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RESUMEN

La oxidasa alterna (AOX)'és uh‘a:en"zi'rha mitocondrial que se ha encontrado en
todas las p/antas terrestres (estreptofltas) analizadas hasta la fecha, asl como
g /gas verdes (clorofitas). Se ha propuesto que Ia AOX es

en un gran nu'mero‘ de’
n 5|stema preventlvo contra el estrés oxidativo, donde funcionaria

élvula de escape de electrones cuando la cadena respiratoria

/tvqrd'm/ca mantenga un estado de reduccién elevado. La AOX
ha relacionado con el metabolismo mitocondrial durante la

-ii"éc‘i_'én mitocondrial del alga incolora Polytomella sp. disminuye
92%) por accién de inhibidores de los complejos
: mduccmn de estrés por KCN en los cultivos de

sjvdespués de intentar amplificaciones por PCR, donde en

experimental se obtuvo evidencia de la existencia del gen

[o: datos sugieren que el alga incolora Po/ytomella sp. carece de AOX y
}ler»ﬁéht:e del gen que la codifique. Es posible que la ausencia, o
‘|nag;i§)aCi6n, del gen Aox esté relacionada con la pérdida de la capacidad
f‘:'fdt\'d’sintética. Recientemente se ha presentado evidencia de que la expresion
de la AOX responde, al menos parcialmente, a la exposicion a luz y al
metabolismo del cloroplasto. Considerando que Polytornella sp perdié la

Xiv



“las membranas mltocondrlales, asi como un lncremento en el contenldo de
grupos hemo tipo a. En ese contexto, se observé un cambio en Ips Vparémetros
cinéticos de la citocromo ¢ oxidasa debido la presencia de KCN en los cultivos
“celulares. Los cambios mas evidentes son las constantes de disociacion de

ligandos del centro bimetalico Cus-as, como el cianuro, la azida y el oxigeno.
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ABSTRACT

The alternative OXIdase (AOX), a qumol omdase, IS a mltochondrlal enzyme

, fmetabohsm
s III (antymlcm and myxothiazol)
quratlon of Polytomella sp. over
ire ‘media did not stimulate the
fqrﬁ. reports in other organisms,
s 'Ch/am ydomonas reinhardtii.
ing’ agents, as DTT, or specific
falled to enhance an AOX

ot:detected some potential AOX in
_ybr'i'd_lzabytlon assays with the partial cDNA

as sp W80 did not shown a positive signal
//z sp These data, and the negative results
(,atbutatkive Aox gene in Pol/tomella by PCR,
of the Aox gene in Polytomella sp.

:ci‘fivity in- Polytomella sp may be due to the lack
v,éhyd not because of the presence of an inactive
:‘p(‘).’_s'siyble that the inactivation and later deletion of the
to.loss of photosynthesis in the Polytomella genus. Recent
Aék expression in response to the light in plant cells support
le'of AOX in photosynthetic cells.

. also suggested that the induced stress by cyanide modifies the
dr al Ilpld/proteln ratio and heme & content, but did not stimulate the
hsensmve respiration by a plant-like AOX. In this context, the
of cyanlde changes the kinetic parameters of cytochrome c oxidase,
e, ir c‘r:e‘asing the apparent affinity towards ligands of asCus bi-metallic center

xvi




and oxygen. We do not complefely
odifications in the affinities of the

understand
Iigandé;‘ hov  result of global metabolic change by the
“stress, where the ‘in ‘the respiratory chain are modified from

one state to other.

xvii



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El surgimiento de la teoria quimiosmdtica [Mitchell, 1961] proporcioné un
principio tedrico y mecanistico para explicar la fosforilacién oxidativa y
fotosintética. Hoy es un paradigma de la bioenergética que el acoplamiento de
una serie de reacciones redox con la generacion de un gradiente electroquimico
de protones (cadena transportadora de electrones) se emplea para la sintesis
de ATP (ATPsintasa). En la mayoria de las células eucariontes la fosforilacién
oxidativa es una fuente importante, en ocasiones la principal, para la
obtencién de energia [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 B-oxidacion, la oxidacion de glicerol 3-P, etc.) hasta el oxigeno,
acoplando la energia libre de las reacciones catalizadas a la translocacion de
prot‘ones desde la matriz hacia el espacio intermembranal. Histéricamente, vy
por estudios efectuados en mitocondrias de mamiferos, los complejos
respiratorios que funcionan como bombas de protones se denominaron
secuencialmente: complejo | (NADH: ubiquinol oxido-reductasa o NADH
deshidrogenasa), complejo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxido-reductasa o
complejo becr) y complejo [V (citocromo ¢ oxidasa). El complejo Il (succinato:
ubiquino! oxido-reductasa o succinato deshidrogenasa), es parte de ciclo de
Krebs, pero no participa en la transiocacién de protones. Adicionalmente, la
ATP sintasa Fi-Fo es llamada complejo V, aunque no esta involucrada en el
transporte de electrones [Hatefi, 1985]. En afos recientes, se resolvieron por
cristalografia de rayos X las estructuras de los complejos lll [lwata et al. ,
1998] y IV [Tsukihara et al., 1996], asi como de una porcién importante del
complejo ATP sintasa Fi-Fo [Abrahams et al. , 1994]. Estos trabajos
corroboraron estudios previos que proponian modelos de la funcion y los
mecanismos de accién, la translocacion de protones y la rotacién catalitica del



:_1 999 Lancaster et al., 1999]

i es\se |dent|f|caron actividades enzimaticas atip/cas y sensibilidad
dlferente a Ios inhibidores respiratorios clasicos [Solomos y Laties, 1976,
* Solomos, 19771.

NAD(P)H deshidrogenasas

Ademas del complejo |, en las mitocondrias de plantas se conocen cuatro

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

complejo | y que son insensibles a los inhibidores clasicos rotenona vy

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

. .-enzimas se ubican en la cara citosdlica de la membrana interna mitocondrial,
- por lo que pueden oxidar el NAD(P)H generado en el citosol. Ambas difieren

o enfre si por la especificidad por NADH o NADPH, en el patron de activacion

por Ca?" (la primera tiene una K» de 0.3 uM, para la segunda es mas alta pero

no ha sido determinada) y en su sensibilidad al difenileniodonio, los agentes
“‘quelantes y al mersalil [Moller y Lin, 1986, Moller, 2001]. Con base en la
; espeéificidad 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

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

es aparentemente especifica para el NADH, NADIn(NADH), no es dependiente
de Ca? y es diez veces menos afin por NADH que el complejo | (Km de 80uM
y 8 uM, respectivamente) [Moller, 2001). La otra enzima posiblemente es
especifica para NADPH (NADIn{NADPH)}, se activa por Ca** (Km de 3 uM) y
es dos oOrdenes de magnitud mas sensible al difeniliodonio que la
NADiIn{NADH) [Moller, 2001].

La existencia de multiples NAD(P)H deshidrogenasas alternas se ha
relacionado con la importancia de la relacion NADP/NADPH en varias vias
metabdlicas. Un ejemplo es el metabolismo del folato en las mitocondrias de



TRODUCCION

reductasa y la metilén-

o la dihidrofolato
’ de NADP" [Moller y

d d

plantas,

ﬂde la omdasa alterna en u mééamsmo mediado por una tiorredoxina reductasa
[Vanlerberghe,; et al. 1995]." Asimismo, algunas enzimas que participan en la
respuesta al estrés oxidativo, como una glutatién reductasa mitocondrial,
dependen de NADPH [Jiménez et al., 1997]. En las plantas el NADPH puede
ser generado en la matriz mitocondrial por la enzima malica, la malato
deshidrogenasa o por una isocitrato deshidrogenasa especifica para NADP*
[Moller y Rasmusson, 1998]. La concentracion total de NADP + NADPH en la
matriz mitocondrial de plantas entre 0.5 y 2 mM vy la de NADPH en la matriz
va de 40- 100 pHM. El NAD + NADH se encuentrade 1 a 10 mM vy el nivel de la
forma reducnda va desde 20 a 70% dependiendo del estado. [Moller, 2001]

;Una caracter(stlca comun de las NAD(P)H deshidrogenasas alternas es la de no

"‘,‘,contrlbulr a la generacidon del gradiente electroquimico de protones.

COMPLEJO 1
H +
(_L ESPACIO INTERMEMBRANAL
———
A MEMBRANA INTEANA
——
MATRIZ

NADH NAD*

H+ NADH NADPH
Cal* Ca?+
- NADex(NADH) NADax(NADPH)
B | "3 NADIn{NADH) NADInINADPH,
c.lo
NADH NAD* NADH NADPH
Figura 1. A, Complejo | o NADH deshidrogenasa en mitocondrias animales

{mamliferos). B, Se indican las diferentes NAD(P)H deshidrogenasas externas (NADex)
e internas {(NADin), ademés del complejo |, presentes en mitocondrias de plantas.
Modificado de Moller, 2001.




INTRODUCCION

‘La oxidas alterna ;
:Otfa‘.,e' ma’ erfstlca' de las mltocondrlas de plantas es la oxidasa alterna
(AOX): A‘OX se ewdencné por la respiracidn insensible a
1925, Meeﬁse, 1975, Solomos, 1977I]. El cianuro inhibe
x:dasa bon valores de K7 de 1-10uM, por lo que cabe
T sup - "presencna de KCN 1mM la enzima este completamente
V"mhlblda. Desde Ios afios 30 van Herk habia asociado la presencia de la

- respnracnon resistente a cianuro con una via respiratoria alterna e insensible a
dricho inhibidor [\)an Herk, 1937]). Varios trabajos trataron de establecer la
naturaleza molecular de las enzimas participantes en esta via alterna. Se
determind qUe,i I};-\ via dependia de una sola enzima con actividad de quinol
oxidasa [Huq and Palmer 1978, Rich, 1978]. Sin embargo, no fue hasta 1986

€ ] e wreversnblemente por el a4cido p-cloromercurobenzoico, agente
e vatlzante ‘de’ grupos sulfhidrilo, indicando la presencia de residuos de

: "CIStei’na esencnales para la actividad. Adicionalmente, se encontrd que la AOX

,k“;no era lnhlblble por cianuro o antimicina A (inhibidor del complejo I} [Elthon y

" Mcintosh, 19861,

' La preparac:on semlpura de AOX de S. guttatum llevé a la

|dent|flcac10n de' a: ‘protelna con un masa molecular de =36 kDa y a la

"elaboramén de an uerpos policlonales contra la enzima, mismos que
|nmunorreaccnonaron contra proteinas de otras cuatro especies de plantas
‘ "',f,[Elthon y Mclntosh, 1987]. También se correlaciond la cantidad de proteina

: jinmUnodetectable con la actividad de AOX presente en cada caso, resaltando

"la variacién simultanea de concentracién y actividad de la AOX entre distintos
tejidos de la misma planta [(Elthon y Mcintosh, 19871].

Diversos estudios muestran que la AOX es una ramificacion de la
cadena c/dsica o citocrémica que ocurre al nivel de la poza de quinonas, lo que
explica la insensibilidad de la via alterna a inhibidores de los complejos Ill y IV
{Moore y Siedow, 1981] (Figura 2).



_la AOX es que no estd asociada a la

generacnon del radlente de protones [Moore y Bonner, 1982] ni a la sintesis
de ATP>[Bahr‘y Bonner,‘1973] y s6lo se puede observar fosforilacién cuando
se empiean éustratos oxidables ligados a la produccién de NADH, ya que
permlten la participacién del complejo | en la via [Moore et al, 1978]. Cuando
: i?iel flujo de electrones ocurre preferentemente por la AOX hay una disminucién
: énfla sintesis de ATP y pérdida de energia en forma de calor. Por ello, en
tejidos con actividad elevada de AOX (como en los espdadices durante el
desarrollo de la flor), es posible observar termogénesis con una temperatura
hasta 15°C por arriba de la ambiental, lo que se asocia a la volatilizacion de
compuestos aromaticos Utiles para atraer polinizadores [Meusee, 1976]. Esta
posible funcién de la AOX se apoya en experimentos que muestran mayor
actividad de la enzima en tejidos florales termogénicos [Elthon y Mclintosh,

1987].

H* NADH NADPH H* ﬁ.
3 Ll

El

M
Succinat
NADH e NADH NADPH 0, HO 0, H0
Rotenona SHAM Mixotiazol CN
Piericidina nPG Antimicina co
Estigmatelina Azida

Figura 2. Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial tipica de plantas. Se indican
las multipies NAD(P)H deshidrogenasas (NADex, NADin), asi como las oxidasa alterna
{AOX) que se bifurca de la via c/dsica al nivel de la poza de quinonas (UQH). Aparecen
los complejos [ y Il, asf como los de la llamada via citocrémica, \ll, IV y el citocromo ¢
soluble (g). Por debajo de cada complejo se indican algunos de los inhibidores
especificos conocidos.

Modificado de Moller y Rasmusson , 1998
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INTRODUCCION

Funmones dela AOX i : .
La" A'OX_ es: unaﬂ enzima constitutiva en todas laé p/antas' terrestres 'y
: r}ecaeptemente ‘'se le han asignado funciones adicionales en el metabolismo de
las celulas fbtdsinié’ticas. Debido a que la AOX también se ha identificado en
a/gés verdes (clorofitas) | Eriksson et al 1995, Dinant et al.,, 2001], 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 via citocrémica

{situaciones de estrés o presencia de inhibidores respiratorios), existe una
inhibicién -sobre- el ciclo de Krebs debida a la acumulacién de intermediarios
reductores (como NAD(P}H), lo que favorece la fermentacidon alcohdlica (el
etanol produc‘tdo puede producir dafio celular) e impide la biosintesis a partlr de
]ntermednanos "del ciclo de Krebs {(como oxaloacetato y a-cetoglutarato).

esta sntuacnon se ha propuesto que la AOX permite el consumo de los
lntermedlarlos reducidos, direccionando los precursores hacia la biosintesis y

dlsmlnuyendo simulténeamente la fermentacion [Palmer, 1976].
‘Pbsteriormente, esta propuesta se modificd para sugerir que la actividad de la
via alterna podria funcionar como una valvula de sobre-flujo cuando la via
citocrémica se satura [Lambers, 1982]. En este sentido, varios trabajos han
demostrado que los mecanismos de modulacién y activacién de la AOX se
ajustan a la propuesta de Lambers [1982][ Millar et al., 1993 y 1996, Wagner,
1995]

Los primeros datos sobre la regulaciéon y estructura de la enzima
mostraron que en las plantas la AOX existe en forma homodimérica; cada
mondémero con una masa molecular de & 36 kDa. El dimero puede permanecer
alternativamente en un estado de asociacién no covalente, mas activo o en
uno oxidado de unidn covalente, que es de 5 a 6 veces menos activo que el
reducido [Umbach y Siedow, 1993]. La conversion de un estado a otro se
induce experimentalmente por agentes reductores externos (como DTT),
sugiriendo que el efecto es sobre residuos de cisteina que participan en una
transicion sulfhidrilo/disulfuro intermonomérica [Umbach y Siedow, 19986].
Adicionalmente, se encontré que la forma reducida del dimero puede activarse
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) por ceto-acidos prancupalmente por plruvato [Millar et al, 1993, Day et al.,

1994],‘que dvls [ uye Ja; Km aparente de la enzima por ubiquinol [Umbach et
al., 1994 amblén se sabe que el efecto del piruvato ocurre por interaccién
diir'éEfa‘ on vrreS|duos de cisteina, formando un tiohemiacetal [Umbach Y
v'Siedo‘vxy/, 1996]. A este respecto, existen datos contradictorios sobre los

- residuos -de  cisteina participantes en la unidon del piruvato, ya que se ha
prdbuesto que son los mismos que a forman el puente de disulfuro
interdimérico [Rhoads et al., 1998] o bien que son diferentes [Umbach vy
- Siedow, 1996].

Los datos mencionados permiten considerar la factibilidad de Ila
hlpoteSIS de Lambers. Asi, una actividad restringida de la via citocrémica
conducnrfa a la nh|b|c16n del ciclo de Krebs, resultando en un incremento en la
concentrac:on ‘de 'uvato, activando la AOX y permitiendo de este modo el
: ﬂujofha(.:i’é Ias futas biosmtetlcas (Figura 3). Hasta la fecha no existen estudios
detallados - 7q’l_Je: p_e‘rmttan .analizar la validez de la propuesta /n vivo.

Relacionadd g:'dn e's"tbo_“se ha mencionado un posible mecanismo para modular el
estado redox  del "d‘fmero AOX, donde podrian participar tiorredoxina o
glutation, por medio de sistemas reductores dependientes de NADPH u otros
intermediarios del ciclo de Krebs [Venlerbeghe, 1995].

En. resumen, parece existir un sistema de regulacion redox para la AOX
que depende del balance de |ntermed|ar|os del ciclo de Krebs y que permite el
flUJO hacta las rutas anabollcas aun cuando el flujo de electrones por la via
'Cltocromlca se mantenga inhibido o restringido.

Otro tlpo de experimentos que apoyan la funcién de la AOX como
valvula de escape indica que la enzima alcanza su actividad maxima sélo
cuando la relacién UQH2/UQ es mayor al 40%. Esto sugiere que el flujo a
través de la AOX ocurre Unicamente cuando la cadena citocrémica se acerca a
la saturacién [Dry et al., 1989]. Sin embargo, otros resultados muestran que
en presencia de piruvato la AOX puede competir por los electrones con la via
citocromica [Hoefnagel, et al., 1995], lo que demuestra que la AOX no es
estrictamente una valvula de escape, pues puede ser activa en niveles en los

que la via citocromica no esta saturada. Los datos muestran que la AOX si



la vfa clasica.
AOX pijéde relacionarse con los
tema : = ‘oxidativo, donde podrfa disminuir la
‘foff'ﬁéyé‘ié'n‘idé: éspecies de.oxrgeno reactivas (ROS), que son causa de dafio y

“de muerte celular [Levine et al, 1996]."
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Figura: 3. Esquema de la regulacién (inactivacidn-activacién) de la oxidasa alterna
mediante la oxidacién-reduccién del puente disulfuro intrermonomérico. Se indica un
intermediario reductor hipotético (X) que podria depender de un sistema que emplea
NADPH (giutatién o tiorredoxina reductasas). Se muestra también la activacién
adicional por piruvato (u otros a-ceto-dcidos) durante el estado reducido (activo). Se
propone que la interaccién del piruvato ocurre por la formacién de un tio-hemiacetal
con los residuos de cistelna.

Modiifcado de Siedow y Umbach, 2000

La cadena respiratoria es una fuente de ROS, ya que las semiquinonas
(UQ*"~) formadas durante el ciclo Q pueden reducir al oxigeno (Oz), generando
el radical superéxido (O2"~). Este a su vez se dismuta a H202, un intermediario
que no es un radical libre, pero es mas estable y mévil. El H202 puede
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calhidr OH*), sumamente
reactlvo 'y relacuonado con la peromdac:on de ’protefnas, lfpldos y DNA [Pryor,
1986] En Ias plantas, la cadena fotosnntétlca (CF) es otra fuente importante
- de ROS ‘donde la reduccién de los intermediarios de la CF favorece la
activacion del oxigeno [Elstner y Osswald, 1994]. Para contender con el estrés
‘inducido por la produccion de ROS las células vegetales cuentan con un
sistema general de detoxificacibn enzimatico, que incluye superdxido
dismutasas, catalasas, peroxidasas {(dependientes de ascorbato o glutation),
mono o dihidroascorbato reductasas y glutation reductasa [Elstner y Osswald,
1994, Wagner y Moore, 1997]. Adicionalmente existen compuestos fendlicos
y flavonoides que pueden inactivar radicales OH" o 'Oz [Elstner y Osswald,
1994].

Se ha demostrado que las situaciones de estrés metabdlico (bajas
temperaturas, envejecimiento, presencia de inhibidores respiratorios, etc.)
incrementan la produccién de ROS, asi como la expresién y la actividad de la
AOX [Vanlerberghe y Mcintosh, 1992a, Hiser y Mclntosh, 1990, Vanlerberghe
y Meclintosh, 1992b]. Simultaneamente, el estrés también produce una
disminucién en la actividad de la via citocrémica [Purvis y Shewfelt, 1993,
Eistner y Oswald, 1994]. Con esta evidencia, Purvis y Shewfelt {1993]
propusieron que la AOX puede ser parte del sistema de respuesta contra el
estrés"oxi‘dati\/"o, al formar parte de una via que permite desahogar la cadena
resplratorla cIasnca Asi, se propone que el flujo de electrones por la AOX

. durantwuna situacién de estrés mantiene un nivel relativamente oxidado de la
: poza'duthonas, minimizando el riesgo potencial de la formacién de ROS. En
apoyo-de este posible papel de la AOX, se demostré que la activacién de la
N e’n‘lzirhiaj‘por DTT y piruvato disminuye significativamente la produccion del
rédical superéxido en mitocondrias aisladas del pericarpo de Capsicum annuum
[PurVis, 1997]. Ademas, la presencia de los inhibidores especificos de la AOX
. acido salicilhidroxamico (SHAM) y n-propilgalato conduce a la produccién de
H202 en mitocondrias de cotiledones de G/ycine max (frijol de soya) y Pisumn
sativum {chicharo) [Popov, et al., 1997].

En células transgénicas de Aicotiana tabacum (tabaco), donde los
niveles de AOX fueron disminuidos por supresion antisentido del gene Aox1, o
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e .demostré que la baja actividad de la

enzlma orrelacmna convuna mayor produccnén de ROS mitocondriales. Por el

a‘ sobreexpresmn reduce significativamente la generaciéon de las
|es reactivas [Maxwell et al., 1999]. Cabe resaltar que el trabajo anterior

: tamblén ‘mostré que los niveles elevados de AOX se relacionan con un bajo
‘nivel de expresion de enzimas atrapadoras de ROS, como son dos isoformas

de la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa. Lo anterior sugiere
fuertemente que la AOX tiene participacién en un sistema preventivo para la
formacion de ROS. Experimentos efectuados con cultivos celulares de Glicine
max demostraron que un aumento en la actividad de la AOX protege de dafio y
muerte durante transiciones anoxia-reoxigenacion y estrés oxidativo [Amor et
al., 2000]. En tal situacion la AOX formaria parte de un sistema preventivo
para contender con de estrés oxidativo, que a su vez seria parte de la
respuesta celular que incluye de manera fundamental la participacion de varias

peroxidasas [Amor et al., 20001.

INHIBIDORES ESTRES
RESPIRATORIOS METABOLICO

l.__I_J

GLICOLISIS !
i INHIBICION
VIA CITOCROMICA
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Figura 4, Esquema que muestra la regulacién global de la oxidasa alterna (AOX). Se
indica el sistema de control redox (figura 3 y en flechas negras), asi como el efecto
por la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la sintesis de novo de la
proteina (en flechas rojas). UQH, poza de quinonas; CYT, via citocrémica.

Modificado de Wagner y Krab, 1995
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: _lo que efue ala ldea sobre el papel activo
‘ tré'hOS En la figura 4 se
n'de, la bAOX dependiente de

Por otro: lado
a Hz02 [Wag v\ v
de la AOX en’ el ststema global de protecmon
presenta un esquema hlpotétlco para la regulac1

Ia.formamon de ROS.

.. Los genes Aox
Al momento de la elaboracién de este manuscrito se conocian las secuencias

completas de mas de 30 genes Aox de diferentes especies de plantas, hongos
y de algunos protistas tripanosomédtidos [www.ncbi.nim.nih.govl. En varios
casos el gen sé ‘encuentra en multicopias funcionales. Debido a que no ha sido
posnble obtener una preparacién purificada a homogeneidad de AOX, los

: ‘negatlvas de EPR de Ia AOX vy otras ferroproteinas no hémicas (di-fierro
",protefnas tipo R2, especificamente la subunidad hidroxilasa de la metano
>mo'nooxigenasa), asi como por la presencia de una secuencia consenso EXXH
en dos de las posibles hélices. El grupo de Siedow también sugirié la existencia .
de dos regiones o-hélice transmembranales, ubicadas hacia la region central de
la proteina y unidas entre si 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
cisteina conservados entre las plantas, que son los involucrados en la
regulacion redox y en la interaccién tio-hemiacetal con ceto-acidos,

mencionada previamente.
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Figura 5. Alineacion multiple de las regiones carboxilo terminal de AOX procedentes
de diferentes especies. Con cilindros negros se indican las regiones conservadas que
formarian las hélices putativas para coordinar el centro Fe-Fe, las flechas negras
indican los aminoacidos involucrados directamente. Nicot. Nicotiana tabacum, Cahts.
Catharanthus roseus; Sauro: Sauromatum guttaturn; Oryza&: Oryza sativa, Arabf
Arabidopsis thaliana; Mangr. Mangifera indica; Diety. Dictyostelium discoideurn; Chlal
y Chla2. Chlamydomonas reinhardtii, Podoa. Podospora anserina; Neuro: Neurospora
crassa; Magna: Magnaporthe grisea; Afell: Ajellomyces capsulatus; Cand: Candida
albicans; Pichi: Pichia anomala,; Trypa: Trypanosoma brucei brucei,

Recientemente aparecié una nueva evaluacién del modelo topolégico de
la AOX, tomando como base las nuevas secuencias disponibles [Andersson y
Nordlund, 1999]. Este nuevo andlisis evidencié que una de las regiones que se
consider6 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 asf 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 7B). En el nuevo modelo esta hélice forma parte de
las cuatro hélices involucradas en la coordinacién del centro redox, lo que de
inicio modifica la disposicién de los enlaces de coordinacién (Figura 7C).
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Empleando .como base la estructura de la: estearll -acil A®-desaturasa y de la
rlbonucleétldo reductasa (ambas di- -ferroproteinas tipo R2}, Andersson y Norlud
propusueron tambcén que las hélices hidrofébicas solo permiten el anclaje de la

la membrana interna, pero no son secciones transmembranales, de

proterna
gfor_ma anéloga a lo se conoce para la topologia de la prostaglandina H:2
’srinteta’sa (Figura 7B). Asi, en esta disposicidn la AOX apareceria como una
protyefbna integral de membrana que no cruzarfa la bicapa lipidica, sino que
solamente permaneceria anclada a la mitad de la membrana. Alternativamente
la AOX podrfa mantenerse asociada a la membrana por el efecto hidrofébico
con otras proteinas [Andersson y Nordlund, 1999].

Figura 6. Construccién /n silico del haz de hélices que coordinan un centro Fe-Fe en
ferro-protelnas tipo R2 . Los motivos EXXH de coordinacién estan indicados. Las
esferas negras representan los dtomos de Fe.

Tomado de Andersson y Nordlund, 1999
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Figura 7. A, modelo topolégico 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. B, 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 proteina para formar las cuatro
hélices el extremo carboxilo. En este caso se propone que las dos o-hélices
hidrofébicas se mantienen en la interfase de la membrana interna mitocondrial. En
ambos modelos se muestran los residuos de cistefna (Cis) involucrados en la
regulacién redox. C, modelos de coordinacién para el centro Fe-Fe, | corresponde al
modelo de Siedow et al (A} y Il al modelo de Andersson y Nordlund (B).

Modificado de Berthold et al. 2000 y Andersson y Norlund, 1999.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES DIRECTOS

Filogenia de las algas verdes y las plantas terrestres

El concepto actual de plantas verdes (Chlorobionta o Viridiplantae) incluye
como grupos relacionados evolutivamente a las llamadas algas verdes (Divisién
Chlorophyta, clorofitas) y las plantas terrestres (Division Streptophyta,
estreptofitas). El grupo comparte la presencia de clorofilas tipos a y b, una
disposicién apilada de los tilacoides en un cloroplasto de dos membranas v el
empleo de almidén como sustancia de reserva [Friedl, 1997]. Estudios
recientes de filogenia mediante analisis de secuencia de rRNA 18s confirman el
origen monofilético de las plantas verdes [Battacharya y Medlin, 1995] (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
trabajol, oxidasas alternas (AOX) [Sargent y Taylor, 1972, Webster y Hacket,
1965, Goyal y Tolbert, 1989, Eriksson et al, 1995] y similitudes particulares
en espectros diferenciales de grupos hemo [Webster y Hacket, 19665].
Respecto a la AOX, recientemente se secuenciaron dos genes funcionales Aox
de Chlamydomonas reinhardtii, que son los primeros reportados para una
clorofita [Dinant et al, 2001]. Estos resultados reforzaron resultados previos
donde se efectudé la inmunodeteccién de una proteina 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 discusidon de este trabajo se retomara este

punto.

