirio la actividad enzimatica de los oligomeros
y al realizar una simulacién de campo electrénico se observé un incremento de 3.5 veces la
densidad de carga, por lo que propuso que la oligomerizacién de la enzima provocaria una
curvatura de las crestas mitocondrias favoreciendo asi un efecto de trampa de protones
(Strauss et al., 2008).

Posteriormente se reporté la union de las subunidades e y g para el ensamble de
intermediarios de mayor peso molecular y se sugirio su participacion como intermediarios
hacia el ensamble del V2 en S. cerevisiae (Wagner et al., 2010).
5.1.2.2 Elucidacion de composicion de la F1Fo ATP sintasa en otros organismos eucariotes.

Niu y sus colaboradores realizaron un analisis de presencia/ausencia de subunidades
de la ATP sintasa de tipo F. Para ello, utilizaron secuencias de ATP sintasa identificadas en
humanos. Sobrepusieron sus resultados a un arbol filogenético que concatenaba secuencias
de ADNTr 16S. EI muestreo del estudio incluye 759 especies, solamente 63 eran eucariotas.
A pesar de esto, los resultados obtenidos nos permitieron identificar la conservacion de
algunas de las subunidades de la ATP sintasa (véase Figura 9). Es importante sefialar que
este no fue el primer estudio bioinformatico relacionado a las subunidades de nuestro interés,

como se mencionara mas adelante.

En mamiferos, especificamente usando la linea celular HAP1, se encontr6 por medio
de un anélisis de Western Blot, la pérdida del V2 y otros oligomeros al remover la subunidad
0, e, f, 6.8pl y DAPIT. Este efecto de la subunidad 6.8pl y DAPTI, junto con alineamientos
y la localizacion topoldgica similar, condujeron a He y colaboradores (He et al., 2018) a
proponer que dichas subunidades corresponden a ort6logos funcionales de las subunidades j

y k de levaduras respectivamente.
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En 2017, a través de criomicroscopia electronica fue obtenida la estructura del V2 a
una resolucion de 3.6 A. Esta estructura incluyd la porcion Fo lo cual ayud6 a comprender
las interacciones necesarias para la dimerizacion incluyendo la participacion de las
subunidades e, g, b y k. Ademas de encontrar un punto de interaccién dado por la subunidad
i/j y a. Sin embargo, la subunidad k se encontraba incompleta, y a partir de la densidad se

construyé un modelo de polialanina de la subunidad e y g (Guo et al., 2017).

Gu y colaboradores (Gu et al., 2019) también pudieron obtener un modelo del
tetramero de la ATP sintasa de tipo F (V4) en Sus scrofa (Gu et al., 2019), en donde también
se elaboraron modelos de polialanina en las subunidades d, e, g y 6.8; sin embargo, dicho
modelo ha sido cuestionado por Spikes et al (2020) y Pinke y cols (Pinke et al., 2020) quienes
sefialan que posee algunas malinterpretaciones; por ejemplo, confundir la subunidad j con la
K, y la k con una subunidad hipotética. Ademas de construir un modelo de polialanina en el

centro del anillo c, espacio que probablemente corresponda a alguna cadena lipidica.

Otros dos modelos han sido obtenidos por crio-microscopia electronica. EI modelo
del V2 y V4 de Ovino (Pinke et al., 2020) y uno del V2 de bovino (Spikes et al., 2020). En
comparacion con los mencionados anteriormente, en estos modelos si se determinaron todas

las cadenas polipeptidicas.

De acuerdo con el modelo de Pinke et al (2020) las subunidades de la porcién Fo se
organizan en dos grupos principales: 1) El grupo traslocador de protones que incluye a la
subunidad a y su cercania con las subunidades DAPIT, 6.8pL y ATP8 en forma paralela. 2)
El segundo grupo de subunidades corresponde a las subunidades e, fy g con una interaccion
mas cercana a la subunidad b en una hélice triple compactada. Esta triple hélice esta
conformada por la segunda hélice de la subunidad b (H2b), la tercera hélice de la subunidad
g (H3g) y la subunidad e. Las interacciones entre la subunidad e y g se da a través del motivo
GXXXG (zipper de glicina 6 cremallera de glicina) de ambas y aparentemente un puente
salino R15e-E82g. Mientras que la interaccion entre H2b y H3g es a través de los puentes
salinos E91g-K48b y E72g-K28b (Ver Figura 10). Por su parte H2b y H3b forman un giro
en U ya que H3b interactda con H5-H6a. Al compararla con modelos anteriores, Pinke y
colaboradores observaron que la triple hélice es una de las partes méas conservadas. En la

extraccion original no encontraron uniformidad en los multimeros en bovino. Por ello,
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sugirieron una formacion artificial de multimeros a causa de la extraccion del detergente y
que parece ser corregida con la presencia de Mg*? y la subunidad IF1 para estabilizar los V..
Por ultimo, apuntan la presencia de maltiples puntos cercanos que quiza corresponderian a
puntos de contacto dentro de los V2 que conforman al V4 siendo la informacion consistente
con la participacion de las subunidades e, f, g y 6.8pl en la formacion del V2 y que la ausencia
de DAPIT provoque la perdida de oligbmeros (He et al., 2018). Por su parte el V- de Spikes
y colaboradores (Spikes et al., 2020) muestra la misma triple hélice formando una cufa la
cual posee un angulo de 45° con respecto a H3b que refuerza la curvatura. Ademas, es sellado
y estabilizado un vacio proteico mediante 3 cardiolipinas y dos fosfolipidos en cada cufia
(Ver Figura 10) (Spikes et al., 2020).

Arginine ring

G20,22,24,26¢
Glycine zipper

MSL
E91g-K48b
salt bridge

V1i6c

E72g-K28b
salt bridge

R15e-E82g ISL

salt bridge

Potential PGO
binding site

Subunit g and e GxxxG

interaction motif Terminal lysine

Figura 10. Visualizacion de la triple hélice en forma de cufia del dimero tipo I
entre las subunidades e, g y b. Para la interaccion participan algunas de las posiciones
mas conservadas que se han relacionado a la estabilidad del dimero. Tomada de Pinke
et al (2020).
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Adicionalmente, Spikes (Spikes et al., 2021) mostré que el V2 de bovino posee
movimientos tanto dependientes de la catalisis como independientes de la catalisis. De
acuerdo con sus resultados, el angulo de curvatura es modificado entre 76°- 95° debido a la
presencia de multiples puntos de contacto en la interfaz de contacto dada por la subunidad i/j

(6.8pl).

Actualmente, se conoce la estructura del V, presente en S. cerevisiae y en distintos
mamiferos, lo que nos permite comparar la disposicién de las subunidades que conforman la
interfaz de contacto entre los mondémeros de la ATP sintasa, en dos organismos que
pertenecen a reinos diferentes, y que, sin embargo, a pesar de presentar una alta divergencia
a nivel de secuencia, la topologia general y disposicion de las subunidades puede observarse

altamente conservada (Ver Figura 11).
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4)

B)

1/j (6.8pl)

Figura 11. Visualizacion del modelo del V, obtenido por crio-EM de A)
bovino (Visto desde el lado N) en comparacion con el V, de B) S cerevisiae y su
interfaz entre subunidad 1j y subunidad a. Tomada de Spikes et al (2020) y Guo et al
(2017) respectivamente (Subumdades de la porcion F, eliminadas para facilitar
visualizacion).

La distribucion filética de las subunidades de la ATP sintasa mostrada por Lapaille
(Lapaille et al., 2010) involucra la presencia de 8 subunidades presentes en E. coli (a, B, v,
e® (homologa a la 6 mitocondrial), a, b, ¢ y 8 (homéloga a OSCP mitocondrial). Con el

surgimiento de los eucariotes las subunidades €™, d, f, g, IF1 y A6L fueron adquiridas.
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Ademas de haber una adquisicion de la subunidad e y h en ophistokonta. Adicionalmente de
una adquisicion linaje-especifica de la subunidad i, k STF1y STF2 en hongos y la subunidad
w en mamiferos también conocida como Factor B. (Figura 12).

