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ABREVIATURAS

Se han empleado los cddigos aceptados por la IUPAC para designar
los distintos nucledtidos v aminoacidos (una y tres letras). Los elementos
quimicos se han designado con sus respectivos simbolos y las unidades de

medida empleadas corresponden al Sistema Internacional. Otras

abreviaturas convencionales utilizadas en este trabajo son:

a. a. Aminoacido

ADP Adenosina 5'-difosfato

ATP Adenosina 5'-trifosfato

ATPasa6y8 Subunidades 6 y 8 de la ATPasa mitocondrial

BSA Seroalbumina bovina

CBS Bloque de Secuencia Conservada

COL IIyIll Subunidades I, II y III de la citocromo oxidasa

Cytb Citocromo b

ddNTP Didesoxinucledtido

DHU Dihidrouridina

D- Loop Bucle de desplazamiento

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxinucleotido

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilen-diamino-tetracético

FADH,, FAD Flavin-adenin dinucleétido (formas oxidada y
reducida)

FMN Flavin mono nucledtido

H Cadena pesada

HSP Promotor de la cadena pesada

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

L Cadena ligera

LSP Promotor de la cadena ligera

kb Kilo (pares de) bases

kDa Kilodaltons

mRNA RNA mensajero

mtDNA DNA mitocondrial

Millones de anos



NADH, NAD+
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OTU
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RNA
rRNA
SDS
TAS

TEMED
tRNA
X-Gal

Nicotinamida-adenin-dinucledtido(formas oxidada
y reducida)

Subunidades de 1a NADH deshidrogenasa
Nucleétido

Origen de replicacién de la cadena pesada
Origen de replicacion de la cadena ligera
Marco de lectura abierta

Unidad Taxonémica Operacional
Reaccion de la polimerasa en cadena
Acido ribonucleico

RNA ribosémico

Dodecilsulfato sddico

Secuencia asociada a la terminacién de la
replicacion

N,N,N’ N’- tetrametilen-etilen-diamina
RNA de transferencia
5-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-galactopirandsido






La secuenciacién completa de un genoma suele suponer un
considerable avance en la informacién que se tiene acerca de dicho genoma
y los productos que de €l se derivan, lo cual contribuye enormemente a la
caracterizacién y comprension de su estructura y funcionamiento. La idea
de secuenciar un genoma en su totalidad es, por lo tanto, muy atrayente
desde el punto de vista cientifico y los genomas mitocondriales, debido a su
reducido tamario y rdpida evolucién, son a un nivel modesto, los candidatos
idéneos para este tipo de proyecto.

Con anterioridad a este trabajo, aunque existia abundante
informacién sobre los genomas mitocondriales de mamiferos, y en especial
del hombre, el conocimiento de los genomas mitocondriales de otros
vertebrados era muy limitado. Dentro de los vertebrados, los primeros
proyectos de secuenciaciéon completa de genomas mitocondriales se
centraron en los mamiferos. La secuenciacion del DNA mitocondrial de
Xenopus laevis (Roe y col., 1985), demostré que el genoma mitocondrial de
los anfibios presentaba la misma organizacién encontrada en mamiferos.
Sin embargo, en el aiio 1990, se secuencid en su totalidad el mtDNA del
pollo (Desjardins y Morais, 1990), encontrandose ligeras diferencias en el
orden del los genes dentro del genoma mitocondrial. Este hecho, nos hizo
pensar que los dos grandes grupos de vertebrados que aun quedaban por
investigar (peces y reptiles) podian presentar peculiaridades en la
organizacién de su genoma mitocondrial.

En este contexto, nos decidimos a secuenciar el genoma mitocondrial
de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con el fin de ampliar el
conocimiento que se tiene sobre los genomas mitocondriales a un nuevo
grupo de vertebrados, los peces. Se eligié para este trabajo la trucha arco
iris por estar considerada un modelo de experimentacion en peces, tanto en
el aspecto bioquimico como en el genético. Recientemente, y durante el
transcurso de este trabajo, se han publicado las secuencias completas de
los genomas mitocondriales de dos ciprinidos, Crossostoma lacustre

(Tzeng y col., 1992) y Cyprinus carpio (Chang vy Huang, 1994).



El presente trabajo de investigacion se ha dirigido hacia la

consecucion de los siguientes objetivos:

1.- Clonar y secuenciar el DNA mitocondrial de la trucha arco iris
con el fin de establecer su organizacion genémica y determinar las
peculiaridades de los genes codificados por é€l.

2.- Analizar y caracterizar el proceso de transcripcion del genoma
mitocondrial de la trucha arco iris.

3.- Establecer, a nivel molecular, las relaciones filogenéticas de la
trucha arco iris con otros peces y el resto de vertebrados, mediante la

eleccion de los genes mas apropiados para este fin.
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1. LA MITOCONDRIA. ASPECTOS GENERALES
1.1. Estructura.

La mitocondria es un organulo citoplasmatico caracteristico de
células eucariotas. En general tiene un didmetro aproximado de 0.5 1 y una
longitud variable entre 1 y 7 u. Su forma mads habitual es filamentosa o
granular y en el caso concreto de hepatocitos de peces, varia en funcién del
estado nutricional de la célula; asi, tras la ingestién de alimentos, las
mitocondrias, normalmente filamentosas, adoptan un aspecto vesicular que
al cabo de 48 horas revierte a la forma original. Su distribucién en el
citoplasma es uniforme y su namero depende del tipo celular y de la especie.
En levaduras sélo se encuentra una mitocondria por célula (Hoffman y
Avers, 1973) mientras que en un higado de rata existen entre 1000 y 1600
mitocondrias por célula (Loud, 1968).

Al microscopio electronico, mediante técnicas de criofractura, se
puede observar que cada mitocondria estd formada por una matriz
mitocondrial rodeada por dos membranas (interna y externa) de 60 A de
espesor, separadas entre si por un espacio intermembranal. La membrana
interna se caracteriza por presentar unos pliegues orientados hacia &
interior (crestas mitocondriales) de las que sobresalen hacia la matriz
mitocondrial unas particulas esféricas de 85 A de didametro denominadas F;.
(Fig. 1).

Grénuio
Membrana externs

Memzrana interna
y < Camaea mxtaena .

. ) :
AN Particula F &

Figura 1. Esquema de la estructura de una mitocondria. (De Robertis y De
Robertis, 1984).
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La membrana mitocondrial externa contiene un 40% de lipidos
(principalmente fosfolipidos con cadenas de acidos grasos muy insaturados)
y un 60% de proteinas, entre las que cabe destacar la acil-CoA sintetasa, la
NADH-citocromo ¢ reductasa y la monoamino oxidasa; esta ultima es
exclusiva de esta membrana, por lo que se utiliza a menudo como marcador
de la fraccion mitocondrial. En general, Ia composicion de la membrana
mitocondrial externa es similar a la del reticulo endoplasmico.

La membrana mitocondrial interna esta constituida por un 20% de
lipidos, siendo el 80% restante proteinas. La composicién lipidica es muy
particular puesto que no contiene colesterol, y el 20% de los fosfolipidos son
cardiolipidos. Este tipo de composicién es también caracteristica de la
membrana plasmatica de bacterias y de los tilacoides de los cloroplastos.
Las proteinas incluidas en la membrana interna son, esencialmente, todos
los complejos enzimaticos que constituyen tanto la cadena respiratoria
(NADH-ubiquinona reductasa, succinato-ubiquinona reductasa, ubiquinol-
citocromo C reductasa, y citocromo C oxidasa) como el sistema de
fosforilacién oxidativa (ATP sintetasa F1Fy), ademads de la glicerolfosfato
deshidrogenasa y varios transportadores (fosfato, malato aspartato, ADP y
ATP).

El espacio intermembrana contiene varias enzimas, de las que la
mas importante es la adenilato quinasa que participa en la sintesis del
ADP, coenzima intermediario de la fosforilacion oxidativa.

Finalmente, la matriz mitocondrial contiene todas las enzimas
solubles del ciclo de los acidos tricarboxilicos, las enzimas involucradas en la
B-oxidacion de los acidos grasos, asi como las enzimas necesarias para la
sintesis de proteinas a partir del DNA mitocondrial. Ademas, también se
localizan en la matriz, el DNA mitocondrial, diferentes RNAs vy los

mitorribosomas.
1.2. Fisiologia.
Cada uno de los compartimentos de 1a mitocondria realiza funciones

concretas y coordinadas con otros compartimentos, tanto mitocondriales

como citoplasmaticos. La mayor parte de las funciones mitocondriales son



Introduccién/ 3

altamente especificas de este organulo, siendo las mas caracteristicas
aquellas localizadas en la matriz mitocondrial (descarboxilacién oxidativa
del acido piravico, ciclo de Krebs, B-oxidacién de acidos grasos) y en la
membrana mitocondrial interna (transporte de electrones al oxigeno y
fosforilacién oxidativa).

La cadena respiratoria utiliza como sustratos donadores de
electrones los coenzimas NADH y FADH,. Estos sustratos son generados
por oxidacién de compuestos reducidos (sustratos respiratorios) mediante la
accion de deshidrogenasas localizadas generalmente en la matriz
mitocondrial (Fig. 2).

Glutamato DH 3-Hidroxiacii-CoA DH Succinil-coA sintetasa
glutamato o-cetoglutaratp  S-idroxiacil - 3-oxoact o cetnoiyiarato succinil-CoA

NAD= /\\J m COA\)C% \J /\ —» NADH + H

malato oxalacetato isocitrato o-cetoglutarato piruvato Acetil-CoA  [B-hidroxibutirato Acetoacetato

+

Malato DH Isocitrato DH Piruvato DH B-Hidroxibutirato DH

FAD

7 N N

fosfato fosfato Acil-CoA DH Succinato DH

o-Glicerol fosfato DH

Figura 2. Principales reacciones de deshidrogenacién de los sustratos

respiratorios.

Adicionalmente, los equivalentes de reduccién del NADH de origen
citosélico son transportados al interior de la mitocondria para su

incorporacion a la cadena de transporte electrénico mediante sistemas de
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lanzadera. Se han identificado dos tipos de lanzadera especificos de tejido: la

lanzadera o-glicerol-fosfato que es activa en mitocondrias de cerebro y

musculo esquelétice y la lanzadera malato-aspartato (Fig. 3) que es activa
en higado, rifién y corazén. La primera transfiere los equivalentes de
reduccién del NADH al FAD, mientras que la segunda lo hace al NAD+.

membrana
interna MATRIZ

A
s

CITOSOL

NAD', malato » malato NAD"
malato DI‘IX o~—cetoglutarato-e— Q— a—cetoglutarato malato DH

NADH + H® oxalacetato

oxalacetato NADH +H"

aspartato aspartato
aminotransferasa H, /H* aminotransferasa
glutamato C - glutamato
aspartato - aspartato
H* - H

Figura 3. La lanzadera malato-aspartato. El NADH citosélico cede sus
equivalentes de reduccién al oxalacetate por accidn de la malate deshidrogenasa
citoplasmatica. Se forma asi, malato que atraviesa la membrana mitocondrial interna
mediante el antiporte o-cetoglutarato/ malate. La malato deshidrogenasa mitocondrial
convierte el malato de nuevo en oxalacetato formandose en el proceso NADH a partir de
NAD+. Reacciones de transaminacién convierten el oxalacetato en aspartato que puede
salir al citosol mediante el antiporte glutamato / aspartato y de nueve en oxalacetato

cerrandose asi el ciclo.

1.2.1, Cadena de transporte electrénico.

La energia liberada por la cadena respiratoria puede calcularse con

la ecuaciéon AG” =-n - F - AE(' siendo n el nimero de electrones transferidos,

F la constante de Faraday (23 kcal/V-mol) y AEy', la diferencia entre el
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potencial estandar del par redox dador de electrones y el aceptor. Por lo
tanto, la variacién de energia libre estindar entre los pares redox
NADH/NAD+ (Eo'=- 0.32 V) y FADHo/FAD (Ey'=- 0.06 V) y el par HoO/O9
(Ep'=+ 0.82 V) sera:

NADH/NAD+ AG® =-2-23-(0.82 - (- 0.32)) = - 52.4 kcal/mol.
FADHy/FAD AG” =-2- 23 - (0.82 - (+0.03)) = - 36.3 kcal/mol.

Si se tiene en cuenta que la formacion de cada molécula de ATP enla
fosforilacién oxidativa consume 7.3 kcal/mol, es posible predecir la
formacion de dos moléculas de ATP por cada molécula de FADH; que entra
en la cadena de transporte electrénico, o bien de tres moléculas de ATP por
cada molécula de NADH.

Los componentes de la cadena transportadora de electrones se

organizan en cuatro grandes complejos enzimaticos (Fig. 4) :

- I. NADH-ubiquinena reductasa (850 kDa). Denominada también
NADH deshidrogenasa, transfiere los equivalentes de reduccién desde el
NADH hasta la ubiquinona o coenzima Q que se reduce a ubiquinol. Este
complejo esta formado por una fraccién proteica hidrofébica y una
hidrofilica. Los polipétidos hidrof6bicos son codificados por genes
mitocondriales y por genes nucleares, mientras que los polipéptidos
hidrofilicos son codificados exclusivamente por genes nucleares. Este
complejo contiene entre 5 y 7 centros ferro-sulfurados y para el transporte

de electrones utiliza como grupo prostético al mononucledtido de flavina
(FMN).

- II. Succinato- ubiquinona reductasa (97 kDa). Transfiere electrones
desde el succinatc hasta la ubiquinona. Para ello, cuenta con un grupo

prostético FAD, un citocromo by 3 centros ferro-sulfurados.

- II1. Ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (280 kDa). Este complejo sirve
de confluencia a los dos anteriores. La oxidacién del ubiquinol le permite

reducir el citocromo ¢. Como centros redox contiene el citocromo b, un
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centro ferro-sulfurado y el citocromo cl. De los 9 6 10 polipéptidos que
contiene este complejo, sélo el citocromo b es codificado por el genoma
mitocondrial.

- IV. Citocromo c oxidasa (600 kDa). Transfiere los electrones desde el
citocromo ¢ reducido (Fe3+) hasta el oxigeno. Para ello cuenta con un
citocromo especifico denominado aa3 que contiene, ademas de dos grupos

hemo, dos atomos de cobre.

Dentro de cada complejo los centros redox presentan valores de
potencial estdndar similares, por lo que la transferencia de electrones es
reversible, y por tanto la liberacién de energia es minima. Sin embargo, en
tres puntos de la cadena respiratoria (complejos I, III y IV), la
transferencia de electrones entre un grupo isopotencial y otro, supone una
variacién en la energia libre estandar suficiente como para bombear
protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal
(Hatefi, 1985).

Succinato Fumarato

S +003V

FAD
(Fe-S Complejo 11

b
NADH Complejo I l Complejo IIT Complejo IV 0y
T
+H ) FMN, (Fe.S) |—» Q= Cytb, Fe-S, c;|—» C— a, a3, (Cu™ )(
+ HZO

o "} )
-0.32V H* +0.00V +026V +082V

Figura 4. Cadena de transporte electrénico. En la figura se destacan los

componentes de cada uno de los cuatro complejos respiratorios, los potenciales redox
entre complejos y los sitios de conservacién de la energia representades por la
traslocacion de protones. Mientras la oxidacién del NADH es capaz de bombear tres
protones al espacic intermembranal, 1a oxidacién del FADH, sélo permite la traslocacion

de dos.
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1.2.2. Fosforilacién oxidativa.

De acuerdo con la teoria cldsica que explica el mecanismo de
fosforilacién oxidativa, en la membrana mitocondrial interna existen
bombas de protones que utilizan la energia libre proporcionada por el flujo
electrénico a través de la cadena respiratoria para transportar H+ hacia el
espacio intermembrana generando un gradiente electroquimico de protones.
La vuelta de estos iones H+ a la matriz mitocondrial a través de un canal
especifico en la ATP sintetasa F1F, provoca la sintesis acoplada de ATP a

partir de ADP y fosfato (Mitchell, 1979).
La ATP sintetasa F1F, es una enzima polipeptidica con dos

funciones: una hidrolitica (ATPasa) y otra sintética (ATP sintetasa). En su
estructura se distinguen dos componentes:

- Fi. Es una proteina periférica de 5 subunidades con la siguiente
estequiometria: ag, B3, v, 6, & Las tres subunidades o se intercalan entre
las tres subunidades 3 formando el centro activo del complejo enzimatico.
Sélo las subunidades B o bien las interfases o/B estdn directamente
implicadas en la catdlisis de las reacciones de sintesis o degradacion de

ATP. La subunidad y forma parte del canal de protones implicado en el

acoplamiento energético. Las subunidades 8 y £ participan en la unién
adecuada a mivel estructural de los componentes F; y Fo.
- Fy. Es una proteina integral de la membrana mitocondrial interna

con, al menos, 3 subunidades (6, 8 y 9) encargadas de formar el canal de

protones. L.as subunidades 6 y 8 son codificadas por genes mitocondriales.

La reaccién de sintesis o hidrélisis de ATP en el centro catalitico del
componente F; es independiente de la existencia o no de un gradiente
electroquimico de protones. Se supone que la energia libre del gradiente
electroquimico de protones es utilizada para liberar los nucledtides que
permanecen fuertemente unidos al centro catalitico tras la reaccién. Los
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protones, a su paso por el canal de la ATP sintetasa, provocarian un
cambio conformacional y de afinidad en el centro catalitico.

1.3. Endosimbiosis.

De acuerdo con la teoria endosimbidtica sobre el origen y evolucién de
las células eucariotas ( Taylor, 1974; Margulis, 1981), al menos tres clases
de organulos celulares, las mitocondrias, los cilios y los cloroplastos, fueron
originalmente bacterias libres que se asociaron de forma estable y
secuencial a procariotas hospedadores para dar lugar a los organismos
eucariotas primigenios. Estas bacterias libres, ya habian desarrollado, con
anterioridad a la cooperacién simbiética, capacidades especiales
(respiracién aerobia, fotosintesis o motilidad) que complementaban las
adquiridas por las bacterias hospedadoras menos especializadas
(resistencia a altas temperaturas y medios acidos) aumentando asi la
eficacia de la nueva asociacion.

En el caso concreto de la simbiosis nucleo/citoplasma-mitocondria, el
primero aportaba un metabolismo fermentativo de los azicares y unas
proteinas, las histonas, que protegian al DNA de las condiciones
ambientales de acidez y alta temperatura; la segunda aportaba la
capacidad de degradar compuestos de tres atomos de carbono, producto de
las fermentaciones, en diéxido de carbono y agua, con el consiguiente
aprovechamiento energético. El organismo procariota de vida hibre que dié
origen a la mitocondria debié ser una eubacteria gram-negativa, aerdbica,
que contenia las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, y el sistema
de citocromos necesario para la total oxidacion de los carbohidratos,
posiblemente muy similar a Paracoccus denitrificans (John y Whatley,
1975). Por el contrario, el hospedador debié ser un organismo unicamente
capaz de fermentar la glucosa a piruvato de forma anaerdbica a través de
la ruta de Embden-Meyerhof, del tipo de Thermoplasma acidophilum
(Searcy y col., 1978).

El establecimiento de comunidades de procariotas simbiontes que dié
origen a las primeras células eucariotas se debié producir a finales del
precambrico (hace 1 billén de afios), durante o después de la acumulacion
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oxigeno en la atmdsfera, en condiciones de alta tempertura, medios dcidos y
escasez de nutrientes. La temprana simbiosis nucleocitoplasma-
mitocondria explicaria la existencia de mitocondrias en todo los phyla
eucaridticos protistas, hongos, plantas y animales, mientras que la
adquisicién posterior por parte de sélo algunos simbiontes de protistas
fotosintéticos, origen de los plastos, explicaria su adscripcién exclusiva a
algas y plantas.

Las ventajas resultantes de la asociacién oportunista entre
procariotas se acrecentaron por la progresiva especializacion funcional de
cada componente, que culminé en el establecimiento de una simbiosis
obligada. De hecho, excepto en algunas levaduras, en ninguna céiula
eucariota se puede inducir la pérdida de mitocondrias y reciprocamente, las
mitocondrias no pueden sobrevivir de forma auténoma debido a que muchos
de sus componentes son producto de la expresién de genes nucleares,
incluidas las enzimas responsables de la expresién y regulacién de los genes
mitocondriales (Attardi y Schatz, 1988).

Aunque los simbiontes obligados tienden a relegar muchas de sus
funciones (sobre todo las dispensables o las redundantes) en el hospedador,
la mitocondria aun conserva funciones y rasgos propios que sugieren su
origen procariotico. Asi, cabe destacar, que su DNA no estid unido a
histonas, su sintesis proteica es sensible a antibidticos bacterianos
(estreptomicina, cloranfenicol) pero no eucariéticos (cicloheximida), la
sintesis de DNA se realiza a lo largo de todo €l ciclo celular y no sélo en la
fase S, la herencia no es mendeliana en eucariotas meidticos, y finalmente
su membrana interna tiene una composicion muy similar a Ila membrana
plasmatica bacteriana.

Aunque la teoria endosimbiética resulta muy atractiva para explicar
el origen de las células eucariotas, no es la anica. De acuerdo con la teoria de
la filiacién directa (Cavalier-Smith, 1975; Reijnders, 1975; Taylor, 1976)
algunas bacterias fotosintéticas dieron lugar a algas y eventualmente a
plantas; algunas algas perdieron sus plastos y evolucionaron para dar lugar
a los antepasados de hongos y animales siendo, tanto los plastos como
otros organulos eucariéticos, originados por diferenciacion y especializacion
dentro de las células.
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2. EL DNA MITOCONDRIAL.
2.1 Organizacién del genoma mitocondrial.

La mitocondria posee un genoma propio que se caracteriza por su
replicacién auténoma dentro del orgdnulo. El genoma mitocondrial esta
constituido por un DNA de doble cadena, circular y covalentemente cerrado
con un tamaro relativamente constante en todas las especies animales
estudiadas de alrededor de 16000 pb. El DNA mitocondrial (mtDNA)
codifica para 3 subunidades de la citocromo c oxidasa (COI, COII y COIII),
7 subunidades de la NADH deshidrogenasa (ND1 a ND6 y ND4L) el
citocromo b de la citocromo ¢ reductasa (Cyt b} y las subunidades 6 y 8 del
componente Fy de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8). Ademas, contiene la
informacién necesaria para la sintesis de 22 tRNAs y 2 rRNAs (128 y 16S)
implicados en la traduccién de los mensajeros expresados por el genoma
mitocondrial (Anderson y col., 1981; Chomyn y col. 1985). El resto de las
proteinas presentes en la mitocondria (DNA y RNA polimerasas,
aminoacil-tRNA sintetasas, las proteinas ribosomales, y las enzimas de la
matriz, las membranas mitocondriales y el espacic intermembranal) son
codificadas por el genoma nuclear.