1



ANTECEDENTES DIRECTOS

Trebouxia impressa —
AMyrmecia biatorellae
Trebouxta magna
Dicivochloropns resiculazy
Chiorella saccharophila 23 t-3a
Myrmecia bisecta
Lepicsira rerresms
Chiorella murabilis

Chioralla ellipsoidea
. Microthamnion kueginganum
Fusochloris perforata
Parwtochloris psewdoalveolans
CMlorella vulgans

CAdorella sp. Hvt (MHydra symbiont)
Nanochlorom J.

Trebouxiophyceae

§

3F

g

g
Chlorophyceas
CHLOROPHYTA

||
Ulvophyceae

Prasinophyceae

lﬂlll‘l

]
E &
g
'

Acrogiphonia $p.
Scherffelia dubia
Terraselms snata
Preud. rfielda marina
Nephroselmis olivacea
Pyenococcus provasolii —
1L

i ||

|

Klebtormidusn ﬁa“:idm

Pinus wallickiana
Marchonns polymorpha
Folvmcluuu foman

el oerida Jo—g

STREPTOPHYTA .

Figura 8. Andlisis filogenético de 18S rDNA (rRNA} proveniente de los linajes mas
importantes de plantas verdes (Ch/orophyta y Streptophyta). El arbol fue construido
por el método de méaxima parsimonia. Los nimeros 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 méxima parsimonia a partir de 100 remuestreos
(cifras debajo de las ramas), respectivamente.

Tomado de Battacharya, 1997.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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LasCr/br'oﬁtas y _e/ ééherq ‘Polytornella

La division Ch/drdphyta esta constituida en su mayor parte por géneros
fotosintéticos; no obstante, debido a semejanzas estructurales y bioquimicas,
algunos géneros heterétrofos también se han incluido en este grupo. Los
géneros no fotosintéticos s6lo poseen plastidos no funcionales carentes de
clorofila {leucoplastos o amiloplastos). Este tipo de clorofitas se denominan
genéricamente como algas /ncoloras, sin embargo, es importante resaitar 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 relacién evolutiva entre los
géneros o0 especies con esa caracteristica.

Entre las clorofitas, la especie fotosintética Chlamydomonas reinhardtti
Dangeard [1988] (miembro de la familia Chlamydomonadacea, que incluye
miembros unicelulares, bi o tetra-flagelados) es la mas estudiada, debido al
desarrollo de los métodos especificos de transformacién nuclear [Kindle, 19901
y de cioroplastos [Boynton, 1988]. No obstante el gran numero de reportes
sobre C. reinhardtti, los anélisis de la funcién mitocondrial presentan algunos
problemas por la existencia de cloroplastos, ya que dificultan la obtencién 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 normaimente se deben
emplear mutantes carentes de pared celular [Eriksson et al, 1995].

. Dentro de la familia Chlamydomonadacea también se encuentra el

nero Polytomella Aragao [Aragao, 1910], de forma ovoide o piriforme, con
"“cuatro flagelos idénticos insertados en la base de la papila (regién apical), con
una mancha ocular presente ocasionalmente y que puede formar quistes en
monocapa. Tiene dos vacuolas contractiles en posicibn anterior, presenta
divisiéon celular por fisiéon longitudinal y reproduccion sexual isogdmica
formando cigotos tetraflagelados (Figura 9). Adicionalmente, Polytomella sp.
carece de cloroplastos y de pared celular. Aprovechando estas caracteristicas
ha sido posible aislar mitocondrias intactas [este trabajo] y obtener
preparaciones puras y activas de los complejos Il [Gutiérrez-Cirlos et al,
1994], IV [Pérez-Martinez et al, 2000] y V [Atteia et al., 1997]. Algunos
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trabajos de nuestro grupo han revelado semejanzas importantes en las
Ca'r'ac\’:férf'sti*cas génicas y estructurales del complejo IV de Polytomella sp. y C.
reinharditti [Pérez-Martinez, et al. 2000, Pérez-Martinez, et al. 20011, lo que
'_];,'d‘emu'eétra la estrecha relacién evolutiva entre ambos organismos, hecho que
. y‘av'séfhabfa sugerido anteriormente [Antaramian et al, 1996, Nakayama, 1996]
" (Figura 10).
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Polytomella sp. Aragao, 1910

Figura 9. Fotograflas por microscopfa de luz de Polytomella sp. A, se pueden apreciar
los cuatro flagelos de un cigoto durante un proceso de fisi6n longitudinal. B, se
distingue el aparato tetra-flagelar ubicado en la regién apical de la célula.

I/mdgenes tomadas de
mac2031.fujimi.hosei.ac.jp/PDB/Images/Mastigophora/Polytomella/
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Volovox carteri

—: Chlorococcum hypnosarum
Tetracystis aeria

|| Chalmydomonas moewusii

Chlorococcum sp

Carteria radiosa

Dunaliella salina

Dunaliella parva

Asteromonas gracilis

|

Chlamydomonas aplanata

Cholorococcum oleofacience

Pleurastum insigne

|

Chlamydomonas starii

Chlamydopodium vacuolata

Protosiphon botryoides

Ettla minuta
Spermatozopsis similis

Figura 10. Arbol filogenético consenso obtenido a partir del analisis de secuencias de
18S rRNA por neighbor-joining y méaxima parsimonia, respectivamente. Se observa la
estrecha relacién evolutiva entre Polytomella parva, en recuadro negro, vy
Chamydomonas reinhardtti, recuadro gris. Es interesante resaltar que el género
definido como Chlamydomonas constituye en realidad un grupo polifilético, ya que se
ha encontrado que diversas especies del género, estan distribuidas en diferentes

clados {recuadros blancos).
Tomado de Nakayama et al, 1996.

Considerando las relaciones evolutivas y las evidencias experimentales
mencionadas, se esperaba que la cadena respiratoria de Pol/ytomella sp. tuviera
semejanzas funcionales y estructurales con la de Chlamydomonas reinhardtti

y con las de p/antas terrestres.
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OBJETIVOS

Con base en los antecedentes se plantearon los siguientes objetivos:

Disecar las actividades enzimaticas que conforman la cadena respiratoria de
Polytomel/a sp.

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

Determinar las constantes de afinidad por inhibidores clasicos de los
complejos respiratorios lll y IV,

Efectuar una caracterizacién general de la fosforilacién oxidativa en las
mitocondrias de Polytomella sp.

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

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

Determinar si existe una oxidasa alterna (ubiquinol: oxfgeno 6xido-reductasa)
en la cadena respiratoria de Polytomel/a sp.

Determinar sf en las mitocondrias de Polytomella sp. existe una actividad
respiratoria insensible a inhibidores de los complejos Il y IV,

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

Efectuar experimentos de inmunodeteccion (réplicas tipo Western)

empleando un anticuerpo policlonal generado contra una de las oxidasas
alternas (AOX1) de Chlarmydomonas reinhardtii.
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OBJETIVOS

Clonary se'c‘:uénc‘ia‘rb‘un posible gen Aox de Polytomella sp.

Realizar ensayos de hibridacién tipo Southern utilizando como sonda un
fragmento del cDNA del gen Aox de Chlamydomonas sp. Partiendo de
los resultados anteriores se podran construir minibancos de DNA
gendémico de Polytomelia sp. para la busqueda del gen Aox.

"Efectuar experimentos de amplificacién mediante PCR para obtener la
secuencia de un posible gen Aox de Polytomella sp.
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Abstract

The presence of an alternative oxidase (AOX) in Polytomella sp., a colorless relative of Chlamydomonas reinhardtii, was explored.
Oxygen uptake in Polytomella sp. mitochondria was inhibited by KCN (94%) or antimycin (96%), and the remaining cyanide-resistant
respiration was not blocked by the AOX inhibitors salicylhydroxamic acid (SHAM) or n-propylgallate. No stimulation of an AOX activity
was found upon addition of either pyruvate, a-ketoglutarate, or AMP, or by treatment with DTT. An antibody raised against C. reinhardtii
AOX did not recognized any polypeptide band of Polvtomella sp. mitochondria in Westem blots. Also, PCR experiments and Southemn blot
analysis failed to identify an A4ox gene in this colorless alga, Finally, KCN exposure of cell cultures failed to stimulate an AOX activity.
Nevertheless, KCN exposure of Polytomella sp. cells induced diminished mitochondrial respiration (20%) and apparent changes in
cytochrome ¢ oxidase affinity towards cyanide. KCN-adapted cells exhibited a significant increase of a-type cytochromes, suggesting
accumulation of inactive forms of cytochrome ¢ oxidase. Another effect of KCN exposure was the reduction of the protein/fatty acid ratio of
mitochondrial membranes, which may affect the observed respiratory activity. We conclude that Polytomella lacks a plant-like AOX, and that
its corresponding gene was probably lost during the divergence of this colorless genus from its close photosynthetic relatives.
© 2002 Elscvier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Altemative oxidase; Chlamyd Cyanide ad; Cytochirome ¢ oxidase; Polytomella
1. Introduction theless, the presence of any of these inhibitors in cells or
tissue cultures induces AOX mRNA synthesis, and
All plant mitochondria studied to date, along with those increases AOX protein levels and activity [2-4]. Other
from some protists and fungi, have a respiratory chain with stress conditions, such as chilling [5], increase of reactive
two terminal oxidases: a typical cytochrome ¢ oxidase oxygen species (ROS) [6] and aging [7], may also induce
(COX) and an alternative oxidase (AOX). An important AOX synthesis. Therefore, it is thought that AOX could
difference between these two enzymes is that the AOX is protect the cell from oxidative damage during metabolic
nol coupled to oxidative phosphorylation {1]. AOX drains states in which coupled respiration is inhibited [8—-12].
clectrons directly from the ubiquinone pool and shows Chemical analysis of photosynthetic pigments, chloro-
resistance to inhibitors of COX (cyanide and azide) and plast microstructural studies, and recently, gene sequence
the be; complex (antimycin and myxothiazol) [1]. Never- analysis [13] strongly suggest that the land plants (Strepto-

ophyta) and green algae (Chlorophyta) constitute a mono-

phyletic clade called Chlorobionta. Green algae share with

* Corresponding author, Tel.: +52-55-5622-5620; fax: +52-55-5622- land plants the presence of AOX and alternative NAD(P)H
5611. dehydrogenases in their mitochondrial respiratory chains
E-mail address: dhalphen@ifisiol.unam.mx (D. Gonzilez-Halphen). [14]. The presence of a cyanide resistant respiration or of

. 0005-2728/02/8 - sec front matter © 2002 Elsevier Science B.V. Al rights reserved.
“ PIl; S0005-2728(02)00241-4
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an AOX has been described in several chlorophytes, includ--

ing Chlamydomonas reinhardtii [3,15,16], Selenastrum
minutum {15], Chlorella pyrenoidosa [17] and Nitella clav-
ata [18]. :

In this work, we describe the functional characterization
of oxidative phosphorylation in mitochondria from the
colorless chlorophyte Polytomella sp., a unicellular alga
closcly related to the green genus Chlamydomonas [19]
that lacks both functional chloroplasts and a ccll wall.
Taking into account the physiological similarities and the
evolutionary relationships between green algae and land
plants, one supposes that the colorless alga Polytomella sp.
could have a respiratory chain similar to that of other
chlorobionts. Nevertheless, the presence of several activa-
tors known to enhance AOX activity in plants failed to
induce an AOX activity in Polytomella sp. mitochondria.
Exposurc of cell cultures to KCN did not induce an AOX
activity, but did change some of the kinetic parameters of
cytochrome ¢ oxidase. These observations support the
absence of an AOX activity in the mitochondrial respiratory
chain of Polytomella sp., and suggest the lack of an Aox
gene and of the corresponding AOX polypeptide in this
alga. We hypolhesize that the AOX was lost during the
divergence of the genus Polytomella from its close pholo-
synthetic relatives.

2, Materials and methods
2.1. Cell cultures

Polytomella sp. strain 198.80 (E.G. Pringsheim) was
obtained {rom the algae culture collection of the University
of Gotlingen, Germany. The cells were grown in 1 mM
sodium phosphate buffer (pH 5.3), 10 mM MES, 0.5%
sodium acctate, 5% Beinjerink’s solution, and trace ele-
ments [20). The medium was supplemented with 10 pg/ml
of vitamin B, and 0.5 pg/ml of vitamin B,,. Culturcs of 2 |
were started with an inoculum of 0.2 x 10° cells/ml in 3-|
large-bottom flasks, without shaking, at 25 °C.

Cell-wall-less C. reinhardtii strain CW15 was grown in
TAP media [21] with 1% sorbitol, with agitation at 100 rpm,
and under continuous light. The cells were harvested at the
late exponential phase of growth.

2.2. Preparation of mitochondria

Mitochondria from C. reinhardtii were isolated as pre-
viously described [16). For preparation of Polytomella sp.
mitochondria, cell cultures were harvested at the stationary
phase (1.8-2.0 x 10° cells), 24 h after inoculation, by
centrifugation at 2500 x g for 8 min at 4 °C. Cells were
washed once with 250 mM sucrose, 20 mM MOPS (pH 7.4)
and 1 mM EGTA (SME bufTer). The pellet was resuspended
in 2 ml of SME buffer supplemented with 0.3% fatty acid-
frec bovine serum albumin. Cells were broken by simple
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homogenization with a Teflon pestle in a glass homogenizer,
The homogenate was suspended in 35 ml of SME buffer and
centrifuged at 2500 x g for 10 min; the supernatant was
recovered and centrifuged at 9500 X g for 10 min. The
pellet, containing the crude mitochondrial fraction, was
gently resuspended in 1 ml of SME buffer and incubated
in the presence of 0.2 mM ADP and 0.2% fatty acid-free
BSA for 10 min at 4 °C. Then, the mitochondrial fraction
was diluted to 8 ml final volume with SME buffer and
centrifuged at 10,500 x g for 10 min. The usual yield was
20-25 mg of mitochondrial protein/l of culture. Protein
concentration was determined as previously described [22].

2.3, Oxygen consumption

Oxygen uptake was measured with a Clark-type O,
clectrode. Mitochondria (1 mg protein) were incubated in
2 ml of air-saturated 20 mM MOPS (pH 7.2), 120 mM KCl,
and | mM EGTA (KME buffer) at 30 °C. Rate values were
determined using an oxygen solubility of 400 ng atoms/ml
(200 uM) at 2240 m of altitude and 30 °C temperature.

2.4. Cytochrome c oxidase activity

The activity of cytochrome ¢ oxidase was measured by
oxygen consumption. Mitochondria (I mg protein) were
incubated with 5 mM ascorbate and 1 uM antimycin in 2 ml
of KME buffer at 30 °C, and the reaction was started with
the addition of 2 mM TMPD as artificial electron mediator
[23]. COX activity was also measured spectroscopically in
mitochondrial membranes that had been twice frozen at
— 72 °C and thawed, by following the oxidation of horse
heart cytochrome ¢ at 550-540 nm in a double beam
spectrophotometer (SLM-AMINCO, DW-2000). For each
measurement, 100 pg of mitochondrial protein were added
to 1 ml of 250 mM sucrose, 20 mM HEPES (pH 7.2), 1 mM
EGTA, 20 mM MgCl,, and 1 uM antimycin at 30 °C.

2.5. Transmembrane electric 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 m! of KME buffer containing S mM K;HPO4,/KH,PO,
(pH 7.2) and 8 uM safranin O at 30 °C. The changes in the
absorbance difference at 554520 nm were measured in the
double wavelength spectrophotometer. In addition, the dif-
ference of clectric potential across the inner membrane was
estimated by following the distribution of PHJTPP* (tetra-
phenyl phosphonium) as previously described [25]. Mito-
chondria (2 mg protein) were incubated in 0.5 ml of KME
buffer, containing 5 mM K,;HPO,4/KH,PO4 (pH 7.2), and
0.8 uM [PHIJTPP* (0.05-0.07 uCi/nmol) at 30 °C. Sub-
strates, inhibitors, or uncoupler agents, were added as
indicated. After 2 min, the reaction was stopped by cen-
trifugation at 14,000 X g for 2 min at 4 °C. The radioactivity



RESULTADOS PUBLICADOS v

172

of nhquols of lhe rcsulung pellcts and supemalams was

measured: in a scintillation “counter.” The distribution :of -
[PHITPP* was’calcuilated “using “the  Nernst equation, and*™

corrected ‘for the nonspecific binding of the cation to
mitochondrial membranes [26].

2.6. ATP synthesis

To determine the rate of oxidative phosphorylation, the
incarporation of *2Pj into ATP was measured as previously
described {27]. Aliquots of mitochondria (1 mg protein)
were incubated in 1 ml of KME buffer containing 32pj (1-
1.3 uCi/umol), 10 mM glucose, 5 mM K;HPO,/KH,POy
(pH 7.2), 1 mg yeast hexokinase (20 units/mg), in the
presence of different substrates or respiratory inhibitors, as
indicated. After 3 min at 30 °C, the reaction was stopped
with ice-cold 5% (w/v) trichloroacetic acid, and the reaction
medium was centrifuged to remove denatured protein. An
aliquot was withdrawn for extraction of *?Pi from the
aqueous phase. Extraction was done by adding a mixture
of ammonium molibdate/sulfuric acid, and using acetone
plus n-butyl acetate as organic solvent. The extraction was
repeated at lcast three times. The extracted aqueous phase
was used for determination of 32Pi incorporated into ATP
and glucose-6-phosphate by measuring Cerenkov radiation.

2.7. Cytochrome content

Difference spectra were obtained from mitochondrial
samples reduced with dithionite versus samples reduced
with ascorbate (cytochrome & quantification), and from
samples reduced with dithonite (cytochromes a-+a3) or
ascorbate (cytochromes ¢+ c)) versus samples oxidized with
persulfate [28]. Measurements were made with 1 mg mito-
chondrial protein in 1 ml of SME buffer diluted with
glycerol 1:1 (v/v) at 25 °C. Cytochrome contents were
cstimated using the fo]lowmg extinction coefficients:
&s61-540 nmy=17.5 mM ~! em ~! for e-type cytochromes
[29]; £(s63-578 nm) =26 mM "' ~! for cytochrome b [30]
and &609-630 nmy=16 mM = " for cytochromes a+ a3

(311
2.8. Mitochondrial fatty acids quantification

Fatty acids extracted from Polytomella sp. mitochondria
were quantified as described [32], with some modifications.
Samples of 10 mg mitochondrial protein were stored at — 70
°C in the presence of 50 pg butyl-hydroxytoluene (BHT)/
mg protein until used. After thawing, 1 ml BHT in 0.02%
(v/v) methanol, 50 pg phosphatidylcholine-diheptadecanoyl
as internal standard, 1 ml 0.9% NaCl, and 2 ml chloroform
were added and mixed for 20 s. The suspension was
centrifuged at 1600 x g for 5 min. This procedurc was
repeated once. The organic phase was dehydrated by addi-
tion of 1.5 g NaSO,4 (anhydrous), then the mixturc was
filtered through a cotton layer. The solvent was evaporated
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7 under a stream of N. For trans- estenﬁcahon of phosphoh-
/pids’and derivatization of free fatty acids to methyl- -esters, .

dried ‘samples were mixed with 0.1 ml toluene, 2 ml
anhydrous methanol, and 0.04 m] of sulfuric acid {33]. This
mixture was heated at 80 °C for 2 h. The treated samples
were mixed with 1 ml 5% NaCl and 2 ml hexane and mixed
vigorously. This procedure was repeated once. Then, the
samples were evaporated under a stream of N3 and stored at
— 72 °C until chromatographed. Gas chromatography con-
ditions were as follows: a CPSIL 8CB column (film thick-
ness 0.25 mm) using helium as carrier at a flow rate of 1 ml/
min at 195 °C, in a Carlo Erba 2300 chromatograph.

2.9. Polyacrylamide gel electrophoresis and immunodetec-
tion

Polyacrylamide gel electrophoresis was performed as
described [34], and the immunoblotting was carried out as
previously reported [35] using conventional antibodies
raised against C. reinhardtii recombinant fusion AOX1
protein [36], obtained from the cDNA of the doxl gene
[37]. Antibodies were kindly provided by Stacie Nakamoto
of the Merchant group at the University of California, Los
Angelcs.

2.10. Southern blot hybridization

Total Polytomella sp. DNA was obtained by phenol—
chloroform extraction as described [38]. Celis from 2 | of
culture were collected and resuspended in 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2% Triton X-100,
and 1% SDS. Total DNA was extracted from broken cells by
two phenol-chloroform extractions (1:1 v/v), followed by
an additional chloroform extraction. The resulting aqueous
phasc was mixed in a 5:1 ratio (v/v) with 3 M sodium
acetate to precipitate DNA. The pellet was resuspended in
nuclease-free water and treated with RNAse. Aliquots were
frozen (— 72 °C) until use. DNA (50 pg) was digested with
different restriction enzymes as indicated, and subjected to
clectrophoresis in a 0.9% agarose gel in 45 mM Tris—borate
(pH 8.0), | mM EGTA buffer (TBE). The DNA fragments
ware transferred to a nylon membrane and subsequently
hybridized against a partial cDNA of the Aox gene of
Chlamydomonas sp. W80 encoding for the putative active
site of AOX [a kind gift of H. Miyasaka (The Kansai
Electric Power Co., Japan), GeneBank accession number
AB009087), labeled with o®2P-dCTP by random priming.

2.11. Aox sequence amplification by PCR

A pair of desoxyoligonucleotides were designed based
on two highly conserved regions of plant and Chlamydo-
monas sp. W80 Aox genes. Total DNA (1 pg) from Poly-
tomella sp., C. reinhardtii, or Mangifera indica (mango)
were used as templates for amplification assays in the
presence of 1 mM MgCl> and 200 pmol of each of the
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following primers: §-GTC TTG ACA GCT TCC TCC TC-
3’ (forward) and 5'-GAG AAC GAG CGG CAT GCA CCT-
3’ (reverse), Samples were denatured for 5 min at 94 °C, and
subjected to 30 cycles of 1 min denaturation at 94 °C, 1.5 min
annealing at 55 °C, and 2 min cxtension at 72 °C. All
standard molecular biology techniques were as described
[39]. Sequencing was carried out at the Unidad de Biologia
Molccular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Auténoma de México.

3. Results
3.1. Oxygen uptake and the effect of respiratory inhibitors

An initial characterization of the respiratory chain of
Polytomella sp. was carried out with oxymetric measure-
ments in the presence of different substrates and inhibitors.
Isolated mitochondria from Polytomella sp. were able to
oxidize succinate and malate. The addition of glutamate did
not increase the rate of malate oxidation (Tuble ). In
contrast, 10 mM L-lactate, 10 mM D-lactate, 10 mM «-
ketoglutarate, or 5 mM pyruvate did not stimulate the rate of
respiration. The classical respiratory inhibitors antimycin,
myxothiazol and KCN strongly inhibited oxygen uptake
(over 90% in all cases) with succinate or malate as sub-
strates (Table 1). The remaining 5-10% of inhibitor-resist-
ant oxygen uptake was not affected by the addition of the
typical plant AOX inhibitors, 2 mM SHAM or 2 mM #n-
propylgallate. Nevertheless, 2 mM SHAM in the absence of
any other inhibitor was able to partially inhibit respiration
(15-20%) with malate or succinate, with estimated /..
values (minimal concentration of inhibitor required to
achieve maximal inhibition) of 2.5 and 2.8 mM, respec-
tively. The partial inhibition of total respiration by SHAM,
but its lack of effect on the KCN-resistant respiration,
suggested a nonspecific inhibitory action of SHAM on the
respiratory chain of Polytomella sp. The oxidation of the
quinol analogs duroquinol (29 + 7 nmol oxygen/min/mg
protein, n=3) and decylbenzoquinol (44 + 16 nmol oxy-
gen/min/mg protein, n=5), was completely blocked by
antimycin (97% inhibition) or myxothiazol (98%), suggest-

ing that all the electron flux is directed through the bc,
complex. Mitochondria were also able to oxidize NADH
(43 £ 18 nmol oxygen/min/mg protein, n=4). This oxida-
tion was blocked by KCN (92% inhibition), antimycin
(90%), myxothiazol (91%) and rotenone (67%). The oxida-
tion of external NADH and its partial inhibition by rotenone
suggested the presence of broken mitochondria in the
preparation. A cytochrome ¢ oxidase assay following oxy-
gen uptake by added reduced cytochrome c in the presence
and absence of detergents indicated that 60% of the mito-
chondrial preparation was intact.

3.2. Membrane potential generation and ATP synthesis

Polytomella sp. mitochondria were able to generate a
significant membrane potential, as estimated by changes in
the safranin O signal, in the presence of malate or succinate
as oxidizable substrates (data supplied for review but not
shown). The signal was abolished by the addition of CCCP.
Full collapse of the membrane potential also occurred in the
presence of KCN or antimycin.

Membrane potential was also quantitatively estimated by
measuring the [*PH]TPP* distribution across the inner mito-
chondrial membrane. The membrane potential generated by
succinate (101 £3 mV) or malate (110 £ 6.5 mV) was
abolished by KCN (83 £ 6 and 67 3 mV, respectively,
n=3), antimycin (85 and 76 mV, respectively) and by
CCCP (87 &3 and 77 & 1.5 mV, respectively, n=3). The
membranc potential values obtained werc above the thresh-
old value of 80 mV negative inside required to drive ATP
synthesis determined for other mitochondrial preparations
[40,41]. These results indicated an intact inner membrane, at
lcast in a fraction of the mitochondrial preparation of
Polytomella sp.

3.3, Attempts to measure alternative oxidase activity in
Polytomella sp. mitochondria

To activate a possible oxidized state of the putative AOX,
isolated mitochondria were treated with 20 mM DTT for 30
min at 4 °C as previously described for soybean mitochon-
dria [42]. However, the rate of oxygen uptake was inhibited

Table 1
Oxygen uptake and ATP synthesis in Pol) lla sp. mitochondria
Substrate Oxygen uptake ATP synthesis PO

nmol Oz min ~* Percent inhibition nmol ATP miln -! Percent inhibition

. s Lo

mg prolein KCN Ant Myx Rot ™8 protkin KCN Ant Myx Oli Ven Cat CCCP
Malate axitm 93 9N 81 64 95 +£23(7) 81 80 90 72 80 75 82 1}
Succinate 92 417 (8) 94 95 .96 20 54119 (7) 20 88 91 75 nd 88 91 0.3
No substrate 3I+2(6) 14+6(4) 19

Mitochondria from control cultures were incubated in the presence of the following substrates and inhibitors: 10 mM malate, 10 mM succinate, 1 mM KCN,
200 pmol antimycin/mg protein (Ant), 300 pmol myxothiazol/mg protein (Myx), 1 uM rotenone (Rot), 500 pmol oligomycin/mg protein (Oli), 500 pmol

venturicidin/mg protein (Ven), 1 pM carboxyatractyloside (Cat), 500 nM CCCP.
The data shown are the mean + S.D. with the number of different preparations in p

1 3

nd, not d
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Table 2

Oxygen uptake in control and DTT trcn(cd mnochondnn from control or
KCN-adapted cells < &

Mitochondria isolated from cells adapted to 02 mMj"

DTT nmol O, min ~ ' mg protein ;" “or TMPD/ascorbate (12%) as elcctron donors. Additionally, °
mitc mitk i DTT-treated mitochondria isolated from KCN-adapted cells "
+ - + - - also exhibited a high sensitivity to cyanide (Table 2, mitg); -

Succinate 76 11(3) 85+12(3) 66+12(3) 71414 (3) the remaining, low cyanide-resistant respiration was, as in’

+KCN 5+3(3) 5+ 2 (3) 6+x2(3) 5+£2(3) y

+Pyruvate 62 (3) 6+2(3) 6+3(3) 6+2(3)

+AMP 7+£3(3) 5+3Q@3) 6+4(3) 6143 (3)

+a-KG 7+4(3) 6£2 () nd nd A

Isolated mitochondria were incubated in SME buffer in the presence of 20

mM DTT during 30 min at 4 °C. After treatment, mitochondria were 1004

washed and centrifuged. Additions were 10 mM succinate, 1| mM KCN, 2
mM pyruvate, 2 mM AMP or 5 mM a-ketoglutarate (a-KG). Pyruvate,
AMP or a-ketoglutarate were added 1 min after KCN addition, 80 J
The data indicate the mean + §.D. with the ber of different p i
in parentheses, nd, not determined.

over 90% by 1 mM KCN (Table 2, mitg), indicating no
activation of a putative plant-like AOX activity. Moreover,
subsequent addition of cither 5 mM pyruvate, S mM «-
ketoglutarate, or 5 mM AMP, all of them AOX activators in
plants or protists [43,44] did not stimulate oxygen uptake
(Table 2). 204
An AOX activity [3,16] and the presence of two func-
tional Aox genes have been identified in C. reinhardtii {37).