Recientemente, se estudio la composicion de la de la ATP sintasa mitocondrial de A
thaliana. Se analizo por espectrometria de masas la composicion del monémero de la enzima
aislada por BN-PAGE y se propusieron homologos proteinas que presentaron similitudes a
la subunidad i/j, e y la subunidad ATP Fad (homdloga a ASA4 de algas) como una subunidad
analoga de la subunidad h. De ser correcto, lo anterior podria sugerir que en plantas hay una
mayor similitud en la composicion de la enzima con su contraparte en ophistokontas.
(Rohricht et al., 2021).

b, d, f, g, A6L
Volvox carterii
Chlamydomonas reinhardtii
yd Chlorophyceae
Chlorococcum ellipsoideum (17)
Scenedesmus obliquus
Pseudendoclonium akinetum
Ue e Ulvophyceae (14) |Chlorophyta
Chlorella vulgaris Trebouxyophyceae
Prototheca wickerhamii (14)
Asad — Ostreococcus tauri Prasinophyceae* Plantae
hd b Micromonas pusilla
Chara vulgaris Charophytes
Marchantia polymorpha Marchantiophytes Streptophyta
’ (14)
Physcomitrella patens Bryophytes
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Figura 12. Presencia de genes de subunidades involucradas en la formacion del
tallo periférico y la dimerizacion en eucariotes. A partir de la busqueda por blast se
realizo una representacion por parsimonia no ponderada. Las cajas negras muestran

ganancia de genes y la caja blanca indica perdida de genes. Obtenida de Lapaille et al
(2010).
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5.1.2.3 Evidencias del V. tipo Il
La composicion atipica hallada en C reinhardtii, llevo a Vazquez-Acevedo y

colaboradores (Vazquez-Acevedo et al., 2006) a investigar la composicion de la ATP sintasa
en Polytomella sp. Y otras 6 algas. Asi hallaron la presencia de las subunidades a, B, v, 9, ,
OSCP, a 'y c. Ademas, hallaron ASA1-ASA9 en chlamydomonas. Al analizar estas nuevas
subunidades, encontraron que los genes que codifican para estas subunidades se encuentran

en el genoma nuclear.

Para entender mejor la composicion del V2 dentro de las algas verdes Lapaille y
colaboradores (Marie Lapaille et al., 2010) utilizaron la disponibilidad de datos gendmicos
para hacer busquedas por BLAST de las subunidades de la FiFo ATP sintasa. Asi,
encontraron que las subunidades ASA estaban presentes exclusivamente en
chalomydomonales. Por otro lado, streptophytas, rhodophytas y chlorophytas al igual que
animales y hongos, tienen la composicién mas similar a la candnica con excepcion de la
presencia de la subunidad ASA4. Por parsimonia de Dollo' mostraron la perdida y ganancia
de genes y sugirieron que la pérdida de los componentes canonicos fue acompafiada del
reclutamiento de nuevos polipéptidos (Ver Figura 12) (Lapaille et al., 2010).

Yaen 2019, (Murphy et al., 2019), mediante crio-microscopia electrénica obtuvieron
la estructura del V2 de Polytomella sp a una resolucion de 2.7 a 2.8 A, gracias a lo cual
identifican que el punto de interaccion entre mondmeros esta determinado por el extremo C
terminal de la subunidad ASA10, una subunidad ASA que no habia sido previamente
identificada.
5.1.2.4 V> en forma de U presente en el V tipo 11l encontrado en Tetrahymena thermophila

y en Paramecium tetraurelia.
En T. thermophila fue descrito hace una década la existencia del dimero de la ATP

sintasa tipo F (Balabaskaran Nina et al., 2010), el cual corresponde a un tipo de V- diferente
a los previamente conocidos. La ausencia de varias de las subunidades canonicas condujo a
Balabaskaran y colaboradores a identificar mediante BN-PAGE un nuevo V» del cual
obtuvieron imagenes mediante microscopia electrénica. En el estudio, la identificaron por

MS solo 6 subunidades candnicas (a, B, v, €, ¢, OSCP) y dos hipotéticas (d y 5) (Balabaskaran

1 Método de parsimonia que asume que un caracter pérdido en evolucion no puede regresar (Rogozin et al.,
2006).
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Nina et al., 2010). Ademas, identificaron 13 subunidades mas que parecen encontrarse
unicamente en los organismos ciliados (Ver Tabla 2). Posteriormente en P tetraurelia se
visualizé un arreglo en oligdbmeros en forma de hélices que sigue la misma direccién de la
cresta. Esto ultimo contrasta con los arreglos en linea recta encontrada en los otros
organismos estudiados al momento. Otra diferencia es el &ngulo formado por los V2 teniendo
una “forma en U” encontrandose cada monomero en paralelo en vez de la “forma en V”
encontrada en los organismos anteriormente estudiados. Mientras que comparten una interfaz
en la porcion Fo que conecta los tallos periféricos (A. W. Miihleip et al., 2016) (Ver Figura
13).

Un estudio mas reciente, en T. thermophila, determindé mediante criomicroscopia
electronica la estructura completa de su V2 a una resolucion de 2.7 A. El V2 fue utilizado
para el refinamiento del V4 a 3.3 A. El V2 mostro distintas particularidades: i) Es el V2 con
la mayor region de interaccién entre mondmeros e incluye interacciones en la membrana, la
matriz y el lumen; ii) El V2 muestra una falsa simetria C2 debida a la presencia de una sola
copia de la subunidad ATPTT2. Esto favorece que algunos de los contactos entre monémeros
sean heterotipicos. Ademas, la formacion de la curvatura membranal es dada por la formacién
de angulos de ~11° en conjunto con una torsidn de 3° durante el ordenamiento en fila de cada
V. para la oligomerizacion. Mientras que la interaccion entre V- es dada por dos mecanismos:
uno directo hecho por proteinas pertenecientes a la porcién Fo de la enzima y otra mediada
por lipidos (Flygaard et al., 2020).
5.1.2.5 V2 tipo IV: Euglena gracilis y T brucei comparten otras subunidades atipicas en su

V2
El estudio de un V2 en T. brucei fue realizado mediante BN-PAGE y la digestién e

identificacion por MS llevo a identificar 14 subunidades atipicas, de las cuales dos estan
posiblemente involucradas en la dimerizacion dado que solo estaban presentes en el V>
(Zikova et al., 2009). Mas tarde, se obtuvieron imagenes mediante microscopia electronica
del V2 de E. gracilis. Mediante MS también encontraron que 7 de las 14 subunidades atipicas
de T. brucei eran compartidas con el V> de E. gracilis incluyendo a las subunidades ATPTB1,
ATPTB3, ATPTB4, ATPTB6 y ATPTB12 (ver Tabla 2) (Yadav et al., 2017).
Recientemente también fue obtenida por criotomografia electronica el arreglo del V2 y la
cresta de T. brucei y E. gracilis a una resolucion de 32.5 y 27.5 A respectivamente.
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Encontraron una interaccion mas cercana entre cada V1 en la porcion Fo. Se encontro que la

curvatura se da en el ensamble de la fila de V2 (A. W. Muhleip et al., 2017).

5.1.2.6 Hexameros de la ATP sintasa presente en Toxoplasma gondii
Recientemente, Muhleip y colaboradores (A. Mihleip et al., 2021), obtuvieron

hexameros (Vs) ciclicos de la F1Fo ATP sintasa de T gondii. La composicion de la FiFo ATP
sintasa incluyo las subunidades a, B, v, 8, €, OSCP, IF1, a, b, ¢, d, f, k, 8, i/j y 17 subunidades
no candnicas denominadas ATPTG1-17. Algunas de las subunidades no canonicas fueron
encontradas en apicompexa. Chromeridos y perkinsozoa. Otra caracteristica es que la interfaz
entre los mondmeros que conformaban el Ve comprende a 11 subunidades con interaccion

homotipica en cada monomero, ocupando 7000 A? de area de superficie de contacto.

