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RESUMEN 

La oxidasa alterna (AOX) es una enzima mitocondrial que se ha encontrado en 

todas las plantas terrestres (estreptofitas) analizadas hasta fa fecha, así como 
'·.): . 

en un gran num:e¡ro'dealgas verdes (clorofitas). Se ha propuesto que la AOX es 

parte c:ie'·u~ ~·isterna preventivo contra el estrés oxidativo, donde funcionaría 

cbí11'6';'UA~A;\}~1tG1~ de escape de electrones cuando la cadena respiratoria 
': ,_;_,: :. '::JJ'.~:··.f~'.~3. :; :_: .. -L:_,~~ :~.:: 
clásiCa//ólcitocrómica mantenga un estado de reducción elevado. La AOX 

· t~rnbi~~iffa;~· ha :relacionado con el metabolismo mitocondrial durante la 

·f6t6~'r~i~~i~;:. · 
. ·--" . · .. , 

\f¡i;f";~~·piración mitocondrial del alga incolora Polytomella sp. disminuye 
•o"• 1,;'•C .,:, 

· fuertem~nte/{más del. 92%) por acción de inhibidores de los complejos 

• re~pi~~to;i~t-1ili;·y:IV. ··La inducción de estrés por KCN en los cultivos de 
• • ;. ' •' ' ... ,' ''.'...! ,- ,, O" ~ ,• A- ' 

Polytómetiéii~µ;rcno iné:ref1lenta la ~~~Pi.ración resistente a cianuro, a diferencia 

de lo que .. oó'Ürr~'.:'~n :.c>t:ras\:~lgas:_;clorofitás; como Chlamydomonas reinhardtit: 
· ·:· -. ·. _· .,_. ~ ·.-.· ·.>---··_, -·~ :: '·:\\.~-:->):'\~>f;_1.:~;;.·/-.':f:;T:~:}-~'..::~ ;'.·--::::~¿"-~:~·~·>:Z·y::~ t:;~--"~~- ~--;--p -: . 

Asimismo, ~nsayosh,de'aptiv~é:ión.fde,la·enzima por exposición a agentes 

reduc,io~.i~··;g_~~"~;·;~x~;~'-8;%\~~~f~~m~~J~?on la actividad de la posible AOX. De la 
mismaforni~/los'actiyadorés~típicos de la AOX en plantas, como piruvato o a-

• . ~=~:;:~1~t~ij:iif t~i~~~*f :1:;0~olad:;;~~~,:~ :~.~·n:",~:; ~n°~'.~:: ~:d~; 
AO~ en.'(l;'o/ytome//a:sp;:Ad1c1onalmente, experimentos de h1bndac1on de DNA 

- ·:' ·,.; .·::·.:,.~,,:,:;;· .. /.t.i•,::1::.~:,?•.;:-?'{.::~~·:-·,~;.,-:~:-:·:~~¿,?_:.;····' 
···.··total de''.rpd/yiO'ñJel/á.éontra cDNA del gen Aox de Ch/amydomonas sp. WBO 

-~~g{~~~~;i~~:~~J::grK~,~~º~ no está presente. Estos datos se refuerzan por los 

resultadoác'negati\/os después de intentar amplificaciones por PCR, donde en 
: ./,~.,:.\> :.·.:~!'.~'<:.'. ;<i;::·;·~:f.. ";_.·: ;·~~:;".;. .. 

· ninguna; 'condición experimental se obtuvo evidencia de la existencia del gen 
A_.·:¿k~:'·}:)::~ ;<:::~·.- ~--:-· -

·<'.... -: ; --·:· 

< · ~cis;datos sugieren que el alga incolora Polytomella sp. carece de AOX y 

:'posiblemente del gen que la codifique. Es posible que la ausencia, o 

. in~&tivación, del gen Aox esté relacionada con la pérdida de la capacidad 

f~t~sintética. Recientemente se ha presentado evidencia de que la expresión 

de la AOX responde, al menos parcialmente, a la exposición a luz y al 

metabolismo del cloroplasto. Considerando que Po/ytomella sp perdió la 

xiv 



capacidad fot~siritéti~él y que esto puede llevar a la inactivación (incluso la 
-- ··----''"" e- •• "";-_- o,--~-. ,,...=_;---"·-,-\--- -·.·,- . ., ... - .- - · ,, , 

pérdida). cohC:ornitante.·de:ge~es, nucleares relacionados con dicha función, es 

probable
0

,.quk:1~'''.pé;did~ ,:de I~ ~ox este relacionada con la de~~·pa~i~iÓn de la 

fotosí~t~¡isffJ~;ci"6i'~(~~P:~ya~'.~r:e~te de la enzima durante ~Ípr~~~Jo.'' · 

. Fina
0

l~e~i~> ~u~qu~ ei estrés inducido por KCN ~o a~ti~~ ó Íle~a a la 

expresi6~'.d'e~na AOX, si produce cambios en la proporció~ lfpid~~/~iót~ína en 

las membranas mitocondriales, así como un incremento en. ei' co~te~ido de 

grupos hemo tipo a. En ese contexto, se observó un cambio en los parámetros 

cinéticos de la citocromo e oxidasa debido la presencia de KCN en los cultivos 

celulares. Los cambios más evidentes son las constantes de disociación de 

ligandos del centro bimetálico Cua-a3, como el cianuro, la azida y el oxígeno. 
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ABSTRACT 

The alternative oxidase (AOX), a qúinol ·oxidase, is a rnitochondrial enzyrne 

present in all /and plants (Streptophyta)_•in ·s~dréJI green a/gae (Chlorophyta) 

and, in sorne· pr~t:f~ts ··and. fungi. -.11:. has. been . proposed that the AOX 

participates' ¡~,. ~::p;e~~ntiv~ system again~t ·6xidative stress during highly

reduced stél't~~~:()hhe classical respiratory ch.ain. On the other hand, sorne data 

suggesÚh~t'A.'ox is related with phot~s'/rithéti~' metabolisrn . 

. _. _.: ~'.fJ:,·e:lh~j·bltÓ;s of respiratory cornp{ex~s HI (antymicin and myxothiazol) 

ahd:·¡v:}/'b~~~,i~'~¡. inhibit the rnitochondri~I .~espiration of Polytomella sp. over 

92 'o¡a·F f'fi;~;:,%'~~ence' of cyanide in 1:'fi~ Jfi:~lture media did not stirnulate the 

.... ji~1~~~~Í~f ~nl~i~Jl~:~~It~ill~~~~¡:E:::.~:=~~. :~:::::~ 
· actrvators .:,,llke:;'pyr_uvate'•;,arid 1<;a.:_ketoglutarate,: farled to enhance an AOX 

, .. : <.: :"; ;. , 1.~·;'1:-:.·'. ·.:_:~"f~-~.'. ·.~x~~;F;;,}~;'r.:,:t:;~t!f:~~~ií~~~?.f;t/~~1:, ;~fat~~·~-;~\';~:·~ :¡.¡~,~fi~ :~:f.:;:~: :t .. ~·~::-',,;·:.·_,··.-
a c t 1 v1 t y;,'. l rn un qdete ct1 o n{ex p~prnen~s/d1,dnot.detected sorne potential AOX in 

· : ~bi~~O,~ff{~1,;-~fti:8:~~~~.~~r~fü~~rf:~g~J;'S'vbri~ization assavs with the partial e o NA 
. ot thei'Aox.·ger:ie'fr.ornACh/amydomonas sp W80 did _not shown a positive signal 

' ' ".>>'··(.', i·~ .~.; <.1~::.\::? ~;ó·-<.·.;. ~ ;¡{:<. ::· :·:.:~::~;~,~~ti.{~'/~:~-~)ií/::yt,:;/,,; '.J\::-.; . --. '.'- . 
. . with~·total ; DN.[l.1;fi~niWf'olytome//a sp. · These data, and the negative results 
>·::, -•/ -'.;·~:· ·,. -:"· ~·:_:,, _____ ,,(;:-:,¿ :~~::·~/:;'-,":Í-. .:{~:~::~{:-°1-::::~:¡{:'.~;f;~:·f.~7¿'\:~;:.f.':f~~~:_ ;; :·;;; :-

, , ,é obtained.~when·~·:trying'¡Jó,c;;arnplify a putative Aox gene in Po/tome/la by PCR, 
.. : ,., : '-- :-~ ~:.: .. ·. ·.- ~-' :-;; ·:= :-:·: : / ~: : .~-.. s-~i\ :_;'..·5::?::·~ 1'~~~-1:!'~,~~_,·q:-:}:;>;~i;.;~:';~Si":'~.:~~-;:::~:~: o _ .. ::· .. · ·. 
· '. ':''strongly. suggésfs'itt:ie\alfaerióe 'of the Aox gene in Polytomella sp. 

.... _, · · ·~: :- · · :- ·;; '.·¿".-::._o¡,,.,,:,.s:t~s.;;:,(~'.;:~·~~:.;~:;__·;,~'~ ~~::·:"',.· ·· 0 _.,.. • 

· . The abseiicii''ó(AOX activity in Polytomella sp rnay be due to the lack 
_, . ·--~ .. ,._~ _,~ '"'-"'"'...,~~~·,-r~- .. -;;,~~~i'\·: ::--... · 
). of;;the• correspon'ding~gene; and not because of the presence of an inactive 
··-<~ .. ; ,--<::: ·. f -~': ':.:~:·:~}·¿·t;.1':;; ~:~;t·~_,~_:f~f':"f ~_;·~:?".~~~~>·'.'.\>·.: -·~ ~. ::.~ ' 

staté;of'.the1eniyrné;:nns possible that the inactivation and later deletion of the 
": '-~-; ·: ·::~;=,:- ;·,;:·:: ·-~~:·.,.s·:.~;;~;~.;:;*;,:-:::,~"1,'.;~-:~r,0'.·;~:1 

·• • · •. • 

;Aox ge_n,7:is_",re)at~d·tO _loss of photosynthesis in the Po/ytomella genus. Recent 

.';rep~h:s,~b_titift~~ AÓx expression in response to the light in plant cells support 

-:~h~ id~~:;gf.-m~Ei--¡%1~ of AOX in photosynthetic cells. 
¡_:_'~~;, - -· '~··';:':-.·,-.;., ···\j:·:,-:,·.~- ~-:'"·.-. 

: _>< )~>f'.;.~T~¡;~~tá also suggested that the induced stress by cyanide rnodifies the 

· ·.~c:rrii:tód1offdrial lipid/protein ratio and heme a content, but did not stirnulate the 

c~anÍd¿;'insensitive respiration by a plant-like AOX. In this context, the 

: pre~e~ce of cyanide changes the kinetic pararneters of cytochrome e oxidase, 

L~., incr'easing the apparent affinity towards ligands of a3Cua bi-metallic center 

xvi 



of the .· compl~x •. Hke;cV~riidei'azide)ahd oxygen. We do not completely 

under~tá.nd-:h~~ ·;y~~ld~·: ~·¡;u~:~s f~he :~~difications in the affinities of the 

ligands, howev~r,' th,ose sh~~·ld ~~iil~ rn~ult of global metabolic change by the 

·stress, '-'/~~,r~·th~·pb~tr~j'jíU~ p'Jirit~'¡~ the respiratory chain are modified from 
one stat~.to .other. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

El surgimiento de la teoría quimiosmótica [Mitchell, 1961 l proporcionó un 

principio teórico y mecanístico para explicar la fosforilación oxidativa y 

fotosintética. Hoy es un paradigma de la bioenergética que el acoplamiento de 

una serie de reacciones redox con la generación de un gradiente electroquímico 

de protones (cadena transportadora de electrones) se emplea para la síntesis 

de A TP (ATPsintasa). En la mayoría de las células eucariontes la fosforilación 

oxidativa es una fuente importante, en ocasiones la principal, para la 

obtención de energía [Saraste, 1999]. El proceso lo realizan cuatro complejos 

proteicos multiméricos embebidos en la membrana interna mitocondrial 

[Hatefi, 1985, Trumpower y Gennis, 1994]. De estos cuatro complejos, tres 

son integrantes de la cadena respiratoria, ya que participan en el transporte 

secuencial de electrones desde sustratos oxidables (provenientes del ciclo de 

Krebs, la f3-oxidación, la oxidación de glicerol 3-P, etc.) hasta el oxígeno, 

acoplando la energía libre de las reacciones catalizadas a la translocación de 

protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal. Históricamente, y 

por estudios efectuados en mitocondrias de mamíferos, los complejos 

respiratorios que funcionan como bombas de protones se denominaron 

secuencialmente: complejo 1 (NADH: ubiquinol oxido-reductasa o NADH 

deshidrogenasa), complejo 111 (ubiquinol: citocromo c oxido-reductasa o 

complejo bcr) y complejo IV (citocromo e oxidasa). El complejo 11 (succinato: 

ubiquinol oxido-reductasa o succinato deshidrogenasa), es parte de ciclo de 

Krebs, pero no participa en la translocación de protones. Adicionalmente, la 

ATP sintasa F1-Fo es llamada complejo V, aunque no está involucrada en el 

transporte de electrones [Hatefi, 1985]. En años recientes, se resolvieron por 

cristalografía de rayos X las estructuras de los complejos 111 [lwata et al. , 

i 998] y IV [Tsukihara et al., 1 996], así como de una porción importante del 

complejo ATP sintasa F1-Fo [Abrahams et al. , 1994]. Estos trabajos 

corroboraron estudios previos que proponían modelos de la función y los 

mecanismos de acción, la translocación de protones y la rotación catalítica del 
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sector F1, ré~pectivam~rite. [S,Í:ira:st:/.1999]. También se conoce Ja estructura 

cri~t~1Ógr¿fid~1'd~~;g;;~ hb~:¡;Jb:~o~·bacterianos del complejo JI (ambos funcionan 
: ._ ·-::)~::·:.; ::~.:.:~ ::'' .~~ .. ~~:~~;~~ '~~~-:~·'>.- y~~<. :t:'.>"'···.:,(:;·.(:~ :,r : .::~·: ...• 

como fumarato redllctasas)(Jvers~n, .. 1999, Lancaster et al., 1999] 

...•. 'L~s1 ~r~15~j~~·~/~~:¡¡~~~'8s8·~~;~nt~ Ja década de los años 70 mostraron que 

las, mi~~c.drici~ias·:de las pi~ntas tienen diferencias importantes respecto a los 

áriim~i~s,-;pÜes se identificaron actividades enzimáticas atípicas y sensibilidad 

diferente a Jos inhibidores respiratorios clásicos [Solomos y Laties, 1976, 

Solomos, 1977]. 

NAD(P)H deshidrogenasas 

Además del complejo J, en las mitocondrias de plantas se conocen cuatro 

diferentes NAD(P)H deshidrogenasas alternas (todas son flavoproteínas) al 

complejo 1 y que son insensibles a Jos inhibidores clásicos rotenona y 

piericidina [Moller, 1997, Moller y Rasmuson, 1998] (Figura 1 ). Dos de estas 

enzimas se ubican en la cara citosólica de la membrana interna mitocondrial, 

por Jo que pueden oxidar el NAD(P)H generado en el citosol. Ambas difieren 

entre sí por Ja especificidad por NADH o NADPH, en el patrón de activación 

por Ca 2+ (la primera tiene una Km de 0.3 µM, para la segunda es más alta pero 

no ha sido determinada) y en su sensibilidad al difenileniodonio, Jos agentes 

quelantes y al mersalil [Moller y Lin, 1986, Moller, 2001 J. Con base en la 

especificidad por el sustrato se han clasificado como NADH deshidrogenasas 

externas (NADex(NADH)) o NADPH deshidrogenasas externas 

(NADex(NADPH)), respectivamente. Las dos enzimas restantes se localizan en 

Ja membrana interna, pero orientadas hacia el lado de la matriz. Una de ellas 

es aparentemente específica para el NADH, NADin(NADHJ, no es dependiente 

de Ca2+ y es diez veces menos afín por NADH que el complejo 1 (Km de 80µM 

y 8 µM, respectivamente) [Moller, 2001]. La otra enzima posiblemente es 

específica para NADPH (NADin(NADPH)), se activa por Ca2+ (Km de 3 µM) y 

es dos órdenes de magnitud más sensible al difeniliodonio que Ja 

NADin(NADH) [Moller, 2001 J. 

La existencia de múltiples NAD(P)H deshidrogenasas alternas se ha 

relacionado con Ja importancia de la relación NADP/NADPH en varias vías 

metabólicas. Un ejemplo es el metabolismo del folato en las mitocondrias de 
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metilén-plantas, doiide'XeAiin.;~s\Ú~~~o .• · Ja dihidrofolato reductasa y Ja 

tetrahidr~f~l~t~ ~:"d~~'~;d~';j~J·~~:~·; son dependientes de NADP+ [Moller y 

Rasmusson, 199BJ. ()t~o ~~p~I que se sugiere para el NADPH es Ja activación 

de la oxidasa alternEi e~ ·~ri fl1~canismo mediado por una tiorredoxina reductasa 

[Vanlerberghe, et al. 1995]. Asimismo, algunas enzimas que participan en la 

respuesta al estrés oxidativo, como una glutatión reductasa mitocondrial, 

dependen de NADPH [Jiménez et al., 1997]. En las plantas el NADPH puede 

ser generado en la matriz mitocondrial por Ja enzima málica, Ja malato 

deshidrogenasa o por una isocitrato deshidrogenasa especifica para NADP+ 

[Moller y Rasmusson, 1998]. La concentración total de NADP + NADPH en la 

matriz mitocondrial de plantas entre 0.5 y 2 mM y la de NADPH en la matriz 

va de 40-100 µM. El NAO+ NADH se encuentra de 1 a 1 O mM y el nivel de la 

forma reducida va desde 20 a 70% dependiendo del estado. [Moller, 2001 J 

l)na·car,acterfstica común de las NAD(PJH deshidrogenasas alternas es la de no 

contribuir a la generación del gradiente electroquímico de protones. 

COMPLEJO I 

ESPACIO INTERMEMBRANAL 

A MEMBRANA INTERNA 

MATRIZ 

NAOH NAO• 

NAOH NAOPH 

8 NAOlnlNADPH 

NAOH NAO• NAOH 

Figura 1 . A, Complejo 1 o NADH deshidrogenasa en mitocondrias animales 
(mamíferos). 8, Se indican las diferentes NAD(P)H deshidrogenasas externas (NADex) 
e internas (NADin), además del complejo I, presentes en mitocondrias de plantas. 
Modificado de Moller, 2001. 
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La oxidasa·aJterna 

Otra enzima .característica de las mitocondrias de plantas es la oxidasa alterna 
'·-.·.·-.:;..'_,.'.._".-; .,·1~._ •. ~ ... : __ '·\{·~:: __ ·>.-., .. ··-~·:· __ :-~ .. - .. · :· '._ . 

(AOX);·,,La~présiú1'ci~ de Ja AOX se evidenció por Ja respiración insensible a 

cianGr~~:[§·~h~~S~k~?\925, M~euse, 1975, Solomos, 19771. El cianuro inhibe 

a : 1~· cit¿c'i6~6 e oxidasá con valores de Ki de 1-1 OµM, por lo que cabe 

·· · ~upb'n~ré.CÍÓe~con Ja~preisencia de KCN 1 mM la enzima este completamente 

·inhibida. Ó~sde Jos años 30 van Herk había asociado Ja presencia de la 

respiración· resistente a cianuro con una vía respiratoria alterna e insensible a 

dicho inhibidor [van Herk, 1937). Varios trabajos trataron de establecer la 

naturaleza molecular de las enzimas participantes en esta vía alterna. Se 

determinó que la vía dependía de una sola enzima con actividad de quinol 

oxidasa [Huq and Palmer, 1978, Rich, 1978). Sin embargo, no fue hasta 1986 

que se obtuvieron fracciones semipuras de Ja AOX de las plantas aráceas 

Sauromatu~'~i/f:fatum [Elthon y Mclntosh, 19861 y Arum macu/atum [Bonner, 

et al:,j g:~·~j:~''é;;:estos trabajos se estableció que Ja actividad de Ja enzima es 
.. - '"'' .::'.-'';-.r,,·.'-'·'. 

i,phibible_específicamente por el ácido salicilhidroxámico (SHAM) [Schonbaum 

~.1: ái;; '197.11 e irreversiblemente por el ácido p-cloromercurobenzoico, agente 

d~~ivati;ante de grupos sulfhidrilo, indicando la presencia de residuos de 

cisterna esenciales para Ja actividad. Adicionalmente, se encontró que la AOX 

no era inhibible por cianuro o antimicina A (inhibidor del complejo 111) [Elthon y 

Mclntosh, 1986). 

La preparación· semipura de AOX de S. guttatum llevó a la 

identificación de ·.·.Una proteína con un masa molecular de ~36 kDa y a Ja 

elab~ración de a~Úc~erpos policlonales contra Ja enzima, mismos que 

inmun_orreaccionaron contra proteínas de otras cuatro especies de plantas 

[Elthon y Mclntosh, 1987]. También se correlacionó Ja cantidad de proteína 

· inmunodetectable con Ja actividad de AOX presente en cada caso, resaltando 

la variación simultánea de concentración y actividad de la AOX entre distintos 

tejidos de Ja misma planta [Elthon y Mclntosh, 1987). 

Diversos estudios muestran que Ja AOX es una ramificación de Ja 

cadena clásica o citocrómica que ocurre al nivel de Ja poza de quinonas, Jo que 

explica Ja insensibilidad de Ja vía alterna a inhibidores de los complejos 111 y IV 

[Moore y Siedow, 1991) (Figura 2). 
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gene~a~i¿~,ºg~ff~f i{~~~,'~~P~tr;on~~t~r~1:o:o: ::n~~~ ~:;;;ánia:o~a=í~t:s:: 
de ATP CB~hr y Bonner, 19731 y sólo se puede observar fosforilación cuando 

s~ el11plean sustratos oxidables ligados a la producción de NADH, ya que 

permiten la participación del complejo 1 en la vía [Moore et al, 1978]. Cuando 

él flujo de electrones ocurre preferentemente por la AOX hay una disminución 

en la síntesis de ATP y pérdida de energía en forma de calor. Por ello, en 

tejidos con actividad elevada de AOX (como en los espádices durante el 

desarrollo de la flor). es posible observar termogénesis con una temperatura 

hasta 1 5 º C por arriba de la ambiental, lo que se asocia a la volatilización de 

compuestos aromáticos útiles para atraer polinizadores [Meusee, 1975]. Esta 

posible función de la AOX se apoya en experimentos que muestran mayor 

actividad de la enzima en tejidos florales termogénicos [Elthon y Mclntosh, 

1987]. 

H+ NAOH NADPH 

El 

UQH 

111 
M 

NAOH 
NAOH NADPH o, H20 o, H 20 

':/' 'F ':/' 'F 
Rotenona SHAM Mixotiazol CN 
Piericidina nPG Antimlcina co 

Estigmatelina Azlda 

Figura 2. Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial típica de plantas. Se indican 

las múltiples NAD(P)H deshidrogenasas (NADex, NADin), así como las oxidasa alterna 

(AOX) que se bifurca de la vía clásica al nivel de la poza de quinonas (UQH). Aparecen 

los complejos 1 y 11, así como los de la llamada vía citocrómica, 111, IV y el citocromo c 

soluble (e). Por debajo de cada complejo se indican algunos de los inhibidores 

específicos conocidos. 

Modificado de Moller y Rasmusson , 1998 
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Funcione~ d~ la,AOX 

La AOX: ~~ l.J~~- enzima constitutiva en todas las plantas terrestres y 

recientemente se le han asignado funciones adicionales en el metabolismo de 

las células fotosintéticas. Debido a que la AOX también se ha identificado en 

algas verdes (clorofitas) [ Eriksson et al 1995, Dinant et al., 2001 J. algunos 

protistas [Doussiere et al., 1984, Chaudhuri et al., 1996, Jarmuszkiewicz et 

al., 1997] y hongos [Li et al., 1996, Kirimura et al., 1999], es probable que la 

termogénesis sea una particularidad de ciertos grupos de plantas. 

Cuando se restringe el transporte de electrones por la vía citocrómica 

(situaciones de estrés o presencia de inhibidores respiratorios), existe una 

inhibición sobre el ciclo de Krebs debida a la acumulación de intermediarios 

reductores. (como NAD(P)H), lo que favorece la fermentación alcohólica (el 

etanol práducido puede producir daño celular) e impide la biosíntesis a partir de 

interm~di~rios del ciclo de Krebs (como oxaloacetato y a-cetoglutarato). En 

esta sÍ~LJ~6iÓ~ se ha propuesto que la AOX permite el consumo de los 

intermediarios reducidos, direccionando los precursores hacia la biosíntesis y 

disminuyendo simultáneamente la fermentación [Palmer, 1976]. 

Posteriormente, esta propuesta se modificó para sugerir que la actividad de la 

vía alterna podría funcionar como una válvula de sobre-flujo cuando la vía 

citocrómica se satura [Lambers, 1982]. En este sentido, varios trabajos han 

demostrado que los mecanismos de modulación y activación de la AOX se 

ajustan a la propuesta de Lambers (1982][ Millar et al., 1993 y 1996, Wagner, 

1995] 

Los primeros datos sobre la regulación y estructura de la enzima 

mostraron que en las plantas la AOX existe en forma homodimérica; cada 

monómero con una masa molecular de :;:;; 36 kDa. El dímero puede permanecer 

alternativamente en un estado de asociación no covalente, más activo o en 

uno oxidado de unión covalente, que es de 5 a 6 veces menos activo que el 

reducido [Umbach y Siedow, 1993]. La conversión de un estado a otro se 

induce experimentalmente por agentes reductores externos (como DTT), 

sugiriendo que el efecto es sobre residuos de cisteína que participan en una 

transición sulfhidrilo/disulfuro intermonomérica [Umbach y Siedow, 1996]. 

Adicionalmente, se encontró que la forma reducida del dímero puede activarse 
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por ceto-ácidos,' .principalmente por piruvato [Millar et al, 1993, Day et al., 
. . ... - ~- - ,;._' __ _,, ·.:_ ~" . --- , --- - - . 

19941. que dism(ri'uye. la Krn aparente de la enzima por ubiquinol !Umbach et 

al., 1994JiTambién se sabe que el efecto del piruvato ocurre por interacción 

directa con residuos de cisterna, formando un tiohemiacetal [Umbach y 

Siedow, 1996]. A este respecto, existen datos contradictorios sobre los 

residuos de cisterna participantes en la unión del piruvato, ya que se ha 

propuesto que son los mismos que a forman el puente de disulfuro 

interdimérico [Rhoads et al., 1998] o bien que son diferentes [Umbach y 

Siedow, 1996]. 

Los datos mencionados permiten considerar la factibilidad de la 

hipótesis de Lambers. Así, una actividad restringida de Ja vía citocrómica 

conduciría a laJn~ibición del ciclo de Krebs, resultando en un incremento en la 

concentraéión' de·~-~irlivato; activando la AOX y permitiendo de este modo el 

flujo hacia ia~ ~ut~s biosintéticas (Figura 3). Hasta la fecha no existen estudios 

detallados q~e 'p~rmitan analizar la validez de la propuesta in vivo. 

Relacionado con esto se ha mencionado un posible mecanismo para modular el 

estado redox del dímero AOX, donde podrían participar tiorredoxina o 

glutatión, por medio de sistemas reductores dependientes de NADPH u otros 

intermediarios del ciclo de Krebs [Venlerbeghe, 1 995]. 

En resumen, parece existir un sistema de regulación redox para la AOX 

que depende d.el balance .de intermediarios del ciclo de Krebs y que permite el 

flujo hacia Ías rutas anabólicas aún cuando el flujo de electrones por la vía 

citocróniica se mantenga inhibido o restringido. 

Otro tipo de experimentos que apoyan la función de la AOX como 

válvula de escape indica que la enzima alcanza su actividad máxima sólo 

cuando la relación UQH2/UQ es mayor al 40%. Esto sugiere que el flujo a 

través de la AOX ocurre únicamente cuando la cadena citocrómica se acerca a 

la saturación [Dry et al., 1989]. Sin embargo, otros resultados muestran que 

en presencia de piruvato la AOX puede competir por los electrones con la vía 

citocrómica [Hoefnagel, et al., 19951. lo que demuestra que la AOX no es 

estrictamente una válvula de escape, pues puede ser activa en niveles en los 

que la vía citocrómica no esta saturada. Los datos muestran que Ja AOX sí 
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pued~ funcionarcÓmo'. ~na, \/rél)-;de'·escapf p)1r_a_ .• _eléctrones excedentes, pero 

.. •:~::If t~~~f ,if ~~Ili~!"~~j~~~~~~\~Jl~~t;~:~:::~:~;,:·:,:m~~=,, '~: 
formación de especies de oxígeno reactivas (ROS), que son causa de daño y 

de muerte celular [Levine et al, 1 996]. 

CIMERO OXIDADO 
INACTIVO 

R 
1 ,.o· 

e . s- ~ - e ,
0 

OH 

Tia- hamlacetal 

DIMERO REDUCIDO 
ACTIVO 

X - tiorodoxina o glutatión 

TIO·HEMIACETAL 
MAS ACTIVO 

plruvato 
lotro111•cetoecldo1l 

Figura 3. Esquema de la regulación (inactivación-activación) de la oxidasa alterna 
mediante la oxidación~reducción del puente disulfuro intrermonomérico. Se indica un 
intermediario reductor hipotético (X) que podría depender de un sistema que emplea 
NADPH (glutatión o tiorredoxina reductasas). Se muestra también la activación 
adicional por piruvato (u otros o.-ceto-ácidos) durante el estado reducido (activo). Se 
propone que la interacción del piruvato ocurre por la formación de un tio-hemiacetal 
con los residuos de cisterna. 
Madiifcada de Siedaw y Umbach, 2000 

La cadena respiratoria es una fuente de ROS, ya que las semiquinonas 

¡uo·-¡ formadas durante el ciclo Q pueden reducir al oxígeno (02), generando 

el radical superóxido (02·-1. Éste a su vez se dismuta a H202, un intermediario 

que no es un radical libre, pero es más estable y móvil. El H202 puede 
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reaccionar con 'otro Ch~:::'>".'· pr(:,d~C:ir ;.el~;!ac:IÍcal hidr~xih:( (OH"), sumamente 

reactivo ~ relacl~~~do con Ja p~roxid~6iÓn d~ prot~ínas, Jípidos y DNA [Pryor, 

1986]. En las plantas, Ja cadena fotosintética (CF) es otra fuente importante 

de ROS; donde Ja reducción de Jos intermediarios de Ja CF favorece la 

activación del oxígeno [Elstner y Osswald, 1994]. Para contender con el estrés 

inducido por Ja producción de ROS las células vegetales cuentan con un 

sistema general de detoxificación enzimático, que incluye superóxido 

dismutasas, catalasas, peroxidasas (dependientes de ascorbato o glutatiónl, 

mono o dihidroascorbato reductasas y glutatión reductasa [Elstner y Osswald, 

1994, Wagner y Moore, 1997]. Adicionalmente existen compuestos fenólicos 

y flavonoides que pueden inactivar radicales OH" o 102 [Elstner y Osswald, 

1994]. 

Se ha demostrado que las situaciones de estrés metabólico (bajas 

temperaturas, envejecimiento, presencia de inhibidores respiratorios, etc.) 

incrementan Ja producción de ROS, así como Ja expresión y Ja actividad de Ja 

AOX [Vanlerberghe y Mclntosh, 1992a, Hiser y Mclntosh, 1990, Vanlerberghe 

y Mclntosh, 1 992b]. Simultáneamente, el estrés también produce una 

disminución en Ja actividad de la vía citocrómica [Purvis y Shewfelt, 1 993, 

Elstner y Oswald, 1994]. Con esta evidencia, Purvis y Shewfelt [ 1993] 

propusieron que Ja AOX puede ser parte del sistema de respuesta contra el 

estrés oxidativo, al formar parte de una vía que permite desahogar la cadena 

respiratoria clásica. Así, se propone que el flujo de electrones por Ja AOX 

durante ·una situación de estrés mantiene un nivel relativamente oxidado de la 

poz'a dé;quinonas, minimizando el riesgo potencial de Ja formación de ROS. En 

apoyo de este posible papel de Ja AOX, se demostró que la activación de la 

enzima por DTT y piruvato disminuye significativamente la producción del 

radical superóxido en mitocondrias aisladas del pericarpo de Capsicum annuum 

[Purvis, 1997]. Además, la presencia de los inhibidores específicos de Ja AOX 

ácido salicilhidroxámico (SHAMl y n-propilgalato conduce a Ja producción de 

H202 en mitocondrias de cotiledones de G/ycine max (frijol de soya) y Pisum 

sativum (chícharo) [Popov, et al., 1997]. 

En células transgénicas de Nicotiana tabacum (tabaco), donde Jos 

niveles de AOX fueron disminuidos por supresión antisentido del gene Aox1, o 
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bien ele:ya~()S; !Jc)f~;s_ebÍ,~fJ'~fJ~~~ión/ se demostró que la baja actividad de la 

enzima 'Correlá~iona ~orí Un°~: may6r producción de ROS mitocondriales. Por el 

contrar,io, .I~ sob~eexpresió~ reduce significativamente la generación de las 

especies reactivas [Maxwell et al., 1999]. Cabe resaltar que el trabajo anterior 

también mostró que los niveles elevados de AOX se relacionan con un bajo 

nivel de expresión de enzimas atrapadoras de ROS, como son dos isoformas 

de la superóxido dismutasa y la glutatión peroxidasa. Lo anterior sugiere 

fuertemente que la AOX tiene participación en un sistema preventivo para la 

formación de ROS. Experimentos efectuados con cultivos celulares de Glicine 

max demostraron que un aumento en la actividad de la AOX protege de daño y 

muerte durante transiciones anoxia-reoxigenación y estrés oxidativo [Amor et 

al., 2000]. En tal situación la AOX formaría parte de un sistema preventivo 

para contender con de estrés oxidativo, que a su vez sería parte de la 

respuesta celular que incluye de manera fundamental la participación de varias 

peroxidasas [Amor et al., 2000]. 

INHIBIDORES 
RESPIRATORIOS 

GLICÓLISIS 

INHIBICIÓN 

ESTR~S 
METABÓLICO 

l 
PIRUVATO VIA CITOClliJIJICA 

DA~O Y MUERTE 
CELULAR 

/ """~ 111 Catala1a1 
H---.. • • --+ ParoxldaaH 

écldos 
orgánicos 

activación 

MITOCONDAIA 

Antioxldante1 

expresión ~ Factores ) 
gon Aar do Transcripción 

MEMBRANA PLASMÁTICA 

Figura 4. Esquema que muestra la regulación global de la oxidasa alterna (AOX). Se 
indica el sistema de control redox (figura 3 y en flechas negras), así como el efecto 
por la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la síntesis de novo de la 
proteína (en flechas rojas). UQH, poza de quinonas; CYT, vía citocrómica. 
Modificado de Wagner y Krab, 1995 
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Por otro•J~do, Jos·gen'esAox.son}nducid.~saexpresarse por exposición 

a H202 [Wagne~ y=wa~g~~; ,; '.¡997¡,~¡~ qu~ · ret'uerz~ J~c Íd~~ ~ob~~ el papel activo 

de Ja AOX en el sistema global de. protección contra ROS. En Ja figura 4 se 

pr~S0nta- un esquema hipotético p-ára "1a·- réguláC.ió·n·· ·d~_·,,~-.·AOX dependiente de 

la formación de ROS. 