% Activity
S

This C. reinhardtii AOX activity was stimulated by the 0 0 200 400 600 800 1000
addition of 0.2 mM KCN to the culture medium [3]). We
attempted to express a possible AOX activity in Polytomella [KCN] uM
sp. mitochondria by exposing cell cultures to antimycin or B
KCN [3.5]. Concentrations of 100 pmol/ml antimycin and
0.6 mM KCN completely blocked cell proliferation, 100+
although the presence of 0.2 mM KCN maintained the
culture population (Fig. 1). The addition of KCN was made 80
24 h after inoculation, because the addition of the inhibitor
at the beginning of the cullure abolished cell growth. >
=
'S 604
1.2 5
<
1.0 a8 401
— 0' o
g 8 20
S o6 .
o T T T T T
2 a4l 0 200 400 600 800 1000
= 200uM KCN [KCN] IJM
0.2
Fig. 2. Inhibition of respiration by cyanide in mitochondria from controt
and KCN-adapted cells, lsolu(cd mi(ochondrin from control (@) and KCN-
0.0 5 20 20 P 20 dapted cultures (O), were incubated in KME medium at 30 °C, with 10
mM succinate (A), or 10 mM malate (B), and the indicated concentrations
hours of KCN. Representative experiments for cach substrate are shown. The
Dixon plots for each experiment are shown in the insets. The maximal rates
Fig. 1. Cell growth in presence of cyanide. Growth curves of Polytomella of respiration from mitochondria of KCN-adapted cells in the absence of
sp. in | acetate—MES medium (@) and in the presence of 200 nM KCN were 74 £ 22 (5) and 34 + 12 (5) nmol oxygen min~"' mg~! for
KCN (O) added 24 h after inoculation (arrow), succinate and malate, respectively.

33

KCN. exhlbllcd a diminished respiratory activity using.: ;
malate (21% diminished), succinate (18%), NADH (25%) .~ -
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.Fig. 3. Coomassie Blue stained polyﬂcrylumidc gels and Western blot analysis, Lanes 1, 4 and 7 ined mitochondria fram C. refnhandtit (40 pg protein).
‘Lanes 2, 5 and 8 had mitochondria from Po!, la sp, (40 ug protein), Lanes 3,6 and 9 ined mitochondria from KCN-adapted Pol) lla sp. cells (40

g protein). (A) Coomassie Blue stained 16% polyacrylamide gel. (B) Immunoblots decorated with an anti-AOX antibody raised against the C. reinhardtii
prolcm (C) lmmunoblm dccomlcd with an nnn-ATPnsc Y subumt antibody raised against the Polytomella sp. protein.

conlrol mltochondrla, not stlmulatcd by u-kelouc:ds or KCN titration of the rate of respiration with succinate
AMP, ‘nor: was mhlbned by 2 mM SHAM or-2 mM n- (Fig. 2A) or malate (Fig. 2B) revealed a strong but incom-
propylgallalc. o plete inhibition at a concentration of 1 mM in mitochondria

1 2 3 4
kpb
A 0.8 —
0.5 —|

Fig. 4. (A) PCR i using as pl total DNA from Polytomella sp. (lane 1), C. reinhardtii (lane 2) and M. indica (lane 3), respectively. PCR
conditions were those described in Material and methods. Lanc 4 is a contro] without DNA. (B) Agarose gels and Southem blot analysis of total DNAs from
Polytomelia sp. (lanes 1, 2, and 3) and from C. reinhardtti (lane 4) using as probe a fragment of the cDNA of the dox gene of Chlamydomonas sp. W08, Total
DNAs (50 pg per lane) were treated with the restriction enzymes EcoRl (lanc 1), Hindlll (lane 2) EcoRl- Hindlll (lanc 3) and Psz1 (lane 4). The right panel
shows the 0.9% agarose gel stained with cthidium bromide and the left panel the diogram of the corresponding nylon t
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Table 3 R X
Mitochondrial cytochrome content

. Heme type pmol mg protein
mite mit
A 201 + 48 (3) 405+ 74 (4)
B 313+£13 (3) 398+ 59 (3)
C 228+ 14 (3) 294+ 37 (3)
S were obtained at room perature with hondria from

(mite) and KCN-adapted cultures (mitg).
Data shown represent mean i S.E. of three different preparations,

from control and KCN-adapted cells. In both cases, the
remaining KCN-resistant respiration was not activated by §
mM pyruvate or 2 mM AMP, nor was it alfected by the plant
mitochondrial AOX inhibitors 2 mM SHAM or 2 mM n-
propylgallate. The Dixon plots (Fig. 2, inscris) showed an
apparent diminished affinity of mitochondria towards KCN
by exposure to the inhibitor. Moreover, both the overall and
KCN-resistant respiration were fully blocked by antimycin
or myxothiazol in both types of mitochondria. Altogether,
these results suggested the lack of an AOX activity in
Polytomella sp. mitochondria isolated from cells grown
with or without KCN.

3.4. Immunochemical analysis of AOX polypeptides

Using a conventional antibody raised against AOX! of
C. reinhardtii, it was possible to detect a polypeptide with
apparent molecular mass of 40 kDa in a Western blot of
isolated mitochondria from C. reinhardtii. In addition, a
minor band around 36 kDa was also detected, and was
thought to correspond to the AOX2 polypeptide (Fig. 3.
pancl B, lane 4). In contrast, the same anti-AOX]1 antibody
was unable to cross-react with mitochondrial proteins from
Polytomella sp. control cells (Fig. 3, pancl B, lane 5) or
KCN-adapted cells (Fig. 3, panel B, lane 6). A polyclonal
antibody raised against subunit 3 of the mitochondrial F{Fg-
ATPasc of Polytomella sp. immunorcacted with a 70 kDa
polypeptide of C. reinhardrtii (Fig. 3, pancl C, lane 7) and
with mitochondrial proteins from Polytomella sp. control
cells G or from KCN-adapted cells (Fig. 3, pancl C, lane 9).

Numerous PCR experiments were done to amplify a
putative Aox genc fragment from Polytomella sp. Fig. 4
shows one of such experiments, using the conditions
described in Materials and methods. The designed primers
were able to generate a PCR product of 662 bp from total
DNA of C. reinhardiii (Fig. 4, Pancl A, lanc 2) and a
product of 180 bp when using DNA from M. indica as
template (Fig. 4, Pancl A, lanc 3). Nucleotide sequence
analysis confirmed that the amplification products origi-
nated {rom the corresponding Aox genes of these organisms,
and were identical to fragments from the sequences pre-
viously described (GenBank accession numbers AF314255
and X79329) [37,45]. In contrast, no amplification products
were observed in the absence of DNA (Fig. 4, Pancl A, lanc
4) or when using total DNA from Polytomella sp. as template
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'b’,(l‘q,. 4, Pancl A, lane |). In paralle!l with these experiments,
‘Southern blot analysis was carried out. Total DNA from

Polytomella sp. and C. reinhardtii were digested with
restriction endonucleases, and probed with an dox cDNA
fragment of Chlamydomonas sp. W80. While this probe
readily hybridized with C. reinhardtii DNA fragments (Fig.
4, Pancl B, lanc 4), ncgative results were obtained with
Polytomella sp. DNA digested with different restriction
enzymes (Fig. 4, Pancl B, lang, 4, Pancl B, lancs 1, 2, and 3).

The 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 alternative oxidasc in the respiratory chain of
this chlorophyte.

3.5. Cytochrome content and fatty acid composition

How did the presence of KCN in the culture medium
modify the activity of the cytochrome ¢ oxidase? In an
initial attempt to address this question, cytochrome content
and fatty acid composition were analyzed in mitochondria
obtained from control and KCN-adapted cells.

Spectrophotometric analysis of Polytomella sp. mito-
chondrial membranes indicated an increase in the content
of a+a; cytochromes after exposure to KCN and no
significant variation in the content of b and c type cyto-
chromes (Table 3). In contrast, the activity of COX was
drastically decreased in mitochondria from cells adapted to
KCN (¥, was four times lower than in control mitochon-
dria). Nevertheless, the affinity (Sp.s) for cytochrome ¢ did
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vm = 218 t 21 nmoles min-1 mg protein-1
Kog®™ 26 £45uM ®
1404 = 13 %04
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Q. 1051
A
£ 709
E Vm= 51t 6.5 nmoies min-1 mg protein-1
O K‘u' 3152 6M
'E 35+ n w15t 02
[=d
0

0 10 20 30 40 50 60
[cytochrome ¢} uM

Fl}, 5 Cytochmmc c oxidase activity. Two times frozen—thawed

drial les from con(ml (®) nnd KCN-adapted
I (O) were incut 1 with the indi of reduced
horse cy ¢. The nonli ion, to determinate maximal

velocity (V) and substratc affinity (So, ,), using the Hill equation was made
with Microcal-Origin 3.73 software.



‘Table 4 .
Mitochondrial fatty acid content

Fatty acid

ug mg protein =~

mitg
C16:0 15+2
Cl6:tn -7 5+0.7
Cl6:2n -7 39+8
Cl18:0 5+4.5
Cl8:lu -9 12455 - o N
Cl8:2n—-6 1342 18£4% "
Ci18:3n -3 38+5 62420
Totals® 134+17 201 £ 56*

Fatty acids of mitochondria from control (mitc) and KCN-ndaptcd cultures
(mity) were analyzed by gas spectrography. The values are the mean :t S.D.
of five difterent preparstions.

* The values are significantly different with respect to conlrols (l lcsl, at
P <0.05).

b The total content considers other fatty acids (together conshtutlm, s less
than 5%) not shown in this table.

not change, as judged by the titration of COX activity with
different cytochrome ¢ concentrations (Fig. 5).

The fatty acid content of mitochondrial membranes was
determined, since stress conditions such as exposure to
respiratory inhibitors, chilling or aging, may induce physical
changes in the mitochondrial membrane lipid components.
Such changes may lcad to leaks in the clectron transfer
reactions catalysed by respiratory complexes, enhancing
ROS production and restricting the overall respiratory
activity [10.46].

The major fatty acids in both mitochondrial preparations
were a-linolenic acid (18: 3x# —3) and 7,10-hexadecadie-
noic acid (16:2n—7). These two compounds constituted
more than half of total fatty acid conient (57% and 60%,
respectively) (Table 4). A high content of a-linolenic acid
has been previously described in mitochondria (rom other
chlorobionts [47], but the 16:2n —7 fatty acid has been
reported in low (1-6%) or trace amount in algac cells [48].
The unsaturated/saturated fatty acid ratio in mitochondria
from control (5.0) and KCN-adapted cells (5.2) indicated a
similar mitochondrial inner membrane fluidity in both
preparations. A similar temperature dependence of the
COX activity in the range 15-50 °C also suggested a
similar membranc fluidity in both mitochondrial prepara-
tions (data not shown). The high content of unsaturated fatty
acids (84% and 83%, respectively) was in agreement with
similar values described for plant mitochondria [48]. The
most remarkable effect induced by KCN exposurc was the
30% increasc in the total content of fatty acids (Table 4).
The significant modification in the lipid to protein ratio in
the inner mitochondrial membrane may influence the activ-
ity of COX.

4. Discussion

The method reported in this work for the isolation of
mitochondria from the colorless chlorophyte Polytomella
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p. yelded a preparation that was able to generate an
lectrochemical gradient that supported uncoupler-sensitive
ATP synthesis. In a previous report, respiratory controls

.were obtained with the mitochondria from Polytomella
‘caeca [49], although energy-dependent processes or mem-

brane potential were not described. The partial inhibitory

" effect of rotenone on the oxidation of NADH suggested that

a fraction of the Polytomella sp. mitochondrial preparation
was broken; nevertheless, the remaining intact fraction was
able to generate a transmembrane electric potential and to

_'support ATP synthesis. The ATP synthesis was more than

70% inhibited by 200 pmol of oligomycin/mg protein, a
concentration that is similar to the onc found for maximal
inhibition in plant mitochondria during state 3 respiration
[50]. In contrast, in C. reinhardtii, the ADP-stimulated
respiration was only partially inhibited (35%) by a much
higher concentration of oligomycin (12.5 nmol/mg prolcin)
[16).

The rate of respiration in mitochondria isolated from C.
reinharditi was partially inhibited (50%, 20% and 70%
inhibition for malate, succinatc and exogenous NADH,
respectively) by | 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 contrast, the full inhibition of
oxygen uptake by KCN, antimycin or myxothiazol with
cither oxidizable substrates or quinol analogs suggested the
lack of an active altemnate electron pathway in Polytomella
sp. mitochondria. The AOX activity in plant and protist
mitochondria is variable since it depends on cell culture
conditions [2.3,11], type of tissue, the developmental stage
of the organism [45,51] and the presence of activators such
as pyruvate, AMP, IMP or GMP [1.44]. However, in all
Polytomella sp. preparations, neither the KCN-resistant
respiration nor the ubiquinol/oxygen oxidoreductase activity
was stimulated by o-ketoacids or AMP,

The AOX in higher plants is present as a homodimer,
which exists in a nonlinked (reduced) or covalently linked
(oxidized) forms, the former being five times more active
than the latter [42]. The ratio between these two forms is
regulated by the redox state of the interdimeric disulfide
bond. However, 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. It is rclevant that the two
Aox genes reported in C. reinhardtti lack the conserved
cysteines present in plant sequences, which have been
related to the regulatory disulfide bond formation and a-
keto acid activation [37]. In consequence, this redox regu-
lation of plant-like AOX may not be present in chlamydo-
monad algae at all.

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 comresponding Aox gene, as discussed below.
However, the exposurc of cultures to KCN affected the
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activity of COX. Our data suggest that the increase in the
-~ fatty-acid content or in the lipid/protein ratio in mitochon-

~dria from KCN-adapted cells could affect the activity of
COX from Polytomella sp. Changes in activities of mem-
brane proteins may be induced by physical changes in the
mitochondrial membrancs during stress conditions [46]. In
this case, the COX activity and the affinity of the binuclecar
center towards KCN was modified. The apparent lower
affinity for cyanide in mitochondria from KCN-adapted
cells may be related to a lower flux control exerted by
COX on electron transport induced by the presence of KCN.
The presence of a higher amount of a-type cytochromes did
not corrclate with the diminished activity of COX in
mitochondria from KCN-adapted cells (Fig. 5). Thus, the
cylochrome (a -+ a3) accumulation is probably associated to
nonfunctional proteins.

Altogether, the above data indicates that Polyromella sp.
does not have a plant-like AOX, and most probably lacks a
corresponding Aox gene. Polytomella therefore differs from
other chlorophyte algac, such as Chliamydomonas [16] and
Chlorella [17]. The absence of an AOX aclivity has also
been observed in another colorless chlorophyte, Polytoma
wvella [52]. Is it possible to relate the loss of photosynthesis
with the loss of Aox genes? The change from photosynthetic
to heterotophic life style incrcases the mutation rate and
induces some structural modifications in the plastid-located
genes related to photosynthesis [53]. Thesec modifications
may also occur in nucleus-located genes related to chlor-
oplast or other organelle activities. Accumulated mutations
could eventually inactivate these genes, making the loss of
photosynthetic capacity irreversible [54). Light exposure of
potato leaves increases dramatically the expression of the
nucleus-localized Aox and Nad! (encoding the internal
NAD(P)H dehydrogenase of mitochondria) genes [55), This
light-induction suggests that these genes are related to
photosynthetic function and light metabolism, and that they
may be regulated by chloroplast activity. It is thereforc
possible to visualize a role for AOX during light-metabo-
lism. In dark—light transitions, the chloroplast NAD(P)H/
NAD(P) ratio increases due to a highly active photosyn-
thetic chain, eventually producing a photoinhibitory effect,
diminishing the efficiency of the process, and leading to
ROS production and concomitant damage [56). In these
conditions, the formation of NAD(P)H and ATP cxcecds the
cell demand. The existence of alternate, nonphosphorylating
mitochondrial components (AOX and several NAD(P)H
dehydrogenases) could diminish photoinhibition by remov-
ing the reduced intermediaries cxported from the chloro-
plast, dissipating the light encrgy and avoiding ROS
formation, cven when ADP availability is limited. Although
plant cells posses well-characterized systems that avoid
overreduction, like activation of Calvin’s cycle and
increased nitrogen assimilation [56], the participation of
AOX could be important.

With the loss of the whole autotrophic pathway, the
mutation rate and inactivation of the light metabolism-
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related genes could accelerate. In the case of Polyromella
sp., the possible evolutionary loss of the 4ox gene may be
explained by random drift, assuming a nonessential activity
of the encoded AOX cenzyme after the loss of photosyn-
thesis. Alternatively, but less likely, the Aox gene may still
be present, and may be expressed in a different stage of
development or in other physiological conditions in the life
cycle of Polytomella sp. that were not explored in this work,
like the processes of encystment and excysment.
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CAPiITULO 4

RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

| Actividad mitocondrial

Potenciales de membrana

El método desarrollado para el aislamiento y purificacion de mitocondrias de
Polytomella sp. (Figura 11) permitié la obtencién de organelos intactos,
capaces de sustentar un potencial membranal. La oxidaciéon de succinato (10
mM), malato (10 mM} y NADH (1 mM) estimulé la formaciéon de potenciales
transmembranales suficientes para la sintesis de ATP [Rottenberg, 19841]

Figura 11. Fotografia por microscopfa electrénica de transmisién de mitocondrias
aisladas (M) de Polytomella. sp. También se pueden observar amiloplastos (A).
Preparacion de muestra y toma de fotografila por Jorge Sepulveda, Unidad de
Microscopia Electrdnica, Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

OX/daC/on de:anélogo
Las- mltocondrlas de’ Po/ytome//a oxidan activamente los andlogos de quinona
redumdos ddmo él :duroqumol {DQ) y el decil-benzoquinol (DBH); sin embargo,
“la’ |nclibaCIén c‘on antimicina (1 uM), mixotiazol (0.5 pM} o una mezcla de
.'ambos mhnbudores bloquea por completo el-consumo de oxigeno, indicando

que el flujo de electrones ocurre solo a través del complejo bc: {Tabla 1)

TABLA |,
Velocidad Antimicina Mixotiazol Antimicina
Sustrato Ng atom oxigeno 1 uM 0.6 uM + Mixotiazol
: /min/mg [ )
% inhibicién
Duroquinol 45 + 6 (3) 95 96
Decil-benzoquino! 87 + 5 (4) 94 95

Los valores representan la media aritmética + la desviacién estandar del nimero de
experimentos indicados entre paréntesis.

Como se indica en el articulo anexo (Capitulo 3, Resultados Publicados),
ni el tratamiento con DTT ni la exposicion a KCN incrementaron la resistencia
a los inhibidores del complejo bc1 durante la oxidacién de los analogos de
quinol. Indicando que el flujo de electrones no se ramifico hacia una via

alterna.

Efecto de /a rotenona

La rotenona, inhibidor del complejo |, abate la respiracién mitocondrial mas de
65% cuando se oxidan NADH o malato (Figura 12). La inhibicién parcial de la
oxidacion de NADH y de un sustrato ligado a la produccién del mismo, sugiere
la existencia de NADH deshidrogenasas alternas al complejo I. También existe
una inhibicién parcial por rotenona (=15%) inespecifica sobre la oxidacion de

succinato.
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] control
rotenona 3 uM

100 -~
80 '
= 1
T 601
=
= 1
< 40+
R
20
]

succinato malato NADH

sustrato

Figura. 12. Efecto de la rotenona sobre la oxidacién de sustratos en mitocondrias
aisladas de Polytomella sp. Las barras representan el promedio de 4 experimentos
independientes + la desviacién estandar. La concentracién de los sustratos es
- succinato 10 mM, malato 10 mM y NADH1 mM.,

Inhibidores de la oxidasa alterna

La respiracién remanente después de inhibir con KCN 1-2 mM (=10%) no es
abatible por los inhibidores tipicos para AOX: SHAM y nPG. Como se mostré
con anterioridad y se observa en la figura 13, la adici6n de KCN provoca una
disminucién del consumo de oxigeno mayor al 90 %, la subsecuente adicién
de SHAM 2 mM o nPG 2 mM no abate la respiraciéon residual, lo que sugiere
que ese pequefo porcentaje no corresponde a una posible AOX.
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4+—— succinato 10mM

“KCN 1mM

4+——— succinato 10mM

100 ng atom oxigeno I

100 segundos

Figura 13. Registros de oximetrfa de mitocondrias aisladas de Polytomella sp. Se
observa que la adiciéon de KCN inhibe mas de 90% el consumo de oxigeno.
Asimismo, se aprecia el efecto nulo sobre por la adicién subsecuente de inhibidores de

oxidasa alterna: SHAM (A) 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 empleé el sistema ascorbato-TMPD para determinar la actividad del
complejo IV en mitocondrias aisladas, asi 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 mostré una cinética bifasica (Figura 14), que se confirmé por el
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.anélisié_gféfiéo de Dixon ('Figura‘,‘!,4,'rihsért_o),' de donde pueden obtenerse por
regresién lineal dos K7 abarentes (12+4 y 630+250 pM), que revelan dos
afinidades distintas por el inhibidor. Lo anterior sugeria la existencia de dos
posibles oxidasas sensibles a KCN. Sin embargo, el analisis cinético de la
actividad respiratoria dependiente de TMPD mostré un comportamiento
hiperbdlico tipico (Figura 15), lo que indica la existencia de una sola entidad
enzimatica capaz de oxidar TMPD (Km 168+16 uM), por lo que el
comportamiento bifasico respecto a la sensibilidad por KCN puede deberse a
otros factores (ver articulo anexo y discusion). Adicionalmente, la inhibicion de
la oxidacion de TMPD por azida (otro inhibidor clasico de la citocromo ¢
oxidasa), muestra una cinética monofasica con una Ki aparente de 1 mM
(Figura 16), lo que coincide con la existencia de una sola oxidasa en

Polytormnella sp: el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa.

1004 @
1 0.3+
80 N
1 2
o] -~
'S 60 - 0.1+ Ki=397.4uM
:E Ki, = 183 uM
- B w100
Q 0.0 ﬁ
= 404 .00 -200 T T
R KCN uM
mJJ
L) °®
0 T T T T T v = = r . -
o 100 200 300 400 500
[KCN] pM

Figura 14. Efecto de KCN sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias control
aisladas de Polytomella sp. En el gréfico inserto aparece el andlisis 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= 353% 11 ngatomos oxigeno min" mg"
Ks= 1684 16 yM

ngatomos oxige
-
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M T M A) v ) T T
0 200 400 600 800 1000
[TMPD] uM
Figura 15. Consumo de oxigeno dependiente de TMPD en mitocondrias de Pol/ytomella
sp. El-grafico de velocidad contra sustrato muestra un comportamiento hiperbdélico
tipico_par. una enzima Michaelis-Menten. El anélisis de regresién no lineal se efecttio

‘con el ‘programa de computo Microcal Origin 3.71.
: Se‘mqestra un experimento representativo

100 +
0.10
80
2 005
- ]
@
:9 60 Kiw 1.9 mM
2
] J
<
< 40J
20 4
0 T T T T ——y —
o] 5 10 15 20

[NaNa] mM

Figura 16. Efecto de NaNaz en la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias control
aisladas de Polytomella sp. El gréfico inserto es el andlisis de Dixon correspondiente,
en este caso la regresion lineal sugiere una sola K7 aparente para el inhibidor.

Se muestra un experimento representativo.
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un: método polarogréfico se determiné la

Por otro ‘lad
afinidad por oxi’Qeno de Ia cutocfomo c oxndasa Para ello se cuantificé la
velocidad de respiraciéon mltocondrial en concentraciones bajas de oxigeno
{debajo de 200 uM) en la camara del electrodo. Con los datos obtenidos se
realizé un anélisis de regresiéon no lineal y se determind la Ko.s. En la figura 17
aparece la representaciéon grafica del ajuste al modelo de Hill para enzimas
cooperativas, en este caso los valores de ¥? demuestran que el modelo de una
enzima cooperativa se ajusta mejor que el de una enzima de tipo Michaelis-
Menten. El valor del nimero de Hill es alrededor de 2 + 0.2 y el de la Kosde 6

+ 0.4 pM.

400
300
TD’
g
o Hilt
‘g X' = 367
" 200 - Kyps= 6 % 0.41M

Vm= 364 x 15 nmoles O, mn" mg”
n= 2+ 0.2

Michaelis-Menten

= 1306.7
Ks= 11 23 uM

Vm = 497 + 53 nmoles O, mn' mg”

nmoles O

o] 5 10 16 20 25 30 35

Figura 17. Velocidad de Acorbato-TMPD oxidasa dependiente de la concentracién de
oxfgeno en mitocondrias control de Po/ytomella sp. Se indican los resultados de los
analisis de regresién 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

45



RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Inhibidores del complejo Il

El andlisis ‘de la sensibilidad a antimicina y mixotiazol reforzé la posible
ausencia de una AOX en las mitocondrias de Po/ytomella sp. La titulaciéon con
antimicina de la actividad respiratoria con succinato o malato,
respectivamente, resulté en una inhibicién severa (méas del 90%) del consumo
de oxigeno (Figura 18-A). En el caso del mixotiazol se observé una inhibicién
total cuando el succinato fue el sustrato oxidable; no obstante, durante la
oxidacion de malato no se obtiene una inhibicién completa (Figura 18-B). Estos
resultados indican, nuevamente, la ausencia de una quinol oxidasa (una posible
AOX) diferente al complejo bc:. Del andlisis visual de las curvas de titulacién
se determinaron los valores de /so para cada inhibidor con cada uno de los dos

sustratos.
140
140 ———0_ —@— malato “'—...‘. —@— malato
] ® ~—QO- succinato \\ —O - succinato
20 ~——0 1204 O——0
‘| -
\0 1 \
100 100 +
) ®0 - ®
2 80- g 897
2 =
- -
Q (3] .
< 60+ . < 9
S ES 1
i 404
* ° 1 .\
204 - \o-‘\ 20 ®
: ®
0-0——0 o\o o
[¢] — T T T o] —— T T T T
0 20 40 60 80 0 100 200 300 400 500
[Antimicina) pmoles/mg [Mixotiazol] pmoles/mg

Figura 18. Efecto de inhibidores del complejo bcr sobre la respiracién en mitocondrias
control de Polytomella sp. En el panel A se observa la inhibicién por concentraciones
crecientes de antimicina usando succinato {(circulos abiertos) o malato (circulos ilenos)
como sustrato. En el panel B se representa un experimento anélogo pero siguiendo el
efecto del mixotiazol. El circulo gris representa la actividad basal antes de la adicién
de etano! (solvente empleado para preparar la soluciones de antimicina y mixiotiazol),
ya que la simple adicién de etanol incrementa la velocidad de respiracién de 20 a 40
%, dependiendo del sustrato (x =0).