La organizacion de los genomas mitocondriales de los eucariotas
superiores es extremadamente econdémica (Attardi, 1985). Los genes que
codifican para los 22 tRNAs se encuentran intercalados tanto entre los
RNA ribosomales como entre los genes que codifican para proteinas,
funcionando probablemente como sefiales para el procesamiento de los
transcritos primarios por RNasas especificas (Ojala y col., 1981 a). Con la
excepcion de la regién de control, que contiene el denominado bucle de
desplazamiento (D-loop), existen muy pocos nucledtidos no codificantes y
aparentemente ningun intrén (Anderson y col., 1981; Bibb y col., 1981).

Hasta la fecha, dentro de los vertebrados superiores se conocen las
secuencias completas del DNA mitocondrial de nueve mamiferos: hombre
(Anderson y col., 1981), raton (Bibb y col., 1981), vaca (Anderson y col,,
1982), rata (Gadaleta y col., 1989), rorcual comun (Arnason y col., 1991),
foca comun (Arnason y Johnsson, 1992), foca gris (Arnason y y col., 1993),
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rorcual azul (Arnason, 1993) y la zarigiieya (Janke y col., 1994); un anfibio,
Xenopus laevis (Roey col., 1985); dos teledsteos, Crossostoma lacustre
(Tzeng y col., 1992) y la carpa (Chang y Huang, 1994) y un ave, el pollo
(Desjardins y Morais, 1990). De todas ellas, con excepcion de la del pollo, se
deduce una organizacién gendmica idéntica { Fig. 5).

El DNA mitocondrial de pollo presenta una organizacién genémica
ligeramente distinta de la descrita para mamiferos, anfibios y peces. La
principal diferencia reside en que los genes que codifican para el tRNAGiu y
la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa (ND6) se encuentran
localizados inmediatamente adyacentes a la regién D-loop y no al lado del
citocromo b como ocurre en el resto de vertebrados. Ademas, los genes que
codifican para los tRNAs de prolina y treonina y el citocromo b se
encuentran inmediatamente después del gen de la subunidad 5 de la NADH
deshidrogenasa (ND5), mientras que en el resto de vertebrados aparecen al
lado del D-loop (Fig. 6). Esta organizacion, aparentemente, es el resultado
de una transposicién de un segmento de mtDNA que contendria, bien los
genes del tRNAGlu y ND6, o bien los genes que codifican para tRNAPro,
tRNA Thr y Cyt b. Aunque no se conocen los mecanismos moleculares
implicados en esta reorganizacion, parece claro por la cotransposicion de
tRNAs con los genes que codifican para proteinas y la cercania del
segmento transpuesto a la region del D-loop, que los tRNAs podrian
funcionar como sefiales de duplicacién acopladas a la replicacion, tal como
se ha descrito en el DNA mitocondrial de algunos lagartos (Moritz y Brown,
1987).

Dentro de los invertebrados se conocen las secuencias completas del
DNA mitocondrial de la mosca de la fruta (Clary y Wolstenholme, 1985),
dos especies de erizo de mar (Jacobs y col., 1988; Cantatore y col., 1989),
dos nematodos (Okimoto y col., 1992), la abeja (Crozier y Crozer, 1993) y
Artemia franciscana (Valverde, 1993).

El mtDNA de las dos especies de erizo de mar secuenciadas
(Strongylocentrotus purpuratus y Paracentrotus lividus), presenta
una organizacién genémica mas econdmica, incluso, que la descrita en
vertebrados, de la que se deduce la necesidad de procesos de regulacién post-
transcripcional de los genes (Fig. 7). Sélo una minoria de los tRNAs se
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Figura 5. Organizacién del DNA mitocondrial en mamiferos, peces
(carpa y Crososstoma lacustre) y anfibios (Xenopus laevis).El mtDNA
esta dibujado con dos lineas, la exterior y la interior, que representan,
respectivamente a las cadenas pesada (H)y ligera (L). La direccién de
transcripcion de cada gen se representa por flechas; los tRNAs se
denominan segin el aminoacido al que se unen {codigo de una letra) y se

localizan en la banda a partir de la cual se transcriben.
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Figura 6. Organizacién del DNA mitocondrial de polle. A diferencia de
mamiferos, anfibios y peces, los genes ND6 y del tRNAGIu se encuentran
localizados al lado de la regién D-loop, mientras que los genes gue
codifican para los tRNAs de prolina y treonina y cyt b se encuentran

adyacentes al gen ND5.
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encuentra separando genes codificantes de proteina. Los posibles origenes
de replicacién y transcripcion se encuentran en una regién no codificante
formada por el agrupamiento de 15 tRNAs. La posicidn de los genes ND4L
y 16S rRNA esta alterada con respecto al mtDNA de vertebrados,
imponiendo la separacién de los genes para rRNA un sistema de
transcripcion especifico.

Los dos nematodos (Caenorhabditis elegans y Ascaris suum)
presentan un mtDNA con un tamarnio de, aproximadamente, 14000 pb. Se
diferencian unicamente en la posicién relativa de una regién rica en
adeninas y timinas que posiblemente contiene el origen de replicacién.
Existe una regién no codificante entre los genes ND4 y COI, con capacidad
de formar un bucle por lo que, potencialmente, podria representar un
segundo origen de replicacién. Todos los genes son transcritos en la misma
direccién a diferencia de lo que ocurre en vertebrados y equinodermos. Otra
particularidad de estos genomas es el hecho de que no se ha encontrado
ninguna regién que codifique para la subunidad 8 de la ATPasa (Fig. 7), lo
cual sugiere que, bien este gen codifica para una subunidad que no es
indispensable para el funcionamiento de la ATPasa, o bien en nematodos
este gen se encuentra localizado en el nuacleo.

Los mtDNAs de los dos insectos (Drosophila yakuba, Apis
mellifera) y el crustdceo (Artemia franciscanag) presentan una
organizacién gendémica similar entre ellos diferenciindose inicamente enla
posicion de algunos tRNAs (A franciscana y D. yakuba sélo se
diferencian en la posicién relativa del tRNAGIn y e] tRNAlle, mientras que
entre los dos insectos hay 11 tRNAs en posicién diferente). Ha sido
identificado un wnico origen de replicacién, localizado dentro de una regién
rica en adeninas y timinas. Aunque contienen los 22 tRNAs, los dos rRNAs
y los 13 genes codificantes de proteinas descritos en vertebrados
superiores, su disposicién en el genoma mitocondrial es significativamente
distinta (Fig. 8).
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Figura 7. Organizacion del mtDNA en Nematodos (Cenorhabditis elegans, Ascaris suum) 'y Equinodermos (Erizo de mar). La
principal caracteristica del miDNA de nematodos es la transcripeion de todos sus genes a partir de una sola cadena y la ausencia de un gen pasa la
subunidad 8 de la ATPasa. Su tamano es sensiblemente menor al de equinodermos, artrépodos ¥ vertebrades. C. elegans y A, suum se diferencian
Gnicamente en 13 posicién relativa de la regién rica en AT. El mtDNA del erizo de mar 58 caracteriza por su extrema ecanomia, cot ausencia de
iRNAs entre muchos genes estructurales, y una pequena region similar al D-loop en medio de un grupo de 15 tRNAs. Los genes ND4L y 165 se
L .o en diferente orden al descrito en vertebrados. Los genes son transcritos a partir de las dos cadenas, senalandose con una flecha la
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Figura 8. Organizacién del mtDNA de artrépodos. Se conocen las secuencias completas del mtDNA de dos insectos (abeja y mosca de
la fruta) y un crustdceo (Artemia franciscana). Unicamente se diferencian en la posicién relativa de algunos tRNAs, siendo significativo que A.
franciscana difiera en la posicién de sélo 2 tRNAs con respecto a D. yekuba, mientras que la abeja presenta 11 tRNAs en distinta posicién. A

diferencia de vertebrados, los artrépodos presentan un vnico origen de replicacién contenido en la region rica en AT. La direccién de transcripcién de
cada gen se representa por flechas.
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2.2. Replicacion.

Las dos cadenas que constituyen la molécula de mtDNA se
denominan pesada (H) y ligera (L) en funcién de su densidad respectiva en
un gradiente de cloruro de cesio. En vertebrados superiores, el origen de
replicacién de la cadena pesada del DNA mitocondrial (Ogy) se localiza
dentro de la region D-Loop, que se denomina asi, por contener una cadena
pesada naciente cuyo extremo 5' estd localizado en dicho origen, y su
extremo 3' en las regiones TASs que se encuentran asociadas a la
terminacion prematura del ciclo replicative (Doda y col., 1981). Esta corta
cadena es muy inestable presentando un recambioc mucho mayor que el
ritmo de replicacién (Clayton, 1982) . El origen de replicacion de la cadena
ligera (Or,) estd presente en todos los vertebrados excepto en el pollo. Se
localiza dentro de un grupo de cinco tRNAs entre los genes ND2y COl y
esta constituido por unos 30 nucledtidos con la capacidad de formar un
bucle relativamente estable. Esta capacidad esta conservada en el mtDNA
de todos los vertebrados, aunque varie la secuencia nucleotidica del origen
de replicacion. En el caso del mtDNA de pollo, no existe Oy, pero se
mantiene la organizaciéon de cinco tRNAs en esta region, por lo que se ha
sugerido que éstos pueden tener alguna caracteristica estructural (como
seria la capacidad de formacién de un bucle) que les permitiria sustituir a
O (Desjardins y Morais, 1990).

La replicacion del mtDNA comienza siempre en Oy. La elongacién
completa de la nueva cadena pesada provoca la exposicion de la region Or,
en la cadena pesada parental desplazada, lo que permite el comienzo de la
replicacién de la cadena ligera. El inicio de la replicacién en Oy requiere la
sintesis de RNA a partir del Promotor de 1a Cadena Ligera (LSP) para que
actie como cebador del proceso replicativo. La transicion de la sintesis de
RNA a la sintesis de DNA se produce en una regién con varios Bloques de
Secuencia Conservada (CSBs) entre especies (Fig. 9). Estos elementos
CSB han sido ampliamente estudiados en el hombre y el raton (Walberg y
Clayton, 1981) presentando elementos caracteristicos que son reconocidos
por la enzima nuclear RNasa MRP (procesadora de mtRNA) encargada de
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generar extremos 3-OH en el mtRNA que puedan ser extendidos
posteriormente por la polimerasa de mtDNA (Chang y Clayton, 1989).

Pra TASs CSBs LSP HSP Phe
RNA L
4~ — — — — — —— — — 5 Transcripcién
DNA RNA ,
+ RNADNA|- — — — & Replicacién

Figura 9. Diagrama general con los componentes esenciales del D-loop

del mtDNA de vertebrados. (Clayton, 1991). La linea discontinua representa la
sintesis de RNA a partir del promotor de la cadena ligera (LSP) y la linea continua la
sintesis de DNA a partir de RNA sintetizado en el mismo promeotor. Ambas moléculas
tienen como molde la cadena ligera y por lo tanto poseen la secuencia de la cadena
pesada. La transiciéon RNA/DNA en la replicacién de la cadena pesada se produce a
nivel de los tres bloques de secuencia conservada (CSBs). O es el origen de replicacién

de la cadena pesada. La RNA polimerasa mitocondrial se representa unida a los
promoteres de la cadena pesada y ligera (HSP y L.SP). asi mismo, se indican los sitios
de unién al factor de transcripcién mtTF1 y la regiones asociadas con la terminacién
prematura de la replicacién de la cadena pesada (TASs).

De forma similar en O, también se inicia la replicacion a partir de un
cebador de RNA. Se ha demostrado la existencia de una primasa de
mtDNA capaz de reconocer un bucle rico en timidinas y comenzar la
sintesis de RNA (Wong y Clayton, 1985). A continuacién, en la base no
apareada del bucle, se produce la transicién en la sintesis de RNA a DNA
en un pentanucledtido (5'-GCCGG-3") situado dentro del gen que codifica para
el tRNACys (Hixson y col., 1986) (Fig. 10).
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Figura 10. Esquema del inicio de la replicacién en Oy, (Clayton, 1991)

Una mtDNA primasa inicia la sintesis de RNA a partir de una regién rica en timidinas
localizada en un bucle. La transicién a DNA se produce en la base del bucle en una

regién cuya secuencia en el mtDNA humano es 5' GCCGG 3'.

La elongacién y maduracion de las cadenas H y L. es realizada por la
polimerasa de mtDNA o DNA polimerasa v. Esta enzima ha sido purificada

en Drosophila melanogaster (Wernette y Kaguni, 1986} y Xenopus
laevis (Insdorf y Bogenhahen, 1989 a y b). El holoenzima consiste en una
subunidad catalitica de 125-140 kDa y, al menos, una subunidad de 35 kDa
de funcién aun desconocida. Este enzima presenta asociada una actividad

exonucleasa 3'-5' que le confiere capacidad correctora y una fidelidad

similar a la de 1a DNA polimerasa o nuclear (Wernette y col., 1988).

2.3. Transcripcion.

En vertebrados superiores, las dos cadenas del] mtDNA se
transcriben completamente y los precursores policistrénicos formados son
procesados dando lugar a las diferentes especies de RNA . La transcripcion
de los genes que codifican para los tRNAs de fenilalanina, valina, leucina
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(UUR y CUN), isoleucina, metionina, triptofano, dcido aspdrtico, lisina,
glicina, arginina, histidina, serina (AGY) y treonina se realiza a partir de la
cadena pesada, mientras que la de los que codifican para los tRNAs de
glutamina, alanina, asparagina, cisteina, tirosina, serina (UCN), acido
glutamico y prolina se realiza a partir de la cadena ligera. Los dos genes que
codifican para RNA ribosomal y todos los genes codificantes de proteinas a
excepcion de ND6, se transcriben a partir de la cadena pesada. El comienzo
del gen ATPasa 6 solapa con el final del gen ATPasa 8, y lo mismo ocurre
con los genes ND4L y ND4. En ambos casos, s6lo se observa un transcrito
a partir del mtDNA (Ojala y col., 1980) por lo que se cree que el
procesamiento de cada par de genes se debe realizar por traduccién en
diferente fase de lectura.

Cada una de las cadenas del mtDNA cuenta en el D-loop con su
propio promotor para iniciar la transcripcion (Fig. 9), estando el promotor
de la cadena pesada (HSP) localizado cercano al extremo 5' del gen 12S y
separado 150 nucleétidos del promotof de la cadena ligera (LSP) (Montoya
y col., 1982; Chang y Clayton, 1984). Estos promotores consisten en
secuencias de, aproximadamente, 50 nucleétidos con, al menos, dos
dominios funcionales; uno, en el que la polimerasa de mtRNA iniciaria la
transcripcién v otro, situado en posicién 5' con respecto al primero (-12 a
-39), que mejoraria la eficiencia de la iniciacién al ser un elemento
reconocido por el factor de transeripcion denominado mtTF1. Este factor ha
sido purificado en el hombre { Fisher y Clayton, 1988) y el ratén (Fisher y
col., 1989) y se ha descrito una proteina homologa en levadura (Fisher y
col., 1991). En el hombre, el mtTF1 esta formado por 204 aminoacidos,
tiene un caracter global bdsico, v es capaz de desenrollar v curvar el DNA
(Parisi y Clayton, 1891). Este factor se une con mayor afinidad a LSP que
a HSP, estando las dianas para este factor, invertidas una con respecto a
la otra en estos promotores, lo que sugiere que el mtTF1 puede funcionar
bidireccionalmente.

Gran parte de los 165 rRNAs analizados presentan un extremo 3'
que se localiza dentro del tRNALeu adyacente (Dubin y col., 1982) y por lo
tanto no provienen del procesamiento del RNA policistrénico sino de un

proceso transcripcional separado. Parece claro que, la transcripcién de la
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cadena pesada se realiza en dos unidades de transcripcién distintas debido
a la existencia de un segundo punto de iniciacién en esta cadena (Montoya y
col., 1983). Este segundo promotor seria el responsable de la transcripcion
de los dos rRNAs y se localizaria 16-19 nucleédtidos por delante del
tRNAPhe Por otro lado, se ha identificado la secuencia 5'-TGGCAGAGCC
CGG-3' como responsable de la terminacién de la transcripciéon de los
rRNAs (Christianson y Clayton, 1988; Staub y Castora, 1993) y se ha
sugerido que actuaria como diana de un factor que, al unirse, impediria el
avance de la polimerasa de mtRNA (Hess y col., 1991).

En cuanto al procesamiento del RNA policistronico codificado por la
cadena pesada, se efectiia mediante cortes endonucleoliticos en los
extremos 5' y 3'de los tRNAs por la actividad RNasa P (Doersen y col.,
1985). En general, se considera que las enzimas procesadoras de tRNAs
reconocerian motivos de estructura secundaria y terciaria, en vez de
secuencias primarias especificas. Ello justificaria el procesamiento de los
genes ATPasa 6 y COIII, que son los dos tnicos no separados por un tRNA,
y que, por lo tanto, deben tener en la regién de unidn, la capacidad de formar
un bucle susceptible de ser cortado por RNasas especificas (Bibb y col.,
1981). Por otro lado, la trancripcion de los genes codificados por la cadena
ligera se realiza también a través de la formacién de un mensajero
policistréonico menos estable que, posteriormente, es procesado (Gelfand y
Attardi, 1981).

Los productos de transcripcion del genoma mitocondrial fueron
inicialmente identificados y caracterizados en células HeLa {Amalric y col.,
1978; Montoya y col., 1981; Montoya y col., 1983). Las diferentes clases de
RNAs producidos pueden ser separadas mediante cromatografia a través
de una columna de oligo(dT)-celulosa en dos fracciones, segin sean o no
poliadenilados. Las especies que componen cada una de estas fracciones
pueden, a su vez, ser separadas por electroforesis en geles de agarosa con
hidréxido de metilmercurio como agente desnaturalizante (Bailey y
Davidson, 1975; Montoya y col., 1983; Fernandez-Silva y col., 1992). De
esta forma se han identificado en células HeLa hasta 18 especies de RNAs

poliadenilados y al menos cinco no poliadenilados (Tabla I). Los productos
no poliadenilados son el TRNA 12S, el rRNA 16S, el RNA 4a, el RNA 7S vy
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los tRNAs. Los 18 productos poliadenilados se numeran en orden
decreciente de peso molecular. Los RNAs 1,2,3 y 18 estan codificados por la
cadena ligera y el resto por la cadena pesada. Su posterior secuenciacién
(Montoya y col., 1981; Dubin y col., 1982) permitié elaborar un mapa
detallado de la transcripcion del genoma mitocondrial de células HeLa (Fig.
11).

El RNA 4a es el precursor de los dos RNAs ribosémicos (Montoya y
col., 1983). Su extremo 5' estd localizado unos 19 nucleétidos por delante del
gen para el tRNAPhe y por lo tanto proviene de un acontecimiento de
transcripcién diferente al del resto de RNAs. Este RNA se acumula
solamente en condiciones en las que el procesamiento esta disminuido
(Montoya y col., 1983). Se ha sugerido que el RNA 7S (al menos en células
Hel.a) debe actuar como cebador en la iniciacion de la replicacién de la
cadena pesada o inicdador en la transcripcién dela cadena ligera, dado que
su secuencia se localiza entre LSP y Oy (Ojala y col,, 1981 b). E1 RNA 18
corresponde a una fraccion del RNA 78S que estd poliadenilada e incluye una
pequena ORF que codificaria en células HeLa para un polipéptido de 23-24
aminodcidos (Ojala y col., 1981 b). Eg, ademas, el inico RNA mitocondrial
que contiene un extremo 5' no codificante. La ausencia de esta ORF en
otros genomas mitocondriales de vertebrados plantea dudas acerca de su
significado funcional. Los RNAs 1, 2 y 3 tienen una vida media muy corta y
parece probable que actien como intermediarios en la formacién de los
tRNAs codificados por la cadena ligera. La secuencia del gen ND6 esta
incluida en el extremo 5' de estos tres RNAs; ello sugiere que estos RNAs, o
algunos derivados suyos, pueden actuar como mensajeros de este gen.

Los RNAs 5, 9, 11, 12, 13, 15, 16 y 17 son los mensajeros de los
genes ND5, COI, Cyt b, ND2 ND1, COIII, COIIl y ND3 respectivamente.
Los RNAs 7 y 14 contienen dos marcos de lectura cada uno (genes ND4L y
ND4 y ATPasa 8 y 6, respectivamente) solapados entre si en distinta fase
de lectura para su traduccion. E]l RNA 6 es un precursor del RNA 9 que
contindia hasta el gen del tRNATrp. El RNA 10 representa una pequeiia
fraccion del RNA 16S que se encuentra oligoadenilada. El RNA 4 es un
precursor de los TRNAs que se encuentra también oligoadenilado y

presenta un extremo 5' localizado cerca del extremo 5' del rRNA 128 y, por
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Tabla I. Productos de transcripcién del mtDNA humano. (Montoya y Attardi,

1986). Los RNAs son divididos segin estén o no poliadenilades. Cada mtRNA esti
caracterizado con su tamaiio, funcién y cadena a partir de la cual se ha originado.
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Figura 11. Mapa génico y de transcripcién del mtDNA humano. (Montoya y
Attardi, 1986). Se representa en el interior el mtDNA con los genes que codifica y en el exterior
sus productos de transcripcion, Las flechas indican la direccién de la transcripcién y de la
replicacion. Los RNAs 1,2,3 v 18 se transcriben a partir de la cadena ligera, ¢l resto a partir de
la pesada. Igr, Iyg e I, indican los lugares de iniciacion de la cadena pesada, los TRNAs y la
cadena ligera respectivamente. Op, y Oy son los origenes de replicacién de la cadena pesada y

ligera respectivamente.



Introduccién/ 23

lo tanto forma parte de la misma unidad de transcripcion que el resto de
poli{A)-RNAs de la cadena pesada. Finalmente, al RNA 8 no se le ha podido
asignar funcién alguna, ya que sélo se ha detectado en células HeL.a cuando
éstas han sido tratadas con antibiéticos para inhibir la sintesis de RNAs

nucleares (Montoya y col., 1983).
2.3.1. RNAs mensajeros (mRNAs).