Los genes Aox 
AJ momento de Ja elaboración de este manuscrito se conocían las secuencias 

completas de más de 30 genes Aox de diferentes especies de plantas, hongos 

y de algunos protistas tripanosomátidos [www.ncbi.nlm.nih.gov]. En varios 

casos el gen se encuentra en multicopias funcionales. Debido a que no ha sido 

posible obtener. una preparación purificada a homogeneidad de AOX, los 

modelos :e~trÚciturales de Ja proteína que se han propuesto están basados 

solam~~t~··;:~~· ;~I análisis de las secuencias existentes. Reconstrucciones 

ini6ial~~·~'J~6~ían que cuatro regiones altamente conservadas hacia el extremo 

carboxii6'<"(fü;icadohacia Ja matriz mitocondrial), constituían conjuntamente una 

f:J~~c~~·1l~~'z1·~:tr(~i;~~~~~. (haz), involucrada en Ja coordinación del centro 

•·• '.s~\t;~•:.~~·J~J~stc;que el grupo redox de Ja AOX es un centro Fe-Fe 

coorcli~·a~d ·~~r·,,.~iidu()~ de glutamato e histidina, en un arreglo típico de las .... - .· . . . 

cadenas ':proteicas para este tipo ··de centros redox bimetálicos (Figura 6) 

. [Si~do~ ~{ ~1~: 1995]; Lo anterior esta basado en la similitud en las señales 

negativas· cÍe EPR de la AOX y otras ferroproteínas no hérnicas (di-fierro 

proteínas tipo R2, específicamente Ja subunidad hidroxilasa de la metano 

monooxigenasa), así como por la presencia de una secuencia consenso EXXH 

en dos de las posibles hélices. El grupo de Siedow también sugirió Ja existencia 

de dos regiones a-hélice transmembranales, ubicadas hacia la región central de 

la proteína y unidas entre sí por una a-hélice expuesta hacia el espacio 

intermembranal (Figura 7A). Finalmente, el extremo amino terminal, que 

también se ubica hacia la matriz mitocondrial, contiene dos residuos de 

cisterna conservados entre las plantas, que son los involucrados en la 

regulación redox y en la interacción tio-hemiacetal con ceto-ácidos, 

mencionada previamente. 
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HJ.CfJt PTDIFF··----····--··------··--·QRltYGC 
C•tb• PTPLFF•·• • •• • - - - -- - - --·- •• - - • --QRRYGC 
S•uro eri:urr-- ---- - -- - -- - --- -- - - --- - -QRl\'tAC 
O.ryu FPTDIFF-----------· -------------QRltYGC 
Ar•bi tl'TDI FF- - - - - - - - -- - • - -- -- • • - --- ·-QPJO'GC 
H.mngJ. PTDIFF--·--------- -------------QAAYGC 
D.tcty rsNLrr- ---- - --- - - - - -- - - - - - - - -- -KUFLHY 
Chhl LFDK.\TGYTPTCS--- -- --------···HTEAQWLRP.Ml 
Cb1•2 ~KLTGYGPN----·--···-··---··~RNI 
Podo• GTIUATGIKPEQO·VDKSNPTTAVAAQKPLTEAQWLVJtFt'f 9 
H•uro ATDIATCIRPEQO-VDKllHPTTATSADKPLTEAQWLVRF,lf 41 

H..gn• GMDKVSGLSSEOOQIHKCSPTTSIVAIJl:PLTEAQWLSRFIJ1~·8~~:~~ 
Aj•ll ATDLATCYRHAAP·•··CKQGVEVPEQFQHTERJCWVIRFlf1 

;~~~J. s!;~~:~~::::~~~~~:;:~~~=~~~~! ~:~ ~!.i! 
'TQ"P• LFDTFSLYRFC------------- ---·SlTESkVISRC~~ • :·: ":°. • • •' . 

' 
:I'! l"AS----··---···---------···--··---···-D 

AS•-·•• --- • • • --- • • ---·· •• - -· ·--·· - •· ·D 
ras--- -- --- - - - -- --- -- ----- -- - - - - -- - - --o 
FAS-----·-- -- - ··-- - • ·--- ------- --- - •••D 
FAS-• --- •• • -- - •••-· •• ----- •• • • ---- --··D 
FAS·-•··••• -- - ···---···-----••· • --- -• •D 

ISNJUVLtlNN- - -EPI ILENHl'HKPTIINPYGEEEIKE 
LSQLNPSrDA--·NPFATGASQL·P•••·-···---·· 
LSCL•PATAP--·NPFAYGASQL·P·-··-··-----· 
LSNLJUfUDP•-·NPl"VSDYJtC••DADHQllP-•••NPA 
LSNLDQKEDP· • -NPIVSDnts• •GIECGRRPV- --NPA 
LCNLNQVEDP--·NPl"VSDYJt--·-GDKl'RP•·--VM 
LANLkQGVDP---NPYAAJCYDNP·EAPHPTICS·-·AEI 
FANlZQll:rDA---NPFALICill:G--LNK•PQPN•HC:IHV 
LAHL:l:QIOCDA••-NPFALkVED••VPQQOPDEYSLkT 
FADMHEKALQHSVMPFVVLICIQfPEEICY'SNQPSCl'tTRTD 

Figura 5. Alineación múltiple de las regiones carboxilo terminal de AOX procedentes 
de diferentes especies. Con cilindros negros se indican las regiones conservadas que 
formarían las hélices putativas para coordinar el centro Fe-Fe, las flechas negras 
indican los aminoácidos involucrados directamente. Nlcot Nicotiana tabacum; Cahta: 
Catharanthus roseus; Siiuro: Sauromatum guttatum; Oryza: Oryza sativa; Arllbf. 
Arabidopsis thaliana; Mangi: Mangifera indica; Dlcty; Dictyostelium discoideum,· Chlat 
y Ch/a2. Chlamydomonas reinhardtii; Podoa: Podospora anserina; NtlUfO'. Neurospora 
crassa; Magna: Magnaporthe grisea,- A/t1/l· Ajellomyces capsu/atus; Cand: Gandida 
a!bicans; Pichi: Pichia anomala; Tryp¡r. Trypanosoma brucei bruce~ 

Recientemente apareció una nueva evaluación del modelo topológico de 

la AOX, tomando como base las nuevas secuencias disponibles [Andersson y 

Nordlund, 1999). Este nuevo análisis evidenció que una de las regiones que se 

consideró altamente conservada realmente no lo es, determinando que uno de 

los motivos EXXH que Siedow y Umbach propusieron en su modelo de cuatro 

hélices no se encuentra en todas las secuencias reportadas. Es así que el 

nuevo modelo descarta la existencia de regiones transmembranales y reubica 

a la hipotética hélice expuesta del modelo anterior (que posee otro motivo 

EXXH conservado, Figura 78). En el nuevo modelo esta hélice forma parte de 

las cuatro hélices involucradas en la coordinación del centro redox, lo que de 

inicio modifica la disposición de los enlaces de coordinación (Figura 7C) . 
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Empleando como: base Ja estructura de Ja estearil-acil ó 9-desaturasa y de la 

ribonÚ~J~C51:id~'FedJ~'1:~~a (ambas di-ferroproteinas tipo R2), Andersson y Norlud 

pr6pu~ieront.ambién que las hélices hidrofóbicas solo permiten el anclaje de Ja 

prOteíÍla -~ Ja!'111einbran·a interna, pero no son secciones transmembranales, de 

forma análoga a lo se conoce para Ja topología de la prostaglandina H2 

sintetasa (Figura 78). Así, en esta disposición la AOX aparecería como una 

proteína integral de membrana que no cruzaría la bicapa lipídica, sino que 

solamente permanecería anclada a Ja mitad de Ja membrana. Alternativamente 

Ja AOX podría mantenerse asociada a la membrana por el efecto hidrofóbico 

con otras proteínas [Andersson y Nordlund, 1999). 

Figura 6. Construcción in silico del haz de hélices que coordinan un centro Fe-Fe en 
ferro-proteínas tipo R2 . Los motivos EXXH de coordinación están indicados. Las 
esferas negras representan los átomos de Fe. 
Tomado de Andersson y Nordlund, 1999 
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Figura 7. A, modelo topológico de la AOX propuesto por Siedow, et al., 1995, donde 
se distinguen dos a-hélices transmembranales y el haz de cuatro hélices con el centro 
Fe-Fe en el extremo carboxilo. 8, modelo de Andersson y Nordlund, 1999, donde la 
hipotética a-hélice con el dominio NERMHL es reubicada para formar un nuevo haz 
coordinante, empleando segmentos mas largos de la proteína para formar las cuatro 
hélices el extremo carboxilo. En este caso se propone que las dos a-hélices 
hidrofóbicas se mantienen en la interfase de la membrana interna mitocondrial. En 
ambos modelos se muestran los residuos de cisterna (Cis) involucrados en la 
regulación redox. C, modelos de coordinación para el centro Fe-Fe, 1 corresponde al 
modelo de Siedow et al (Al y 11 al modelo de Andersson y Nordlund (8). 
Modificado de Berthold et al. 2000 y Andersson y Nor/und, 1999. 
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

Filogenia de las algas vsrdt111 y las p/11nt11B tBml8tl'eB 

El concepto actual de plantas verdes ( Chlorobionta o Viridiplantae) incluye 

como grupos relacionados evolutivamente a las llamadas algas verdes (División 

Chlorophyta, clorofitas) y las plantas terrestres (División Streptophyta, 

estreptofitas). El grupo comparte la presencia de clorofilas tipos a y b, una 

disposición apilada de los tilacoides en un cloroplasto de dos membranas y el 

empleo de almidón como sustancia de reserva [Friedl, 1997]. Estudios 

recientes de filogenia mediante análisis de secuencia de rRNA 1 Bs confirman el 

origen monofilético de las plantas verdes [Battacharya y Medlin, 1 995] (Figura 

8). 

Los estudios con mitocondrias aisladas de clorofitas muestran 

similitudes importantes a lo observado en estreptofitas. Ejemplos 

fundamentales de dichas semejanzas son la presencia de NAD(P)H 

deshidrogenasas alternas [Webster y Hackett, 1965, Eriksson et al 1995, este 

trabajo], oxidasas alternas (AOX) [Sargent y Taylor, 1972, Webster y Hacket, 

1965, Goyal y Tolbert, 1989, Eriksson et al, 19951 y similitudes particulares 

en espectros diferenciales de grupos hemo [Webster y Hacket, 1965]. 

Respecto a la AOX, recientemente se secuenciaron dos genes funcionales Aox 

de Chlamydomonas reinhardth; que son los primeros reportados para una 

clorofita [Dinant et al, 2001 J. Estos resultados reforzaron resultados previos 

donde se efectuó la inmunodetección de una proteína de == 36 kDa en 

mitocondrias de Chlamydomonas reinhardtii utilizando un anticuerpo 

monoclonal generado contra la AOX de Sauromatum gutattum [Derzhap y 

Weger, 1996]. Asimismo, en C. reinhardtii se ha medido la actividad de la 

enzima sensible a SHAM. Durante la discusión de este trabajo se retomará este 

punto. 
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Figura 8. Análisis filogenético de 1 BS rDNA (rRNA) proveniente de los linajes más 
importantes de plantas verdes (Chlorophyta y Streptophyta). El árbol fue construido 
por el método de máxima parsimonia. Los números indican los valores de Bootstrap 
obtenidos por el método de neighbor-joining a partir de 500 remuestreos (cifras arriba 
de la ramas) y por el método de máxima parsimonia a partir de 100 remuestreos 
(cifras debajo de las ramas). respectivamente. 
Tomado de Battacharya, 1997. 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

Las Clorofitas y el género 'Polvtomella 

La división Chlorophyta está constituida en su mayor parte por géneros 

fotosintéticos; no obstante, debido a semejanzas estructurales y bioquímicas, 

algunos géneros heterótrofos también se han incluido en este grupo. Los 

géneros no fotosintéticos sólo poseen plástidos no funcionales carentes de 

clorofila (leucoplastos o amiloplastos). Este tipo de clorofitas se denominan 

genéricamente como algas incoloras, sin embargo, es importante resaltar que 

la atrofia o pérdida de la capacidad fotosintética ha ocurrido varias veces de 

manera independiente dentro del grupo [Rumpf, et al. 1996], por lo que el 

término incoloro no necesariamente indica una relación evolutiva entre los 

géneros o especies con esa característica. 

Entre las clorofitas, la especie fotosintética Chlamydomonas reinhardtti 

Dangeard [19B8] (miembro de la familia Chlamydomonadacea, que incluye 

miembros unicelulares, bi o tetra-flagelados) es la más estudiada, debido al 

desarrollo de los métodos específicos de transformación nuclear [Kindle, 1 990) 

y de cloroplastos [Boynton, 1 988]. No obstante el gran número de reportes 

sobre C. reinhardtti, los análisis de la función mitocondrial presentan algunos 

problemas por la existencia de cloroplastos, ya que dificultan la obtención de 

preparaciones mitocondriales puras por métodos convencionales. Otra 

dificultad adicional es la presencia de un pared celular muy resistente, por lo 

que para obtener preparaciones mitocondriales intactas normalmente se deben 

emplear mutantes carentes de pared celular [Eriksson et al, 1995). 

-, .. . . Dentro de la familia Chlamydomonadacea también se encuentra el 

::género Po/ytomella Aragao [Aragao, 191 OJ, de forma ovoide o piriforme, con 

cuatro flagelos idénticos insertados en la base de la papila (región apical), con 

una mancha ocular presente ocasionalmente y que puede formar quistes en 

monocapa. Tiene dos vacuolas contráctiles en posición anterior, presenta 

división celular por fisión longitudinal y reproducción sexual isogámica 

formando cigotos tetraflagelados (Figura 9). Adicionalmente, Polytome/la sp. 

carece de cloroplastos y de pared celular. Aprovechando estas características 

ha sido posible aislar mitocondrias intactas [este trabajo) y obtener 

preparaciones puras y activas de los complejos 111 [Gutiérrez-Cirlos et al, 

1994], IV [Pérez-Martínez et al, 2000] y V [Atteia et al., 1997). Algunos 
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trabajos de nuestro grupo han revelado semejanzas importantes en las 

características génicas y estructurales del complejo IV de Polytomella sp. y C. 

reinharditti [Pérez-Martínez, et al. 2000, Pérez-Martínez, et al. 2001], lo que 

demuestra fa estrecha relación evolutiva entre ambos organismos, hecho que 

ya se· había sugerido anteriormente [Antaramian et al, 1996, Nakayama, 1 996) 

(Figura 1 O). 

A 8 

Polytomella sp. Aragao, 191 O 

Figura 9. Fotografías por microscopía de luz de Polytomel/a sp. A, se pueden apreciar 
los cuatro flagelos de un cigoto durante un proceso de fisión longitudinal. 8, se 
distingue el aparato tetra-flagelar ubicado en la región apical de la célula. 
Imágenes tomadas de 
m ac2031 . fujimi. hosei. ac.jp/PDB/I mages/M astigophora/Polytomell a/ 
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Volovox carted 

Chlorococcum hypnosarum 

Tetracystis aeria 
r-1 _C_'h_a-lm_y:_d_o_m_o_n_a_s_m_o_e_w_u_s_1_,I 1 

Chlorococcum sp 

Cartería radiosa 

Duna/le/la salina 

Duna/le/la parva 

Asteromonas gracilis 

Chlamydomonas ap/anata 

Cholorococcum o/eofacience 

P/eurastum insigne 

Chlamydomonas starii 

Chlamydopodium vacuo/ata 

Protosiphon botryoides 

Ettlia minuta 

Spermatozopsis similis 

Figura 1 O. Árbol filogenético consenso obtenido a partir del análisis de secuencias de 
18S rRNA por neighbor-joining y máxima parsimonia, respectivamente. Se observa la 
estrecha relación evolutiva entre Po/ytomel/a parva, en recuadro negro, y 
Chamydomonas reinhardtt1; recuadro gris. Es interesante resaltar que el género 
definido como Ch!amydomonas constituye en realidad un grupo polifilético, ya que se 
ha encontrado que diversas especies del género, están distribuidas en diferentes 
ciados (recuadros blancos). 
Tomado de Nakayama et al, 1996. 

Considerando las relaciones evolutivas y las evidencias experimentales 

mencionadas, se esperaba que la cadena respiratoria de Polytomella sp. tuviera 

semejanzas funcionales y estructurales con la de Chlamydomonas reinhardtti 

y con las de plantas terrestres. 
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OBJETIVOS 

Con base en los antecedentes se plantearon los siguientes objetivos: 

Disecar las actividades enzimáticas que conforman la cadena respiratoria de 
Po/ytomsl/a sp. 

Determinar las velocidades de consumo de oxígeno en mitocondrias 
aisladas, empleando diferentes sustratos oxidables y cuantificar el 
efecto de inhibidores respiratorios 

Determinar las constantes de afinidad por inhibidores clásicos de los 
complejos respiratorios 111 y IV. 

Efectuar una caracterización general de la fosforilación oxidativa en las 
mitocondrias de Po/ytomslla sp. 

Cuantificar la generación de potenciales membranales en mitocondrias 
aisladas. Determinar el efecto de inhibidores y desacoplantes. 

Cuantificar la velocidad de fosforilación oxidativa con diferentes 
sustratos mitocondriales, así como el efecto de inhibidores respiratorios 
y agentes desacoplantes. 

Determinar si existe una oxidasa alterna (ubiquinol: oxígeno óxido-reductasa) 
en la cadena respiratoria de Po/ytomsl/a sp. 

Determinar sí en las mitocondrias de Polytomel/a sp. existe una actividad 
respiratoria insensible a inhibidores de los complejos 111 y IV. 

Realizar ensayos para sobreexpresar y/o activar una posible oxidasa 
alterna en Po/ytomella sp. 

Efectuar experimentos de inmunodetección (réplicas tipo Western) 
empleando un anticuerpo policlonal generado contra una de las oxidasas 
alternas (AOX1) de Chlamydomonas reinhardtli: 



OBJETIVOS 

Clonar>y secuenciar un posible gen Aoxde Po/ytomB/111 sp. 

Realizar ensayos de hibridación tipo Southern utilizando como sonda un 
fragmento del cDNA del gen Aox de Chlamydomonas sp. Partiendo de 
los resultados anteriores se podrán construir minibancos de DNA 
genómico de Polytomella sp. para la búsqueda del gen Aox. 

Efectuar experimentos de amplificación mediante PCR para obtener la 
secuencia de un posible gen Aox de Po/ytome//a sp. 
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Abstrae! 

The presence of nn nltemative oxidase (AOX) in Po/ytomella sp., a colorless rclalive of Clr/amydamonas reinlrardtii, was explored. 
Oxygen uplakc in Polytomel/a sp. mitoehondria was inhibiled by KCN (94%) or anlimyein (96%), and the rcmaining cyanide-rcsistant 
respiration wns not blocked by the AOX inhibilors salieylhydroxamic acid (SHAM) or 11-propylgnllate. No stimulalion of an AOX aclivity 
was found upon nddition of either pyruvate, a·ketoglutarate, or AMP, or by treatment wilh DIT. An antibody raised against C. reinlrardtii 
AOX did not recognized nny polypeplide band of Po(l'lomella sp. milochondria in Western blots. Also, PCR experiments nnd Soulhem blot 
nnalysis failed to identify nn Aox gene in this colorless alga. Finally, KCN exposure of cell cultures failed lo stimulate an AOX activity. 
Nevertheless, KCN exposure of Polytome//a sp. cells induced diminished mitochondrial respiralion (20%) nnd apparent changes in 
cytoehrome e oxidase nffinity towards cyanide. KCN·adapted cells exhibited a significan! increase of a-type cytochromes, suggesting 
accumulation of inactivc fonns of cytochrome e oxidase. Anolher cfTect of KCN exposure was the reduction of the proteinlfatty acid ratio of 
milochondrial membranes, which may nfTect the observed respiratory nctivity. We conclude that Polyromella lacks a plant·like AOX, and lhat 
ils corresponding gene was probnbly lost during the divergence of this colorless genus from its close photosynlhclic relativos. 
© 2002 Elscvier Sciencc B.V. Ali rights rcscrved. 

Keywurcls: Altcnmtivc oxidase; Chlamyclomo11as; Cynnidc udaptation; Cytochromc e oxidase; Polytomellu 

l. lntroduction 

Ali plan! mitochondria studicd to date, nlong with those 
from sorne protists and fungi, have a respiratory chain with 
two terminal oxidases: a typical cytochromc e oxidase 
(COX) and an altemative oxidase (AOX). An importan! 
differcnce bctwecn thcsc two enzymes is that the AOX is 
not coupled to oxidativc phosphorylation [I]. AOX drains 
clcctrons dircctly from the ubiquinone pool and shows 
resistance to inhibitors of COX (cyanidc and azide) and 
the bc1 complex (antimycin and myxothiazol) [ 1 ]. Never-

• Corrcsponding nuthor. Tel.: +52-55-5622-5620; fax: +52-55-5622· 
5611. 

E-mail address: dhalphen@ifisiol.unam.mx (D. Gonzólez-Halphcn). 

theless, the prcsence of any of these inhibitors in cells or 
tissuc cultures induces AOX mRNA synthcsis, and 
increases AOX protein levels and activity (2-4). Other 
stress conditions, such as chilling [5], increase of reactive 
oxygen species (ROS) (6) and aging [7], may also induce 
AOX synthesis. Thercforc, it is thought that AOX could 
protcct the cell from oxidative damage during metabolic 
stales in which couplcd rcspiration is inhibited (8-1 :?.). 

Chemical analysis of photosynthetic pigments, chloro
plast microstructural studies, and reccntly, gene sequence 
nnnlysis [ 13] strongly suggest that the land plants (Strepto· 
oplryta) and green algae (Cli/oroplryta) constitute a mono· 
phylctic clade callcd Clr/orobionta. Green algae share with 
land plants thc presence of AOX and altemative NAD(P)H 
dehydrogcnases in their mitochondrial respiratory chains 
(14]. The presence of a cyanide resistan! respiration or of 

0005·2728/02/S ~'sce_'front mattcr C 2002 Elsevicr Scicncc B.V. Ali rights reservcd. 
PU: S0005~2728(02)00241-4 
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an AOX has been described in severa! chlorophytes, includ
ing Ch/a111ydo111011as rei11hardtii [3, 15, l 6], Se/e11aslr11111 
111i1111111111 [15J, Ch/ore/la pyrenoidosa [17] and Ni/ella clav
a/a fl8]. 

In this work, wc describe the functional characterization 
of oxidative phosphorylution in mitochondria from !he 
colorless chlorophyte Polytomella sp., a unicellulur alga 
closely related to !he green genus Ch/a111ydo111011as [ 19] 
that lacks both functional chloroplasts and a cell wall. 
Taking inlo accounl the physiological similarities and !he 
evolutionary relationships between green algae and land 
planls, ene supposes that the colorless alga Polytomel/a sp. 
could have a respiratory chain similar to !ha! of other 
chlorobionts. Nevertheless, the presence of severa! activa
tors known to enhance AOX activity in plants failed to 
induce an AOX activity in Polytomella sp. mitochondria. 
Exposure of cell cultures to KCN did no! induce an AOX 
activity, but did change sorne of the kinetic parametcrs of 
cylochrome e oxidase. These observations support the 
abscnce ofan AOX activity in the mitochondrial rcspiratory 
chain of Polytomella sp., and suggcst the lack of an Aox 
gene and of the corresponding AOX polypcptidc in this 
alga. Wc hypothesize that the AOX was los! during the 
divcrgence of the gcnus Polytomella from its closc pholo
synthetic relativcs. 

2. Mnterials nnd methods 

2.1. Cel/ cultures 

Po/ytomella sp. strain 198.80 (E.G. Pringshcim) was 
obtained from !he algae culture collection of the University 
of Gollingen, Germany. The cells were grown in 1 mM 
sodium phosphate buffer (pH 5.3), 10 mM MES, 0.5% 
sodium acetate, 5% Beinjerink's solulion, and trace ele
ments [20]. The medium was supplemented with 10 µg/ml 
ofvitamin B 1 and 0.5 µg/ml ofvitamin 8 12 • Cultures of2 1 
were star!ed with an inoculum of 0.2 x 106 cells/ml in 3-1 
large-bo!lom flasks, withoul shaking, at 25 ºC. 

Cell-wall-less C. reinhardtii strain CWl5 was grown in 
TAP media (21] with 1 % sorbitol, with agitation al 100 rpm, 
and under continuous light. Tite cclls were harvested at the 
late exponcntial phase of growth. 

2.2. Prepara/ion of mitoclwndria 

Mitochondria from C. reinhardtii werc isolated as pre
viously described [ 16]. For preparation of Po/ytomella sp. 
mitochondria, cell cultures were harvestcd at the stationary 
phasc (1.8-2.0 x 109 cells), 24 h afier inoculation, by 
centrifugation at 2500 x g for 8 min al 4 ºC. Cells were 
washcd once with 250 mM sucrose, 20 mM MOPS (pH 7.4) 
and 1 mM EGTA (SME buffer). The pelle! was resuspended 
in 2 mi of SME buffer supplementcd with 0.3% fally acid
free bovinc serum albumin. Cells were broken by simple 
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homogenization with a Teflon pestle in a glass homogcnizer. 
The homogenate was suspended in 35 mi of SME buffer and 
centrifugcd at 2500 x g for 1 O min; the supernalant was 
recovered and centrifuged al 9500 x g for 10 min. Thc 
pellel, containing the crude mitochondrial fraction, was 
gently resuspended in 1 mi of SME buffer and incubated 
in the presence of 0.2 mM ADP and 0.2% fatty acid-free 
BSA for JO min al 4 ºC. Titen, tite mitochondrial fraction 
was diluted to 8 mi final volume with SME buffer and 
centrifuged al 10,500 x g for 1 O min. Tite usual yield was 
20-25 mg of mitochondrial protein/I of culture. Protein 
concentration was deterrnined as previously described (22]. 

2.3. Oxygen co11s11mptio11 

Oxygen uptake was measured with a Clark-type 0 2 

eleclrode. Mitochondria (1 mg protein) were incubated in 
2 mi ofair-saturated 20 mM MOPS (pH 7.2), 120 mM KCI, 
and 1 mM EGTA (KME buffer) at 30 ºC. Rate values were 
determined using an oxygen solubility of 400 ng atoms/ml 
(200 µM) al 2240 m of altitude and 30 ºC temperalure. 

2.4. Cytochrome e oxidase activity 

Thc activity of cytochrome e oxidase was measurcd by 
oxygcn consumption. Mitochondria (1 mg protein) were 
incubated with 5 mM ascorbate and 1 µM antimycin in 2 mi 
of KME buffer at 30 ºC, and !he rcaction was slartcd with 
the addition of 2 mM TMPD as artificial electron mediator 
(23]. COX activity was also measurcd spectroscopically in 
mitochondrial membranes that had been twice frozen at 
- 72 ºC and thawed, by following 1he oxidation of horse 
heart cytochrome e at 550-540 nm in a doublc beam 
speclrophotometer (SLM-AMINCO, DW-2000). For each 
mcasurcmenl, 100 µg of milochondrial prole in wcrc addcd 
to 1 mi of250 mM sucrose, 20 mM HEPES (pH 7.2), 1 mM 
EGTA, 20 mM MgCl2, and 1 11M antimycin al 30 ºC. 

2.5. Tra11s111e111brcmc e/ectric potential 

Changes in absorbance of the internalized lipophylic 
cation safranin O were used as an indicator of membrane 
potential [24]. Mitochondria (1 mg protein) were incubated 
in 3 mi of KME buffer containing 5 mM K2HP04/KH2P04 
(pH 7.2) and 8 µM safranin O al 30 ºC. Tite changes in the 
absorbance dilTerence al 554-520 nm were measured in the 
double wavelength spcctrophotometcr. In addition, tite dif
fcrence of electric potential across tite inner membrane was 
estimated by following tite distribution of [3H]TPP + (tetra
phenyl phosphonium) ns prcviously described (25J. Mito
chondria (2 mg protein) were incubated in 0.5 mi of KME 
buffer, containing 5 mM K2HP04/KH2P04 (pH 7.2), and 
0.8 µM [3H]TPP+ (0.05-0.07 µCi/nmol) al 30 ºC. Sub
stratcs, inhibitors, or uncoupler agents, were added as 
indicated. Aller 2 min, tite rcaction was stopped by cen
lrifugation al 14,000 x g far 2 min at 4 ºC. Tite radioactivity 
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of aliquots of the. resulting pellets and supcrnatants was 
mcasured in a scintillation countcr. The distribulion of 
[3H]TPP + was caJCulated. using the. Ncrnst equation, and; 
corrcctcd for the nonspecific binding of the cation to 
mitochondrial membranes (26]. 

2.6. ATP sy111hesis 

To dctern1ine the rate of oxidativc phosphorylation, the 
incorporation of 32Pi into ATP was mcasurcd as prcviously 
dcscribcd (27]. Aliquots of mitochondria (1 mg protein) 
wcrc incubated in 1 mi of KME buffer containing 32Pi ( 1-
1.3 µCi/µ11101), 10 mM glucose, 5 mM K2HP04 /KH2P04 
(pH 7 .2), 1 mg ycast hcxokinasc (20 units/mg), in the 
prcscnce of different substmtes or respimtory inhibilors, as 
indicated. Afier 3 min at 30 ºC, the rcaction was stoppcd 
with icc-cold 5% (w/v) trichloroacetie acid, and thc rcaction 
mcdium was ccntrifugcd to rcmovc dcnaturcd protcin. An 
aliquot was withdrawn for extraction of 32Pi from thc 
aqucous phase. Extraction was done by adding a mixture 
of ammonium molibdatc/sulfurie acid, and using accione 
plus 11-butyl ncctatc ns organic solvent. Thc extraction was 
repeatcd at leas! threc times. The cxtractcd aqueous phase 
was uscd for dctcrn1ination of 32Pi incorporatcd into ATP 
and glucose-6-phosphate by mcasuring Ccrenkov radiation. 

2. 7. Cytochrome co111e111 

Diffcrcncc spcctra werc obtaincd from mitochondrial 
samples reduced with dithionite versus samples rcduccd 
with ascorbate (cytochrome b quantification), and from 
samples rcduccd with dithonite (cytochromcs a+a3 ) or 
ascorbate (cytochromcs c+c1) versus samples oxidizcd with 
pcrsulfntc (28]. Mcasuremcnts were madc with 1 mg mito
chondrial protein in 1 mi of SME buffer diluted with 
glycerol 1: 1 (v/v) at 25 ºC. Cytochromc contents werc 
estimated using the following cxtinction coefficients: 
ecso 1 - s•o nmJ = 1 7 .5 mM - 1 cm - 1 for c-type cytochromes 
[29]; ccs63-578 nm¡=26 mM- 1 cm - 1 for cytochromc b (30] 
and e(609-630 nm) = 16 mM - 1 cm - 1 for cytochromcs a+ a3 
[31]. 

2.8. Mitochondrial fally acids qua11/ijicalio11 

Fntty ncids extracted from Po/y1ome//a sp. mitochondria 
were quantified as described (32], with somc modifications. 
Samplcs of 1 O mg mitochondrial protein wcre stored al - 70 
ºC in the presence of 50 µg butyl-hydroxytoluene (BHT)/ 
mg protein until used. Afier thawing, 1 mi BHT in 0.02% 
(v/v) methanol, 50 µg phosphatidylcholinc-diheptadccanoyl 
as interna! standard, 1 mi 0.9% NaCI, and 2 mi chloroform 
were addcd and mixed for 20 s. The suspension was 
centrifugcd at 1600 x g for 5 min. This procedurc was 
repeated once. Thc organic phase was dchydratcd by addi
tion of 1.5 g Na2S04 (anhydrous), thcn the mixture was 
filtercd through a cotton !ayer. Thc solvcnt was cvapornted 
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undcr a strcam of N2 • For trans-esterification of phospholi
'pids ánd dcrivatization of free fatty acids to methyl-esters, 
dricd samples were mixed with 0.1 mi toluene, 2 mi 
ímhydrous methanol, and 0.04 mi ofsulfuric acid (33]. This 
mixture was heated at 80 ºC for 2 h. The treatcd samplcs 
were mixcd with 1 mi 5% NaCI and 2 mi hexane and mixcd 
vigorously. This proccdure was repeated once. Then, thc 
samples wcrc cvaporatcd undcr a strcam of N2 and storcd al 
- 72 ºC until chromatographed. Gas ehromatography con
ditions werc as follows: a CPSIL 8CB column (film thick
ness 0.25 mm) using hclium as carrier at a flow rate of 1 mi/ 
minal 195 ºC, in a Cario Erba 2300 chromatogrnph. 

2.9. Polyacrylamide gel elec/rophoresis and i111111u11ode1ec
lio11 

Polyacrylamide gel electrophoresis was performcd as 
describcd (34], and the immunoblotting was carried out as 
previously reportcd (35] using conventional antibodics 
raised against C. reinhardlii recombinan! fusion AOXI 
protcin (36], obtained from the cDNA of thc Aoxl gene 
(37]. Antibodies wcre kindly providcd by Stacic Nakamoto 
of the Merchant group al the University of California, Los 
Angeles. 

2.10. So111hem b/01 hybridizalio11 

Total Polylomella sp. DNA was obtained by phenol
ehloroform cxtraction as described [38]. Cells from 2 1 of 
culture wcre collcctcd and resuspendcd in 10 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 100 mM NaCI, 10 mM EDTA, 2% Triton X-100, 
and 1 % SOS. Total DNA was extracted from broken eells by 
two phcnol-chloroform extractions (1: 1 v/v), followcd by 
an additional chlorofonn extraction. Thc rcsulting aqueous 
phase was mixed in a 5: 1 mtio (v/v) with 3 M sodium 
acetatc to prccipitate DNA. Thc pelle! was resuspended in 
nuclease-frec water and trcated with RNAse. Aliquots were 
frozcn ( - 72 ºC) until use. DNA (50 µg) was digestcd with 
different restriction enzymes as indicated, and subjected to 
electrophoresis in a 0.9% agarose gel in 45 mM Tris-bornte 
(pH 8.0), 1 mM EGTA buffer (TBE). The DNA fragments 
warc transfcrred to a nylon membrnne and subsequently 
hybridized against a partía! cDNA of the Aox gene of 
Chlamydomo11as sp. W80 encoding for the putativc active 
site of AOX [a kind gift of H. Miyasaka (The Kansai 
Electric Power Co., Japan), GencBank accession number 
AB009087], labelcd with a 32P-dCTP by random priming. 

2.JJ. Aox seq11e11ce amplijicalio11 by PCR 

A pair of desoxyoligonucleotidcs werc designed based 
on two highly conserved regions of plant and Chlamydo
monas sp. W80 Aox genes. Total DNA (1 µg) from Poly
lomel/a sp., C. reinhardtii, or Mangifera indica (mango) 
were used as templates for amplification assays in the 
presence of 1 mM MgCh and 200 pmol of each of the 
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following primcrs: S' -GTC TTG ACA GCT TCC TCC TC-
3' (forward) and 5'-GAG AAC GAG CGG CAT OCA CCT-
3' (reverse). Samples were denaturcd for S min at 94 ºC, and 
subjected to 30 cycles of 1 min denaturation at 94 ºC, 1.5 min 
annealing al SS ºC, and 2 min extension al 72 ºC. Ali 
standard molecular biology techniqucs were as described 
[39]. Sequencing was carried out al the Unidad de Biología 
Molecular, Instituto de Fisiología Celular, Universidad 
Nacional Autónoma de México. 

3. Rcsults 

3.1. Oxyge11 uptake a11d the ejfect ofrespiratory i11hibitors 

An initial chamcterization of the respiratory chain of 
Po/ytomella sp. was carried out with oxymetric measure
ments in the prcscnce of different substratcs and inhibitors. 
lsolated mitochondria from Po/ytomella sp. were able to 
oxidizc succinate and malate. The addition of glutamate did 
not increase the rate of malate oxidation (Tu ble 1 ). In 
contras!, 10 mM L-lactate, 10 mM o-lactate, 10 mM a
ketoglutamte, or 5 mM pyruvate did not stimulate thc ratc of 
respiration. The classical respiratory inhibitors antimycin, 
myxothiazol and KCN strongly inhibitcd oxygcn uptakc 
(over 90% in ali cases) with succinatc ar malate as sub
slralcs Cl~,ble 1 ). The rcmaining S-10% of inhibitor-resist
ant oxygen uptakc was nol affected by thc addition of the 
typical plan! AOX inhibitors, 2 mM SHAM ar 2 mM 11-
propylgallate. Nevcrtheless, 2 mM SHAM in the abscnce of 
any othcr inhibitor was ablc to partially inhibit rcspiration 
(IS-20%) with malatc ar succinatc, with cstimatcd Im•• 
valucs (minimal concentration of inhibitor rcquircd to 
achicvc maximal inhibition) of 2.5 and 2.8 mM, respcc
tivcly. Thc partial inhibition of total rcspiration by SHAM, 
but its lack of effcct on the KCN-resistant rcspiration, 
suggcsted a nonspccilic inhibitory action of SHAM on the 
rcspiratory chain of Polytome//a sp. The oxidation of the 
quino) analogs duroquinol (29 ± 7 nmol oxygen/min/mg 
protein, /1 = 3) and decylbenzoquinol ( 44 ± 16 nmol oxy
gcn/min/mg protcin, n = S), was complctcly blockcd by 
antimycin (97% inhibition) or myxothiazol (98%), suggcst-

Table t 
Oxygen uptake and ATP synthcsis in Polytomella sp. mitochondria 

ing that ali the electron flux is directed through the bc1 

complex. Mitochondria were also able to oxidize NADH 
(43 ± 18 nmol oxygen/min/mg protein, 11=4). This oxida
tion was blocked by KCN (92% inhibition), antimycin 
(90%), myxothiazol (91%) and rotenone (67%). The oxida
tion of externa) NADH and its partial inhibition by rotenone 
suggested the prcsence of broken mitochondria in thc 
prcparation. A cytochrome e oxidase assay following oxy
gen uptake by added reduced cytochrome e in the prcsence 
and absence of detergents indicated that 60% of the mito
chondrial preparation was intact. 

3.2. Membra11e potemia/ ge11eratio11 a11d ATP sy111hesis 

Polytome//a sp. mitochondria were ablc to generate a 
significan! membmne potential, as estimated by changes in 
the safmnin O signa), in tite presence of malate or succinate 
as oxidizable substmtes (data supplied far review but not 
shown). The signa) was abolished by the addition ofCCCP. 
Full collapse ofthc membmne potcntial also occurrcd in thc 
presence of KCN ar antimycin. 