Se muestra un experimento representativo \
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_EXp’dS/b/'db de. éu/tiu)o.él celulares a cianuro

Como“se indicé en el articulo anexo, 1os cultivos celulares de Polytomella se
expusieron a KCN 200 uM con la intencién de estimular la produccién y la
actividad de una posible AOX. Los resultados obtenidos no permitieron
observar una AOX; sin embargo, la actividad respiratoria mostré cambios
importantes respecto a la afinidad aparente por ligandos del centro binuclear
de la citocromo c¢ oxidasa (COX): cianuro, azida y oxigeno. A continuacién se
muestran los andlisis graficos para determinar las constantes cinéticas de la
COX en mitocondrias aisladas de células expuestas a KCN. Dichos graficos
son similares a los obtenidos de mitocondrias control y que ya se describieron
en esta seccion (Figuras 14,16, 17y 18).

100 -| ons
801 o Kige 1S
2
E 6o 0.08
=
S o /;
2 /
<
= 40 1 200 260 400 600
KCN [uM)
20 -
]
0 — T v v v

[0} 160 260 3(l)0 460 560
[KCN] uM

Figura 19. Efecto de KCN sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 uM. En el gréfico inserto se muestra el
andlisis de Dixon, en este caso se observan nuevamente dos componentes cinéticos
en la afinidad por KCN. (ver figura 14 para experimento andlogo 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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: r‘e‘pres’ent'a la  inhibicion por antimicina y mixotiazol durante la oxidacion de

succinato (21-A) o malato (2178). Finalmente, la figura 22 contiene la
representacién grafica de la_ regresibn no lineal de la TMPD-oxidasa
'dep'endiente de la concentraciéh de bxfgeno.

100
0.18
80
O.IO-‘
L)
2
- =
,"9“ 60 0.05
2 1
b K= 421 mM
5 ya
< 404 ) A —
BQ -8 ] 10 15 20 25 30
1 NaN, (mM]
20 -
1
0 T A T

T L) M \J ML M Ll
o] 5 10 16 20 25 30
[NaN;] mM

Figura 20. Efecto de NalNs sobre la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 uM. El gréfico inserto contiene el andlisis
de Dixon, la regresién lineal sugiere también una sola Ki aparente para el inhibidor (ver
figura 15 para experimento analogo con mitocondrias control)

Se muestra un experimento representativo.
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~—O~succinato 120 '( —e @ —O— succinato
; / I
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Figura 21. Efecto de inhibidores del complejo bc: sobre la respiracién en mitocondrias
aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 uM. En el panel A se muestra la inhibicién
por antimicina con succinato (circulos abiertos) o malato (circulos llenos) como
sustrato. En el panel B es un experimento andlogo con mixotiazol. El circulo gris
representa la actividad basal antes de la adicidn de etanol (solvente empleado para
preparar la soluciones de antimicina y mixiotiazol), ya que la simple adicién de etano!
incrementa la velocidad de respiracion de 10 a 20 % {(x=0). (ver figura 18 para
experimentos andlogos con mitocondrias control).

Se muestra un experimento representativo.
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.Figura 22. Velocidad de ascorbato-TMPD oxidasa dependiente de la concentracion de
oxi/geno en mitocondrias aisladas de cultivos expuestos a KCN 200 uM. Se presenta
el andlisis de regresion lineal para una enzima cooperativa bajo las consideraciones del

modelo de Hill.

La regresién no lineal se efectio con el programa de computo Microcal Origin 3.71.

Se muestra un experimento representativo
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Un resumen de la de los datos descritos en esta seccién se presenta en

jatabla ll,

o TABLA I, AT
- KCN NaNa Antimicina Mixotiazol ... Oxigeno
D K Ki Iso H a5 Kol
Sustrato - A
R CipM mM - pmol'mg:proteina uM
-Succinato Hrb ST :
Cmite’ 64%" 6 - ‘ —
it = -
" Malato i AR
mite: — 49+ 21 30 680+ 41 —
" mitk. - 4316 50662+ 56 -
Asc-TMPD' , Ty ‘ SRR w
. mite” 01,02 0.1 — — — —_ 6.5+ 3
© 3.5+ 0.3 — — — — 17.0% 4

. mitk

mitc= m‘itp'condrias’ control; mitk = mitocondrias de células expuestas a KCN 200 uM

; f‘vD'e' manera global parece evidente que la exposicién de las células a KCN
disminuye la afinidad de los ligandos de la citocromo ¢ oxidasa, pero no
‘ eXacerba la actividad de AOX. En general, la actividad respiratoria con cada
‘sustrato oxidable aparece disminuida en diferentes proporciones por la

exposicién a cianuro (Tabla ill).

TABLA Il
Mitocondrias Mitocondrias expuestas
Sustrato Control a KCN

ngatomos oxigeno/ min/ mg

Succinato 184+ 34 (8) 151+ 25 (4)
Malato 82+ 22 (7} 65+ 19 (3)
NADH 86+ 35 (4) 64+ 12 (4)

Ascorbato-TMPD 289+ 56 (4) 254+ 31 (4)
Decil benzoquinol 87+ 5 (3) 70+ 12 (3)

Los valores representan la media aritmética =+ la desviacién estdndar del numero de
experimentos indicados entre paréntesis
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Il La basqueda del posible gen Aox

Hibridaciones

Los ensayos ‘de hibridacion con la sonda de cDNA. para AOX de
Chlamydomonas sp W80 contra DNA total de Polytomella sp. digerido con
diferentes endonucleasas no muestran sefiales positivas. Por otro lado, en
'ensayo’s' iguales empleando DNA total digerido de C. reinhardtii, especie donde
ya se han reportado dos genes Aox, es posible detectar una sefial positiva muy
clara y sin hibridacion inespecifica con otros fragmentos. Si bien estos
resultados no descartan la presencia del gen Aox en Po/ytomella, muestran que
es posible reconocer por hibridaciobn con una sonda Aeterdloga
(Chlamydomonas sp. W80) el gen o genes en C. reinhardtii y no asi en

Polytomella.

Reaccion en cadena de /a polimerasa (PCR)

Para intentar por PCR una amplificacién de un posible gen Aox se disefaron
diferentes desoxioligonucleétidos para ser usados como cebadores. En la
seccién de métodos se describen las secuencias de los oligonucledtidos
empleados. '

El par de oligonucledtidos CSP1F y CSP1R se disefié 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 W80 (unico
conocido para clorofitas en ese momento). Con esta combinacién de
cebadores fue posible amplificar un fragmento de 607 pb (denominado
PRC18), correspondiente un gen homdlogo Aox de C. reinhardtti (en ese
momento no se habia reportado aun los genes Aox en C. re/inhardtii ), sin
embargo, en las condiciones empleadas no fue posible obtener algin producto
de PCR con DNA de Po/ytomella sp. como templado.

El andlisis de secuencia del producto PRC18 indic6 que se habia
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 /a

seccion de meéetodos) y figura 23.
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607 pb

1

BB rroducto de PCR PRC18 {607 pb)
E Aax2 de Chlamydomonas reinhardtti {secuencia gendmica completa: 4255 pb)

mRNA (exones}

Figura 23. Esquema de la secuencia obtenida de la clona PRC18 (607 pb) donde se
indica le regién a la que corresponde en el gen Aox2 de Chlamydomonas reinhardtii

Posteriormente, se disefiaron los oligonuclestidos de la serie PAO (ver
Msecc/o‘n‘ de métodos), basandose en la secuencia de los dos genes completos
ondeC ré/'nhardtt/' (Dinant et al, 2001) (ver material suplementario seccion
dé_‘hn.é'tados, alineamiento 1l}). En la figura 24 se muestra un esquema de las
regiohés 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-
Martinez 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, segun se indica en el
pie de la figura. Con DNA total de Polytomella sp. como templado se
obtuvieron productos de amplificacién con las combinaciones de cebadores
PAO2F-PAO3R (producto PRP1), PAO1F-PAO4R (producto PRP2) y PAO3F-
PAO4R (producto PRP3). Sin embargo, las secuencias de los amplicones no
mostraron similitud con genes Aox. La modificacion de las condiciones de
PCR, respecto a las temperaturas de alineamiento y la concentraciéon de MgCi:
en el medio no permitieron amplificar en ningin caso, algan producto
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homdlogo a genes Aox cuando se utilizo DNA de Polytomella sp. como

templado.
PAOF3
——
8550 . T
PAOR3 PAOR4

Regiones conservadas entre secuencias de AOX de diversas especies

Figura 24. En rectdngulos grises se indican las regiones conservadas entre secuencias
de genes Aox de diversas especies (ver anexo, alineamiento ll). Las flechas indican la
posicién, direccién y nomenclatura de los cebadores, que se disefiaron a partir del
uso de codones de genes nucleares en Polytomella sp.{ver apéndice para detalles de
las secuencias individuales).

PAO3F or PAOSF PAO3F
PAO4R PAQ4R PAO4R
r——

Figura 25. Andlisis electroforético de productos de PCR. Los corchetes indican la
combinacién 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 utiliz6 DNA total
de Polytomella sp. como templado. Las Ultimas dos combinaciones del panel B.
corresponden a DNA de C. reinhardtif (Cr) y Mangifera indica (M)). Las letras a, b, c y
d indican diferentes temperaturas de alineamiento: 47.3, 50.4, 54,3y 58.6 °C,
respectivamente.
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Fmalmente, también - se reahzaron _ensayo: de PC‘/? anidado usando
como templados los posibles productos obtenidos con Ios cebadores PAO1F y
PAO4R” Las combmacnohes de cebadores para la amplificacién anidada fueron

i 1) PAOZF-PAOSR x2) PAO1F-PAO3R y 3) PAO2F-PAO4R. Los resultados

,llustrados en la flgura 26 muestran la obtencidn de productos de amplificacion
as: segunda y tercera combinaciones de cebadores. Sin embrago, la
secuencna de dichos productos no indicé similitud con genes Aox conocidos.

PAO2F PAO1F PAO3F
PAO3R PAO3R PAO4R
f ] f ¥ e
kb
2.0
1.8
0 —
05 —
04 — |

Figura 26. Anadlisis electroforético de PCR anidado. Sobre los corchetes se sefalan las
combinaciones de cebadores empleadas en cada caso. En todas las reacciones el
templado inicial fue 1 pl de la racién obtenida en el PCR descrito en la figura 26, panel
A, PAO1F-PAOA4R, carril a. Las letras a, b, c y d indican diferentes temperaturas de
alineamiento: 47.3, 50.4, 54,3y 58.6 °C, respectivamente.

En resumen, los experimentos de hibridacion y amplificacion efectuados
no proporcionan evidencia para suponer la presencia de un gen, o familia de
genes Aox en Polytomella sp.

Los datos bioquimicos descritos a lo largo del trabajo son consistentes
con los presentados en este ultimo apartado. Si bien la mayoria de los
resultados son negativos, en conjunto son congruentes entre si, al sugerir la
ausencia de una AOX en Polytomella sp. Hemos descartado la actividad de la
enzima, la presencia de la proteina y la evidencia apunta hacia la ausencia del

gen que la codifica.
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LA CADENA RESPIRATORIA DE Polytomella sp.

Los resultados de la oxidacidn de sustratos y el efecto de inhibidores indican
que Polytomella sp. posee una cadena respiratoria atipica dentro del grupo de
las plantas: se tiene evidencia de la presencia de los complejos respiratorios |,
It, Il y IV, pero resalta la ausencia de la oxidasa alterna.

Por otro lado, también se mostraron datos gque sugieren la existencia de
al menos dos NADH deshidrogenasas alternas (NADdH). La oxidacién de
NADH por las mitocondrias de Polytomella sp. es un aspecto que debe
explorarse en mayor detalle, ya que el NADH exégeno se oxida por una via
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 preparacion el 40% de la oxidaciéon total de
NADH se debe a esta potencial via alterna (Figura 12). El resto debe ser
resultado de la actividad del complejo | en mitocondrias rotas. Otros
experimentos indican que la oxidacion de NADH exdgeno en las mitocondrias
de Polytormella puede sustentar la sintesis de ATP y la formacién de un
gradiente electroquimico, evidencia clara que existe una via alterna para la
oxidacion de NADH citosélico. Por otro lado, la oxidacién de malato, como un
sustrato ligado a la produccién de NADH en la matriz, también es parcialmente
sensible a rotenona (60%), por lo que es probable que Pol/ytormella sp. también
posea NADdH internas diferentes al complejo I. En este sentido, se requiere
analizar la actividad resistente a rotenona asi como el efecto de cationes
(Ca?*) 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
Polytomella 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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H* NADH H+ @. H+

El NADex

L 4

| n i v
M
Succinat
NADH o NADH 0, H0
Rotenona Mixotiazol CN
Antimicina Azida

Figura 27. La cadena respiratoria de Polytomella sp. Se esquematizan los complejos |
{(NADH deshidrogenasa), 1l {succinato deshidrogenasa), Nl (ubiquinol: citocromo c
oxido-reductasa), |V (citocromo c¢ oxidasa) y las posibles vias alternas para la
oxidacién de NADH (NADex y NADin), probablemente conformadas por més de una

enzima cada una.

LA AUSENCIA DE LA OXIDASA ALTERNA

Es importante resaltar nuevamente que la evidencia obtenida en este trabajo
muestra que la cadena respiratoria de Pol/ytomella sp. carece de una de las
V:ienzlmas mitocondriales caracteristicas del grupo Chlorobionta: La oxidasa
: :a/terna {AOX). Este hecho resulta de gran interés ya que Polytormella sp vy C.
reinhardtii comparten una historia evolutiva muy cercana, reflejada de manera
c'ohtundente y particular por la estructura similar de algunos genes nucleares
que eran originalmente parte del genoma mitocondrial [Pérez-Martinez et al. ,
2000, Pérez-Martinez et al.,, 2001]. De tal manera, sugerimos, como se
expondréd mas adelante, que la ausencia de la AOX y posiblemente también del
gen nuclear que la codificaria (Aox), pueden ayudar a inferir y/o ubicar
temporalmente la separaciéon 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 funcién de la AOX como parte de un sistema preventivo para
evitar la formacion de especies de oxigeno reactivas durante situaciones de
estrés [Purvis, 1897], es base importante para nuestra propuesta. Antes de

argumentar, resulta fundamental destacar nuevamente que la diferencia mas
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ella sp.: ] s Ia ‘ausencia de fotosintesis en
la prlmera ,debldo a. unmevento evolutlvo' secundarlo. La pérdida de la
' vcapaCIdad fotosmtetlca en las clorofitas no es un fenémeno extrafio, por el
: contrarlo parece que ha ocurrido mas de una vez en la historia del grupo. Asi,
se -supone que las clorofitas unicelulares no-fotosintéticas actuales (como
Pa/yfoma, Polytomella y Prototheca) descienden de ramas ancestrales
fotosintéticas [Rumpf, et al., 19961, ya que se han encontrado evidencias
sobre la presencia de plastidos degenerados {leucoplastos o amiloplastos) y/o
DNA cloroplastico en dichos géneros /ncoloros [Nedelcu, 2001].

Pero, jqué tan frecuentemente podria darse la pérdida secundaria de la
fotosintesis? 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 la obscuridad [Harris, 1989]. Algunas de estas mutantes son
significativamente reducida la sintesis de proteinas en el cloroplasto, lo que las
convierte en algas incoloras funcionales. En este contexto se ha considerado
que en ambientes ricos en compuestos organicos y con incidencia baja o nula
de luz, es factible la proliferacion 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 ecolégico se requirieren ciertas condiciones para originar
una especie con fenotipo no fotosintético: la fijacion de una mutacién en la
poblacién ancestral por deriva génica (principalmente), un aislamiento
reproductivo respecto a la poblacién troncai fotosintética y finalmente la
acumulacién de nuevas mutaciones, o incluso eliminaciones, en los genes
involucrados en el proceso fotosintético, en los cuales, por tener una presién
selectiva nula, aumentaria la velocidad de mutacién-inactivacion [Rumpf et al.,
1996]1. De hecho, se ha demostrado que la tasa de sustitucion, la variacién
estructural y el porcentaje del contenido AT en los genes rRNA 16s
(plastidicos) son mayores en las algas incoloras (Polytoma uvella, P. oviformey
Prototheca wickerhamif respecto a sus parientes fotosintéticos mas cercanos
(Chlamydomonas applanata, C. moewusii y Chorella protothecoides,

respectivamente) [Nedelcu, 2001].

58



DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

’ : Otfa ,p'oSibilidad es que el ancestro fotosintético haya perdido parte
' impdr'tant'e,'d'i'néluso la totalidad, del genoma de cloroplasto (cpDNA) durante
el proceso reproduccion sexual. Se sabe que en C. reinhardtii (sélo tiene un
cloroplasto con = 80 copias del genoma) la 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 vy
Goodenough, 2001]. Recientemente se reporto que en el proceso participa una
nucleasa {MDN) que degrada especificamente el cpDNA del gameto mt~,
asegurando la transmisidon uniparental del genoma plastidico [Nishimura et al,
2002]. En este contexto, es posible que la aparicién 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
regulacion, permitan la degradacién exhaustiva del cpDNA, generando un
fenotipo que en un ambiente de escasa o nula iluminacién podria no ser letal.
Para que la pérdida del cpDNA resulte selectivamente neutra debe suponerse
que el ancestro fotosintético presentara un metabolismo mixétrofico eficiente.
En ese sentido, se sabe que C. reinhardtti es un organismo mixotréfico que
puede proliferar en la obscuridad.

Retomando la ausencia de la AOX en FPolytomella sp. y su posible papel
en la proteccidon contra la formacién ROS, hemos tratado de establecer una
correlacidon entre la pérdida de la fotosintesis y la de la enzima.

La aparicion de la fotosintesis oxigénica (hace =3.5 millones de afos)
dio lugar a una atmdsfera que propicié las condiciones para la aparicion del

“'metabolismo oxidativo aerobio, que como consecuencia inevitable trajo
; consigo la producciéon de ROS. En las células fotosintéticas la producciéon de
ROS puede ocurrir durante reacciones /uminosas y obscuras, ya que tanto la
cadena fotosintética en los cloroplastos (principalmente el fotosistema |), como
la cadena respiratoria mitocondrial (a través los Complejos | y Ill}) son fuentes
importantes de ROS. Cuando la produécién de ROS excede la capacidad de las
defensas antioxidantes celulares (dismutasas, catalasas y peroxidasas) tiene
lugar una situacion de estrés oxidativo [Moller, 2001].

Ya se mencioné 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
"una_disminucié la:
oxidaﬁy)o [Maxwell e't/al.; 1'.9'99]. Hay evidencia de que la exposicién a H202 o
la prés‘e'néi'av-:d(é inhibidores réspiratorios que generan estrés oxidativo, inducen
la sintesis de novo y la actividad de la AOX [Wagner, 1995, 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
(raices y tallos) [Wagner y Moore, 1997]. Un efecto andlogo ocurre en hojas
maduras de chicharo con relacién a hojas jéovenes [Lennon et al., 1995].
Adicionalmente, los trabajos anteriores sugieren un papel de ia AOX durante la
fotosintesis, posiblemente evitando una sobre-reduccién de sustratos que
ocasiona la fotoinhibiciéon [Hoefnagel et al., 1998]. No obstante, considero que
la funcién de la AOX durante la fotosintesis podria tener relacién directa con
su papel como vdlvul/a para disminuir la formacién de ROS, ya que durante un
periodo de fotosintesis activa aumenta la producciéon de intermediarios
reducidos (NADH, NADPH) y oxigeno, situacién metabdlica que favorece la
formacion de ROS. Recientemente se reporté que al exponer a la luz hojas de
Solanum tuberosum (papa), mantenidas previamente en la obscuridad por 4
dias, se incrementa de manera dramatica la sintesis de novo de la AOX,
partiendo incluso de niveles no detectables de la proteina en hojas control
[Svensson y Rasmusson, 2001]. Es importante mencionar que en dicho trabajo
se reporta por primera vez que la expresiéon de una proteina mitocondrial
depende completamente de la luz; la proteina es una NADH deshidrogenasa
rhembranal orientada hacia la matriz, es conocida como NDA1 y estd
codificada en el genoma nuclear. Si bien en ese trabajo se aborda
principalmente la expresion de la NDA1, se muestra claramente que la AOX
también sigue un patrén de expresion dependiente de la exposicién 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 fosforilacién oxidativa [Kromer,
1995], en este caso la NDA1 y la AOX son enzimas no acopladas al proceso,
por lo que su papel debe ser otro. La NDA1 podria estar participando en la
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enerado por la descarboxilacién de la glicina en la matriz

""hi't{o&:vdfﬁdrlal '<durante‘ila fotorespiracién, - por ello su incremento durante
pe'r'iodo's de i!uminacién.intensa [Svensson y Rasmusson, 2001].

o Tomando como base las evidencias y propuestas mencionadas,
considero que la funcién de la AOX, al disminuir la produccién de ROS, debe
ser importante durante la fotosintesis activa. Ampliando la propuesta de
Hoefnage! [1998] de que la enzima participa en la regulacién 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 activacién del oxigeno por intermediarios reducidos es mas
probable. El incremento en la sintesis de AOX por exposicién a fa luz podria dar
indicios de que ello este ocurriendo.

La interaccion metabdlica entre mitocondrias y cloroplastos no se
conoce a fondo. No obstante, ya se han determinado algunos intercambios de
metabolitos entre los dos organelos en determinadas situaciones: durante la
fotorespiracion, la sintesis de sacarosa, la sintesis de &cidos grasos en el
cloroplasto, asi como el recambio de esqueletos carbonados para la biosintesis
(FIGURA 28). Sin embargo, no es claro cuando y en que condiciones se
incrementan o restringen dichos flujos.

Si bien el conocimiento de la expresion génica dependiente del nivel
redox celular no es profundo, se tiene evidencia de que algunos genes
nucleares, que codifican para proteinas citosélicas o mitocondriales, dependen
de sefales plastidicas, y en algunos casos exclusivamente del transporte de
electrones fotosintético o del nivel redox de intermediarios como la
plastoquinona, la tiorredoxina, el glutatién o incluso el nivel de ROS [Rodermel,
2001].
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el“control de la expresién génica implican la

/adoras o intermediarias que poseen grupos tiol,
her 0s o flavinas [Bauer, et al., 1999]. La

centros _fierro-azufre rup
‘es si existe una red de regulacién redox global o

polémica mas importante
exfste_h ‘rﬁtés. que operén' de manera semi-independiente o independiente
[Pfannschmidt, et al. 2001]. En el primer caso, considerando la participacién
del cloroplasto, la expresion de un gen nuclear dependiente del estado redox
debe ser el reflejo de la situacidon promedio imperante en toda la célula. Es en
este contexto que podemos insertar los genes nucleares Aox, ya que su
expresion parece depender de la exposiciéon a luz, posiblemente a través de
sistemas de regulacién que emplean intermediarios redox [Pfannschmidt, et
al. 2001]1. En la figura 29 se muestra un modelo de regulacién redox de genes

nucleares por la actividad fotosintética.

CLOROPLASTO MITOCONDRIA
~ N )
RuBp =—————= PGA PGA NADPH NADH
NADPH AT ATP >
_éi NADH
PGK/IGAPH PGK/NAD/GA| NADP* NAD*
NADP+ «”| ADP ~~ ADP
NAD+

DHAP DHAP
F6P J F168P c"“'
] ADP + Pi
| Pi
F6P
Atmidon 5 1
k ¢ G6P GIP ATP/ADP T
uTP ADP
) uop
PPi

Sacarosa 6P ﬂ———E—— UDPG

Figura 28. Se muestran algunas rutas metabdlicas que permitirfan el intercambio de
intermediarios reducidos o fosforilados entre la mitocondria y el cloroplasto durante la
exposicion 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, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa.

Modificado de Kromer, 1995.
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Figura 29. Propuesta de control redox de la expresién 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
regulacién redox. PSI, fotosistema |. PSll, fotosistema |l, PQ, plastoquinona, PC,
platocianina, Fd, ferrodoxina, LAcb, subunidad 2 complejo cosechador de luz, Apx,
ascorbato peroxidasa.

Modificado de Pfannschmidt et al, 20017.

Es evidente la relacion estrecha entre el estado redox de la célula y el
estrés oxidativo (produccion de ROS). En ese sentido, la pérdida secundaria de
la fotosintesis en Polytomella sp., posiblemente ilevé a una reduccion en la
produccion global de ROS y de intermediarios citosélicos reducidos como el
NAD(P)H. La pérdida de un sistema de regulacién tan importante como la
actividad plastidica, liber6 dz su control a los genes nucleares dependientes o
relacionados con la fotosintesis.

Si se considera que ia expresion del gen Aox depende de la exposiciéon a
la luz (nivel redox-estrés oxidativo), o que incluso podria participar evitando el
efecto fotoinhibitorio desde la mitocondria [Hoefenagel et al., 1998], es
factible que su actividad se haya afectado fuertemente por la pérdida de la
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la ausencia de la actividad

Ia functén ! fotos ntétlca,

'.en termmos:'selectlvos, un fenotlpo neutro o cercano a la neutralidad. En un
contexto ecologlco como el gue supone la aparicién de poblaciones incoloras a
partir-'de ancestros fotosintéticos, es probable que ocurra la pérdida o
inactivacién de genes que no afecten la adecuacion promedio de la poblacién,
que tengan una actividad fatil o se mantengan sin expresién. 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.

Chlamyrfomonas
;:7,,’,.”/“[ Polytornella sp.

«Pérdida de Aax

«Inactivacién de genes asociados al metabolismo fotosintético.
«Pérdida de la pared celular

*Pérdida de la capacidad fotosintética

«Pérdida de coxZa y cox2b mitocondriales
+Exportaciéon de cox cox2a y cox2b al genoma nuclear
« Fragmentacion cox2 mitocondrial

Ancestro

comdin
fotosintético

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

Las clorofitas son un modelo adecuado para explorar esta propuesta, ya
que existen al menos cuatro casos independientes de pérdida secundaria de la
fotosintesis, en los cuales es factible analizar el status de los genes Aox

durante la evolucidn de las ramas incoloras.
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o ejemplos de AOX activas
n:n ngun caso se trata de
‘ v s,”"sino v‘de hongos ascomicetos,
basndnomncetos trlpanosomatldos para5|tos:"y afmbas de vida libre. Lo anterior
pone de manifiesto que la actividad de la AOX no estd relacionada
exclusivamente con el metabolismo fotosintético, al menos en estos grupos.
Un punto que debe contribuir a comprender mejor el papel de la AOX es
determinar el posible origen del gen, ya que hasta ia fecha no se conocen
ejemplos de genes Aox en animales o procariontes, lo que restringe su
distribucion a ciertos grupos relativamente distantes entre si (Figura 31).

A B

./ Animalia
-
li‘
, Eucariota Amosbe __ Sw\\y
Bacteria Alveolados = \t: Chlorobionta
7' AN Rhodophyta
> Stramenopilos AR A\
\
Archaea Amosbe

Diplomonadidos

| Euglenophyta | f

Tricomonadidos

Microsporidia

Figura 31. A, Arbol universal sin rafz construido por andlisis de rRNA 18S. B,
Acercamiento al clado eucarionte, en recuadros verdes se indican los linajes en los
que se ha identificado actividad de oxidasa alterna.