Por ultimo, también se relacion6 los Vs de la ATP sintasa con la morfologia de la
cresta mitocondrial ya que al eliminar a la subunidad ATPTGL11 se alterd la organizacién de

los Vs, lo cual a su vez alterd la morfologia de la cresta mitocondrial de Toxoplasma gondii.

Como hemos visto, la evidencia actual, apunta a distintos tipos de V- en eucariotes descritos
hasta el momento, segun lo recopilado y propuesto por Kulbrandt, con base en los angulos y
la morfologia de la cresta y las subunidades involucradas (Ver Figura 13) (Kihlbrandt,
2019). La Tabla 2 resume la composicion y estequiometria que forman la ATP sintasa

dimérica en diversos eucariotes.
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Tipo I Tipo 11 Tipo III Tipo IV

Figura 13. Crio ET de dimeros de la ATP sintasa y promedio de subtomogramas
de la disposicion 3D en las crestas respectivamente de: S cerevisiae (a 'y €), Polytomella
sp (b y f), P tetraurelia (¢ y g) y E gracilis (d y h). Figura obtenida de Kiihlbrandt y
colaboradores (2019).
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Tabla 2. Composicion y estequiometria de las subunidades que conforman el V> de los
organismos modelo més estudiados hasta el momento en eucariotes. EI nombre del gen o

locus esta indicado entre paréntesis.

Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo I Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
mas yces mella thermophila gracilis
estudia | Cerevisiae sp
do
Subunidades de F;
6 (A] 6 *(AtMg01 6 6 6 6(TGGT1_2
a PTl (S‘TPSA 190) (CAI34 | (TTHERM_00 | (GDJRO103 04400)
) 836) 571860) 6292)
6 *(At5g08 6
(ATP5B | 670, 6 6 6 (TGGT1_26
B 6 (ATP2) ) 3\'[590868)/ (CAI34 | (TTHERM_00 | (GDJRO104 1950)
At50869 837) 585260) 8402)
0)
Subunidades del Tallo central
2 (AT | *(Atbga7 2 2 2 2
) 2 (ATP16) P5D) | 030) (ATP16 | (TTHERM 01 | (GDJRO110 | (TGGT1_22
) 094890) 8837) 6000)
2 (AT | *(At2g33 2 2 2 2
Y 2 (ATP3) P5C | 040) (AJ619 | (TTHERM_00 | (GEFRO101 | (TGGT1_23
1) 759) 118610) 9235) 1910)
2 (AT | *(Atlg51 2 2 2 2
15 2 (ATP15) P5E) | 650) (ATP15 | (TTHERM_00 | (GDJRO110 | (TGGT1_31
) 682930) 0113) 4820)
Subunidades del Tallo periférico
2 *(AtMg00 2 2 2
b 2 (ATP4) (ATP5F1 | 640) (TTHERM_00 | (GDJRO110 | (TGGT1_23
) 127260) 8903) 1410)
2
h (F6) | 2 (ATP14) (ATPS)) 2
(ATP50) | *(At5g13 2 2 2 2
OSCP | 2 (ATP5) 450) (6RD4_ | (TTHERM_00 | (GDJRO110 | (TGGT1_28
P) 684790) 0117) 4540)
(ATP5H) | *( 5 2
d 2 (ATP7) gt395230 (TTHERM_01 (G;nggg)llm (T(égﬂggg? 2
188360) ¢
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Tipo Tipo I? Tipo V
d6V2
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
mas yces mella thermophila gracilis
. cerevisiae sp
estudia
do
(ATPIFy) 2 2 2
IF, * (TTHERM_00 | (GEFR0104 | (TGGT1 21
145490) 9155) 5350)
8 2 (MT- | *(AtMg00 9 2
(A6L) 2 (ATP8) ATP8) 480) 2 (ymf56) (KT732265) (TGGT1_20
8440)
Subunidades del Motor (Fo)
2 (MT- (ATPS6) 2
a | 2(ATP6) | ATPS) 2(6;?4 2 (ymf66) 2 (TGGT1 31
- 0360)
16
(ATP5G1 20 20 20 (
c 20 (ATP9) , (ATP9) | (6RD4_ *(atp9) (GEFRO104 | TGGT1 249
ATP5G2, A) 5692) 720)
ATP5G3)
2 *(At4g30 2 9 2
f 2 (ATP17) | (ATP5J2) | 010) (TTHERM_00 (TGGT1_ 21
s571670) | (EC611052) | g5eq0
Subunidades linaje-especificas
2 ***((At3g
(ATP5I) | 01130 vy
e 2 (ATP21) At5q1532
0)
2 *(At4g29
(ATP5L) | 480,
g 2 (ATP20) At2g1968
0 y
At4g2621
0)
2 (A ***(
At3g4643 2 2
ij PT1 2 0 y (TTHERM_00 | (GDJRO100 2(12—330631(—);_2
At5g5961 529760) 5239)
8)
3)
2 2 2 2
k 2 (ATP19) (TTHERM_00 | (GEFR0105 | (TGGT1_26
823660) 5688) 0180)
56eno (DMAC2
ma. Lo
Fact. B ATP5S)
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Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
mas yces mella thermophila gracilis
. cerevisiae sp
estudia
do
(Subun
idad s )
Stfl STF1
Stf2 STF2
StI2 TMAIL0
2
ASA1 (6RD4_
1)
2
ASA2 (6RD4_
2)
ASA3 2(6RD4
3
Fad** 2
ASA4 (At292187 | (6RD4_
0)* 4)
2
ASA5 (6RD4_
5)
2
ASA6 (6RD4_
6)
2
ASA7 (6RD4_
7
2
ASA8 (6RD4
8)
2
ASA9 (6RD4
9
2
ASA10 (6RD4
0)
ATPT 2
T1 (TTHERM_00
137990)
1
AE’T (TTHERM_00
145440)
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Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo ces mella Tetrahymena Euglena
mas cer):evisiae s thermophila gracilis
estudia P
do
2
A$2T (TTHERM_00
136220)
2
A¥ZT (TTHERM_00
486310)
2
A¥:T (TTHERM_01
528510)
2
AigT (TTHERM_00
649060)
2
AIS T (TTHERM_00
316290)
2
AIET (TTHERM_00
289380)
2
A¥;T (TTHERM_01
001220)
2
ATT 1F(’)T (TTHERM_00
825290)
2
ATT lplT (TTHERM_00
927010)
2
ATT 1PzT (TTHERM_00
068120)
2
A.IT 1P3T (TTHERM_00
444800)
2
A;ET (GEFR0100
7572)
2
A;:T (GEFR0101
4423)
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Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
mas yces mella thermophila gracilis
. cerevisiae sp
estudia
do
2
ATPT (GDJRO110
B4
8860)
2
ATPT (GEFR0102
B6
8782)
ATPT 2
B12 (GDJRO100
5257)
6
P18 (GDJRO110
0103)
2
Atpegl (GDJR0O100
5511)
2
Atpeg? (GEFRO103
3662)
2
Atpeg3 (GDJRO101
2366)
2
Atpeg4 (GEFR0104
9309)
2
Atpegb (GEFRO107
1033)
2
Atpegb (GDJRO104
9874)
2
Atpeg7 (GDJRO110
8818)
2
Atpeg8 (GDJRO110
8900)
ATPT 2
Gl (TGGT1_24
6540)
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Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
) yces mella . -
mas o thermophila gracilis
. cerevisiae sp
estudia
do
ATPT 2
G2 (TGGT1_28
2180)
2
Ang (TGGT1_ 21
8940)
2
A;ZT (TGGT1_20
1800)
2
Ang (TGGT1_ 27
0360)
2
Ang (TGGT1_ 22
3040)
2
AgsT (TGGT1_29
0710)
2
Ag:T (TGGT1_25
8060)
2
AggT (TGGT1_28
5510)
2
A(;F;T (TGGT1 21
4930)
2
AglPlT (TGGT1_26
3990)
2
AglPZT (TGGT1_24
5450)
2
AC';I'ngT (TGGT1_22
5730)
2
Ac';l'lF;T (TGGT1_26
3080)
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Tipo Tipo I? Tipo V
de V>
en Tipo | Tipo Il Tipo 1l Tipo IV
eucario
tes
Organi Ovino Arabidopsi Toxoplasma
smo Saccharom s thaliana Polyto gondii
modelo Tetrahymena Euglena
mas yces mella thermophila gracilis
. cerevisiae sp
estudia
do
ATPT 2
G15 (TGGT1_24
7410)
2
'2—121— (TGGT1_ 21
1060)
2
AG-T?T (TGGT1 31
0180)
Spikes et | Rohrichtet | Kuhlbr Mihleip et
al 2020 al 2021 andt et al 2021
7AJB al i 6TMK
Fuente | Guoetal 2019, Flygaard etal | Muhleip et
Entrad 2017 (Murph 2020 al 2019
aPDB 6B8H 6YNX 6TDU
yetal,
2019)
6RD4