Membranc potential was also quantitatively estimated by 
measuring the [3H]TPP + distribution across the inner mito
chondrial mcmbranc. The mcmbmne potential gencratcd by 
succinate (101±3 mV) ar malate (110 ± 6.S mV) was 
abolishcd by KCN (83 ± 6 and 67 ± 3 mV, respcctivcly, 
11=3), antimycin (8S and 76 mV, rcspcctively) and by 
CCCP (87 ± 3 and 77 ± l.S mV, respectivcly, /1 =3). The 
membrane potential values obtained were abovc the thresh
old value of 80 mV ncgative insidc required to drive ATP 
synthesis dctcrrnincd for othcr mitochondrial preparations 
[40,41). Thcsc rcsults indicated an intact inner membrane, at 
lcast in a fraction of the mitochondrial prcparation of 
Po/ytomella sp. 

3.3. Allempts to measure alternotive oxidase activity in 
Po/ytomel/a sp. mitochondria 

To activate a possiblc oxidized statc ofthe putativc AOX, 
isolated mitochondria wcre trcated with 20 mM DTT for 30 
min at 4 ºC as previously describcd far soybcan mitochon
dria [42). Howcver, the rate ofoxygen uptakc was inhibited 

Substrale Oxygcn uptnkc ATP synthcsis P/O 

nmol 0 2 min - 1 Pcrccnt inhibition nmol ATP min 1 Pcrcent inhibition 
mg· protein - 1 

KCN Ant Myx Rot mg protein - 1 
KCN Ant Myx Oli Ven Cat CCCP 

Mala te 41 ± ll (7) 93 91 81 64 95 ± 23 (7) 81 80 90 72 80 75 82 t.I 
Succinate 92± 17(8) 94 95 . 96 20 54± 19(7) 90 88 91 75 nd 88 91 0.3 
No substmtc 3 ± 2 (6) 14±6 (4) 19 

Mitochondria from control cultures werc incubated in the prcscncc ofthe following substrntcs and inhibitors: 10 mM malate, JO mM succinate1 1 mM KCN, 
200 pmol antimycin/mg protein (Ant), 300 pmot myxothiazol/mg prolein (Myx), 1 µM rotcnone (Rol), 500 pmol oligomyein/mg protcin (Olí), 500 pmol 
venturicidin/mg protein (Ven), l µM carboxyalrnctylosidc (Cat), 500 nM CCCP. 
The datn shown are the mean± S.D. with thc numbcr of differcnt preparntions in parcnthescs. nd, not detennincd. 

32 



, /,-'.•;'.' '.i:::~d ·:,:i:¿;~'.;· '·'· :·.J: ._,,.,., . 

.. :<~·:: ... ~~--~··~.:" . ~~;f~j~:-')-

• -- ___ ·-_ ' :ke·s'Jli~~~s'ru8úcÁ6os 
A. R~y~-PrleÍo et ,;¡ i~ii~¡,),;iit:ii"~í'~i~ft¡;>;~;eu Acta 1554 r2002; 170-179 174 

'·.. -· - --,- ,',.~o-~--;~~.-.;.\'--';.; :--:;.-,-:. 

Table 2 . .' · .: :.o,.' '.'', ::''.'. ··,·z.·M-ilochondria isolated from cclls adapted lo 0.2 mM_ 
Oxygen uptake In control and D'IT-trcatcd mitoi:hondria rrom .control or•·--: -- ,.KCN exhibilcd a diminished respiratory activity using 
KCN·adaptcdcclls · - - - malate (21% diminished), succinate (18%), NADH (25%) 
DTT nmol o, min -

1 
mg protcin 

1 
or TMPD/ascorbate (12%) as elcclron donors. Additionally; 

mitc mit" 
+ + 

Succino te 76± 11 (3) 85± 12(3) 66±12(3) 71±14 (3) 
+KCN S± 3 (3) s ±2 (3) 6± 2 (3) 5± 2 (3) 
+ Pyruvnte 6±2 (3) 6± 2 (3) 6±3 (3) 6±2 (3) 
+AMP 7 ±3 (3) s ± 3 (3) 6 ±4 (3) 6± 3 (3) 
+a-KG 7 ±4 (3) 6± 2 (3) nd nd 

Jsolated mitochondrin wcrc incubntcd in SME buffer in the prcsencc of 20 
mM DTf during 30 min at 4 ºC. Aftcr trcatment, mitochondrin werc 
wnshcd nnd ccntrifugcd. Additions wcre 1 O mM succinate, 1 mM KCN. 2 
mM pyruvate, 2 mM AMP or S mM a-ketoglutaratc (a-KG). Pyruvatc, 
AMP or a-kctoglutamtc were addcd 1 min afler KCN addition. 
Thc data indica te the mean ± S.D. with the number of different preparations 
in parenthcscs. nd, not detennined. 

over 90% by 1 mM KCN (Table 2, mitc), indicating no 
activation of a putative plant-like AOX activity. Moreover, 
subsequent addition of citlter 5 mM pyruvate, 5 mM cx
kctoglutarate, or 5 mM AMP, ali of tltem AOX activators in 
plants or protists (43,44) did not stimulate oxygen uptake 
(Table ::!). 

An AOX activity [3, 16] and tite presence of two func
tional Aox genes ha ve becn identified in C. reinhardtii [3 7]. 
Tltis C. reinlwrdtii AOX activily was stimulatcd by the 
addition of 0.2 mM KCN to tite culture mcdium [3]. We 
allcmpted to cxpress a possible AOX activity in Polytomella 
sp. mitocltondria by exposing ccll cultures lo antimycin or 
KCN [3.5]. Concenlrations of 100 pmol/ml antimycin and 
0.6 mM KCN completcly blocked cell proliferation, 
altltouglt the prescnce of 0.2 mM KCN maintained the 
culture population (Fig. I ). Thc addition of KCN was made 
24 h aficr inoculation, because tite addition of the inhibitor 
at the beginning of tite culture abolished ccll growth. 

1.2 
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~ 
0.8 

en 
1B 0.6 u 
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0.4 >< 

0.2 

o 20 40 60 80 
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Fig. J. Ccll growth in prcscnce of cynnide. Growth curves of Polytome//a 
sp. in control acctatc-MES medium Ce) and in thc prcscncc of 200 µM 
KCN (O) addcd 24 h aftcr inoculation (arrow). 
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DTT-treated mitochondria isolatcd from KCN-adaptcd cells 
also exhibited a high scnsitivity to cyanide (Table 2, mitK); 
the remaining, low cyanidc-resistant respiration was, as in 
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Fig. 2. Inhibition of respiration by cyanidc in mitochondria from control 
and KCN-adaptcd cclls. Jsolatcd mitochondria from control (e) and KCN· 
adaptcd cultures (O), were incub:ited in KME medium at 30 ºC, with JO 
mM succinatc (A), or 10 mM malate (8) 1 and thc indicatcd concentrations 
of KCN. Rcprcscntntive cxpcriments for each substtatc are shown. Thc 
Dixon plots far cnch cxperimcnt are shown in thc insets. Thc maximal ratcs 
of rcspiration from mitochondria of KCN·adaptcd cclls in the absencc of 
KCN wcrc 74 ± 22 (5) and 34 ± 12 (5) nmol oxygcn min - 1 mg- 1 for 
succinatc nnd malate, respcctively. 
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Fig. 3. Coomnssie BJue stained polyacrylamide gels and Western blot analysis, Lanes 1, 4 and 7 contained mitochondria from C. re/11/ranltil (40 µg protein). 
Lnncs 2, S and 8 had mitochondria from Po/ytome//a sp. (40 µg proteln). Lanes 3, 6 and 9 contained mitochondria from KCN-adapted Polytome//a sp. cells (40 
flg prolein). (A) Coomnssie Blue stained 16% polyacrylamide gel. (8) lmmunoblots decoraled with an anli·AOX anlibody rnised against lhe C. relnhanltii 
protein. (C) lmmunoblot decornted with an anli·ATPase ~ subunit anlibody raised against the Polytome//a sp. protein. 

control mitochondria, not ·stimulated·,.by ·a-ketoacids or 
AMP, nor was inhibited ·by' 2 mM SHAM or 2 mM 11-

propylgallatc. . 

8 

kpb 

4 
3 

1.6 

kpb 

A o.a 
0.5 

KCN titration of the rate of respiration with succinate 
(Fig. 2A) or malate (Fig. 28) revealed a strong but incom
plctc inhibition al a concentration of 1 mM in mitochondria 

1 2 3 4 

Fig. 4. (A) PCR rcactions using ns templatcs lolal DNA from Po/ytome//a sp. (Jane l), C. reinhonltii (lane 2) nnd M. indica (Jane 3), respcctively. PCR 
conditions wcre thosc dcscribed in Material and methods. Lanc 4 is a contra) without DNA. (B) Agarosc gels and Southcm blot analysis of total DNAs from 
Polytome//a sp. (Janes 1, 2, and 3) and from C. reinlranltti (Jane 4) using ns probe a fragment ofthe cDNA oftl1e Aox gene of Clrlamydomonas sp. WOS. Total 
DNAs (SO µg pcr Jane) werc lrcnled with lhe rcstriction cnzymcs EcoRl (lane 1), Hindlll (Jane 2) EcoRl-Hindlll (Jane 3) and Pstl (lane 4). The righl panel 
shows the 0.9% agnrose gel staincd with cthidium bromidc nnd thc lcft panel thc nutomdiogrnm of thc corrcsponding nylon mcmbranc. 
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Table 3 
Mitochondrial cytochrome contcnt 

Heme typc pmol mg protein - 1 

mitc mÍIK 

A 201 ±48 (3) 405 ± 74 (4) 
B 313±13 (3) 398 ± S9 (3) 
e 228 ± 14 (3) 294 ± 37 (3) 

Spcctm wcrc obtained ot room temperature with mitochondria from control 
(milc) nnd KCN-ndupicd culiurcs (mitK). 
Data shown rcprcsent mean ± S.E. of thrcc differcnt prepnmtions. 

from conlrol and KCN-adapled cells. In both cases, the 
remaining KCN-rcsis1ant rcspiration was not nclivatcd by 5 
mM pyruvalc ar 2 mM AMP, nor was it affcctcd by thc planl 
milochondrial AOX inhibitors 2 mM SHAM ar 2 mM 11-

propylgallalc. Thc Dixon plols (Fig. 2, inscrts) showcd an 
apparent diminishcd affinity of mitochondria towards KCN 
by cxposurc to the inhibitor. Moreover, both the overall and 
KCN-resistunt rcspiration wcre fully blocked by nntimycin 
ar myxothiuzol in both types of mitochondria. Altogcther, 
these resuhs suggcsted the lnck of an AOX nctivity in 
Polytomel/a sp. mitochondrin isolated from cclls grown 
with ar will1out KCN. 

3.4. /1111111111ocl1emica/ a11alysis of AOX po/ypeptides 

Using a conventionnl antibody raised against AOX 1 of 
C. reinlzardtii, it was possible to detect a polypeptidc with 
nppnrent molecular mass of 40 kDn in a Western blot of 
isolated mitochondria from C. rei11!zardtii. In nddition, a 
minar band around 36 kDa was nlso detected, and was 
thought to correspond to the AOX2 polypeptide (Fig. 3. 
panel 13. Jane 4). In contras!, lhe sorne anti-AOXI antibody 
was unable lo cross-react with mitochondrial proleins from 
Polytomel/a sp. control cells (Fig. 3, panel 13. Jane 5) or 
KCN-adaplcd cells (Fig. 3, panel 13. Jane (1). A polyclonal 
antibody rnised against subunit ~ ofthc mitochondrial F1F0-

ATPase of Po/ytomella sp. immunorcaeted with a 70 kDa 
polypcplide of C. reinlzardtii (Fig. 3, panel C, Jane 7) and 
with mitochondriul proteins from Polytomella sp. control 
cells G ar from KCN-adapted cells (Fig. J. panel C. Iunc 9). 

Numerous PCR experiments were done to nmplify a 
pulative Aox gene fragment from Polytomel/a sp. Fig. 4 
shows one of such expcrimcnts, using thc conditions 
described in Materials and methods. The designed primcrs 
wcre ablc lo generate a PCR product of 662 bp from total 
DNA of C. reinhardtii (Fig. 4, Panel A. Jane 2) and a 
product of 180 bp when using DNA from M. indica as 
templntc (Fig. 4, Panel A. Jane J). Nucleotide sequence 
analysis confirrned that the amplification products origi
nated from thc corresponding Aox genes of these organisms, 
and were identical to fragmcnts from the sequences pre
viously dcscribed (GenBank accession numbers AF314255 
and X79329) [37,45]. In contras!, no amplification products 
were observed in thc absence ofDNA (Fig. 4, Panel A, Jane 
4) ar when using total DNA from Polytomel/a sp. as template 
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,,(Fig. 4, Panel A, Jane 1 ). In parallel with these experiments, 
Southcm blot analysis was carried out. Total DNA from 
Polytomella sp. and C. rei11!zardtii were digested with 
restriction endonucleases, and probcd with an Aox cDNA 
fragment of Chlamydo111011as sp. W80. While this probe 
readily hybridizcd with C. rei11hardtii DNA fragments (Fig. 
4, Panel B. Jane 4), negativc results werc obtained with 
Polytomel/a sp. DNA digested wilh diffcrent restriction 
enzymes (Fig. 4. Panel B, lane, 4, Pand 13, Janes J, 2, and 3). 

Thc lack of recognition of an AOX polypeptide and of 
the corresponding Aox gene in Polytomella sp. mitochondria 
in this colorless alga DNA also favored the notion of the 
absence of an alterna ti ve oxidase in lhe respiratory chain of 
this chlorophytc. 

3.5. Cytochrome co11te11/ a11d fa/ly acid co111positio11 

How did the prcsence of KCN in the culture medium 
modify the activity of the cytochrome e oxidase? In an 
initial attempt to address this question, cytoehrome conlent 
and fntty acid composilion were analyzed in mitochondria 
obtained from control and KCN-adapted cells. 

Spectropholometric analysis of Polytomella sp. mito
chondrial membranes indicated an increase in lhc conlent 
of a+ a3 cytochromes afier exposure to KCN and no 
significnnt variation in the contcnt of b and e type cyto
ehromes (Table 3). In contras!, lhe activity of COX was 
drastically decreased in mitochondria from cells adapted to 
KCN (Vrn was four times lower than in control mitochon
dria). Nevertheless, the affinity (So.s) far cytochrome e did 
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Fig. S. Cytochromc e oxidase activity. Two times frozcn-thawcd 
mitochondrial mcmbranc swnplcs from control (e) and KCN-adaplcd 
culiures (O) wcrc incubutcd with the indicated concenllBtions of rcduccd 
horse cytochromc c. Thc nonlincar rcgrcssion, to dctcnninatc maximal 
velocity (V.,) and subsllBtc affinity (S0.,), using the Hill equation was made 
wi1h Microcal-Origin 3.73 software. 
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Table 4 · >sp.;'yielded a preparation that was able to generate an 
_M_i_1o_c_ho_n_d_ri_a1_c_a_;11y'--uc_i_d _co_n_1_cn_1 _____ -,--------'---,·' :-( eléctroéhemical gradient that supported uncoupler-sensitive 
Fu11y ncid c..µ.::g_m_;g=-· .:..p_ro_te_in_-_' -------- ---··· ATP synlhesis. In a previous report, respiratory controls 

mitc · mitK . were obtained with the mitochondria from Polytomel/a 
Cl6:0 
Cl6:l11-7 
Cl6:211-7 
Cl8:0 
Cl8:l11-9 
Cl8:211-6 
Cl8:311-J 
Totalsb 

IS ±2 · 2s ± s.s• caeca [49], although energy-dependent processes or mem-
5 ±0.7 6 ± 1 brane potential were not described. The partial inhibitory 

60±20 'effect ofrotenone on the oxidation ofNADH suggested that 
7 :!: 6·5 a fraction of the Polytomella sp. mitochondrial preparation 

39± 8 
S ±4.S 

12 ± s.s 
13 ±2 
38 ±5 

134± 17 

12±3 
18 ±4• was broken; nevertheless, the remaining intact fraclion was 
62±20' able to generale a transmembrane electric potential and to 

201 ±56" support ATP synthesis. The ATP synthesis was more than 
Fatty acids of mitochondria from control (mitc) and KCN-adapted cultures 
(mil.U wcre analy7.cd by gas spcctrogmphy. Thc values ore the meÍln ±. S.D. 
of tivc diílC:rcnt prcparutions. ' 

" The valucs are significantly diffcrcnt with rcspect to conlrols (1-test, at 
P<O.OS). 

b Thc total content cansidcrs other fatty acids (together constituting lcss 
than 5%) not shown in this table. 

not changc, as judged by thc titration of COX activity with 
different cytochromc e concentrations (Fig. 5). 

The fatty acid contcnt of mitochondrial membrancs was 
detennined, since stress conditions such as cxposure to 
respiratory inhibitors, chilling or aging, may induce physical 
changcs in lhc mitochondrial membranc lipid components. 
Such changes may lcad to leaks in the elcctron transfer 
reactions calalysed by respiratory complexcs, enhnncing 
ROS production and restricting the overall respiratory 
activity [ 10.46]. 

Thc majar fatty acids in both mitochondrial preparations 
were a-linolenic acid (18: 311 -3) nnd 7,10-hexadecadie
noic acid ( 16:211 - 7). Thcse two compounds constituted 
more than half of total fütty acid content (57% and 60%, 
respectively) (Table 4 ). A high content of a-linolenic ncid 
has been previously describcd in mitochondria from olher 
chlorobionts [ 4 7 J, but thc 16:211 - 7 fatty acid has been 
rcported in low (1-6%) or trace amount in algae cells [48]. 
Thc unsaturated/saturated fatty acid ratio in mitochondria 
from control (5.0) and KCN-adapted cells (5.2) indicated a 
similar mitochondrial inncr membrane fluidity in both 
preparations. A similar tempcrature dcpendence of the 
COX activity in the range 15-50 ºC also suggested a 
similar membranc fluidity in both mitochondrial prepara
tions (data not shown). The high canten! ofunsaturated fatty 
acids (84% and 83%, respectively) was in agreement with 
similar values described fer plan! mitochondria (48]. The 
most remarkable cffect induced by KCN cxposure was thc 
30% incrcase in the total content of fatty acids (Table 4). 
The significan! modification in the lipid to protein ratio in 
the inner mitochondrial membranc may influence the activ
ity ofCOX. 

4. Discussion 

The method reported in this work for the isolation of 
mitochondria from the colorless chlorophyte Polytomella 
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70% inhibited by 200 pmol of oligomycin/mg protein, a 
concentration that is similar to the one faund far maximal 
inhibition in plant mitochondria during state 3 respiration 
[50]. In contras!, in C. rei11hardtii, the ADP-stimulated 
respiration was only partially inhibited (35%) by a much 
higher concentration of oligomycin ( 12.5 nmol/mg protein) 
[I 6]. 

The rate of respiration in mitochondria isolated from C. 
rei11harditi was partially inhibited (50%, 20% and 70% 
inhibition far malate, succinate and exogenous NADH, 
respectively) by 1 mM KCN and the subsequent addition 
of 2 mM SHAM totally blocked respiration, indicating the 
presence of a plant-like respiratory chain in this photo
synthetic chlorophyte [ 16]. In contras!, the full inhibition of 
oxygen uptake by KCN, antimycin or myxothiazol with 
either oxidizable substrates or quinol analogs suggested the 
lack of an active altemate elcctron pathway in Polytomella 
sp. mitochondria. Thc AOX activity in plant and protist 
mitochondria is variable sincc it depends on cell culture 
conditions [::!.3,11 ], typc of tissuc, the developmental stagc 
of thc organism [45,51] and the prescncc of activators such 
as pyruvate, AMP, IMP or GMP [I .44]. However, in ali 
Polytomella sp. prcparations, ncithcr the KCN-resistant 
respiration nor lhc ubiquinol/oxygcn oxidorcductasc activity 
was stimulated by a-kctoacids or AMP. 

Thc AOX in highcr plants is prcsent as a homodimcr, 
which cxists in a nonlinkcd (rcduccd) or covalcntly linkcd 
(oxidizcd) fam1s, thc formcr bcing fivc times more active 
than thc lattcr [42]. The ratio bctween thesc two forms is 
rcgulatcd by the redox state of the interdimeric disulfide 
bond. Howevcr, treatment with DTT to reduce the putative 
disulfide bridge and generate an active reduced homodimer 
[42] failed to enhance a cyanide-resistant respiration in 
Polytomella sp. mitochondria. lt is relevan! that the two 
Aox genes reported in C. reinhardlli lack the conserved 
cysteines present in plant sequences, which have been 
rclated to the regulatory disulfide bond farmation and a
keto acid activation [37]. In conscquence, this redox regu
lation of plant-like AOX may not be present in chlamydo-
monad algae at ali. 

The stress condition that resulted from the addition of 
KCN did not induce an AOX activity in Polytomella sp., 
suggesting a nonfunctional state of the protein or the 
absence of a corresponding Aox gene, as discussed below. 
However, the exposure of cultures to KCN affected !he 
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activity of COX. Our data suggcst that tite increase in lite 
fatty acid content or in tite lipid/protein ratio in milochon
dria from KCN-adapted cells could afTect tite activity of 
COX from Po/ytomella sp. Changes in nctivities of mem
bnme proteins may be indueed by physicnl chnnges in tite 
mitochondrial membranes during stress conditions [46]. In 
this case, the COX activity and tite affinity of tite binuclear 
cenler towards KCN was modiíled. Tite apparent lower 
affinity far cyanide in mitochondria from KCN-adapled 
cells may be related to a lower flux conlrol exerted by 
COX on electron transport induced by the presence ofKCN. 
Tite presence of a higher amount of a-type cytochromes did 
not correlate with tite diminished nctivity of COX in 
mitochondria from KCN-adapted eells (Fig. 5). Thus, the 
cylochrome (a+ a 3 ) accumulation is probably associatcd to 
nonfunctional proteins. 

Altogether, the above data indicatcs lhat Po/ytomella sp. 
docs nol havc a plant-like AOX, and most probably lacks a 
corresponding Aox gene. Polytomella therefare difTcrs from 
othcr chlorophyte algae, such as Chla111ydo111011as [16] and 
Ch/arel/a [ 17 J. The nbsence of an AOX activity has also 
bccn observed in another colorlcss chlorophyte, Polytoma 
11vella [ 52 j. Is it possible to relate tite loss of photosynthesis 
wilh tite loss of Aox genes? The change from photosynthetic 
to hcterolophic lifc style increascs the mutation rate and 
induces some structural modiílcations in the plastid-locatcd 
genes relatcd to photosynthesis [53]. These modiílcations 
may also occur in nucleus-locatcd genes related to chlor
oplnst or other organelle activities. Accumulated mutations 
could evcntually inactivate these genes, making the loss of 
photosynthetic capacity irreversible [54). Light exposurc of 
patato leaves incrcascs dramatically lite expression of tite 
nuclcus-localized Aox and Nad/ (encoding tite interna! 
NAD(P)l-1 dehydrogcnase of mitochondria) genes [55]. This 
light-induclion suggests that these genes are related to 
photosynlhetic function and light mctabolism, nnd thnt thcy 
may be rcgulatcd by chloroplast activity. lt is thereforc 
possible to visualize a role far AOX during light-metabo
lism. In dark-light transitions, thc chloroplnst NAD(P)l-1/ 
NAD(P) ratio increases due to a highly active photosyn
thetic chain, evcntually producing n photoinhibitory effect, 
diminishing the efficiency of the process, nnd lending to 
ROS production and concomitant damage [56]. In these 
conditions, the forrnation ofNAD(P)H and ATP excccds thc 
cell demand. The existence ofaltemate, nonphosphorylating 
mitochondrial components (AOX and severa! NAD(P)l-1 
dehydrogcnases) could diminish photoinhibition by rcmov
ing the reduced intern1ediaries exportcd from tite chloro
plast, dissipating the light cncrgy and avoiding ROS 
fonnation, cven when ADP availability is limitcd. Although 
plant cells posscs wcll-characterizcd systcms that avoid 
ovcrreduction, like nctivation of Cnlvin's cycle nnd 
increased nitrogcn assimilation [56], tite participation of 
AOX could be importan!. 

With the loss of the wholc autotrophic pathway, the 
mutation rate and inactivation of tite light metnbolism-
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relnted genes could accelerate. In the case of Polytome//a 
sp., the possiblc evolutionnry loss of the Aox gene may be 
explained by random drifi, assuming a nonessential activity 
of tite encoded AOX enzyme after the loss of photosyn
thesis. Alternatively, but less likely, the Aox gene may still 
be prcsent, and may be expressed in a different stage of 
development or in othcr physiological conditions in the life 
cycle of Polytomella sp. that were not explorcd in this work, 
like the processes of encystmcnt and cxcysmcnt. 
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS COMPLEMENTARIOS 

1 Actividad mitocondrial 

Potencia/es de membrana 

El método desarrollado para el aislamiento y purificación de mitocondrias de 

Polytome//a sp. (Figura 11) permitió la obtención de organelos intactos, 

capaces de sustentar un potencial membrana(. La oxidación de succinato (10 

mM), malato ( 1 O mM) y NADH ( 1 mM) estimuló la formación de potenciales 

transmembranales suficientes para la síntesis de ATP [Rottenberg, 1984] 

Figura 11. Fotografía por microscopía electrónica de transmisión de mitocondrias 
aisladas (M) de Polytomella. sp. También se pueden observar amiloplastos (A). 
Preparación de muestra y toma de fotograffa por Jorge Sepúlveda, Unidad de 
Microscopia Electrónica, Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM. 
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Oxidación de aruÚogo's de quino/ 

Las ;;itd~~~d~i~~~d·~ ;P~lytomella oxidan activamente los análogos de quinona . '. . ,• · .. ~ ',. ~- .. 

reducido.s; cornó .el duroquinol (DQ) y el decil-benzoquinol (DBH); sin embargo, 

la incÚb~c'iÓn ~~n antimicina (1 µM), mixotiazol (0.5 µM) o una mezcla de 

ambos inhibidores bloquea por completo el ·consumo de oxígeno, indicando 

que el flujo de electrones ocurre solo a través del complejo bc1 (Tabla 1) 

TABLA l. 

Velocidad Antimicina Mixotiazol Antimicina 
Sustrato Ng atom oxigeno 1µM 0.6µM + Mixotiazol 

/min/m 
%.inhibición 

Duroquinol 45 ± 6 (3) 95 96 96 
·. ~· ·:, 

Decil-benzoquinol 87 ± 5 (4) 94 ·•sa< 95 

los valores representan la media aritmética ± la desviación estándar del número de 
experimentos indicados entre paréntesis. 

Como se indica en el artículo anexo (Capitulo 3, Resultados Publicados), 

ni el tratamiento con DTT ni la exposición a KCN incrementaron la resistencia 

a los inhibidores del complejo bc1 durante la oxidación de los análogos de 

quino!. Indicando que el flujo de electrones no se ramifico hacia una vía 

alterna. 

Efecto de la rotenona 

La rotenona, inhibidor del complejo 1, abate la respiración mitocondrial más de 

65% cuando se oxidan NADH o malato (Figura 12). La inhibición parcial de la 

oxidación de NADH y de un sustrato ligado a la producción del mismo, sugiere 

la existencia de NADH deshidrogenasas alternas al complejo l. También existe 

una inhibición parcial por rote nona ( == 1 5 %) inespecífica sobre la oxidación de 

succinato. 
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[==:J control 
l~I rotenona 3 µM 
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succinato malato NADH 

sustrato 

Figura 1 2. Efecto de la rotenona sobre la oxidación de sustratos en mitocondrias 
aisladas de Polytomella sp. Las barras representan el promedio de 4 experimentos 
independientes ± la desviación estándar. La concentración de los sustratos es 
succinato 1 O mM, malato 1 O mM y NADH 1 mM. 

lnhibidores de la oxidasa alterna 

La respiración remanente después de inhibir con KCN 1-2 mM (""' 10%) no es 

abatible por los inhibidores típicos para AOX: SHAM y nPG. Como se mostró 

con anterioridad y se observa en la figura 13, la adición de KCN provoca una 

disminución del consumo de oxígeno mayor al 90 %, la subsecuente adición 

de SHAM 2 mM o nPG 2 mM no abate la respiración residual, lo que sugiere 

que ese pequeño porcentaje no corresponde a una posible AOX. 
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mit 
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Figura 13. Registros de oximetrfa de mitocondrias aisladas de Polytomella sp. Se 
observa que la adición de KCN inhibe mas de 90% el consumo de oxígeno. 
Asimismo, se aprecia el efecto nulo sobre por la adición subsecuente de inhibidores de 
oxidasa alterna: SHAM (Al o n-propil galato (B) 
Se muestran experimentos representativos usando succinato como sustrato. 
Resultados similares se obtienen con malato o NADH. 

Actividad ascorbato-TMPD oxidasa 

Se empleó el sistema ascorbato-TMPD para determinar la actividad del 

complejo IV en mitocondrias aisladas, así como la sensibilidad a inhibidores y 

la existencia de otra posible oxidasa que pudiera utilizar TMPD como donador 

de electrones. La actividad de TMPD analizada a diferentes concentraciones 

de KCN mostró una cinética bifásica (Figura 14), que se confirmó por el 
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análisis gráfico de Dixon (Figura 14, inserto), de donde pueden obtenerse por 

regresión lineal dos Ki aparentes (12 ±4 y 630 ± 250 µM), que revelan dos 

afinidades distintas por el inhibidor. Lo anterior sugería la existencia de dos 

posibles oxidasas sensibles a KCN. Sin embargo, el análisis cinético de la 

actividad respiratoria dependiente de TMPD mostró un comportamiento 

hiperbólico típico (Figura 15), lo que indica la existencia de una sola entidad 

enzimática capaz de oxidar TMPD (Km 168±1 6 µM), por lo que el 

comportamiento bifásico respecto a la sensibilidad por KCN puede deberse a 

otros factores (ver articulo anexo y discusión). Adicionalmente, la inhibición de 

la oxidación de TMPD por azida (otro inhibidor clásico de la citocromo e 

oxidasa), muestra una cinética monofásica con una Ki aparente de 1 mM 

(Figura 1 6), lo que coincide con la existencia de una sola oxidasa en 

Po/ytome//a sp: el complejo IV o citocromo e oxidasa. 
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0.3 

80 
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o • • 
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IKCNJ µM 

Figura 14. Efecto de KCN sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias control 
aisladas de Polytomella sp. En el gráfico inserto aparece el análisis de Dixon de los 
datos del mismo ensayo, donde se pueden apreciar dos componentes cinéticos en la 
afinidad por el inhibidor. 
Se muestra un experimento representativo. 
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Vm = 363 ± 11 ngatomos oxigeno mln'' mg'' 
Ks= 168± 16¡1M 

200 400 600 800 1000 

[TMPDJ µM 

Figura .15. Consumo de oxígeno dependiente de TMPD en mitocondrias de Polytomella 
sp. El gráfico de velocidad contra sustrato muestra un comportamiento hiperbólico 
típico. par una enzima Michaelis-Menten. El análisis de regresión no lineal se efectúo 
con el programa de computo Microcal Origin 3.71. 
Se muestra un experimento representativo 
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Figura 16. Efecto de NaNJ en la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias control 
aisladas de Po/ytomella sp. El gráfico inserto es el análisis de Dixon correspondiente, 
en este caso la regresión lineal sugiere una sola Ki aparente para el inhibidor. 
Se muestra un experimento representativo. 
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Por otro lado,· mediante. un método polarográfico se determinó Ja 

afinidad por oxígeno de I~ cit'cicromo e oxidasa. Para ello se cuantificó la 

velocidad de respiración mitocondrlal en concentraciones bajas de oxígeno 

(debajo de 200 µM) en la cámara del electrodo. Con los datos obtenidos se 

realizó un análisis de regresión no lineal y se determinó la Ko.s. En la figura 1 7 

aparece Ja representación gráfica del ajuste al modelo de Hill para enzimas 

cooperativas, en este caso los valores de x2 demuestran que el modelo de una 

enzima cooperativa se ajusta mejor que el de una enzima de tipo Michaelis

Menten. El valor del número de Hill es alrededor de 2 ± 0.2 y el de Ja Ko.s de 6 

± 0.4 µM. 
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Figura 17. Velocidad de Acorbato-TMPD oxidasa dependiente de la concentración de 
oxígeno en mitocondrias control de Po/ytomel/a sp. Se indican Jos resultados de Jos 
análisis de regresión lineal para una enzima tipo Michaelis-Menten y una enzima 
cooperativa bajo las consideraciones del modelo de Hill. 
Las regresiones no lineales se efectuaron con el programa de computo Microcal Origin 
3.71. 
Se muestra un experimento representativo 
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lnhibidores del complejo 111 

El análisis de la sensibilidad a antimicina y mixotiaz·o1 reforzó la posible 

ausencia de una AOX en las mitocondrias de Polytome//a sp. La titulación con 

antimicina de la actividad respiratoria con succinato o malato, 

respectivamente, resultó en una inhibición severa (más del 90%) del consumo 

de oxígeno (Figura 18-A). En el caso del mixotiazol se observó una inhibición 

total cuando el succinato fue el sustrato oxidable; no obstante, durante la 

oxidación de malato no se obtiene una inhibición completa (Figura 18-8). Estos 

resultados indican, nuevamente, Ja ausencia de una quinol oxidasa (una posible 

AOX) diferente al complejo bc1. Del análisis visual de las curvas de titulación 

se determinaron los valores de l5o para cada inhibidor con cada uno de los dos 

sustratos. 
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Figura 1 8. Efecto de inhibidores del complejo bc1 sobre la respiración en mitocondrias 
control de Polytomella sp. En el panel A se observa la inhibición por concentraciones 
crecientes de antimicina usando succinato (círculos abiertos) o malato (círculos llenos) 
como sustrato. En el panei B se representa un experimento análogo pero siguiendo el 
efecto del mixotiazol. El círculo gris representa la actividad basal antes de la adición 
de etanol (solvente empleado para preparar la soluciones de antimicina y mixiotiazol), 
ya que la simple adición de etanol incrementa la velocidad de respiración de 20 a 40 
% , dependiendo del sustrato (x = 0). 
Se muestra un experimento representativo 
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Exposición de ~ultivos celulares a cianuro 

Como' sec indiéó en el artfculo anexo, los cultivos celulares de Polytomella se 

expusieron a KCN 200 µM con la intención de estimular la producción y la 

actividad de una posible AOX. Los resultados obtenidos no permitieron 

observar una AOX; sin embargo, la actividad respiratoria mostró cambios 

importantes respecto a la afinidad aparente por ligandos del centro binuclear 

de la citocromo c oxidasa (COX): cianuro, azida y oxígeno. A continuación se 

muestran los análisis gráficos para determinar las constantes cinéticas de la 

COX en mitocondrias aisladas de células expuestas a KCN. Dichos gráficos 

son similares a los obtenidos de mitocondrias control y que ya se describieron 

en esta secc.ión (Figuras 14, 16, 1 7 y 18). 
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Figura 1 9. Efecto de KCN sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias 
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 µM. En el gráfico inserto se muestra el 
análisis de Dixon, en este caso se observan nuevamente dos componentes cinéticos 
en la afinidad por KCN. (ver figura 14 para experimento análogo con mitocondrias 
control) 
Se muestra un experimento representativo. 

Las figuras 19 y 20 corresponden al efecto del KCN y de la azida sobre 

la actividad de ascorbato-TMPD oxidasa, respectivamente. La figura 21 
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representa la inhibición por antimicina y mixotiazol durante la oxidación de 

succinato (21-A) o malato (21~8). Finalmente, la figura 22 contiene la 

representación gráfica de la regresión no lineal de la TMPD-oxidasa 

dependiente de la concentración de oxígeno. 
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Figura 20. Efecto de NaNa sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias 
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 µM. El gráfico inserto contiene el análisis 
de Dixon, la regresión lineal sugiere también una sola Ki aparente para el inhibidor (ver 
figura 1 5 para experimento análogo con mitocondrias control) 
Se muestra un experimento representativo. 
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Figura 21 . Efecto de inhibidores del complejo bc1 sobre la respiración en mitocondrias 
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 µM. En el panel A se muestra la inhibición 
por antimicina con succinato (círculos abiertos) o malato (círculos llenos) como 
sustrato. En el panel 8 es un experimento análogo con mixotiazol. El círculo gris 
representa la actividad basal antes de la adición de etanol (solvente empleado para 
preparar la soluciones de antimicina y mixiotiazol), ya que la simple adición de etanol 
incrementa la velocidad de respiración de 1 O a 20 % (x = 0). (ver figura 18 para 
experimentos análogos con mitocondrias control). 
Se muestra un experimento representativo. 
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Figura 22. Velocidad de ascorbato-TMPD oxidasa dependiente de la concentración de 
oxígeno en mitocondrias aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 µM. Se presenta 
el análisis de regresión lineal para una enzima cooperativa bajo las consideraciones del 
modelo de Hill. 
La regresión no lineal se efectúo con el programa de computo Microcal Origin 3. 71. 
Se muestra un experimento representativo 
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Un resumen de la de Jos datos descritos en esta sección sce presenta en 

la tabla 11. 

TABLA 11. 