EL ESTRES POR CIANURO

La adicién de cianuro a los medios de cultivo tuvo como finalidad
sobreexpresar una potencial AOX; no obstante, no fue posible estimular
ninguna actividad enzimatica, ni inmunodetectar una proteina. Sin embargo,
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los enSayos mostraron que la presencia del inhibidor en los medios de cuitivo
‘ocasioné cambios aparentes en la afinidad por cianuro (Figura 2 en Resultados
publicados y Tabla Il 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 vias analizadas (succinato-oxigeno y malato-oxigeno), donde al menos
estan involucradas tres enzimas, un transportador y la fuga de protones.

Para analizar solamente el complejo IV se determind la actividad de
ascorbato-TMPD oxidasa en presencia de antimicina. En este caso, los
experimentos para determinar las K7 aparentes por KCN mostraron resultados
que no permitieron esclarecer los cambios vistos con succinato y malato, ya
que en la titulacién 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 intrinseca 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,
analisis similares con otros ligandos del centro binuclear del complejo IV, como
azida de sodio y oxigeno, indicaron que la exposicién a KCN disminuye la
afinidad aparente por dichos ligandos (Tabla Il Resultados complementarios).
No es claro por qué se producen modificaciones en algunos de los parametros
cinéticos de la citocromo ¢ oxidasa, si bien no era un objetivo inicial perseguir
la actividad de ésta enzima, resulté interesante tratar de abundar un poco mas
en las causas.

El contenido de citocromos indicd que la exposicién 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 disminucidon de 4 veces de la velocidad méaxima en las mismas
mitocondrias. Estos datos parecen contradictorios, sin embargo, es posible que
el estrés por cianuro ocasione, entre otras cosas, una acumulacién de formas
inactivas de la enzima, o de algunas de sus subunidades.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Resultados paralelos del contenido de acidos grasos en mitc y mitc,
permiten observar un incremento del 30% en la relacién &cidos grasos/
proteina por la presencia de cianuro. No existe alguna relacién establecida
claramente (/n vivo) respecto al contenido de acidos grasos y la actividad de la
citocromo c¢ oxidasa, pero es posible que estos cambios estén influenciando la
actividad, la eficiencia catalitica y la afinidad por algunos ligandos de la
enzima. En este contexto no es posible ofrecer algun comentario concluyente,
pero definitivamente resulta claro que el estrés por cianuro afecta el
metabolismo celular de manera global. En esta parte trabajo sélo se abordaron
algunos aspectos puntuales de la funcion mitocondrial, de los cuales resultaba
mas importante para los objetivos iniciales la sobrexpresién de una posible

oxidasa alterna.
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PERSPECTIVAS

LA FUNCION DE LA OXIDASA ALTERNA

L.a actividad de la oxidasa alterna durante la fotosintética durante periodos de
iluminacion .y la influencia directa de la luz sobre la expresién del gen Aox, son
puntos fundamentales para esclarecer la funcién de la enzima. En trabajos aun
no publicados de otros grupos (serdn presentados en un congreso préximo), se
ha observado que también l|a actividad del cloroplasto influencia, al menos
parcialmente, la expresion de la AOX.. En este sentido se vuelve muy
|nteresante conocer como se regula la expresiéon y la actividad de la AOX en

células no fotosmtétlcas, ,y para ello las algas y plantas incoloras se convierten

explorar a presenma y/o actividad del gen en otros géneros no fotosintéticos

gdel 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 permitiria
g I"'

'afotosmtetlca Y. explorar si en este grupo existe también un relacién entre la

_regulacnon y el papel de la AOX en células que han perdido la via

‘act|V|dad*de Ia enzima y el metabolismo fotosintético. Por otro lado, es
- |mportante ‘abundar sobre la funcién de la AOX en organismos que carecen de
Ac_lorroplasto y no tienen un pasado fotosintético, como el caso de los hongos,
ya q‘ue este tipo de organismos ofrecera informacién sobre la relevancia de la
enzima en organismos con un metabolismo heterdtrofo ancestral.

Otro punto a esclarecer es el origen del gen Aox. Los datos actuales
muestran que no existen ningun gen homodlogo en los genomas procariontes
conocidos, lo que indica que el gen es de origen eucarionte. Hasta el momento
el unico gene homdlogo 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 situacion del origen, ya que en
ambos casos se trata de genes nucleares que no parecen provenir de los
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.genomas’ ancestrales ] 1 visién anterior debe
‘cambiar cuando conozcamos mejor  la distribucién ‘de’ ambos genes en los

distintos grupos biolégicos.

LA CADENA RESPIRATORIA
En este trabajo se presentd evidencia marginal de la presencia de NADH

deshidrogenasas alternas al complejo | en Polytomella sp., no obstante, no se
persiguié a fondo la caracterizacion de estas posibles vias 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 proteinas homélogas a las de plantas. No

existen reportes explicitos de este tipo de enzimas en algas verdes.

LA RESPUESTA AL ESTRES EN Polytomella sp.
Los cambios ocasionados por la presencia de KCN en la actividad respiratoria,
el contenido de acidos grasos y de grupos hemo, indican que a pesar de no
potenciar la presencia de una oxidasa alterna, el estrés induce una respuesta
celular que afecta de manera general la funcién mitocondrial. Los datos
obtenidos sélo 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 cémo afecta la relacién lipidos/proteinas la actividad de los
complejos respiratorios, especificamente de la citocromo ¢ oxidasa, donde el
estrés por disminuye la afinidad por los ligandos del centro bimetalico y
simultaneamente aumenta el contenido de &cidos grasos mitocondriales.
Respecto al andlisis de acidos grasos, este trabajo resulta innovador al
presentar el contenido de 4cidos grasos mitocondriales de una alga verde. La
naturaleza incolora de Po/ytomella sp. permitié obtener resultados claros sobre
la composicién de las membranas mitocondriales. Resalta el alto contenido
(40-60 pug/mg) del acido 2,7 hexadecadienoico (C16: 2n-7), que sdélo ha sido
reportado como traza en otras algas (dcidos grasos totales, no mitocondriales).
Se sabe que los acidos grasos constituyen el 30-40% del peso seco total en
algunas clorofitas, por lo que resultaria importante conocer cuanto corresponde
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asi.pod aluar una potencial fuente de
r.as,falgasfyerdés_, como Parietochloris incisa,
uente’importante ‘de 4cidos ‘grasos polinsaturados poco
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APENDICEI. METODOS

| Cultivos celulares
La cepa original Polytomella sp. 198.80 (E.G. Pringsheim) se obtuvo de
la coleccion ficoldgica de la Universidad de Géttingen, Alemania. Actualmente
se,rﬁantiene en la Coleccién Microbiolégica del Departamento de Biotecnologia
del CINVESTAV-IPN, México, con el nimero de registro CDBB-951. Los
‘t":cultlvos celulares proliferaron en un medio compuesto por fosfato de potasio
O) oy MES 10 mM, acetato de sodio 0.5%, solucién de Beinjerink
5s: aza [Atteia et al., 2000], complementado con tiamina

A.y::c:anocobalamma (vitamina Bi2 ) 0.5 png/ml. Cultivos
n un indculo de 0.2 x10° células /ml y se mantuvieron
tacién a 25°C.

Los \L'Jlgri\?qs';'dke ‘C. reinhardtii se mantuvieron de acuerdo a lo reportado

vj:pryewamernte_[Gbrman y Levine, 1965]

i ‘Aiéll_érhientb de mitocondrias
'Los cultivos se cosecharon por centrifugacion a 2, 500 x g por 8
- mmutos al final de la fase estacionaria (1.8-2.0 x10° células totales por cada 2
: 'TI) ‘que ocurre alrededor de 24-28 horas después de la inoculaciéon,. Las células
"'k‘se lavaron con sacarosa 250 mM, MOPS 20 mM (pH 7.4) y EGTA 1 mM
) b.f.,(medlo SME) y centrifugaron en las condiciones ya mencionadas. La pastilla
i f‘bcelular se resuspendié en 2 ml de medio SME complementado con 0.3 de BSA
o libre” de &cidos grasos. Posteriormente se efectlio la ruptura celular por
i -~.h6fhogéneizacién manual con un vastago de teflén a 4°C. El homogenizado se
vdiluYé hasta 35 ml con medio SME y centrifugd a 2,500 x g por 10 minutos.
~El sobrenadante resultante se recuperd y se centrifugdé a 9, 500 x g por 10
minutos. La pastilla resultante con la fraccién mitocondrial enriquecida se
incubé con ADP 0.2 mM y BSA libre de acidos grasos 0.2 % {(p/v) por 10
minutos en hielo. Finalmente, la fraccién mitocondrial se diluyé a 12 m! con
medio SME vy se centrifugé a 10, 500 x g por 10 minutos. El rendimiento tipico
de la técnica proporciond de 20 a 25 mg de proteina mitocondrial por litro de
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cultlvo La concentracion

descrltos con anterjoridac

1 Conéﬂrﬁo '"dé‘

 Se midié:
determmacuon 1 mg de proteina mitocondrial se incubdé en 2 mi de KCI 120
mM, MOPS 20 mM GTA 1 mM (medio KME) saturado con aire a 30°C. Para

"dd un electrodo de oxigeno tipo Clark. En cada

la determmacmrj
solubilidad. déﬂl_"ox_(geh_'o en agua de 400 nano-gramo-atomos/ ml, a una altitud
de 2,240 m snm. |

lelavelocidad de consumo de oxigeno se consideré una

Activid;;a' mo ¢ oxidasa

método polarogréfico ya descrito, 1 mg de proteina
:r_nito.cbhdriél se bn antlmlcuna 1 uM y ascorbato 5§ mM en 2 mi de
inutos. Con la adicién de TMPD 2 mM cémo mediador
one‘s .se-inicio la reaccién. Todos los ensayos se
efectuaro rnatlvamente la actividad también se determiné por
: oxndacnon de citocromo ¢ de caballo a §50-540
ro de doble haz (SLM-AMINCO, DW-2000). En este
Sranas mitocondriales rotas por congelamiento-

_b:é:ron en 1 ml sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM (pH

espectrqscé'p;
nm en un esp
caso, 1 O'
descongelaml

IV Potencial de membrana
Como indicador de la generacion de potenciales transmembranales se

empleé el catién lipofilico safranina O de acuerdo a los métodos reportados
[Zanotti y Azzone, 1980]. Los cambios de absorbancia a 5654-520 se midieron
en una mezcla de 1 mg de proteina mitocondrial con 3 ml de medio KME,
KzP0s 5mM vy safranina 0.8 pM a 30°C. La reaccion se inicié adicionado
sustratos mitocondriales oxidables. Asimismo, se determind el efecto de
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diversos 'in ';resplratonos EQ‘J? figura A se muestra. un_ trazo
representa 'camblo en. Ia ‘absorbancia de la safranina durante la

ox:daclon de sustratos

ccep -
4 -

0.06 —

0.04 —

Absorbancia gg4.550

—

minutos
Figura A. Potencial de membrana detectado por el cambio de absorbancia {554-520
nm) de la safranina 0. 1 mg de proteina mitocondrial (Mt} se incubo en medio KME
adicionado con safranina-8 uM. Posteriormente se agregc succinatoc 10 mM (S),
después de' 3 minutos el potencnal se abatié con CCCP 0.5 pyM

El potenC|a el _ ‘transmembranal se cuantific6 mediante la
distribucion del catlon [3H]TPP+, acorde con el método reportado anteriormente
[Moreno-Sanchez . et al., 1895). Se incubaron por 1 minuto 2 mg de
mitocondrias,y en 0.5 ml de medio KME, K2PO4 5mM y 8 pM de [PHITPP*
(0.05-0.07'uCi/nmoI), a 30°C en viales con capacidad de 20 ml. La reaccién
se inicié adicionando sustratos oxidables, inhibidores o agentes desacoplantes,
segun se indica en la seccién de AResultados publicados. Después de 3 minutos
‘en agitacion constante a 30°C la reaccion se detuvo por centrifugacién a 14,
000 x g por 2 minutos a 4°C, empleando tubos de piastico con capacidad de
1.5 mi (Eppendorfi). La radioactividad remanente se cuantificé en el
sobrenadante y la pastilla. Finalmente, la distribucion del [*H]TPP* se calculd
empleando la ecuacién de Nernst y considerando la unidén inespecifica del

catién a las membranas mitocondriales [Rottenberg, 1984].

74 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




APENDICE I. METODOS

V. sfnteS|s de ATP : : .
La veloﬂldad de la fosfonlacuon oxudatlva se determmo medlante la técnica

radloactava prevaamente descrlta [Moreno Sanchez, 1985]. Alicuotas de 1 mg

de protema mltocondnal se édmlonaron a'1 ml! de medio KME, 2Pi (1-1.3
uCl/pmol), glucosa 10 mM Pl 5 mM y :1:mg hexocinasa de levadura (20
,unldades/mg) Y en presenma de dlstmtos sustratos, inhibidores o agentes
desacoplantes, segun se indicé en cada caso. Se emplearon tubos de ensaye
con capacndad de 8 ml Cada muestra se incubd por 3 minutos a 30°C en
agltamon constante y la reaccuon se detuvo por adicion de acido tricloroacético
5% frio (en- hlelo) Las muestras se centnfugaron inmediatamente a 3, 500xg
ml del sobrenadante obtenido para extraer el

por 10 mlnutos. Se recuperé
) ’“P' no lncorporado. Las extraccuones‘ se’ h|c1eron con una mezcla de molibdato
empleando acetona y n-butil acetato como

de: amomo/acndo sulfunco w
solventes'orgamcos. La extraccion de.la fase orgénica por agitacion vigorosa y

"l.'-centrlfugamon se . repltlo al’ menos 3 veces. L.a fase acuosa resultante se

._empleo para determinar por radlacmn Cerenkov la cantidad de P incorporado
';avl_ATVP y glucosa 6-P.

-Vl Contenido de citocromos

o Para la determinacion del contenido de grupos hemos totales mitocondriales se
,v‘,efectruaron espectros . diferenciales de acuerdo con el método descrito
, brrevia‘mente [Bravo et al., 2001]. Para citocromos tipo b se uso el par reducido
- ;_ccjh,dit‘io;nita contra reducido con ascorbato, para citocromos tipo a reducido
ac'o"ri' ‘dftvio'h'ita‘contra oxidado con persulfato, y para citocromos tipo ¢ reducido
'mcon ascorbato contra oxidado con persulfato. Las determinaciones se

B efectuaron a partir de 1 mg de proteina mitocondrial en 1 ml de medio SME:
'gllcerol {1:1) a temperatura ambiente. Para la cuantificaciéon se emplearon los
siguientes coeficientes de extincion molar: esesszenm= 26 mM'cm™ para
citocromos tipo b [Priest et al., 1992], gwos-630nm= 16 mM'cm™” para
citocromos a + as [Gray et al.,, 1994] y essossoom=17.5 mM'em' para
citocromos tipo ¢ [Degli-Esposti et al., 1991]. En la figura B se muestra un
espectro representativo reducido (ditionita} menos oxidado (persulfato) de

mitoocndrias de Polytomella sp.
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Figura B. Espectro diferencial reducido (ditionita) menos oxidado ({persulfato} de
mitocondrias de Polytomella sp. Se emplearon 2 mg/ml de proteina mitocondrial en
cada celda.. Se muestra un barrido de 414 a 645 nm y se indican los picos o de
absorcién - para los hemos tipo & (609nm), tipo b6 (566) y tipo ¢ (562nm),
respectivamente.

. Vi : C'ua"ntificacién de &cidos grasos mitocondriales

,_i;S‘é;':éfﬁb|éO la técnica reportada previamente con ciertas modificaciones [Folch
al/, 1957]. A muestras de 10 mg de proteina mitocondrial se adicionaron

dye_f{‘spo ug butil-hidroxitolueno (BHT) y se almacenaron a -70°C hasta su
préﬁc'ésamiento. Después de descongelar se agregdé 1 ml de BHT 0.02% en
‘,Ar'n‘é'tanol, 50 wug fosfatidilcolina-diheptadecanol como control, 1 ml de NaCl
09% y 2 ml de cloroformo. La muestra se agitd por 20 segundos vy
posteriormente se centrifugé a 1, 600 x g por 5 minutos. A la fase orgédnica
obtenida se le agregé 1.5 g de Na250as (anhidro}. Después de agitar se filtré por
una columna de algodén en una pipeta Pasteur. El solvente se evapord por
flujo de N2. Las muestras secas se mezclaron con 0.1 ml de tolueno, 2 ml de
metanol anhidro y 0.04 ml de acido sulfurico [Christie, 1989], con la intencién
de formar derivados metil-éster de los &cidos grasos. Las muestras se
hornearon a 80°C por 2 horas. Posteriormente se agregé a cada muestra 1 mi
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FALLA DE ORIGEN

e b ey e

76




APENDICE I, METODOS

‘ ).y se :n—kﬁ'e’zc'layron vigorosamente. Finalmente se
evaporo el solvente por flujo de Na, sin vburbujear.

' ‘Las muestras asl obtenidas se analizaron por cromatografia de gases en
una columna CPSIL 8CB en un cromatégrafo Carlo Erba 2300. Se utilizd helio

como acarreador a un flujo de Tmi/min a 195 °C

Vill Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodeteccién
La electroforesis en poliacrilamida y la inmunodeteccién se efectuaron acordes
con los métodos vya reportados anteriormente [Shdgger et al, 1986 vy
Gonzélez-Halphen et al., 1988], respectivamente.

Para la inmudeteccion se empled un anticuerpo convencional generado
contra la proteina 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 Extraccién de DNA total de Polytomella sp. y C. reinhardtti

Los métodos empleados para la extraccion de DNA por solubilidad diferencial
con fenol-cloroformo fueron los mismos ya reportados en trabajos anteriores
de nuestro grupo [Antaramian, 1998; Pérez-Martinez, 2000].

X Hibridacién tipo Southern

Para cada analisis, 30-40 pg 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 1M/ NaC! 1.5M y posteriormente neutralizar por 1 hora con
Tris 1M (pH 8.0)/ NaCl 1.5M, el DNA se transfiri6 por capilaridad con
amortiguador SSC a una membrana de nylon (Hybond, Amersham) 10X. Se
efectio un entrecruzamiento del DNA transferido con la matriz de nylon
mediante exposicién a radiacién UV (Stratalinker, Stratagene).

La membrana se mantuvo por 3 horas en el amortiguador de
prehibridacion (SSC 6X, reactivo de Denhardt 5§X, Tris-HCI| pH 8.0, EDTA-Na 2
mM pH 8.0, SDS 0.2 % y DNA de esperma de salmén 0.1 mg/ml) a 50°C. La
sonda de DNA de doble cadena (30-50 ng) se marcé con dCTP-y*?P por el
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‘mé‘t‘odfo' dé t;ebadores al azar (Random Primer, Gibco-BRL) y se purificé por un
ststema a_::e:_ééntrifUQacién (Micro Bio-Spin 30, Bio-Rad). Una vez marcada la
sbn&a' se cblocé en agua en ebullicién por 10 minutos y se transfirio
Vibh'm'e"diatamente a hielo por 10 minutos mas. Finalmente, la sonda se adiciond

APENDICE |. METODOS

al- medio de prehibridacion.
adecuada (50 a 60 °C) durante 12 horas como minimo.

Secuencias de ¢cDNA empleadas como sondas en los ensayos de hibridacién

tipo Southern

La hibridacién se

A) cDNA Aox de Mangifera indica (Mango)

Definicion:

Numero de acceso GeneBank: X79329

Cruz-Hernandez, A.

and Goémez-Lim,M.A. (1995).

Planta 197: 569-576

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

cacgagggac
caaccggtac
cttggagtcg
ccaagtgaaa
ttccaggccea
atgggaaact
atttatggat
ttttcagaga
aatggttgga
ctggatcaaa
ggagcttgtg
ctttaactca
gtatttggag
tgcaataaaa
tgctacccte
caaccatttc
cgttggttat
gctgagaata
agtatgtggt
ttgattgaat
gggcacggygg
ggcgagacgg
ttecceecggge
aattaaaaca
gtgctctgaa
atgactctct
taacgagatt
ttggcagaat
aatgacttga
tttaacgtta
aacgccecgg
cc

tttgtaagga
atttggacgg
gcagttatgc
gagcagaaag
aagatcacta
tatcggtcag
aaatttgcat
cgttatgggt
ggcatgttgce
gccttgettg
cagcctaaat
ttetttgtge
gaggaagcta
aatatteccag
aaggatgtta
gcatctgatg
cactagcggc
ctataatagt
atttgtatct
ttaacaagca
gtcccacgtce
ggtcgecggte
gtcgaacagt
aagcattgcg
tgtcaaagtg
taaggtagcc
cccactgtce
cagcggggaa
gaggtgtagt
ttttacttat
cgggccgatc

tgacggtgat gcgaggtctt
cgatctccct acggcatccg
aatggcggag gatgttgage
aggagaagaa agatgcgatg
gggaagacgg ctcagagtgg
acttatcaat tgatttgaag
acaggactgt gaaaatcctt
gtcegggcaat gatgctggaa
tgcatctgaa gtctctcege
aagaagcaga gaatgagagg
ggtatgagag gctgctggtt
tttatgtact ttctcccaaa
tccactccta tacagaatat
ccccagctat tgcaattgac
tcactgtggt ccgtgctgat
tacaagttca ggggaaggaa
ctatttcact attcagggta
actactatag gaatatgaaa
gctgtaaaag aaaacaaatt
ttaaagccga acttcgggaa
ccgaagtegg ctgtcggtgg
gccgecgggg gacggactgg
cgactcagaa ctggtacgga
atggtccctg cggatgctca
aagaaattca accaacgcgce
aaatgcctcg tcatctaatt
ctgtctacta tccagcgaaa
agaagaccct gttgagcttg
ataagtggga gccgaaaggc
tccgtgaatec ggaggcggca
cgggcggaag acattgtcag
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Alternative oxidase from
mango {(Mangifera indica, L.) is differentially regulated during fruit ripening.

ttaaacggtg
gaggttatgg
aacgccggtyg
gtgtccaatt
ccttggaact
aagcatcatg
cgagttccaa
acagtggctg
aagttggage
atgcatctca
cttgctgtgce
ttggcacata
ctcaaggata
tattggagac
gaggctcatc
ttgagagatg
taattttact
tatgtacgca
attgtatgtt
aaggattggc
actgctcgag
gaacggctcc
caaggggaat
cgcaatgtga
ggtaaacggc
agtgacgcge
ccacagccaa
actctagtcce
gaaagtgaaa
ctgccecctct
gtggggagtt

la temperatura

ggaggtacgg
agggaaacgg
gagctgaage
attggggaat
gcttcatgcc
taccaaggac
ctgatatctt
ctgtgccegg
aaagtggtgg
tgaccatggt
agggagtctt
gaattgtcgg
ttgacagtgg
ttcctaagga
atcgagatgt
caccggeece
ttttgtatct
agtactaaat
gtggattaac
tctgagggat
ctgctccsge
tcecgggggee
ccgactgttt
tttctgccca
ggagtaacct
atgaatggat
gggaacgggc
gactttgtga
taccactact
ttttggaccc
tggcctcgtg
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- B) pDNA parcial de Aox de Chlamydomonas sp W80

De‘fini‘c':ion: Chlamydomonas sp. W80 cDNA parcial de Aox
-."Numero de acceso GeneBank: AB00S087

1 ggatceccceg ggctgecagge gctgcoctcgag gaggcggaga acgagcgcat gcacctgctg
61 acecttcctgg agatgcgcca gccaagcoctgg atgttccgeg cggeggtgtt getggcgcag
121 ggagcgtact tcaacatgtt tttcatttcc tatctcatct cgeccaaagtt ctgccacgece
181 gtcgtgggct acctcgagga ggaagctgtc aagacgtaca cgcacctgct tcacgacatt
241 gacgccggtc acgtgtggaa ggacaagccg gcgccgaaga ccggcattge gtactggaag
301 ctgtegeecgg acgcaacgat gcgcecgacctg atccttgeeg tccgegcecgga cgaggcgagc
361 cactcgttgg tcaatcacac cctgagcgag atcccctcgg acgcgccaaa ccogttcatce
421 gagccagcaa aggctgacgc tttcagcaag gcagagaaca agctgtgagc aacaactacce
481 ttctgatcac agacttccag ctgcatgtgt gcgcatgtga gctgcagectg ccggcgtgcet
541 gctggtgtcc tttgagcgaa tgggctgatc agcattaagg aatgattgtc tacaacagtc
601 gccgttgaga tgaagcttct ttgcgcggcg ggcgtgtgeg tgcaatcaag caatgcaagce
661 gatgtttgag tattgggcag agaagaagac cttgggcaat acatcgtgtg gccgctggaa
721 accgccatac cacgacgdgg ggtgctgcct ggtcttgagg cttgetttgt ggattggagg
781 gaagcattaa gagtggttct gcctctcctg ccactgctgce tactgattac actgatgttt
841 ttttcctgtt cttcctgtgg ggaataacgc tcccaccgga gaggtgcaca gcgaggattt
901 ggctgacaaa gctggcggaa gtcgaagatt gcattggtaa aactgataaa gtgcaccccc
961 gggacgaaac tcccgccgca atgcactaaa actgccccgt gacagtagtc agttgatcaa
1021 accttgtggt gcctctagtt tggcgcgtcg tcaagtgtaa acacatgtat gaag

En letras obscuras se muestra la regién codificante en la clona completa.

Xl Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se prepararon las mezclas descritas por los fabricantes de la DNA polimerasa
empleada (7Taqg PCR core kit, Qiagen}. En cada reaccién se empleé de 0.5 a 1
ng de DNA templado, 200 uM de cada desoxinucleétido (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 200 pmoles de cada oligodesoxinucleétido cebador (primers), MgClz 1
mM (en ocasiones se incrementd la concentracion hasta 2 mM) con 0.5 ul de
Taqg DNA polimerasa (5 unidades/ul, Qiagen) en un volumen final de 50 pl con

agua esterilizada.

Los ciclos de amplificacién fueron los siguientes:

Temperatura Tiempo
°C minutos
Desnaturalizacién inicial 94 5
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento variable 1.5 30 ciclos
Extensién 72 2
Extensién final 72 8
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Desoxioligonucleétidos empleados como cebadores en la reaccién en cadena
de la polimerasa.

1 10 20 30
B' ——m —m= ——m o mmm e e mem —em e B
CSP1F GTC TTG ACA GCT TCC TCC TC
CSP1R GAG AAC GAG CGG. CAT GCA CCT
PAO1F GAG ACY GTY GCY-GGY GTY CCY GGY. ATG G
PAO2F GAG GCY GAG AAC:GAG CGY:ATG C.'
PAO3F GTY GGY TWC CTY GAG GAG' GAG-GCY. G -
PAO3R ACR GCC TCC TCC TCR-AGG WAR CC "%
CG

PAO4R TGG CAR GCC TCR TCR GCR

CRAOXF  CTC CAT GAC CGA GGC CCA GTG G
CRAOXR  GGC ATC AGT GCT GGG GTT GAG C

XM Purificacién de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Una vez separados por electroforesis los fragmentos a purificar se escindieron
del gel vy se extrajeron de la matriz de agarosa mediante el sistema de
solubilizacién, centrifugacion y precipitacion Quiaex // agarose gel extraction

{Quiagene).