* Estequiometria no identificada
** Probable homélogo de ASA4
*** Homologia detectada sélo a través de HMMER

En amarillo subunidades involucradas en la dimerizacién de la enzima.
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6 Resultados
6.1 Subunidad y

La subunidad y forma parte del tallo central de la ATP sintasa. Se decidio estudiar
esta proteina porque corresponde a una subunidad esencial que esta presente en todas las
especies que poseen una FiFo-ATP sintasa (Niu et al., 2017), y después de un analisis
preliminar de diferentes subunidades esenciales, observamos que la subunidad y corresponde
a una proteina que en una gran mayoria de las especies es codificada por un gen de copia
unica (resultados no mostrados), lo cual permite utilizarla como un punto de referencia, ya
que muy probablemente la historia evolutiva de esta proteina refleje la historia natural de los
organismos eucariotas que heredaron la F1Fo-ATP sintasa a partir del Gltimo ancestro comuln

a todos los eucariotes.

La subunidad y forma parte de la familia de proteinas PF00231 en la base de datos
Pfam (https://pfam.xfam.org/). Se recuperaron del NCBI 5000 secuencias, asi como 2622

secuencias de la base de datos Pfam, empleando un nivel de granularidad de 15% (RP15, que
selecciona un proteoma representativo de cada conjunto (cluster) de proteomas que
comparten al menos un 15% de secuencias (15% co-membership threshold) (Chen et al.,
2011). Puesto que se conoce la estructura tridimensional de la subunidad vy, se gener6 un
alineamiento tridimensional de 14 estructuras mediante la herramienta VAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/\VV AST/vast.shtm), el cual se utiliz6 como guia para

alinear el resto de las secuencias. De esta forma, se obtuvo un alineamiento inicial
conformado por un total de 7636 secuencias. Posteriormente, el alineamiento se revisé en
forma manual y se eliminaron todas aquellas secuencias que estaban duplicadas o que
correspondian a multiples isoformas de un mismo gen (en este caso se conservo la isoforma
que conserve mayor similitud con relacion al resto de las especies). Por otra parte, las
secuencias con un identificador obsoleto se reemplazaron por una mas reciente, o se elimino

en caso de no estar conservada en la version mas reciente del GenBank del NCBI.

Después de la depuracion manual, se eliminaron 1044 secuencias, por lo que el alineamiento
final se construy0o considerando un total de 6592 secuencias. El alineamiento se hizo

utilizando CLUSTAL X para la obtencion del arbol guia o dendrograma (Véase Figura 14).
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Si bien, este no es aun un arbol filogenético, puede observarse que la distribucién de las
secuencias en las diferentes ramas corresponde a la distribucion esperada de acuerdo a la
historia natural de los diferentes grupos de seres vivos.

Bacterias
Plantas
Hongos
Animales
Protistas

|

Figura 14. Arbol guia sin enraizar de 6592
secuencias homologas de la subunidad 1.
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6.2 Subunidad g

Como se ha indicado previamente, la subunidad g, ha sido identificada como una de
las subunidades responsable de la formacion de dimeros en Saccharomyces cerevisiae
(Arnold et al., 1998; Guo et al., 2017; Wagner et al., 2009). Esta proteina tiene un tamafio
poco mayor a 100 aminoacidos. Posee caracteristicas reminiscentes de un dominio BAR (del
inglés Bin/amphiphysin/Rvs ¢), y se ha reportado que su funcion llega a ser de unién

membranal, sefializacion y dimerizacion entre otras (Guo et al., 2017).

En hongos y mamiferos la estructura secundaria de la subunidad g consta de 3 hélices
conectadas por dos asas que presentan una alta divergencia. Una de las porciones mas
conservadas es un motivo GXXXG que ha sido asociado a la funcion estructural (Bustos &
Velours, 2005). ElI motivo GXXXG permite la interaccion en una triple hélice con la
subunidad e y la H2b (Pinke et al., 2020; Spikes et al., 2020) lo cual estabiliza el V2 y
promueve la curvatura mitocondrial (Véase la seccion Evidencias experimentales). La

subunidad g pertenece a la familia PF04718 de la base de datos Pfam.

Se recuper0 el total de secuencias identificadas en pfam (1160 secuencias). Mediante
BlastP se obtuvieron 664 secuencias homologas a la subunidad g en animales, 620 en hongos,
466 en plantas, y 17 en protistas (estos ultimos definidos como aquellos eucariotes que no
corresponden a ninguno de los reinos anteriores). De esta forma, el analisis se inici6 con un
total de 2927 secuencias. Los criterios de depuracion de secuencias fueron los mismos
utilizados para la subunidad y. Asi, se elimin6 un total de 968 secuencias, por lo que posterior
a la depuracion manual se conservé un conjunto total de 1959 secuencias. Cabe sefialar que
no se detectd la presencia de homdlogos de la subunidad g ni en bacterias ni en arqueas. Con
las secuencias se construyé un arbol filogenético por el método de méxima verosimilitud con
200 repeticiones de usando MEGA X (Ver Figura 15). (Le & Gascuel, 2008)

64



Animales
Hongos
Plantas
Protistas

65




Figura 15. Analisis filogenético de la subunidad g de la ATP
sintasa. El arbol fue construido empleando el método de maxima
verosimilitud y el modelo de sustitucion de Le & Gascuel (2008). El
arbol no enraizado, con el mas alto log de verosimilitud (-1116858.72)
es mostrado. Una distribucion gama discreta fue utilizada para modelar
las diferencias entre las tasas de evolucidon entre sitios (5 categorias,
+G = 1.3241). El analisis involucrd 1959 secuencias y 585 posiciones
en el alineamiento final. El arbol esta dibujado a escala, y la barra de
distancia indica el nimero de sustituciones por sitio. 4 Cebadores.
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Presencia de homologos de la subunidad g en 533
de los 561 genomas analizados (Animales)

Presencia de homoélogos de la subunidad g en
11 de los 93 genomas analizados (Protistas)

= Otros Animales Otros Cordados = Cefalocordados = Hemicordados

= Peces = Anfibios = Aves Lepidosauria
= Mamiferos = Cnidarios = [nsectos = Otros Artropodos
Nematodos Echinodermos = Anhelidos = Moluscos

= Plathelminthes = Porifera

= Mycetozoa = Apusozoa = Choanoflagellida

Presencia de hom(')logos de la = Capsaspora', = Fonticula', = Ichthyosporea
subunidad g en 320 de los 333
genomas analizados (Hongos).