KCN 
Ki 

NaN3 
Ki 

Antimiclna 
/so lm•~ 

Mixotlazol .. · ·:'isó ·., ,. · . /,;,., Oxígeno 
Ko.s 

Sustrato 
µM 

Succinato 
mitc -54± 6 
mitK_ · .. 248 ± 24 

Malato 
mlic 12 

- mifK .17 

mM pmol mg proteína·• -e'- • -

42 ± 23 ~º ~ i'2 -}~ ii6i'.:ú:-~:-3so ± 33 
36± .13 - 67± ;11;':15lf±'.-4s:-r415 ± 34 

. . ,' ,:·· : ) ~~ i 

49± 21 74±'~2;~~~:.±30 _580± 41 
' 'ii' 

43± 1679± úi '3io±50· 562± 56 

µM 

As~~-~po'·.·-··· ~/~3~±± 25~·· 1.0± 0.1 6.5± 3 

mitK . :• 20± 8 3.5± 0.3 17.0± 4 
~" ,; ./:{ 659 ± 229 

mitc = mitocondrias control; mitK = mitocondrias de células expuestas a KCN 200 µM 

_De manera global parece evidente que la exposición de las células a KCN 

disminuye la afinidad de los ligandos de la citocromo e oxidasa, pero no 

exacerba la actividad de AOX. En general, la actividad respiratoria con cada 

sustrato oxidable aparece disminuida en diferentes proporciones por la 

exposición a cianuro (Tabla 111). 

Sustrato 

Succinato 

Malato 

NADH 

Ascorbato-TM PO 

Decil benzoquinol 

TABLA 111. 

Mitocondrias 
Control 

Mitocondrias expuestas 
a KCN 

ngatomos oxigeno/ mini mg 

184± 34 (8) 

82± 22 (7) 

86± 35 (4) 

289± 56 (4) 

87± 5 (3) 

151 ± 25 (4) 

65 ± 19 (3) 

64± 12 (4) 

254± 31 (4) 

70± 12 (3) 

Los valores representan la media aritmética ± la desviación estándar del número de 
experimentos indicados entre paréntesis 
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11 La búsqueda del posible gen Aox 

Hibridaciones 

Los ensayos de hibridación con la sonda de cDNA para AOX de 

Ch/amydomonas sp W80 contra DNA total de Polytomella sp. digerido con 

diferentes endonucleasas no muestran señales positivas. Por otro lado, en 

ensayos iguales empleando DNA total digerido de C. reinhardtii, especie donde 

ya se han reportado dos genes Aox, es posible detectar una señal positiva muy 

clara y sin hibridación inespecífica con otros fragmentos. Si bien estos 

resultados no descartan la presencia del gen Aox en Polytome//a, muestran que 

es posible reconocer por hibridación con una sonda heteró/oga 

( Chlamydomonas sp. W80) el gen o genes en C. reinhardtii y no así en 

Po/ytome//a. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para intentar por PCR una amplificación de un posible gen Aox se diseñaron 

diferentes desoxioligonucleótidos para ser usados como cebadores. En la 

sección de métodos se describen las secuencias de los oligonucleótidos 

empleados. 

El par de oligonucleótidos CSP1 F y CSP1 R se diseñó a partir de regiones 

muy conservadas en genes Aox conocidos y tomando como base la secuencia 

del cDNA reportado para el gen Aox de Chlamydomonas sp WSO (único 

conocido para clorofitas en ese momento). Con esta combinación de 

cebadores fue posible amplificar un fragmento de 607 pb (denominado 

PRC18), correspondiente un gen homólogo Aox de C. reinhardtti (en ese 

momento no se había reportado aun los genes Aox en C. reinhardtii ), sin 

embargo, en las condiciones empleadas no fue posible obtener algún producto 

de PCR con DNA de Polytomella sp. como templado. 

El análisis de secuencia del producto PRC18 indicó que se había 

amplificado un fragmento interno del gen Aox2 de C. reinhardtti (las 

secuencias completas fueron liberadas por el grupo de R. Matagne en agosto 

del 2001). Ver alineamiento de secuencias (material suplementario en la 

sección de métodos) y figura 23. 
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D .Aax.! de Chlamydomonas reinhardtti (secuencia genómica completa: 4255 pb) 
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J 
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1 13' 

Figura 23. Esquema de la secuencia obtenida de la clona PRC 18 (607 pb) donde se 
indica le región a la que corresponde en el gen Aox2 de Ch/amydomonas reinhardtii 

Posteriormente, se diseñaron Jos oligonucleótidos de la serie PAO (ver 

sección de métodos), basándose en la secuencia de Jos dos genes completos 

Aoxde C. reinhardtti (Dinant et al, 2001) (ver material suplementario sección 

de métodos, alineamiento 11). En la figura 24 se muestra un esquema de las 

regiones conservadas tomadas como referencia para construir los cebadores 

anteriores. Las secuencias se construyeron degeneradas considerando el uso 

de codones de los genes nucleares de Polytomella sp. conocidos. (Pérez

Martínez et al., 2001 ). En la figura 26 se pueden observar los productos 

obtenidos con las diferentes combinaciones de cebadores, en reacciones 

efectuadas a 4 temperaturas diferentes de alineamiento, según se indica en el 

pie de la figura. Con DNA total de Polytomella sp. como templado se 

obtuvieron productos de amplificación con las combinaciones de cebadores 

PA02F-PA03R (producto PRP1), PAO 1 F-PA04R (producto PRP2) y PA03F

PA04R (producto PRP3). Sin embargo, las secuencias de los amplicones no 

mostraron similitud con genes Aox. La modificación de las condiciones de 

PCR, respecto a las temperaturas de alineamiento y la concentraci.ón de MgCl2 

en el medio no permitieron amplificar en ningún caso, algún producto 
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homólogo a genes Aox cuando se utilizó DNA de Polytomel/a sp. como 

templado. 

PAOF1 PAOF2 PAOF3 - - -5' - l!!!!I 1 1 1-- la' - -PAOR3 PAOR4 

li!l'ii'll Regiones conservadas entre secuencias de AOX de diversas especies 

Figura 24. En rectángulos grises se indican las regiones conservadas entre secuencias 
de genes Aox de diversas especies (ver anexo, alineamiento 111. Las flechas indican la 
posición, dirección y nomenclatura de los cebadores, que se diseñaron a partir del 
uso de codones de genes nucleares en Polytomella sp.(ver apéndice para detalles de 
las secuencias individuales). 
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Figura 25. Análisis electroforético de productos de PCR. Los corchetes indican la 
combinación de cebadores empleada en cada grupo de reacciones. En las cuatro 
combinaciones del panel A y la de la extrema izquierda del panel B se utilizó DNA total 
de Polytomella sp. como templado. Las últimas dos combinaciones del panel B 
corresponden a DNA de C. reinhardtii (Crl y Mangifera indica (M1). Las letras a, b, e y 
d indican diferentes temperaturas de alineamiento: 47.3, 50.4, 54.3 y 58.6 ºC, 
respectivamente. 
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de cebadores para la amplificación anidada fueron 

PA01 F-PA03R y 3) PA02F-PA04R. Los resultados 

figura 26 muestran la obtención de productos de amplificación 

y tercera combinaciones de cebadores. Sin embrago, la 

dichos productos no indicó similitud con genes Aox conocidos. 

PA02F 
PA03R 

PA01F 
PA03R 

Figura 26. Análisis electroforético de PCR anidado. Sobre los corchetes se señalan las 
combinaciones de cebadores empleadas en cada caso. En todas las reacciones el 
templado inicial fue 1 µI de la ración obtenida en el PCR descrito en la figura 26, panel 
A, PA01 F-PA04R, carril a. Las letras a, b, c y d indican diferentes temperaturas de 
alineamiento: 47 .3, 50.4, 54.3 y 58 .6 'C, respectivamente. 

En resumen, los experimentos de hibridación y amplificación efectuados 

no proporcionan evidencia para suponer la presencia de un gen, o familia de 

genes Aox en Polytome//a sp. 

Los datos bioquímicos descritos a lo largo del trabajo son consistentes 

con los presentados en este último apartado. Si bien la mayoría de los 

resultados son negativos, en conjunto son congruentes entre si, al sugerir la 

ausencia de una AOX en Po/ytomella sp. Hemos descartado la actividad de la 

enzima, la presencia de la proteína y la evidencia apunta hacia la ausencia del 

gen que la codifica. 
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LA CADENA RESPIRATORIA DE Po/ytomt1//11sp. 

Los resultados de la oxidación de sustratos y el efecto de inhibidores indican 

que Polytomella sp. posee una cadena respiratoria atípica dentro del grupo de 

las plantas: se tiene evidencia de la presencia de los complejos respiratorios 1, 

11, 111 y IV, pero resalta la ausencia de la oxidasa alterna. 

Por otro lado, también se mostraron datos que sugieren la existencia de 

al menos dos NADH deshidrogenasas alternas (NADdH). La oxidación de 

NADH por las mitocondrias de Po/ytome/la sp. es un aspecto que debe 

explorarse en mayor detalle, ya que el NADH exógeno se oxida por una vía 

insensible a rotenona. Se sabe que en plantas hay dos NADdH externas, por lo 

que se espera que en Polytomella sp. puedan estar presentes también. Los 

datos muestran que en nuestra preparación el 40% de la oxidación total de 

NADH se debe a esta potencial vía alterna (Figura 12). El resto debe ser 

resultado de la actividad del complejo 1 en mitocondrias rotas. Otros 

experimentos indican que la oxidación de NADH exógeno en las mitocondrias 

de Polytomella puede sustentar la síntesis de ATP y la formación de un 

gradiente electroquímico, evidencia clara que existe una vía alterna para la 

oxidación de NADH citosólico. Por otro lado, la oxidación de malato, como un 

sustrato ligado a la producción de NADH en la matriz, también es parcialmente 

sensible a rotenona (60%), por lo que es probable que Polytome/la sp. también 

posea NADdH internas diferentes al complejo l. En este sentido, se requiere 

analizar la actividad resistente a rotenona así como el efecto de cationes 

(Ca 2 +¡ y de algunos inhibidores, como el difeniliodonio, para poder disecar las 

actividades que mostramos de manera gruesa en este trabajo. 

Nuestros datos permiten esbozar que la cadena respiratoria de 

Polytome/la sp. muestra semejanzas con las de plantas (Figura 27), sin 

embargo, la falta de una AOX permite discutir algunos puntos sobre el 

metabolismo no fotosintético secundario de esta alga. 
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Figura 27. La cadena respiratoria de Polytomella sp. Se esquematizan los complejos 1 
(NADH deshidrogenasa). 11 (succinato deshidrogenasa). 111 (ubiquinol: citocromo c 
oxido-reductasa). IV (citocromo e oxidasa) y las posibles vías alternas para la 
oxidación de NADH (NADex y NADin). probablemente conformadas por más de una 
enzima cada una. 

LA AUSENCIA DE LA OXIDASA AL TERNA 

Es importante resaltar nuevamente que la evidencia obtenida en este trabajo 

muestra que la cadena respiratoria de Polytome/la sp. carece de una de las 

enzimas mitocondriales características del grupo Chlorobionta: La oxidasa 

ált~rna (AOX). Este hecho resulta de gran interés ya que Polytomella sp y C. 

reinhardtii comparten una historia evolutiva muy cercana, reflejada de manera 

contundente y particular por la estructura similar de algunos genes nucleares 

que eran originalmente parte del genoma mitocondrial [Pérez-Martínez et al. , 

2000, Pérez-Martínez et al., 2001 J. De tal manera, sugerimos, como se 

expondrá más adelante, que la ausencia de la AOX y posiblemente también del 

gen nuclear que la codificaría (Aox), pueden ayudar a inferir y/o ubicar 

temporalmente la separación evolutiva entre Polytomella sp. y C. reinhardtii, 

organismos que comparten una misma rama junto con el género Vo/vox 

dentro del grupo de clorofitas unicelulares-coloniales [Nakayama et al., 1996). 

La supuesta función de la AOX como parte de un sistema preventivo para 

evitar la formación de especies de oxígeno reactivas durante situaciones de 

estrés [Purvis, 1997), es base importante para nuestra propuesta. Antes de 

argumentar, resulta fundamental destacar nuevamente que la diferencia más 
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evidente enire"f'oiytdmelia sp. y c. ·reinh~rdtii es·'ª ausencia de fotosíntesis en 

Ja p-rirri~rar· :d'~5¡ci;;" ,a i.·g -evento· évol~tivo secundario. La pérdida de Ja 
.. ·. ;' 

capacidad fotosintética en las clorofitas no es un fenómeno extraño, por el 

coriúai-icí; parece que ha ocurrido más de una vez en Ja historia del grupo. Así, 

se supone que las clorofitas unicelulares no-fotosintéticas actuales (como 

Po/ytoma, Po/ytomella y Prototheca) descienden de ramas ancestrales 

fotosintéticas [Rumpf, et al., 1996), ya que se han encontrado evidencias 

sobre Ja presencia de plástidos degenerados (leucoplastos o amiloplastos) y/o 

DNA cloroplástico en dichos géneros incoloros [Nedelcu, 2001]. 

Pero, ¿qué tan frecuentemente podría darse Ja pérdida secundaria de la 

fotosíntesis? La respuesta puede venir de la relativa facilidad para obtener 

mutantes no fotosintéticas viables de C. reinhardtii, algunas de las cuales 

pueden proliferar en medios simples con acetato como fuente de carbono, 

incluso en Ja obscuridad [Harris, 1989). Algunas de estas mutantes son 

significativamente reducida la síntesis de proteínas en el cloroplasto, lo que las 

convierte en algas incoloras funciona/es. En este contexto se ha considerado 

que en ambientes ricos en compuestos orgánicos y con incidencia baja o nula 

de luz, es factible Ja proliferación de mutantes no fotosintéticas selectivamente 

neutras. Si bien no es de esperar que esto ocurra con alta frecuencia en 

medios naturales, es evidente que puede suceder [Rumpf, et al. , 1996). 

En el marco ecológico se requirieren ciertas condiciones para originar 

una especie con fenotipo no fotosintético: la fijación de una mutación en Ja 

población ancestral por deriva génica (principalmente), un aislamiento 

reproductivo respecto a la población troncal fotosintética y finalmente Ja 

acumulación de nuevas mutaciones, o incluso eliminaciones, en los genes 

involucrados en el proceso fotosintético, en Jos cuales, por tener una presión 

selectiva nula, aumentaría Ja velocidad de mutación-inactivación [Rumpf et al., 

1996). De hecho, se ha demostrado que la tasa de sustitución, la variación 

estructural y el porcentaje del contenido A T en Jos genes rRNA 1 6s 

(plastídicos) son mayores en las algas incoloras (Polytoma uve/la, P. oviforme y 

Prototheca wickerhami1) respecto a 

( Ch/amydomonas applanata, C. 

respectivamente) [Nedelcu, 2001 J. 

sus parientes fotosintéticos más cercanos 

moewusii y Chore/la protothecoides, 
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Otra posibilidad es que el ancestro fotosintético haya perdido parte 

importante, o incluso la totalidad, del genoma de cloroplasto (cpDNA) durante 

el proceso reproducción sexual. Se sabe que en C. reinhardtii (sólo tiene un 

cloroplasto con :.:: 80 copias del genoma) Ja herencia del cpDNA es uniparental, 

debido a que el cpDNA de uno de los gametos (mt-) se pierde (del 95 a 

99.9%) y se mantiene el del gameto complementario (mt+) [Umen y 

Goodenough, 2001 J. Recientemente se reporto que en el proceso participa una 

nucleasa (MDN) que degrada específicamente el cpDNA del gameto mt-, 

asegurando la transmisión uniparental del genoma plastidico [Nishimura et al, 

2002]. En este contexto, es posible que la aparición de mutaciones en algunos 

genes involucrados (por ejemplo, los que codifican para las DNA

metiltransferasas o las nucleasas de cloroplasto), o en sus mecanismos de 

regulación, permitan Ja degradación exhaustiva del cpDNA, generando un 

fenotipo que en un ambiente de escasa o nula iluminación podría no ser letal. 

Para que Ja pérdida del cpDNA resulte selectivamente neutra debe suponerse 

que el ancestro fotosintético presentara un metabolismo mixótrofico eficiente. 

En ese sentido, se sabe que C. reinhardtti es un organismo mixotrófico que 

puede proliferar en Ja obscuridad. 

Retomando Ja ausencia de la AOX en Po!ytome!la sp. y su posible papel 

en la protección contra la formación ROS, hemos tratado de establecer una 

correlación entre Ja pérdida de la fotosíntesis y la de Ja enzima. 

La aparición de la fotosíntesis oxigénica (hace == 3.5 millones de años) 

dio Jugar a una atmósfera que propició las condiciones para la aparición del 

metabolismo oxidativo aerobio, que como consecuencia inevitable trajo 

consigo la producción de ROS. En las células fotosintéticas la producción de 

ROS puede ocurrir durante reacciones luminosas y obscuras, ya que tanto la 

cadena fotosintética en los cloroplastos (principalmente el fotosistema 1), como 

Ja cadena respiratoria mitocondrial (a través los Complejos 1 y 111) son fuentes 

importantes de ROS. Cuando la producción de ROS excede la capacidad de las 

defensas antioxidantes celulares (dismutasas, catalasas y peroxidasas) tiene 

lugar una situación de estrés oxidativo [Moller, 2001 J. 

Ya se mencionó que varios reportes consideran que la AOX participa en 

los sistemas preventivos contra el estrés oxidativo: el incremento en la 
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actividad de la AÓX·r,edLlc~ la'pro~ucciónde ROS mitocondriales, mientras que 

. una dismin¿~iÓ~:·~~,.·l~~'~c;t~id~d·":d~ la AOX lleva a situaciones de estrés 

oxidativo [Maxwell et al., 1999]. Hay evidencia de que la exposición a H202 o 

la presencia d·e inhibidores respiratorios que generan estrés oxidativo, inducen 

la síntesis de novo y la actividad de la AOX [Wagner, 1 995, Wagner y Moore, 

1997]. Algunos reportes muestran también que la actividad de AOX en plantas 

es mas elevada en tejidos verdes (hojas) respecto a tejidos no fotosintéticos 

(raíces y tallos) [Wagner y Moore, 1997]. Un efecto análogo ocurre en hojas 

maduras de chícharo con relación a hojas jóvenes [Lennon et al., 1995]. 

Adicionalmente, los trabajos anteriores sugieren un papel de la AOX durante la 

fotosíntesis, posiblemente evitando una sobre-reducción de sustratos que 

ocasiona la fotoinhibición [Hoefnagel et al., 1998]. No obstante, considero que 

la función de la AOX durante la fotosíntesis podría tener relación directa con 

su papel como válvula para disminuir la formación de ROS, ya que durante un 

periodo de fotosíntesis activa aumenta la producción de intermediarios 

reducidos (NADH, NADPHJ y oxigeno, situación metabólica que favorece la 

formación de ROS. Recientemente se reportó que al exponer a la luz hojas de 

Solanum tuberosum (papa), mantenidas previamente en la obscuridad por 4 

días, se incrementa de manera dramática la síntesis de novo de la AOX, 

partiendo incluso de niveles no detectables de la proteína en hojas control 

[Svensson y Rasmusson, 2001 J. Es importante mencionar que en dicho trabajo 

se reporta por primera vez que la expresión de una proteína mitocondrial 

depende completamente de la luz; la proteína es una NADH deshidrogenasa 

membrana) orientada hacia· la matriz, es conocida como NDA 1 y está 

codificada en el genoma nuclear. Si bien en ese trabajo se aborda 

principalmente la expresión de la NDA 1, se muestra claramente que la AOX 

también sigue un patrón de expresión dependiente de la exposición a la luz. 

Los datos anteriores ponen de manifiesto que la actividad mitocondrial 

puede estar relacionada con el metabolismo fotosintético. Si bien se ha 

sugerido que parte del metabolismo fotosintético depende, al menos 

parcialmente, del ATP suministrado por la fosforilación oxidativa [Kromer, 

1995], en este caso la NDA 1 y la AOX son enzir:nas no acopladas al proceso, 

por lo que su papel debe ser otro. La NDA 1 podría estar participando en la 
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- . .. " ·~. 

oxidación,del:N.A.01-('generado por la descarboxilación de la glicina en la matriz 

mitocondri~i ·.ciS¡a~~~ la . fotorespiración, por ello su incremento durante 

periodos de iluminación intensa [Svensson y Rasmusson, 2001 J. 

Tomando como base las evidencias y propuestas mencionadas, 

considero que la función de la AOX, al disminuir la producción de ROS, debe 

ser importante durante la fotosíntesis activa. Ampliando la propuesta de 

Hoefnagel [19981 de que la enzima participa en la regulación del nivel redox 

celular, es posible que la AOX también puede jugar un papel en el control 

global del estrés oxidativo, especialmente cuando la tasa fotosintética es 

elevada y la activación del oxígeno por intermediarios reducidos es más 

probable. El incremento en la síntesis de AOX por exposición a la luz podría dar 

indicios de que ello este ocurriendo. 

La interacción metabólica entre mitocondrias y cloroplastos no se 

conoce a fondo. No obstante, ya se han determinado algunos intercambios de 

metabolitos entre Jos dos organelos en determinadas situaciones: durante la 

fotorespiración, la síntesis de sacarosa, la síntesis de ácidos grasos en el 

cloroplasto, así como el recambio de esqueletos carbonados para la biosíntesis 

(FIGURA 28). Sin embargo, no es claro cuando y en que condiciones se 

incrementan o restringen dichos flujos. 

Si bien el conocimiento de la expresión génica dependiente del nivel 

redox celular no es profundo, se tiene evidencia de que algunos genes 

nucleares, que codifican para proteínas citosólicas o mitocondriales, dependen 

de señales plastídicas, y en algunos casos exclusivamente del transporte de 

electrones fotosintético o del nivel redox de intermediarios como la 

plastoquinona, la tiorredoxina, el glutatión o incluso el nivel de ROS [Rodermel, 

2001]. 
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_L~s. r1lº~~l;~i',;~~º~~:4:~~,,~~~§f1trol de la expresión génica implican la 
participaciórl'de ni'oléqulás:~;/1'ciaaoras o intermediarias que poseen grupos tiol, 

centros · fierro-az~ffé: '~~~~ci·~';''·h~e.;,os o flavinas [Bauer, et al., 1999). La 

polén;iii::a más importa~t~ ~s si ~xiste una red de regulación redox global o 

existen rutas que operen de manera semi-independiente o independiente 

[Pfannschmidt, et al. 2001 J. En el primer caso, considerando la participación 

del cloroplasto, la expresión de un gen nuclear dependiente del estado redox 

debe ser el reflejo de la situación promedio imperante en toda la célula. Es en 

este contexto que podemos insertar los genes nucleares Aox, ya que su 

expresión parece depender de la exposición a luz, posiblemente a través de 

sistemas de regulación que emplean intermediarios redox [Pfannschmidt, et 

al. 2001]. En la figura 29 se muestra un modelo de regulación redox de genes 

nucleares por la actividad fotosintética. 

CLOROPLASTO 

RuBP- PGA 

NADP*ATP 
PGK/GAPH 

NADP• AOP 

DHAP 

F6PJ 

l 
l 

Almidon 

Sacarosa 6P 

Pi 

MITOCONDAIA 

PGA NAOPH ....il""'":'"""L- NAOH) 

~!~H NADP/OAPH ' 

NAOP NAO• 

OHAP 

i 
F16BP 

AOP 
NAO+ 

Figura 28. Se muestran algunas rutas metabólicas que permitirían el intercambio de 
intermediarios reducidos o fosforilados entre la mitocondria y el cloroplasto durante la 
exposición a la luz. PGK, fosfoglicerato cinasa; NDK, nucleosido 5' difosfato cinasa, 
UDGP PP, UDP glucosa pirofosforilasa; FBP, fructosa 1, 6 bifosfatasa; RuBP, ribulosa 
1, 5 bifosfatasa ; GAPH, gliceraldehfdo fosfato deshidrogenasa. 
Modificado de Kromer, 1995. 
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Cloroplasto 

Citosol 

Figura 29. Propuesta de control redox de la expresión de genes relacionados con la 
actividad fotosintética. En verde se muestran los posibles sistemas sensores que 
generan los intermediarios hacia los elementos transductores (recuadro rojo). 
Finalmente se indican los ejemplos conocidos de genes que responden a este tipo de 
regulación redox. PSI, fotosistema l. PSll, fotosistema 11, PQ, plastoquinona, PC, 
platocianina, Fd, ferrodoxina, Lhcb, subunidad 2 complejo cosechador de luz, Apx; 
ascorbato peroxidasa. 
Modificado de Pfannschmidt et al, 200 1. 

Es evidente la relación estrecha entre el estado redox de Ja célula y el 

estrés oxidativo (producción de ROS). En ese sentido, la pérdida secundaria de 

Ja fotosíntesis en Polytome!la sp., posiblemente llevó a una reducción en la 

producción global de ROS y de intermediarios citosólicos reducidos como el 

NAD(P)H. La pérdida de un sistema de regulación tan importante como la 

actividad plastídica, liberó do su control a los genes nucleares dependientes o 

relacionados con Ja fotosíntesis. 

Si se considera que Ja expresión del gen Aox depende de Ja exposición a 

la luz (nivel redox-estrés oxidativo), o que incluso podría participar evitando el 

efecto fotoinhibitorio desde Ja mitocondria [Hoefenagel et al., 1998), es 

factible que su actividad se haya afectado fuertemente por Ja pérdida de Ja 
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fotosíntesis;>' En i~{.~~s'C>';. ~Cia":e~0~fres\ón, d~ los genes Aox está relacionada 

estrechameritec<:·c~ri' '1~ ~u~~iÓ~ .. tC>tosÍ~~ética, la ausencia de la actividad 

enzimáti,C?a d~ la AOX ~n un o~ganismo no fotosintético secundario podría ser, 

en términos selectivos, un fenotipo neutro o cercano a la neutralidad. En un 

contexto ecológico como el que supone la aparición de poblaciones incoloras a 

partir de ancestros fotosintéticos, es probable que ocurra la pérdida o 

inactivación de genes que no afecten la adecuación promedio de la población, 

que tengan una actividad fútil o se mantengan sin expresión. Los datos de este 

trabajo sugieren que el gen o los genes Aox de Polytomella sp. pudieron seguir 

una historia de este tipo. En la figura 30 se muestra un resumen de la 

propuesta. 

.. . 

•Pérdida de AOK 
•lnactivación de genes asociados al metabolismo fotosintético. 
·Pérdida de la pared celular 
•Pérdida de la capacidad fotoslntética 

•Pérdida de cox2a y cox2b mltocondriales 
•Exportación de cox cox2a y cox2b al genoma nuclear 
• Fragmentación cox2 mitocondrial 

Figura 30. Se ilustra un escenario evolutivo para ubicar la posible pérdida del gen (o 
genes) Aox en Polytomella sp. En esta propuesta se considera que Aox formaría parte 
de un conjunto de genes relacionados con el metabolismo celular durante la 
exposición a la luz, de este modo, una vez perdida la capacidad fotosintética la 
velocidad de mutación-inactivación de dichos genes se aceleró. 

Las clorofitas son un modelo adecuado para explorar esta propuesta, ya 

que existen al menos cuatro casos independientes de pérdida secundaria de la 

fotosíntesis, en los cuales es factible analizar el status de los genes Aox 

durante la evolución de las ramas incoloras. 
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·Es importanté:resalt~r;:(t~e?'. . órioc~h~~varios e¡jemplos de AOX activas 

en organ~sm6~ ~o JH?~~i;~~;tfi~:~I;[~JQ~·.~~g~f~~':'f:~~-;~Íngún caso se trata de 
organismos relacionadcl's'. con , Jas'.'plántas,' 'sino de hongos ascomicetos, 

basidiomicetos, tripano~on'..átidos ~~rási;~sy amibas de vida libre. Lo anterior 

pone de manifiesto que la actividad de Ja AOX no est:á relacionada 

exclusivamente con el metabolismo fotosintético, al menos en estos grupos. 

Un punto que debe contribuir a comprender mejor el papel de Ja AOX es 

determinar el posible origen del gen, ya que hasta la fecha no se conocen 

ejemplos de genes Aox en animales o procariontes, Jo que restringe su 

distribución a ciertos grupos relativamente distantes entre sí (Figura 31 ). 

A 

Eucariota 

Bacteria 

?' 

Archaea 

Olplomonadldos 

Microsporidia 

Figura 31. A, Árbol universal sin raíz construido por análisis de rRNA 1 BS. B, 
Acercamiento al ciado eucarionte, en recuadros verdes se indican los linajes en los 
que se ha identificado actividad de oxidasa alterna. 

EL ESTRÉS POR CIANURO 

La adición de cianuro a Jos medios de cultivo tuvo como finalidad 

sobreexpresar una potencial AOX; no obstante, no fue posible estimular 

ninguna actividad enzimática, ni inmunodetectar una proteína. Sin embargo, 
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los ensayos mostraron que la presencia del inhibidor en los medios de cultivo 

ocasionó cambios aparentes en la afinidad por cianuro (Figura 2 en Resultados 

publicados y Tabla 11 en Resultados complementarios). De tal manera que las 

mitocondrias provenientes de cultivos con KCN (mitK) aparentan una afinidad 

menor por el cianuro que las mitocondrias control al oxidar el succinato o el 

malato (mitc). Los resultados anteriores no eran contundentes para sugerir un 

cambio en la afinidad por cianuro en el complejo IV, ya que no se puede 

descartar que dichos cambios se deban a alteraciones en el control del flujo en 

las vías analizadas (succinato-oxígeno y malato-oxígeno). donde al menos 

están involucradas tres enzimas, un transportador y la fuga de protones. 

Para analizar solamente el complejo IV se determinó la actividad de 

ascorbato-TMPD oxidasa en presencia de antimicina. En este caso, los 

experimentos para determinar las Ki aparentes por KCN mostraron resultados 

que no permitieron esclarecer los cambios vistos con succinato y malato, ya 

que en la titulación con KCN aparecen dos componentes en ambos tipos de 

mitocondrias (Figuras 14 y 19). uno de alta y otro de baja afinidad. Este 

comportamiento puede deberse a la existencia intrínseca de dos estados del 

complejo IV, que a su vez pueden tener diferente afinidad por el cianuro 

dependiendo de su estado redox [Wilson et al., 1994). Alternativamente, 

análisis similares con otros ligandos del centro binuclear del complejo IV, como 

azida de sodio y oxígeno, indicaron que la exposición a KCN disminuye la 

afinidad aparente por dichos ligandos (Tabla 11 Resultados complementarios). 

No es claro por qué se producen modificaciones en algunos de los parámetros 

cinéticos de la citocromo c oxidasa, si bien no era un objetivo inicial perseguir 

la actividad de ésta enzima, resultó interesante tratar de abundar un poco más 

en las causas. 

El contenido de citocromos indicó que la exposición a cianuro induce un 

aumento importante (100%) de los hemos tipo A en las mitK, sin embargo, los 

datos de actividad de citocromo c oxidasa (Figura 5, Resultados publicados) 

muestran una disminución de 4 veces de la velocidad máxima en las mismas 

mitocondrias. Estos datos parecen contradictorios, sin embargo, es posible que 

el estrés por cianuro ocasione, entre otras cosas, una acumulación de formas 

inactivas de la enzima, o de algunas de sus subunidades. 
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Resultados paralelos del contenido de ácidos grasos en mitK y mitc, 

permiten observar un incremento del 30% en la relación ácidos grasos/ 

proteína por la presencia de cianuro. No existe alguna relación establecida 

claramente (in vivo) respecto al contenido de ácidos grasos y la actividad de la 

citocromo e oxidasa, pero es posible que estos cambios estén influenciando la 

actividad, la eficiencia catalítica y la afinidad por algunos ligandos de la 

enzima. En este contexto no es posible ofrecer algún comentario concluyente, 

pero definitivamente resulta claro que el estrés por cianuro afecta el 

metabolismo celular de manera global. En esta parte trabajo sólo se abordaron 

algunos aspectos puntuales de la función mitocondrial, de los cuales resultaba 

más importante para Jos objetivos iniciales la sobrexpresión de una posible 

oxidasa alterna. 
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PERSPECTIVAS 

LA FUNCIÓN DE LA OXIDASA AL TERNA 

La actividad de la oxidasa alterna durante la fotosintética durante periodos de 

iluminación y la influencia directa de la luz sobre la expresión del gen Aox, son 

puntos fundamentales para esclarecer la función de la enzima. En trabajos aún 

no publicados de otros grupos (serán presentados en un congreso próximo), se 

ha observado que también la actividad del cloroplasto influencia, al menos 

parcialmente, la expresión de la AOX .. En este sentido se vuelve muy 

interesante conocer como se regula la expresión y la actividad de la AOX en 

células n'o fotosintéticas; y para ello las algas y plantas incoloras se convierten 

en modelos.interesant~, yit que en aquellos que posean el gen (o genes) Aox 

activo, podrrii· disecarse el papel preciso de la enzima. 

Debicf8 i'~~e''~i gen Aox no está presente en Polytome//a sp. resulta relevante ,-.. ·=-·· -
explorar la· presencia y/o actividad del gen en otros géneros no fotosintéticos 

del grupo; como Polytoma y Prototheca, ya que es probable que también en 

estos géneros el gen esté ausente o inactivo. Asimismo, la facilidad para 

obtener mutantes no fotosintéticas de Chlamydomonas reinhardtii permitiría 

analizar. la .regulación y el papel de la AOX en células que han perdido la vía 
.'; . - ,,. 

fotosintética Y. explorar si en este grupo existe también un relación entre la 
: ..... ,---.-

actividad ~e la enzima y el metabolismo fotosintético. Por otro lado, es 

importante abundar sobre la función de la AOX en organismos que carecen de 

cloroplasto y no tienen un pasado fotosintético, como el caso de los hongos, 

ya que este tipo de organismos ofrecerá información sobre la relevancia de la 

enzima en organismos con un metabolismo heterótrofo ancestral. 

Otro punto a esclarecer es el origen del gen Aox. Los datos actuales 

muestran que no existen ningún gen homólogo en los genomas procariontes 

conocidos, lo que indica que el gen es de origen eucarionte. Hasta el momento 

el único gene homólogo conocido es uno que codifica para una quinol oxidasa 

de cloroplasto (ptaox) y que se ha encontrado en algunas plantas. Sin 

embargo, la existencia del ptaox no resuelve la situación del origen, ya que en 

ambos casos se trata de genes nucleares que no parecen provenir de los 
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· genomas ancestrales del cloroplé!li.!~· o Ja --~i!oc~~dria. La visión anterior debe 

cambiar cuando conozca~~~' n1~jor Ja disfribución de ambos genes en los 

distintos grupos biológicos. 

LA CADENA RESPIRATORIA 

En este trabajo se presentó evidencia marginal de Ja presencia de NADH 

deshidrogenasas alternas al complejo 1 en Polytomel/a sp., no obstante, no se 

persiguió a fondo Ja caracterización de estas posibles vías alternas. 

Actualmente se han identificado varios genes que codifican algunas de las 

NADH deshidrogenasas alternas en plantas, por lo que resulta de interés 

conocer si en las clorofitas existen proteínas homólogas a las de plantas. No 

existen reportes explícitos de este tipo de enzimas en algas verdes. 

LA RESPUESTA AL ESTRÉS EN Po/ytomsl/a sp. 

Los cambios ocasionados por Ja presencia de KCN en Ja actividad respiratoria, 

el contenido de ácidos grasos y de grupos hemo, indican que a pesar de no 

potenciar Ja presencia de una oxidasa alterna, el estrés induce una respuesta 

celular que afecta de manera general Ja función mitocondrial. Los datos 

obtenidos sólo permiten observar el efecto del estrés sobre las mitocondrias; 

sin embargo, es probable que se afecte globalmente el metabolismo celular, ya 

que el cianuro es también un inhibidor de catalasas. Respecto a este trabajo, 

resta por explorar cómo afecta la relación fípidos/proteínas Ja actividad de Jos 

complejos respiratorios, específicamente de Ja citocromo e oxidasa, donde el 

estrés por disminuye Ja afinidad por Jos ligandos del centro bimetálico y 

simultáneamente aumenta el contenido de ácidos grasos mitocondriales. 

Respecto al análisis de ácidos grasos, este trabajo resulta innovador al 

presentar el contenido de ácidos grasos mitocondriales de una alga verde. La 

naturaleza incolora de Polytomel/a sp. permitió obtener resultados claros sobre 

Ja composición de las membranas mitocondriales. Resalta el alto contenido 

(40-60 µg/mg) del ácido 2,7 hexadecadienoico (C16: 2n-7), que sólo ha sido 

reportado como traza en otras algas (ácidos grasos totales, no mitocondriales). 