Xill Clonacién de productos de PCR

Una vez purificados los productos de PCR obtenidos se ligaron al plasmido
pPGEM 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-Martinez, 2000]. La seleccion de clonas de interés se llevo acabo
por resistencia a ampicilina y ausencia de actividad de B-galactosidasa. El
plagueo se hizo en medio LB-agar 1% con ampicilina 100 pg/ml en presencia
de 10 pl de IPTG 800 mM y 40 ul de X Gal 2%.
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X1V Purificacién de plasmidos
Minipreparaciones

Purificaciones preparativas de plasmido se efectuaron a partir de las
clonas seleccionadas y crecidas en medio LB-agarosa, ampicilina 100 pg/mil
por 12 horas. Se empleé el método ya reportados en trabajos anteriores
[Pérez-Martinez, 2000]. Alternativamente, se emplearon cultivos liquidos de 10
ml de las clonas seleccionadas y se procesaron con el protocolo Wizard Plus
SV (Promega).
Preparaciones grandes

A partir de cultivos de 40 ml y de 12 horas de crecimiento se aislaron

los plasmidos mediante el sistema Plasmid Midi Kit (Quiagen)

XV Secuenciacién de DNA
Se emplearon los secuenciadores autométicos AB/ prism 310 Genetic Analyser

{Perkin-Eimer).

REFERENCIAS

Antaramian, A. Tesis Doctoral en Ciencias Biomedicas. 1998. UACPyP, Universidad
Nacional Autonoma de Mexico.

Atteia, A., R. van Lis, J. Ramirez, D. Gonzélez-Halphen, (2000) Eur. J. Biochem.
267: 2850-8.

Bravo, C., M. Vargas-Suérez, S. Rodriguez-Enriquez, H. Loza-Tavera, R. Moreno-
Sanchez, (2001) J. Bioenerg. Biomem 33: 289-301.

Christie, W.W., In: Gas Chromatography and lipids (Christie, W.W., ed.) The Oily
Press, Scotland (1989) pp 64-84.

Degli Esposti, M., G. Lenaz, (1991) Arch. Biochem. Biophys. 289: 303-312.
Eriksson, M., P. Gadestrom, G. Samuelsson, G. (1995) Plant. Physiol. 107: 479-483.
Folch, L., M. Less, C.H. Sloane-Stanley (1957} J. Biol. Chermn. 226: 265-275.

Gonzalez-Halphen, D., M. A. Lindorfer, R. A. Capaldi, (1988) Biochemistry 27: 7021-
7031 '

81



Gorman, D. ' )t Sci, USA. 54: 1665-

Slaugther, F. Daldal, (1994)

Markwell M.A.K Tolbert, (1978) Anal. Biochem. 87:
. 208:210 bt

Moreno-Sanchez,’ n. 260: 4028-4034.

Moreno-Sénchez, R ‘B.Al‘Hogu "C.‘Bi’évvo, A.H. Newman, A.S. Basile, P.K. Chiang,
{1991) /nt. J. Blb . 41;7.‘1 479-1484.,

Moreno-Sanchez, R., S. Rdvd‘r{guez-Enrfquez, A. Cuéllar, N, Corona, (1995) Arch.
Biochem. Biophys. 319: 432-444,

Nakamoto, S.S. Tesis Doctoral en Bioquimica y Biologia Molecular, 2001, University
of California, Los Angles. pp. 47-74

Perez-Martinez, X. Tesis Doctoral en Ciencias (Bioquimica). 2000. Facuitad de
Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México.

Priest, J.W., J.W. Hadjuk, (1992) J. Biol. Chem. 257: 20188-20195.
Rottenberg, H-;(19,8,4)_ J. Memb. Biol. 81: 127-138.

Shégger, H.,"T‘.\,A.“VLi»ri{k, W. D. Engel, G. von Jagow, (1986) Methods Enzymol. 126:
224-237

Zanotti, A., G. F, Azzone, (1980) Arch. Biochem. Biophys., 201: 255-265.

82



APENDICE I. METODOS

MATERIAL SUPLEMENTARIO

I Alineamineto de PRC18

Chlamydomonas reinhardtii oxidasa alterna 2 (CAOXZ)
Numero de acceso GeneBank: AF314255 Secuencua genomica

Tamarfio
Marcador =
Identidad

PRC18

= 4255 pb
1106 bits (5658), esperado —-—0 O

= 601/610 (98%), huecos = 4/610 (O%)

1 gtcttgacagcttcctcctccéagaadccéaccgcggcgtggcaggtgcgcggcgatacc
(EEAREEE R R NN R R R R N R R R RN N AR RN R RN R AR R R RN

CAOX2 2532 gtcttgacagcctcctectecaagaagcecaccgeggcgtggeaggtgegeggcgatace

61

aggtagctgcaagggacacgggtgtgcgtgagtacgatggcgagaaatgttagectagtgt
terredrrrerrreerrrerrerirrerrrrreerrrreirrertirerrrrreetn iy

2472 aggtagctgcaagggacacgggtgtgcgtgagtacgatggcgagaaatgttagctagtgt

121
241
181
235
241
229

301

gaatgcaaatgcaagacgccgtcgggtgetccaggetgcggcagggegttgeagegggtt
pererrrrrrrrrtrrerrrrrrretreererrerrerrrererei e
2 gaatgcaaatgcaagacgccgtcgggtgctccaggectgcggecagggegttgecagegggtt

ggtgtgctggccatccacgecgtcgecggettaccecgatgaagtagaggttccagaacacg
rreeireirirrrrrreerrrrrrervererrerenrrrerrre et
2 ggtgtgctggccatccacgeccgtcgeggettacccgatgaagtagaggttccagaacacg

ccctgegecaacaatgatggatgegcoggaacaggggaccgggcettgegeagetcgaagaac
FEEErRrrrreirererrrrrerrernrerrnerrreeiberrrrbrrinenntrend
2 cecctgcgcaacaatgatggatgegcggaacaggggaccgggcttgegcagetegaagaac

gtcagcctgtaccggcgatggggggaggagcagcetggtcagegggegegagaggtagtgt
prrrerrreibrireirrrerineerrerrrttrrreerebrererererreiireni i il

2232 gtcagcctgtaccggcgatggggggaggagcagctggtcagegggcgecgagaggtagtgt

361

ttgagcgcaggggatcccctgattgagtgggtgatgatgagecggcagetgeggtegggec
Prrrrrrreipeeerrrrrvrrererrer e brerenytreneni el

2172 ttgagcgcaggggatccecctgattgagtgggtgatgatgageggcagectgecggtcecgggece

421

gcaggcacggcaactgcttgggggcgtagacgtgaggccagcatecgggatagcteccgtgg
FEE vierinpineerrreerveivrrerebvrertrerrrnreirbinrernirny

2112 gca-gcacggcaactgcttgggggcgtagacgtgaggccagcategggatagctecgtgg

481

aaatgggatagcttcgtggaaataaaggtgegtggatgeccggecattecgaggatcgagett
Lrerrtrrreeteireerrreenrrrereerrbrateedrrrpeeaberrnileren g

2053 aaatgggatagcttcgtggaaataaaggtgcgtggatgceccggcattcgaggatcgagttt

541

tgcaca-ggtacgctggctaggtggct-gceccggaggacgg-ttacttacaggtgcatgec
AR AR RN R N AN A N N R R RN R R NN

1993 tgcacacggtacgctggctaggtggctggccggaggacggctcactcacaggtgecatgeg

598
193

gtcgttctca 607

Terreern
3 ctcgttctca 1924
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60
2473
120
2413
180
2353
240
2293
300
2233
360
2173
420
2113
480
2054
540
1994
597
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Il Alineamiento multiple de AOX de especies diversas

Nicotiana
Catharanthus
Sauromatum
oryza
Arabidopsis
Mangifera
Dictyostelium
Chlamydomonasl
Chlamydomonas2
Podospora
Neurospora
Magnaporthe
Ajellomyces
Candida

Pichia
Trypanosoma

Nicotiana
Catharanthus
Sauromatum
oryza
Arabidopsis
Mangifera
Dictyostelium
Chlamydomonas1
Chlamydomonas2
Podospora
Neurospora
Magnaporthe
Ajellomyces
Candida

Pichia
Trypanosoma

Nicotiana
Catharanthus
Sauromatum
Oryza
Arabidopsis
Mangifera
Dictyostelium
Chlamydomonasl
Chlamydomonas2
Podospora
Neurospora
Magnaporthe
Ajellomyces
Candida

Pichia
Trypanosoma

RYPTDIFF
RWPTDLFF~
RWPTDIFF-
REPTDIFF-=—-moemrcemmmmmnm o — e
RIPTDIFF~=-mememre e m e m e e e m
RVPTDIFF=~
RKFSNLFF-
RYLFDKATGYTPTGS~

RWTFDKLTGYGPN-

RWGTDIATGIKPEQQ- VDKSNPTTAVAAQKPLTEAQWLVRFI
RWATDIATGIRPEQQ-VDKHHPTTATSADKPLTEAQWLVREI
RWGMDKVSGLSSEQQQINKGSPTTSIVAAKPLTEAQWLSRET
RWATDLATGYRHAAP-~~-GKQGVEVPEQFQMTERKWVIRFY,
RQCFDLVTGYAVPKT~-NN--PDEFKGTRWEMTEGKWLTRCE

RASFDFVTGYKKPKD--VNGMLKSWEGTRYEMTEEKWLTRCI
RWLEDTFSLYRFG-—=--—~w———~e———= SITESKVISRCL
* . PR .

SIS SN

-NIENVPAPAIAIDYCRLPKD-S
~NIENVPAPAIAIDYWQMPPD-S
~AIQDCPAPAIALDYWRLPQG-S
~KIDNVPAPAIAIDYWRLPAN-A
-KIENVAAPAIAIDYWRLPKD-A
: ~AIKNIPAPAIAIDYWRLPKD-A
HTHMLEDIDSG~~==--~ KVPNYKAPQIAIEYWGLPED-A
BTHALVEIDAG~-~RLWKD~--TPAPPVAVQYWGLKPG~A
HTHALQEIDAG-~-RLWKG~--KVAPPIACEYWGLKPG-A
THTRCIREIEQG~DLPKWSDPNFQIPDLAVTYWKMPEGKR
THTRCIREIEEG~HLPKWSDEKFEIPEMAVRYWRMPEGKR
'TRSIEELERG DLPKWSDPKFQVPEIAVSYWGMPEGHR
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Nicotiana
Catharanthus
Sauromatum
oryza
Arabidopsis
Mangi fera
Dictyostelium
Chlamydomonas1
Chlamydomonas2
Podospora
Neurospora
Magnaporthe
Ajellomyces
Candida

Pichia
Trypanosoma

Nicotiana
Catharanthus
Sauromatum
Oryza
Arabidopsis
Mangifera
Dictyostelium
Chlamydomonasl
Chlamydomonas2
Podospora
Neurospora
Magnaporthe
Ajellomyces
Candida

Pichia
Trypanosoma

APENDICE {. METODOS

TLRDLILVI
NMRDLILA TLSQLNPSTDA~—-NPFATGASQL=P-=—=—~=mnam——
SMRDLILA! TLSGL-PATAP-—-~NPFAYGASQL-P-==——m———=mome

TFRDLIQRY]
TFRDLINV]]

s % .

IHYQGQOLKDSPAPIGYH-=~-=—=we———mamme—e—
IHYKGLELKEAAAPLDYH-=~-~-

VHYODLELKTTPAPLGYH--
IHYQGMELKQTPAPIGYH-~
IRNQGKELREAAAPIGYH-~
VOQVQGKELRDAPAPVGYH-==~=~-
HSQEGIRIEKKINPTSEL-

LKPTGFERSEVIG
LKPTGFERAEVIG PR
SRPEGFEREEVIGKEVIGKEVIEKDVIGKEVLGKQVSV
VKPTGWERDEV T R
MRPTGWEKQDLQL : RS
PHPEGWNREQMRL- -
FGSEGAKTASNVNKHV
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Transfer of mitochondrial genes to the nucleus in chlamydomonad algac: perspectives
for the allotopic expression of OX-PHOS proteins and future human therapies.
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Abbreviations‘

<H> "% local hydrophobicity

mesoH * . mesohydrophobicity

mtDNA ' ' mitochondrial DNA

MTS - -+ . mitochondrial targeting sequence MTS

B | © '+ nucleotides
TIM-TOM = translocases of the mitochondrial inner and outer

ampe gene encoding subunit a (ATP6) of the F Fo-ATP synthase.
cox2 ' gene encoding subunit 11 (COXII) of cytochrome ¢ oxidase.

i €OX3 gene encoding subunit [II (COXIII) of cytochrome ¢ oxidase.
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ABSTRACT

Mitochondrial genomes encode a limited set of polypeptides 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 encode highly-hydrophobic polytopic proteins,
containing two or more helices that span the membrane. The 15.8 kb linear mitochondrial
genome (ntDNA) of the green alga Chlamydomonas reinhardtii lacks several of the genes,
encoding essential components of OX-PHOS, that are typically found on mtDNA,
including cox2, cox3 and arp6. These genes were transferred to the nucleus of this alga
where they were modified to permit their successful expression in the nucleus of C.
reinhardtii. In an extreme example, the cox2 gene, encoding the COXI1I subunit, has been
split into two genes whose products, COX 1IA and COX lIB are predicted to form a
heterodimeric subunit. The predicted COX IIA, COX IlI, and ATP6 polypeptides have 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 COXII subunits. Based on these results, we suggest some conclusions on the
allotopic expression of human mitochondrial genes and on the design of mitochondrial gene
therapy strategies.

1. INTRODUCTION

In some members of the chlorophyte algae from the family Chlamydomonadaceae,
several genes that are normally 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 of Chlorophycean 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 some 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 regions of the protein that seem not to be critical for function or for
inter-subunit interactions. Finally, we suggest some 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 have evolved from endosymbionts [1,2] that derived

originally from free-living o-proteobacteria [3,4,5,6], related to the contemporary members
of the genus Rickettsia [7]. The nature of the host with whom the endosymbiosis was
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. established remains a matter of: deba ,1s thought to be either an archeon or an
amitochondrial eukaryote [8]. It is" bellevedthat ‘the endosymbiotic event that gave rise to
mitochondria occurred only once in evolunon [9], and that it was followed by a massive
transfer of genes to the nucleus, followed by a more gradual transfer [10] that seems to be
an ongoing process [11]. This long-term migration process gave rise to the present highly
reduced mtDNAs,

T ‘Mitochondrial genomes from different species vary in size as well as in

.. organization: In general, they encode ribosomal RNAs, tRNAs, and a limited set of

S polypeptide subunits of OX-PHOS proton translocating complexes, plus a variable set of
" proteins involved in mitochondrial protem 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 for 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
mltochondnal TOM-TIM machinery.
R A wide spectrum of gene content of mitochondrial genomes is found in nature, The
60 kb mtDNA of the flagellate Reclinomonas americana [14], "“the mitochondrion that time

" forgot” [15], resembles a highly reduced bacterial genome. This mtDNA encodes 24
~ proteins that participate 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 Plasmodiwum falciparum, that
contains only 3 genes encoding components of the mitochondrial respiratory chain - cob,
coxi, and cox3 [16,17]. cob and cox! are present in all mitochondrial genomes known to
date. Their gene products are highly hydrophobic polytopic proteins that function as central
components of proton translocating complexes: cytochrome & of the bc; complex, and
subunit [ 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, arp8 [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), Chlorogonium elongatum [23), Chlamydomonas reinhardtii [24,25),
Nephroselmis olivacea [26], Pedinomonas minor [26], and Prototheca wickerhamii [27).
Table 1 summarizes the gene content of the mitochondrial genomes of these green algae.
The 15.8 kb linear mtDNA from C. reinhardtii lacks several genes encoding essential
components of OX-PHOS: nad3, nad4L, cox2, cox3, atp6, and arp8, 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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_.vhypothesized that these genés had been transferred to the nucleus in these species. The
. products of* two of these genes; subunit 11I of cytochrome ¢ oxidase (COX III) and subunit
6 of F\Fo-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 a/p6, 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 of Chlorophycean algae.
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TR= TRANSMEMBRANE REGIONS OF THE PROTEIN ENCODED P. Wl—
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 INDICATE
THE NUMBER OF FRAGMENTS THAT CONSTITUTE THE RIBOSOMAL RNAS

4. TRANSFER OF MITOCHONDRIAL 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. cerews:ae the current rate of
transfer of DNA from the mitochondria to the nucleus is 10° 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 all 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 transferred 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 transfers 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. FiFo-ATP synthase subunit 9
(ATP9) of Neurospora crassa [44,45] and cytochrome ¢ oxidase subunit Il (COX II) of
some higher plants [11,46]. The functional relocation of mitochondrial genes to the nucleus
required several steps [39,47]: /) The transfer of a gene to the nucleus, while an active copy
is still retained in the mitochondria. if) The 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]. i/f} Inactivation of the mitochondrial gene. Such is the
case of the mitochondrial ribosomal protein S14 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 of mtDNA 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 equivalent, 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 of mitochondrial genes to the nucleus in chlamydomonad algae.

Since the genes cox2, cox3, and afp6 were absent in the mtDNA of C. reinhardiii,
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 Polytomella
sp. as it lacked a cell wall and functional chloroplasts [57,58]. These characteristics allowed
the isolation of algal mitochondria free of thylakoid contaminants which facilitated the
purification of several OX-PHOS complexes [31,59,60,61]. 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 cox/ genes [64].

The combined studies with C. reinhardtii and Polytomella sp. demonstrated that the
gene cox3, encoding subunit 11l of cytochrome ¢ oxidase (COX 11), 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 ¢ oxidase (COX II) is encoded by two separate
nuclear genes that were named cox2a and cox2b. The cox2a gene encodes a protein, COX
I1A, 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 I1IB,
equivalent to the soluble C-terminal domain of an orthodox COX II 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 ¢ oxidase complex [32]. This contrasts with the COX Il proteins of other
eukaryotes, that are single polypeptides 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 afp6 encoding subunit ATP6, an essential component
of the proton translocating Fy sector of the FiFo-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 some members of the family
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: Chlamydomonadaccae in contrast to the mitochondrial location of the genes “cox2, cox3 i
= and afp6: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. reinhardltii and Polytomella sp. allows a

consideration of the specific features that accompanied their transfer from the
mitochondrion to the nucleus:

a)

b)

©)

The export of the nucleic acid molecule from the mitochondpria in the form of DNA
or RNA. Some genetic material has been transferred to the nucleus via RNA
intermediates, shown by the presence of edited versions of plant mitochondrial
genes in the nucleus, where the mRNA has a change of C—U when compared to the
genomic sequence. [46,48,65,66]. This transfer as RNA must have been followed by
a reverse transcription step, before its integration into the nuclear genome. It
remains to be ascertained if the genes a6, cox2a, cox2b, and cox3 of
chlamydomonads were transferred as DNA or RNA intermediates. 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 the integration of an RNA-derived DNA fragment
was not obligatory, as would be the case in an organism that required RNA editing
for functional gene expression.

Integration into the nucleus. Integration into the nuclear genome most probably
occurred in a non-coding region through nonhomologous recombination [67], or by
an end-joining mechanism [36].

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 ecase of gaining of an MTS.
In some 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 located before the N-terminal sequence of the mature COX IIA, COX
111 and ATPG6 proteins of C. reinhardtii predicts the existence 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 of the protein to increase its importability [74]. It is possible
that, during import into mitochondria, the targeting sequences are cleaved and
maintained as components of the cytochrome ¢ oxidase complex, as was observed
with the MTSs of the Rieske subunit of yeast and beef heart mitochondrial
cytochrome bc; complexes [75,76]. The function of the targeting sequence retained
in the bcy 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 into
the mitochondrion. Several 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 Polytomella sp. which do not exhibit a region encoding
a putative MTS.

Acquisition of introns, promoters, and ribosome binding sites. 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 Polytomella sp., 7 in cox2a of C. reinhardtii, 1 in cox2b of C. reinhardlii,
4 in: cox3 of Polytomella 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 site (A/C) A (A/C) (A/C) ATG (G/C) reported for C.
reinhardtii [77]. We have yet to identify promoter regions in the genomic regions
upstream from these genes.

Acquisition of polyadenylation signals. In C. reinhardtii the most common
polyadenylation signal in the nuclear genes is TGTAA located 10-20 bp upstream of
the actual polyadenylation site [77]. This signal 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.

Change in codon usage. The C. reinhardtii mitochondrial genetic code is the same
as the standard genetic code utilized in the nucleus, which may facilitate a continued
transfer of mitochondrial genes to the nucleus. However, the chlamydomonad algae
exhibit a highly biased codon usage in their nuclear genes. The nuclear genome of
C. reinhardtii has a high GC content, and this feature is reflected in the pronounced
codon bias, which favors triplets with C or G in the third position. In contrast, 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.

Inactivation 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 several chlamydomonads, including Polytomella sp.,
C. reinhardtii, C. eugametos, C. elongatum and C. moewusii.

The splitting of the cox2 gene into cox2a and cox2b. The gene encoding the
mitochondrial COX 1l 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 expressed 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. obliguus mtDNA-encoded cox2a is functional, or
if there is also a nuclear copy of the same gene,. It is possible that the S. obliquus
cox2a 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
Polytomella sp. and C. reinhardtii the COX 1lIA protein contains a C-terminal 20-
amino acid region, lacking similarity to conventional COX II proteins, that had a
high density of charged amino acids. The predicted COX I1IB polypeptide contains
42-amino acids at the N-terminus with a high density of charged amino acids that
are not homologous to known COX !l proteins and are not a cleavable MTS. We
propose that the C-terminal extension of COX IlA interacts with the N-terminal
extension of the COX lIB protein and that these acquired amino acid sequences
stabilize the two COX II subunits in the cytochrome c oxidase complexes.

6. WHY HAVE SOME GENES REMAINED IN THE mtDNA?

Several 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, some mitochondrial genes have accumulated complex processing patterns 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 synthesized in the cytosol to other cell structures, such
as the endoplasmic reticulum [81]. An additional explanation suggests that some 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 correct 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 ¢ oxidase subunit | (cox/), which encodes a protein with 12 transmembrane
helices {28,76]. These subunits also bind prosthetic groups, including heme groups and
metal ions. Both genes are present in all mitochondrial genomes so far characterized. Other
genes that encode highly hydrophobic polypeptides (cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, nadl,
nad?2, nad3, nad4, nad4L, nad5 and nad6) are also present in the majority of mtDNAs [85].
In some yeasts, the absence of nad genes in the mitochondrial genome is related to the lack
of respiratory complex I. 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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strelches;‘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
MITOCHONDRIAL COUNTERPARTS.

In yeast, in vivo studies with cytoplasmic synthesized constructs of variable lengths of
apocytochrome b, showed that the importability of polypeptides into mitochondria is not
strictly related to the number of transmembrane domains [74]. These studies suggested that the
highest average hydrophobicity over 60 to 80 amino acids of a polypeptide chain (mesoH),
along with the maximum hydrophobicity of the putative transmembrane segments, are useful
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 1A, COX 1IB, COX 1II and ATPG, all 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 Polytomella sp. COX 11A, COX IIB,
COX 1II and ATP6 sequences as compared to the protein products predicted from the human
mitochondrial genes nadl, nad2, nad3, nadd, nad4L, nads, nad6, cob, coxl, cox2, cox3, and
aip6. The aip8 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 important 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 1. Plot of mesohydrophobicity (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 IIl and ATP6 of Chlamydomonas and
Polytomella. 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 lIA, F. Polytomella sp. COX
HHA, G. human COX 1I, H. C. reinhardtii COX 1IB, 1. Polytomella sp. COX I1IB, J. C.
reinhardtii COX 111, K. human COX Il11, L. Polytomella sp COX 111., M. human NAD1, N,
human NAD2, O. human NAD3, P, human NAD4L, Q. human NAD4, R, human NADS, S.
human NADG6.

8. MEAN HYDROPHOBICITY HAS DECREASED IN THOSE
TRANSMEMBRANE REGIONS THAT ARE NOT CRITICAL FOR FUNCTION.

Hydropathy analysis of the COX III polypeptides of Polytomella 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 1II 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 I and IlI), do not exhibit significant modifications in hydrophobicity. However,
transmembrane domains 11, V and VI have diminished their hydrophobicity by 16%, 10%
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and 12%, respectively. It should be noted that domains IV and VII, that are the least
hydrophobic ‘in the mtDNA-encoded COX 1l proteins (AG ~1.1 kcal/mol) offer distinct
behaviour: [V 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 1l is stronger in those regions of the protein which
seem not to be involved in subunit-subunit interactions (Figure 3).

The in silico 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, B, C, D and E.
Hydrophobicity analysis showed that transmembrane helices A, B and C exhibit a highly
reduced mean hydrophobicity. In fact, helix A could even be considered not to be
membrane-imbedded. A similar situation was observed for the transfer to the nucleus of the
mitochondrial sdi:3 gene — encoding subunit 3 of succinate dehydrogenase - in
angiosperms: its protein product is predicted to lack one of three transmembrane domains
[86]. In contrast ATP6 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
mitochondria-encoded ATP6 subunits.

Transmembrane domains Il in COX IIlI and helix A in ATP6 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 11A, COX
111, 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 ¢ oxidase
and F\Fo-ATP synthase complexes, respectively. In addition, we propose that the selective
decrease in the hydrophobicity of proteins encoded by nuclear genomes is stronger in those
transmembrane regions that seem not to be critical 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 of allotopic expression to human mitochondrial gene therapy.

29



Figure 2. Model for the structural arrangement of COX 11l from Polytomella sp. Panel A,
three dimensional structure of bovine COX 1II [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 III based on the bovine
structure. Arrows indicate distinct features of this polypeptide: 1) the presence of a kink in
transmembrane helix 1I, 2) a distortion in the middle-section of transmembrane helix IV,
and 3) a shorter transmembrane helix VII.
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Figure 3. Analysis of the mean hydrophobicity values of the seven transmembrane regions
of COX I11. Hydrophabicity values for the seven transmembrane helices of COX III from C.
reinhardrii and Polytomella sp. (white bars) were compared with the mean value of
hydrophobicity of COX Il from different organisms (grey bars). In Cr-COX III and Ps-
COX 111, 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 Il 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 AG = 1.09 kcal/mol for this
transmembrane segment do not impede the import of the protein.

9. THE ALLOTOPIC EXPRESSION 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 er al., [87] and Wallace et a/., [88]. Since then, more than 100
unique, pathogenic mutations of mtDNA have been reported [89]. Genetically, the mtDNA
mutations fall into three categories 1) 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 all protein encoding
mitochondrial genes [90]. Perhaps thc most common are those associated with Leber’s
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hereditary optic neuropathy (LHON). 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 bc) complex,
present with a wide variety of clinical features, including progressive exercise intolerance,
myopathy, encephalopathies, and multi-system disorders [95-102].

Several strategies to develop gene-based mitochondrial therapies for mitochondrial
diseases have been reviewed [103-106]. 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 correct 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
normally 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 VARI, 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 FiFo-ATP synthase [113]. The sequence of the asp8 gene was genetically
engineered for nuclear expression, and a sequence encoding a yeast MTS was artificially
attached. This asp8 gene was expressed, and its corresponding protein product was
synthesized in the cytoplasm, imported into the inner mitochondrial membrane, and
assembled into a functional Fo sector of FFo-ATP synthase.