Una caracteristica comun a todos los mRNAs mitocondriales de
vertebrados es la ausencia de 7-metilguanosina (Grohmann y col., 1978).
asi mismo, la secuenciacién de los mRNAs ha revelado que, con la
excepcién del RNA 18 (Montoya y col., 1981;0jala y col., 1981 b}, todos los
mRNAs mitocondriales de células Hel.a carecen de secuencias reguladoras
no codificantes en el extremo 5', y por lo tanto de los caracteristicos
motivos Shine-Dalgarno de unién al ribosoma (Shine y Dalgarno, 1974). Por
otra parte, los mRNAs mitocondriales son todos poliadenilados (Amalric y
col., 1978; Montoya v col., 1981) presentando una cola de poli(A} de unos 55
nucledtides en su extremo 3'. Sin embargo, no se ha podido encontrar en
estos mRNAs ninguna secuencia en el extremo 3' o cerca de él que
contenga una sefial potencial de poliadenilacién similar a las encontradas
en mRNASs nucleares (Proudfoot y Brownlee, 1976).

Excepcionalmente, cuando hay varias bases espaciando un tRNA y
un gen codificante de proteinas, o bien en los casos de solapamiento de
genes, los mRNAs transcritos no comienzan con un marco de lectura
abierto y, frecuentemente, se encuentra el triplete ATG como codén de
iniciacién, probablemente porque, en estos casos, se necesita una sefial de
iniciacion fuerte para colocar el mensajero en fase de lectura. Sin embargo,
cuando los marcos de lectura abierta comienzan a la vez que el mensajero,
cualquier codén ATN y posiblemente GTG funcionan como sefal de
iniciacion.

Con respecto a los codones de terminacién, cuando un mensajero
lleva una regién 3' no codificante o en el caso de solapamiento de genes, los
codones utilizados son TAG o TAA. Cuando los mRNAs terminan

inmediatamente antes de un tRNA, se pueden encontrar codones de
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terminacién incompletos de tipo T o TA. En estos casos el transcrito es
procesado inmediatamente antes del tRNA y a continuacién es
poliadenilado, creandose el codén de terminacién TAA. Por otro lado, se ha
descrito que el extremo 3' de los genes COI en hombre (Anderson y col.,
1981) y Cyt b en vaca (Anderson y col., 1982) termina en AGA.

2.3.2. RNAs ribosomicos (rRNAs).

Los rRNAs 12S y 168, constituyentes tipicos de las dos subunidades
que forman los ribosomas mitocondriales, presentan una estructura
secundaria caracteristica, aparentemente muy conservada en vertebrados
{Dunon-Bluteau y Brun, 1986; Gadaleta y col., 1989) aunque su estructura
primaria presente mayores divergencias. Estos rRNAs son oligoadenilados
post-transcripcionalmente en la mitocondria (Dubin y col., 1982). En el
rRNA 128 se localizan tres secuencias diferentes de 12, 17 y 18 pb
conservadas en casi todos los vertebrados e incluso en el genoma de E. coli,
que se corresponden con bucles del rRNA expuestos v que presentan
secuencias complementarias a varios genes mitocondriales codificantes de
proteinas (cyt b, ATPasa 6 y COIII ) por lo que se ha sugerido para ellos un
papel regulador en la traduccion (Gadaleta y col., 1989). Por otra parte, en
el rRNA 168 se encuentra una regién de unas 60 pb complementaria al
mRNA del gen ND6. Ademas, parte de esta regién es complementaria con
la secuencia del promotor de la transcripcién de la cadena pesada en la
region del D-loop (Chang y Clayton, 1986), por lo que en el caso de que el
mRNA del gen ND6 actie como RNA antisentido se ha sugerido para esta
regién un papel regulador de la trancripcidn, tanto de la cadena pesada a
nivel del promotor como de la ligera a nivel de los transcritos primarios o en
ambas a nivel de la formacién de ribosomas activos (Gadaleta y col., 1989).

2.3.3. RNAs de transferencia (tRNAs).
Los tRNAs mitocondriales son mas pequeifios que los tRNAs

citoplamaticos y procariéticos. Se caracterizan por la posesién del triplete

CCA en su extremo 3'. Este triplete no esta presente originalmente en
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ninguno de los 22 genes de tRNAs por lo que necesariamente debe ser
incorporado durante la maduracién de los tRNAs. Otro tipo de
modificaciones tipicas de tRNAs como son la presencia de residuos
metilados, pseudouridina., etc., también se producen durante su
maduracién. Los tRNAs mitocondriales son ricos en adenina y uracilo,
presentando con gran frecuencia apareamientos de bases y configuraciones
tridimensionales heterodoxas. La regién del anticodén es la vnica que ha
conservado las caracteristicas generales de tRNAs citoplasmaticos y
bacterianos; en el hombre, el primer nucleétido del bucle es siempre una
pirimidina y los nucledtidos que preceden y siguen al anticodén son siempre
U y una purina, respectivamente, excepto en el caso del tRNA Met que
tiene una C precediendo al anticodon.

En contraste con el resto de sistemas, en 10s que siempre existe un
gen para la especie formil- tRNA Met, en la mitocondria no existe mas que
un gen tRNA Met. Sin embargo, la capacidad de los tripletes AUG y AUA
para actuar como codones de iniciacion, hace suponer la existencia de una

familia de tRNAs iniciadores.

2.3.1. El codigo genético mitocondrial.

Las caracteristicas que presenta el codigo genético universal son
consecuencia de las propiedades bioquimicas intrinsecas de los nucleotidos.
Las dos primeras bases del codén se emparejan con las dos dltimas bases
del anticodén de las moéleculas de tRNA, de acuerdo con el modelo de enlace
de Watson-Crick (Watson y Crick, 1953). En cambio, la primera base del
anticodon se empareja con la tercera base del codén de acuerdo con las
reglas del balanceo: el hecho de que G se empareje, no sélo con C sino
también con U, es responsable de la existencia de un cédigo genético
degenerado (Crick, 1966).

La existencia de tan sélo 22 tRNAs en la mitocondria (frente a los
55 utilizados en el citoplasma por el cédigo universal) justifica la existencia
de un modelo de reconocimiento de codones distinto del propuesto por Crick.
En el codigo mitocondrial se pueden distinguir dos grandes grupos de tRNAs
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en relacién con el nimero de codones que reconocen. El primer grupo
incluye ocho tRNAs distintos que identifican cada uno un total de cuatro
codones. En todos los casos estos tRNAs tienen una U en la primera
posicion del anticodén (HsuChen y col., 1983; Montoya y Attardi, 1986).
Esta es una de las mayores diferencias respecto del codigo universal, ya
que no existe en este Gltimo ningin tRNA capaz de reconocer cuatro
codones. Esta situacién se puede explicar en la mitocondria mediante dos
posibles modelos: 1) que el balanceo sea mas flexible de tal manera que la U
de la primera posicién del anticodén sea capaz de reconocer cualquier base
en la tercera posicién del codén (balanceo U:N; Barrell y col., 1980); 2) que
en la interaccién entre codon y anticodén solamente estén implicadas
unicamente las dos bases localizadas en la primera y segunda posicién del
codon (Lagerkvist, 1978). El segundo grupo incluye el resto de tRNAs que
reconocen solamente dos codones cada uno. De ellos, 8 (tRNAs de Asn, Asp,
Cys,His, lle, Phe, Ser, y Tyr) cumplirian ia regla universal del balanceo y 6
(tRNAs de Glu, Gin, Leu, Lys, Trp y Met) que poseen una U modificada en
la primera posicién del anticodén y reconocerian indistintamente codones
con una A o una G en la tercera posicion. Ademas, es de destacar la
ausencia, al menos en vertebrados, de tRNAs que reconozcan los codones
AGA y AGG, que por lo tanto actian en el cédigo mitocondrial como
codones de terminacion.

El DNA mitocondrial (excepto en plantas) se caracteriza por
presentar un cédigo genético peculiar, distinto del universal (Fig. 12). La
principal diferencia entre el codigo genético mitocondrial y el universal es el
uso del triplete UGA, no como codén de terminacion, sino para codificar
triptéfano (Barrell y col., 1979). Otras variaciones encontradas en el cidigo
genético de mitocondria son: uso en vertebrados superiores del codon AUA
no para codificar isoleucina, sino metionina; uso del codén AAA (lisina) para
codificar asparagina en invertebrados; uso del codon AGR (arginina) para
codificar serina en invertebrados y como codén de terminacion en
vertebrados superiores.
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U G A G
UUU Phe UCU Ber VAU Tyr UGU Cys
UUG Phe OAB1UCC fer yo, |UAC Ty GUA | yoc cys GCA u
U |TUA Leu 5, | UGA Ser UAATin — |UGA Trp ..
UUG Leu UCG Ber UAG Fin — | UGG Tp
CUU Leu cCu %m gﬁg gli aua ggg' ﬁg
CUC Leu CCC Pro is B c
€ | ua Lew UAS|Goa Pro U9 IGaAGIn | OGA Arg UCG
- QUG Leu cCa Pro CAG Gln CGG Arg
3|
AUU Ile ACU Thr AAU Asn AGU Ser
A |AUS Le FAY1Ace Thr o | AAC Asn GUU | aad ger U A
AUA Met (;,qy| ACA Thr AAA Lys (yyy | AGA Fin -
AUG Met ACG Thr AAG Lys acG Fin -—
QUU Val GCU Als GAU Asp ... | GGU Gly
G | QUC Val ju0|GCC Als ygo | GAC Asp G QY yeg| G
QUA Val GCA Ala GAA Gt | GGA Gly
QuUe Val GCG Ala GAG Glu GG Gly

Figura 12. El codigo genético de mitocondrias de vertebrados
superiores. Se indican los codones posibles (5'—3'), su traduccién y el anticodén del
tRNA correspondiente. Se sefialan en negrita, los codones con traduccion diferente a la

del codigo genético universal.

Las diferencias del cédigo genético mitocondrial entre especies
pueden resumirse en forma de arbol filogenético (Fig. 13). El primer cambio

fue el que afecté al codén UGA (terminacién — Trp) y ocurrié con

posterioridad a la separacién entre el reino animal y el vegetal. Yaen la
linea animal, el codén AGR (arg) comenzé a codificar para serina en
platelmintos (Garey y Wolstenholme, 1989) y continué en equinodermos
(Himeno y col.,1987; Jacobs y col., 1988; Cantatore y col., 1989), moluscos
(Shimayama y col., 1990) e insectos (HsuChen y col., 1984; Clary y
Wolstenholme, 1985; Crozier y Crozier, 1993) hasta convertirse en codén
de terminacion en vertebrados (Anderson y col., 1981; Bibb y col., 1981,
Anderson y col.,, 1982; Gadaleta y col., 1989; Arnason y col., 1991; Arnason
y Johnsson, 1992; Roe y col., 1985 y Desjardins y Morais, 1990).
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Figura 13. Evolucidn del cédigo genético mitocondrial. (Jukes y Osawa,
1990). Los proteosimbiontes y las plantas verdes mantienen el cédigo universal,

mientras que las mitocondrias del resto de eucariotas sufren progresivamente los
siguientes cambios: (1} UGA, Trp; (2) AGR, ser; (3) AUA, Met; (4) AAA, Asn; (5) UAA,
Tyr; (6) CUN, Thr; (7) AGR, stop; (8} CGN, no codificante; (9) AUA, Met—lle .

El codén AAA cambhié de Lys a Asn en la rama de los platelmintos y
como un acontecimiento aislado en equinodermos. A partir de nematodos
(Wolstenholme y col., 1987) y, de forma independiente, en levaduras
(Hensgens y col., 1979) el codon AUA cambié de Ile a Met, cambio que
posteriormente revirtié en equinodermos. El codén CUN se traduce como
Thr en vez de Leu en levaduras (Li y Tzagoloff, 1979). El codén UAA parece
ser usado para Tyr en vez de codén de terminacion en la mitocondria de
platelmintos (Bessho y col., 1992). En la mitocondria de Torulopsis
glabatra (levadura) no se ha encontrado ningun codén AGR, ni un
tRNAArg capaz de traducirlo (Clark-Walker y col., 1985).

En cualquier caso, parece evidente, que todos los cddigos genéticos
encontrados en mitocondria derivan del cédigo genético universal, que de
hecho se mantiene para el DNA mitocondrial de plantas.

Los mecanismos causantes de la evolucién del cédigo genético
mitocondrial a partir del universal estan relacionados con fenémenos de
economia genomica. La desaparicién de un tRNA conlleva el cambio del

correspondiente codén a otro sinénimo sin traduccién asignada. El nuevo
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codén adquiere sentido, bien por mutacién en el anticodén del tRNA, bien
por cambio en el aminoacido que se une al mismo tRNA, o bien por cambic
en el emparejamiento codén-anticodén. El primer caso es el que ocurre en el
cambio de UGA de coddn de terminacién a coddén para el triptéfano, en el
cambio de CUG de coddn para leucina a codén para serina y en el cambio de
AAA de cod6n de lisina a coddn de asparagina. El segundo caso ocurre en el
cambio del codén CUN de leucina a treonina en el mtDNA de levadura. El
tercero se da en el cambio del codén AGR de arginina a serina y
posteriormente a codén de terminacién y en el anticodon CAU del tRNAMet
que pasa, de reconocer sélo el codén AUG, a reconocer también el codén
AUA (Osawa y col., 1992).

3. FILOGENIA MOLECULAR.
3.1. Clasificacion, evolucién y biologia molecular.

Tradicionalmente se considera la obra Systema Naturae de Linneo
(1707-1778) como el comienzo de la taxonomia moderna. En funcién de sus
caracteristicas morfolégicas y funcionales, a cada organismo se le asigna
una especie, y ésta se clasifica dentro de un género, familia, orden y clase.
Con esta metodologia, Cuvier (1769-1832), De Candolle (1778-1841) y
otros naturalistas fueron extendiendo la clasificacién de Linneo a nuevas
especies de plantas y animales hasta que la teoria evolutiva de Darwin
(1809-1882), juntamente con las posteriores leyes sobre la herencia
genética de Mendel (1822-1884), cambiaron por completo la forma de
concebir los sistemas de clasificacién de los seres vivos.

De acuerdo con el pensamiento neodarwinista, la biodiversidad
existente, es consecuencia del proceso evolutivo resultante de la actuacién
de la seleccién natural sobre la variacion generada por la mutacién genética
en una poblacion. Por lo tanto, una sistematica rigurosa debe reflejar,
primordialmente, la historia evolutiva de los organismos estudiados,
integrando para ello, los conocimientos adquiridos sobre su morfologia,
fisiologia, genética, interacciones ecolégicas y registro fésil. Basandose en
esta premisa, los sistemas de clasificacién basicamente morfolégicos, han
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ido renovandose mediante la incorporacion sucesiva de los descubrimientos
realizados en los campos de la paleontologia, la sistematica y la biologia
molecular hasta llegar a la, actualmente aceptada, clasificacién en cinco
reinos: monera, protista, plantae, fungi y animalia (Whittaker, 1969;
Whittaker y Margulis, 1978) (Fig. 14).
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Figura 14. Clasificacién en cinco reinos de Whittaker. Se representan todos los
phyla incluidos en cada reino: monera (16), protista (27), fungi (5), plantae (9) y animalia (32).

El esquema estaria de acuerdo con la teoria endosimbionte para el origen de los eucariotas.
Modificado de Margulis (1981).
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Esta clasificacién es un reflejo de las filogenias entre organismos y
por lo tanto representa un razonable acercamiento a los principales
aspectos de la historia evolutiva de los seres vivos desde el origen de los
procariotas mas sencillos hasta el desarrollo de la diversidad actual.
Aunque valido, este acercamiento no es definitivo ya que esta lleno de
conjeturas y muchos detalles son todavia controvertidos.

En este sentido, el gran desarrollo de la biologia molecular y su
creciente aplicacion en los estudios de caracter evolutivo, esta
contribuyendo, no sélo a resolver los numerosos puntos oscuros existentes
aun en las filogenias ya establecidas, sino ademas a poder comprender los
mecanismos evolutivos.

Tan pronto como fueron determinadas las secuencias de proteinas
como el citocromo ¢ (Margoliash, 1963) o la hemoglobina (Zuckerkandl y
Pauling, 1962) en diversos organismos, se pudo establecer que, entre dos
especies, el ntimero de sustituciones aminoacidicas para una proteina dada,
aumentaba de forma aproximadamente lineal con respecto al tiempo
pasado desde su divergencia. La existencia de un reloj molecular tuvo una
consecuencia directa en el estudio de la evolucién: se podian construir
arboles filogenéticos sobre la base de un patrén de cambio evolutivo mucho
mas regular que el proporcionado por caracteres morfolégicos o fisiolagicos
y, por lo tanto, permitia escalar en ¢l tiempo la historia evolutiva de los
organismos (Fitch y Margoliash, 1967).

Puesto que toda la informacién de un ser vivo estd almacenada en su
genoma, se pueden establecer filogenias entre diferentes organismos por
comparacion de sus secuencias de DNA. El clonaje de genes es una labor
cara, consume mucho tiempo, no todos los genes son facilmente clonables y
no siempre tienen el mismo interés desde el punto de vista evolutivo. En
general, cuanto mas imprescindible es un gen, menor es la aparicién de
variaciones en su secuencia y por lo tanto mejor describe filogenias entre
taxones alejados. Por eso, durante muchos afios, la mayoria de los estudios
sobre filogenia molecular se han centrado, sélo, en unos pocos genes (genes
mitocondriales, genes nucleares codificantes de rRNA) de inicamente unas
pocas especies.

Pese a ello, el desarrolio de las técnicas de DNA recombinante y la
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posibilidad, relativamente reciente, de secuenciar el DNA de forma sencilla
y rapida (Sanger, 1981) han permitido obtener, en pocos afos, gran
cantidad de informaciéon sobre muchos genes en una gran variedad de
organismos. Asi, las bases de datos GenBank y EMBL contaban, el 30 de
Febrero de 1992, cada una con 63378 entradas (83.6 millones de
nucledtidos) correspondientes a 3000 organismos, v se esperaba duplicar la
cifra de secuencias en, tan sélo, 18 meses (Burks y col., 1992; Higgins y col.,
1992). La informacion acumulada es tal, que el manejo y analisis de las
secuencias de DNA sélo se puede realizar con potentes computadores a
través de programas especialmente desarrollados para este fin (Devereux y
col., 1984). Se ha de senalar que, aunque la mayoria de las secuencias de
DNA introducidas en los bancos de datos, no provienen de trabajos de
investigacién relacionados con temas evolutivos, la informacién que
contienen es, casi siempre, aprovechable para confirmar o aclarar
cuestiones de esta indole.

En definitiva, el avance conseguido hasta mediados de los afios 80,
fue espectacular pero, obviamente, limitado por una caracteristica
inherente a las técnicas de DNA recombinante, la necesidad de obtener
grandes cantidades de DNA de buena calidad de cada organismo objeto de
estudio como paso previo para su clonacién, asi como por la necesidad de
construir genotecas y disponer de un método adecuado de seleccién. La
situacion cambio de forma sorprendente tras la aparicion de una nueva
técnica, la reaccién de la polimerasa en cadena o PCR (Saiki vy col., 1988).
Esta técnica permite amplificar cualquier fragmento de DNA, mediante la
unién de oligonucleétidos especificos a las secuencias que lo flanquean. Es
evidente que la especificidad de la amplificacién viene determinada por el
diseno de oligonucleétidos adecuados y que éste no hubiera sido posible, de
no ser peor la informacion sobre secuencias de DNA acumulada en los afios
previos a la aparicion de la técnica de PCR.

Aunque los productos de PCR normalmente no se corresponden con
la secuencia completa de un gen, v por lo tanto no ofrecen tanta
informacién como la derivada del clonaje de uno o varios genes, la técnica
ofrece numerosas ventajas para el abordaje de cuestiones evolutivas: es
muy rapida y sencilla; requiere cantidades minimas de DNA (nanogramos)
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y en algunos casos basta la rotura celular como vnico paso previo de
purificacion del DNA; permite amplificar DNA a partir de tejidos
procedentes de, practicamente, cualquier organismo incluso fosilizados
(Paabo y col., 1989; Cano y col., 1993; Poinar y col., 1993) o guardados en
colecciones de museos (Kocher y col., 1989); por otra parte, no requiere la
muerte del organismo objeto del analisis y, finalmente, permite analizar

simultaneamente un gran numero de individuos al mismo tiempo.

3.2. Arboles filogenéticos.

A medida que las técnicas de biologia molecular se han ido
introduciendo en el campo de la evolucién, la cantidad de informacién
disponible se ha ido incrementando considerablemente. Los datos empiricos
acumulados y correctamente interpretados permiten, por un lado avanzar
en la comprension del mecanismo evolutivo, y por otro, construir arboles
filogenéticos que reflejen la historia evolutiva de los organismos cada vez
mas precisos. Para lograr ambos objetivos, se ha hecho necesario
desarrollar métodos matematicos y estadisticos capaces de cuantificar los
cambios evolutivos (sustituciones de nucledtidos, deleciones e inserciones)
observados a nivel del DNA (Jukes y Cantor, 1969).

Para tratar de elucidar el mecanismo molecular de la evolucién, en
los anos 60 se desarroliaron métodos basados en la teoria matematica de la
genética de poblaciones (Figsher, 1930; Wright, 1931; Haldane, 1932).
Dichos métodos estadisticos se aplicaron a los datos moleculares
disponibles en aquelia época con el fin de poder determinar la distancia
genética entre poblaciones, mediante la estimacion del numero de
sustituciones producidas en una determinada secuencia para diversos
organismos (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967; Kimura, 1968; Nei, 1969).

Para construir arboles filogenéticos moleculares, se desarrollaron
métodos estadisticos a partir de los ya empleados por la taxonomia
numérica en la construccién de drboles evolutivos basados en caracteres
morfolégicos (Sneath y Sckal, 1973} y, aunque éstos podian ser
directamente aplicados a datos moleculares, se desarrollaron nuevos

métodos que tuvieran en cuenta las particularidades de la evolucién a nivel
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molecular (por ejemplo la importancia de los factores estocasticos).