Se sabe que Jos ácidos grasos constituyen el 30-40% del peso seco total en 

algunas clorofitas, por Jo que resultaría importante conocer cuanto corresponde 

70 



ª 1os ácidos grasc)s; ~itbco~dria1eX:v ,~~r pod~r evaluar una potencial fuente de 
ácido .. 2,7 h~~~decadienÓic6: Y~ :~Ú~~'~l~-~'rvci~d.es, como Parietochloris incisa, 

son emplea,das'cbitio\~~~nt~i;;;~~rta~te 'd~ ácidos grasos polinsaturados poco 
comunes, ~dm~.J1'ási~6f~~i~8Ji~Ó~;i~6'. ' .. · 
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APÉNDICE 1. MÉTODOS 

1 Cultivos celulares 

La cepa original Polytome//a sp. 198.80 (E.G. Pringsheim) se obtuvo de 

la colección ficológica de la Universidad de Gottingen, Alemania. Actualmente 

se mantiene en la Colección Microbiológica del Departamento de Biotecnología 

del .CINVESTAV-IPN, México, con el número de registro CDBB-951. Los 

~~ltivos celulares proliferaron en un medio compuesto por fosfato de potasio 

,r;;fv¡:(pH 7.0) , MES 1 O mM, acetato de sodio 0.5%, solución de Beinjerink 

o:5%tv~eleilientÓs traza [Atteia et al., 2000], complementado con tiamina 

• .. · (viiarniria,,¡s~')\]i'.o;~ª/rrÚ'; ~ cianocobalamina (vitamina 812) 0.5 µg/ml. Cultivos 
· · .· ·<::.-.- .. -.. :.;.~-~/··. :~J::·<;·;1_~:~,;:z~ ;_?g1p;,-.~~t·'/{· ~~: :¿ ,_., :; · 
de 2:' se.~0 iniciarpri1,con un inóculo de 0.2 x106 células /mi y se mantuvieron 

. por 

4~~~~~Tut\~1,~;~t:~~n r:i::a:~~ii se mantuvieron de acuerdo a lo reportado 
-,,;. 

previamente [Gorman y Levine, 1965) 

11 Aislamiento de mitocondrias 

Los cultivos se cosecharon por centrifugación a 2, 500 x g por 8 

minutos al final de la fase estacionaria (1.8-2.0 x109 células totales por cada 2 

1), que ocurre alrededor de 24-28 horas después de la inoculación,. Las células 

se lavaron con sacarosa 250 mM, MOPS 20 mM (pH 7.4) y EGTA 1 mM 

. (m!'ldio SME) y centrifugaron en las condiciones ya mencionadas. La pastilla 

celular se resuspendió en 2 mi de medio SME complementado con 0.3 de BSA 

libre de ácidos grasos. Posteriormente se efectúo la ruptura celular por 

homogeneización manual con un vástago de teflón a 4°C. El homogenizado se 

diluyó hasta 35 mi con medio SME y centrifugó a 2,500 x g por 1 O minutos. 

El sobrenadante resultante se recuperó y se centrifugó a 9, 500 x g por 1 O 

minutos. La pastilla resultante con la fracción mitocondrial enriquecida se 

incubó con ADP 0.2 mM y BSA libre de ácidos grasos 0.2 % (p/v) por 1 O 

minutos en hielo. Finalmente, la fracción mitocondrial se diluyó a 12 mi con 

medio SME y se centrifugó a 1 O, 500 x g por 1 O minutos. El rendimiento típico 

de la técnica proporcionó de 20 a 25 mg de proteína mitocondrial por litro de 
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cultivo .. La cC:mcentraé:ión de · ~roteín~" ~e ·ci~t~r~inó · ácorde 

descritos· con ani~r,ioricl~d < (Markw°~ll, 197s1. 
·.:•f'.~,' :. :',:; 

'· 

111 Consu~o de ¿~,~~'rici,,} ' .·· 

a métodos 

Se midió ~~~19'.~:~d~ un electrodo de oxígeno tipo Clark. En cada 

determinación 1 mg 'cie proteína mitocondrial se incubó en 2 mi de KCI 1 20 

mM, MOPS 20 mM,i~GTA 1 mM (medio KME) saturado con aire a 30°C. Para 

la determinación 'de la velocidad de consumo de oxígeno se consideró una 

solubilidad del o~Í~ená en agua de 400 nano-gramo-átomos/ mi, a una altitud 

de 2,240 m snm. ·, 

Activid~d d~:~ii;gro'ino e oxidasa 
ErripÍ·~~-~d6'1'~:~1/"método polarográfico ya descrito, 1 mg de proteína 

mito~ónd.ri~W?~~·;,'i'~;i;'~bÓcon antimicina 1 µM y ascorbato 5 mM en 2 mi de 

+edf~ ~:~~·:~~:~~~l~1~t~i7~t.os. Con la adición de TMPD 2 mM cómo mediador 

·del .transporte\de'felectr,ones . se inicio la reacción. Todos los ensayos se 

efectuaron a ··3¿~~~;f'Á11:ci'rn'ativamente la actividad también se determinó por 
>_ .. >.-!.:'.'::~\;:J(-~'>:~;,7?:,,·~·~:. : .'. 

espectroscopia; sigui,endo la oxidación de citocromo e de caballo a 550-540 

nm en un espect~6t·b~ó~'~úo de doble haz (SLM-AMINCO, DW-2000). En este 

caso, 1 00 µª··i~~}~!aj~:r,branas mitocondriales rotas por congelamiento-
. ·\ <-:/,~ .. ;:~~:.:'.i'G::~:::·:.:-.. -:~·::· ·:-' 

descongelamien~O/seJncubaron en 1 mi sacarosa 250 mM, HEPES 1 O mM (pH 

~·¡~:~. Ec~: Al~l::~~~f~~~¿~ ~~o:r~~~ :nt~:i~::a~loµ:dau~~:c ~reL~:~:~~:nc=~ 
ditioni1:a y'¡)~/iff~ado posteriormente en una columna de Sephadex G-25 (1 O 

cm x.1 imriii: .. 

IV Potencial de membrana 

Como indicador de la generación de potenciales transmembranales se 

empleó el catión lipofílico safranina O de acuerdo a los métodos reportados 

[Zanotti y Azzone, 1980]. Los cambios de absorbancia a 554-520 se midieron 

en una mezcla de 1 mg de proteína mitocondrial con 3 mi de medio KME, 

K2P04 5mM y safranina 0.8 µM a 30°C. La reacción se inició adicionado 

sustratos mitocondriales oxidables. Asimismo, se determinó el efecto de 
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diversos inhibidores respirat'oricis. En la figura A se muestra un frazo 

repre~entatÍvo 'del 'ca¡.;,bio en la absorbancia de la safranina durante la 

oxidación de s~stratos. 

CCCP 

0.06 
o 
"' "' ..;. 
"' "' <ti ·¡:; 

0.04 e: 
<ti .e 
o 
"' .e 

Mt s <t 
0.02 ~ ~ 

o 2 3 4 

minutos 
Figura A. Potencial de membrana detectado por el cambio de absorbancia (554-520 
nm) de la safranina O. 1 mg de proteína mitocondrial (Mt) se incubo en medio KME 
adicionado con safranina 8 µM. Posteriormente se agrego succinato 1 O mM (S). 
después de 3 minutos el potencial se abatió con CCCP 0.5 ~1M 

El potencial : eléctricci ·· transmembranal se cuantificó mediante la 

distribución del catión [3H)TPP+, acorde con el método reportado anteriormente 

[Moreno-Sánchez et al., 1995). Se incubaron por minuto 2 mg de 

mitocondrias, en 0.5 mi de medio KME, K2P04 5mM y 8 µM de [3 HJTPP+ 

(0.05-0.07 µCi/nmol). a 30°C en viales con capacidad de 20 mi. La reacción 

se inició adicionando sustratos oxidables, inhibidores o agentes desacoplantes, 

según se indica en la sección de Resultados publicados. Después de 3 minutos 

en agitación constante a 30°C la reacción se detuvo por centrifugación a 14, 

000 x g por 2 minutos a 4°C, empleando tubos de plástico con capacidad de 

1.5 mi (Eppendort). La radioactividad remanente se cuantificó en el 

sobrenadante y la pastilla. Finalmente, la distribución del [3H)TPP+ se calculó 

empleando la ecuación de Nernst y considerando la unión inespecífica del 

catión a las membranas mitocondriales [Rottenberg, 1984). 
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V. síntesis de A TP 

La velócidad. de· la fosforilación ox.idati.va se determinó mediante la técnica 

radioactiva previamente descrita [Moreno-Sánchez, 1985). Alícuotas de 1 mg 

de proteína mitocondri~I s:e ~diéion~ro~ a 1 ~I de medio KME, 32Pi ( 1-1. 3 

µCihtmol), glucosa 1 O mM; Pi 5 :111M y 1 mg hexocinasa de levadura (20 

unidades/mg) y en pr~sencia de ,distintos sustratos, inhibidores o agentes 

desacoplantes, según se indicó en cada caso. Se emplearon tubos de ensaye 

con capacidad de 8 mi. Cada muestra se incubó por 3 minutos a 30°C en 

agitación constante y la reacción se detuvo por adición de ácido tricloroacético 

5 % frío (en hielo). Las muestras se centrifugaron inmediatamente a 3, 500xg 
' - . . ' 

por 1 O mi11utos. Se recuperó 1 rnl. del sobrenadante obtenido para extraer el 
32Pi·no incoiporado. Las extracc'íones se hicieron con una mezcla de molibdato 

··.··---· ''· ,., . . - .-,, . -,;. ·, 

. de. élrnonioiácido sulfúrico, empleando acetona y n-butil acetato como 

sblv~At~s or'gánicos. La extracción/de la fase orgánica por agitación vigorosa y 
.~ . . . .. 

centrifugación se repitió al menos 3 veces. La fase acuosa resultante se 

empleó para determinar por radiación Cerenkov la cantidad de 32Pi incorporado 

al ATP y glucosa 6-P. 

VI Contenido de citocromos 

Para la determinación del contenido de grupos hemos totales mitocondriales se 

efectuaron espectros diferenciales de acuerdo con el método descrito 

previamente [Bravo et al., 2001 J. Para citocromos tipo b se uso el par reducido 

con ditionita contra reducido con ascorbato, para citocromos tipo a reducido 

con ditionita contra oxidado con persulfato, y para citocromos tipo e reducido 

con ascorbato contra oxidado con persulfato. Las determinaciones se 

efectuaron a partir de 1 mg de proteína mitocondrial en 1 mi de medio SME: 

glicerol ( 1: 1) a temperatura ambiente. Para la cuantificación se emplearon los 

siguientes coeficientes de extinción molar: Ei563-57Bnm) = 26 mM·1cm-1 para 

citocromos tipo b [Priest et al., 1992), Ei609-630nml = 16 mM-1cm-1 para 

citocromos a + 83 [Gray et al., 1994) y Ei550-540nm) = 1 7, 5 mM-1cm-1 para 

citocromos tipo e [Degli-Esposti et al., 1991). En la figura 8 se muestra un 

espectro representativo reducido (ditionita) menos oxidado (persulfato) de 

mitoocndrias de Polytome!la sp. 
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Figura B. Espectro diferencial reducido (ditionita) menos oxidado (persulfato) de 
mitocondrias de Polytome/la sp. Se emplearon 2 mg/ml de proteina mitocondrial en 
cada celda. Se muestra un barrido de 414 a 645 nm y se indican Jos picos a de 
absorción para Jos hemos tipo a (609nml. tipo b (566) y tipo e (552nm). 
respectivamente. 

VII Cuántificación de ácidos grasos mitocondriales 

Se· empleo la técnica reportada previamente con ciertas modificaciones [Folch 

.et 0 al., ,1957). A muestras de 10 mg de proteína mitocondrial se adicionaron 

de .500 µg butil-hidroxitolueno (BHT) y se almacenaron a - 70ºC hasta su 

procesamiento. Después de descongelar se agregó 1 mi de BHT 0.02% en 

. metanol, 50 µg fosfatidilcolina-diheptadecanol como control, 1 mi de NaCI 

0:9% y 2 mi de cloroformo. La muestra se agitó por 20 segundos y 

posteriormente se centrifugó a 1, 600 x g por 5 minutos. A la fase orgánica 

obtenida se le agregó 1 .5 g de Na2SQ4 (anhidro). Después de agitar se filtró por 

una columna de algodón en una pipeta Pasteur. El solvente se evaporó por 

flujo de N2. Las muestras secas se mezclaron con 0.1 mi de tolueno, 2 mi de 

metanol anhidro y 0.04 mi de ácido sulfúrico [Christie, 1989), con la intención 

de formar derivados metil-éster de los ácidos grasos. Las muestras se 

hornearon a 80°C por 2 horas. Posteriormente se agregó a cada muestra 1 mi 

76 
TESIS CON 

!7Ai"LA DE ORIGEN 



. - . - .. -· 

de NaCI 5%; 2 rni'de.hr~a;no•y se mezclaron vigorosamente. 

evaporó ~I· ~ol~~n~~ ;~r fl-~j~ de N2,. sin burbujear. 

Finalmente se 

Las muestras así obtenidas se analizaron por cromatografía de gases en 

una columna CPSIL aes en un cromatógrafo Cario Erba 2300. Se utilizó helio 

como acarreador a un flujo de 1 ml/min a 195 ºC 

VIII Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodetección 

La electroforesis en poliacrilamida y la inmunodetección se efectuaron acordes 

con los métodos ya reportados anteriormente [Shagger et al, 19a6 y 

González-Halphen et al., 1 9881. respectivamente. 

Para la inmudetección se empleó un anticuerpo convencional generado 

contra la proteína recombinante AOXI de Chlamydomonas reinhardtti, regalo 

de Stacie Nakamoto del grupo de Sabeeha Merchant en la Universidad de 

California en Los Angeles [Nakamoto, 2001]. 

IX Extracción de DNA total de Po/ytomt1lla sp. y C. rsinhardttl 

Los métodos empleados para la extracción de DNA por solubilidad diferencial 

con fenal-cloroformo fueron los mismos ya reportados en trabajos anteriores 

de nuestro grupo [Antaramián, 1998; Pérez-Martinez, 2000]. 

X Hibridación tipo Southern 

Para cada análisis, 30-40 µg de DNA total digerido con endonuleasas de 

distinto tipo en cada caso, se corrieron en geles de agarosa 0.9% en Tris

borato-EDTA (medio TBE) por 6 horas a 25 V. Después de desnaturalizar 1 

hora con NaOH 1 M/ NaCI 1.5M y posteriormente neutralizar por 1 hora con 

Tris 1 M (pH 8.0)/ NaCI 1.5M, el DNA se transfirió por capilaridad con 

amortiguador SSC a una membrana de nylon (Hybond, Amersham) 1 OX. Se 

efectúo un entrecruzamiento del DNA transferido con la matriz de nylon 

mediante exposición a radiación UV (Stratalinker, Stratagene). 

La membrana se mantuvo por 3 horas en el amortiguador de 

prehibridación (SSC 6X, reactivo de Denhardt 5X, Tris-HCI pH a.o, EDTA-Na 2 

mM pH a.o, SDS 0.2 % y DNA de esperma de salmón 0.1 mg/ml) a 50ºC. La 

sonda de DNA de doble cadena (30-50 ng) se marcó con dCTP-y32P por el 
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métod~ de cebadores al azar (Random Primer, Gibco-BRL) y se purificó por un 

sisterÍia C:Íe ~entrifugación (Micro Bio-Spin 30, Bio-Rad). Una vez marcada Ja 

sonda se colocó en agua en ebullición por 1 O minutos y se transfirió 

inmediatamente a hielo por 1 O minutos más. Finalmente, Ja sonda se adicionó 

al medio de prehibridación. La hibridación se efectuó a Ja temperatura 

adecuada (50 a 60 ºC) durante 1 2 horas como mínimo. 

Secuencias de cDNA empleadas como sondas en Jos ensayos de hibridación 

tipo Southern 

A) cDNA Aox de Mangifera indica (Mango) 

Definición: Mangifera indica (cv Manila) AOMI 1 mRNA. 
Numero de acceso GeneBank: X79329 

Cruz-Hernández,A. and Gómez-Lim,M.A. (1995). Alternativa oxidase from 
mango (Mangifera indica, L.) is differentially regulated during fruit ripening. 
Planta 197: 569-576 

1 cacgagggac tttgtaagga tgacggtgat gcgaggtctt ttaaacggtg ggaggtacgg 
61 caaccggtac atttggacgg cgatctccct acggcatccg gaggttatgg agggaaacgg 

121 cttggagtcg gcagttatgc aatggcggag gatgttgagc aacgccggtg gagctgaagc 
181 ccaagtgaaa gagcagaaag aggagaagaa agatgcgatg gtgtccaatt attggggaat 
241 ttccaggcca aagatcacta gggaagacgg ctcagagtgg ccttggaact gcttcatgcc 
301 atgggaaact tatcggtcag acttatcaat tgatttgaag aagcatcatg taccaaggac 
361 atttatggat aaatttgcat acaggactgt gaaaatcctt cgagttccaa ctgatatctt 
421 ttttcagaga cgttatgggt gtcgggcaat gatgctggaa acagtggctg ctgtgcccgg 
481 aatggttgga ggcatgttgc tgcatctgaa gtctctccgc aagttggagc aaagtggtgg 
541 ctggatcaaa gccttgcttg aagaagcaga gaatgagagg atgcatctca tgaccatggt 
601 ggagcttgtg cagcctaaat ggtatgagag gctgctggtt cttgctgtgc agggagtctt 
661 ctttaactca ttctttgtgc tttatgtact ttctcccaaa ttggcacata gaattgtcgg 
721 gtatttggag gaggaagcta tccactccta tacagaatat ctcaaggata ttgacagtgg 
781 tgcaataaaa aatattccag ccccagctat tgcaattgac tattggagac ttcctaagga 
841 tgctaccctc aaggatgtta tcactgtggt ccgtgctgat gaggctcatc atcgagatgt 
901 caaccatttc gcatctgatg tacaagttca ggggaaggaa ttgagagatg caccggcccc 
961 cgttggttat cactagcggc ctatttcact attcagggta taattttact ttttgtatct 

1021 gctgagaata ctataatagt actactatag gaatatgaaa tatgtacgca agtactaaat 
1081 agtatgtggt atttgtatct gctgtaaaag aaaacaaatt attgtatgtt gtggattaac 
1141 ttgattgaat ttaacaagca ttaaagccga acttcgggaa aaggattggc tctgagggat 
1201 gggcacgggg gtcccacgtc ccgaagtcgg ctgtcggtgg actgctcgag ctgctccsgc 
1261 ggcgagacgg ggtcgccggt gccgccgggg gacggactgg gaacggctcc tccgggggcc 
1321 ttccccgggc gtcgaacagt cgactcagaa ctggtacgga caaggggaat ccgactgttt 
1381 aattaaaaca aagcattgcg atggtccctg cggatgctca cgcaatgtga tttctgccca 
1441 gtgctctgaa tgtcaaagtg aagaaattca accaacgcgc ggtaaacggc ggagtaacct 
1501 atgactctct taaggtagcc aaatgcctcg tcatctaatt agtgacgcgc atgaatggat 
1561 taacgagatt cccactgtcc ctgtctacta tccagcgaaa ccacagccaa gggaacgggc 
1621 ttggcagaat cagcggggaa agaagaccct gttgagcttg actctagtcc gactttgtga 
1681 aatgacttga gaggtgtagt ataagtggga gccgaaaggc gaaagtgaaa taccactact 
1741 tttaacgtta ttttacttat tccgtgaatc ggaggcggca ctgcccctct ttttggaccc 
1801 aacgccccgg cgggccgatc cgggcggaag acattgtcag gtggggagtt tggcctcgtg 
1861 ce 
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8) cDNA parcial de Aoxde Ch/11mydomon11s sp WBO 

Definicion: Chlamydomonas sp. WBO cDNA parcial de Aox 
Numero de acceso GeneBank: AB009087 

1 ggatcccccg ggctgcaggc gctgctcgag gaggcggaga acgagcgcat 
61 accttcctgg agatgcgcca gccaagctgg atgttccgcg cggcggtgtt 

121 ggagcgtact tcaacatgtt tttcatttcc tatctcatct cgccaaagtt 
181 gtcgtgggct acctcgagga ggaagctgtc aagacgtaca cgcacctgct 
241 gacgccggtc acgtgtggaa ggacaagccg gcgccgaaga ccggcattgc 
301 ctgtcgccgg acgcaacgat gcgcgacctg atccttgccg tccgcgcgga 
361 cactcgttgg tcaatcacac cctgagcgag atcccctcgg acgcgccaaa 
421 gagccagcaa aggctgacgc tttcagcaag gcagagaaca agctgtgagc 
481 ttctgatcac agacttccag ctgcatgtgt gcgcatgtga gctgcagctg 
541 gctggtgtcc tttgagcgaa tgggctgatc agcattaagg aatgattgtc 
601 gccgttgaga tgaagcttct ttgcgcggcg ggcgtgtgcg tgcaatcaag 
661 gatgtttgag tattgggcag agaagaagac ctt.gggcaat acatcgtgtg 
721 accgccatac cacgacgggg ggtgctgcct ggtcttgagg cttgctttgt 
781 gaagcattaa gagtggttct gcctctcctg ccactgctgc tactgattac 
841 ttttcctgtt cttcctgtgg ggaataacgc tcccaccgga gaggtgcaca 
901 ggctgacaaa gctggcggaa gtcgaagatt gcattggtaa aactgataaa 
961 gggacgaaac tcccgccgca atgcactaaa actgccccgt gacagtagtc 

1021 accttgtggt gcctctagtt tggcgcgtcg tcaagtgtaa acacatgtat 

gcacctgctg 
gctggcgcag 
ctgccacgcc 
tcacgacatt 
gtactggaag 
cgaggcgagc 
cccgttcatc 
aacaactacc 
ccggcgtgct 
tacaacagtc 
caatgcaagc 
gccgctggaa 
ggattggagg 
actgatgttt 
gcgaggattt 
gtgcaccccc 
agttgatcaa 
gaag 

En letras obscuras se muestra la región codificante en la clona completa. 

XI Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se prepararon las mezclas descritas por los fabricantes de la DNA polimerasa 

empleada ( Taq PCR core kit, Qiagen). En cada reacción se empleó de 0.5 a 1 

µg de DNA templado, 200 µM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), 200 pmoles de cada oligodesoxinucleótido cebador (primers), MgCl2 1 

mM (en ocasiones se incrementó la concentración hasta 2 mM) con 0.5 µI de 

Taq DNA polimerasa (5 unidades/µ!, Oiagen) en un volumen final de 50 µI con 

agua esterilizada. 

Los ciclos de amplificación fueron los siguientes: 

Desnaturalización inicial 

Desnaturalización 
Alineamiento 
Extensión 
ExtBnsi4n final 

Temperatura 
ºC 

94 

94 
variable 

72 
72 

79 

Tiempo 
minutos 

5 

i·· J 
8 

30 ciclos 
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Desoxioligonucleótidos empleados como cebadores en la reacción en cadena 
de la polimerasa. 

10 20 30 
5' --- --- 3' 

CSP1F GTC TTG ACA GCT TCC TCC TC 
CSP1R GAG AAC GAG CGG CAT GCA CCT 

PA01F GAG ACY GTY GCY GGY GTY CCY GGY ATG G 
PA02F GAG GCY GAG AAC.·• GAG CGY. •ATG e 
PA03F GTY GGY TWC CTY GAG GAG GAG GCY G 
PA03R ACR GCC TCC TCC TCR·AGG WAR ce 
PA04R TGG CAR GCC TCR .. TCR GCR CG 

CRAOXF CTC CAT GAC CGA GGC CCA GTG G 
CRAOXR GGC ATC AGT GCT GGG GTT GAG e 

Y= C ó T, R= A ó G, W= A ó T 

XII Purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa 

Una vez separados por electroforesis los fragmentos a purificar se escindieron 

del gel y se extrajeron de la matriz de agarosa mediante el sistema de 

solubilización, centrifugación y precipitación Quiaex 11 agarose gel extraction 

(Quiagene). 

XIII Clonación de productos de PCR 

Una vez purificados los productos de PCR obtenidos se ligaron al plásmido 

pGEM empleando el sistema pGEM-T Easy Vector (Promega). Las 

transformaciones por choque térmico de células competentes de Escherichia 

coli se efectuaron siguiendo los protocolos previamente reportados por nuestro 

grupo [Pérez-Martínez, 2000]. La selección de clonas de interés se llevo acabo 

por resistencia a ampicilina y ausencia de actividad de j3-galactosidasa. El 

p/aqueo se hizo en medio LB-agar 1 % con ampicilina 1 00 µg/ml en presencia 

de 1 O µI de IPTG 800 mM y 40 µ1 de X Gal 2%. 
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XIV Purificación de plásmidos 

Miniprt1paraciont1S 

APÉNDICE l. MÉTODOS 

Purificaciones preparativas de plásmido se efectuaron a partir de las 

clonas seleccionadas y crecidas en medio LB-agarosa, ampicilina 100 µg/ml 

por 1 2 horas. Se empleó el método ya reportados en trabajos anteriores 

[Pérez-Martfnez, 2000]. Alternativamente, se emplearon cultivos líquidos de 1 O 

mi de las clonas seleccionadas y se procesaron con el protocolo Wizard Plus 

SV (Promega). 

PrBparaclonBB grandBS 

A partir de cultivos de 40 mi y de 1 2 horas de crecimiento se aislaron 

los plásmidos mediante el sistema Plasmid Midi Kit (Quiagen) 

XV Secuenciación de DNA 

Se emplearon los secuenciadores automáticos ABI prism 310 Genetic Ana/yser 

(Perkin-Elmer). 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

1 Alineamineto de PRC18 

Ch/amydomonas reinhardtii oxidasa alterna 2 (CAOX2). 
Numero de acceso GeneBank: AF314255. Secuencia genomica 
Tamaño = 4255 pb ·. 
Marcador = 1106 bits (558), esperado = O.Oº 
Identidad 601/610 (98%), huecos = 4/610 (0%) 

PRC18 1 gtcttgacagcttcctcctccaagaagcccaccgcggcgtggcaggtgcgcggcgatacc 60 
11111111111 111111111111111111111111111111111111111111111111 

CAOX2 2532 gtcttgacagcctcctcctccaagaagcccaccgcggcgtggcaggtgcgcggcgatacc 2473 

61 aggtagctgcaagggacacgggtgtgcgtgagtacgatggcgagaaatgttagctagtgt 120 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2472 aggtagctgcaagggacacgggtgtgcgtgagtacgatggcgagaaatgttagctagtgt 2413 

121 gaatgcaaatgcaagacgccgtcgggtgctccaggctgcggcagggcgttgcagcgggtt 180 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2412 gaatgcaaatgcaagacgccgtcgggtgctccaggctgcggcagggcgttgcagcgggtt 2353 

181 ggtgtgctggccatccacgccgtcgcggcttacccgatgaagtagaggttccagaacacg 240 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2352 ggtgtgctggccatccacgccgtcgcggcttacccgatgaagtagaggttccagaacacg 2293 

241 ccctgcgcaacaatgatggatgcgcggaacaggggaccgggcttgcgcagctcgaagaac 300 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2292 ccctgcgcaacaatgatggatgcgcggaacaggggaccgggcttgcgcagctcgaagaac 2233 

301 gtcagcctgtaccggcgatggggggaggagcagctggtcagcgggcgcgagaggtagtgt 360 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2232 gtcagcctgtaccggcgatggggggaggagcagctggtcagcgggcgcgagaggtagtgt 2173 

361 ttgagcgcaggggatcccctgattgagtgggtgatgatgagcggcagctgcggtcgggcc 420 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2172 ttgagcgcaggggatcccctgattgagtgggtgatgatgagcggcagctgcggtcgggcc 2113 

421 gcaggcacggcaactgcttgggggcgtagacgtgaggccagcatcgggatagctccgtgg 480 
111 11111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2112 gca-gcacggcaactgcttgggggcgtagacgtgaggccagcatcgggatagctccgtgg 2054 

481 aaatgggatagcttcgtggaaataaaggtgcgtggatgccggcattcgaggatcgagttt 540 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

2053 aaatgggatagcttcgtggaaataaaggtgcgtggatgccggcattcgaggatcgagttt 1994 

541 tgcaca-ggtacgctggctaggtggct-gccggaggacgg-ttacttacaggtgcatgcc 597 
111111 11111111111111111111 111111111111 1 111 111111111111 

1993 tgcacacggtacgctggctaggtggctggccggaggacggctcactcacaggtgcatgcg 1934 

598 gtcgttctca 607 
111111111 

1933 ctcgttctca 1924 
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11 Alineamiento múltiple de AOX de especies diversas 

Nicotiana 
Catharanthus 
Sauromatum 
Oryza 
Arabidopsis 
Mangifera 
Dictyostelium 
Chlamydomonasl 
Chlamydomonas2 
Podospora 
Neurospora 
Magnaporthe 
Ajellomyces 
Candi da 
Pichi a 
Trypanosoma 

Nicotiana 
Catharanthus 
Sauromatum 
Oryza 
Arabidopsis 
Mangifera 
Dictyostelium 
Chlamydomonasl 
Chlamydomonas2 
Podospora 
Neurospora 
Magnaporthe 
Ajellomyces 
Candi da 
Pichi a 
Trypanosoma 

Nicotiana 
Catharanthus 
Sauromatum 
Oryza 
Arabidopsis 
Mangifera 
Dictyostelium 
Chlamydomonasl 
Chlamydomonas2 
Podospora 
Neurospora 
Magnaporthe 
Ajellomyces 
Candi da 
Pi chia 
Trypanosoma 

RYPTDIFF-------------------------QRRYGC 
RWPTDLFF-------------------------QRRYGCRA·' 
RWPTDIFF-------------------------QRRYAC ··• 
RFPTDIFF-------------------------QRRYGC 
RIPTDIFF-------------------------QRRYGC 
RVPTDIFF-------------------------QRRYGCRA 
RKFSNLFF-------------------------KEKFLHYA! 
RYLFDKATGYTPTGS----------------~TEAQW!.~I 
RWTFDKLTGYGPN------------------MTE~WLQR.M;t ... 
RWGTDIATGIKPEQQ-VDKSNPTTAVAAQKPLTEAQWLVRF;I: 
RWATDIATGIRPEQQ-VDKHHPTTATSADKPLTEAQWLVRFI 
RWGMDKVSGLSSEQQQINKGSPTTSIVAAKPLTEAQWLSRF;I1 
RWATDLATGYRHAAP----GKQGVEVPEQFQMTERKWVIRF~: 
RQCFDLVTGYAVPKT--NN--PDEFKGTRWEMTEGKWLTRC~ 
RASFDFVTGYKKPKD--VNGMLKSWEGTRYEMTEEKWLTRC;I 
RWLFDTFSLYRFG-----------------SITESKVISRCµ 

KSLRRFEQSG 
KSLRRFEHSG 
KSLRRFEHSG 
RSLRRFEQSG 
KSIRKFEHSG 
KSLRKLEQSG 
KTLRNMQ-SN 
KSLRSMSRDR 
KSLRSMKRDH 
ESLRRLKRDN 
HSLRRLKRDN 
HSLRRLKRDN 
RSLRRMKRDN 
HSLRMLRRDK 
HSLRLLKRDK 
SSLRYMTRDKG 

•• * * 

PAOF2 

PAOFl 

_';(.fMEY~PNWYERALVFA 
·~FMEVS~PRWYERALVFA 
'l;'.FMEV}.\QPRWYERALVLA 

.TFMEVANPKWYERALVIT 
TMMELVKPKWYERLLVML 
TMVÉLVQPKWYERLLVLA 

LSFMELTKPTLLERGMVAV 
l:'l'·li'LQLRQPGPAFRAMVIL 
L'l;'~E~PGPLFRASIIV 
L'f~C.Ef PGWFMKTMI LG 
G:J;'.~CEPGLLMKTLILG 
L'fFL~MCEPGWLMKILIIG 
LSFLKLAQPGWFMRLMVLG 
LTFIKIGKPSWFTRSIIYV 
LTFI.KIGNPSWFTRFI IYM 

TFIELRQPGLPLRVSIII 
••• *. *. . . . . • * * .. 

PAOF3 

TEFLKELDKG------NIENVPAPAIAIDYCRLPKD-S 
SEFLNELDKG------NIENVPAPAIAIDYWQMPPD-S 
TEFLKDIDNG------AIQDCPAPAIALDYWRLPQG-S 
TEFLKDLEAG------KIDNVPAPAIAIDYWRLPAN-A 
TEFLKDIDNG------KIENVAAPAIAIDYWRLPKD-A 
TEYLKDIDSG------AIKNIPAPAIAIDYWRLPKD-A 
THMLEDIDSG------KVPNYKAPQIAIEYWGLPED-A 
THALVEIDAG---RLWKD--TPAPPVAVQYWGLKPG-A 
THALQEIDAG---RLWKG--KVAPPIACEYWGLKPG-A 
TRCIREIEQG-DLPKWSDPNFQIPDLAVTYWKMPEGKR 
TRCIREIEEG-HLPKWSDEKFEIPEMAVRYWRMPEGKR 
TRSIEELERG-DLPKWSOPKFQVPEIAVSYWGMPEGHR 
THAIKDLESG-KLPNWAN--QPAPDIAVAYWQMPEGKR 
SHLLDELAVPGKLPAFET--MKIPEVAVQYWPELTPKS 
THLIKDIDSK-RLPKFOD--VNLPEISWLYWTDLNEKS 
TGVMRAIDEG----RLRPTKNOVPEVARVYWNLSKN-A 

*•***•*• ••• . . ... 
PAOR3 
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Nicotiana 
Cathara:1t:hus 
Sauromatum 
Oryza 
llrabidopsis 
Mangifera 
Dictyostelium 
Chlamydomonasl 
Chlamydomonas2 
Podospora 
Neurospora 
Magnaport:he 
Ajellomyces 
Candi da 
Pichi a 
Trypanosoma 

Nicotiana 
Ca tharan thus 
Sauromatum 
Oryza 
Arabidopsis 
Mangifera 
Dictyosteli um 
Chlamydomonasl 
Chlamydomonas2 
Podospora 
Neurospora 
Magnaport:he 
Aj el l omyces 
Candi da 
Pichi a 
Trypanosoma 

APENDICE l. METODOS 

FAS-----------------------------------0 
YAS-----------------------------------0 
FAS-----------------------------------0 
FAS-----------------------------------0 
FAS-----------------------------------0 
FAS-----------------------------------0 
EISNKIVLNNN---EPIILENHFHKPTIINPVGEEEIKE 

A~ll/\H.mll\mTLSQLNPSTDA---NPFATGASQL-P------------

PAOR4 

TLSGL-PATAP---NPFAYGASQL-P------------
TLSNLNHKEDP---NPFVSDYKC--DADHQRP----NPA 
TLSNLDQKEDP---NPFVSDYKE--GEGGRRPV---NPA 
TLGNLNQVEDP---NPFVSDYK----GDKPRP----VAA 
TLANLKQGVDP---NPYAAKYDNP-EAPHPTKS---AEI 
TFANLEQKTDR---NPFALKIEG--LNK-PQPN-HGINV 
TLANLEQKKDR---NPFALKVED--VPKEQQPDEYSLKT 
TFADMHEKRLQNSVNPFVVLKKNPEEMYSNQPSGKTRTO 

IHYQGQQLKDSPAPIGYH-------------------
IHYKGLELKEAAAPLDYH-------------------
VHYQDLELKTTPAPLGYH--------------------
1 HYQGMELKQTPAPIGYH-------------------
IRNQGKELREAAAPIGYH-------------------
VQVQGKELRDAPAPVGYH---------------:..---
HSQEGIRIEKKINPTSEL---------------~~;--

LKPTGFERSEVIG---------------:..-:..:.._:_ ___ _ 
LKPTGFERAEVIG--------------:..-----,-·--'-,
SRPEGFEREEVIGKEVIGKEVIEKDVIGKEVLGKQVSV 
VKPTGWERDEVI----------------------.---
MRPTGWEKQDLQL--------------------:..---'
PHPEGWNREQMRL------------------------
FGSEGAKTASNVNKHV----------------------
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Abbrcviations 

<H> 
mesoH 
mtDNA 
MTS 
nt 
TIM-TOM 
atp6 
·cox2 
cox3 

local hydrophobicity 
mesohydrophobicity 
mitochondrial DNA 
mitochondrial targeting sequence MTS 
nucleotides 
translocases ofthe mitochondrial inner and outer 
gene encoding subunit a (ATP6) ofthe F1Fo-ATP synthase. 
gene encoding subunit ll (COXII) of cytochrome e oxidase. 
gene encoding subunit llI (COXIII) of cytochrome e oxidase. 
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ABSTRACT 

Mitochondrial genomes encode a limited set ofpolypeptides that are components of 
the membrane-embedded oligomeric complexes that participate in oxidative 
phosphorylation (OX-PHOS). It has been proposed that the genes that remained localized 
in the mitochondrial genome are those that encade highly-hydrophobic polytopic proteins, 
containing two or more heliccs that span thc membranc. The 15.8 kb linear mitochondrial 
genome (mtDNA) ofthe green alga Ch/amydomonas reinhardtii lacks several ofthe genes, 
encoding essential components of OX-PHOS, that are typically found on mtDNA, 
including cox2, cox3 and atp6. These genes were transferred to the nucleus of this alga 
where they were modified to pennit their successful expression in the nucleus of C. 
reinhardtii. In an extreme example, the cox2 gene, encoding the COXII subunit, has been 
split into two genes whose products, COX IIA and COX llB are predicted to form a 
heterodimeric subunit. The predicted COX HA, COX lll, and A TP6 polypeptides ha ve long 
putative mitochondrial targeting sequences (MTS) and exhibit diminished physicochemical 
constraints · for import into mitochondria. The mean hydrophobicity of the nucleus-encoded 
proteins is diminished, particularly in those transmembrane stretches that are thought not to 
participate directly in proton translocation or in inter-subunit contacts, as shown for the 
ATP6 and COXllI subunits. Based on these results, we suggest sorne conclusions on the 
allotopic expression of human mitochondrial genes and on the design of mitochondrial gene 
therapy strategies. 