Presencia de homologos de la subunidad g
en 121 de los 124 genomas analizados
(Plantas)

= Ascomycota = Basidiomycota

= Chytridiomycota = Mucoromycota

= Mamiellophyceae = Prasinophytes = Trebouxiophyceae
Bryophyta = Selaginellales = Magnoliophyta
= Dicotiledoneas = Liliopsida = Nymphaeales

Figura 16. Presencia de homologos de la subunidad g en 985 de los 1110 genomas
analizados.
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De manera paralela, se realizé la basqueda de la subunidad g en 1110 especies de
eucariotes cuyo genoma esta secuenciado y depositado en la base de datos de genomas de
referencia del NCBI. De estos, 561 son animales, 332 son hongos, 124 son plantas y 93 son
protistas. En los casos donde no se encontraron genes reportados, se realizd una basqueda
manual usando TBLASTn. Los resultados obtenidos en este caso permiten tener la
distribucion filética obteniendo homdlogos a la subunidad g en 985 de los 1110 genomas
analizados (Véase Figura 16).Una vez obtenida la distribucion filética obtenida y corregida

manualmente se usé la herramienta Timetree (http://www.timetree.org/) (Kumar et al.,

2022), una plataforma que compila datos publicados sobre tiempos de divergencia entre
especies, asi obtuvimos un dendrograma que considera la cantidad de genes diferentes que
codifican para homdlogos de esta subunidad en nuestras 1110 especies de estudio (Ver
Figura 17). Los resultados también nos brindan con mayor certeza sobre la

presencia/ausencia de la subunidad g en cada organismo.

Hongos
plantas f )
] Peces/mamiferos
A animales
PO S == Insectos/artropodos.
1
@ Co,
2 o age
Adg
® 3
- Otros :
® >3 e Plotistag
Mycetozon =
w00 Giardia
Figura 17. Dendrograma que considera la cantidad de homologos de la subunidad g
halladas a través de la busquedavia blast en 1110 genomas secuenciados.
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Figura 18. Arriba. Alineamiento por MAFFT de homologos de la subunidad g
utilizando organismos representativos de distintos grupos taxondémicos. Abajo. Logo
generado con 1959 secuencias utilizadas en la construccion del arbol filogenético. Se
muestran en el logo las posiciones mas conservadas. Interacciones descritas por Pinke et
al 2020 *E72g-K28b. *R15e-E82g y **E91g-K48b. Motivo GXXXG subrayado con
color rojo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la gran mayoria de los genomas de animales,
plantas y hongos poseen al menos una copia del gen que codifica para la subunidad g (Ver
Figura 17). Es posible que algunas de las especies que carecen de este gen en nuestros
resultados, se deba simplemente a que no se ha identificado/reportado ain el gen, o éste
presente una alta divergencia a nivel de secuencia. Destaca también el hecho de que en
diversas especies de plantas se encuentran numerosas copias de genes que codifican para la
subunidad g, lo cual no es de extrafiar debido a la poliploidia. Brassica napus (canola) por
ejemplo, presenta 12 copias del gen. Un alto nimero de copias abre la posibilidad de que

estos genes pudieran llegar a ser reclutados para desarrollar funciones adicionales.

En hongos, la gran mayoria de las especies presentan solo una copia del gen, aunque
en los diez genomas de microsporidia secuenciados (refseq), se encuentra ausente en todos.
Por lo que se refiere a protistas, en choanoflagellados y fonticula se encontraron genes que
codifican para una proteina homologa a la subunidad g. En amoebozoa, por su parte
encontramos resultados contrastantes. En mycetozoa también encontramos presencia de la
subunidad g. Sin embargo, tanto en discosea (género Entamoeba) asi como en archamoebae
(género Acanthamoeba) no fue posible identificar homdélogos de la subunidad g. (Las
ausencias en dichos grupos muy probablemente se expliquen por el hecho de que las

ausencias coinciden con que dichos organismos carecen de mitocondrias y posean en su lugar
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mitosomas (organelos que pertenecen a los denominados organelos relacionados a la

mitocondria 0 MROs) al igual que en microsporidia (Aiman et al., 2021)

Figura 19. Alineamientos en Chimera de secuencias de subunidades
g modeladas por homologia (Swiss-model) utilizando organismos
representativos de distintos grupos taxonémicos coloreados por cadenas (A)
(Verde-Chlorella variabilis, Amarillo-Sus scrofa, Azul-Saccharomyces
cerevisiae 'y mnegro Dictyostellium discoideum) 'y coloreadas por
hidrofobicidad Kyte Doolittle (B). Motivo GXXXG en recuadro rojo.
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Las secuencias usadas para la construccién del arbol filogenético (Figura 15) fueron
utilizadas para la generacion de logos (Ver Figura 18). Encontramos una amplia
conservacion del motivo GXXXG en los homdlogos de la subunidad g pertenecientes a
distintos taxa. Otras posiciones clave que se ha sugerido que participan en su interaccion con
la subunidad e y la subunidad b en los modelos de mamiferos también se encontraron

altamente conservadas (Pinke et al., 2020).

También las subunidades g mostradas en el alineamiento de la Figura 18, fueron
modeladas por homologia y alineadas en Chimera. Se observd un gran parecido en las
propiedades estructurales y de hidrofobicidad de las cadenas, a pesar de poseer una gran
divergencia a nivel de secuencia (Ver Figura 19).

Por ultimo, analizamos los contextos genémicos de las secuencias homologas a la
subunidad g en animales (Figura 20), encontrando en lineas generales que el contexto
gendémico de una de las copias de la subunidad g es bastante parecido en Latimeria
chalumnae, reptiles, aves y mamiferos. Mientras que la otra copia, en lineas generales, es
menos conservada en su contexto gendmico. Esto nos permite distinguir sin ambigliedades,

cudl de los dos genes corresponde al original, y cudl es resultado de un evento de duplicacion.
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Figura 20. Contextos genémicos de la subunidad g en animales. Contexto similar de
una copia de la subunidad g en L chalumnae, reptiles, aves, y mamiferos.
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6.3 Subunidad e
La subunidad e es codificada por el gen TIM11. Pertenece a la familia PF05680 de la

base de datos de Pfam que comprende (al momento de realizar el analisis) un total de 1067
secuencias. Por su parte, la busqueda en BLASTP se hizo usando como cebo (bait o query)
la secuencia correspondiente de Homo sapiens (cuyo numero de acceso es NP_009031).
Mientras que de las secuencias recuperadas a traves de la busqueda por BLASTP se obtuvo
un total de 650 secuencias de animales, 4 de arqueas, 8 de bacterias, 27 de hongos y 7 de
plantas. Al realizar una nueva basqueda con la Gltima secuencia obtenida por BLASTP
obtuvimos 821 secuencias de hongos adicionales y 4 de otros eucariotes. Eliminando las
secuencias repetidas obtuvimos 2592 secuencias iniciales. Una vez aplicados los criterios de
eliminacién obtuvimos 1774 secuencias mas 83 secuencias de plantas que excluimos para

analizar a detalle y confirmar o descartar homologia.

Para corroborar si las secuencias encontradas en plantas son también homdlogas al
resto de las subunidades e de hongos y animales, se decidié utilizar HMMER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/), que es una herramienta de busqueda de secuencias

con mayor sensibilidad en comparacion con BLAST (Potter et al., 2018). Asi, se
seleccionaron primero 23 secuencias pertenecientes a diferentes ramas del arbol de la Figura
15 para utilizarlas como cebo (seed sequences) en la busqueda de secuencias homoélogas en
plantas. Se recuperaron 91 secuencias homdlogas en plantas; de ellas, se descart6 la secuencia
KABB8356413 de Carpinus fangiana porque resultd ser una secuencia anormalmente grande
(810aa) resultado de contaminacion (datos no mostrados). A partir del alineamiento de las
secuencias restantes de plantas, se repitio la busqueda en HMMER, recuperando un total de
237 secuencias, de las cuales 232 pertenecen a plantas superiores (traqueofitas). De manera
paralela se utilizaron las secuencias semillas para buscar secuencias homologas en la base de
datos de genomas de referencia del NCBI (RefSeq Genoma database) que contiene 124
genomas completos de plantas, asi como en UNIPROT. Después de descartar las secuencias
duplicadas, 324 secuencias de plantas se alinearon junto con las 1774 secuencias de
subunidad e obtenidas previamente para generar el arbol filogenético mostrado en la Figura
21. (Whelan et al., 2001)
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Figura 21. Analisis filogenético de la subunidad e de la ATP sintasa. EI arbol fue
construido empleando el método de maxima verosimilitud v €l modelo de sustitucion de
Whelan & Goldman (2001). El arbol no enraizado, con el mas alto log de verosimilitud
(0.00) es mostrado. Una distribucion gama discreta fue utilizada para modelar las
diferencias entre las tasas de evolucion entre sitios (5 categorias, +G = 2.6499). El
analisis mvolucrd 2098 secuencias v 235 posiciones en el alinearmento final. El arbol

esta dibujado a escala, v la barra de distancia indica el mimero de sustituciones por sitio.
A Cebador
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Las secuencias de plantas que fueron detectadas en la busqueda inicial concordaron

con las secuencias propuestas como subunidad e por Helene (Réhricht et al., 2021).