En la taxonomia numeérica existen dos tipos de acercamiento tedrico
a la construccién de un drbol filogenético. Uno es el fenético, en el que el
arbol se construye considerando unicamente las similitudes fenotipicas
enfre las especies, sin tratar de entender su historia evolutiva. Este
acercamiento se utiliza cuando no se conocen bien las reglas que rigen el
cambio evolutivo de los caracteres usados, o cuando el analisis taxonémico
se basa unicamente en la semejanza fenotipica. Dado que estos arboles no
tienen por qué representar relaciones evolutivas, se les suele denominar
fenogramas y son considerados simples agrupamientos de organismos. En
el segundo acercamiento, el cladistico, el arbol filogenético se construye
considerando posibles formas de evolucién siguiendo determinadas reglas y
escogiendo el arbol que mejor refleje los datos experimentales. Estos arboles
se conocen con el nombre de cladogramas. En la practica, este
acercamiento estd limitado por la necesidad, en un momento dado, de
realizar supuestos no soportados por los datos, al escoger un arbol entre los
varios posibles.

Los métodos estadisticos mas utilizados par construir arboles
filogenéticos a partir de datos moleculares, son los de matrices de distancia
(fenéticos), el de maxima parsimonia (cladista) y el de maxima
verosimilitud.

3.2.1. Métodos de matrices de distancia.

- Distancia media o UPGMA (Sneath y Sokal, 1973). Se basa en el
calculo de la distancia genética entre pares de unidades taxonémicas
operacionales (OTUs). Las OTUs pueden ser especies o poblaciones, y se
representan en una matriz. El algoritmo del método consiste en agrupar las
OTUs empezando por las dos con menor distancia entre si. Estas dos OTUs
se agrupan con un punto intermedio de ramificaciéon y forman una nueva
OTU. Se calculan nuevas distancias entre la OTU combinada y el resto de
OTUs y de nuevo se busca el valor de distancia menor, afiadiendo asi
gradualmente, las OTUs mas distantemente relacionadas. El método

UPGMA asume un ritmo constante en el proceso evolutivo, por ello, sélo en
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el caso de que la medida de distancias no esté sujeta a errores estocasticos,
da arboles con topologia y longitud de ramas correctas. La fidelidad de la
topologia de un drbol filogenético realizado por este método a unos datos
experimentales determinados, viene dada por comparacién de los errores
estandar de cada uno de los puntos de ramificacién.

Farris (1977) se dié cuenta de que la topologia obtenida por el método
UPGMA en el caso de ritmos diferentes de sustitucién génica en cada linaje
evolutivo, podia ser mejorada si las distancias se calculaban en funcién de
una de las OTUs analizadas. Esta OTU de referencia debia ser claramente
distinguible del resto. Este método no permite obtener estimaciones sobre
la longitud de las ramas para una topologia dada, por lo que tiene que ser
usado en combinacion con el método de la distancia media o bien con el
desarrollado por Fitch y Margoliash.

- Método de Fitch y Margoliash (1967). Cuando el ritmo esperado de
sustituciones génicas varia sustancialmente segun los linajes evolutivos, el
método UPGMA da lugar a topologias incorrectas y errores en el calculo de
la longitud de las ramas. El método desarrollado por Fitch y Margoliash
permite estimar el nimero de sustituciones en cada rama y obtener
topologias mas fiables cuando los ritmos de sustitucion para cada rama son
diferentes. En este caso, se eligen primero las dos OTUs (A y B) que
muestran menor distancia entre si y el resto se agrupa en una OTU
compuesta (C). Se calculan, por separado, las distancias entre las OTUs A
y B yla OTU C (media de las distancias entre las OTUs A 0 B y todas las
OTUs de C). Posteriormente, se calcula el nimero de sustituciones génicas
para cada rama. A continuacion se unen A y B en una OTU combinada
(AB). Se recalculan las distancias entre la OTU AB y todas las demas
OTUs que comprendian la OTU C original, y se eligen las dos OTUs que
muestran menor distancia entre si, aunque sean dos en las que no participa
la OTU AB. Estas dos OTUs se designan de nuevo Ay B y el resto C. El
procedimiento se repite hasta que todas las OTUs quedan agrupadas en
una unica familia. A diferencia del método UPGMA, este algoritmo no
permite determinar la raiz del arbol. Para conocerla, se busca una OTU
claramente diferente como referencia, o bien se asume un ritmo constante
de cambio evolutivo vy la raiz se establece al calcular las distancias del
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ultimo triplete ABC.

El procedimiento no termina con la construccién del primer arbol;

Fitch y Margoliash sugieren comprobar que otras topologias posibles y
similares a la obtenida no son mejores. Para ello, se comparan los arboles
en funcién de la desviacién estandar (SFM). Sin embargo, se ha demostrado
mediante simulaciones por computador, que SFM no es muy eficaz a la
hora de identificar la topologia correcta entre los diferentes drboles posibles
probablemente debido a una baja correlacién entre este parametro y los
errores topolégicos o de longitud de las ramas acumulados en los diferentes
arboles generados (Tateno y col., 1982). A pesar de ello este parametro se
utiliza con frecuencia debido a que no existe ninguna otra manera de poder
cuantificar la cercania de un arbol estimado al real.
- Distancia Wagner (Farris, 1972). Como en el método de Fitch y
Margoliash, se examinan los posibles arboles que se pueden obtener a partir
de los datos empiricos. Sin embargo, en este caso como el proceso de
discriminacién ya esta incluido en el propio método, sélo se obtiene un arbol
final.

El algoritmo consiste en producir una matriz de distancias genéticas
de las OTUs a estudio. Las dos OTUs mads cercanas se combinan. La
distancia entre esta OTU combinada y cada una de las restantes se calcula
tomando la media de las distancias entre cada una de las OTUs dela OTU
combinada y cada una de las OTUs restantes. De nuevo, aquella OTU que
permite obtener la distancia menor pasa a formar parte de la OTU
combinada. Se calculan la longitud de cada rama. El siguiente paso consiste
en afadir una nueva OTU. Para ello, cada una de la OTUs que quedan por
agrupar se une al arbol, existiendo tres posibilidades de unién para cada una
de ellas (Fig. 15). Se calculan las longitudes de todas las ramas posibles y
aquélla que posea la menor se elige como rama del arbol.

La siguiente OTU puede ser afiadida y en este caso, las posibilidades
de unién son cinco. El proceso contintda hasta gue todas las OTUs estan
agrupadas. Para establecer la raiz del arbol, bien se usa una OTU
claramente diferente como referencia, o bien se asume un ritmo constante
de cambio evolutivo y la raiz se pone en el punto medio entre las dos OTUs

conectadas por la rama mayor.
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Figura 15. Procedimiento para construir un drbol filogenético por el

método de la distancia Wagner.

- Método de union por vecindad. (Saitou y Nei, 1987). Este método
estd basado en el originalmente descrito por Cavalli-Sforza y Edwards
(1967) pero el algoritmo desarrollado simplifica enormemente la
computacion . Para una topologia dada se calcula la suma de la longitud de
cada una de sus ramas (L). El procedimiento se repite con todas las
topologias posibles y aquella que dé el valor minimo de L se elige como arbol
definitivo. La longitud de cada una de las ramas se calcula segin el método
de Fitch y Margoliash. L.a comparacién entre las diferentes topologias esta
incorporada en el algoritmo desarrollado por Saitou y Nei por lo que se
obtiene como resultado final un dnico arbol con topologia y longitud de las

ramas.
3.2.2. Método de Maxima Parsimonia. (Fitch, 1977).

El algoritmo de este método consiste en considerar una topologia
particular para un grupo de OTUs e inferir cuales son las secuencias mas
antiguas para esta topologia. A continuacion se calcula el nimero minimo
de sustituciones que son necesarias para explicar los cambios existentes
entre las secuencias mds antiguas y las mas modernas. Una vez obtenido
este numero, se repite el proceso con una nueva topologia. Cuando todas las

topologias razonables han sido ensayadas, se elige como arbol final aquella
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que requiere el minimo nimero de sustituciones. Este método, no permite
estimar la longitud de las ramas.

En principio lo mas conveniente es obtener la primera topologia por
el método de la distancia Wagner o mediante la modificacién de Farris del
método de la distancia media, y producir las topologias alternativas por el
método de Fitch y Margoliash (Nei, 1987).

En la construccién de arboles de maxima parsimonia, no todos los
sitios de una secuencia son ttiles para la determinacién de una topologia.
Sélo son informativos aquellos sitios en los que, a lo largo de su evolucidn,
existen al menos dos clases diferentes de nucledtidos, cada una
representada, al menos, dos veces. Esto supone que cuando el numero de
sustituciones por sitio es pequeno, y el numero de OTUs usado también,
gran parte de las mutaciones contempladas son unicas, y por lo tanto no
informativas para construir un drbol de madxima parsimonia. Esta es su
principal desventaja con respecto a los métodos de matrices de distancia,
que aprovechan todos los sitios existentes para determinar las distancias

genéticas.
3.2.3. Método de maxima verosimilitud.

Este método fue desarrollado originalmente usando como modelo la
teoria del movimiento Browniano, asumiendo una distribucion de Gauss
para la variacién evolutiva de los genes (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967).
Sin embargo, posteriormente se demostré que este tipo de variacién es
tipicamente no-gaussiana y que podia ser descrita con relativa facilidad
mediante una distribucion de Poisson. Asi, se desarrollaron algoritmos de
maxima verosimilitud para estimar tinicamente la longitud de las ramas
(Langley y Fitch, 1974} o para construir arboles filogenéticos completos
{Felsenstein, 1981).

En el método de Langley y Fitch, se estima la longitud de las ramas
para una topologia dada a partir del nimero conocido de sustituciones de
cada rama. Se asume una velocidad de sustituciéon constante y que el
namero de sustituciones sigue una distribucién de Poisson para cualquier

intervalo de tiempo. El método puede ser facilmente extendido para el caso
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de contar con datos sobre varios genes. La velocidad de sustitucion puede
ser diferente de un gen a otro, pero la distancia evolutiva entre dos OTUs es
siempre la misma para todos los genes. La longitud de las ramas asi
obtenida, es mas fiable que la presentada en arboles basados en un anico
gen.

En el método de Felsenstein, se calcula para diferentes topologias la
probabilidad de obtener las secuencias observadas para un grupo de OTUs.
La topologia que presenta la maxima probabilidad se elige como drbol final.
Al calcular la probabilidad de que en un sitio, un nucleétido sea sustituido
por otro, surge el principal problema de este método, y es que esta
probabilidad no es uniforme, sino que depende de su posicién en una zona
conservada o no conservada de la secuencia de DNA.

3.2.4. Eficiencia relativa de los diferentes métodos de construccién

de arboles filogenéticos.

La eficiencia de los diferentes métodos puede ser comparada
determinando su fiabilidad a la hora de recuperar la topologia correcta y
estimar las Iongitudes de las ramas de un drbol modelo simulado al
ordenador {Tateno y col., 1982; Nei y col., 1983; Sourdis y Krimbas; 1987).

En el caso de los métodos de matrices de distancia, ¢l de unién por
vecindad es el mas versatil y eficiente con independencia del numero de
sustituciones de nucleodtidos por sitio de la secuencia. Cuando el ritmo de
sustitucion génica es constante, y el namero de sustituciones por sitio es
bajo, la distancia Wagner de Farris es el mejor método para recuperar la
topologia correcta. Sin embargo, cuando el ndimero de sustituciones es
relativamente grande, el método a escoger es el UPGMA. Cuando la
velocidad de sustitucion varia entre los linajes evolutivos, el método de la
distancia Wagner es ligeramente mejor que el de Fitch y Margoliash y el
UPGMA en la recuperacion del arbol correcto, incluso cuando el nimero de
sustituciones es grande. El mejor método para estimar las longitudes de las
ramas es el UPGMA. Ello es debido a que la estimacion de las distancias
genéticas estd sujeta a grandes errores estocasticos, y el procedimiento de

hallar distancias medias del UPGMA reduce el efecto de este error en la
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estimacién de las longitudes de las ramas. En general, el método de Farris
tiende a sobreestimar la longitud de las ramas (Tateno y col., 1982).

Al comparar el método de maxima parsimonia con los de matrices
de distancia, asumiendo un ritmo evolutivo constante y un niimero pequefio
de sustituciones por sitio, se observé que el método que con mayor
probabilidad recuperaba la topologia correcta, era el de maxima
parsimonia. Sin embargo es de destacar, que el método de parsimonia sélo
es fiable si se examina un numero grande de nucledtidos. Asi, cuando se usa
DNA mitocondrial como fuente de secuencias y se conoce un organismo
claramente distinguible del resto, se necesitan al menos 2600 nucledtidos
para determinar el arbol correcto. Cuando se usan genes nucleares, esta
cifra es mucho mayor dado que la velocidad de sustitucion de nucleétidos es
menor. Este método deja de ser fiable cuando las secuencias analizadas son
lo suficientemente lejanas como para acumular fenémenos de paralelismo y
reversion, siendo entonces mas fiables, la distancia Wagner, la modificacién
de Farris del UPGMA (Saitou y Nei, 1986) o el método de unién por
vecindad.

El método de maxima verosimilitud es en general mas eficiente
que el método de maxima parsimonia y, en particular, cuando el ritmo de
sustitucidon es variable. Sin embargo es ligeramente menos eficiente al
método de union por vecindad. La eficiencia de este método depende
directamente del modelo de probabilidad escogido (Saitou e Imanishi, 1989).

3.2.5. Margen de confianza estadistica de un arbol filogenético.

Los diversos métodos desarrollados para reconstruir filogenias a
partir de datos moleculares, rinden como resultado final la topologia y la
longitud de las ramas de uno o unos pocos arboles, pero no proporcionan
informacién acerca del nivel de confianza estadistica de la estimacién. Por
ello, se han disefiado métodos para evaluar la precisién con la que el arbol
obtenido refleja la filogenia verdadera en comparacion con otros arboles
alternativos (Templeton, 1983; Felsenstein, 1985; Steel y col, 1993). Se
trata de un problema complejo ya que, por un lado, el mimero de arboles

alternativos posibles es muy grande incluso cuando se comparan un
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numero moderado de especies y por otro, el tratamiento estadistico de los
datos no suele satisfacer los supuestos utilizados por el método de
construccion.

Los métodos estadisticos mas utilizados actualmente para
establecer el margen de confianza de wun arbol filogenético,
independientemente del método utilizado para su estimacién, son los
denominados "Jacknife" (Mueller y Ayala, 1982) y "bootstrap"
(Felsenstein, 1985). Ambos, se basan en la generacién al azar, de forma
iterativa de sustituciones en el grupo de datos a analizar, la obtencién de
arboles a partir de estos estimados y en la construccién de un arbol
consenso. La idea esencial de estos métodos es que el grupo de estimados
generados al azar presenta una distribucién estadistica que se aproxima a
la distribucién real. La estimacién del namero de veces que una rama
aparece en el total de arboles generados nos indica el limite de confianza
para esta rama. Si un 95% o mas de los arboles, muestran la formacién de
un grupo en ese punto, se puede asumir que el resultado es altamente
significativo. Como en todo método estadistico, cuanto mayor sea el namero
de datos generados, la consistencia de la estimacién estadistica y, por lo

tanto, el grado de significacién del arbol obtenido, aumenta.

3.3. Estudios evolutivos con DNA mitocondrial. Situaciéon actual.

El DNA mitocondrial se ha convertido en una herramienta muy util
en los estudios de genética molecular evolutiva debido a su reducido
tamano, alto numero de copias por célula, herencia materna y
comportamiento evolutivo (en vertebrados, la tasa de sustitucion génica es
5-10 veces mayor en los genes mitocondriales que en los genes nucleares)
(Brown y col., 1979; Vawter y Brown, 1986). La existencia de genes
conservados (12S rRNA, 16S rRNA, Cyt b) en los que las sustituciones se
acumulan de forma aproximadamente constante, asi como de regiones de
evolucion rapida (D-loop) permite abordar estudios de tipe comparativo
tanto entre grupos distantes como dentro de taxones concretos.

Asi, la progresiva acumulacion de secuencias completas de mtDNA
estd permitiendo corroborar las relaciones filogenéticas ya establecidas
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entre muchas especies. Ademas, cualquier gen mitocondrial puede ser
amplificado a partir de casi cualquier especie, gracias a la técnica de PCR,
lo que permite abordar directamente las cuestiones evolutivas mas
candentes y aclarar, en parte, las numerosas incégnitas aun existentes en
algunos grupos de dificil clasificacién.

El DNA mitocondrial ha sido particularmente atil a la hora de
estudiar en detalle las relaciones filogenéticas dentro del grupo de los
primates (Hixson y Brown, 1986; Hayasaka y col., 1988; Hasegawa y col,,
1990). Las secuencias de mtDNA permifieron establecer que la rama de
los primates, conducente al hombre, se separé de los prosimios (Lemures,
tarsidos) hace 66 millones de anos (Myr). Hace 42 Myr los platirrinos
{monos ardilla) se separaron de los catarrinos; por otra parte, los
cercopitecos (macacos), el gibén, el oragutan, el gorila y el chimpancé se
fueron separando sucesivamente hace 30, 17, 13, 5 y 4 Myr (Fig 16).

Hombre
{L Chimpancé
Gorila
Orangutin
Gibén

Macaco barbaro

Macaco comedor
de cangrejos
Macaco Rhesus
Macaco japonés
Mono ardilla

L—l Tarsido

Lemur

Vaca

Raton

1

Figura 16. Relaciones filogenéticas de los primates. (Hasegawa y col,,
1990). Arbol filogenético ocbtenido por el método de maxima verosimilitud a partir de los

genes ND4, tRNA-His, tRNA-Ser (AGY) y tRNA-Leu {CUN). La longitud de las ramas es
proporcional al nimero estimado de sustituciones por nucleétido.
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Dentro de los ungulados, la secuenciacion y comparacién de los genes
mitocondriales que codifican para los RNAs ribosomales en varias especies,
ha permitido profundizar en la filogenia del suborden Pecora (Kraus y
Miyamoto, 1991) v en especial construir arboles evolutivos de las familias
Cervidae (Miyamoto y col., 19980) v Bovidae (Allard y col., 1992). De acuerdo
con los estudios realizados, el suborden Pecora (orden Artiodactyla) aparece
hace 23-28 Myr, a finales del oligoceno, y es a principios del mioceno (hace
16 Myr) cuando, coincidiendo con la aparicién de la sabana como nuevo
biotopo en Africa, se produce la rapida diversificacion de la familia bovidae.

Por otro lado, la obtencion de la secuencia completa del mtDNA dela
ballena (Arnason y col., 1991) y su comparacién con la secuencia completa
de la vaca (Anderson y col., 1982) y las secuencias parciales (citocromo b)
de diversos ungulades (Irwin y col., 1991), ha permitido clasificar a los
cetdceos como un grupo monofilético, estrechamente relacionado con el
orden Artiodactyla, del que se separé hace 10 Myr (Fig 17 a). Ademas,
mediante PCR se han obtenido secuencias parciales de los genes 12S rRNA
y 16 S rRNA de 16 especies de cetdceos. La comparacién de estas
secuencias por los métodos de maxima parsimonia, maxima verosimilitud y
unién por vecindad ha permitido realizar un arbol filogenético del taxdn (Fig.
17 b). Sorprendentemente, la tradicional division de los cetdceos en los
subordenes Odontoceti y Mysticeti, no es corrocborada por los datos
moleculares obtenidos (Milinkovitch y col., 1993).

Una cuestién evolutiva enormemente discutida, ha sido el origen de
los tetrapodos (vertebrados terrestres) a partir de los peces. Los estudios de
morfologia comparada relacionan a los tetrapodos con los peces del
superorden Sarcopterigii. Sin embargo, no permiten aclarar cudl de los dos
ordenes incluidos en este superorden, Crosopterigii (celacanto) o Dipnoi
{peces pulmonados) estd mas relacionado con el origen de los tetrapodos. Se
ha podido amplificar y secuenciar por PCR parte de los genes 128 rRNA y
Cyt b del DNA mitocondrial de un teledsteo (superorden Actinopterigii), un
pez pulmonado sudamericano y el celacanto. El alineamiento de las
secuencias obtemidas con la secuencia completa del DNA mitocondral de
Xenopus laevis, y su posterior comparacién mediante los métodos de

maxima parsimonia, unién por vecindad y distancia Wagner, ha permitido
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Figura 17. Relaciones filogenéticas de los cetdceos. a) Arbol obtenido por el método de maxima parsimonia, en el que se representan
las relaciones de las ballenas y los delfines (cetaceos) con los artiodactilos (vaca, camello y cerdo) y los perisodactilos (rinocerontel). Se utiliza como
grupo externo al hombre. Modificado de Arnason y col. (1991). b) Arbol consenso obtenido por los métodos de madxima parsimonia, maxima
probabilidad y unién por vecindad en el que se representan las relaciones existentes entre 16 especies de cetdceos (delfines, cachalotes y ballenas).
Balaenoptera physalus y Megaptera novaeangliae pertenecen al suborden Mysticeti, el resto al suborden odontoceti. Ademas, como grupos

externos, se representan un artioddctilo (Bos taurus), un perisoddctilo (Equus hemionus), un primate (Homo sapiens)y un desdentado
{Choloepus didaetylus). Modificado de Milinkovitch y col. (1993).
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establecer un arbol filogenético (Fig. 18 a) en el que el origen de los
tetrapodos se sitiia mas cerca de los peces pulmonados que del celacanto
(Meyer y Wilson, 1990). Estudios mas recientes (Hedges y col., 1993)
establecen con mayor precision el origen de los tetrapodos, al haber clonado
el gen para el 16S rRNA en las especies anteriormente citadas, y ampliar el
andlisis a especies australianas y africanas de peces pulmonados (Fig. 18
b).

Ratén
Rata
Ballena
Foca
Vaca

Tetrapodos ] Hombre
(Xenopus laevis ) r——————  Pollo

Peces pulmonados

Xenopus laevis

(elacanto Pez pulmonado (Australia)
——  Pez pulmonado (Sudamérica

Pez pulmonado { Africa)
Actinopterygii

Celacanto
Actinopterygii

a b

Figura 18. Relaciones filogenéticas entre los peces vivos y los
tetrapodos. a) Se representa el arbol filogenético obtenido por el método de maxima
parsimonia, resultante de comparar las secuencias de parte de los genes mitocondriales
del Citocromo b y 125 rRNA de un pez pulmonado (Lepidosiren paradoxa), el
celacanto (Latimeria chalumnae), un tetrapodo (Xenopus laevis) y un teleésteo
{Cichlasoma citrinellum). Modificado de Meyer v Wilson (1990). b) Arbol obtenido por
el método de unién por vecindad a partir de la comparacién de las secuencias de los
genes 128, 16S y parte del ¢yt b de diverses tetrapodos y peces sarcopterigios. Se
analizan especialmente las especies de peces pulmonados africana (Protopterus sp.),

sudamericana (Lepidosiren paradoxa) y australiana (Neoceratodus forsteri).
(Hedges y col., 1993).