J. INTRODUCTION 

In sorne members of the chlorophyte algae from the family Chlamydomonadaceae, 
several genes that are norrnally found in the mitochondrial genomes, like cox2, cox3, and 
atp6, naturally reside in the nucleus. The study of these genes, and the structural changes 
that allowed their successful relocation to the nucleus, are the subject of this review. To 
illustrate this transfer process, we first briefly address the large diversity of mitochondrial 
genomes in nature, and in particular, those ofChlorophycean algae. We then summarize the 
evidence for the prevalent and on-going transfer of mitochondrial genes to the nucleus, 
review this process in chlamydomonad algae, and address why sorne genes have remained 
in mitochondrial genomes. We suggest that nuclear genes encode mitochondrial membrane 
proteins whose overall hydrophobicity has decreased as compared to its mitochondria
encoded counterparts. We also show that the hydrophobicity has decreased preferentially in 
those transmembrane rcgions of the protein that seem not to be critica! for function or for 
inter-subunit interactions. Finally, we suggest sorne conclusions for consideration when 
designing mitochondrial gene therapy strategies involving allotopic expression of 
mitochondrial genes. 

2. THE LARGE DIVERSITY OF MITOCHONDRIAL GENOMES IN NATURE. 

Mitochondria are believed to ha ve evolved from endosymbionts [ 1,2] that derived 
originally from free-living cx-proteobacteria [3,4,5,6], related to the contemporary members 
of the genus Rickellsia [7]. The nature of the host with whom the endosymbiosis was 
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established remains a matter ~f d~b~t~;:¡fatit is thought to be either an archeon or an 
amitochondrial eukaryote [8]. lt is;believed tha(the endosymbiotic event that gave rise to 
mitochondria occurred only onc.e in. evolution [9], and that it was followed by a massive 
transfer of genes to the nucleus, followed by a more gradual transfer [ 1 O] that seems to be 
an ongoing process [11]. This long-tenn migration process gave rise to the present highly 
reduced mtDNAs. 

Mitochondrial genomes from different species vary in sizc as well as iri 
organization. In general, they encode ribosomal RNAs, tRNAs, and a limited set of 
polypeptide subunits of OX-PHOS proton translocating complexes, plus a variable set of 

. proteins involved in mitochondrial protein synthesis [5]. The majority of mitochondrial 
proteins are nucleus-encoded, translated in the cytoplasm, and translocated through a 

· specialized import-machinery known as the TOM-TIM complex [12]. In yeast, more than 
400 mitochondrial proteins (97% of all proteins required far mitochondrial function) are 
encoded in the nucleus [13]. Many proteins imported into mitochondria contain a 
mitochondrial targeting sequence (MTS), generally a small, cleavable presequence of 20 to 
40 amino acids, capable of forming an amphiphilic a-helix, that is recognized by the 
mitochondrial TOM-TIM machinery. 

A wide spectrum of gene content of mitochondrial genomes is found in nature. The 
60. kb mtDNA ofthe flagellate Reclinomonas americana [14), "the milochondrion that time 
forgot" [15], resembles a highly reduced bacteria! genome. This mtDNA encades 24 

· .proteins that participatc in OX-PHOS, plus a set of 38 additional proteins involved in 
translation, transcription, protein import, and maturation. The R. americana mitochondrial 
genome is thought to be the extant mtDNA that most closely resembles the proto
mitochondrial genome. At the other end of the mtDNA complexity-spectrum, there is the 
highly reduced 6 kb mtDNA of the apicomplexan parasite P/asmodium fa/ciparum, that 
contains only 3 genes encoding components of the mitochondrial respiratory chain - cob, 
coxl, and cox3 [16,17]. cob and coxl are present in all mitochondrial genomes known to 
date. Thcir gene products are highly hydrophobic polytopic proteins that function as central 
components of proton translocating complexcs: cytochrome b of thc bc1 complex, and 
subunit l of cytochrome c oxidase. In the small circular mitochondrial genomes of 
metazoans, including humans, 13 protein-coding genes, all encoding components of 
oxidative phosphorylation are present: nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, cob, 
coxl, cox2, cox3, atp6, atp8 [18]. 

3. THE MITOCHONDRIAL GENOMES OF CHLOROPHYCEAN ALGAE. 

The class Chlorophyceae, members of the phylum Chlorophyta (green algae), 
contains more than 355 genera and 2650 species. Most live in freshwater but there are also 
marine and terrestrial species [19]. The mitochondrial genomes of 7 species of 
chlorophycean algae have been sequenced, Chlamydomonas eugametos [20], Scenedesmus 
obliquus [21,22], Ch/orogonium e/ongatum [23], Chlamydomonas reinhardtii [24,25], 
Nephrose/mis olivacea [26], Pedinomonas minor [26], and Prototheca wickerhamii [27]. 
Table l summarizes the gene content of the mitochondrial genomes of these green algae. 
The 15.8 kb linear mtDNA from C. reinhardtii lacks severa! genes encoding essential 
components of OX-PHOS: nad3, nad4L, cox2, cox3, atp6, and alp8, that until recently had 
only been characterized as mtDNA-encoded genes. These six genes are also absent from 
the circular genomes of the related green algae C. eugametos and C. elongatum. It was 
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hypothesized that these genes had been transferred to the nucleus in these species. The 
products of two of these genes, subunit III of cytochrome e oxidase (COX III) and subunit 
6 of F1Fo-ATP synthase (ATP6, equivalent to subunit a in Escherichia coli), are usually 
highly-hydrophobic polypeptides, with 7 [28] and 5 [29,30] transmembrane stretches 
respectively. As outlined below, we have demonstrated that functional atp6, cox2, and cox3 
genes are nuclear localized in C. reinhardti [31,32,33]. The modifications that enabled 
these once mitochondrial genes to become nuclear localized and fully functional offers 
insights .into the evolutionary processes involved, and suggest possible strategies for the 
allotopic expression of proteins as potential genetic therapies for human mitochondrial 
disorders. 

Table 1. Gene content in the mitochondrial genomes ofChlorophycean algae. 

P.WI N.OL P.MI S.OB C.RE C.EU C.EL 

nadF 
ii~í:ií : >' 

~1~d3 
nad4 
nad4L 
nad5 
11ad6 
nad7' 
,;ad8 

;~:;; /t-~·: .. ;·}~i; .:',~f~~:"v.•" 
c~f:{ ' a·y~?i¡l:; 
coi3( 

COMPLEX,W 

;.111 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ + 
26 26 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + 
+ + + 

+ 
+ 

+ 

8 3 
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TR= TRANSMEMBRANE REGJONS OF THE PROTE!NENCOD.ED, P. WI= 
PROTOTHECA WICKERHAMII, N. OL=NEPHROSELMIS OLIVACEA, P. MI= 
PEDINOMONAS MINOR, S. OB= SCENEDESMUS OBLIQUUS, C. RE= 
CHLAMYDOMONAS REINHARDTII, C. EU= CHLAMYDOMONAS EUGAMETOS, 
C. EL= CHLOROGONIUM ELONGATUM. NUMBERS IN PARENTHESIS JNDJCATE 
THE NUMBER OF FRAGMENTS THAT CONSTJTUTE THE RIBOSOMAL RNAS 

4. TRANSFER OF MITOCHONDRJAL GENES TO THE NUCLEUS. 

The theory of mitochondrial origin proposes that there was a gradual transfer of 
genes from the endosymbiont to the nucleus [10]. This transfer of genetic material may 
have happened in the form of DNA or of cDNA [34]. In S. cerevisiae, the current rate of 
transfer of DNA from the mitochondria to the nucleus is 105 times more frequent than the 
rate of transfer in the opposite direction [35]. This suggests a favored unidirectional flux of 
genetic material from organelles to nuclear control. Transfers of mtDNA to the nucleus can 
involve fragments ranging from 31 nt [36] up to 620 kb, as in the case of Arabidopsis 
thaliana, where a complete mtDNA copy was found in the nucleus [37]. The human 
genome project has also revealed transfer of large mitochondrial fragments to the nucleus, 
ranging from 106 to 14,654 bp [38]. 

The continous transfer of organellar DNA to the nucleus predicts that ali coding 
sequences should eventually be displaced from the mitochondrion [39]. However, this 
transfer is not always successful, since on many occasions genes do not establish 
themselves functionally in the nucleus. Numerous copies of mitochondrial genes reside in 
the nucleus as pseudogenes in over 64 animal species (40,41]. These pseudogenes are 
considered relics of anciently transferred mtDNA that remain as molecular fossils in the 
nucleus (42]. Mitochondrial DNA has been transfcrred to the nucleus on numerous 
independent occasions, and the same gene can be sent to the nucleus at different times in 
closely related organisms [9]. These multiple transfcrs sometimes resulted in a successful 
integration of the genes and their establishment as functional genes. In other occasions, 
after integration, the genes were not activated, and remained as pseudogenes. 

Transfer of mitochondrial genes to the nucleus seems to be an ongoing process [43], 
exemplified by the presence of similar genes for the same protein encoded in both the 
mitochondrial and the nuclear genomes of an organism, i.e. F1Fo-ATP synthase subunit 9 
(ATP9) of Neurospora crassa [44,45] and cytochrome e oxidase subunit II (COX II) of 
some higher plants [ 11,46]. The functional relocation of mitochondrial genes to the nucleus 
required severa! steps [39,47]: i) The transfer of a gene to the nucleus, while an active copy 
is still retained in the mitochondria. ii) Thc activation of the nuclear copy of the gene by 
acquisition of sequences encoding nuclear promoters, ribosome binding sites, 
mitochondrial targeting sequences (MTS), and polyadenylation signals. These structural 
transformations may also be accompanied by changes in codon usage and the acquisition of 
introns. The relocalization of mitochondrial genes to the nucleus implies the coexistence of 
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active nuclear and mitochondrial genes during a variable period of time, as described for 
the cox2 gene in some legumes [48). iii) Inactivation ofthe mitochondrial gene. Such is the 
case of the mitochondrial ribosomal protein S 14 in rice, that has been transferred to the 
nucleus, while the original mitochondrial copy has been interrupted by stop codons [49). 
Ultimately, the original mitochondrial gene will be eliminated. Alternatively, the nuclear 
copy may be the one to inactivate, resulting in the original gene being retained in the 
mitochondrion and the appearance ofmtDNA pseudogenes in the nucleus [50). 

The transfer of mitochondrial genes to the nucleus may confer a selective 
advantage, since nuclear genes in some organisms exhibit a lower mutation rate [51). This 
is not necessarily true of fungi, where mutation rates of the nuclear and mitochondrial 
genes are almost equivalen!, or in plants, where nuclear genes mutate at a higher rate than 
mitochondrial genes [52,53,54). Gene transfer from organelles to the nucleus is also 
thought to reduce the accumulation of deleterious mutations, since the genes migrate from a 
predominantly asexual to a predominantly sexual genome [55,56). 

5. Transfer ofmitochondrial genes to the nucleus in chlamydomonad algae. 

Since the genes cox2, cox3, and atp6 were absent in the mtDNA of C. reinhardtii, 
we investigated whether these genes were expressed in the nucleus. We used the standard 
techniques of molecular biology to address the presence of these genes in C. reinhardtii 
combined with a biochemical approach to show the presence of the corresponding proteins 
in the mitochondrion. For this second approach, we also used the colorless alga Po/ytomel/a 
sp. as it lacked a cell wall and functional chloroplasts [57,58). These characteristics allowed 
the isolation of alga! mitochondria free of thylakoid contaminants which facilitated the 
purification of severa! OX-PHOS complexes [3 I,59,60,61). The colorless algae of the 
genus Polytomella are closely related to C. reinhardtii, as demonstrated by the similarities 
between their nucleus-encoded beta-tubulin [62) and 18S rRNA [58,63), and mtDNA
encoded coxl genes [64). 

The combined studies with C. reinhardtii and Polytome/la sp. demonstrated that the 
gene cox3, encoding subunit III of cytochrome e oxidase (COX lll), had been transferred to 
the nucleus in both organisms [31). We also found that in both Polytomella sp. and C. 
reinhardtii subunit Il of cytochrome e oxidase (COX Il) is encoded by two separate 
nuclear genes that were named cox2a and cox2b. The cox2a gene encodes a protein, COX 
IIA, corresponding to the amino terminal half of a typical single-polypeptide COX II, that 
includes the two transmembrane stretches. The cox2b gene encodes a protein, COX IIB, 
equivalent to the soluble C-terminal domain of an orthodox COX 11 subunit. We proposed 
that the separate cox2a and cox2b genes gave rise to a heterodimeric COX 11 that resulted 
from the non-covalent assembly of the COX IIA and COX IIB polypeptides in the mature 
cytochrome e oxidase complex (32). This contrasts with the COX Il proteins of other 
eukaryotes, that are single polypeptidcs encoded by single genes normally localized in the 
mitochondrial genome, with the exception of full-length nuclear cox2 genes in the nuclei of 
some legumes. In addition, the gene atp6 encoding subunit A TP6, an essential component 
of the proton translocating Fo sector of the F1Fo-ATP synthase, has also been transferred to 
the nucleus in C. reinhardtii [33]. Therefore, the four genes cox2a, cox2b, cox3, and atp6 
where shown to reside in the nucleus in at least sorne members of the family 
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Chlamydomonadaceae, in contrast to the mitochondrial location of the genes cox2, cox3 
- and atp6.in the vast majority of eukaryotes. The transfer of these genes probably-occurred 
- late in evolution, after the massive transfer of genes from the protomitochondrion to the 
nucleus [5], since nowadays many green algae still retain the cox2, cox3, and atp6 genes in 
their mitochondrial genomes. 

The discovery of these genes in C. reinhardtii and Polytomella sp. allows a 
consideration of the specific features that accompanied their transfer from the 
mitochondrion to the nucleus: 

a) The export of the nuc/eic acid 1110/ecule from the mitochondria in the form o/ DNA 
or RNA. Sorne genetic material has been transferred to the nucleus vía RNA 
interrnediates, shown by the presence of edited versions of plant mitochondrial 
genes in the nucleus, where the mRNA has a change ofC~U when compared to the 
genomic sequence. [46,48,65,66]. This transfer as RNA must have been followed by 
a reverse transcription step, befare its integration into the nuclear genome. It 
remains to be ascertained if the genes atp6, cox2a, cox2b, and cox3 of 
chlamydomonads were transferred as DNA or RNA interrnediates. Mitochondrial 
editing has not been found in algae, and no evidence for reverse transcription 
activity has been found, despite the presence of a gene encoding a putative reverse 
transcriptase-like protein in the mitochondrial genome of C. reinhardtii [24]. The 
absence of editing suggests that thc integration of an RNA-derived DNA fragment 
was not obligatory, as would be the case in an organism that rcquired RNA editing 
for functional gene cxpression. 

b) lntegration into the 1111c/eus. Integration into the nuclear genome most probably 
occurred in a non-coding region through nonhomologous recombination [67], or by 
an end-joining mechanism [36]. 

e) Acquisition of an MTS. Random genomic DNA sequences preceding mitochondrial 
genes that have been relocalized in the nucleus could provide an MTS. Two to five 
% of randomly sheared DNA sequences attached upstream of protein genes in vitro 
functioned as effective MTS [68], showing the potential case of gaining of an MTS. 
In sorne cases, mitochondrial genes have inserted into nuclear genes, acquiring the 
pre-existing MTS [48,69]. MTS acquisition may also occur by duplication of 
existing targeting signals [70] or by nuclear exon shuffling [71]. The deduced amino 
acid sequence Iocated befare the N-tenninal sequence ofthe mature COX IIA, COX 
III and A TP6 proteins of C. reinhardtii predicts the existen ce of unusually large 
MTSs, of 143, 119 and 107 amino acids respectively, rich in alanines, prolines, and 
charged amino acids. In yeast, it has been observed that the duplication of MTSs 
improves the in vitro and in vivo import of hydrophobic proteins into mitochondria 
[72]. It has also been suggested that long MTSs can improve the interaction of the 
precursor with the mitochondrial import machinery [73]. Alternatively, a long MTS 
could affect the folding ofthe protein to increase its importability [74]. It is possible 
that, during import into mitochondria, the targeting sequences are cleaved and 
maintained as cornponents of the cytochrome e oxidase complex, as was observed 
with the MTSs of the Rieske subunit of yeast and beef heart mitochondrial 
cytochrome bc1 complexes [75,76]. The function ofthe targeting sequence retained 
in the bc1 complex is not known, we speculate that it may act as a chaperone for 
components of the enzyme complex during assembly. A conventional N-terminal 
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MTS is not absolutely required · for a nucleus-encoded protein to be imported in to 
the mitochondrion. Severa! mitochondrial genes that were transferred to the nucleus 
have become activated, and their protein products may be imported into 
mitochondria in the absence of an MTS [50]. This is also the case for the cox2b 
genes of C. reinhardtii and Polytome/la sp. which do not exhibit a region encoding 
a putative MTS. 

d) Acquisition of introns, promoters, and ribosome binding siles. Most nuclear genes 
in C. reinhardtii have introns, with an average number of 3.9 introns per kb of 
coding sequence. These introns are often small, ranging from 57 bp to 1318 bp, with 
an average size of 219 bp [77]. We found introns in the genomic sequences of the 
chlamydomonad mitochondrial genes that were transferred to the nucleus: 6 in 
cox2a of Polytomel/a sp., 7 in cox2a of C. reinhardtii, l in cox2b of C. reinhardtii, 
4 in cox3 of Polytomel/a sp., 9 in cox3 of C. reinhardtii, and 7 in atp6 of C. 
reinhardtii. These introns show orthodox splicing sites exhibiting the typical GT 
sequence at the 5' end and an AG sequence at the 3' end. An exception was 
Polytomella sp. cox2b that did not contain introns. The sequences flanking the 
proposed open reading frame initiating methionine codons corresponded to the 
consensus translation initiation si te (NC) A (NC) (NC) A TG (G/C) reported for C. 
reinhardtii [77]. We have yet to identify prometer regions in the genomic regions 
upstream from these genes. 

e) Acquisition of polyadenylation signals. In C. reinhardtii the most common 
polyadenylation signa! in the nuclear genes is TGTAA located 10-20 bp upstream of 
the actual polyadenylation site [77]. This signa! was present in the cox3, cox2a, 
cox2b, and atp6 genes that were transferred to the nucleus in chlamydomonad algae. 
These signals are distinctive features of nuclear genes, since they are not present in 
mitochondrial genes. 

f) Change in codon usage. The C. reinhardtii mitochondrial genetic code is the sume 
as the standard genetic code utilized in the nucleus, which may facilitate a continued 
transfer ofmitochondrial genes to the nucleus. However, the chlamydomonad algae 
exhibit a highly biased codon usagc in their nuclear genes. The nuclear genome of 
C. reinhardtii has a high GC content, and this fcature is reflected in the pronounced 
codon bias, which favors triplets with C or G in the third position. In contras!, there 
is a different bias in the codon usage in the mitochondrial genome. Relocalization of 
mitochondrial genes to the nucleus in C. reinhardtii was followed by changes in 
codon usage to frequencies typically found for nuclear genes. 

g) lnactivation of the mitochondrial gene copy, and loss of the original mitochondrial 
gene. Successful transfer of genes from organelles to the nucleus is usually followed 
by inactivation of the mitochondrial copy, its conversion into a pseudogene, and its 
eventual loss from the mitochondrial genome [78]. There is no evidence for the 
presence of cox2a, cox2b, cox3 or atp6 genes, gene fragments, or pseudogenes in 
the mitochondrial genomes of severa! chlamydomonads, including Polytomella sp., 
C. reinhardtii, C. eugametos, C. elongatwn and C. moewusii. 

h) The splitting of the cox2 gene into cox2a and cox2b. The gene encoding the 
mitochondrial COX U protein is absent from the mtDNA of a number of 
chlamydomonad algae. We found that the gene had been split into two parts, cox2a 
and cox2b, both exprcssed from the nucleus, in Polytomella sp. and C. reinhardtii 
[32]. We also observed that a cox2 gene in the mtDNA of Scenedesmus obliquus 
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shows strong similarities to the chlamydomonad cox2a gene, suggesting that the 
splitting of cox2 occurred prior to the transfer of the gene to the nucleus, and that 
the chlamydomonad transfer of cox2b to the nucleus is likely to have preceded that 
of cox2a. It is not known if the S. obliquus mtDNA-encoded cox2a is functional, or 
if there is also a nuclear copy of the same gene. It is possible that the S. ob/iquus 
co:,.2a was prevented from relocating to the nucleus by the divergence of the 
mitochondrial genetic code from the standard code in this organism [21,22]. In 
Polytomel/a sp. and C. reinhardtii the COX HA protein contains a e-terminal 20-
amino acid region, lacking similarity to conventional COX 11 proteins, that had a 
high density of charged amino acids. The predicted COX IIB polypeptide contains 
42-amino acids at the N-terminus with a high density of charged amino acids that 
are not homologous to known COX Il proteins and are not a cleavable MTS. We 
propase that the C-tenninal extension of COX IIA interacts with the N-terminal 
extension of the COX IIB protein and that these acquired amino acid sequences 
stabilize the two COX II subunits in the cytochrome e oxidase complexes. 

6. WHY HA VE SOME GENES REMAJNED IN THE mtDNA? 

Severa! ideas have been put forward to explain why mitochondrial genomes still 
contain a limited set of genes that has not been transferred to the nucleus. One explanation 
has been the evolution of a different mitochondrial genetic code in some organisms that 
would inhibit the functional expression of mitochondrial genes transferred to the nucleus. 
Similarly, sorne mitochondrial genes havc accumulated complex processing pattems like 
mRNA-editing, which would render the transferred gene inviable when relocated to the 
nucleus [79). Another explanation may be that the presence of some organellar proteins in 
the cytoplasm could have detrimental effects [80), including misrouting of certain highly 
hydrophobic mitochondrial proteins synthcsized in the cytosol to other cell structures, such 
as the endoplasmic reticulum [81). An additional explanation suggests that sorne genes 
have remained in the mitochondrial genome to be rapidly regulated by the organelle redox 
state [82). Finally, it has been proposed that highly hydrophobic proteins, containing four or 
more helices that span the membrane, can not be readily imported into mitochondria. 
Therefore, these polytopic membrane proteins must be synthesized in situ to be properly 
inserted and assembled into the inner mitochondrial membrane [74,83). The synthesis of 
these hydrophobic polypeptides inside the mitochondria, may ensure their proper insertion 
in the inner membrane, giving rise to the corree! topological arrangement required for 
vectorial proton translocation. 

There are two universal examples of genes retained in the mitochondrial genomes: 
the cytochrome b gene (cob), encoding a protein with 8 transmembrane regions [84), and 
the cytochrome e oxidase subunit I (coxl), which encades a protein with 12 transmembrane 
helices [28,76). Thesc subunits also bind prosthetic groups, including heme groups and 
metal ions. Both genes are present in ali mitochondrial genomes so far characterized. Other 
genes that encade highly hydrophobic polypeptides (cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, nadl, 
nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5 and nad6) are also present in the majority of mtDNAs [85). 
In sorne yeasts, the absence of nad genes in the mitochondrial genome is related to the lack 
of respiratory complex l. Those organisms that do contain complex I retain a set of six to 
seven nad genes. The corresponding proteins of the genes retained in mtDNAs exhibit at 
least two transmembrane helices, and some of them up to 17 putative transmembrane 
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stretches. Therefore, it may be that physicochemical properties (mainly hydrophobicity) are 
the ultimate limiting step for the transfer of mitochondrial genes, encoding polytopic 
membrane proteins, to the nucleus. 

7. NUCLEAR GENES ENCODING MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROTEINS 
DECREASE THEIR HYDROPHOBICITY WHEN COMPARED TO THEIR 
MJTOCHONDRJAL COUNTERPARTS. 

In yeast, in vivo studies with cytoplasmic synthesized constmcts ofvariable lengths of 
apocytochrome b, showed that the importability of polypeptides into mitochondria is not 
strictly related to the number oftransmembrane domains [74]. Thcse studies suggested that the 
highest average hydrophobicity over 60 to 80 amino acids of a polypeptide chain (mesoH), 
along with the maximwn hydrophobicity of the putative transmembrane segments, are usefül 
indicators of the likelihood that a protein could be imported into mitochondria. Accordingly, 
mitochondrial cox2, cox3 and atp6 genes from many eucaryotes encode proteins that exhibit 
physicochemical characteristics that would block the import of such proteins if they were 
nucleus-encoded. However, the corresponding nucleus-encoded proteins of chlamydomonad 
algae COX IIA, COX IIB, COX IIl and ATP6, ali exhibit reduced overall hydrophobicity that 
allow them to be imported into mitochondria, most probably through the TOM-TIM 
machinery. Figure 1 shows a mesohydrophobicity (mesoH) versus maximal local 
hydrophobicity (<H>) plot for the C. reinhardtii and PoZvtomella sp. COX UA, COX IIB, 
COX UI and ATP6 sequences as compared to the protein products predicted from the human 
mitochondrial genes nadl, 11ad2, nad3, nad4, nad4L. 11ad5, nad6, cob, coxl, cox2, cox3, and 
atp6. The atp8 gene was not included since its very small size, 68 amino acids, distorts the 
mesoH and <H> values. In comparison with their human mtDNA-encoded counterparts, the 
nucleus-encoded chlamydomonad sequences display both decreased mesoH and <H> (Figure 
1). We propose that one of the importan! modifications required for nuclear genes to encode 
functional mitochondrial OX-PHOS proteins is a diminished overall mesohydrophobicity of 
its protein product. The changes in hydrophobicity may have occurred either prior or 
subsequently to the transfer process and may allow for the successful import and assembly of 
these proteins into the mitochondrial inner membrane. 

Mitochondria readily import hydrophobic carrier proteins with multiple 
transmembrane stretches, like the adenine nucleotide translocator. Nevertheless, carrier 
proteins also seem to follow the low <H> and low mesoH rule [74]. However, the import 
pathway of the translocators differs greatly from the "conservative intramitochondrial 
sorting pathway", in which polypeptides are transferred to the mitochondrial matrix space 
and then sorted to its final membrane destination. The insertion of carrier proteins into the 
mitochondrial inner membrane is mediated through different TIM complexes, mainly the 
so-called tiny-TIMS and the TIM22 complex [12]. This import pathway is distinct from the 
one followed by orthodox MTS-containing polypeptides. 
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Figure l. Plot ofmesohydrophobicity (mesoH) versus maximal local hydrophobicity (<H>) 
of the OX-PHOS mitochondrial proteins encoded in the human mtDNA compared to the 
nucleus-encoded homologs COX II, COX III and ATP6 of Chlamydomonas and 
Po/ytomel/a. Arrows indicate the mitochondrial and nuclear counterparts. Letters indicate 
the following sequences: A. C.reinhardtii ATP6, B. human ATP6, C. human COB 
(cytochrome b), D. human COX I, E. C. reinhardtii COX IIA, F. Polytomel/a sp. COX 
IIA, G. human COX II, H. C. reinhardtii COX IIB, l. Polytomel/a sp. COX IIB, J. C. 
reinhardtii COX III, K. human COX III, L. Polytomel/a sp COX III., M. human NADI, N. 
human NAD2, O. human NAD3, P. human NAD4L, Q. human NAD4, R. human NAD5, S. 
human NAD6. 

8. MEAN HYDROPHOBICITY HAS DECREASED IN THOSE 
TRANSMEMBRANE REGIONS THAT ARE NOT CRITICAL FOR FUNCTION. 

Hydropathy analysis of the COX III polypeptides of Polytomel/a sp. and C. 
reinhardtii showed the presence of seven putative transmembrane stretches, numbered I to 
VII. The hydrophobicity of these seven helices seems to be lower in the chlamydomonad 
algae when compared with the Paracoccus denitrificans or the bovine subunits. This was 
more evident when the three dimensional structure of COX lII from Polytomella sp. was 
modelled using the crystallographic coordinates of the bovine subunit [28]. In this model 
(Figure 2), shorter transmembrane stretches are observed as well as interruptions in the 
middle-sections of the membrane helices. The helices that are in contact with COX 1 
(helices 1 and Ill), do not exhibit significant modifications in hydrophobicity. However, 
transmembrane domains U, V and VI have diminished their hydrophobicity by 16%, 10% 
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and 12%, respectively. lt should be noted that domains IV and VII, that are the least 
hydrophobic in the mtDNA-encoded COX III proteins (.6G -1.1 kcal/mol) offer distinct 
behaviour: IV remains the same and VII has increased its hydrophobicity by 22%, although 
the final hydrophobicity is not predicted to be a problem for import. This suggests that the 
diminished hydrophobicity of COX III is stronger in those regions of the protein which 
seem not to be involved in subunit-subunit interactions (Figure 3). 

The in si/ico analysis of the predicted ATP6 sequence of C. reinhardtii revealed 
similar characteristics [33]. Based on multiple sequence comparisons, secondary structure 
predictions, and available biochemical data [29,30, and see also 118], five hydrophobic 
regions could be predicted as transmembrane stretches and were named A, 8, C, D and E. 
Hydrophobicity analysis showcd that transmembrane helices A, B and C exhibit a highly 
reduced mean hydrophobicity. In fact, helix A could even be considcred not to be 
membrane-imbcdded. A similar situation was observed for the transfer to the nucleus of the 
mitochondrial sdh3 gene - encoding subunit 3 of succinate dehydrogenase - in 
angiosperms: its protein product is predicted to lack one of three transmembrane domains 
[86]. In contras! A TP6 transmembrane helices D and E, which are believed to interact with 
the multimeric ring of c-subunits (ATP9), and which contain most of the conserved amino 
acids in the protein, exhibit similar <H> values when compared with the helices of other 
mi tochondria-encodcd ATP6 subunits. 

Transmembrane domains Il in COX III and helix A in A TP6 are the most 
hydrophobic, and have decreased their <H> to the greatest extent. Therefore, we conclude 
that the overall decrease in hydrophobicity in the chlamydomonad subunits COX IIA, COX 
Ill, and ATP6 accompanied the functional transfer of their respective genes to the nucleus, 
and facilitates the import and assembly of these proteins into active cytochrome e oxidase 
and F 1Fo-ATP synthase complexes, respectively. In addition, we propase that the selective 
decrease in the hydrophobicity of proteins encoded by nuclear genomes is stronger in those 
transmembrane regions that seem not to be critica! for function, assembly, or participation 
in inter-subunit interactions with other constituents of the complexes. This conclusion has 
important implications for the allotopic expression of mitochondrial genes and for future 
application ofallotopic expression to human mitochondrial gene therapy. 
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Figure 2. Model for the structural arrangement of COX III from Po/ytomel/a sp. Panel A, 
three dimensional structure of bovine COX III [28). The seven transmembrane helices are 
indicated by roman numerals. The amino and carboxy termini are indicated by the letters N 
and C, respectively. Panel B, three dimensional model for Ps-COX IlI based on the bovine 
structure. Arrows indica te distinct features of this polypeptide: 1) the presence of a kink in 
transmembrane helix II, 2) a distortion in the middle-section of transmembrane helix IV, 
and 3) a shorter transmembrane helix VII. 
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Figure 3. Ana/ysis of the mean hydrophobicity values of the seven transmembrane regions 
ofCOX 111. Hydrophobicity values for the seven transmembrane helices ofCOX III from C. 
reinhardtii and Polytomella sp. (white bars) were compared with the mean value of 
hydrophobicity of COX III from different organisms (grey bars). In Cr-COX III and Ps
COX III, mean hydrophobicity is reduced in transmembrane helix I (diminished by 10%, 
although not statistically significant), helix II (diminished by 16%), helix V (diminished by 
10%) and helix VI (diminished by 12%) as compared to the mean values of <H> of plant 
and human transmembrane regions. Domains III and IV, although exhibiting diminished 
hydrophobicity by 4%, has no significant variation. The same is applicable to domain VII, 
whose hydrophobicity is increased by 22%, but the óG = 1.09 kcal/mol for this 
transmembrane segment do not impede the import ofthe protein. 

9. THE ALLOTOPIC EXPIU'SSION OF MITOCHONDRIAL GENES AND THE 
QUEST FOR HUMAN MITOCHONDRIAL GENE THERAPY. 

The first pathogenic mutations of the human mtDNA were described in the 
pioneering works of Holt et al., [87] and Wallace et al., (88]. Since then, more than 100 
unique, pathogenic mutations of mtDNA have been reported (89]. Genetically, the mtDNA 
mutations fall into three categories l) mutations in protein encoding genes; 2) mutations in 
structural RNA genes such as tRNAs and rRNAs; and 3) large-scale rearrangements 
(deletions or duplications) of the mtDNA. These alterations in human mtDNA result in a 
broad range of clinical outcomes. 

Pathogenic mutations have been described for nearly ali protein encoding 
mitochondrial genes (90]. Perhaps thc most common are those associated with Leber's 
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hereditary optic neuropathy (LI-ION). LHON presents as acute or subacute bilateral visual 
loss caused by severe bilateral optic nerve atrophy and is associated primarily with 
mutations in genes for subunits of NADH dehydrogenase [91]. Mutations in the ATP6 
gene of the mtDNA are often associated with two syndromes: NARP (neurogenic muscle 
weakness, ataxia, and retinitis pigmentosa) [92] and matemally-inherited Leigh's syndrome 
(MILS; subacute necrotizing encephalomyelopathy) [93,94]. Other protein coding 
mutations, in the mtDNA-encoded COX subunits, or cytochrome b of the bc1 complex, 
present with a wide variety of clínica! features, including progressive exercise intolerance, 
myopathy, encephalopathies, and multi-system disorders [95-102]. 

Severa! strategies to develop gene-based mitochondrial therapies for mitochondrial 
di seas es have been reviewed [ 103-l 06]. Direct manipulation of the mtDNA is presently not 
possible. However DNA-protein conjugates can enter mitochondria via the protein import 
pathway, and chimeras of DNA attached to polypeptide presequences may be imported 
independently of its DNA length [107-109]. These techniques may eventually lead to the 
ability to corree! mtDNA gene mutations. Another interesting approach for overcoming 
mutations in mtDNA-encoded proteins is to place a wild-type copy of the affected gene in 
the nucleus, and target the expressed protein to the mitochondrion to replace the defective 
mitochondrial protein. This approach requires the nuclear expression of genes that are 
nonnally localized in the mtDNA, their synthesis in the cytoplasm, and their successful 
import into the mitochondrial inner membrane. 

Allotopic expression is defined as the functional activation of a gene in a cellular 
compartment different from its original location. Such "allotopic" expression of 
mitochondrial genes has been successfully performed in S. cerevisiae to overcome defects 
in mitochondrial bl4, the RNA maturase of the yeast mitochondrial matrix [110,111]; to 
study the functions of VARl, a subunit of the mitochondrial ribosome [112]; and with 
ATP8 (subunit A6L), a small (48 aa) hydrophobic polypeptide of the Fo component of the 
mitochondrial F1Fo-ATP synthase [113]. The sequence of the atp8 gene was genetically 
engineered for nuclear expression, and a sequence encoding a yeast MTS was artificially 
attached. This atp8 gene was expressed, and its corresponding protein product was 
synthesized in the cytoplasm, imported into the inner mitochondrial membranc, and 
assembled into a functional Fo sector of F1Fo-ATP synthase. 

The fact that severa! typically mtDNA-encoded genes are nuclear-Iocalized in some 
organisms, such as chlamydomonad algae, may facilitate the eventual allotopic expression 
of genes in human cells exhibiting mitochondrial diseases, especially thosc associated with 
defects in mitochondrial atp6 genes [114], MILS and NARP [115], or those related with 
alterations in cox genes [95,99, 100]. 

The allotopic expression of mitochondrial genes in the nucleus for gene therapy 
purposes, must be accompanied by the appropriate changes in codon usage of the 
transferred gene, and by the addition of an appropriate MTS. These two requirements may 
be necessary but not sufficient for successful allotopic expression. Human mitochondrial 
genes may also require additional alterations for allotopic expression. A decrease in the 
mean hydrophobicity of the protein product, particularly in those transmembrane stretches 
that are not highly conserved, and that are known to be non-critica! for function may 
facilitate import of these highly hydrophobic proteins. Where appropriate the 
hydrophobicity of a protein could be diminished in the same regions where hydrophobicity 
has been reduced naturally in chlamydomonad algae. These approaches require a more 
detailed knowledge of the topology and function of the proteins of interest, more extensive 
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site-directed mutagenesis of the allotopically expressed mitochondrial gene than previously 
considered, anda deep knowledge ofthe mechanisms ofaction ofthe coexpressed proteins. 

For genes whose simple allotopic expression cannot produce an active 
mitochondria-localized protein, it may be plausible to co-express a gene that increases the 
import of such a protein. In yeast, some non-importable polypeptides can be expressed in 
the nucleus and imported efficiently into mitochondria when another gene is co-expressed 
[73). The nature of these genes is being elucidated [116, 117). Overexpression of yeast 
karyopherin Pselp/Kap12lp stimulated the mitochondrial import of hydrophobic proteins 
[117). In addition, hydrophobic mitochondrial proteins seem to be imported into mitochondria 
by means of ribosomes attached to the mitochondrial outer membrane. This scenario is 
analogous to the export of proteins to the endoplasmic reticulum [M. Corral-Debrinski, 
personal communication]. 