The fact that several typically mtDNA-encoded genes are nuclear-localized in some
organisms, such as chlamydomonad algae, may facilitate the eventual allotopic expression
of genes in human cells exhibiting mitochondrial diseases, especially those 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-critical 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, and a deep knowledge of the mechanisms of action of the 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/Kapl121p 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, several structural
transformations have accompanied chlamydomonad cox2, cox3 and afp6 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 reduction of
hydrophobicity is more notable in those transmembrane regions that do not participate in
proton translocation or in subunit-subunit interactions. Human therapies using allotopic
expression of mtDNA-encoded genes, would typically require modifications to the genetic
code, and the addition of the necessary transcriptional control signals and a region encoding
an appropriate MTS. Further, one should consider reductions in the hydrophobicity of
membrane-embedded helices that are not critical for function and assembly to facilitate the
functional import of these proteins into mitochondria.
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Introduccién
Durante la evolucion de
sobre la tierra se ha hecho evidente el

la vida

incremento de la complejidad biologica,
entendida esta como un fenédmeno que ha
conducido al aumento continuo, no
necesariamente gradual, en el numero de
genes codificantes, asi como en la riqueza
morfologica y conductual de los
organismos. Este proceso, que si bien es
comprobable, no permite  esgrimir
facilmente argumentos claros para su
explicaciéon y causalidad. Algunos autores
han aumento de la
complejidad biolégica mediante el andlisis
de fenémenos importantes en la historia
evolutiva, las grandes

transiciones evolutivas, profundizando en

abordado el

llamadas

las caracteristicas globales que comparten
estas transiciones (Szathmary & Maynard-
Smith, 1995). Se han propuesto
situaciones comunes a estos procesos
mayores de evolucion: a) existen entidades
individuales primarias que poseen una
replicaciéon independiente, capacidad que
pierden después de ocurrida la transicion,
b) se genera una divisién del trabajo, que
puede llevar a la especializacién y
posiblemente a una mayor eficiencia, y c)

modificaciones en el
manejo de la

se presentan
almacenamiento vy
informacién genética.
Dentro de este grupo de grandes
procesos evolutivos se ha incluido la
transicién procarionte-eucarionte, es
decir, el origen de
tema principal
trabajo. Si bien dentro del contexto

la naturaleza
eucarionte, de este
global de la biologia se da como un
hecho aparicion de los
eucariontes es producto de eventos

que la

simbiédticos, existen multiples
evidencias que hacen el tema
complicado y en cierto modo

controvertido. Parece claro que Ila

transicion  procarionte-eucarionte a
través de fendmenos de simbiosis
cumple

generales de los acontecimientos que

con las caracteristicas

han llevado al incremento de la
complejidad biologica: hoy
encontramos cloroplastos y

mitocondrias que se replican como
parte de una sola entidad, pero
evidencia de que sus
ancestros fueron procariontes de vida
libre. La division de las funciones
metabdlicas ha llevado a una marcada
especializacion de estos  plastidos,
hasta e! grado de convertirlos en

tenemos
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organelos muy eficientes, mientras que
el nucleo se ha convertido en un
sistema de almacenamiento y
regulacién del flujo de genes y sus
productos. Estrechamente relacionado
con lo anterior esta el manejo de la
informacién genética, que se ha
modificado por el gran intercambio de
genes ocurrido entre los simbiontes,
provocando una tendencia al aumento
en el tamafio gendémico y la aparicion
de nuevos sistemas para la transmisién
y expresion de la informacion genética,
tal como es el trafico e internalizaciéon
de proteinas codificadas en el
citoplasma hacia los organelos y otros
compartimentos celulares.
£En el desarrollo de este trabajo se
pretende abordar algunos detalles sobre
las hipétesis clasicas de endosimbiosis, los
hallazgos recientes en Ila biologia celular,
la gendmica, la biologia molecular y el
metabolismo en un contexto ecoldgico;
mencionar ciertas propuestas novedosas
basadas en estos datos, como se insertan
éstas en las ideas anteriores (si 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 afios del siglo

XX (Mereschkowsky, 1905), sin embargo,
el gran desarrollo de la hipétesis ocurrid al
ser retomada después de 60 afos
(Margulis, 1970), cuando se propuso en un
trabajo mucho mas detallado un origen
endosimbidtico para los cloroplastos,
mitocondrias y aparatos de movilidad
(undulipodia) de los eucariontes,
mencionando el fenotipo probable de los
procariontes involucrados en la asociacion
simbidtica. No obstante, algunos puntos
resultaban (aun lo son) poco claros, como
la dificultad de explicar la aparicién de la
cubierta nuclear, el sistema de
endomembranas o reticulo endoplasmico
(RE) y el citoesqueleto. Hoy, casi 100 afios
después de Mereschkowsky, el
estructural y ancestral del nucleo, reticulo

origen

endoplasmico y citoesqueleto son de las
cuestiones mas obscuras en la historia de
los eucariontes. Con la generacién de
nueva informaciéon 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 aparicién
del grupo eucarionte, es decir, podriamos
ya no proceso
independiente y posterior de simbiosis,
sino como una parte fundamental de la

verlo como un

aparicion del propio linaje eucarionte.

Es de resaltarse la importancia de la
simbiosis en la evolucién, y un buen
ejemplo es la aparicién de un nuevo tipo
celular que derivé en la multicelularidad
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constitutiva -y nuevos niveles . de
biolégica no alcanzados
los procariontes. La

organizacién
previamente por
simbiosis ha favorecido
génicos entre especies, lo que constituye
una manera exitosa de aumentar en
tiempos cortos el contenido genémico, que
si se dan las condiciones adecuadas para
la expresién de la informacion adquirida,
puede incrementar la plasticidad
fenotipica y aumentar la adecuacién de los
individuos, en otras palabras, la simbiosis
es fuente de evolucion. Por lo anterior

intercambios

resulta importante recurrir a los datos
sobre la ecologia microbiana y analizar las
evidencias que  permitan encontrar
conexiones o analogias entre las
asociaciones simbi6ticas (endosimbidticas)
caracteristicas de los

de entender mas

actuales, las
eucariontes y tratar
sobre su origen.
Las filogenias universales

La idea de esclarecer las relaciones
evolutivas (filogenéticas) entre diferentes
organismos mediante la comparacion de
las secuencias de moléculas
informacionales  (acidos
proteinas) generé una nueva manera de
interpretar la biologia, revolucionado las
posibilidades de la sistematica al permitir
analisis comparados y simultaneos de
que de oftra
forma presentaban grandes limitaciones
practicas y complicaciones metodolégicas
(Zuckerkandl y Pauling, 1965). Uno de los
mas importantes trabajos de este tipo
genero el primer drbol universal de la vida

nucleicos y

multiples formas de vida,
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(Woese, 1987, Woese 1990), que se

construyé mediante la comparacion de las
secuencias conocidas de la subunidad
pequeiia del RNA ribosomal (rRNA) de
numerosas especies. El arbol 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,
distincion clara entre dos tipos diferentes

fue la

de procariontes: Eubacteria (Bacteria) vy
Archaeobacteria (Archaea), sin embargo,
las relaciones entre los tres grupos no eran
claras debido a que se obtuvo un arbol sin
raiz, por lo que no podia mas que
suponerse un origen simultaneo para los
tres dominios (Woese, 1987). Trabajos
posteriores  donde se efectuaron
comparaciones entre genes paralogos (los
genes paralogos son genes homologos
producto de wuna duplicaciéon génica
antes de un evento de
caso particular,

ocurrida
especiacion, en este
previamente a la separacion de los tres
linajes), que codifican para los factores de
elongaciéon EF-Tu/1a y EF-G/2 (lwabe,
1989), la RNA polimerasa (Pulher, 1989) y
las subunidades o y B 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). A
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En afios recientes esta visién sobre ia
clasificacién de la vida ha sido fuertemente
cuestionada debido a los resultados del
andlisis de genomas completos de
procariontes y eucariontes y la
secuenciacion de genomas de organelos
(Mayr, 1998, Pennisi, 1999, Doolittle,
1999). También existe controversia sobre
los sistemas de clasificacion, que
repercute de alguna manera en los
modelos que explican el origen de los
eucariontes; y es un hecho que trabajos de
grande biélogos como Lynn Margulis
(Margulis, 1996) y Ernst Mayr (1998)
sugieren la desaparicion 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 division en el arbol universal:
procariontes y eucariontes. Si bien el
problema no es trivial dentro del campo de
la biologia evolutiva y la sistematica, no
modifica en esencia las interpretaciones
del origen eucarionte por eventos de
endosimbiosis.

Sin  dejar de lado los fuertes
cuestionamientos a la visidn tricotomica 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 fendbmenos simbidticos para el
origen de los eucariontes se enmarcan
dentro de esa idea.

A continuacién haremos un resumen de
las diversas propuestas para el origen de
los eucariontes.
La Teoria Serial de Endosimbiosis (TSE)
La propuesta de Margulis (Margulis,
1970, Margulis, 1993) ha sido el punto de
partida para las diversas ideas que se han
desarrollado en afios 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 Margulis (1970) se proponia un
origen para el nucleo y las estructuras
citoplasmicas (nucleocitoplasma) a partir
de un ancestro procarionte heterétrofo que
ya poseia aigun 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 algun tiempo en el citoplasma
antes de ser digeridas, convirtiéndose en




simbiontes- (endosimbiontes) si es que
podian otorgar algin beneficio al
depredador-hospedero, permaneciendo asi
hasta que alguna contingencia ambiental
permitiera el establecimiento de una
simbiosis mutualista interdependiente. La
hipétesis sugiere que algunas de las
células de vida libre que lograron
establecer una relacién simbidtica de este
tipo con el protoeucarionte fueron
bacterias purpuras facultativas (similares a
Paracoccus), lo que permitid al hospedero
aprovechar el metabolismo aerobio de su
nuevo endosimbionte y tolerar el oxigeno
libre, que incremento su concentracion
atmosférica debido a Ila fotosintesis
oxigénica cianobacteriana. De ese modo la
alta producciéon de ATP por el simbionte,
debido a Ila fosforilacion oxidativa
dependiente de oxigeno, proveydé 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 beneficié
al tener wuna fuente continua de
compuestos oxidables del hospedero
(como lactato o piruvato), sustituyendo la
obtencién irregular de dichos compuestos
del ambiente. Analogamente, este nuevo
tipo de célula (eucariontes aerobios) por
medio una posterior relacion simbictica
con cianobacterias, adquirié la capacidad
fotosintética que eventualmente derivo en
la aparicion de los cloroplastos. De un
modo similar también se propuso que las
estructuras de movilidad, llamados
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undulipodia, son también el resultado de
una diferente asociacién simbidtica del
bacterias
parecidas a las del género Spirochaeta.

protoeucarionte ancestral con

Datos recientes sobre la comparaciéon de
secuencias genomicas 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 fusién del eucarionte
ancestral, ¢ nucleocitoplasma en el
esquema de la TSE. Esto podria explicar
las caracteristicas en mosaico que
presentan los eucariontes actuales, donde
se distinguen algunos aspectos que los
relacionan con arqueas (mecanismos de
replicacion, transcripcion y  traduccion), y
con bacterias (metabolismo energético),
respectivamente (Golding y Gupta, 1996,
Feng et al 1997, Jain et al, 1999). En este
nuevo contexto, la propuesta inicial de
Margulis se ha modificado con un nuevo
paso inicial: en un medio anaerobio ocurrid
una asociacion entre un arqueano que
carecia de pared celular, pero tenia un

sistema endomembranal (como
Thermoplasma acidophiylum) y una
bacteria fermentandora (como

Spirochaeta), dando lugar a una fusiéon
genémica permanente, originando la
naturaleza quimérica de los componentes
de la rama eucarionte. Con esto es
posible explicar, simultaneamente, las
discrepancias en las filogenias moleculares
dependiendo del origen del gen ancestral



o qtv.,lels!e";:'c:gjrrjﬁia:r‘e"(Margulis, 1996). En la
. 'ﬂg‘ﬁré'2"s"e' esquematiza la teoria serial de
.- endosimbioss.

' si'bien el origen por fusién podria explicar
algunos biologia
eucarionte, es importante abordar con
mayor detalle las evidencias que han
conducido a elaborar esquemas donde el

aspectos de la

origen de los eucariontes ocurrié después
de una fusién entre procariontes.
El origen quimérico por engoblamiento
y fusion genémica

A partir de los trabajos iniciales de
Woese (1987) la elaboracion de filogenias
moleculares tomo gran relevancia en la
biologia y desde entonces se han
generado grandes bases de datos que han
permitido la aparicion de arboles
filogenéticos cada vez mas robustos
(Brown & Doolittle, 1997). Es durante la
primera mitad de los afios noventa cuando
surgen algunos datos que discrepan de la
propuesta inicial de Woese (Woese, 1987),
apuntalada por Ilwabe y Gogarten (1989).
Basicamente existen algunos resultados
que no favorecen una relacién 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, Doolitle y Hardy, 1998). Uno de los
ejemplos importantes es el de las
proteinas de choque térmico de 70 KDa
(Hsp70), donde el analisis de secuencias
demostré la existencia de varias copias
homoblogas del gene en eucariontes.
Dichos genes codifican para proteinas que
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se localizan en diferentes compartimentos
celulares (citoplasma, RER, mitocondrias y
cloroplastos, respectivamente). Es claro
que las proteinas de citoplasma y RE son
productos de genes paralogos y que
poseen un segmento caracteristico (27
aminoacidos) en la secuencia que los
relaciona directamente con los genes
homdlogos de bacterias Gram-negativas,
pero que los separa de los homoélogos de
bacterias Gram-positivas y arqueanos
(Gupta & Golding, 1996), que no poseen el
mencionado segmento. La evidencia
mencionada, apoyada con analisis
completos de secuencia (Gupta et al,
1994), permite suponer, por un lado, una
relacion filogenética entre bacterias Gram-
negativas y eucariontes y bacterias
Gram-positivas con arqueanos por otro
(Gupta et al, 1994b). Asimismo, analisis
similares efectuados con diversos genes
muestran filogenias con el mismo esquema
anomalo: 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 (Doolitle y Hardy, 1998).
Sin embargo, como se sabe, existe otro
nimero de genes que apoya la vision
tipica 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).



. 'Qonsid'érrando que los resultados obtenidos
no son 'producto de un intenso transporte
horizontal de genes o comparaciones entre
genes no ortdlogos (los genes ortélogos
son genes homdélogos que han divergido
después de un evento de especiacién y
son los que deben emplearse para la
construccion de filogenias confiables), se
propone que el origen del nucleo

eucarionte tuvo lugar mediante una fusion

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 plasmatica. Llegé wun
momento en que la membrana englobada
se separd6 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 podria

explicar la inexistencia de lipidos tipo
arqueano en los eucariontes actuales

(Gupta y Golding, 1996).

El genoma arqueano, rodeado de pliegues

debid convertirse en el nlucleo de la nueva

célula y las membranas en el RE, pero
antes de esto debieron duplicarse los
genes de Hsp70 y demas chaperonas

(citoplasmicas y de RE) que participan

activamente en los mecanismos de trafico

de proteinas, fundamental en la biologia

(Gupta y Golding, 1996).

Finalmente, el genoma de la bacteria

hospedera original debié ser transferido al

eucarionte
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nuevo compartimento, el nucleo, tal vez
por sistemas similares a los que han
transferido genes de organelos hacia el
genoma nuclear.

En el esquema de la teoria por fusion los
eucariontes actuales son el resultado de
una seleccion intergendémica inicial (Gram-
negativa — arqueano) que se refleja en un
mosaico bioquimico y
caracteristicas 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 informacion genética y su expresion
son de naturaleza arqueana, interpretando
que la selecciéon de genes pudo darse,
inicialmente, por bloques, facilitando asi 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

celular entre

sugerido evento de engoblamiento, y que
dificultarian este tipo de analisis.

Existen modelos previos similares donde
se ha sugerido la fusion u otro tipo de
asociacion de bacterias y arqueanos para
la aparicion de los eucariontes (Zillig, 1991,
Lake y Rivera, 1994, Sogin, 1991), todos
elaborados para explicar las
caracteristicas de los actuales eucariontes
y que, en mayor o menor grado, comparten
con los dos grandes
procariontes.

La idea de Gupta y Golding (1996) indica
que los eucariontes provienen de un solo

grupos de

116
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evento “defusion, ya que se pueden
‘encontrar los genes de Hsp70 similares a
Gram-negativas en todos lo eucariontes,

incluidas ramas antiguas, como
metamonadidos (Gupta, 1994b) y no
muestran  relacion directa con lo

encontrado en otro tipo genes homdlogos
bacterianos (a-protobacterias) para poder
argumentar un transporte horizontal de

genes anterior o simultaneo a la

adquisicion de los ancestros
mitocondriales como simbiontes (ver figura
3).

Las hipoétesis por simbiosis metabdlica

En afos recientes se han
elaborado nuevas ideas sobre el origen de
los eucariontes que han tomado en cuenta
fendbmenos que ocurren, o que pudieron
ocurrir, en las comunidades microbianas,
dando una relevancia a los
fenémenos mutualistas, conocidos como
simbiosis metabolica o sintrofia (Lopez-
Gracia y Moreira, 1999). De manera similar
a las hipodtesis anteriores de origen por
engoblamiento o fusién, estas propuestas
pretenden explicar las caracteristicas del
mosaico génico que manifiestan los
eucariontes. Existen dos propuestas
similares basadas en la posible asociacion
entre arquea metanégenos y
protobacterias facultativas ocurridas en un

gran

medio anaerobio. Si bien esta premisa
coincide con algunas propuestas
anteriores, es claro que se tienen nuevas
considerar ahora la

junto con la

perspectivas  al
gendmica comparativa

ecologia microbiana, fortaleciendo asi sus
posiciones. Describiremos ambas.
La hipoétesis del hidrégeno

Un importante punto de partida de
esta idea es el conocimiento de los
diversos tipos de metabolismo eucarionte
moderno para la obtencion de energia. Es
posible considerar tres diferentes tipos de
organismos en forma general:
amitocondriados, amitocondriados con
hidrogenosomas y mitocondriados (Martin
& Muller, 1998). La eleccion de este
contexto obedece a la falta de elementos
en ofras hipétesis, 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 citoldgicas en
arqueanos que sean homodlogas a las
existentes en eucariontes (teoria serial de
endosimbiosis) y por otro lado, la
explicacion del origen de otras estructuras
eucariontes  diferentes al nucleo y
reticulo endoplasmico (origen por fusion o
englobamiento). Es claro que en ideas
previas se ha manifestado explicita o
implicitamente que el hospedero del
ancestro mitocondrial era un eucarionte
(protoeucarionte) heterotrofo y con un
metabolismo anaerobio, las ideas de
Muller y Martin, modifican profundamente
esta vision.

La hipotesis del hidrégeno pretende

explicar simultaneamente las
caracteristicas de los diferentes
metabolismos eucariontes actuales,

ademas considera y fundamenta el origen



‘ ,cpmu‘h?de'mri‘toqondﬂas e hidrogenosomas,
“"que ya habia sido propuesto anteriormente
(ML Iér, i993, Horner et al., 1996. Germot
et-al, -1996), mediante la evidencia que
‘.’sugiere el origen bacteriano de la mayoria
. de las enzimas (genes) involucradas en el
- metabolismo energético eucarionte (Hrdy y
Maller, 1996). Asl, derivan
suposiciones fundamentales:

eucariontes actuales descienden de un

algunas
todos los

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, Martin-Embley, 1998).

Una de las suposiciones mas aceptadas
en la historia de los eucariontes es la
relaciéon entre el ancestro mitocondrial y las
a-protobacterias, derivado esto det analisis
de secuencia del 16S 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 clasicas
establecimiento de la simbiosis, y que se
basan el supuesto aporte de ATP
(producido por un metabolismo aerobio)
del simbionte bacteriano al hospedero
arqueano heterétrofo e incapaz de un

para el
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metabolismo aerobio. El modelo clasico
(SET) contiene suposiciones poco
plausibles que sefalan a la disponibilidad
de energia como la principal causa para la
consolidacion de la relacion simbidtica: 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
hipotesis del hidrégeno surge como una
alternativa que se sustenta en nuevos
criterios energéticos como fundamentales
para que ocurriera una asociaciéon
simbidtica; se basa también en una
simbiosis arqueano-bacteria para el origen
del linaje eucarionte, considerando que la
bacteria participante en la asociacién fue la
misma que dio origen a las mitocondrias,
una oa-protobacteria, pero en un contexto
distinto al comtinmente aceptado. Como lo
indica su nombre, la propuesta asume que
la disponibilidad de hidrogeno en el medio
fue la llave metabdlica 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 relacion simbidtica con
algun tipo de bacteria facultativa, misma

que dio origen a las mitocondrias,



APENDICE II. OTRAS PUBLICACIONES

hidrogenosomas y ~a las enzimas
necesarias para la obtencién de energia
en organismos amitocondriados. En la
actualidad, algunas protobacterias de la
metabolismo

divisién o poseen un

energético facultativo que recuerda al
encontrado en eucariontes (glucolisis,
ciclo de Krebs, respiratoria,
ferrodoxina oxido-reductasa e
hidrogenasas). Descartando al ATP como
el intermediario principal de la simbiosis y
considerando un contexto sintréfico, el
simbionte protobacteriano solo podria
hospedero arqueano CO,,
acetato e H,, dependiendo de las
condiciones (aerobiosis o anaerobiosis), a
cambio de compuestos reducidos de
carbono, utilizados por tipo de
bacterias. Sin embargo, entre los
arqueanos conocidos solo existen dos

producen como desecho

cadena

ofrecer a un

este

tipos que
compuestos reducidos de carbono: los
fermentadores y los metandgenos. Asi el
panorama se restringe: es poco probable
una simbiosis entre un arqueano
fermentador y una protobacteria
facultativa, pues existiria competencia. En
este marco solo quedaria un camino para
la simbiosis: un arqueano metandgeno
asociado una a-protobacteria metanétrofa.
No obstante, el tipo de metabolismo
bacteriano que emplea metano solo se da
en organismos aerobios estrictos, y es
esta Ultima caracteristica la que impide
en esta

pensar asociacion, pues la

metanogénesis arqueana solo ocurre en

anaerobisis. No existen evidencias que
apoyen esta posibilidad, ya que muy
dificilmente encontrariamos organismos
con estos metabolismos compartiendo un
mismo habitat. metano no
necesariamente seria la Unica conexion.

El otro aspecto metabdlico considerado es
el hidrégeno libre. Algunos arqueanos
metanégenos anaerobios (litoautotroficos
estrictos) emplean H,, por un lado, y CO»
como unica fuente de carbono, que en este
de desecho del

Pero e!

caso son productos

metabolismo anaerobio de las vya
mencionadas a-protobacterias.

Adicionalmente, la metanogénesis
arqueana solo ocurre en ausencia de
oxigeno
sintrofia en este analisis tedrico, basado en
la bioquimica comparada dentro de un
contexto ecolégico. Aqui cabe un fuerte
punto a favor de la propuesta: en medios
anaerobios actualmente
asociaciones metabdlicas similares entre
metanégenos y productores de hidrégeno.
La asociacion debié ocurrir en un medio

libre. Parece convincente una

existen

anaerobio donde el arqueano metanégeno
dependia inicialmente de una fuente
geologica de CO. y Hy y la a-protobacteria
empleaba un metabolismo que oxidaba
compuestos organicos con la liberacion
concomitante de CO; y H,. Si por alguna
razéon la fuente geolégica de gases se
agotara, serifa provechoso para el
arqueano la asociacion con la bacteria
para utilizar
(CO: y Hy),

los productos secundarios
volviéndose dependiente
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“Incluso de la- cercania fisica y evitar la
" “disipacion de los gases. De esta forma,
una extensién de la membrana plasmatica
alrédedor de las bacterias favoreceria ai
arqdeano, sin embargo, un aislamiento del
. simbionte bacteriano del medio impediria
“la_toma de sustratos oxidables. En esa
situacién seria 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
responsables de los
mecanismos del transporte de
carbohidratos, y que estos se expresaran
correctamente en la membrana del
hospedero, otra posibilidad pudo ser un
funcional de Ilos sistemas

de los genes

rearreglo
acarreadores propios del hospedero.

Un problema que debid resolverse fue el
fluo de las vias metabdlicas, ahora
coexistentes, pues debieron generarse
ciclos fatiles, como el empleo inverso del
ATP metabolismo de los
carbohidratos y el trafico de dichos
compuestos. Para solucionarlo debieron
nuevos de

respecto al

aparecer mecanismos
regulacion que redirigieran los sustratos
hacia el simbionte o que, como lo indica la
evidencia bioquimica y molecular, éste
transfiric los genes encargados del
metabolismo de los carbohidratos al
genoma hospedero. Después fue
necesario la supresion de alguna de las
contrarias, una anabdlica (del
otra catabolica
Unico camino que

vias
hospedero) y
(endosimbionte), el

favoreceria la simbiosis seria la pérdida de
la ruta biosintética del arqueano (Martin y
Muiler, 1998).

Al evolucionar de este modo, la asociacion
simbidtica transformdé al hospedero
autotrofo, pero dependiente de H; y COs,
en un heterétrofo a expensas del
metabolismo adquirido del
la metanogénesis pudo
perderse al ser por un
metabolismo versatil (gracias a naturaleza
facultativa de la protobacteria simbionte),
que en la actualidad vemos reflejado en la
fosforilacion oxidativa dependiente de O,
en mitocondrias y los metabolismos
hidrogenosomas y

simbionte.
Posteriormente
remplazada

anaerobios de
eucariontes sin organelos.

Como se menciond al principio tenemos
una hipétesis que explica los diversos
metabolismos eucariontes con relacién al
origen bacteriano del endosimbionte. La
propuesta recurre también a una
explicacion basada en la transferencia de
genes de la bacteria al hospedero. Con el
tiempo esta asociacion divergié para dar
origen a los distintos tipos de
metabolismos energéticos eucariontes. Un
esquema del proceso se ilustra en la figura
4,

Es claro que esta hipé6tesis no aborda el
origen de otros estructuras eucariontes
fundamentales para la definicion del grupo,
como la envoltura nuclear y el reticulo
endoplasmico. En el caso del
citoesqueleto, se propone que éste no es
organismo autotrofo
(como un arquea metandgeno), y que el

necesario para un
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origen de esta estructura fue posterior.
Por otro lado, se sugiere que el origen de
la asoclacién arquea-metanégeno con el
ancestro bacteriano de la mitocondria-
hidrogenosoma, es simultdneo a |la
aparicion del linaje que derivé
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 ocurri6 en un
estado similar al de la mitosis abierta (los
cromosomas /ibres en el citoplasma), que
ocurre en el ciclo celular de los eucariontes
modernos.
La hipétesis sintrofica

De manera similar e independiente
de la propuesta previa, esla idea retoma la
estrecha relacion que pudo ocurrir entre
arqueanos matandgenos y protobacterias
los eucariontes. Sin
datos

en el origen de
embargo, el analisis de los
disponibles y las ideas que surgen son
considerablemente distintos (Moreira &
{ 6pez-Garcia, 1998).

y Loépez, las hipotesis
gendmica [}

1991, Gupta &

Para Moreira
actuales de  fusion
englobamiento (Zillig,

Golding, 1996) entre arqueanos
(Crenarchaea) y algun tipo de bacterias
para el origen de los eucariontes presentan
algunos puntos débiles:
no se conocen asociaciones simbidticas de
este tipo, ademas, tampoco conocemos
alguna variedad de bacterias Gram
negativas capaces de fagocitar, tal y como
se ha sugerido en las hipétesis de
engoblamiento. La alternativa planteada se

en la actualidad

basa en el hecho que para arglir una
asociacion sintréfica puede que no se
requieran demasiados supuestos dificiles
de comprobar, como en el caso de una
fusién genémica, que también implica la
compatibilidad génica (duplicacién,
transcripcion y traduccion similares), que
es poco probable exista en grupos tan
distantes, aunque tal vez no lo eran tanto
hace 2, 500 millones de afos.

El tipo de simbiosis existentes entre
arqueanos y bacterias en el marco del
ofigen de los eucariontes remite a los
autores a la asociacion mutualista (ya
mencionada en otra hipotesis),
protobacterias productoras de hidrogeno y

entre

arqueanos metandgenos, que ocurre con
frecuencia en ambientes anaerobios o
microaerobios (Lopez-Garcia y Moreira,
1999). Para que la asociacion mutualista
funcione, se requiere de la formacion de
consorcios microbianos, lo que implica la
estrecha relacion fisica entre los socios,
favorecida por la produccién de mucilagos
adherentes. Un hecho importante es que
en este tipo de simbiosis actuales el tipo
de protobacterias asociadas con arquea
metandgenas pertenecen normalmente a
la rama 8 (no a la a como se entiende en
la hipotesis del hidrégeno) tales como
Desulfovibrio o Sintrophobacter, ambas
reductoras de azufre.