EL mtDNA también se ha utilizado en estudios de divergencia

genética y especiacion de poblaciones. En estos casos se comparan zonas
del DNA mitocondrial de evolucion rdpida como es el caso de la regién del
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D-loop. Este tipo de analisis, primeramente, se aplicé en estudios sobre las
diferentes razas y poblaciones humanas (DiRienzo y Wilson, 1991) y sélo
recientemente en el estudio de peces. Es de destacar el estudio, aplicando el
método UPGMA, de las relaciones filogenéticas entre las especies de los
géneros Oncorhynchus y Salmo (Thomas y Beckenbach, 1989). Asi
mismo, se ha estudiado la distribucién del celacanto en el mar Indico
comprobdandose que todos los individuos pertenecen a una misma poblacién
{Schllewen y col., 1993). El caso contrario se ha descrito para los peces del
género Tropheus (Cichlidae) que viven en el L.ago Tanganica. Aunque todos
los individuos estudiados presentan la misma morfologia, el andlisis por
PCR de parte de la region de control del DNA mitocondrial y del gen del
citocromo b revela una sorprendente divergencia genética entre las
poblaciones del lage y un fuerte proceso de especiacién (Sturmbauer y
Meyer, 1992).

Finalmente, merece ser mencionado que, aunque la mayoria de los
estudios sobre filogenia molecular basados en el DNA mitocondrial se han
centrado en los vertebrados superiores, la tendencia existente es retroceder
paulatinamente en la evolucién e ir aclarando, progresivamente, la filogenia
de los peces (Digby y col., 1992), los vertebrados inferiores (Martin y col.,
1992; Martin, 1993) y los invertebrados (Cunningham v col., 1992; Crozier
y Crozier, 1993; Valverde, 1993), quedando como reto para el futuro, el

abordaje de las relaciones evolutivas en el, ain poco conocido, reino protista.
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1. MATERIAL.

1.1. Material biolégico.

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado truchas arco
iris (Oncorhynchus mykiss) procedentes de las piscifactorias que Piszolla
S.L tiene en Zorita de los Canes (Guadalajara) y Cimballa (Zaragoza). Los
ejemplares empleados eran adultos y su peso oscilaba entre 200 y 400 gr.
La extraccién de los higados se realizé6 mediante incisién en la linea
medioventral.

1.2. Productos quimicos y biogquimicos.

Los productos utilizados en la elaboraciéon de medios de cultivo:
bactotriptona, extracto de levadura y agar fueron suministradoes por la casa
comercial Difco. La ampicilina se obtuvo de Sigma mientras que el X-Gal y
el IPTG de Promega.

Las endonucleasas de restriccion, principalmente EcoRI, HindIII,
BamHI, Pstl y Pvull, asi como la T4 DNA ligasa, el fragmento Klenow y la
polinucledtido quinasa fueron suministradas por Promega, la matriz
Sephadex G-50 por Sigma. Los reactivos para electroforesis de DNA:
agarosa y bromuro de etidio se obtuvieron de Sigma. Los reactivos
utilizados en la reaccion de PCR fueron suministrados por Boehringer
Mannheim (dNTPs), Sigma (aceite mineral) y Fynnenzyme (DNA
polimerasa termoestable). La extracciéon a gran escala de DNA plasmidico
se realizé con las columnas QIAGEN-tip100 suministradas por la casa
comercial IZASA. El kit con la T7 DNA polimerasa para la secuenciacién es
de Pharmacia-Biotech. Los geles de secuenciacién se realizaron con
acrilamida, N,N-metilenbisacrilamida, TEMED y persulfato aménico de la
compania Bio-Rad. El [a-358] dCTP necesario para la secuenciacion, se
consiguio a través de Nen Research.

Los reactivos utilizados en la extraccién y caracterizacion del

mtRNA estaban libres de RNasa. El hidroxido de metilmercurio es de
productos Alfa, Johnson Matthey GmBH (Karlsruhe, Alemania). Las
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membranas de nitrocelulosa utilizadas en la transferencia del RNA
(Hybond) v el [a-32P] dCTP empleado en las hibridaciones proceden de

Amersham, asi como la pelicula Hyperfilm.

Los disolventes érganicos, sales y demas reactivos utilizados para
este trabajo proceden de las casas Merck, Panreac y Sigma. Las distintas
disoluciones y tampones se prepararon con agua destilada o Milli Q
(Millipore). Todos los compuestos y sustancias utilizadas presentaban el

mayor grado de pureza disponible comercialmente.

1.3. Vectores y estirpes bacterianas.

En el clonaje del mtDNA, se utilizé como vector el plasmide pUC18
suministrado por Boehringer-Mannheim. Se trata de un plasmido
multicopia (carece del gen rop implicado en el control de la replicacién) que
confiere resistencia a ampicilina. Se caracteriza por poseer un fragmento
del gen lacZ de E. coli, denominado lacZ', que contiene la regién del
promotor-operador del gen, un polilinker con multiples sitios de clonaje (Fig.
19 a) y la secuencia codificante del extremo amino-terminal de la
B-galactosidasa. La insercién de fragmentos de DNA en cualquiera de los
sitios unicos de restriccién del polilinker conlleva la pérdida de funcionalidad
de lacZ' y los clones recombinantes pierden la capacidad de formar colonias
de color azul en medios de cultivo sélidos con X-Gal e IPTG (Yanisch-Perron
y col., 1985).

El clonaje de los productos de PCR se realizé con el plasmido
pGEM-T. Se trata de un vector de caracteristicas similares al pUC18, pero
con diferentes sitios unicos de restriccién en el polilinker (Fig. 18 b). El
plasmido es suministrado por Promega cortado y con desoxitimidinas en los
dos extremos 3' del corte, que son las que se unen a las desoxiadenosinas
anadidas inespecificamente en los extremos 3' de los productos de PCR por
algunas DNA polimerasas termoestables, permitiendo el clonaje.

La estirpe bacteriana utilizada como hospedadora fue E. coli JM109
cuyo genotipo es: recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 rel Al A
(lac-proAB) [F' tra D36 proAB+ lac Iq lacZAM15]. Se trata de una cepa no

recombinante carente del sistema de restriccion, que contiene en el
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cromosoma el gen lacZ inactivado por delecién, Este gen también se
encuentra en el episoma pero con la delecion M15 que se complementa
concon el gen lacZ' de pUC18 y pGEM-T. Esta cepa se obtuvo de Boehringer
Mannheim.

1.4. Equipo utilizado.

Los aparatos mas relevantes utilizados en la realizacion de este

trabajo de investigacién han sido los siguientes:

- Agitadores orbitales.

- Homogeneizador eléctrico Braun Potter S.

- Baiio termostatico con agitacion Unitronic 320 OR,
PSelecta.

- Centrifuga Beckman J2-21 y rotor JA-20.

- Espectrofotémetro PYE-Unicam UV/VIS PU 8800.

- Cubetas y fuente de electroforesis de Pharmacia-
Biotech.

- Transiluminador 2011 Macrovue, Pharmacia-Biotech.

- Termociclador automatico Minicycler, M.J Research.

- Microcentrifuga Sorvall (Dupont).

- Contador Geiger PUG-1 (Technical associates).

- Camara instantanea Polaroid DS 34.

- Secuenciador Macrophor 2010, Pharmacia-Biotech.

- Ordenadores VAX-VMS Digital DEC 3000 (Alpha) del
Centro de Biologia Molecular (CSIC/ Universidad Auténoma
de Madrid) y del Centro Nacional de Biotecnologia.

- Secuenciador automatico AL¥F , Pharmacia-Biotech.

- Sintetizador de oligonucledtidos Gene Assembler Plus,
Pharmacia-Biotech.
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2. METODOS.
2.1. Aislamiento de mitocondrias (Lansman y col., 1981).

Una buena extraccién de mtDNA se basa en una eficiente
separacién de los micleos intactos (con el DNA nuclear) del resto de
componentes citoplasmaticos. Por eso, como fuente de mtDNA se eligen
tejidos tales como higado, rifién y corazén en los que la rotura de la
membrana citoplasmatica no afecta ala integridad de la envoltura nuclear.
Asi mismo es conveniente utilizar tejidos frescos o conservados a 4°C, ya
que la congelaciéon rompe la membrana nuclear, reduciendo hasta un 50% el
rendimiento de la extraccion.

La separacién de los nucleos y la posterior purificacién de las
mitocondrias se realizé mediante una centrifugacion diferencial. Para ello, el
higado de trucha fue cortado en porciones de alrededor de 2 gr y
homogeneizado en 10 ml de tampén MSB (Mamtol 0.21 M, Sacarosa 0.07 M
y Tris-HC1 0.05 M pH 7.5) en presencia de CaClz 3 mM. Posteriormente se
anadié EDTA hasta una concentracion final de 10mM. La presencia de Ca2+
durante la homogeneizacién reduce la rotura de los nucleos; la adicién de
EDTA minimiza la agregacién de las mitocondrias y ademas inhibe la
actividad de las posibles nucleasas presentes.

Los nucleos y restos celulares fueron eliminados del homogeneizado
mediante dos centrifugaciones sucesivas a 700 x g durante 5 min. Las
mitocondrias fueron recuperadas del sobrenadante con una centrifugacion
de 10 min a 10000 x g. El sedimento fue lavado 3 veces con 20 mi de
tampén MSB en presencia de EDTA 10 mM y de nuevo recuperado
mediante una centrifugacion. Todas las centrifugaciones se realizaron a
4°C.

2.2. Extraccién de mtDNA (Palva y Palva, 1985).
El sedimento altamente enriquecido en mitocondrias fue resuspendido

en 200 pl de tampén GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HC] 25 mM pH 8.0 y
EDTA 10 mM)y 7 ul de RNasa A (10 mg/ml). Para lisar las mitocondrias y



Material y Métodos/ 52

desnaturalizar el DNA nuclear contaminante se afiadieron 400 pl de una
solucién recién preparada de NaOH 0.2 M y 1% de SDS, se mezclo
suavemente para evitar la rotura del mtDNA vy se incubé 5 min en hielo. Se
detuvo la lisis con la adicion de 300 pl de acetato potasico 3M pH 4.8 y tras
2min a-70°C se centrifugé 10 min a 10000 x g a 4°C.

Se recuperd el sobrenadante con el mtDNA vy con el fin de eliminar
contaminantes de origen proteico se mezclé con 1 ml de fenol saturado en
agua. Una centrifugacién de 5 min a 10000 x g permitié separar las fases.
Se recupero la fase acuosa y se repiti6 la extraccién fendlica. Con el objeto
de eliminar cualquier resto de fenol en la fase acuosa, se anadié 1 ml de una
solucion cloroformo:isoamilico, 24:1. Se recuperdé de nuevo la fase acuosa y
se anadierén 0.6 volumenes de isopropanol. Una incubacion de 5 min a
-70°C y una centrifugaciéon de 10 min. a 10000 x g permitieron recuperar el
mtDNA en forma de precpitado, que una vez lavado con 200 pl de etanol
70%, se resuspendié finalmente en 15 pl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y
EDTA 1 mM ).

2.3. Cromatografia en Sephadex G-50 mediante centrifugacién.
{(Sambrook y col., 1989).

Los métodos desarrollados para el aislamiento de DNA no permiten
conseguir una purificacién perfecta y, en muchas ocasiones, los
contaminantes arrastrados en el proceso de extraccion pueden actuar como
inhibidores en reacciones posteriores. Por ello, el mtDNA extraido fue
cromatografiado en una columna de Sephadex G-50 con el objeto de eliminar
sales, proteinas, fenol, etc.

L.a resina fue equilibrada en tampén TE y empaquetada en una
jeringa de pldstico de 1 ml mediante una centrifugacién de 1 min a 2000 x g.
A continuacién, se lavé anadiendo 1 ml de TE y centrifugando 3 min a 2000
x g. Finalmente, se aplicé 1a muestra en la columna y se centrifugé de nuevo

3 min a 2000 x g con el fin de recuperar el mtDNA limpio en el eluido.
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2.4. Extraccion de mtRNA (Attardi y Montoya, 1983).

Para evitar la degradacién del mtRNA por RNasas, es necesario que
todo el material y tampones utilizados en la extraccién estén estériles. El
sedimento con las mitocondrias lavadas fue resuspendido en 4 m! de tampén
pronasa (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NaCl 150 mM) e incubado
5 min en hielo en presencia de pronasa a una concentracién final de 100
pg/ml. A continuacién se afadié SDS hasta una concentracidn final del 2% y
posteriormente se incubé durante 30 min a temperatura ambiente. Tras la
incubacién se afiadieron 4 ml de una solucion de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico, 25:24:1. Se agit6 fuertemente durante 5 min y se centrifugé a
5000 x g durante 5 min. Se recuperé la fase acuosa y se repiti6 la extraccion
fendlica. Posteriormente, se recuperdé de nuevo la fase acuosa y se
afadieron 2 volimenes de etanol a -20°C. Se incubé 2 horas a -70°C y se
centrifugé a 10000 x g durante 30 min para recuperar el mtRNA
precipitado, que se resuspendié en 500 ul de TE.

2.5. Cromatografia con oligo(dT) - celulosa (Aviv y Leder, 1972).

A diferencia de los TRNAs y tRNAs mitocondriales, los mRNAs
presentan colas poli (A) en sus extremos 3' y por ello pueden ser purificados
mediante una cromatografia de afinidad con oligo(dT)-celulosa. Para ello, se
resuspendieron 0.1 gr de la matriz en 25 ml de NaOH 0.1 N, Se preparé una
columna con 5 ml de la solucion y una vez empaquetada se lavo con 10 ml
de tampoén salino ( Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NaCl 0.15 M).

El mtRNA total se desnaturalizé mediante incubacion a 65°C
durante 5 min y posterior incubaciéon en agua/ hielo. Se le anadié NaCl
hasta una concentracion final 0.15 M y se aplicé sobre la columna. A
continuacién se pasaron 8 ml del tampén salino y se recogié el eluido con las
especies de mtRNA no poliadeniladas (A-). Las especies poliadeniladas (A+)
retenidas en la columna fueron eluidas mediante la adicién de 8 ml de TE, se
desnaturalizaron a 65°C, se les afiadiéo NaCl hasta una concentracion final

de 0.15 M y de nuevo fueron cargadas en la columna previamente
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equilibrada con 8 ml de tampon salino. La adicion de 8 ml de TE permitié
recuperar los mtRNAs oligo o poliadenilados.

Tanto las especies poliadeniladas como las no poliadeniladas fueron
precipitadas mediante la adicién de 2 volumenes de etanol a -20°C y la
incubacién a -70°C durante 2 horas. En el caso de la fraccién poliadenilada,
se afiadieron previamente 20 g de tRNA de levadura para favorecer la
precipitaciéon. Una centrifugaciéon a 10000 x g de 30 min permitié recuperar
las fracciones A- y A+ que fueron resuspendidas en 250 ul de TE. Las

especies A+ fueron de nuevo precipitadas y resuspendidas en 25 pl de TE.
2.6. Determinacién analitica de DNA y RNA.

- Cuantitativa: La concentracién de acidos nucleicos se valoré
midiendo la absorbancia a 260 nm de alicuotas con 2 y 4 ulde DNA o RNA
diluidos en 600 pl de agua. 1 Unidad de Absorbancia de DNA a esa longitud
de onda equivale a una concentraciéon de 50 pg/ml. 1 unidad de absorbancia
de RNA a 260 nm equivale a 42 pg/ml (Brown, 1991).

- Cualitativa: Para visualizar el DNA se realizaron geles de
agarosa al 0.8 y 1.5 % en tampén TBE (Tris-HCl 89 mM pH 8.2, acido
bérico 89 mM y EDTA 2.5 mM) con bromuro de etidio a una concentracién

de 0.3 pug/ ml. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron AHindIII

y ¥X174 Haelll. Las electroforesis se realizaron en TBE a un voltaje
constante de 80 voltios. EIl DNA se visualizé con luz ultravioleta y los geles
fueron fotografiados para su posterior analisis. (Andrews, 1991).

Para visualizar el RNA se realizaron geles de agarosa al 1.4% en
tampén Borato (4acido bérico 50 mM, tetraborato sddico 5 mM, sulfato
sédico 10 mM y EDTA 0.1 mM) con hidréxido de metilmercurio (CH3HgOH)
5mM tratado con amberlita (Fernandez-Silva y col., 1992). Las
electroforesis se corrieron a un voltaje constante de 120 voltios con
recircularizacion del tampoén. El gel fue tefiido mediante incubacién de 20
min en una solucién de acetato amdnico 0.2 M con 2 pg/ml de bromuro de
etidio y posteriormente lavado 2 6 3 veces con agua destilada. El RNA se

visualizé con luz ultravioleta y los geles fueron fotografiados para su
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posterior anglisis.
2.7. Clonaje (Thomas y Beckenbach, 1989).

Para clonar el mtDNA de trucha se eligié como vector el plasmido
pUC18. Una solucién que contenia 1 ug de mtDNA y 0.2 ug de pUC18 fue
digerida con 1-3 unidades del enzima de restriccién apropiado en un volumen
final de 20 pl. Tras una incubacién de 2 horas a 37°C, el enzima de
restriccion fue extraido con fenol. Los restos de fenol, sales y otros
contaminantes fueron eliminados pasando la mezcla a través de una
columna de Sephadex G-50. Se afiadieron 2 il de acetato sédico 3M pH 6.8 y
40 ul de etanol y se incubé a -70°C durante 5 min para precipitar los
fragmentos de DNA resultantes de la digestién. Tras una centrifugacién
de10 min a 10000 x g, el DNA fue lavado con una solucién de etanol al 70%
v resuspendido en 8 pl de tampén de ligamiento (Tris-HCl 30 mM pH 7.8,
MgCle 10 mM, DTT 10 mM y ATP 1 mM). A continuacién, se afiadieron 3
unidades de T4 DNA ligasa, se incubé 3 horas a 15°C, de nuevo se afiadieron

3 unidades mas de T4 DNA ligasa y se dejo toda la noche a 4°C.

2.8. PCR (Saiki y col., 1988).

Las regiones del mtDNA de trucha que no pudieron ser clonadas
directamente en el plasmido pUC18 fueron amplificadas mediante la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) y a continuacién clonadas en el
vector pGEM-T. En cada reaccién, a 47 ul de tampén de PCR (50 mM KCl,
10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM MgCly, 0.001% gelatina, 0.05% Nonidet
P40, 0.05% Tween 20, 300 uM de cada dNTP) se anadieron sucesivamente
0.1 ug de mtDNA, 1 unidad de DNA polimerasa termoestable y 150 ng de
cada uno de cebadores disefiados a partir de secuencias conocidas del
mtDNA de trucha.

Con el fin de evitar la evaporacion se anadié una fina capa de aceite
mineral y después de un breve calentamiento de 2 min a 94 °C para
desnaturalizar completamente el mtDNA, se realizaron 35 ciclos cada uno

con las siguientes etapas: 1 min a 94 °C (desnaturalizacién), 1 min a 50 °C
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(anillamiento) y 1 min a 72 °C (elongacién). Finalmente se incubé la
reacciéon a 72 °C durante 10 min con el fin de elongar cualquier producto
inacabado. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de
agarosa al 1.5% y aquellos que presentaban el tamarnio esperado fueron

ligados al vector pGEM-T con el mismo protocolo utilizado en el clonaje del
mtDNA.

2.9. Obtencién de células competentes (Hanahan, 1983).

Los plasmidos recombinantes obtenidos en el clonaje del mtDNA y
los fragmentos de PCR, fueron introducidos en la bacteria E. coli JM
109.Para ello, fue necesario previamente, someter a esta bacterta a un
tratamiento que le hiciese ser mas receptiva a la entrada del vector. Una
colonia de E. coli JM109 fue inoculada en 5 ml de SOB (Bactotriptona 2%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl; 10 mM y
MgS0O,4 10 mM) y cultivada durante una noche a 37°C. Un alicuota con 200
ul de este cultivo fue sembrado en 10 ml de medio SOB fresco e incubado a
37°C hasta que la densidad optica alcanzada a 550 nm fue de 0.45- 0.55
(equivalente a 4 - 7 x 107 células/ ml).

Una vez enfriado el cultivo en hielo, las células fueron recogidas
mediante una centrifugacién de 10 min a 4500 x g. El sedimento fue
resuspendido en 800 pul de tampén TFB (KCI 100 mM, MnCl - 4H20 45 mM,
CaCl2 - 2H20 10 mM, HACoCl3 3 mM y K-MES 10 mM) e incubado en
hielo durante 15 min. Tras una centrifugacién de 10 min a 4500 x g, las
células fueron resuspendidas en 200 ul de TFB. Se anadieron 7 pl de una
solucién DnD [90% (v / v) de dimetilsulféxido, ditiotreitol 1M, acetato
potasico 10 mM] y se incubé durante 15 min en hielo. Se repitid el
tratamiento con DnD tras el cual, se considera que las bacterias han

adquirido el estado de competencia.

2.10. Transformacion (Hanahan, 1983).

A cada una de las reacciones de ligamiento se afiadieron 50 pl de

bacterias competentes y se incubé la mezcla durante 30 min en hielo. Se
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sometié a un choque térmico de 90 sg a 42°C. Con el fin de posibilitar la
reparacion de las paredes celulares de las bacterias, estas fueron incubadas
en un medio rico SOC (SOB suplementado con glucesa 20 mM) a 37°C
durante 45 min. A continuacién fueron sembradas en placas de LB que
contenian ampicilina a una concentracion final de 50 pg/ ml. Justo antes de
la siembra a cada placa se le afiadieron 40 yl de una solucién de X-gal al 2%
en dimetilformamida y 25 l de IPTG. Las placas fueron cultivadas toda la
noche a 37°C.

2.11. Ana4lisis de recombinantes (Sambrook y col., 1989).

Las colonias recombinantes se reconocen por carecer de color azul al
no poder metabolizar las bacterias que las componen ¢l X-gal por contener
un inserto en el vector pUC18, Estas colonias fueron cultivadas a pequeia
escala y su DNA plasmidico extraido. Para poder ratificar la presencia de
inserto en los plasmidos, se realizé una digestiéon de 2 horas a 37°C con el
mismo enzima utilizado en el clonaje. Una electroforesis en geles de agarosa
al 0.8% permitié identificar aquellos clones que contenian los insertos
buscados, asi como su tamaiio. Estos clones fueron cultivados a gran escala
v su DNA plasmidico fue extraido para ser secuenciado.