A number of genes encoding highly hydrophobic polypeptides have been retained 
with remarkable consistency in the mitochondrial genomes of a large number of 
eukaryotes. However, certain members of the chlamydomonad algae have relocated some 
of those genes to the nucleus. As we have described above, severa( structural 
transformations have accompanied chlamydomonad cox2, cox3 and atp6 genes on their 
way to the nucleus. Two important changes are the use of relatively long MTS and the 
reduction of hydrophobicty of their encoded protein products. This rcduction of 
hydrophobicity is more notable in those transmembrane regions that do not participate in 
proton translocation or in subunit-subunit intcractions. Human thcrapies using allotopic 
expression of mtDNA-encoded genes, would typically require modifications to the genetic 
code, and the addition ofthe necessary transcriptional control signals anda region encoding 
an appropriate MTS. Further, one should consider reductions in the hydrophobicity of 
membrane-embedded helices that are not critica( for function and assembly to facilitate the 
functional import ofthese proteins into mitochondria. 
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Introducción 

Durante la evolución de la vida 

sobre la tierra se ha hecho evidente el 

incremento de la complejidad biológica, 

entendida esta como un fenómeno que ha 

conducido al aumento continuo, no 

necesariamente gradual, en el número de 

genes codificantes, asl como en la riqueza 

morfológica y conductual de los 

organismos. Este proceso, que si bien es 

comprobable, no permite esgrimir 

fácilmente argumentos claros para su 

explicación y causalidad. Algunos autores 

han abordado el aumento de la 

complejidad biológica mediante el análisis 

de fenómenos importantes en la historia 

evolutiva, las llamadas grandes 

transiciones evolutivas, profundizando en 

las caracterlsticas globales que comparten 

estas transiciones (Szathmáry & Maynard

Smith, 1995). Se han propuesto 

situaciones comunes a estos procesos 

mayores de evolución: a) existen entidades 

individuales primarias que poseen una 

replicación independiente, capacidad que 

pierden después de ocurrida la transición, 

b) se genera una división del trabajo, que 

puede llevar a la especialización y 

posiblemente a una mayor eficiencia, y c) 

se presentan modificaciones en el 

almacenamiento y manejo de la 

información genética. 

Dentro de este grupo de grandes 

procesos evolutivos se ha incluido la 

transición procarionte-eucarionte, es 

decir, el origen de la naturaleza 

eucarionte, tema principal de este 

trabajo. Sí bien dentro del contexto 

global de la biología se da como un 

hecho que la aparición de los 

eucariontes es producto de eventos 

simbióticos, existen múltiples 

evidencias que hacen el tema 

complicado y en cierto modo 

controvertido. Parece claro que la 

transición procarionte-eucarionte a 

través de· fenómenos de simbiosis 

cumple con 

generales de 

han llevado 

complejidad 

encontramos 

las caracterlsticas 

los acontecimientos que 

al incremento de la 

biológica: hoy 

cloroplastos y 

mitocondrias que se replican como 

parte de una sola entidad, pero 

tenemos evidencia de que sus 

ancestros fueron procariontes de vida 

libre. La división de las funciones 

metabólicas ha llevado a una marcada 

especialización de estos plástidos, 

hasta el grado de convertirlos en 
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organelos muy eficientes, mientras que 

el núcleo se ha convertido en un 

sistema de almacenamiento y 

regulación del flujo de genes y sus 

productos. Estrechamente relacionado 

con lo anterior está el manejo de la 

información genética, que se ha 

modificado por el gran intercambio de 

genes ocurrido entre los simbiontes, 

provocando una tendencia al aumento 

en el tamaño genómico y la aparición 

de nuevos sistemas para la transmisión 

y expresión de la información genética, 

tal como es el tráfico e internalización 

de proteínas codificadas en el 

citoplasma hacia los organelos y otros 

compartimentos celulares. 

En el desarrollo de este trabajo se 

pretende abordar algunos detalles sobre 

las hipótesis clásicas de endosimbiosis, los 

hallazgos recientes en . la biología celular, 

la genómica, la biología molecular y el 

metabolismo en un contexto ecológico; 

mencionar ciertas propuestas novedosas 

basadas en estos datos, cómo se insertan 

éstas en las ideas anteriores (sí es que lo 

hacen) y sus aportaciones fundamentales. 

Lo anterior con el fin de mostrar un 

panorama general del conocimiento e 

ideas actuales sobre el origen de los 

eucariontes. 

Endosimbiosis 

La idea sobre el origen de los 

eucariontes por simbiosis fue propuesta 

inicialmente en los primeros años del siglo 
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XX (Mereschkowsky, 1905), sin embargo, 

el gran desarrollo de la hipótesis ocurrió al 

ser retomada después de 60 años 

(Margulis, 1970), cuando se propuso en un 

trabajo mucho más detallado un origen 

endosimbiótico para íos cloroplastos, 

mitocondrias y aparatos de movilidad 

(undulipodia) de los eucariontes, 

mencionando el fenotipo probable de los 

procariontes involucrados en la asociación 

simbiótica. No obstante, algunos puntos 

resultaban (aun lo son) poco claros, como 

la dificultad de explicar la aparición de la 

cubierta nuclear, el sistema de 

endomembranas o retículo endoplásmico 

(RE) y el citoesqueleto. Hoy, casi 100 años 

después de Mereschkowsky, el origen 

estructural y ancestral del núcleo, retículo 

endoplásmico y citoesqueleto son de las 

cuestiones más obscuras en la historia de 

los eucariontes. Con la generación de 

nueva información experimental se han 

podido argumentar o modificar algunas de 

las posiciones respecto al origen de los 

eucariontes. Es interesante, por ejemplo, 

encontrar que hoy se argumente que el 

origen de la mitocondria puede estar 

relacionado directamente con la aparición 

del grupo eucarionte, es decir, podríamos 

ya no verlo como un proceso 

independiente y posterior de simbiosis, 

sino como una parte fundamental de la 

aparición del propio linaje eucarionte. 

Es de resaltarse la importancia de la 

simbiosis en la evolución, y un buen 

ejemplo es la aparición de un nuevo tipo 

celular que derivó en la multicelularidad 



constitutiva y nuevos niveles de 

organización biológica no alcanzados 

previamente por los procariontes. La 

simbiosis ha favorecido intercambios 

génicos entre especies, lo que constituye 

una manera exitosa de aumentar en 

tiempos cortos el contenido genómlco, que 

si se dan las condiciones adecuadas para 

la expresión de la información adquirida, 

puede Incrementar la plasticidad 

fenotipica y aumentar la adecuación de los 

individuos, en otras palabras, la simbiosis 

es fuente de evolución. Por lo anterior 

resulta importante recurrir a los datos 

sobre la ecologfa microbiana y analizar las 

evidencias que permitan encontrar 

conexiones o analogfas entre las 

asociaciones simbióticas (endosimbióticas) 

actuales, las caracterfsticas de los 

eucariontes y tratar de entender más 

sobre su origen. 

Las filogenias universales 

La idea de esclarecer las relaciones 

evolutivas (filogenéticas) entre diferentes 

organismos mediante la comparación de 

las secuencias de moléculas 

informacionales (ácidos nucleicos y 

protefnas) generó una nueva manera de 

interpretar Ja biologfa, revolucionado las 

posibilidades de la sistemática al permitir 

análisis comparados y simultáneos de 

múltiples formas de vida, que de otra 

forma presentaban grandes limitaciones 

prácticas y complicaciones metodológicas 

(Zuckerkandl y Pauling, 1965}. Uno de los 

más importantes trabajos de este tipo 

generó el primer árbol universa/ de la vida 

(Woese, 1987, Woese 1990), que se 

construyó mediante la comparación de las 

secuencias conocidas de la subunidad 

pequeña del RNA ribosomal (rRNA) de 

numerosas especies. El árbol filogenético 

resultante mostraba una estructura donde 

se distinguen claramente tres grandes 

grupos o dominios separados: Eubacteria, 

Archaeobacteria y Eukarya. Un resultado 

muy relevante en ese momento, fue la 

distinción clara entre dos tipos diferentes 

de procariontes: Eubacteria (Bacteria) y 

Archaeobacteria (Archaea), sin embargo, 

las relaciones entre los tres grupos no eran 

claras debido a que se obtuvo un árbol sin 

raiz, por lo que no podfa mas que 

suponerse un origen simultáneo para los 

tres dominios (Woese, 1987). Trabajos 

posteriores donde se efectuaron 

comparaciones entre genes parálogos (los 

genes parálogos son genes homólogos 

producto de una duplicación génica 

ocurrida antes de un evento de 

especiación, en este caso particular, 

previamente a la separación de Jos tres 

linajes), que codifican para Jos factores de 

elongación EF-Tu/1a y EF-G/2 (lwabe, 

1989), la RNA polimerasa (Pulher, 1989) y 

las subunidades a y p de las V/F-ATPasa 

(Gogarten, 1989), respectivamente, 

permitieron relacionar filogenéticamente 

los dominios Archaea y Eukarya en una 

rama separada del grupo Bacteria (ver 

figura 1 ). 
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En años recientes esta visión sobre la 

clasificación de la vida ha sido fuertemente 

cuestionada debido a los resultados del 

análisis de genomas completos de 

procariontes y eucariontes y la 

secuenciación de genomas de organelos 

(Mayr, 1998, Pennisi, 1999, Dooiittie, 

1999). También existe controversia sobre 

los sistemas de clasificación, que 

repercute de alguna manera en los 

modelos que explican el origen de los 

eucariontes; y es un hecho que trabajos de 

grande biólogos como Lynn Margulis 

(Marguiis, 1996) y Ernst Mayr (1998) 

sugieren la desaparición de la dicotomia 

de los procariontes en Archaea y Bacteria, 

originada por los trabajos de Woese 

(1987), proponiendo retomar el esquema 

de cinco grandes grupos (reinos) o por una 

sola división en el árbol universal: 

procariontes y eucariontes. Si bien el 

problema no es trivial dentro del campo de 

la biología evolutiva y la sistemática, no 

modifica en esencia las interpretaciones 

del origen eucarionte por eventos de 

endosimbiosis. 

Sin dejar de lado los fuertes 

cuestionamientos a la visión tricotómica de 

la diversidad celular (Bacteria, Archaea y 

Eucarya), tomaremos este esquema como 

contexto principal, ya que las propuestas 

recientes que han sugerido nuevos o 

diferentes fenómenos simbióticos para el 

origen de los eucariontes se enmarcan 

dentro de esa idea. 

A continuación haremos un resumen de 

las diversas propuestas para el origen de 

los eucariontes. 

La Teoria Serial de Endosimbiosis (TSE) 

La propuesta de Marguiis (Margulis, 

1970, Margulis, 1993) ha sido el punto de 

partida para las diversas ideas que se han 

desarrollado en años recientes, sin 

embargo, no es posible entender cada 

propuesta como alternativa absoluta y 

excluyente, pues resulta muy claro que 

entre todas las variantes que se han 

elaborado existen numerosos puntos 

comunes y en algunos casos suposiciones 

similares. Trataré de destacar los puntos 

relevantes en cada caso y matizar los 

aportes clave para aclarar los argumentos 

que permitan acercarnos a un posible 

entendimiento del origen de los 

eucariontes. 

En la idea original de endosimbiosis serial 

de Lynn Marguiis (1970) se proponia un 

origen para el núcleo y las estructuras 

citoplásmicas (nucleocitoplasma) a partir 

de un ancestro procarionte heterótrofo que 

ya posela algún tipo de citoesqueleto y un 

sistema endomembranal (incluida una 

membrana nuclear). Este ancestro · se 

alimentaba preferentemente de otros 

procariontes mediante endocitosis y 

poseia un metabolismo anaerobio. En 

estas condiciones es posible que algunas 

de las células de las que se alimentaba el 

ancestro eucarionte (proto-eucarionte), una 

vez englobadas, pudieron mantenerse 

vivas por algún tiempo en el citoplasma 

antes de ser digeridas, convirtiéndose en 
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simbiontes (endosimbiontes) sí es que 

podían otorgar algún beneficio al 

depredador-hospedero, permaneciendo así 

hasta que alguna contingencia ambiental 

permitiera el establecimiento de una 

simbiosis mutualista interdependiente. La 

hipótesis sugiere que algunas de las 

células de vida libre que lograron 

establecer una relación simbiótica de este 

tipo con el protoeucarionte fueron 

bacterias púrpuras facultativas (similares a 

Paracoccus), lo que permitió al hospedero 

aprovechar el metabolismo aerobio de su 

nuevo endosimbionte y tolerar el oxígeno 

libre, que incremento su concentración 

atmosférica debido a la fotosíntesis 

oxigénica cianobacteriana. De ese modo la 

alta producción de ATP por el simbionte, 

debido a la fosforilación oxidativa 

dependiente de oxígeno, proveyó el 

beneficio para el hospedero, al poder 

disponer de un gran aporte energético 

extra, convirtiéndose la bacteria en al 

ancestro directo de la mitocondria. En 

cambio, la bacteria simbionte se benefició 

al tener una fuente continua de 

compuestos oxidables del hospedero 

(como lactato o piruvato), sustituyendo la 

obtención irregular de dichos compuestos 

del ambiente. Análogamente, este nuevo 

tipo de célula (eucariontes aerobios) por 

medio una posterior relación simbiótica 

con cianobacterias, adquirió la capacidad 

fotosintética que eventualmente derivó en 

la aparición de los cloroplastos. De un 

modo similar también se propuso que las 

estructuras de movilidad, llamados 

undulipodia, son también el resultado de 

una diferente asociación simbiótica del 

protoeucarionte ancestral con bacterias 

parecidas a las del género Spirochaeta. 

Datos recientes sobre la comparación de 

secuencias genómicas y génicas han 

revelado discrepancias entre las filogenias 

reconstruidas a partir de diversos genes 

(Gupta & Golding, 1996, Brown y Doolittle, 

1997, Ribeiro y Golding, 1998). Esto ha 

dado como resultado la propuesta de un 

origen quimérico por fusión del eucarionte 

ancestral, ó nucleocitoplasma en el 

esquema de la TSE. Esto podría explicar 

las caracteristicas en mosaico que 

presentan los eucariontes actuales, donde 

se distinguen algunos aspectos que los 

relacionan con arqueas (mecanismos de 

replicación, transcripción y traducción), y 

con bacterias (metabolismo energético), 

respectivamente (Golding y Gupta, 1996, 

Feng et al 1997, Ja in et al, 1999). En este 

nuevo contexto, la propuesta inicial de 

Margulis se ha modificado con un nuevo 

paso inicial: en un medio anaerobio ocurrió 

una asociación entre un arqueano que 

carecia de pared celular, pero tenía un 

sistema endomembranal (como 

Thermop/asma acidophiy/um) y una 

bacteria fermentandora (como 

Spirochaeta), dando lugar a una fusión 

genómica permanente, originando la 

naturaleza quimérica de los componentes 

de la rama eucarionte. Con esto es 

posible explicar, simultáneamente, las 

discrepancias en las filogenias moleculares 

dependiendo del origen del gen ancestral 
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que se coll'lpare (Margulis, 1996). En la 

figura 2 se esquematiza la teorfa serial de 

endosimbiosis. 

Si bien el origen por fusión podría explicar 

algunos aspectos de fa biologia 

eucarionte, es importante abordar con 

mayor detalle las evidencias que han 

conducido a elaborar esquemas donde el 

origen de los eucariontes ocurrió después 

de una fusión entre procariontes. 

El origen quimérico por engoblamiento 

y fusión genómica 

A partir de los trabajos iniciales de 

Woese (1987) la elaboración de filogenias 

moleculares tomo gran relevancia en fa 

biologia y desde entonces se han 

generado grandes bases de datos que han 

permitido la aparición de árboles 

fiiogenéticos cada vez más robustos 

(Brown & Doolittie, 1997). Es durante la 

primera mitad de los años noventa cuando 

surgen algunos datos que discrepan de la 

propuesta inicial de Woese (Woese, 1987), 

apuntalada por lwabe y Gogarten (1989). 

Básicamente existen algunos resultados 

que no favorecen una relación filogenética 

entre los linajes Archea y Eucarya, como 

para que puedan ser considerados como 

grupos hermanos, separados de la rama 

bacteriana (Gupta, 1995, Brown y Dolittle, 

1997, Doolitie y Hardy, 1998). Uno de los 

ejemplos importantes es el de las 

proteínas de choque térmico de 70 KDa 

(Hsp70), donde el análisis de secuencias 

demostró la existencia de varias copias 

homólogas del gene en eucariontes. 

Dichos genes codifican para proteinas que 

se localizan en diferentes compartimentos 

celulares (citoplasma, RER, mitocondrias y 

cloroplastos, respectivamente). Es claro 

que las protefnas de citoplasma y RE son 

productos de genes parálogos y que 

poseen un segmento caracteristico (27 

aminoácidos) en la secuencia que los 

relaciona directamente con los genes 

homólogos de bacterias Gram-negativas, 

pero que los separa de los homólogos de 

bacterias Gram-positivas y arqueanos 

(Gupta & Golding, 1996), que no poseen el 

mencionado segmento. La evidencia 

mencionada, apoyada con análisis 

completos de secuencia (Gupta et al, 

1994), permite suponer, por un lado, una 

relación filogenética entre bacterias Gram-

negativas y eucariontes y bacterias 

Gram-positivas con arqueanos por otro 

(Gupta et al, 1994b). Asimismo, análisis 

similares efectuados con diversos genes 

muestran filogenias con el mismo esquema 

anómalo: la glutamato deshidrogenasa 

(Benachenhou-Lahfa, et al, 1993), la 

glutamina sintetasa (Brown et al, 1994), la 

ferrodoxina, la aspartato aminotransferasa, 

la fosforibosil-formilglicinamidina sintetasa 

(Gupta y Golding, 1996) y las aminoacil 

tRNA sintetasas (Doolitie y Hardy, 1998). 

Sin embargo, como se sabe, existe otro 

número de genes que apoya la visión 

tfpica donde los arqueanos agrupan junto 

con los eucariontes en una rama separada 

de las bacterias (Gupta y Goding, 1996, 

Brown y Doolttle, 1997, Doolittle y Handy, 

1998). 
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Considerando que los resultados obtenidos 

no son producto de un Intenso transporte 

horizontal de genes o comparaciones entre 

genes no ortólogos (los genes ortólogos 

son genes homólogos que han divergido 

después de un evento de especiación y 

son los que deben emplearse para la 

construcción de filogenias confiables), se 

propone que el origen del núcleo 

eucarionte tuvo lugar mediante una fusión 

celular, después de que una bacteria 

Gram-positiva, carente de pared celular, 

logro rodear (englobar) completamente a 

su simbionte arqueano (Crenarachaea) 

por medio de numerosas proyecciones de 

la membrana plasmática. Llegó un 

momento en que la membrana englobada 

se separó de la membrana celular 

bacteriana, generando pliegues internos 

alrededor del arquea; en este momento es 

posible que el endosimbionte tendiera a 

perder su propia membrana, ya que 

resultaba redundante. Lo anterior podrla 

explicar la inexistencia de lípidos tipo 

arqueano en los eucariontes actuales 

(Gupta y Golding, 1996). 

El genoma arqueano, rodeado de pliegues 

debió convertirse en el núcleo de la nueva 

célula y las membranas en el RE, pero 

antes de esto debieron duplicarse los 

genes de Hsp70 y demás chaperonas 

(citoplásmicas y de RE) que participan 

activamente en los mecanismos de tráfico 

de protelnas, fundamental en la biologla 

eucarionte (Gupta y Golding, 1996). 

Finalmente, el genoma de la bacteria 

hospedera original debió ser transferido al 

nuevo compartimento, el núcleo, tal vez 

por sistemas similares a los que han 

transferido genes de organelos hacia el 

genoma nuclear. 

En el esquema de la teoria por fusión los 

eucariontes actuales son el resultado de 

una selección intergenómica inicial (Gram

negativa - arqueano) que se refleja en un 

mosaico bioquímico y celular entre 

caracterlsticas bacterianas y arqueanas, 

debido a la mezcla génica de los 

ancestros. Esta mezcla no lo es en el 

sentido estricto de la palabra, por ejemplo, 

sabemos que los mecanismos de manejo 

de la información genética y su expresión 

son de naturaleza arqueana, interpretando 

que la selección de genes pudo darse, 

inicialmente, por bloques, facilitando asl su 

funcionamiento. No se debe dejar de 

considerar que los eucariontes modernos 

poseen genes que provienen de otros 

simbiontes bacterianos (mitocondrias, 

cloroplastos) posiblemente posteriores al 

sugerido evento de engoblamiento, y que 

dificultarlan este tipo de análisis. 

Existen modelos previos similares donde 

se ha sugerido la fusión u otro tipo de 

asociación de bacterias y arqueanos para 

la aparición de los eucariontes (Zillig, 1991, 

Lake y Rivera, 1994, Sogin, 1991), todos 

elaborados para explicar las 

caracterlsticas de los actuales eucariontes 

y que, en mayor o menor grado, comparten 

con los dos grandes grupos de 

procariontes. 

La idea de Gupta y Golding (1996) Indica 

que los eucariontes provienen de un solo 
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evento de fusión, ya que se pueden 

encontrar los genes de Hsp70 similares a 

Gram-negativas en todos lo eucarlontes, 

Incluidas ramas antiguas, como 

metamonadidos (Gupta, 1994b) y no 

muestran relación directa con lo 

encontrado en otro tipo genes homólogos 

bacterianos (a-protobacterias) para poder 

argumentar un transporte horizontal de 

genes anterior o simultáneo a la 

adquisición de los ancestros 

mitocondriales como simbiontes (ver figura 

3). 

Las hipótesis por simbiosis metabólica 

En años recientes se han 

elaborado nuevas ideas sobre el origen de 

los eucariontes que han tomado en cuenta 

fenómenos que ocurren, o que pudieron 

ocurrir, en las comunidades microbianas, 

dando una gran relevancia a los 

fenómenos mutualistas, conocidos como 

simbiosis metabólica o sintrofía (Lopez

Gracia y Moreira, 1999). De manera similar 

a las hipótesis anteriores de origen por 

engoblamiento o fusión, estas propuestas 

pretenden explicar las caracteristicas del 

mosaico génico que manifiestan los 

eucariontes. Existen dos propuestas 

similares basadas en la posible asociación 

entre arquea metanógenos y 

protobacterias facultativas ocurridas en un 

medio anaerobio. SI bien esta premisa 

coincide con algunas propuestas 

anteriores, es claro que se tienen nuevas 

perspectivas al considerar ahora la 

genómica comparativa junto con la 

ecología microbiana, fortaleciendo asi sus 

posiciones. Describiremos ambas. 

La hipótesis del hidrógeno 

Un importante punto de partida de 

esta idea es el conocimiento de los 

diversos tipos de metabolismo eucarionte 

moderno para la obtención de energia. Es 

posible considerar tres diferentes tipos de 

organismos en forma general: 

amitocondriados, amitocondriados con 

hidrogenosomas y mitocondriados (Martin 

& Muller, 1998). La elección de este 

contexto obedece a la falta de elementos 

en otras hipótesis, a juicio de los autores, 

que expliquen, por un lado, la existencia de 

genes y metabolismo de tipo bacterianos 

en organismos amitocondriados; la 

ausencia de estructuras citológicas en 

arqueanos que sean homólogas a las 

existentes en eucariontes (teoria serial de 

endosimbiosis) y por otro lado, la 

explicación del origen de otras estructuras 

eucariontes diferentes al núcleo y 

retfculo endoplásmico (origen por fusión o 

englobamiento). Es claro que en ideas 

previas se ha manifestado explícita o 

implícitamente que el hospedero del 

ancestro mitocondrial era un eucarionte 

(protoeucarionte) heterótrofo y con un 

metabolismo anaerobio, las ideas de 

Muller y Martin, modifican profundamente 

esta visión. 

La hipótesis del hidrógeno pretende 

explicar simultáneamente las 

características de los diferentes 

metabolismos eucariontes actuales, 

además considera y fundamenta el origen 
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común de niitocondrlas e hidrogenosomas, 
·~. que yaºhabía sido propuesto anteriormente 

(MyHer, 1993, Horner et al., 1996. Germot 

et_ al, 1996). mediante la evidencia que 

sugiere el origen bacteriano de la mayorla 

de las enzimas (genes) involucradas en el 

metabolismo energético eucarionte (Hrdy y 

Müller, 1996). Asl, derivan algunas 

suposiciones fundamentales: todos los 

eucariontes actuales descienden de un 

ancestro que mantuvo asociados a los 

simbiontes ancestrales de mitocondrias e 

hidrogenosomas; la existencia de 

eucariontes amitocondriados es producto 

de una pérdida secundaria del organelo, 

sin embargo, es posible localizar genes, 

hoy parte del genoma nuclear, que los 

relacionan directamente con el pasado 

bacteriano del simbionte (Horner et al, 

1996, Germot et al, 1996, Roger et al, 

1998, Martín-Embley, 1998). 

Una de las suposiciones mas aceptadas 

en la historia de los eucariontes es la 

relación entre el ancestro mitocondrial y las 

a-protobacterias, derivado esto del análisis 

de secuencia del 168 rRNA (Yang, et al 

1985, Gray y Lang, 1999). La evidencia 

anterior también es parte medular de la 

propuesta, pero se han modificado 

profundamente las situaciones que se han 

considerado clásicas para el 

establecimiento de la simbiosis, y que se 

basan el supuesto aporte de ATP 

(producido por un metabolismo aerobio) 

del simbionte bacteriano al hospedero 

arqueano heterótrofo e incapaz de un 

metabolismo aerobio. El modelo clásico 

(SET) contiene suposiciones poco 

plausibles que señalan a la disponibilidad 

de energía como la principal causa para la 

consolidación de la relación simbiótica: no 

hay porque esperar que el hospedero 

tuviera un metabolismo con deficiencias 

energéticas y tampoco la existencia de un 

mecanismo en el simbionte bacteriano que 

le permitiera expulsar ATP al exterior. La 

hipótesis del hidrógeno surge como una 

alternativa que se sustenta en nuevos 

criterios energéticos como fundamentales 

para que ocurriera una asociación 

simbiótica; se basa también en una 

simbiosis arqueano-bacteria para el origen 

del linaje eucarionte, considerando que la 

bacteria participante en la asociación fue la 

misma que dio origen a las mitocondrias, 

una a-protobacteria, pero en un contexto 

distinto al comúnmente aceptado. Como lo 

indica su nombre, la propuesta asume que 

la disponibilidad de hidrogeno en el medio 

fue la llave metabólica para la simbiosis. 

Veamos. 

Existe evidencia de que gran parte de las 

enzimas involucradas en el metabolismo 

energético eucarionte, aun en organismos 

amitocondriados, son codificadas por 

genes de origen bacteriano (Keeling and 

Doolittle, 1997, Rosenthal et al, 1997). 

Esto permite suponer que todos los 

eucariontes descienden de un ancestro 

que mantuvo una relación simbiótica con 

algún tipo de bacteria facultativa, misma 

que dio origen a las mitocondrias, 
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hldrogenosomas y a las enzimas 

necesarias para la obtención de energía 

en organismos amltocondriados. En la 

actualidad, algunas protobacterlas de la 

división a. poseen un metabolismo 

energético facultativo que recuerda al 

encontrado en eucariontes (glucólisis, 

ciclo de Krebs, cadena respiratoria, 

ferrodoxina óxido-reductasa e 

hldrogenasas). Descartando al ATP como 

el intermediario principal de la simbiosis y 

considerando un contexto sintrófico, el 

simbionte protobacteriano solo podrla 

ofrecer a un hospedero arqueano C02, 

acetato e H2 , dependiendo de las 

condiciones (aerobiosis o anaerobiosis), a 

cambio de compuestos reducidos de 

carbono, utilizados por este tipo de 

bacterias. Sin embargo, entre los 

arqueanos conocidos solo existen dos 

tipos que producen como desecho 

compuestos reducidos de carbono: los 

fermentadores y los metanógenos. Así el 

panorama se restringe: es poco probable 

una simbiosis entre un arqueano 

fermentador y una protobacteria 

facultativa, pues existiría competencia. En 

este marco solo quedaría un camino para 

la simbiosis: un arqueano metanógeno 

asociado una a.-protobacteria metanótrofa. 

No obstante, el tipo de metabolismo 

bacteriano que emplea metano solo se da 

en organismos aerobios estrictos, y es 

esta última característica la que impide 

pensar en esta asociación, pues la 

metanogénesis arqueana solo ocurre en 

anaerobisis. No existen evidencias que 

apoyen esta posibilidad, ya que muy 

difícilmente encontraríamos organismos 

con estos metabolismos compartiendo un 

mismo hábitat. Pero el metano no 

necesariamente seria la única conexión. 

El otro aspecto metabólico considerado es 

el hidrógeno libre. Algunos arqueanos 

metanógenos anaerobios (litoautotróficos 

estrictos) emplean H2, por un lado, y C02 

como única fuente de carbono, que en este 

caso son productos de desecho del 

metabolismo anaerobio de las ya 

mencionadas a.-protobacterias. 

Adicionalmente, la metanogénesis 

arqueana solo ocurre en ausencia de 

oxígeno libre. Parece convincente una 

sintrofía en este análisis teórico, basado en 

la bioqulmica comparada dentro de un 

contexto ecológico. Aquí cabe un fuerte 

punto a favor de la propuesta: en medios 

anaerobios existen actualmente 

asociaciones metabólicas similares entre 

metanógenos y productores de hidrógeno. 

La asociación debió ocurrir en un medio 

anaerobio donde el arqueano metanógeno 

dependía inicialmente de una fuente 

geológica de C02 y H2 y la a.-protobacteria 

empleaba un metabolismo que oxidaba 

compuestos orgánicos con la liberación 

concomitante de C02 y H2. sr por alguna 

razón la fuente geológica de gases se 

agotara, serla provechoso para el 

arqueano la asociación con la bacteria 

para utilizar los productos secundarios 

(C02 y H2), volviéndose dependiente 
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incluso de la cercanla física y evitar la 

disipación de los gases. De esta forma, 

una extensión de la membrana plasmática 

alrededor de las bacterias favorecería al 

arqueano, sin embargo, un aislamiento del 

simbionte bacteriano del medio impediría 

la toma de sustratos oxidables. En esa 

situación sería necesario que al arqueano, 

ahora hospedero, pudiera proveer al 

endosimbionte de estos sutratos. Lo 

anterior pudo darse por la transferencia 

desde la bacteria al hospedero arqueano 

de los genes responsables de los 

mecanismos del transporte de 

carbohidratos, y que estos se expresaran 

correctamente en la membrana del 

hospedero, otra posibilidad pudo ser un 

rearreglo funcional de los sistemas 

acarreadores propios del hospedero. 

Un problema que debió resolverse fue el 

flujo de las vías metabólicas, ahora 

coexistentes, pues debieron generarse 

ciclos fútiles, como el empleo Inverso del 

ATP respecto al metabolismo de los 

carbohidratos y el tráfico de dichos 

compuestos. Para solucionarlo debieron 

aparecer mecanismos nuevos de 

regulación que redirigieran los sustratos 

hacia el simbionte o que, como lo indica la 

evidencia bioquímica y molecular, éste 

transfirió los genes encargados del 

metabolismo de los carbohidratos al 

genoma hospedero. Después fue 

necesario la supresión de alguna de las 

vías contrarias, una anabólica {del 

hospedero) y otra catabólica 

(endosimbionte), el único camino que 

favorecería fa simbiosis sería la pérdida de 

fa ruta biosintética del arqueano (Martín y 

Muller, 1998). 

Al evolucionar de este modo, Ja asociación 

simbiótica transformó al hospedero 

autótrofo, pero dependiente de H2 y C02 , 

en un heterótrofo a expensas del 

metabolismo adquirido del simbionte. 

Posteriormente la metanogénesis pudo 

perderse al ser remplazada por un 

metabolismo versátil (gracias a naturaleza 

facultativa de la protobacteria simbionte), 

que en la actualidad vemos reflejado en la 

fosforilación oxidativa dependiente de 0 2 

en mitocondrias y los metabolismos 

anaerobios de hidrogenosomas y 

eucariontes sin organelos. 

Como se mencionó al principio tenemos 

una hipótesis que explica los diversos 

metabolismos eucariontes con relación al 

origen bacteriano del endosimbionte. La 

propuesta recurre también a una 

explicación basada en la transferencia de 

genes de la bacteria al hospedero. Con el 

tiempo esta asociación divergió para dar 

origen a Jos distintos tipos de 

metabolismos energéticos eucariontes. Un 

esquema del proceso se ilustra en la figura 

4. 

Es claro que esta hipótesis no aborda el 

origen de otros estructuras eucariontes 

fundamentales para la definición del grupo, 

como la envoltura nuclear y el reticulo 

endoplásmico. En el caso del 

citoesqueleto, se propone que éste no es 

necesario para un organismo autotrófo 

(como un arquea metanógeno), y que el 
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origen de esta estructura fue posterior. 

Por otro lado, se sugiere que el origen de 

la asociación arquea-metanógeno con el 

ancestro bacteriano de la mltocondria-

hldrogenosoma, 

aparición del 

es simultáneo 

linaje que 

a la 

derivó 

directamente en los eucariontes, y también 

el hecho de no suponer la existencia de 

una membrana nuclear se debe a que todo 

el proceso de simbiosis ocurrió en un 

estado similar al de la mitosis abierta (los 

cromosomas libres en el citoplasma), que 

ocurre en el ciclo celular de los eucariontes 

modernos. 

La hipótesis sintrófica 

De manera similar e independiente 

de la propuesta previa, esta idea retoma la 

estrecha relación que pudo ocurrir entre 

arqueanos matanógenos y protobacterias 

en el origen de los eucariontes. Sin 

embargo, el análisis de los datos 

disponibles y las ideas que surgen son 

considerablemente distintos (Moreira & 

López-García, 1998). 

Para Moreira y López, las hipótesis 

actuales de fusión genómica o 

englobamiento (Ziilig, 1991, Gupta & 

Golding, 1996) entre arquea nos 

(Crenarchaea) y algún tipo de bacterias 

para el origen de los eucariontes presentan 

algunos puntos débiles: en la actualidad 

no se conocen asociaciones simbióticas de 

este tipo, además, tampoco conocemos 

alguna variedad de bacterias Gram 

negativas capaces de fagocitar, tal y como 

se ha sugerido en las hipótesis de 

engoblamiento. La alternativa planteada se 
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basa en el hecho que para argüir una 

asociación sintrófica puede que no se 

requieran demasiados supuestos diflciles 

de comprobar, como en el caso de una 

fusión genómica, que también implica la 

compatibilidad génica (duplicación, 

transcripción y traducción similares), que 

es poco probable exista en grupos tan 

distantes, aunque tal vez no lo eran tanto 

hace 2, 500 millones de años. 

El tipo de simbiosis existentes entre 

arqueanos y bacterias en el marco del 

origen de los eucariontes remite a los 

autores a la asociación mutualista (ya 

mencionada en otra hipótesis), entre 

protobacterias productoras de hidrógeno y 

arqueanos metanógenos, que ocurre con 

frecuencia en ambientes anaerobios o 

microaerobios (López-Garcia y Moreira, 

1999). Para que la asociación mutualista 

funcione, se requiere de la formación de 

consorcios microbianos, lo que implica la 

estrecha relación física entre los socios, 

favorecida por la producción de mucilagos 

adherentes. Un hecho importante es que 

en este tipo de simbiosis actuales el tipo 

de protobacterias asociadas con arquea 

metanógenas pertenecen normalmente a 

la rama 8 (no a la a. como se entiende en 

la hipótesis del hidrógeno) tales como 

Desulfovibrio o Sintrophobacter, ambas 

reductoras de azufre. 

Una de las ideas más interesantes, 

considera que el ancestro arqueano que 

participó en el consorcio pertenecía a la 

rama Euryarchaea, esto es diferente a lo 
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sugerido en otras propuestas, donde se 

póstula a la rama Crenarchaea (Rivera y 

Lake, 1992, Gupta y Golding, 1996). La 

evidencia que apoya lo anterior se basa en 

varios puntos: el primero se debe a la 

similitud estructural y de secuencia entre el 

tipo de histonas H3 y H4 presentes en 

eucariontes y proteinas homólogas 

existentes en metanógenas del grupo 

Euryarchaea (matanoccocales y 

metanobacteriaies), lo que relaciona a 

ambos grupos, más aun si se considera 

que en bacterias y Crenarchaea no se han 

encontrado este tipo de proteinas. El 

siguiente punto se refiere a la existencia de 

protelnas homólogas a la topoisomerasa 

IV eucarionte en arqueanos, que no se 

han encontrado en bacterias. Relacionado 

con lo anterior, también se menciona la 

distribución de la actividad de 

superenroliamiento de algunas 

toposimerasas, que permite ver un 

gradiente de expresión, donde la actividad 

de girasa reversa aparece como un rasgo 

de hipertermofília entre las Euryarchaea, y 

aunque es posible encontrar los genes de 

la girasa reversa en metanógenas 

termofllicas y mesófilas, éstas solo poseen 

girasas normales. lnteresantemente, existe 

una especie (Metanobacterium 

thermoautotrophicum) que no tiene 

ninguna de las dos actividades, sino que, 

como ocurre en eucariontes, solo presenta 

topoisomerasas de relajamiento e 

histonas. Basándose en estos datos la 

sugerencia es que la aparición de las 

histonas, junto con la modificación en la 

actividad de topoisomerasas en 

metanógenas termófilas o mesófilas, son 

rasgos que relacionan al grupo 

Euryarchaea con los eucariontes. 