De acuerdo a los resultados que obtuvimos, podemos observar una amplia
distribucion de la subunidad e dentro de animales, hongos, algunos otros ophistokonta y

plantas (Ver Figura 22). Al igual que la subunidad g, no fue hallada dentro de microsporidia.
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Presencia de homologos de la subunidad e en 462 de
los 561 genomas analizados (Animales)

&

= Otros Animales = Otros Cordados = Peces = Anfibios

= Aves = Lepidosauria = Mamiferos = Cnidarios

= [nsectos = Otros Artropodos = Nematodos = Moluscos

u Plathelminthes = Porifera Presencia de homoélogos de la subunidad e en

311 de los 333 genomas analizados (Hongos).

Presencia de homoélogos de la subunidad e en 103
de los 124 genomas analizados (Plantas)

j
|
|

m Mucoromycota = Ascomycota = Basidiomycota = Chytridiomycota

m Liliopsida = Eudicotiledoneas = Mamiellophyceae = Trebouxiophyceae

Presencia de homélogos de la subunidad e en
4 de los 93 genomas analizados (Protistas)

m Choanoflagellida = Filasterea = Fonticula = Ichthyosporea

Figura 22. Presencia de homologos de la subunidad e en 880 de los 1110 genomas
analizados.
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En el caso de la subunidad e se encontraron duplicaciones en una cantidad muy
limitada (Ver Figura 23). También llamo nuestra atencion que en la basqueda automaética la
subunidad e no se presentaba en algunos taxas basales de animales: principalmente cnidarios
y peces. Al realizar la basqueda manual si fueron identificadas secuencias homaologas, pero
eran registradas recurrentemente como secuencias de ncRNA en el NCBI (resultados no
mostrados). Probablemente se trata de un error durante el proceso automatizado de anotacion
de los genomas de peces (este tipo de errores se presentan también con cierta frecuencia en
otros genes y/o genomas Yy suelen ser corregidos posteriormente en las diferentes rondas de
revision de las anotaciones de los genomas). Por su parte, algunos protistas en los cuales se
identificaron homdlogos de la subunidad e son organismos que divergieron previo a la

diversificacion de hongos y animales.

Hongos

animales

o0
W
]

500 Giardia

Figura 23. Dendrograma que considera la cantidad de homologos de la subunidad e
halladas a través de la bisqueda via blast en 1110 genomas secuenciados.
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Tambien, haciendo uso de Chimera comparamos distintos modelados por homologia
de la subunidad e de representantes de distintos grupos taxonémicos (Ver Figura 24) y
observamos en todas las secuencias propiedades similares de hidrofobicidad a pesar de la alta
divergencia observada. De hecho, en el alineamiento constatamos la presencia del motivo
GXXXG, la arginina y algunos aminoacidos mas como la porcion mas conservada de la
subunidad e, encontrdndose incluso en las secuencias de plantas, por lo que corresponde a la

region que esta presente practicamente en todas las secuencias (Ver Figura 25).
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Figura 24. Alineamiento (Chimera) de modelado por homologia de la
subunidad e utilizando organismos respresentativos de distintos grupos
taxonomicos coloreados por cadenas (A) Amarillo Sus scrofa, Morado
Saccharomyces cerevisiae, Caté Fonticula alba y negro Capsaspora Owzarzaki por
hidrofobicidad Kyte Dolittle(Motivo GXXXG en recuadro rojo)
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Figura 25. Arriba. Alineamiento por MAFFT de homoélogos de la subunidad e
utilizando organismos representativos de distintos grupos taxondémicos. Abajo. Logo
generado con 2098 secuencias utilizadas en la construccion del arbol filogenético. Se
muestran en el logo las posiciones mas conservadas. Interacciones descritas por Pinke et
al 2020 *R15e-E82g. Motivo GXXXG subrayado con color rojo.
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6.4 Subunidad i/j

Es una proteina codificada por el gen ATP18. En la base de datos de Pfam, estas
proteinas pertenecen a la familia PF04911. Fue identificada por encontrarse en la interfaz
que une cada mondémero dentro del V2 en S. cerevisiae. El arbol filogenético obtenido
comprende 583 secuencias (Ver Figura 26). En nuestros resultados no hallamos secuencias
homologas en otros tipos de eucariotes, asi como bacterias y arqueas. Esta subunidad fue
encontrada en Fungi (Figura 27), posee una amplia distribucidon excluyendo nuevamente
microsporidia. Los organismos que la poseen mayoritariamente presentan una solo copia
dentro de los 1110 genomas analizados (Figura 28). El logo al igual que el &rbol filogenético

comprende 583 secuencias (Figura 29)

Ascomicetos
® Basidiomicetos
® Mucoromicetos
Zoopagomicetos
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Figura 26. Analisis filogenético de la subunidad 1/ de la ATP sintasa. El arbol
fue construido empleando el método de maxima verosimilitud y el modelo de sustitucion
de Le & Gascuel (2008). El arbol no enraizado, con el mas alto log de verosimilitud (-
27900.66) es mostrado. Una distribucion gama discreta fue utilizada para modelar las
diferencias entre las tasas de evolucion entre sitios (5 categorias, +G =1.1444). El
analisis involuerd 583 secuencias y 299 posiciones en el alineamiento final. E1 arbol esta

dibujado a escala, y la barra de distancia indica el niimero de sustituciones por sitio.
A Cebador.

Presencia de homadlogos de la subunidad i/j en 272 de
los 333 genomas analizados (Hongos).

= Mucoromycota Basidiomycota Ascomycota

Figura 27. Presencia de homologos de la subunidad 1/
en 272 de los 1110 genomas analizados
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Figura 28. Dendrograma que considera la cantidad de homologos de la subunidad 1/
halladas a través de la busqueda via blast en 1110 genomas secuenciados.
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Figura 29. Arriba. Alineamiento por MAFFT de subumidad 1/} utilizando
organimsom representativos de distintos grupos taxonomicos. Abajo. Logo generado con
583 secuencias analizadas en la construccion del arbol filogénético. Se muestran las

posiciones mas conservadas.
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6.5 Subunidad k.

Es una proteina codificada por el gen ATP19. En la base de datos de Pfam, estas
proteinas pertenecen a la familia PF11022, que comprende 636 secuencias distribuidas en
573 especies. Posterior a la depuracion nos quedamos con 493 secuencias. Todas ellas
pertenecientes al reino Fungi (Figura 30) con una amplia distribucion dentro del reino, con
excepcién de microsporidia (Ver Figura 31). En el anélisis del nimero de genes encontramos
que mayoritariamente poseen una sola copia del gen (Figura 32), aunque también
identificamos dos copias, principalmente dentro del orden saccharomycetales y en algunos

otros grupos.