2.12. Extraccién de DNA plasmidico.

- A pequena escala (miniprep): La extraccion de DNA plasmidico de
los clones seleccionados se realizé de acuerdo con el método de Birboim y
Doly (1979). Cada colonia fue inoculada en 5 ml de Terrific Broth (Tartof y
Hobbs, 1987) y cultivada durante toda la noche a 37°C. Las células fueron
recogidas mediante una centrifugacion a 10000x g de 1 min y resuspendidas
en 200 plde GTE. A continuacién se procedié a lisar las bacterias mediante
la adicion de 200 ul de una solucion recién preparada de NaOH 0.2M, SDS
1%. Se mezclé por inversién para evitar la rotura del DNA plasmidico. Tras
una incubacion de 5 min en hielo, la lisis alcalina fue detenida mediante la
adicion de 200 ul de acetato potasico 3M pH 4.8. Una incubacién de 15 min
en hielo, consiguié precipitar los restos celulares, y el DNA cromosémico
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desnaturalizado por el NaOH y una centrifugacién de 5 min a 10000 x g
permitié eliminar este precipitado. El sobrenadante fue sometido a una
extraccion fendlica para eliminar proteinas y a continuacién, el DNA
plasmidico fue precipitado mediante la adicién de 2 volimenes de etanol frio
{a -20°C) y la incubacidén en hielo durante 10 min. El DNA fue recuperado
mediante una centrifugacién de 10 min a 10000 x g. Se lavé con 200 pl de
etanol al 70% y se resuspendié en 50 ul de TE. Alicuotas de 5 ul fueron

utilizados para el analisis de restriccién y la secuenciacién manual.

- A gran escala (midi y maxiprep): La secuenciaciéon automatica
requiere DNA de gran pureza en grandes concentraciones. La forma
tradicional de obtener DNA con estas caracteristicas era someter el DNA
extraido de cultivos de hasta 500 ml a una ultracentrifugacién durante al
menos 16 horas en un gradiente de cloruro de cesio. Este procedimiento
altamente tedioso y caro ha sido sustituido recientemente por la aparicion
de columnas con matrices capaces de purificar el DNA a partir de, tan sélo,
100 ml de cultivo con una calidad similar a la obtenida por el método
antiguo. En nuestro caso se utilizaron las columnas Quiagen que permiten
obtener 50 pl de DNA plasmidico con concentraciones entre 1 - 4 mg/ ml
libre de proteinas, DNA cromosdémico, RNA y sales.

2.13. Marcaje de sondas.

Con el fin de identificar las distintas especies de mtRNA que
aparecen en los geles de hidréxido de metilmercurio se realizaron
hibridaciones utilizando sondas disefiadas para reconocer exclusivamente
un unico gen. Fragmentos de restriccién con un tamano variable entre 80 y

1500 nucledtidos fueron desnaturalizados v marcados al azar mediante
incubacién a 37°C con hexanucledtidos, dNTPs y [a-32P]dCTP (3000 Ci/
mmol), en presencia del fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli.
Al cabo de 1 hora, se pasaron los fragmentos marcados a través de una
columna de Sephadex G-50 con el fin de eliminar los nucleétidos radioactivos

no incorporados. La eficacia del marcaje s® comprobé con un contador
Geiger.
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2.14. Transferencia a membrana e hibridacién del RNA (Thomas,
1983).

La transferencia de RNA desde geles a membranas de nitrocelulosa
{Northern) se realizé por capilaridad en presencia de 20xSSC (3M Na(Cl,
0.3M Citrato trisddico) durante 16 horas segun el siguiente esquema;

Peso

Cristal
Toallas de papel

EE .
Whatmann 3SMM

20xS5C

No se realizé ningun tratamiento previo del gel para eliminar €]
hidréxido de metilmercurio. Terminada la transferencia, la membrana se
dejé secar al aire y el RNA fue fijado mediante coccién a 80°C durante 2
horas dentro de una bolsa de plastico que contenia 10 ml de una solucién con
formamida al 50%, 5xDenharts (100xDenhardts: 2% ficoll, 2% polivinil-
pirrolidona y 2% BSA), 5xSSC, 0.1% SDS y 200 pg/ml de DNA de esperma
de salmén sonicado y desnaturalizado. Se selld 1a bolsa y se incubé a 42°C
durante al menos 1 hora.

Para la hibridacién, se retird el liguido de la bolsa. Las sondas se
desnaturalizaron mediante incubacion durante 5 min a 100°C y posterior
incubacién en agua/ hielo y se mezclaron con 2 ml de solucién de hibridacion
{50% formamida, 1xDenharts, 5xSSC, 0.1% SDS y 200ug/ml de DNA de
esperma de salmon). Se anadieron a la bolsa con la membrana y se incubé
durante 16 horas a 42°C.

Seguidamente, el filtro fue lavado con 2xSSC, 0.1% SDS durante 15
min, primero a temperatura ambiente y después a 65°C. Finalmente, la
membrana sin secar fue expuesta a una pelicula de Rayos X a -80°C en

presencia de una pantalla intensificadora y se observaron los resultados a
las 2-16 horas.
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2.15. Sintesis de oligonucleétidos.

La sintesis de los oligonucledtidos utilizados en la secuenciacion o el
PCR se realizé de manera automatica en el aparato Gene Assembler Plus
de Pharmacia Biotech. El proceso esta basado en la reacciéon de
condensacion entre el grupo hidroxilo en posicién 5' de un nucleédtido y el
fosfato en posicién 3' de otro. Con el fin de evitar que los grupos hidroxilo del
agua compitan con los del azucar, el acoplamiento se realiza en condiciones
de ahsoluta ausencia de agua en disolventes organicos, normalmente
acetonitrilo.

Sin embargo, los nucleétidos son extremadamente hidrofilicos y, por
tanto, insolubles en acetonitrilo. La proteccién de los sitios reactivos de los
nucleétidos con grupos hidrofébicos elimina este problema. El hidroxilo en
posicién 5' es protegido con 4,4'-dimetoxitritilo (DMTr). Los grupos amino
primarios de las bases nitrogenadas son protegidos transformandolos en
grupos amida. El hidroxilo del grupo fosfate es protegido usando B-cianoetilo.
Un nucleétido completamente protegido se denomina amidita.

La sintesis automatica consiste en ciclos de desproteccidn-
condensacion de los nucleétidos a partir de la primera amidita que se
encuentra unida a un soporte sélido. Una vez sintetizado el oligonucleétido,
se produce la desproteccidén final y la separacion del soporte mediante una
incubacién en amoniaco. Finalmente, el oligonucleétido es purificado
mediante cromatografia en Sephadex G-25.

2.16. Secuenciacion manual (Tabor y Richardson, 1987).

El método mas empleado para secuenciar el DNA se basa en la
imposibilidad por parte de las DNA polimerasas de elongar una cadena de
DNA en la que se hayan incorporado 2', 3' didesoxinucleétidos (Sanger y col.,
1977). La region de DNA que se secuencia viene determinada por el cebador
elegido. Todas las cadenas nacientes de DNA se originan a partir de este
cebador, generandose fragmentos que difieren en una base y pueden ser
separados en un gel e identificados por el ddNTP terminal. Aunque
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originalmente se utilizé el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E.
coli, en la actualidad ha sido sustituida por la DNA polimerasa del fago T7
por tener una mayor procesividad y una menor actividad exonucleasa. Dada
la capacidad de este enzima por incorporar ddNTPs con la misma facilidad
que dNTPs, se hace necesario en la practica dividir las reacciones de
secuenciacién en dos etapas, una de marcaje y extension, sin ddNTPs y otra
de terminacién en presencia de los ddNTPs.

En la secuenciacién manual se puede utilizar indistintamente DNA
procedente de “mini” o "midipreps”. Normalmente, se parte de 1.5 -2 ug de
DNA en un volumen de 10 pl. Se afiade NaOH hasta una concentracion
final de 400 mM y se incuba durante 10 min a temperatura ambiente para
desnaturalizar el DNA. Se neutraliza la reaccién con 0.1 volamenes de
acetato sédico 3M (pH 4.8) vy se precipita el DNA con 2.5 volimenes de
etanol durante 15 min a -70°C. Tras el lavado con etanol al 70% se seca el
sedimento al vacio y se resuspende en 10 pl de agua (Hattori y Sakaki,
1985).

A continuacién, se afiaden 8 ng del cebador apropiado y se realiza su
anillamiento al DNA mediante una incubacion de 20 min a 37°C y de 10 min
a temperatura ambiente. La reaccion de marcaje se realiza mediante una
incubacién de 5 min a temperatura ambiente de la solucién de DNA en
presencia de dNTPs, T7 DNA polimerasa y 10 uCi de 35S - dCTP.
Finalmente, el producto de esta reaccion es afnadido a cuatro mezclas que
contienen los cuatro dNTPs y uno de los ddNTPs. Se incuba 5 mina 37°C y

se detiene la reaccién adicionando formamida.

2.17. Secuenciacién automatica (Ansorge y col., 1987)

Al igual que la secuenciaciéon manual, la secuenciacién automatica
estd basada en el método de Sanger (1977). En este caso, un oligonucleétido
marcado en su extremo 5' con fluoresceina es elongado por la T7 DNA
polimerasa en cuatro reacciones independientes cada una en presencia de
un 2', 3' didesoxinucleétido diferente (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP). Las
reacciones son cargadas en un gel de poliacrilamida al 6%, urea 7M.

Durante la electroforesis, las bandas de DNA migran por el gel y emiten
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fluorescencia al ser excitadas por un rayo laser colocado en sentido
perpendicular al gel. La fluorescencia emitida es detectada por
fotodetectores localizados detras del gel y a continuacién digitalizada y
procesada por un ordenador (Fig. 20).

2.18. Analisis de secuencias.

El analisis de la secuencia correspondiente al mtDNA de trucha fue
realizado con el paquete de programas GCG de la Universidad de Wisconsin
{Deveraux y col., 1984) en los ordenadores Vax del CNB (Centro Nacional de
Biotecnologia) y el CBM (Centro de Biologia Molecular).

Las secuencias fueron introducidas y editadas con el programa
SeqEd. La identificacion de los genes se realizé con los programa Map y
Translate. Los sitios de restriccién fueron localizados con el programa
Map. La composicién en bases vy el uso de codones del mtDNA se
obtuvieron con los programas Composition y Codon Frequency
respectivamente.

En la busqueda y obtencién de secuencias en los bancos de datos se
manejaron los programas StringSearch y Fetch. El alineamiento de
secuencias se realizdo con el programa Gap que utiliza el algoritmo de
Needleman y Wunsch (1970). El programa FastA (Pearson y Lipman,
1988) se utiliz6 para realizar las basquedas por similitud de secuencia en los
bancos de datos GenBank, EMBL y SwissProt.

Los arboles filogenéticos fueron generados con el programa PileUp
del paquete GCG y los programas Phylip (Felsenstein, 1989) y Clustal V
(Higgins y Sharp, 1989) que tienen implementados los algoritmos de los
métodos de maxima parsimonia, unién por vecindad y maxima probabilidad.

Finalmente, el programa MacMolly (Soft Gene, Berlin) fue utilizado

para establecer posibles modelos de plegamiento de proteinas.
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Figura 20. Carta de secuenciacién automstica. Cada pico equivale a un nucleétido del DNA secuenciado. Las adeninas estdn dibujadas en
color verde, las citosinas en color azul, las guaninas en color rojo y las timinas en color amarillo. 1.a secuencia representada se localiza entre las
posiciones 7294 v 7671 del mtDNA de trucha arco iris.
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1. EXTRACCION DEL mtDNA DE TRUCHA ARCO IRIS.

Con el objeto de clonar y secuenciar el mtDNA de la trucha arco iris
se extrajeron los higados de varios ejemplares adultos de esta especie.
Debido a lo laborioso del proceso, no se pudo extraer inmediatamente el
mtDNA de todos ellos por lo que algunos fueron guardados 16 horas a 4°C
antes de ser utilizados. A partir de estos higados se obtuvieron las
mitocondrias por centrifugacién diferencial (Lansman y col., 1981) y €l
mtDNA por el método de lisis alcalina (Palva y Palva, 1985). No se
apreciaron diferencias significativas en el rendimiento de extraccion, tanto
de las mitocondrias como del mtDNA, segin el higado fuese reciente o
conservado a 4°C.

Las truchas de 200-400 gr de peso poseian un higado de
aproximadamente 4 gr, del que normalmente se extrajeron entre 5 y 10 pug
de mtDNA. Al analizar electroforeticamente sobre geles de agarosa al 0.8%
una muestra de este mtDNA, se observd que apenas estaba contaminado
con DNA nuclear y que el tratamiento con RNasa habia sido efectivo ya que
no se observo presencia de RNA (Fig. 21).

2. MAPA DE RESTRICCION DEL mtDNA DE TRUCHA ARCO IRIS.

El mtDNA de trucha fue digerido con enzimas de restriccién (EcoRI,
HindIII, Pstl, BamHI, Apal, Nrul y Pvull) que reconocen dianas de seis
nucleétidos. De esta forma, se obtienen fragmentos de un tamano adecuado
para su posterior clonacién y se favorece la elaboracién del mapa de
restriccién. Los fragmentos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa
al 0.8% (Fig. 21a) y sus tamanos relativos se indican en la Fig 21b. Puesto
que la suma de los fragmentos generados por las distintas enzimas era de
aproximadamente 16 kb, y sin embargo, la suma de los fragmentos EcoRI
era de solo 12.8 kb, se penso en la existencia de dos fragmentos de 4 kb en
lugar de uno en el corte EcoRI. Este hecho se pudo confirmar, como
veremos, posteriormente.

Para completar el analisis de restriccién, se realizaron dobles cortes

con las mismas enzimas y, con los datos obtenidos, se elaboré un mapa de
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Figura 21. Anailisis de restriccién del mtDNA de trucha arco iris. a) Migracion en un gel de agarosa al 0.8% terido con bromuro de

etidio. by Tamano relative de los fragmentos. Los marcadores utilizados son HindIT] y @X174 Hae H1 (1. El mtDNA fue digerido con: Nru [ 121, EcoRI
031, HindllI 14y, BamHI (53, Pstl (6), Pyull 171 y Apal (8},
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restriccion aproximado del mtDNA de trucha arco iris (Fig. 22).

Pstl
EcoRI

HindIll

HindIII

HindIII
HindlIII

HindIIT

BamHI
HindIIl

HindIII

Pvull
EcoRI

Figura 22. Mapa de restricciéon del mtDNA de trucha arco iris. Se sefiala

unicamente la posicidn de las enzimas utilizadas en el clonaje del mtDNA.

3. GENOTECAS EcoRI, Hindill Y Pvuil DEL mtDNA DE TRUCHA. ESTRATEGIA
DE CLONAJE.

Entre los diferentes patrones de restriccion obtenidos se eligieron
para realizar la clonacién del mtDNA los producidos por EcoRI, HindlIII y
Pvull, por ser estas enzimas las mas eficientes en cuanto a la digestion y
por producir fragmentos de restriccion con un tamafno mas adecuado para
su insercion en pUC18 (0.5 - 9 kb).

En el método empleado, la eficiencia de clonaje de los fragmentos
pequenios es mucho mayor que la de los grandes y por ello se necesita
analizar un gran numero de recombinantes. En el caso de la genoteca

EcoRI, se analizaron 40 posibles recombinantes. De ellos, 34 contenian
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como inserto el fragmento de 0.8 kb, 4 contenian un fragmento de 4 kb y 2
carecian de inserto alguno. Con el fin de conocer cuantos tipos de inserto
contenian los clones con un fragmento de 4 kb, se realizé un pequefio
andlisis de restriccion. Los cuatro clones tenian un mismo fragmento, que
contenia en su secuencia una diana para Pstl, pero no para HindIII o
BamHI.

En el caso de la genoteca HindIIl, se analizaron 30 posibles
recombinantes. Cinco contenian el inserto de 1.1 kb, doce contenian el de
1.2 kb, uno el de 2.2 kb y otro elde 3.5 kb. Ademas, cinco clones contenian
un inserto de 0.25 kb y cuatro no contenian inserto alguno. No se
encontraron clones con los fragmentos de 6.5 y 1.7 kb. Dado que d
fragmento de 4 kb de la genoteca Eco RI no contenia dianas para HindI1l,
éste solo podia estar localizado dentro del fragmento HindIII de 6.5 kb, lo
cual implicaba que la combinacién de las genotecas HindIIl y EcoRI
comprendia, aproximadamente, un 75% (12.25 kb) del mtDNA de trucha .

De la genoteca Pvull, se obtuvieron dos clones con los fragmentos de
2.3 v 2.5 kb insertados. El fragmento de 2.3 kb se localizé en el mapa de
restriccion dentro del fragmento EcoRI de 4 kb ya clonado, por lo que se
utilizé como subclon de secuenciacion de dicho fragmento. El fragmento de
2.5 kb comprendia el fragmento HindIIl de 1.1 kb completo y parte de los
fragmentos HindIIl de 1.2 y 1.7 kb, lo que, posteriormente, permitio
secuenciar parcialmente el fragmento HindIII de 1.7 kb.

El resto del mtDNA de trucha arco iris fue clonado con diferentes
estrategias. Primeramente, se realizaron diversas genotecas con cortes de
restriccion dobles. Aunque la mayoria de los clones procedentes de estas
genotecas contenian fragmentos ya clonados, aparecieron dos nuevos
clones que contenian un fragmento HindIIl-EcoRI de 0.5 kb y un fragmento
EcoRI-BamHI de 1 kb. A continuacién, se clond el fragmento HindIII de 1.7
kb mediante electroelucion especifica del fragmento de un gel de agarosa y
posterior ligamiento al vector. Se pudo comprobar que los clones que
contenian el fragmento como inserto, tenian un namero muy bajo de copias
del plasmido, lo cual explicaba la dificultad para clonar el fragmento de 1.7
kb directamente de la genoteca HindIIl. Finalmente, el clonaje del mtDNA

de trucha arco iris se completé con la amplificaciéon mediante PCR y
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posterior clonacién en el plasmideo pGEM-T de un fragmento
HindIII-BamHI de 0.7 kb. El resumen grafico de la clonacion del mtDNA de

trucha arco iris se muestra en la Figura 23.

4 56 78 9 10 11 12

Lt

v

2 3

Figura 23. Clonacién del mtDNA de trucha arco iris. Electroforesis en

geles de agarosa al 0.8% de los clones gque contienen el mtDNA de trucha arco iris. La
digestién con la enzima apropiada del pldsmido recombinante, permite extraer el
inserto. Los marcadores utilizados son: A HindIll y ¥X174 haelll (1). Los fragmentos
clonades con EcoRl tienen un tamarfio de (.8 (2) y 4 kb (3). Los fragmentos clonados con

Hindlll tienen .25 (4), 1.1 {5), 1.2 (6), 1.8 (7}, 2.2 (8 y 3.5 kb (8. El fragmento
HindIII-EcoRI tiene 0.5 kb (10;. El fragmento EcoRI-BamHI tiene 1.3 kb (11) y el

fragmento HindII1-BamHI tiene 0.7 kb (12). Los vectores pUC18 y pGEM-T tienen un
tamaro de 2.8 v 3 kb respectivamente.

4. SECUENCIA DEL mtDINA DE TRUCHA ARCO IRIS.

Para secuenciar por completo el mtDNA de trucha arco iris se
utihizaron, en total, 15 clones (Tabla II). L.os clones fueron secuenciados en
ambas direcciones (Fig. 24). Primeramente, cada clon se secuencié con dos

oligonucledtidos universales que reconocian especificamente los extremos
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Clon Vector |Fragmento de restriccién Talgﬁgm
pTRZ-0 pUC 18 EcoRI-HindIII 643
pTRZ-11  pUC 18 HindIIl 9244
pTRZ-12 pUC 18 HindIIl 1121
pTRZ-13 pUC 18 HindIII 1225
pTRZ-14  pUC 18 HindIll 1792
pTRZ-15 pUC 18 HindIII 2209
pTRZ-16 pUC 18 HindlIII 3463
pTRZ-2 pUC 18 EcoRI 4035
pTRZ-2a pUC 18 EcoRI-Pstl 2751
pTRZ-2b pUC 18 Pstl-EcoRI 1284
pTRZ-2¢ pUC 18 Pvull 2386
pTRZ- 3 pUC 18 EcoRI 762
pTRZ- 4 pUC 18 Pyull 2596
pTRZ-5  pUC 18 BamHI-EcoRI 1229
pTRZ- 6 pGEM-T HindIII-BamH]I 699

Tabla II. Clones empleados en la secuenciacién del mtDNA de trucha
arco iris. Como vector de clonaje se utilizé el pUC 18, excepto en el caso del clon pTRZ-6
que proviene del clonaje de un producte de PCR. De los 15 clones indicados, sélo
pTRZ-2a, pTRZ-2b y pTRZ-2¢ son subclones. El resto de los clones cubren por completo
el mtDNA de trucha.
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del polilinker de vectores derivados del fago M13 mp18 como son el pUC18 y
el pGEM-T. Estos oligonucleétidos permitieron la secuenciacién completa de

los clones pequenos (< 800 phb), sin embargo, los clones de( mayor tamano
(1000 - 3500 pb), necesitaron del disefio y sintesis de oligonucledtidos

especificos para poder avanzar en la lectura de su secuencia. En total se

utilizaron 31 oligonucleétidos especificos.
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Figura 24. Estrategia de secuenciacion del mtDNA de trucha arco iris.

De la parte superior a la inferior de la figura se indican: los clones empleados para
ohtener la secuencia del mtDNA de trucha arco iris, lag dianas de restriceion utilizadas
en el clonaje y, la posicién de la region de control y los diferentes genes mitocondriales.

Las flechas muestran el sentido de la secuenciacién.