Finalmente, el tercer punto se refiere a la 

naturaleza de los llpidos de la membrana 

plasmática, normalmente punto débil para 

argumentar el origen arqueano del 

hospedero. Parece claro que los llpidos de 

algunas metanógenas euriarqueales 

presentan una estructura con uniones tipo 

éster, típicas de eucariontes, a diferencia 

de lo encontrado en otros arqueanos, 

donde el tipo de unión es éter de glicerol

isoprenos. También se han encontrado 

similitudes en la estructura de algunas 

cabezas polares. 

El simbionte bacteriano, como ya se dijo, 

es ubicado en la rama de las o-
protobacterias, especlficamente se 

menciona a las mixobacterias, las cuales 

presentan varias caracterlsticas 

bioqulmicas y metabólicas compartidas 

con eucariontes, como son la presencia de 

cinasas de treonina y serina, ciclos del 

fosfatidiiinositol, posiblemente con 

participación de protelnas G, existencia de 

transcriptasa reversa; as! como ciclos 

celulares complejos, donde se desarrollan 

complicados estadios de asociación, lo que 

en un tiempo llevo a clasificarlas como 

hongos (Moreira & López Garcla, 1998). 

El establecimiento de la asociación debió 

ocurrir en un medio anaerobio, donde 

metanógenas y o-protobacterias 

reductoras de azufre mantenlan, tal y 
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como ocurre. ahora; u na relación mutualista 

dentro: di¡· urí' ~ons~rdo microbiano. El 
" ... 

contacto directo entre proyecciones de la 

membíana • plasmática de ambos 

simbiontes favorecía el intercambio de 

C02 y H2 (productos del metabolismo 

anaerobio de la reducción del sulfato) 

desde la protobacteria hacia el arqueano 

metanógeno, de manera similar a lo 

propuesto por la hipótesis del hidrógeno. 

Debido a que se encontraban dentro de un 

consorcio, donde la cantidad de células de 

ambos tipos era elevada (Moreira y López

Garcia, 1998), es probable que las 

bacterias se asociaran alrededor del 

arqueano mediante el desarrollo de 

Invaginaciones acopladas con Ja 

membrana de la metanógena. 

Más adelante, pudo suceder una fusión 

membrana! de las bacterias dando como 

resultado una célula metanoarqueana 

rodeada de una capa bacteriana continua. 

En un estado como el mencionado, debió 

ocurrir la pérdida de una de las 

membranas plasmáticas. Cualquiera de 

los dos casos puede explicarse si se 

recurre a Ja conservación de alguna de las 

maquinarias de sintesis de llpidos y la 

posterior interacción de sus productos. Sin 

importar cual membrana se perdió, Ja 

hipótesis propone que el remanente de Ja 

célula arqueana rodeada por una gran 

cantidad de pliegues membranales dio 

origen a las estructuras precursoras del 

núcleo y el retículo endoplásmico. 

El contacto entre ambos citoplasmas 

favoreció, por mecanismos aun no claros, 

el flujo de genes, preferentemente desde 

las bacterias hacia el arqueano, 

generando en algunos casos un remplazo 

simbiótico de genes, cuando genes 

bacterianos pudieron sustituir en función a 

sus homólogos del genoma hospedero. Sin 

embargo, esto no ocurrió en todos los 

casos: las enzimas que mantenlan un 

gran número de interacciones con otros 

complejos proteicos o enzimáticos, no 

pudieron ser remplazados fácilmente, 

debido a ello hoy encontramos algunas 

vlas fundamentales con caracteristicas 

relacionadas con solo uno de Jos ancestros 

(Jain et al., 1999). La simbiosis se convirtió 

en una asociación obligada al transferirse 

Jos genes de vias completas o enzimas 

clave de algunas rutas importantes. Los 

fenómenos mencionados llevaron al 

surgimiento de un genoma de mayor 

tamaño y ubicado en compartimento 

membrana!, que codificaba las enzimas 

para un metabolismo básicamente 

bacteriano y un procesamiento de la 

información tipo arqueano, tal como 

sucede en los eucariontes modernos. 

En algún momento de la formación del 

nuevo tipo celular el consorcio perdió 

totalmente la capacidad metanogénica, 

debido probablemente a que adquirió una 

nuevo metabolismo muy eficiente que 

tornó en poco ventajoso el ser autótrofo. 

En este punto toma importancia Ja 

aparición de Ja mitocondria: algunas a

protobacterias son metanótrofas en 

anaerobiosis o aerobiosis, asl que 
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posiblemente algunas bacterias de éste 

tipo también formaban parte del consorcio, 

empleando el metano liberado por el 

eucarionte primitivo, tal como ocurre 

actualmente. En tal caso, el metabolismo 

aeróblo de los eucariontes se debe a que 

en el momento que comenzó a elevarse la 

concentración de oxígeno libre en la 

atmósfera, ya poseían el repertorio aerobio 

de la cx-protobacteria, que se manifestó y 

llevó a los eucariontes a sustituir la 

metanogénesis anaerobia por la 

fosforlilación oxidativa. Este posible 

fenómeno debió ocurrir en el grupo 

ancestral, pues algunos desarrollaron 

hidrogenosomas anaerobios derivados del 

mismo ancestro a-protobacteriano. 

Pareciera que la asociación endosimbiótica 

que originó la mitocondria es 

independiente de la presión selectiva del 

oxígeno y de la versatilidad que le pudo 

otorgar, en ese momento, un metabolismo 

aerobio al consorcio. Por lo anterior se 

propone que la capacidad de un 

metabolismo energético dependiente de 

oxígeno es un rasgo derivado en los 

eucariontes modernos. En la figura 5 se 

muestra un esquema del proceso. 

Las hipótesis anteriores rescatan 

elementos importantes al profundizar en el 

metabolismo y ecología bacteriana, 

empleándolos como punto de partida para 

justificar sus ideas, incorporando datos 

importantes provenientes de la genómica. 

Además permiten elaborar esquemas con 

un menor número de suposiciones 

tomando la evidencia de la microbiología 

actual. Ambas ideas coinciden en que el 

ancestro arqueano fue una metanógena 

autótrofa anaerobia asociada a una 

protobacteria facultativa, conviviendo en un 

medio anaerobio, o posiblemente 

microaerofílico. También suponen un 

origen simultáneo o muy cercano, de las 

mitocondrias (por diferentes procesos) al 

de la naturaleza eucarionte, restándole 

importancia a la presencia del oxígeno 

como un elemento fundamental en la 

simbiosis. 

Una variante sobre hipótesis de fusión 

En un trabajo reciente (Karin et al, 

1999) es retomada la suposición del origen 

por fusión de los eucariontes, pero 

adicionando nuevos elementos y puntos de 

vista mediante el uso de métodos 

alternativos para estudios de comparación 

de secuencia. Se ha recurrido a un sistema 

experimental para la comparación de 

secuencias, pero no en el sentido típico de 

construcción de filogenias. 

Alternativamente, han empleado un 

concepto conocido como firma genómica, 

que se refiere a la frecuencia con que dos 

nucleótidos se localizan juntos en una 

secuencia particular respecto a lo 

esperado por el azar. Por trabajos previos 

existe la evidencia de que la firma 

genómica, dentro de un mismo genoma, se 

mantiene constante para distintos pares de 

nucleótidos en regiones diferentes y 

mayores a 50 nucleótidos, también se 

presentan diferencias significativas al 

confrontar estos datos con los obtenidos 
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de genomas distintos. De manera 

interesante, esta diferencia en la firma 

genómlca disminuye entre especies 

cercanas y aumenta ente grupos 

distantes. Adicionalmente y como sustento 

teórico para la hipótesis, se ha 

comprobado que la similitud entre los 

valores de firma génomica son parecidos 

entre algunos virus y sus hospederos, asl 

como entre plásmidos y los receptores 

potenciales del vector. 

Empleando lo anterior como marco teórico, 

se calcularon las firmas genómicas de 

diversos genomas procariontes (Bacteria y 

Archaea) y mitocondriales, asl como las 

diferencias promedio en firma genómica 

(ó) entre dos genomas distintos a y b (o 

a,b). Esto permitió obtener valores 

numéricos que pueden ofrecer información 

sobre la similitud existente entre firmas 

genómicas, que pueden ir desde muy 

similares (O< 50) y moderadamente 

similares (55 >& 85} a lejanas (150 >& 

185), pasando por poco similares (90 >0< 

115) y lejanamente similares (120 >& 

145). La hipótesis sugiere que una mayor 

similitud entre firmas genómicas indica la 

existencia de una mayor compatibilidad 

génica, lo que debe entenderse como la 

coexistencia funcional de dos o más 

genomas, mediante la transferencia 

exitosa de genes, lo que implica la 

expresión correcta del gen, funcionalidad 

de las proteínas producidas en el 

hospedero y posiblemente interacción 

directa de los procesos informacionales 

(transcripción y duplicación). 

Los resultados de la comparación 

muestran que bacterias Gram positivas del 

género Clostridium y arquea nos 

(Crenarchaea) del género Sulfolobus 

tienen una similitud moderada de firmas 

génicas entre si, y más que ningún otro 

grupo con DNA mitocondriales animales. 

Esto indicarla una compatibilidad génica 

potencial entre organismos ancestrales de 

Clostridium y Sulfolobus, y de las 

mitocondrias. Estos mismos tipos de 

análisis alejan a las a-protobacterias de la 

posibilidad de ser los ancestros de las 

mitocondrias. 

La propuesta concreta es que una fusión 

genómica entre organismos relacionados 

con Clostridium y Su/folobus, 

respectivamente, ocurrió como un paso 

anterior al origen de los eucariontes, ya 

que encontramos rastros de sus firmas 

genómicas en DNAs mitocondriales 

actuales. 

Existen datos bioquímicos y celulares 

empleados para fortalecer la idea de que 

una fusión entre una bacteria tipo 

Clostridium y un arqueano similar a 

Sulfolobus dio origen al grupo eucarlonte: 

es posible un complemento entre el 

metabolismo anaerobio estricto de 

Clostridium que libera acetato, C02 y H2 

mediante la degradación de compuestos 

orgánicos, empleando el tipo de enzimas 

que hoy podemos observar en los 

hidrogenosomas. Asimismo, este gas 
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pudo ser utilizado por un metabolismo 

similar al de Su/fo/obus (un ancestro 

anaerobio, considerando que la mayoría 

de los arquea de este grupo son aerobios 

y no se localizan en sitios en los que 

habitan bacterias anaerobias similares a 

C/ostridium) que es capaz de emplear el 

hidrógeno como donador de electrones 

primario en su cadena respiratoria para 

reducir azufre a H2S, además de que 

posee citocromos y quinonas, asl como 

enzimas del ciclo de Krebs, lo que podría 

parecer una conexión con el metabolismo 

mitocondrial. Otra opción podría ser la 

utilización del acetato por medio del ciclo 

de Krebs, que como se mencionó, existe 

en Su/fo/obus. Adicionalmente, algunos 

arqueanos sulfolobales no poseen pared 

celular, lo que pudo favorecer una fusión 

mediante una membrana plasmática 

flexible que presenta lóbulos prolongados 

e irregulares. Los miembros del género 

Clostridium tienen la capacidad de 

generar endoesporas, que en un contexto 

de fusión pudo permitir la aparición de 

compartimentos que pudieron dar origen 

al sistema endomembranal del eucarionte 

ancestral. De este modo pudo existir una 

quimera celular derivada de la fusión 

Clostridim-Su/fo/obus, donde se llevó a 

cabo un intenso intercambio de genes 

entre los dos genomas originales, 

favorecido por el complemento metabólico 

y la compatibilidad genómica existente, 

manteniendo una asociación simbiótica 

estable que permitió la selección, 

sustitución 

redundantes. 

y pérdida de genes 

Después de ocurrida la fusión, la célula 

quimérica poseía dos genomas 

rearreglados y compatibles que 

intercambiaban genes entre si 

constantemente. Bajo ciertas condiciones 

se generaron endosporas, por las 

caracteristicas celulares heredadas de 

Clostridium, de esta forma la aparición de 

los septos intracelulares funcionó como un 

mecanismo que separó los dos genomas, 

compartamentalizándolos dentro de 

estructuras de doble membrana derivadas 

de las endosporas. Ahora, los dos 

genomas separados físicamente, uno que 

conservaba mayormente información 

original de C/ostridium y otra el remanente 

de Su/folobus, divergieron, manteniendo la 

compatibilidad génica, pero dando origen 

al genoma nuclear y al núcleo, por un 

lado, y a las mitocondrias, por otro, 

respectivamente. Sin embargo otro tipo de 

evidencia bioquimica y celular, obliga a 

sugerir nuevas y diferentes transferencias 

horizontales de genes desde otros tipos 

bacterianos (posiblemente de a

protobacterias), antes de que el oxigeno 

se volviera abundante y que 

proporcionaron al eucarionte primitivo los 

elementos génicos para el desarrollo 

posterior del metabolismo mitocondrial, 

pues en los ancestros propuestos 

(Clostridium, Sulfolobus) no se encuentran, 

por ejemplo, los genes que codificantes de 
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muchas de las proteínas de la cadena 

resplratorla. 

Por otro lado, también se contempla que la 

degeneración de la proto-mitocondrla 

debida la continua exportación de genes 

. hacia el núcleo y un metabolismo 

.. ·predominantemente anaerobio, llevó a que 

solo se conservaran enzimas como la 

plruvato: ferrodoxina oxidoreductasa y la 

hldrogenasa, participantes del 

metabolismo anaerobio de C/ostridium, 

que finalmente dieron origen al 

metabolismo del hidrogenosoma 

eucarionte. Esta hipótesis sugiere un 

origen común para la formación del 

compartimento membrana! que dio lugar 

tanto a mitocondrias como a 
hldrogenosomas, pero arguye que la 

naturaleza del metabolismo actual de 

ambos organelos proviene de distintas 

fuentes y no son resultado completo de 

un origen genómico común. 

La naturaleza de los simbiontes 

propuestos difiere totalmente del 

propuesto por las otras hipótesis. Se trata 

de resolver el problema de la fusión 

empleando el concepto, de la firma 

genómica, que debió tener gran 

importancia en el éxito de la coexistencia 

funcional de genes provenientes de 

organismos distintos. 

Conclusiones y perspectivas 

La idea del origen por simbiosis de 

los eucariontes es parte constitutiva de la 

biología contemporánea, y hoy que 

tenemos acceso a grandes bases de datos 

donde se aglutinan secuencias de 

alrededor de 20 genomas microbianos 

completos (Pennsi, 1999), se abren 

nuevas expectativas para profundizar 

cada vez mas en análisis de la información 

en un contexto evolutivo. De la misma 

manera, el empleo de los conocimientos 

sobre ecología microbiana y los 

mecanismos de transferencia de genes 

deben aportar mucho en el futuro cercano 

para esclarecer, o confundir, la historia 

evolutiva del linaje eucarionte. ¿Pero por 

que podrla confundir?. Del fenómeno cada 

vez más evidente de filogenias disímiles, 

que no concuerdan con el modelo clásico 

de tres grandes linajes, surgen nuevas 

ideas: la evolución de los grupos 

celulares ha sido fuertemente afectada o 

dirigida por un intenso y continuo 

intercambio de genes (Jain, 1999). Este 

intercambio es de tal magnitud que hace 

prácticamente imposible discernir entre 

filogenias moleculares, pues tienden a 

mostrar la historia de grupos génicos y no 

de linajes celulares. Esto mostrarla que la 

historia de la vida es tan compleja que no 

se puede representar en un árbol como el 

de rRNA. No obstante las objeciones 

anteriores sabemos que los árboles 

tradicionales son capaces de proporcionar 

explicaciones parsimoniosas para eventos 

clave sobre el origen de los eucariontes. 

En este sentido se ha sugerido que para 

conservar el marco de los árboles 

universales es necesario visualizar a los 

organismos como algo más que una 

suma de genes. Se debe entender como 

un continuo entre los aparentes linajes, 
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donde cada uno manifiesta propiedades 

emergentes que permiten reconocerlos, 

sin embargo, no pueden ser interpretados 

si no se contempla su historia conjunta. 

Normalmente, se tiende a identificar un 

grupo por los genes conservados al interior 

y no por los que comparte con otros 

(Doolittlle, 1999). Tal vez una mejor forma 

de observar el árbol de la vida es como 

una red continua de conexiones entre los 

grupos debida a la transferencia de genes, 

tal como lo sugiere Martin (Martin, 1999). 

Aun considerando la controversia sobre la 

validez de los arboles universales y 

ubicándonos dentro del esquema 

simbiótico, podemos encontrar algunos 

puntos coincidentes en las diversas 

hipótesis sobre el origen de los 

eucariontes: primero, debido al mosaico 

génico que poseen los eucariontes es muy 

posible que hayan ocurrido (una vez por lo 

menos) fusiones celulares entre arqueanos 

y bacterias, derivadas éstas de 

asociaciones simbióticas (sintróficas) en un 

medio anaerobio, o posiblemente 

microaerofílico. Segundo, dadas algunas 

evidencias génicas, es posible situar el 

origen de Ja mitocondria y/o Jos 

hidrogenosomas 

relacionado con 

eucariontes, muy 

organelos son 

protobacterias 

estrechamente 

Ja aparición de Jos 

posiblemente estos 

descendientes de 

simbiontes. Las 

protobacterias son en su mayoría 

también las hay 

quimioorganótrofas. 

fototróficas, pero 

quimimiolitotrofas y 

Constituyen el grupo más diverso dentro 

del linaje Bacteria, existen grupos internos 

que se pueden diferenciar (ramas a., (3, y, o 
y E), y no obstante que aun hay puntos por 

precisar, el origen del metabolismo 

energético eucarionte proviene, muy 

probablemente, de un ancestro 

protobacteriano. Tercero, la evidencia 

actual indica que ha ocurrido un gran 

intercambio de genes en la historia de Ja 

evolución celular, propiciando la sustitución 

de elementos enzimáticos y reguladores, 

asl como de vías completas en los 

organismos (genomas) receptores. Lo 

anterior, que puede ocurrir como un 

proceso independiente a la posible fusión 

celular y/o genómica, ha incrementado la 

capacidad de respuesta al medio del 

hospedero o Ja eficiencia de la asociación 

simbiótica en conjunto. Todavla resta por 

profundizar en los posibles mecanismos 

para la transferencia de genes, pero se 

sugiere que debió existir un compatibilidad 

genómica para que esto pudiera suceder. 

La mitocondria y el hidrogenosoma 

En las propuestas recientes, ya 

descritas, para el origen de Jos 

eucarlontes se hace mención sobre el 

papel importante que pudo tener el 

ancestro mitocondrial en la aparición de los 

eucariontes. Las hipótesis sintróficas 

apoyan la idea previa de la relación 

estrecha que guardan hidrogenosomas y 

mitocondrias, sustentando esto se ha 

reportado recientemente (Akhmanova et al, 

1998) la existencia de rRNA (rDNA) de tipo 

mitocondrial en un protista ciliado 
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amitocondriado (Nycotherus ova/is) que 

posee hidrogenosomas, además del 

sorprendente hallazgo de DNA en el propio 

hidrogenosoma, lo que refuerza la idea de 

un origen común de mitocondrias e 

hidrogenosomas a partir de un ancestro 

bacteriano. Esto abre una gran ventana en 

el estudio de los eucariontes: existen 

hldrogenosomas en diversos grupos 

eucariontes (ciliados, parabasalidos, 

percolozoarios, hongos) (Martín- Embley & 

Martín, 1998, Keeling, 1998), ¿Son estos 

organelos y sus genomas herencia de un 

solo ancestro mitocondrial que ha 

originado un metabolismo energético 

anaerobio similar varias veces en la 

historia del grupo?, ¿O se trata de casos 

separados de transferencia horizontal de 

genes?. El estudio de los genomas y/o de 

los genes individuales involucrados deberá 

aclarar este punto en el futuro. 

Recientemente fue secuenciado el genoma 

completo de la a-protobacteria Rickettsia 

prowasekii de 1.1 Mb (Andersson et al, 

1998) corroborando la evidencia de que 

las a-protobacterias, específicamente 

el grupo de Rickettssia, es el relacionado 

más estrechamente con el ancestro 

mltocondrial. Sin embargo la organización 

genómica es muy distinta, sugiriendo que 

los genomas mitocondriales y de 

R.prowazeiki derivan por vi as 

independientes de las a-protobacterias, 

por lo que será necesario avanzar en el 

conocimiento de distintos miembros del 

grupo de las protobacterias para conocer 

mejor el posible ancestro de las 

mitocondrias (Gray, 1999). Aun cuando 

parece evidente la relación de las 

mitocondrias con las protobacterias tipo a, 

hay datos moleculares que muestran una 

discrepancia importante: Según el reloj 

molecular del rRNA el origen de la 

mitocondria ocurrió mucho antes (2, 100 

millones de años) de la separación del 

grupo de protobacterias del resto del linaje 

bacteriano (850 millones de años) (Sogin, 

1997). Una posibilidad puede ser que las 

distancias evolutivas de los grupos 

eucariontes que hipotéticamente se 

separaron muy temprano estén 

sobrestimadas y en realidad no reflejan un 

periodo de tiempo tan largo; otra puede ser 

que el reloj molecular de las a

protobacterias no refleja claramente la 

antigüedad del grupo, o posiblemente 

debido a transferencias génicas 

horizontales. 

Con un gran número de datos proveniente 

de diversas áreas de la biologia hoy 

tenemos una idea contundente sobre de la 

importancia de la simbiosis en el origen de 

los eucariontes y el proceso evolutivo en 

general; pero dentro de esa gran hipótesis 

también podemos ofrecer evidencias 

precisas que apuntan a grupos y 

condiciones ecológicas particulares que 

permitieron la aparición de linaje Eucarya. 

Es necesario fortalecer los puntos en 

común de las diversas ideas y tener en 

mente, continuamente, la compleja red de 

conexiones génicas entre los organismos 
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evitando, en la medida de Jo posible, la 

construcción de hipótesis ad hoc a partir 

de Ja transferencia horizontal de genes. 

Tarea muy dificil, sin duda. 
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Figura 1. Arbol filogenético universal generado por comparación de secuencias de rRNA 1 Ss. Este sistema de clasificación universal se ha empleado 
como base para la ubicación de los posibles grupos procariontes que por medio de relaciones simbólicas pudieron generar los ancestros directos de 
la rama Eucarya (eucariontes). En color se destacan algunos de los grupos que han sido considerados por sus características en el desarrollo de 
distintas hipótesis sobre el origen del linaje eucarionte. Tomado y modificado de Woese et al. 1990. 
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simbionte-organeto, pero dejo su herencia gémc:a que hoy podemos observar en eucanontes anaerobios sin organelos, 4 
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genes, dando lugar a la naturaleza quimérica del genoma eucarionte, 3 las mtocondrias son producto de una segunda 
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Members of the phylum Apicomplexa, that includes Plasmodium and Toxop/asma species of 

human pathogens, contain a vestigial plastid; the apicoplast (1), whose evolutionary history is 

controversiaÍ (¡]2,3,4). Here we propase that .diStinctive chlorophyte (green alga!) nuclear genes, 

encoding, fuito~hÍ>nclrÍal. re~pir~tory· chain(ipfoteins;:•·.·.were transferred laterally to the ancestral 

. , ap.ic~~~l~y;;:~JH¡&Ef _f,~~·t~~·'.~w~~~Ia.~t~ilfil~K!r~W secondary endosymbosis of a green alga. 

In most eúka'rycites;.the ~O~II;sul:iúrii(ofthe ll:litochondrial respiratory enzyme cytochrome e 

. ' o~idase, is
0

eri~o;ded{6/1 ~'
0

sf~~í~'ihi~66¡;~ii<lii~r;,~·ri~;.icox2, but members of at least three genetic 

lineages lack~coxi i~ 'ihe mit~ch~~drial DNA (mtDNA). A number of leguminous plants have 
. . . 

transferred a full~lerigth cox2 to the nucleus (5), where it acquired a region encoding a mitochondrial 

targeting sequence (MTS). Severa! chlorophyte algae lack cox2 in the mtDNA (6). In Chlamydomonas 

reinhardtii and Polytome//a sp., two algae of the class Chlorophyceae, cox2 is present in the nucleus as 

two distinct genes: cox2a encades a protein (COXIIA) corresponding to the N-terminal, membrane 

domain of orthodox COXII, and cox2b encades COXIIB corresponding to the C-terminal domain that 

is exposed to the mitochondrial intermembrane space. Both COXIIA and COXIIB are imported into 

the mitochondrion (7). A truncated cox2 in the mtDNA ofthe chlorophyte alga Scenedesmus ob/iquus 

(8) can now be recognized as a cox2a homolog. We predicted that this alga would have a nuclear 

cox2b (7), and have confirmed this (9)(web Fig. S !), suggesting that cox2a and cox2b may be 

widespread in the class Chlorophyceae. The mitochondrial cox2a and nuclear cox2b of S. ob/iquus 
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indicates that ~~1 ~~ce~tr~F~1~'i~r6~h~te cox2. was divided in the iTitDÑA, prior to the independent 

::~:.1ii~~~;~\~~~t~§1t1~tri~~~1~~~rf Wj~~~~:t;:~:~::::::: 
The third group · of organisinslaé:kirig'md)NAEencoded1:coxi is;the :}\picomplexa, consisting of 

_·, ~. __ ·. -~-. '.: _- ~'..' :_::·,:<'\:::.-_~,/~f:·~~:5;~~'.';~~~~IÍ.~:~~-:;~S:~t!:)?~1;~;-~~'~i-~~~{J~~-::}:~:,:~: 'º ._ 

· obligate eiidopárasites. · We identifiea ·~trari~criptiii'!fri?fCl.<>?éd;¿.nuctea~;é°,coded cox2a and cox2b 

homologs from Toxoplasma gondii (f)C~~~".I.~~~l~}~;&~f,Ji,m~R~~h~~~f~;a~d cox2b genes are also 
preserit in Eimeria rene/la, Plasmodizúii yoe/ii,>'"arid'·:.TheilericiYparva.· The ancestral alga! and 

apicomplexan cox2 genes appear to have been split i~ id~d~ic:al locations (9)(web Fig. Sl). In 

phylogenetic analyses of the available COXIIA and COXIIB sequences and representative 

conventional COXU sequences, apicomplexan COXIIA and COXIIB grouped with the chlorophyte 

sequences (Fig; 1). In contrast, apicomplexan mtDNA-encoded cytochrome b grouped independently 

from green alga! cytochrome b sequences. This strongly argues that apicomplcxan cox2a and cox2b 

derived fr()iJl:gre~n ~!gal genes and did not result from an independent splitting of cox2. Ali COXIIA 

protein~h~~;i'~';J.2s~l70 amino acid N-terminal extension that is a cleavable MTS in alga! COXIIA 

(7). The'icdXIÜfproteins have a shorter N-terminal extension (43-60 residues) not cleaved in algae, 

\\lith nc(~q'Jl~~·j~nt;in conventional COXII (7). The conserved PxxxPxxY motif in this otherwise 

poorly,c;órii~Recl'hovel régiori of COXIIB also .indicates a common origin for apicomplexan and 

~h1oiop1iyi~·;b~;2 i~ti~s (.9)(web ·Fig. si). 
- -. :-;: :-:,>·.';..-:_:i(~:-:;}'.'1_:··-.'.~.::T~7::·~-~-:~·)/1,.-::>~-'~·-' .. -,: : .: 

The T. gó.il~ii(cox2a co~tains an intron that is conserved in location and phase with introns in 

cox2a ll~ciirrcc.¿J::Ji~11~f:'j¡/r~~d'P~lytomella (9) (web Figs. s I and S2). This suggests a lateral transfer 
. · .. ,, -. -- .. _ .......... ·.-~r::t·.::<'.·:~¡,~:::~~¡-~~- :'~·;:!,~ ~::: !.-':-' .. ~~-

o f cox2 a ánd c(jx2b.to)he apicomplexan nuclear genome from the nucleus, not the mtDNA, ofa green 
ª·.tg .. a.· ··. ,, .. ";"~.f'tfrJiCJ: .. 

_ ,._, . :-.. :',·-'.:~}-J(;~'-·-. 

· Anaiysi!Hof.the 35-kb circular DNA of apicoplasts, suggested that apicomplexan parasites 

evotVed f-;6~il»1~~6~C!ary endosymbiontic event (1,2). A green alga! ancestor was proposed, based on 

similarity of tufA genes (2). In contrast, cladystic analysis of other genes (1,4) suggested a red algal 

origin. The mitochondrial genomes of a wide variety of red algae contain a single conventional cox2 

gene (6). Therefore, the nuclear cox2a and cox2b genes of the Apicomplexa indicate that the 

endosymbiont was a green alga (2), and specifically from the class Chlorophyceae. 

That two genes encoding apicomplexan mitochondrial proteins are derived from a green algal 

precursor of the apicoplast, is a remarkable example of lateral gene transfer. A single Toxoplasma 

mitochondrial gene product, a component of a multisubunit enzyme, was replaced with two proteins 
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derived from. green. algae. · The•• use •. of fun~ti¿ha1lrragmel1ted ge~~s.as ktyiicalmolecular markers has 

helped clarify the complex evolutibn ·~fth~ ~~~~~~i~~ ~i~~~s,~rih~i~ria and ~oxoplasmosis. 
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. FIGURE LEGEND 

Fig. I. Maximum /ikelihood (ML) analyses showing the position of apicomplexan parasites 
based 011 cytochrome 12. and COXIIA + COXIIB seq11e11ces. Sequences were obtained from 
GenBimk. S. obliq1111s cox2b (AF499003) and T. gondii cox2a and cox2b (AF499004 and 
AF503914) are from this work. Preliminary sequence data of P. yoe/ii and T. parva were 
obtained from The lnstitute for Genomic Research. For phylogenetic analyses, see methods in 
supplementary material (9). A. tumefaciens was specified as the single outgroup. Bootstrap 
support >50% is indicated above branches. Left panel. ML analysis for mitochondrial 
cytochrome b (CYB). T. parva, P. yoelli and T. gondii forma strongly supported clade (96%). 
C. reinhardtii, C. eugametos, Polytomella sp., and S. obliquus form an independent, strongly 
supported clade (93%) which is sister to a clade that includes other green algae and land 
plants. The resulting chlorobiont clade is solidly supported (100%). Right panel. ML analysis 
for COXIIA and COXIIB, and homologous mitochondrial COXII sequences. COXIIA and 
COXIIB (excluding their extensions) were fused in silico as a single polypeptide, and aligned 
with orthodox mitochondrial COXII sequences. A clade that includes T. parva, P. yoel/i, and 
T. gondi and the green algae S. ob/iquus, C. reinhardtii, and Polytomella sp. is formed (70%). 
Within it, the apicomplexans are grouped in a strongly supported monophyletic group 
(100%), and the green algae form its sister clade (89%). 
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SUPPORTING ONLINE MATERIAL 

MATERIALS AND METHODS 

Total DNA was obtained from tachizoites of T.gondii (Wiktor strain) grown in vilro 
in the presence of Vero cells. The cox2a and cox2b sequences were obtained by PCR 
amplification. 

The C. reinhardtii cox2b gene was used to screen a genomic Iibrary of S. ob/iquus in 
Lambda-ZAP lI (1). A positive clone was obtained from 5 x 104 plaque-forming units 
screened. 

For phylogenetic analysis, nucleotide sequences were aligned using Clusta!X (2), with 
subsequent manual refinements. Maximum likelihood (ML) analyses (3) were based on a 
HKY85 substitution model with gamma-distributed site to site rate variation, tree bisection
reconnection (TBR) branch swapping, with a molecular clock not enforced. For 
mitochondrial cytochrome b sequences (CYB), the transition/transversion ratio (ti/tv=0.9735) 
and shape of the gamma distribution (a=0.7095) of the single most parsimonious tree 
resulting from the same data (not shown) were obtained via ML. Thcse parameters were used 
as input criteria in severa! heuristic ML searches with different starting conditions. Ali ML 
searches converged on the same tree, with score -In L=25883.5709. Support for branches was 
obtained through 100 replicate bootstrap searches (HKY + r) in which ti/tv and a were 
specified. For COXIl sequences, a heuristic ML search was conducted to estímate a topology 
and its associated parameters. The resulting tree had a score of -In L=2 l 054.4690, 
ti/tv=0.871018, and a=0.810477. Bootstrap analysis was conducted as described above. The 
Iikelihood of an altemative topology where apicomplexans and green algac are not sister taxa 
was tested by conducting 5000 RELL replicates of the Shimodaira-Hasegawa test ( 4,5). The 
Iikelihood score for the ML topology for CYB, estimated using COXllA, COXllB and 
homologous sequence data via ML (HKY + r, with ti/tv and a specified), is -In 
L=2l 165.7706, significantly less Iikely (P<0.05*) than the ML topology obtained using the 
same data and parameters. 
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LEGENDS TO FIGURES 

Fig. S 1. A111i~10 acid seq11e11ce alignment of COXIIA a11d COXIIB subunits and co111pariso11 of 
intron positions. The sequences of COXIIA and COXIIB of C. reinhardtii, P. yoelii, 
Polytomella sp., S. ob/iquus, T. parva, and T. gondii were compared with the orthodox, 
mitochondrial COXII sequences of A. thaliana and M viride (shown in bold charactcrs). 

· Asterisks . denote idcntical amino acids, and colons similar amino acids. Putative 
mitochondrial targeting sequences of COXIIA subunits are shown on a green background, 

e and the PxxxPxxY motif is indicated in red. The C-terminal amino acid extcnsions of 
COXIIA are on yellow background, and the N-terminal amino acid extensions ofCOXIIB are 
shown on blue background. These unique extensions are hypothesized to interact for the 
assembly of COXIIA and COXIIB in the cytochrome e oxidase complex. The orange box 
indicates the experimentally determined N-terminal sequence of the mature COXIIA of 
Polytomella sp. The vertical black line separates COXIIA from COXIIB sequences. Inverted 
black triangles denote positions of introns in the corresponding genes. If the triangle is over 
an amino acid, it indicates that the corresponding intron is not in phase with the ORF. 

Fig. S2. Pilases andjla11ki11g sequences of 5' and 3' splice sitesfor intronsfound in the cox2a 
and cox2b genes o/ chlorophyte algae a11d apicomplexan parasiles. For cox2a genes, introns 
1, 2, 3, 4, and 5 of Polytomella sp. share positions and phases with introns l, 2, 3, 4 and 5 of 
C. reinhardtii. Intron 6 of Polytomella sp., intron 7 of C. reinhardtii, and intron 1 of T. gondii 
also share positions and phases. In contrast, introns 6 and 8 of C. reinhardtii and intron 2 of T. 
gondii exhibit unique positions. Far cox2b genes, intron 1 of C. reinhardtii shares position, 
but not phase, with intron 2 of S. obliquus. Finally, intron 1 of S. obliquus exhibits a unique 
position. 
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cox2a 

cox2b 

lntron nº. 
T. aondii 1 

C. reinhardtil 1 
S. ob/iquus 1 

2 

APENDICE 11. OTRAS PUBLICACIONES 

Phasa 
o 

c2 
o 
o 

5' spllca sita 
CAA/GTACGTC 

' CAA/GTAAGAG 
CAG/GTTAATA 
CAG/GTAATTG 
GAG/GTGCGGG 
TCG/GTAAGTA 
AAG/GTAACGC 
CAC/GTAAGTA 
CAG/GTGCGAC 
CAG/GTACAGG 
CAG/GTGCGAA 
GCA/GTAAGTC 
AAG/GTGGGGA 
CAG/GTGCGCC 
CAG/GTGGGGC 
CAG/GTATGAT 

5' solica sita 
CAG/TCAGCAC 
CGA/GTGAGTT 
CAG/GTGAGGG 
CAG/GTAGGCG 

Figure S2 
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3' splica sita 
TTTTCAG/AAA 
TGCGCAG/TTC 
TTTATAG/TGC 
CTCACAG/GCC 
TGTAAAG/GTT 
CACATAG/GCT 
CCAATAG/GCC 
TTCGTAG/ATC 
CTTGCAG/AGC 
ATTGCAG/CAA 
ATTTAAG/GCT 
CGTGCAG/GCG 
CGTGCAG/GCC 
TCGACAG/GCC 
ACCGCAG/ATT 
GCTGTAG/GCC 

3' splica sita 
GCCCCAG/AAA 
ATTGCAG/GTA 
GCGTCAG/GTG 
GCTGCAG/AAC 


	Portada
	Contenido
	Resumen
	Abstract
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Antecedentes Directos
	Objetivos
	Capítulo 3. Resultados Publicados
	Capítulo 4. Resultados Complementarios
	Discusión General y Conclusiones
	Perspectivas
	Apéndices