En el alineamiento para la construccion del logo (Ver Figura 33) y el arbol
filogenético (Ver Figura 30) utilizamos 493 secuencias. El arbol filogenético fue construido
por Maxima verosimilitud con 200 repeticiones de Bootstrap. Con un LL=-29315.45. Al
igual que en el caso de la subunidad i/j, estan ausentes en otros tipos de eucariotes, como

microsporidia asi como bacterias y arqueas.
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Figura 30. Analisis filogenético de la subunidad k de la ATP sintasa. El arbol fue
construido empleando el método de maxima verosimilitud y el modelo de sustitucion de
Le & Gascuel (2008). El arbol no enraizado, con el mas alto log de verosimilitud (-
29315.46) es mostrado. Una distribucion gama discreta fue utilizada para modelar las
diferencias entre las tasas de evolucion entre sitios (5 categorias, +G =1.2135). El analisis
mvolucrd 493 secuencias y 266 posiciones en el alineamiento final. El arbol esta dibujado
a escala, y la barra de distancia indica el nimero de sustituciones por sitio. A Cebador.
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Presencia de homdlogos de la subunidad k en 292 de los
333 genomas analizados (Hongos).

S

m Ascomycota = Mucoromycota = Basidiomycota Chytridiomycota

Figura 31. Distribucion filética de la subunidad k en 1110
genomas analizados.
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Figura 32. Dendrograma que considera la cantidad de homologos de la subunidad k
halladas a través de la busqueda via blast en 1110 genomas secuenciados.

88




NP_014564_Saccharomyces_cerevi MGAAYHFMGKAIPPHQLAIGTLGLLGLLVV-----———————————— PNPFKSAKPKTVDIKTDNKDEEK 53
XP_023465713_Rhizopus_microspo MGGYYTIAGKQVPNHKIAMAFIGAYAAI----- GGYYIMK---~-——~ PKAPQPATPP---IQASSADEEA 55
OMJ16808_Smittium culicis_70 MAGFYTIAGKNIPTHYLALGLLTTYGVAIKFALSGKSEPKVV----————ee——— PA---VTANSEDEYK 54

Xp_0113 96303_ Ustilago maydis MS--YTIAGRQILNEYIALAVLGGYGAIAASQMGGSKDAKASAAGASPDAKAANDPP---INASSSDEEA 65

& [LGY H LAY P DU

80
BN T I I
NP_014564_Saccharomyces_cerevi FIENYL--KKHSEKQDA-- &8
XP_023465713_Rhizopus_microspo FIREFLOKAEAEEKKN--- 71
OMJ16808_Smittium culicis_70 FIMDFIKEAEASEKKH--- 70
XP_011390303_ Ustilago maydis FIKQFL--AEAEGKSDRLV 82

probability
§ 5

1

a—

Figura 33. Arriba. Alineamiento por MAFFT de subunidad k utilizando
organismos representativos de distintos grupos taxonémicos. Abajo. Logo generado con
493 secuencias utilizadas en la construccion del arbol filogenético. Se muestran las
posiciones mas conservadas.
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7 Discusidn

En este trabajo se llevd a cabo un analisis filogenético que incluyd un estudio
detallado de la distribucién filética de las subunidades e, g i/j y k de la ATP sintasa asociadas
a la dimerizacion/oligomerizacion de la ATP sintasa de acuerdo con la evidencia
experimental (Véase Evidencias experimentales). La subunidad g ha sido hallada en
Ophistokonta y en plantas con excepcion de Chlorophyceae donde fueron reclutadas las
subunidades ASA (Vazquez-Acevedo et al., 2006) (Véase seccién de Evidencias
experimentales). Mientras que la subunidad e, i, k se mantenian limitadas a ophistokontas.
Sin embargo, Rohricht ha sugerido la presencia de la subunidad e, y i/j en plantas (Réhricht
etal., 2021).

Aunque en los modelos mas recientes, se han realizado superposiciones topoldgicas
para localizar e identificar a las subunidades que mantengan una localizacion topoldgica
similar a las subunidades de los modelos ya conocidos (Flygaard et al., 2020; Gahura et al.,
2022; Ma et al., 2020) por posicion topoldgica en las estructuras resueltas por crio-EM se ha
sefialado que habria una contraparte de la subunidad i/j y k en mamiferos, T thermophila, T

gondii e incluso en T brucei.

Evidentemente, es posible el hecho de que en el presente estudio se encuentren falsos
negativos por ser secuencias no reportadas o porgue por la alta divergencia de las secuencias
no hayan sido detectadas en su correspondiente proceso de anotacidn 6 en nuestra busqueda
automatizada, por lo que recurrimos a una posterior busqueda manual en las secuencias de
ADN gendmico. Las ausencias que consideramos con especial énfasis son las que persistian
dentro de varios organismos de un mismo taxa en los genomas de referencia completamente
secuenciados refseq. Asi logramos hallar una amplia distribucion de las subunidades
involucradas en la dimerizacion/oligomerizacion dentro de los organismos eucariotes, lo que

apoya una amplia presencia casi universal del dimero en eucariotes.

El que la subunidad g esté distribuida en todos los reinos de eucariotes, pero no
presenten homologia con bacterias o arqueas resulta poco esperado, ya que la inmensa
mayoria de las proteinas de eucariotes tienen su origen a partir de un ancestro bacteriano o
de arqueas (Jain et al., 1999). Esto sugiere un origen de novo asociado al origen mismo del

ancestro comun a todos los eucariotes.
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En esta misma linea, un reciente estudio en T brucei (Gahura et al., 2022), un
organismo tempranamente divergente perteneciente al superfilo Discoba, miembro del
supergrupo Excavata, el cual posee un dimero del tipo IV, mostré la presencia de subunidades
altamente conservadas como la subunidad b, d, f, 8, i/j y k, asi como la presencia de la
subunidad e-g lo que sugiere una interaccion ancestral bastante similar a la descrita en los
modelos de mamiferos. No solo esto, el silenciamiento por RNA de interferencia de la
subunidad g en T. brucei dio como resultado la pérdida de V2, pero no de la actividad
catalitica de la enzima, asi como la alteracion de la morfologia mitocondrial y disminucién
en el crecimiento en condiciones de crecimiento dependientes de la fosforilacion oxidativa.
Resultados bastante similares a lo ya reportado en levaduras y mas recientemente en
mamiferos (Bustos & Velours, 2005; Guo et al., 2017; Paumard et al., 2002; Pinke et al.,
2020; Spikes et al., 2020). Sin embargo, la interaccion entre dimeros en T brucei de acuerdo
a sus resultados en esta ocasion seria dada entre subunidades que corresponderian al dimero

transversal en las subunidades del dimero tipo I.

Los resultados obtenidos nos permiten proponer hipdtesis relativas del reclutamiento
de las subunidades involucradas en la dimerizacién/oligomerizacién. La subunidad g, por
ejemplo, se encontraria ampliamente distribuida en animales, hongos, plantas y una buena
cantidad de otros taxas eucariotes (Figura 34). Seguido encontramos la presencia de
subunidad e después de la separacion de Dictiostelium. El surgimiento de las subunidades i/
y k en cambio, parece que ocurrié en un evento posterior al desarrollo del ultimo ancestro
comun a todos los hongos, puesto que con herramientas de busqueda de similitud de
secuencias como BLAST o HMMER, no se encontraron homologos a las subunidades i/j y k

fuera del reino fungi
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El hecho de que se trate de proteinas muy pequefias, cuyo papel sea estructural
formando mayoritariamente hélices o en enormes complejos moleculares, da la posibilidad
de ser altamente divergentes y es un factor que complica su analisis evolutivo. Mencionando
por ejemplo el hecho de que se ha sugerido una ortologia entre las subunidades i/j y k de
hongos con las subunidades 6.8pl y DAPIT respectivamente. (He et al., 2018). Sin embargo,
estas Ultimas secuencias son muy divergentes y no es posible confirmar o descartar

homologia mediante andlisis de Blast (resultados no mostrados).