Las secuencias obtenidas a partir de cada clon fueron combinadas
para originar una secuencia consenso con una longitud final de 16660 pb,
que cubre la totalidad de la molécula del mtDNA de trucha arco iris (Fig. 25).
En esta figura, la secuencia presentada, estd orientada en sentido 5' - 3'y
corresponde a la cadena ligera (L) del mtDNA. La posicién 1 de la secuencia
se corresponde con el primer nucleétido del D-loop. Los marcos de lectura
abierta (ORF's) estan traducidos, indicandose los aminoacidos, en codigo de
una letra, encima del primer nucleétido de cada triplete codificante. Los
tRNAs se indican mediante una caja. La composicion en bases de la cadena
L fue: A: 27.9%; C. 28.9%; G: 17% y T: 26.2%.
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D-loop -->
ACGGCTACAGCTATGTACAACTGTAAATGTTATAACTTGTAAACCCAATGTTATACTACATCTATGTATAATATTACATATTATGTATTTACCCATATAT

AATACTGCTTGTGAGTAGTACATTATATGTATTATCAACATACGGTGATT TTTAACCCCTCATACATCAGCACARAT CCAAGGTTTAGATTAAGCCARAC
ACGTGATAATAACCAACTAAGTTGTTTTAAACTGAT TAATTGCTATATCAATAARACTCCAATTAACACGGGETCCGTCTTTACCCACCAACT TTCAGCA
TCAGTCCGGCTTAATGTAGTAAGAACCGACCAACGAT TTATCGGTAGGCATACTCT TATTGATGGT CAGGGGCAGATATCGTATTAGGT CGCATCTCGTG
AATTATTCCTGGCATTTGGTTCCTAAGTCAAGGGCTATCCT TAAGAAACCAGCCCCTGAAAGCCGAAT GTAAAGCATCTGGTTAATGGTGTCAATCTTAT
TGCCCGTTACCCACCAAGCCGGGCGT TCTCTTATATGCATAGEGTTCTCTTTTTTTTTTCTTTTCCTTTCAGETTGCATAT ACAAGT GCAAGCAAAGAAG
TCTMCMG&TCGAACTAGATCTTGMTT&CAGAGMCC&ATGTATCATEiGTGAMTGA{'ATTCTATMAGMTCACAT;CTTGGATATEMGTGCATAA
GGTCAATTA'}TTTCTTCACAGATACCTMEIATCGCTCCCéGCTTTTGCGEGGTMACCCE:CCTACCCCC&TMGCTGMG’ITCCTTAT(.;TTCCTGTTAJ-\
ACCCCTAAACCAGGAAGTCTCAAATCAGCAATATTTTTTTTATACATTAATARACTT TTATGCACTTTAGCAT TTGGCACCGACAGCGCTGTAATGLETA
CACTTCCATAAATARAGTATACATTAATAAACTTTTCGATCCACTTTGTAGCACCTAGCACCAACAACGCTGT TATCAATGECAT TTCCACGCACAGCES

tRNA- Phe g 125 rRNA >
GC@CTGA GTAGCTTMCTWGCATMCACTGMGCTGTTMGACG@ECCTAGMAGTEEEECT&GTAMGGCTTGGTCETGACTTTAETATEAG

CTCTAACTGAACT TACACATGCAAGT CTCCGCATTCCTGTGAGGATGCCCT TAATCCCT GCCCGGGGACGAGGAGCEGGEATCAGGCACGCCCAGGCAGE
CCACGACGCCTTGCT AAGLCACACCCCCAAGGAARTT CAGCAGTGAT AAAT AT TAAGECATAAGCGARAGC TTGACTTAGT TAAGGT TAAGAGGGECEET
AAAACTCGTGCCAGCCACCGCGET TATACGAGAGACCCTAGT TGATAACTACCGGCGTAAAGAGTGGTTATGGAAMATAT TTAATAAAGCCGAACACCEC
CTCAGCCGTCATACGCACCTGGGAGCACGAAGACCTACT GCGAAAGCAGCGT TTAACTATGCLTGACCCCACGACAGC TAAGAAACAAACTGGGAT TAGA
TACCCACTATGCCTAGCCGTAAACCTTGATAGAAATATACAATTGATATCCGCCAGGGAACTACAAGCGCCAGCT TAAAACCCAAAGGACT TGGCGGTGE
CTCAGACCCACCTAGAGGAGCETGT TCTAGAACCGAT AACCECCGTTCAACCTCACCACCCL T TGTTTTACCCGECTATATACCACCETCOTCAGCTTAC
CCTGTGAAGGCCCCATAGTAGCAAAATGGGCAAAACCAAAACGTCAGG T CGAGGTGTAGCGCATGAGGTGGGAAGAAATGGGCTACATTCTCTAARTTAG
AGCACTACGAACCACEE TGT GARATCAGCGTCCGAAGET GAAATTTAGCAGT AAACAGAAAACAGAGAGT TCTCTTGAAACTGGCTCTGAGGEGCREACA
CACCGCCCGTCACTCTCCCCAAGTTCAACCTGTCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACCGGAAGG

tRNA-VaL -=> 165 rRNA -->

TGCGCTTGGAATAACCAGAGTGTAGCTAAAATAGGAAAGCACC TCCCTTACACCGAGAAGACATCCGTGCAAAT CGGGTCACCCTGAGCTGACTAGCTAG

CCAACATATTTGGTCCAACACCACAACATACATACCCCAATAAAACTTAGAATTAAGTCAACAAACCATTTTTCCACCTTAGTAGGGGCGACCGAAAAGG

AGATAATTGAGCAACAGAAAAAGTACCGCAAGGGGAAGC T GAAAGAGAAT TGAAATAACCCAT T TAAGCCTAGAGAAGCAGAGAT TAAATCTCGTACCTT
TTGCATCATGATTTAGCCAGCACACCTGAGCAAAGAGAACT T TAGT TTAGGECCCCGAAACTAGACGAGCTACT CCGGGACAGCCTATTGTAGGGCCAAC
CCGTCTCTGTGGCARAAGAGT GGGACGAGCCCCGAGTAGAGGTGATAAACCTATCGAGCCTAGTTATAGCTGGT TGCTTAGGAAAT GAATAGAAGTTCAG
CCCCCCEGCTTTCTTAGGACCTTAAGGTAAAACTAATATTGTCCCAAAGAARCCAGGAGAGT TAGT CAAAGGAGGTACAGCT CCTTTGAACAAGGACACA
ACCTTAACAGGLGGCTAAGGATCATAGT TCCAAGGTAACCTGT TACAGT GGGCCTAAGAGCAGCCACCTGCACAGAARGEGT TARAGCT CAGACAGATAC
AAACCTCTTATCCTGATAAGAAATCCCACCCCCCTAACCETACTAAGECGT TCCATGCCCECATGGAAGAGAT TATGCTAGAAT GAGT AATAAGAGAGTA
CAACTCTCTCCCAGCACATGTGTAAGT CGGACCGGACCCCCCACCGACARATAACGAACCCAAACCAAGAGGGAACT GTAGGECAGAACAAACACCAAGA
AAAACCTACACCAACAAATCGT TACCCCCACACAGGAGT GECCCAAGGGAMGACCCAAAGGAAGAGAAGGAACT CGGCAAACACAAGEC TCGCCTGTTT
ACCAAAAACATCGCCTCTTGCAAATCAARACATAGAGGTCCGECTGECCTGTGACTATGGGT TTAACGGECGCGETATTT TGACCGTGCGAAGGTAGEEE
AATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGCATCACGAGGGET TAGCTGTCTCCTCTTCCAAGTCAATGAAATTGATCT GCCCGT GCAGAAGE
GGACATAAGCACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTT TAGACACCAGGCAGAT CACGTCAAGCAACCTTGAAT TAACAAGTAAAAACGCAGTAGACCE

CTAGCCCATATGTCTTTGGTTGGGGCGAC&GCGGGGGGAAAATTAAGCCCCCACTGTGGACTGGGGGGCACTGCCCCAC&AGCCGAGAGéTACAGCTCTA

.
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Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Secuencia
correspondiente a la cadena ligera orientada en sentido 5°->3’. La posicidén 1 de la secuencia se corresponde con el primer
nucledtido del D-loop. Los tRNAs se indican mediante una caja. Asi mismo, los genes codificantes de proteinas presentan
encima del primer nucledtido de cada codén el correspondiente aminodcido. Los codones de terminacién son sefialados con
un asterisco. El sentido de lectura de cada gen es expresado mediante una flecha con su correspondiente nombre, al inicio
de su marco de lectura.
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AGCACCAGAATATCTGACCAAATATGATCCGGCGAACGCATTCAACGGACCGAGT TACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTCTCCCAGAGTCCCTATCGA
CGAGGGGGTTTACGACCTCGATGTT GGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGAT TAAAGTCCTACGTGATCT GA

GTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCAGTTTCTATCTATGAAGTGATGTTTCCTAGTACGAAAGGACCGGAAAGAAGGGGCCCATGCTTGAGGCACGCCCCA

: ’ ) tRNA-Leu (UUR) -->
CCCCCACCTGATGAAGGCAACTAAAACAGACAAGGGGGCACACCAAGATTGCCTAAAAGAACGGCGdECTAAGGTGGCAGAGCCCGGTAATTTGCGAGAG

NADH 1 >
I TLI1I T HR VY INPLAY I VP VL
GCCTAAGCCCTCTTTCTCAGAGGT TCAAACCCTCTCCT TAGCTATGATTACCCTAATTACCCACGT TATTAATCCACTAGCATACATTGTACCCGTTCTG

LAVAFLTLLERKYLGYMA@LRKGPNTIVGPYGLTLGOGEP
TTAGCAGTTGCTTTCCTCACCCTACT TGAACGAAAAGTCETTGGGTACATGCAACT CCGAAAAGGGCCCAACAT CGTCGGCCCCTACGGACTACTACAAL

I ADGLEKLEFTI1KETVRPSTSSPFLFLATPMLALTL
CCATCGCAGACGGCCTAAAACTAT T TATTAAAGAAACGGT TCGACCTTCCACCTCTTCACCETTTCTATTTCTCGCTACACCCATACTTGCCCTTACACT

ALTLWAPMNPIPYPVTDLNLGVLFVYLALSSLAVY
TGCACTCACTCTATGAGCCCCCATACCTATTCCTTACCCTGTTACAGATCTTAACCTCGGAGTACTATTTGTACTTGCACTATCCAGCCTGGCCGTGTAT

S I LGS GWAGSNTSESKTYALTIGELRMAVAGTTI SYEVSLGHL
TCTATTTTAGGGTCAGEATGGGCATCAMACT CCAAATACGCT T TAATTGCGAACTCEGGGEAGTGGCACAMACTATTTCCTACGAAGTTAGCCTAGGCT

1 L L S Vv I ! I s G G F T L arT F RV A Q E S I W L L v P A WP L
TGATCTTACTCAGCGTAATTATCATCACGGGAGGATTTACTCTTCAAACCT TCAACGTAGCCCAAGAAAGCATCTGACTACTCGTGCCGGCCTGACCACT

AAMMWYTTSTLAETNRAPTFDLTETSGESTSTETLVYVSESEGEFNVE
TGCCGCCATATGATACATTTCTACCCTCGCGGAGACAAACCGTGCACCCTTTGACCYCACAGAAGGAGAGTCAGAATTAGTCTCCGGATTCAATGTAGAA

Y A GGPFALTFTFTLAETYANTILTLMNTLSAVLFLGATSHTI
TATGCTGGAGGGCCCTTTGCCCTATTTTTCCTAGCCGAATATGCTAATATCCTTCTAATARATACGCTCT CAGCCGTCCTATTTT TAGGCGCATCCCACA

PAFPELTALNLMTIIKAALLSGSESVVFLWVYVRASYGPRTEFR R,
TCCCTEETTTCCCTGAAC TAACTGECCTAAACCT AATAACGAAAGECGECCTCETCTCCGTTETATTTTTATGAGTACGAGCTTCCTACCCGCGATTTCE

YD o LMHMWLVWKSFLPLTLALVLMWHLALPTIALA AGSGHL

GTATGATCAACTCATACATTTAGTTTGGAAAAGCTTCCTACCCCTGACTCTGGCCCTTGTACTATGACAYTTAGCACTTCCCATCGCACTAGCAGGLCTC

PP QL * tRNA-Ile -->

———
CCCCCTCAGCTTTAGCCdE:“TTGTGCCTGAATGCTTAAGGACCACCTTGATAGCGTGGCTAATAGGGGTTCAAGTCCCCTCAATqCTéEAGAGAAGGG

<-- tRNA-Gln

RNA-Met -->
GCTCGAACCCATCCTCAAGAGATCAAAACTCTTGGTGCTTCCACTACACCACTTTCﬂigTAAGGTCAGCTAATTAAGCTTTCGGGCCEﬁTACCCCGAATA

HADH 2 -->»
M NP Y V LTI LL S S LGLGTVLTTFATZSSH
TGTTGGTTAAAATCCTTCCCTTACTHATGAACCCCTACGTACTCACCATCTTACTTTCTAGCCTAGGACTAGGCACAGTCCTCACCTTTGCCAGCTCCCA

W L L A W M G L E I N T L A I 1 P I M A Qa Q@ H H P R A I E A T T K
CTGACTACTTGCATGAATAGGCCTAGAAATCAATACCCTAGCCATTATCCCGATCATAGCGCAACAACACCACCCCCGAGCAATCGAAGCAACAACCAAG

Y FLTQATAAAMTILTEASTTITNAMNLVYGEUWETILITH QLSHTP
TATTTTTTGACACAAGCAACCGCCGCAGCAATAATCC TTTTTGCCAGCACCACCAACGCTTGACTAGT CGGGGAGTGAGAAAT TCACCAGCTATCACACT

L AT TTVMHLALALTEKLTGSELAPVHEMWLPEVLQGLETLT.

CACTAGCAACTACAACAGTAATATTAGCCCTCGCCCTCAAAC TTGGACT AGCACCCGT TCACTTCTGACTACCAGAAGTCCT TCAGGGACT TGAACT CAC
T 6L I L ST WaEKLAPTFALMI QVYAPTINSSLLVTIG

TACAGGATTAATCCTGTCGACCT GACAAAAACTCGCACCCTTTGCACT TATAAT TCAAGTAGCCCCAACCAT CAATTCTTCCCTACTTGTCACAATCGGE

L' LS TLVGG®WW®EGGLNK®@TQaLREKTILATYTLGPTIAHLTGEGHMYVL
CTTCTATCAACACTTGTGGGAGGCTGAGGTGGACT TAATCAAACCCAACTACGTAAAAT TCTAGCATATCTTCCAATTGCCCATCTAGGATGAATAGTAC

! L@ F APSILTLLSLELSLYTITVMHT S$SAFLTLKTNNSL.
TAATTCTACAAT TCGCACCCTCTCTCACACTECTCAGTCTCTCCCTGTATATCGTCATGACATCTTCAGCCTTCCTCACAT TAAMACCAACAACTCTTT

Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
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T I N T L AT S W T KSPTLAALTALVLLSLGSGSGLPPLS
AACCATCAATACTCTCGCAACTTCATGAACTAAATCCCCGACCCTTGCCGCATTAACCGCTCTTGTATTATIGTCCCTTGGAGGTCTCCCCCCTCTCTCA

G F M P KWLILQELTNKQGLPLSATLAAMTALLSLYF
GECTTTATACCAAAATGACTTATTTTGCAAGAACTAACGARACAGGGACTCCCACTATCTGUCACACTAGCTGCTATAACAGCCCTCCTAAGECTYTTACT

YLRLCYALTULTIVYPNTLTATAPUMWRLNETMITLEP
TTTATCTACGACTCTGCTACGCCTTAACCCTCACT AT TTATCCCAACACCCTAACTGCTACTGCCCCATGACGCETCAACT TTACCATAATTACCETACE

L $ 1 T T ! MALGLLPLTPAVTAMLGALS® tRNA-Trp -->
CCTTTCAATTACTACTATTATAGCCCTAGGACTACTACCCCTCACACCAGCTGTG‘CTGCGATATTAGCTTTGTAATASGGGCTTAGGATAGTACTTAG

CCAAGAGCCTTCAAAGCTCTAAACGGGGGTGAAATCCCCCAGCCCT!EEAAGACTTGCAGGACTTTATCCCACATCTTCTGAATGCAACCCAGACACTT

<-- tRNA Ala <-- tRNA- Asn# ........
AATTAAGCTAAAGCCTYTETAGGT GGGAAGGLCTCGATCCTACAAACTCTTAGT TAACAGCTAAGCGCTCTATCCAGCGAGCATCCATCTACTTTCCCCC

1S A T TP i ) <-- tRNA-Cys
GCCCCCGGGGGGGGGAGCGAGGCGGGGAEAGCCCCGGCAGGCTATTAGCCTACTTCTTCAGATTTGCg&TCTAACGTGTGGTACACCACAGGGCTﬂEAT
CO I -=>»

<-- tRNA-Tyr M A I T R W F F 8 T N

AGGAEAGGAGTCAAACCTCTGTTTATGGAGCTACAATCCACCGCTTAAGCTCTCAGCCACCCATCQIGTGGCAATCACACGATGATTTTTCTCAACCAAC

W KD I1GTLYLVYFGAWAGMVYGTALSLTLTIRAELTSG QPGS
CACAAAGACATTGGCACCCTCTATTTAGTATT TGGTGCCT GAGCCGGGATAGTAGGCACCGECCT GAGTCTACTGATTCGGGCGGAAC TAAGCCAGCEGG

AL LGDDO QTIYNVYI VT AHATFVMHIFFMVYVYVMPI MIGG F
GCGCTCTTCTGGGGGATGACCAAATCTATAACGTGATCGTCACAGCCCATGCCTTCGTTATGATTTTCTTTATAGTCATGCCAATTATAATCGGGGGCTT

G N W L 1 P L M I G AP D H A F P R M N N M S F WL L P £ s F L L
TGGAAACTGATTAATTCCCCTAATAATCGGAGCCCCTGATATGGCATTCCCTCGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTTCCTCCATCCFYTCTCCTC

L LSS SGVEAGAGTE GWTVYPPLAGNTLATEKSEATGASVYDL
CTCCTGTCTTCATCAGGAGT TGAAGCCGGCGEGGTACTGEATGAACAGTATACCECECTCTAGECGGCAACCTCGCCCACGCAGEAGCLTCTGTTGATT

T 1 FsLHLAGTISSILGATINEFTITTIINMEKPPATISS Q.
TAACTATCTTCTCCCTTCATTTAGCTGGAATCTCCTCAATT T TAGGAGCCAT TAATTTTAT TACGACCAT TATTAACATAAAACCTCCAGECATCTCTCA

Y @ TP LFVWAVLVYVTAVLLLLSLPVLAAGTITHLLT
GTACCAAACCECCCTATTCGTTTGAGCCGTGETAGTTACTGCTGTCCTTCTGTTACTTTCCCTCCCCGTCCTGGCAGCAGGCATTACTATGTTACTTACA

P R NLNTTEFDPAGTE GG GD T PTILY®@HLTFTUWEFTFSHPEUVYTI
GACCGAAATCTAAACACCACTTTCTTTGACCCGGCAGGCGGGGGAGATCCAATTTTATACCAACACCT CTTTTGAT TCTTCAGCCACCCAGAGGTCTATA

LI LPGF GMIGSHTIVAYYSGKEKTETPTFGYMEGEMYWAMM,
TTCTCATCCTCCCAGGCTTTGGTATAATTTCACACATCGTTGCGTACTACTCCGGCAAAAAGGAACCCT TCGGGTATATAGGAATGGTCTGAGCTATAAT
A1 G LLGFTIVWAHEHMETVYVGHDVDTRAYFTSATHMI
AGCCATCROGTTGT TAGRAT TTATCOT T TGAGCCCACCATATGTTCACTG T AGRGATAGACGTAGACACTCOTGCTTACT T TACATCTGCCACCATGATT

1 A 1 P T & V K V F S WL A T L H G G 8§ -I K W E T P L L W A L G F l
ATCGCTATCCCCACAGGAGTAAAAGTATTTAGCTGACTAGCTACACTACACGGAGGCTCAATCAAATGAGAAACACCACTTCTTTGAGCCTTAGGRTTTA
F oL F TVG6GLTGI! VLANSTSTLD f V L H DT Y Y v v A H F H
TTTTCCTGTTCACAGTGGGTGGACT TACAGGTATTGTCCTTGCTAACTCCTCATTAGACATTGTTCTACATGACACTTATTACGTAGTTGCTCATTTCCA

Y VLSMGAVEFATLIMGATFVYVHWNFPLFTGYTLHSTWTIK
CTACGTACTATCTATAGGAGCTGTATTTGCCATTATAGGCGCTTTCGTACACTGGTTCCCGCTATT TACAGGGTACACCCTCCACAGCACATGAACCAAA

1 H FGI1MFTIGVNLTTPFFPOQOHEFLTSGLAGMPRGRYSDTYFPD
ATCCATTTTGGAATTATATTTATCGGTGTAAATTTAACCTTTTTCCCACAGCAT TTCCTAGGCCT CGCAGGGATACCACGACGGTACTCTGATTACCCAG

AY T LW NTVSS16S5LYSLYVYAVIDIMNFLETILTLMWEHR TR AHA
ACGCCTATACACTGTGAAACACTGTATCCTCAATCGGATCCCTTGTATCCCTAGTAGCTGTAATTATGTTCCTATTTATTCTTTGAGAAGET TTTGETGE

KR EVASTIELTSTNVEGUWLGHGCPPGPYMHTFEETPRAETFUV
CAAACGAGAGGTAGCATCAATCGAACTAACT TCAACAAACGTAGAATGACTACACGGATGCCCCCCACCCTACCACACAT TTGAAGAACCAGCATTTGTC

Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris {cont.)
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Q vV Q@ A N * <-- tRNA-Ser(UCN) LRNA-
CAAGTACAAGCAAACT GAGAAAGGGAGGAATTGAACCCCCATGTGCTGGTTTCAAGCCAACCGCATAACCACTCTGCCACTTTCT TATRAGACAC

“cotl -->
Asp --> M A HP S QL
TAGTAAAACTAGTCTATTACACTGCCTGGTCAAGGCAAAATTGTGGGTTAAACCCCGCGTGTCTfﬂAGCACTTAGCTAGAATGGCACATCCCTCACAACT

G F @ D A A S PV M E E L L H F H D H A L M1 V L L l. § T L v L ¥
AGGATTCCAAGACGCGGCCTCCCCTGTAATAGAAGAACTTCTTCATTTCCACEACCAEGCTCTTATGATTGTTCTTCTTATCAGCACACTAGTGCTTTAT

1 1 Vv A MV S T K L T N M Y I v D S @ E I E 1 V W T V L P A V I L [
ATCATCGTAGCAATAGTCTCTACTAAACTTACTAATATGTATATCCTTGATTCTCAAGAAATCGAGATCBTTTGGACTGTCCTCCCAGCAGTTATCCTTA