Una de las ideas mas interesantes,
considera que el ancestro arqueano que
participé en el consorcio pertenecia a la
rama Euryarchaea, esto es diferente a lo
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sugerido en - otras propuestas, donde se
'pés"tLiIé"é 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 homdlogas
existentes en metanégenas del grupo
Euryarchaea (matanoccocales y
metanobacteriales), lo que
ambos grupos, mas 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
proteinas homoélogas a la topoisomerasa
IV eucarionte en arqueanos, que no se
han encontrado en bacterias. Relacionado

relaciona a

con lo anterior, también se menciona la
distribucién de la actividad de
superenrollamiento de algunas
toposimerasas, que permite ver un
gradiente de expresion, donde la actividad
de girasa reversa aparece como un rasgo
de hipertermofilia entre las Euryarchaea, y
aunque es posible encontrar los genes de
la girasa reversa en
termofilicas y mesofilas, éstas solo poseen
girasas normales. Interesantemente, existe
una especie (Metanobacterium
thermoautotrophicum) que no tiene
ninguna de las dos actividades, sino que,

metanégenas

como ocurre en eucariontes, solo presenta
topoisomerasas de relajamiento e
histonas. Basandose en estos datos la
sugerencia es que la aparicibn de las

histonas, junto con la modificacién en la

APENDICE Il. OTRAS PUBLICACIONES

actividad de
metandgenas termofilas o mesdfilas, son
rasgos que relacionan al grupo
Euryarchaea con los eucariontes.
Finalmente, el tercer punto se refiere a la
naturaleza de los lipidos de la membrana
plasmatica, normalmente punto débil para
argumentar el arqueano  del
hospedero. Parece claro que los lipidos de

topoisomerasas en

origen
algunas metanégenas euriarqueales
presentan una estructura con uniones tipo
éster, tipicas de eucariontes, a diferencia
de lo encontrado en otros arqueanos,
donde el tipo de unién es éter de glicerol-
isoprenos. También se han encontrado
similitudes en la estructura de algunas
cabezas polares.

El simbionte bacteriano, como ya se dijo,
rama de las &-
especificamente se

es ubicado en la
protobacterias,
menciona a las mixobacterias, las cuales
presentan varias caracteristicas
bioquimicas y metabdlicas compartidas
con eucariontes, como son la presencia de
cinasas de treonina y serina, ciclos del
fosfatidilinositol, posiblemente con
participacién de proteinas G, existencia de
transcriptasa reversa; asi como ciclos
celulares complejos, donde se desarrollan
complicados estadios de asociacion, lo que
en un tiempo llevo a clasificarlas como
hongos (Moreira & Lépez Garcia, 1998).

El establecimiento de la asociacién debid
ocurrir en un medio anaerobio, donde
8-protobacterias
reductoras de azufre mantenian, tal y

metanogenas y
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como ocun‘reéhora una relacion mutualista
‘ ntro* eti-v_un“consorélbﬂlmicmbiaho. El
contacto directo"entre proyecciones de la
membrana - -plasmatica  ‘de  ambos
simblontes -~ favorecia el intercambio de
CO; y H, (productos del metabolismo
anaerobio de la reduccién del sulfato)
desde la protobacteria hacia el arqueano
metandgeno, de manera similar a lo
propuesto por la hipétesis del hidrogeno.
Debido a que se encontraban dentro de un
consorcio, donde la cantidad de células de
ambos tipos era elevada (Moreira y Lopez-
Garcia, 1998), es probable que las
bacterias se asociaran alrededor del
mediante el desarrollo de
acopladas con la

arqueano
invaginaciones
membrana de la metandgena.

Mas adelante, pudo suceder una fusion
membranal de las bacterias dando como
resultado una célula metanoarqueana
rodeada de una capa bacteriana continua.
En un estado como el mencionado, debid
ocurrir la pérdida de una de las
membranas plasmaticas. Cualquiera de
los dos casos puede explicarse si se
recurre a la conservacion de alguna de las
maquinarias de sintesis de lipidos y la
posterior interaccion de sus productos. Sin
importar cual membrana se perdio, la
hipétesis propone que el remanente de la
célula arqueana rodeada por una gran
cantidad de pliegues membranales dio
origen a las estructuras precursoras del
nucleo y el reticulo endoplasmico.

E! contacto entre ambos citoplasmas
favorecid, por mecanismos aun no claros,
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el flujo de genes, preferentemente desde

las bacterias hacia el arqueano,
generando en algunos casos un remplazo
simbidtico de cuando genes
bacterianos pudieron sustituir en funcién a
sus homoélogos del genoma hospedero. Sin

en todos los

genes,

embargo, esto no ocurrié
casos: las enzimas que mantenian un
gran numero de interacciones con otros
complejos proteicos o enzimaticos, no
pudieron ser remplazados facilmente,
debido a ello hoy encontramos algunas
vias fundamentales con caracteristicas
relacionadas con solo uno de los ancestros
(Jain et al., 1999). La simbiosis se convirti®d
en una asociaciéon obligada al transferirse
los genes de vias completas o enzimas
rutas importantes. Los

llevaron al

clave de algunas
fenémenos  mencionados
surgimiento de un genoma de mayor
tamafio y ubicado en compartimento
membranal, que codificaba las enzimas
para un metabolismo basicamente
bacteriano y un procesamiento de la
informacién tipo arqueano, tal como
sucede en los eucariontes modernos.

En algin momento de la formacion del
nuevo tipo celular el consorcio perdi6é
totalmente la capacidad metanogénica,
debido probablemente a que adquirié una
nuevo metabolismo muy eficiente que
torné en poco ventajoso el ser autétrofo.
En este importancia la
aparicion de la mitocondria; algunas a-
protobacterias son metanétrofas en
anaerobiosis o aerobiosis, asi que

punto toma
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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
actuaimente, En tal caso, el metabolismo
aerobio de los eucariontes se debe a que
en el momento que comenzé a elevarse la
concentracién de oxigeno libre en la
atmosfera, ya poseian el repertorio aerobio

de la a-protobacteria, que se manifestd y

llevd a los eucariontes a sustituir la
metanogénesis anaerobia por la
fosforlilacion  oxidativa. Este posible

en el grupo
desarrollaron

fenébmeno debié ocurrir
pues algunos
hidrogenosomas anaerobios derivados del

ancestral,

mismo ancestro o-protobacteriano.
Pareciera que la asociacion endosimbibtica
que mitocondria es
independiente de la presién selectiva del
oxigeno y de la versatilidad que le pudo
otorgar, en ese momento, un metabolismo
consorcio. Por lo anterior se
propone que la capacidad de un
metabolismo energético dependiente de
oxigeno es un rasgo derivado en los
eucariontes modernos. En la figura & se
muestra un esquema del proceso.
Las hipotesis anteriores

elementos importantes al profundizar en el
metabolismo y ecologia bacteriana,
empleandolos como punto de partida para
incorporando datos

origind la

aerobio al

rescatan

justificar sus ideas,
importantes provenientes de la gendmica.
Ademas permiten elaborar esquemas con

un menor nUmero de suposiciones

tomando la evidencia de la microbiologia
actual. Ambas ideas coinciden en que el
ancestro arqueano fue una metandgena

autdtrofa anaerobia asociada a una
protobacteria facultativa, conviviendo en un
medio anaerobio, o] posiblemente

microaerofilico. También
origen simultaneo o muy cercano, de las
mitocondrias (por diferentes procesos) al
de la naturaleza eucarionte, restandole
importancia a la presencia del oxigeno
como un elemento fundamental en la

suponen un

simbiosis.
Una variante sobre hipétesis de fusion
En un trabajo reciente (Karin et al,
1999) es retomada la suposicion del origen
por fusidn de los eucariontes,
adicionando nuevos elementos y puntos de
vista mediante el uso de métodos
alternativos para estudios de comparacion

pero

de secuencia. Se ha recurrido a un sistema
experimental para la comparacion de
secuencias, pero no en el sentido tipico de

filogenias.
empleado un

construccion de
Alternativamente, han
concepto conocido como firma gendmica,
que se refiere a la frecuencia con que dos
nucledtidos se localizan juntos en una
secuencia particular respecto a lo
esperado por el azar. Por trabajos previos
existe la evidencia de que la firma
gendémica, dentro de un mismo genoma, se
mantiene constante para distintos pares de
nucledtidos en regiones diferentes vy
mayores a 50 nucledtidos, 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
genomica disminuye entre especies
cercanas Yy aumenta ente grupos

distantes. Adicionalmente y como sustento
tedrico para la hipotesis, se ha
comprobado que la similtud entre los
valores de firma génomica son parecidos
entre algunos virus y sus hospederos, asi
como entre plasmidos y los receptores
potenciales del vector.

Empleando lo anterior como marco teérico,
se calcularon las firmas gendémicas de
diversos genomas procariontes (Bacteria y
Archaea) y mitocondriales, asi como las
diferencias promedio en firma genémica
(8 entre dos genomas distintos ay b (§
a,b). Esto permitid valores
numéricos que pueden ofrecer informacion
sobre la similitud existente entre firmas
ir desde muy

obtener

gendmicas, que pueden
similares (5< 50)
similares (65 >d&< 85) a lejanas (150 >d&

185), pasando por poco similares (90 >d<

y moderadamente

115) y lejanamente similares (120 >6<
145). La hipotesis sugiere que una mayor
similitud entre firmas gendémicas indica la
existencia de una mayor compatibilidad
génica, lo que debe entenderse como la
de dos o mas
transferencia

coexistencia funcional
mediante la

exitosa de genes, lo que
expresion correcta del gen, funcionalidad
de las proteinas producidas en el
hospedero y posiblemente interaccion

genomas,
implica la

|ONES -

directa de los procesos informacionales

(transcripcion y duplicacion).
Los resultados de la comparacién
muestran que bacterias Gram positivas del
género Clostridium y arqueanos
(Crenarchaea) del género Sulfolobus
tienen una similitud moderada de firmas
génicas entre si, y mas que ningun otro
grupo con DNA mitocondriales animales.
Esto indicaria una compatibilidad génica
potencial entre organismos ancestrales de
Sulfolobus, y de las
Estos mismos tipos de

Clostridium 'y
mitocondrias.
analisis alejan a las a-protobacterias de la
posibilidad de ser los ancestros de las
mitocondrias.

La propuesta concreta es que una fusion
gendmica entre organismos relacionados
con Clostridium y Sulfolobus,
respectivamente, ocurri6 como un paso
anterior al origen de los eucariontes, ya
que encontramos rastros de sus firmas

genomicas en DNAs mitocondriales
actuales.
Existen datos bioquimicos y celulares

empleados para fortalecer la idea de que
una fusion entre bacteria tipo
Clostridium y un arqueano similar a
Sulfolobus dio origen al grupo eucarionte:
es posible un complemento entre el
metabolismo  anaerobio estricto de
Clostridium que libera acetato, CO, y H;
mediante la degradacién de compuestos
organicos, empleando el tipo de enzimas
que hoy podemos observar en los
hidrogenosomas. Asimismo, este gas

una
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:'pu,do_‘sé‘r' u'trlI'Ivzado,po‘r un. metabolismo
similar al de Sulfolobus (un ancestro
_-anaerobio, considerando que la mayoria
“de los arquea de este grupo son aerobios
y -no se
habitan bacterias anaerobias similares a
Clostridium) que es capaz de emplear el
hidrogeno como donador de electrones
primario en su cadena respiratoria para
reducir azufre a H,S, ademas de que

localizan en sitios en los que

posee citocromos y quinonas, asi como
enzimas del ciclo de Krebs, lo que podria
parecer una conexién con el metabolismo
mitocondrial. Otra opcién podria ser la
utilizacién del acetato por medio del ciclo
de Krebs, que como se menciond, existe
en Sulfolobus. Adicionalmente, algunos
arqueanos sulfolobales no poseen pared
celular, lo que pudo favorecer una fusién
mediante una membrana plasmatica
flexible que presenta l6bulos prolongados
e irregulares. Los miembros del género
Clostridium tienen la capacidad de
generar endoesporas, que en un contexto
de fusion pudo permitir la aparicion de
compartimentos que pudieron dar origen
al sistema endomembranal del eucarionte
ancestral. De este modo pudo existir una
quimera celular derivada de la fusion
Clostridim-Sulfolobus, donde se llevé a
cabo un intenso intercambio de genes
entre los dos genomas originales,
favorecido por el complemento metabdlico
y la compatibilidad gendémica existente,
manteniendo una asociacion simbibtica
estable que permitidé la seleccién,
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sustitucion y pérdida de genes
redundantes.

Después de ocurrida la fusion, la célula
quimérica poseia 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 aparicién de
los septos intracelulares funcioné como un
mecanismo que separd los dos genomas,
compartamentalizandolos dentro de
estructuras de doble membrana derivadas
de las endosporas. Ahora,
genomas separados fisicamente, uno que
mayormente

los dos
conservaba informacion
original de Clostridium y otra el remanente
de Sulfolobus, divergieron, manteniendo la
compatibilidad génica, pero dando origen
al genoma nuclear y al nucleo, 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
(posiblemente de a-
protobacterias), antes de que el oxigeno
se volviera abundante y que
proporcionaron al eucarionte primitivo los

bacterianos

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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mUchasfdev las proteinas de la cadena
respiratoria. -

Por otroj,l_édo; también se contempla que la
: de"geﬁe/’jécléh' de  la proto-mitocondria
debida la ‘continua exportacién de genes
ha(:ia el nucleo y un  metabolismo
“*predominantemente anaerobio, llevé a que

solo se conservaran enzimas como la
piruvato: ferrodoxina oxidoreductasa y la
hidrogenasa, participantes del
metabolismo anaerobio de Clostridium,
que finalmente  dieron origen al
metabolismo del hidrogenosoma
Esta hipdtesis sugiere un
la formacion del

eucarionte.
origen comun para
compartimento membranal que dio lugar
mitocondrias como a
pero arguye que la
metabolismo actual de

tanto a
hidrogenosomas,
naturaleza del
ambos organelos proviene de distintas
fuentes y no son resultado completo de
un origen genémico comun.

La naturaleza de los simbiontes
propuestos difiere  totalmente del
propuesto por las otras hipotesis. Se trata
problema de la fusion
empleando el concepto, de la firma
gendmica, que debié tener gran
importancia en el éxito de la coexistencia
funcional de genes provenientes de
organismos distintos.

de resolver el

Conclusiones y perspectivas

La idea del origen por simbiosis de
los eucariontes es parte constitutiva de la
biologia contemporanea, 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 andlisis de la informacién
la misma
el empleo de los conocimientos
sobre  ecologia 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 podria confundir?. Del fendbmeno cada
vez mas evidente de filogenias disimiles,
que no concuerdan con el modelo clasico
de tres grandes linajes, surgen nuevas
ideas: la evolucién de los grupos
celulares ha sido fuertemente afectada o
dirigida por un continuo
intercambio de genes (Jain, 1999). Este
intercambio es de tal magnitud que hace

discernir entre
pues tienden a

en un contexto evolutivo. De
manera,

intenso y

practicamente imposible
filogenias moleculares,
mostrar la historia de grupos génicos y no
de linajes celulares. Esto mostraria que la
historia de la vida es tan compleja que no
se puede representar en un arbol como el
de rRNA. No obstante las objeciones
anteriores sabemos que los arboles
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 arboles
universales es necesario visualizar a los
organismos como algo mas que
suma de genes. Se debe entender como
un continuo entre los aparentes linajes,

una
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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
(Doolittile, 1999). Tal vez una mejor forma
de observar el arbol 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 vy
ubicandonos dentro del esquema
simbidtico, podemos encontrar algunos
puntos coincidentes en las diversas
hipotesis 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 simbioticas (sintroficas) en un
medio anaerobio, o posiblemente
microaerofilico. Segundo, dadas algunas
génicas, es posible situar el
origen de la mitocondria y/o los
hidrogenosomas estrechamente
relacionado con la aparicién de los
eucariontes, muy posiblemente estos
organelos son descendientes de
protobacterias simbiontes. Las
protobacterias son en su mayoria
fototroficas, también las hay
quimimiolitotrofas y quimioorgandtrofas.
Constituyen el grupo mas diverso dentro

evidencias

pero

del linaje Bacteria, existen grupos internos
que se pueden diferenciar (ramas a, B, v,
y €), 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 la
evolucion celular, propiciando la sustitucion
de elementos enzimaticos y reguladores,
asf como de vias completas en los
organismos (genomas) receptores. Lo
anterior, que puede ocurrir como un
proceso independiente a la posible fusion
celular y/o genémica, ha incrementado la
capacidad de respuesta al medio del
hospedero o la eficiencia de la asociacién
simbidtica en conjunto. Todavia resta por
profundizar en los posibles mecanismos
para la transferencia de genes, pero se
sugiere que debid existir un compatibilidad
genomica para que esto pudiera suceder.
La mitocondria y el hidrogenosoma

En las propuestas recientes, ya
descritas, para el origen de los
eucariontes se hace menciéon sobre el
papel importante que pudo tener el
ancestro mitocondrial en la aparicion de los
eucariontes. Las hipétesis sintroficas
apoyan la idea previa de la relacién
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 ovalis) que
bdéee hidrogenosomas, ademas del
sorprendente hallazgo de DNA en el propio
hidrogenosoma, lo que refuerza la idea de
un origen comin de mitocondrias e
hidrogenosomas a partir de un ancestro
bacteriano. Esto abre una gran ventana en
el estudio de los eucariontes: existen
hidrogenosomas en diversos grupos
(ciliados, parabasalidos,
percolozoarios, hongos) (Martin- Embley &
Martin, 1998, Keeling, 1998), ¢(Son estos
organelos y sus genomas herencia de un
que ha
energético

eucariontes

mitocondrial
metabolismo

ancestro
originado un

solo

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 deberé
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, especificamente
el grupo de Rickettssia, es el relacionado
mas estrechamente con el ancestro
mitocondrial. Sin embargo la organizacion
gendmica es muy distinta, sugiriendo que
y de
vias

mitocondriales
derivan por

los genomas
R.prowazeiki
independientes de las a-protobacterias,
por lo que sera 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 relacion de las

mitocondrias con las protobacterias tipo «,
hay datos moleculares que muestran una
discrepancia importante: Segun el reloj
molecular del rRNA el origen de la
mitocondria ocurri6 mucho antes (2,100
millones de afios) de la separacion del
grupo de protobacterias del resto del linaje
bacteriano (850 millones de arios) (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 o~
refleja claramente la
o posiblemente

génicas

protobacterias no
antigiiedad de! grupo,
debido a transferencias
horizontales.

Con un gran numero de datos proveniente
de diversas areas 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 hipodtesis
también podemos ofrecer evidencias
precisas que apuntan a grupos Yy
condiciones ecoldgicas particulares que
permitieron la aparicion de linaje Eucarya.
Es necesario fortalecer los puntos en
comln 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 lo. posible, ‘la
construccién de hipétesis ad hoc a partir
de la transferencia horizontal de genes.
Tarea muy dificil, sin duda.
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Figura 1. Arbol filogenético universal generado por comparacién de secuencias de rRNA 18s. Este sistema de clasificacion universal se ha empleado
como base para la ubicacion de los posibles grupos procariontes que por medio de relaciones simbdticas pudieron generar los ancestros directos de
la rama Eucarya (eucariontes). En color se destacan algunos de los grupos que han sido considerados por sus caracteristicas en el desarrollo de
distintas hipétesis sobre el origen del linaje eucarionte. Tomado y modificado de Woese et al. 1990.
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Members of the phylum Apicomplexa, that includes Plasmodium and Toxoplasma species of

’ human path ’gens, contam a vestxglal plastld the aplcoplast (1), whose evolutionary history is

'Here we propose'th 1stmct1ve chlorophyte (green algal) nuclear genes,

controver51

vere transferred laterally to the ancestral
$econdary endosymbosis of a green alga.
echohdrial respiratory enzyme cytochrome c
o;\;Z but members of at least three genetic
; lack h (mtDNA) A number of leguminous plants have
transferred a: ﬁxll length cox2 to the nucleus (5), where it acquired a region encoding a mitochondrial
targeting sequence (MTS). Several chlorophyte algae lack cox2 in the mtDNA (6). In Chlamydomonas
reinhardtii and Polytomella sp., two algae of the class Chlorophyceae, cox2 is present in the nucleus as
two distinct genes: cox2a encodes a protein (COXIIA) corresponding to the N-terminal, membrane
domain of orthodox COXII, and cox2b encodes 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 of the chlorophyte alga Scenedesmus obliquus
(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. S1), suggesting that cox2a and cox2b may be

widespread in the class Chlorophyceae. The mitochondrial cox2a and nuclear cox2b of S. obliquus
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mdlcates tl ,rrxqr“:to the independent

‘”',lxansfer of co. ate stage in this transfer
‘ebliéjzltls mitochondrial
tcox2b to the nucleus.

Vmplexa, consisting of
e_dvcox2a and cox2b
v ‘rlxdfcio'be genes are also
‘;f_present in Elme; ia tenella. PIasnA .“The ancestral algal and
"aplcomplexan cox2 genes appear to have been spllt 1n 1dent al’ locauons (9)(web Fig. S1). In
phylogenetic analyses of ‘the available COXIIA and’ COXIIB sequences and representative
“‘conventional COXﬁ Sequences, apicomplexan COXIIA and COXIIB grouped with the chlorophyte
'sequences (Flg 1) In contrast, apicomplexan mtDNA-encoded cytochrome & grouped independently
;from green 1gal: cytochrome b sequences. This strongly argues that apicomplexan cox2a and cox2b

Igal genes and did not result from an independent splitting of cox2. All COXIIA

) derlved from reenk

: ,protems 125i 170 amino acid N-terminal extension that is a cleavable MTS in algal COXIIA

he COXIIB fotems have a shorter N-terminal extension (43-60 residues) not cleaved in algae

apicomplexan nuclear genome from the nucleus, not the mtDNA, of a green

. he 35-kb circular DNA of apicoplasts, suggested that apicomplexan parasites
‘ o evolved‘from a‘secondary endosymbiontic event (/,2). A green algal ancestor was proposed, based on
‘ 81mllar1ty ‘of mfA genes (2). In contrast, cladystic analysis of other genes (/,4) suggested a red algal
: orlgm 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

139



derived from. green algae The use. of functlona fragmented genes’ as typxcal,molecular markers has

helped clarify the complex evolutxon of the causatxve ‘agents’of malaria and toxoplasmosm
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APENDICE I, OTRAS PUBLICACIONES

- FIGURE LEGEND -

'Fig'.‘l'.f', delfh'mm likelihood (ML) analyses showing the position of apicomplexan parasites
~based on cytochrome b and COXIIA + COXIIB sequences. Sequences were obtained from

- “"'GenBank.' S. obliguus cox2b (AF499003) and T. gondii cox2a and cox2b (AF499004 and

. AF503914) are from this work. Preliminary sequence data of P. yoelii and T. parva were

. obtained from The Institute for Genomic Research. For phylogenetic analyses, see methods in

..supplementary material (9). 4. tumefaciens was specified as the single outgroup. Bootstrap
support >50% is indicated above branches. Left panel. ML analysis for mitochondrial
cytochrome & (CYB). T. parva, P. yoelli and T. gondii form a strongly supported clade (96%).
C. reinhardltii, 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 7. parva, P. yoelli, and
'T. gondi and the green algae S. obliquus, C. reinhardltii, 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 vitro
in the presence. of Vero cells, The cox2a and cox2b sequences were obtained by PCR
amplification. S

The C. reinhardtii cox2b gene was used to screen a genomic library of S. obliguus in
Lambda-ZAP 1I' (/).; A positive clone was obtained from 5 x 10* plaque-forming -units
- screened. : Lo
: .For phylogenetic analysis, nucleotide sequences were aligned using ClustalX (2), with
‘subsequent manual refinements. Maximum likelihood (ML) analyses (3) were based on a
- HKY8S5 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 & sequences (CYB), the transition/transversion ratio (ti/tv=0.9735)
and shape of the gamma distribution (¢=0.7095) of the single most parsimonious tree
resulting from the same data (not shown) were obtained via ML. These parameters were used
as input criteria in several heuristic ML searches with different starting conditions. All ML
searches converged on the same tree, with score —In L=25883.5709. Support for branches was
obtained through 100 replicate bootstrap searches (HKY + I') in which ti/tv and o were
specified. For COXII sequences, a heuristic ML search was conducted to estimate a topology
and its associated parameters. The resulting tree had a score of —In L=21054.4690,
ti/tv=0.871018, and o=0.810477. Bootstrap analysis was conducted as described above. The
likelihood of an alternative topology where apicomplexans and green algae are not sister taxa
was tested by conducting 5000 RELL replicates of the Shimodaira-Hasegawa test (4,5). The
likelihood score for the ML topology for CYB, estimated using COXIIA, COXIIB and
homologous sequence data via ML (HKY + [, with ti/tv and o specified), is —In
L=21165.7706, significantly less likely (P<0.05*) than the ML topology obtained using the
same data and parameters.
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LEGFNDS TO FIGURES

ino acza' sequence alignment of COXI[A and COXIIB subunits and comparison of
umon polﬂllons The sequences of COXIIA and COXIB of C. reinhardtii, P. yoelii,
V,Polytamella sp.,”S.. obliguus, T. parva, and T. gondii were compared with the orthodox,
- mitochondrial- COXII sequences of A. thaliana and M. viride (shown in bold characters).
Asterlsks denote identical amino acids, and. colons similar amino acids. Putative
lllltocllondrlal targeting sequences of COXIIA subunits are shown on a green background,
*“and*the PxxxPxxY motif is indicated in red. The C-terminal amino acid extensions of
"COXIIA are on yellow background, and the N-terminal amino acid extensions of COXIIB are
--shown on blue background. These unique extensions are hypothesized to interact for the
-assembly of COXIIA and COXIIB in the cytochrome ¢ 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. Phases and flanking sequences of 5' and 3' splice sites for introns found in the cox2a
and cox2b genes of chlorophyte algae and apicomplexan parasites. For cox2a genes, introns
1,2, 3,4, and 5 of Polytomella sp. share positions and phases with introns 1, 2, 3,4 and 5 of
C. reinhardlii. 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 7.
gondii exhibit unique positions. For cox2b genes, intron 1 of C. reinhardtii shares position,
but not phase, with intron 2 of S. obliquus. Finally, intron 1 of S. obliguus exhibits a unique

position.
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cox2a
R intron n® .- Phase - .5’ splice site 3' splice site
- T.-gondii: L Qs -~ CAA/GTACGTC TTTTCAG/AAA
oS - = CAA/GTAAGAG TGCGCAG/TTC
. CAG/GTTAATA TTTATAG/TGC
7 CAG/GTAATTG CTCACAG/GCC
" GAG/GTGCGGG TGTAAAG/GTT
" TCG/GTAAGTA CACATAG/GCT
. ARG/GTAACGC CCAATAG/GCC
‘CAC/GTAAGTA TTCGTAG/ATC
C. reinhardt - CAG/GTGCGAC CTTGCAG/AGC
s CAG/GTACAGG ATTGCAG/CAA
CAG/GTGCGAA ATTTAAG/GCT
GCA/GTAAGTC CGTGCAG/GCG
AAG/GTGGGGA CGTGCAG/GCC
CAG/GTGCGCC TCGACAG/GCC
CAG/GTGGGGC ACCGCAG/ATT
CAG/GTATGAT GCTGTAG/GCC

cox2b
. Intron n®. - :Phase 5' splice site 3' splice site
T. gondii 1 e CAG/TCAGCAC GCCCCAG/AAA
C. reinhardlii 1. -2 CGA/GTGAGTT ATTGCAG/GTA
S. obliquus 1 -0 CAG/GTGAGGG GCGTCAG/GTG
2 S0 CAG/GTAGGCG GCTGCAG/AAC

Figure S2
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