Queda pendiente conocer el papel de las multiples copias de la subunidad g presentes
principalmente en animales y plantas, ya que, al contar con un gran nimero de copias, abre
la posibilidad del desarrollo de funciones adicionales. Especialmente donde encontremos
copias altamente divergentes. Como se ha indicado, el caracter estructural mas importante de
la subunidad e y g esta constituido por el sitio de union conformado por el motivo GXXXG,
que es la porcion mas conservada de ambas subunidades. EI motivo GXXXG y algunos de
los aminoacidos méas conservados de la subunidad g (Bustos & Velours, 2005) se mantienen,
incluso en organismos muy divergentes como plantas y amebozoa. En A. thaliana Rohricht
y cols. (2021) identifican una buena cantidad de subunidades que podriamos encontrar en el
V> tipo |. Estos resultados parecen sugerir que la estructura del V2 en plantas es similar a la
gue encontramos en modelos de hongos y mamiferos. Sin embargo, es importante sefialar
que la subunidad e identificada por Rohricht, codificada por el gen At3g01130, fue descrita
previamente por Molesini y cols (2012), como una miniproteina que denominaron
AtAUCSIA-1, la cual interacciona fisicamente con proteinas relacionadas con la kinesina,
modulando el transporte polar de auxinas por un mecanismo ain no definido. En
concordancia con lo anterior, Kalladan y col (2017) demostraron que AT3G01130 también
afecta la acumulacion del acido abscicico (ABA), que funciona en plantas como una hormona
de estres. Con estos antecedentes, no se puede dejar de sefialar las observaciones de Zancani
y cols (Zancani et al., 2020) quienes sefialan que la presencia de la subunidad e (ATP21) en
A. thaliana aln no esta confirmada porque la proteina At5g15320 identificada por
espectrometria de masas, no se agrupa con el resto de las subunidades de la F1Fo-ATP sintasa.
Por otra parte, para estudiar las multiples copias presentes de las subunidades, en Arabidopsis
thaliana, Rohricht y colaboradores (Rohricht et al., 2021) obtuvieron mutantes de dos genes

funcionalmente analogos de la subunidad e, y no encontraron alteraciones en la enzima, por
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lo que sugieren que se tratan de genes redundantes. De este modo, si termina por confirmarse
plenamente que AT3G01130 y AT5G15320 corresponden al homdlogo en plantas de la
subunidad e; es claro que se trata de una proteina multifuncional y que desempefian méas de

una funcion en A. thaliana.

Por otra parte, la ausencia de subunidades en microsporidia podria explicarse por el
hecho de que este grupo carezca de crestas mitocondriales y pertenezca a los linajes que
poseen organelos relacionados a la mitocondria (MROs, del inglés Mitochondrion Related
Organelles) incluyendo mitosomas o hidrogenosomas. Los MROs se encuentran presentes
en distintos linajes independientes y hay consenso que son resultado de una evolucion
convergente (Aiman et al., 2021). Algunos otros ejemplos son: Giardia lamblia (que
pertenece a la clase fornicata), Entamoeba histolytica (que pertenece al filo amoebozoa), y
Trichomona vaginalis (que pertenece a la clase parabasalia). Estos organismos se
caracterizan por encontrarse adaptados a vivir en condiciones de hipoxia o anaerobias ademas
de carecer de crestas mitocondriales. Los MROs suelen poseer modificaciones metabdlicas
importantes. Retienen algunas funciones como biogénesis de grupos fierro-azufre vy
cofactores enzimaticos. En cambio, algunas funciones que generalmente pierden son: la
fosforilacion oxidativa, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, y la beta oxidacion (Aiman et
al., 2021).

Se han descrito otros complejos multiproteicos localizados en la CJ denominados
MICQOS que mantienen la union de cresta en eucariotes, su alteracion provoca importantes
efectos en la morfologia de la cresta mitocondrial. En humanos las subunidades del complejo
MICOS son: Mic60 (Mitofilina), Mic27(APOOL), Mic26 (APOO), Mic25 (CHCHDS®),
Micl9 (CHCHD3), Micl3 (Qill) y Micl0 (anteriormente conocido como MINOSL1)
(Mufioz-Gomez et al., 2015). En células HeLa, se estudio la ausencia de las subunidades del
complejo MICOS a través de microscopia confocal. En este estudio, la pérdida de Mic60
lleva a una disminucion muy fuerte de los niveles de expresion del resto de proteinas del
complejo MICQOS. Por su parte, al eliminar a Mic10, Mic13 y Mic19 llevan a una pérdida del
70% de las CJ. Mientras que la ausencia de Mic60 ocurre una pérdida total de las CJ. Por su
parte, si se rescata la expresion de Mic60 se recupera la formacion de CJ (Stephan et al.,
2020).
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En concordancia con nuestros resultados, homdlogos de los complejos MICOS
tampoco fueron encontrados en microsporidia y otros pequefios grupos de eucariotes
adaptados a vivir en concentraciones bajas de oxigeno (Mufioz-Gomez et al., 2015). En
cambio, si fueron encontradas las dos principales subunidades del complejo MICOS, mic60
y mic10 dentro de los mayores linajes de eucariotes: fungi, animales, amebozoa, excavados,
SAR, plantas y arqueopléstidos, entre otros. Cabe mencionar que en el caso del complejo
MICQS, si se identificd su origen como proveniente de a-proteobacterias, apoyado por
similitudes de secuencia y estructurales con alfaMICOS, proteina responsable de la
formacion de la unién de la membrana citoplasmatica (IntraCytoplasmic Membrane Juctions
ICMJs) (Mufioz-Gomez et al., 2017). Por otra parte, se ha reportado que OPA1 es un
complejo proteico que también estd involucrado en el correcto plegamiento de la cresta
mitocondrial (Stephan et al., 2020). La GTPasa relacionada con dinamina OPA1 (Optical
Atrophy 1) participa en la fusion mitocondrial y es requerida para mantener la cresta
mitocondrial (Meeusen et al., 2006). Al eliminar OPA1 en células HelLa y observarlas por
TEM y ET, se muestra un fenotipo con un nimero menor de crestas que ademas resultaron
ser mas cortas y desordenadas (Stephan et al., 2020). Se han mostrado interacciones fisicas
y genéticas entre estos complejos, sin embargo, los mecanismos exactos sobre su

participacion ain no han sido elucidados (Eydt et al., 2017).

Los resultados y el conocimiento actual sugieren fuertemente que la estructura del
dimero es ubicua en eucariotes. Sin embargo, la forma de las crestas es altamente dinamica
(Quintana-Cabrera et al., 2018) y estd sujeta a cambios dependiendo de las condiciones
fisioldgicas de las células y es muy probable que estén involucrados otros componentes adin

no identificados, pues se trata de un proceso extraordinariamente dinamico.

8 Conclusiones

No se identificaron homologos de ninguna subunidad en bacterias y arqueas. Mientras
que la subunidad g mostro una presencia en gran diversidad de protistas sugiriendo un origen
asociado al altimo ancestro comun de los eucariotes. La subunidad e, por su parte fue hallada
en ophistokonta, plantas y algunos otros protistas. Mientras que homologos a la subunidad
i/] y k fueron limitadas en hongos. Todas las subunidades accesorias mostraron una amplia

distribucion de al menos una copia de las subunidades accesorias dentro de los linajes
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hallados (excluyendo a microsporidia, Acanthamoeba y Entamoeba: Grupos de organismos

eucariotes que carecen de crestas mitocondriales).

La gran mayoria de los homdélogos de las subunidades g y e incluyen el motivo
GXXXG y otros aminoacidos, con evidencias de su participacion en la formacion del V2 en
los modelos de mamiferos. Esto concuerda con la amplia distribucion de arreglos
dimero/oligomericos dentro de animales, hongos, plantas y algunos otros protistas. Los
resultados de este trabajo, asi como los datos aportados por Rohricht (Rohricht et al., 2021)
sugiere una alta similitud estructural entre el V2 encontrado en mamiferos y hongos con el de
plantas. Por su parte, el no haber encontrado a la subunidad e pero si a la subunidad g en
amebozoa abre una interrogante sobre los arreglos de la ATP sintasas en dichos grupos. El
gran numero de especies de plantas y animales con multiples copias del gen que codifica para
la subunidad g, abre la posibilidad de que pudieran estar desarrollando funciones adicionales

aun no elucidadas.
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