L1 ALPSLRILYLMNDETINDPHLTTIKAMEGHR GWTYWS
TTCTCATCGCTCTCCCTTCCCTCOGAATTCTCTATCT TATGGACGAAATTAACGACCCCCACCTTACTAT TAAAGCAATAGGCCACCAATGATATTGAAG

YEYTDYEDTLGEFODSYMYPTAaQODLVPG®@FRLLETTD DH
CTATGAATATACCGACTACGAAGAT TTAGGCT TTGACTCTTACATAGTCCCCACTCAAGATTTAGTGCCAGGCCAATTCCGTCT TCTAGAGACAGATCAT

R M VYVPVESPTIRVYLVYSAETDUWVTLTHSMWAVPSLGVEKMDA
CGAATAGTTGTCCCTGTAGAATCCCCAATCCGAGTTCTCGTCTCAGCTGAAGACGTCCTTCACTCCTGAGCCGTTCCTTCTTTAGGTGTAAAGATAGACG

v P G R L N Q T A F I A S R P G V F Y G @ C S E 1 C G AN H S F M
CAGTTCCAGGACGATTAAACCAAACAGCCTTTATTGCCTCTCGACCTGGAGTATTCTACGGACAATGTTCTGAGATCTGCGGGGCTAACCATAGCTTCAT

P I VVEAVPLETHTETETKTHMESTHMMLETDA tRNA-Lys -->

ACCTATCGTTGTTGAAGCGGTACCCCTAGAACACTTCGAGAAATGATCCACTATGATACTTGAAGATGCC|:ACTAAGAAGCTAAATCGGGAATAGCGT
) ) ’ TPasaB -=> )
M P QL NPAPMWIF FATILILVTFSWL
AGCCTTTTAAGCTAAAGATTGGTGGCCCCCAACCACCCETAGTGACATGCCCCAACT CAACCCCGCCCCCTGATTTGCTATTTTAGTATTCTCGTGACTG

vV F L T VI PPIKUVLGHTFTNETZ®PTSQSTEIZKAIKUPEUPUMWNHNMW
GTTTTCCTAACTGTTATTCCCCCAAAAGTCCTTGGCCACACTTTCACAAATGAGCCTACCTCACAAAGCACTGAAAAAGCTAAGCCCGAACCCTGAAACT
ATPasab -~
M T L S F FDQF MSPTYLGI! PLI AV ALTILPWMWIULFP
P W H *
GACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATACCTAGGTATCCCACTTATCGCCGTAGCATTAACCCTCCCATGAATTCTTTTCCCT

T PSARMWLMNNRTLITLQGWEFINRFTG@GAQLLLPLMNLTESG
ACCCCCTLTGCCCGATGAT T ARACAACCGCLTAATTACCL TG AAGGGTGGTTCATCAACCGAT TTACCCAGCAACTTCTTTTACLGLTAAATETAGGLG

HKWAALLTS SLMLEFLITLNMLGELLPYTFTPTT QL.
GTCACAAGTGAGCAGCTCTACTAACTTCCCTCATACTATTTCTTATTACCCTAAATATACTTGGCCTACT TCCATATACAT TCACCCCGACCACACAGCT

S LNMGLAVPLWLATVIIGMRN OQEPTAALGHTLTLEPE
CTCCCTAAATATGGGCCTCGCAGTECCACTGTGGCTTGETACAGTAAT TATCGGCATACGAAACCAACCTACGGCCGCCCTCGECCATTTAT TGCCTGAA

6 TPVPLIPVY LI I ITETTISLFI1IRPALGVYRLTANLTA
GGAACCCCCGTTCCACTGATCCCAGTACTCATCATTATCGAAACAAT TAGCCTTTTTATCCGCCECGCCCTTGGCGTACGACT TACAGCCAAT CTCACAG

6 HaLIATAAFVLLPMMPTVYATILILTSIVLEFLLTLL

CAGGCCACCAACTAATTGCTACAGCAGCCTTTGTTCTTCTACCTATAATACETACAGT AGCAATECTARCTTCTATTGTCCTCTTTCTACTCACCETTET
corrf --» )

E 1 AVAMNTIGQAYVFVLLLSLYLQENV MAHKGATHA ATYH

CGAAATCGCCGTAGCCATGATTCAAGECTACGTTTTTGTCTTACTCCTAAGCCTCTAT TTACAAGAAAACGTT TAATGGCACACCAAGCACACGCATACE

M VDPSPMWPLTGATIAALLLTSGTAVWEFHEFUHSLTL
ACATGGTTGACCCAAGCLLETGACCTCTGACCGGCGCAATTGCCGECCTTTTACTTACATCAGGEACTGCAGTCTGATTCCATTTCCACTCGCTCACACT
LT L GNTLLLLTMYa@WWRDTIIREGTTFQGHHTGPGPUV
TCTTACCTTAGGTAACATTCTCTTACTTCTAACCATATACCAATGATGGCGGGATATCATCCGAGAAGGTACET T T CAAGGACACCACACGECCCCAGTE

@K GULRYGMILFTITSEVYVTFTFETEFELGEGEFTFWATFTYHASLATPTI
CAAAAAGGGCTACGATATGGCATAATCTTATTTATTACCTCCGAGGTATTCTTTTTCTTAGETTTCTTCTGAGCCTTCTACCACGCCAGCCTCGCCCCCA

P EL G G C W PP A G 1 T- T LD .P F E J P L L' N T A b L oL A- $ GV
CACCTGAATTAGGAGGTTGCTGACCCCCCGCAGGTATTACTACTCTAGACCCCTTTGAGGTACCCCTTCTTAATACTGCAGTCCTTCTAGCATCTGGTGT

Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
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T VT WAMKWUMHSIMESGEHRTIKS Q@TTI!IQ@ALTLTI!ILLGFYFTF
CACCGTAACATGAGCCCACCACAGCATCATAGAAGGT GAACGAAAACAAACCAT TCAAGCTCTTACTCTCACTATCTTACTGGGATTTTACTTCACTTTC

L @ G MEVYYEAPTETTIADGVYYGSTFFVATGEFHGLHLVI
CTACARGGTATAGAATACTACGAAGCCCCATTTACAATCGCTGACGGCGTATACGGCTCTACTTTCTTTGTCGCTACAGGAT TCCATGGCCTACACGTAA

1 68 TFLAVCLLROQVGY HFTSEHRTHEFG GEFEA AHAH AU ISTYHU
TTATTEGCTCTACCTTTCTGGCCGTTTGCCTTCTACGACAAGTTCAATACCACTTTACATCTGAACATCATTTTGGCTTTGAAGCTGCTGCCTGATATTG
HFVD VY MWLEFLYVSTYSWWGES tRNA-Gly -->
ACACTTTGTAGACGTTGTATGGCTCTTCCTATACGTCTCTATTTACTGATGAGGCTCATABTCTTTCTAGTATTAATACGTATAAGTGACTTCCAATCA

NADH 3 .
M N L I TTTITI1TTI1TT1TTULSAVLATILISFW
CCGGTCTTGGTTAAAATCCAAGGAAAGAT AATGAAT TTAATCACAACAATCATCACTATTACCATCACATTATCCGCAGTACTAGCCACTATTTCTYTCY

LPQal1SsSPDAETEKLTGSPYECTGTEF®DOS®PLGSARLTPTFTSLR RESTE
GATTACCACAAATCTCCCCAGACGCAGAGAAGT TATCCCCCTACGAATGTGGATTTGACCCCT TAGGGTCCGCCCGCETGELETTCTCCTTACGETYCTY
L I A1 L FLLFDLETALLLPLPWGD GLHTPTITLTLI
TCTAATCGCGATCTTATTCCTCCTATTTGATCTAGAAATCGCCCTCCTTTTGCCCCTACCTTGAGGGGATCAACTCCACACCCCGACCCTGACACTCATC

WS TAVLALLTLGLTI Y EWTO QGG LEMWAE tRNA-ACG -->
TGATCCACTGCI:GTTCTAGCCCTTCTTACTCTTGGCTTAATCTATGMTGAACCCAAGGAGGCTTAGAATGAGCCGAGTAEGGAGTTAGTCCAAAACAAG
) ’ NADH-4L --> ’ ’ ’
M TPV KEFSTFTSAFTILGLH
ACCCTTGATTTCGGCTCAARAGACCATGGT T TAAGT CCATGACCGCCTTATGACACCAGTACACT TCAGCTTTACCTCAGCCTTTATTTTAGGGCTTATA

G L AF HRTUHLLSALLCLETGMMLSTLEFTIALSLGSEALRQ GHM
GGACTCGCGTTTCACCGCACCCACCTTCTCTCAGLCCTTCTATGUCTAGAAGGAATAATACTCTCTCTATTCATCGCCCYCTCCCTCTGAGCCCTCCAAA

EATGY SV APMLLLAFSACLCEA ASAGLALILVATART
TGGAAGCGACTGGCTACTCAGTGGLLCCGATACTTCTCCTAGCGTTCTCAGCCTGTGAAGCCAGCGCAGGGTTAGCCCTACTAGTAGCAACTGCACGAALC
NADH 4 ~-->
ML KI LI PTLMKMLFPT ] WL S P AK
H G TDRLGS L NLLGEC®™
ACACGGCACAGACCGCCTCCAAAGCTTAAACCTCCTCCAATGTTAAAGATCCTCATCCCCACACTCATGCTYTTTCCAACGATCTGACTCAGCCCCGLGA

WL WTTSI1AQSLTIIALATSTLTSUWMLEKUWSSETG GWSSSHN
AATGATTATGAACTACATCAATCGCCCAAAGTTTAATTATTGCCCTAGCAAGTTTATCCTGACT TAAATGATCGTCAGAAACCGGAT GATCCTCCTCCAA

LY LATDODPLSTPLLVLTCWHLLPLMILASAGSHLST P
CCTCTATTTAGCAACTGACCCCCTATCAACACCCCTGCTAGTAT TAACCTGETGACTACTTCCECTTATAATTCTTGC TAGCCAAAGCCACCTETCTEET
EPLNRGOGRAYTISLLYSLQ@TFLVYLAFGATETLTIMEFTY.YV
GAACCCTTAAATCGCCAGCGAGCCTACATCTCCCTCCTRETCTCCCTTCARACGTTTCTAGTATTAGCAT TCGGGGCCACTGAAATTATCATATTTTACE

M FEATILLPTLTITITITRWEN GTERTLNGAGCSGTYFLEFYT
TCATATTCGAAGCCACGCTACTCCCCACCCTTATTATTATCACCCGATGAGGAAATCARACT GAACGCCTCAATGCCGGTACCTACTTCTTATTTTATAC

L AGSL®PLLVYALTLLMA@aNDNGTLSMFTLAQYTGEPL H
CCTAGCTGGCTCCCTACCCCTCCTCGTGGCCCTGETTCT TATACARAACGACAACGGAACCCTATCTATGT TTACCCTGCAGTATACGCAACCCCTACAC

L LT WGDKLULUWWNAACLLAFLVYKMPLYGYHLGWLEPEKAH
CTTCTAACGTGAGGAGATAAACTGTGATGAGETGCCTGCCTTTTAGECTTCCTTGTAAAAATACECCTATACGGTGT TCACCT TTGACTCCCARRAGECE

VEAPTIAGSMIUAAVLLTEKLTGSG® GYGHMBMRMNMYMLGDEPL
ACGTAGAAGCTCCAATCGCCGEATCCATAATCCTAGCGGCTGTTCTCCTCAAGCTGGGAGGATACGGCATAATACGTATAATAGTTATACTAGACCCGTT

T X E L A Y P F I V LALWEG 1 { MT G $ 1 ¢C L R Q T D L K S L1
AACCAAAGAACTGGCCTACCCCTTTATTGTTTTGGCCTTGTGAGGTATCATTATAACAGGATCTATTTGCCTACGTCAAACAGACCTGAAATCACTAATC

A Y 3§ S vV G H M G L V A G G L I Q 1T P H G F T G A I I L M ] A H G'
GCATACTCTTCAGTCGGCCACATAGGAT TAGTCGCAGGGGGTATTTTAATTCAAACACCTTGAGGATTTACT GGTGCAATTATTCTCATAATCGCACACG

L ASSALTFC CLANTSYERTHSRTMLLARTEGTME GMTITLEP
GCCTTGLCTCCTCAGEGCTATTETGCT TAGCCAATACTAGCTACGAAL GCACCCACAGC CGAACCATACTACTTGCCCGAGGAATACAAATAATTCTCCC

L M T T WWEFVASLANLALPPLPNLMGETLMNIITSHME
CTTAATAACCACTTGGTGATTTGTAGCTAGT TTAGCAAATCTGGCCCTCCCCCCTCTCCECAACE TAATAGGAGAACTAATAATCATCACTTCTATATTT

. - . . . . -

Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
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N W s Y ®TL19LTGLGTLITASY SLYLFLMTaQRGHPIL P
AACTGGTCGTATTGAACCCTTATTCTCACGGGACTAGGCACGT TAATTACAGCAAGCTACTCCCTTTATCTGTTCTTAATAACT CAACGGGGACCCCTAL

S H I. I A L E P T H T R E H L L .! I L H L I P I v L L I L K P E L
CTTCCCATATTATTGCTCTTGAACCCACCCACACCCGAGAACACCTACTTATTATTCTGCACCTCATCCCAATTGTCCTTCTAATCCTAAAGCCTGAGCT

M W G H c F tRNA His --> tRNA Ser
CATGTGAGGCTGATGTTYC1ETAGATATAGTTTAACCAAGACATTAGATTGTGATTCTAAAAATAGAGGTTAAAATCCTCTTATCCACEEAGAGAAATC
CAGY) tRHA Leu(CU ) -->

QT TGATAACAGAGACT GCTAATETTETGCCCCCTCAGT TAAATTCTGTGGT TCACTCGTRCTTCTAAAGGATAATAGCTCATCCATTGRTCTTAGGAACE
. NADH-5 o . . . . . .

WA PTTLILS S SLLMITFTULLIYP.L
AAAACTCTTGGTGCAAATCCAAGTAGCAGCTATGCACCCGACTACACTCATCTTAAGCTCATCCCTTTTAATAATCTTCACACTTCTAATTTATECTCTT

1 TTLTPTPGQ@HKNMWALTHVKTAIKHMATFLUVSLLPLTEF
ATTACCACCCTCACCCCAACCCCCCAACACAARAACTGGGCCCTTACTCACGTAAAAACTGCTATCAAAATAGCET TCCTAGT GAGECTGETCCCCCTTT

VFLDG@GTETTIVTNWAQWMNTITTITFODINLSTFIKTFDHTLY
TTGTCTTCCTAGACCAAGGAACCGAAACTATCGTGACTAACTGACAATGAATAAACACCACAACCT TTGACAT TAACCTTAGCTTTAAATTTGACCACTA

S I 1 F T P i A L Y v T W S 1 L E F A 5 W Y M H A D P N M N R F F ’
CTCCATTATTTTTACCCCTATTGCCCTGTACGTAACCTGATCTATTCTAGAATTCGLATCCTGATATATACACGCCGACCCCAACATAAACCGATTCTTT
K'Y LLLFLIAMIIULUYTANNMESLEFIGWETGVYVGIMSF
AAGTACCTCCTCCTCTTCCTAATCGCCATAATTATTTTAGTAACCGCCAACAACATGTTCCAACTATTTATCGGCTGAGAGGGAGTCGGAATTATATCAT

L LI GWWHERADANTAAMGAVYVIYNRVGEDIGLILS,
TTCTCCTCATTGGAT GATGACACGGACGAGCT GACGCTAACACAGCT GETATACAAGCT GTAAT TTACAACCGAGTAGGAGACATCGGACT TATCCTAAG

M AWMFATNTLANTGSUMWETLG QQMEFASSKGLDLTLPLMGLI
TATAGCCTGGT TCGCAACAAACCTAAACT CCTGAGAAAT TCAACARATATTTGCCTCTT CAAAAGGACT TGACCT CACACTCCCTCTTATAGGCCTCATT

L A A % G K S‘ A Q@ F G L H ﬁ W L P. S A M % G P T P V § .A L L h S § T
CTAGCCGCCACCGGEAAATCAGCGCAATTTGGACT TCACCCATGACT TCCL TCCGLGATAGAGEGTCCTACGCCGETATCTGCCCTACTACACTCCAGCA

M VVAGTIFLLTIRTLHPLMEDNG GTALTVCLCLGATLT.
CCATGGTCGTGGCGGGCATCTTCCTAT TAATTCGACT CCACCCTCTAATAGAAGATAACCAAACAGECT TAACCGTATGCT TATGCCTAGGAGCCCTAAC

T LFTATCALT @NDIKKTIVAFSTSSAQLGLMHMYT.]
TACCCTCTTCACCGCTACCTGCGCCE TCACCCAAAATGACAT CAAAAAAAT TGTCGCAT TCTCTACATCCAGCCAACTAGGGCT TATAATAGT CACCATC
6 L NQ@PQlAFLHTIEICTHATFTFEKAMLTFLCSGSTIT I HSLN
GGACTTAATCAACCACAACTAGECT TCCTCCACATCTGCACCCACGCATTCTTTAAAGCTATACTTTTCCTATGCTCAGGCTCAAT TATTCATAGT TTAA

® E QD IRKMGGMNHNLTPSTSSCLTIGSLALTGTG P
ACGATGAGCAAGACATTCGAAAAATAGGT GGTATACACAACCTCACCCCCTCTACATCCTCTTGCCTCACAATCGGAAGELT T GCACTAACTRGEACCEE

F LAGTFTFTSIKDATITIETALNTSHLNAMNALTITLTITLLATS
ATTCTTAGCTGGGTTCTTCTCCAAAGACGCTATTATTGAAGCCT TAAACACCTCCCACCTCAACGCCTGAGCCCT TACTCTTACCTTACTAGCCACCTCA
F TAIYSULRVYTIFFVSMGHPRTFTATAPVNENNSPSVI
TTTACTGCCATTTATAGCCTCCGAGTCATCTTTTTTGTCTCCATAGGACACCCCCGCT TTACGGCARCAGCCCCTGTTAATGAAAATAACCCATCCGTAA

NP1 KRLAMWGSTIIAGLLTITSNTFLPTNTPVYMTIMEPT,
TTAACCCAATCAAGCGACTAGCCTGAGGAAGCAT CATTGCGGOGCTTCTAAT TACCTCAAAC T TCCTACCCACCAACACCECCGTAATAACCATGCCCAT

HLKLAALLVYTISGLLIALELASLTITNEKQFEKLUHHEPT
CCACTTAAAATTAGCCGCTCTCCTOGTTACTATCTCOBGECTTCTCATTGCATTAGAACTTGCOTCACTAACTAACAAACAAT TTAAACTACACCCAACE

LT LHNTFSNMLGEFEFPATITIHNRLTITPEKLNLTLGAQTTI AS
CTTACACTACATAACTTCTCCAACATACTGOBATTCTTCCCCOECATCATCCACCGAT TRACCCCAAAGE T AAACT TAACT T TAGGACAAACCATCGECA
@ M VD HTWEFEEKVYGPKETLTFQLTCLMVYTTTSHNTIO G G
GCCAAATGGTAGATCACACATGAT T TGAGAARGTAGGT CCGAAGGAATTATTTCAACT CACET GECTAATAGT CACAACAACAAGT AATAT CCAACAAGG

) * VARLAGRTSTLG
M 1 KT Y LT ULFFLSTTLAVLLTILT®
CATAATTAAAACATACCTCACCCTATTTTTCCTTTCAACAACTCTAGETGTTCTATTAACAT TAACCTAAACTGL T CGAAGCGCCCECCGACTCAATELE

R TLELVVFLTLLLVYVWACATILMETEG®GHSTYMLAVYGS.
CGTGTTAATTCCAACACCACAAAAAGTGT TAATAGGAGTACCCACGCGCACGCAAT TAATATCCCCECTCCATGAGAGTATATCAAT GCCACCCCACTTG

s . . - . .

Figura 25, Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
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T DG RLV S F EKFEDV AV WS T EVY WG 6 WF L G AV LV VG
TATCCCCACGCAATACAGAAAACTCCTTAAACTCGTCCACTGCTACCCATGAGGTTTCATACCACCCACCCCAGAATAGACCTGCCACCAACACCACCLE

VI YVVVYGLVSRDGLVYSRDGSGWSTETPTFETPETU ARALASHAS.
CACCGTATATACCACCACATACCCTAAGACCGAACGAT CCCCTAAGACCGAACGATCCCET CAAGACT CCGGAAAAGGET CAGCAGCCARAGCCGCT GAA
Y AFVVLMGGLY 1LULFLVLSLFSGGHGVLVYGECGVYGG
TAAGCAAATACCACAAGCATCCCCCCCAAGTAAATCAAAAATAGTACTAAAGACAAGAAAGAT CLCCCGT GACCCACCAAAACCCCACAACCCACACETG

!

A AV V L G L A A F Y PAPWNSAVAVLGLUVLGL L FL SV LY

CTGCTACAACCAACCCCAAAGCAGCAARGTAAGGTGCAGGGTTAGATGCAACAGCTACAAGECCTARAACCAGCCCT AAAAGAAACARAGACACAAGAT A
NADH- 6 ) ) Cytb -->

<- tRNA-Glu M A N L R K T H

AGTCAIEATTCCTGCTCGGACTCTAACCGAAACTAATGACTTGAAAAACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAQCTAATGGCCAACCTCCGAAAAACCC

P oL L K 1 A N D A L v D L P AP S N 1 S vV oW H N F G S L L G L €L
ACCCTCTCCTAAAAATCGCTAATGACGCACTAGTCGACCTCCCAGCACCTTCTAATATCTCAGTCTGGTGAAACTTTGGCTCACTACTAGGCCTATGTTT

AT Qi LT GLFLAMBHYTSDOTISTATFSSVYVCHTICRDUVS
AGCTACCCARATTCT TACCGGGCTCTTCCTAGCCATGCACTATACCTCCGACAT T TCAACAGCTTTCTCCTCTGTTTGCCACATCTGCCGAGATGTTAGT
Y 6 M LIRNTIHANGASTETFTFEFICTIYMHIARGLTYTYGSTY L
TACGGCTGACTCATTCGAAACAT CCATGLCAACGGAGCATCTTTCTTTTTTATCTGTATTTATATACATATCGCCCGAGGACTTTACTACGGCTCGTACC

Y K ET W N TGV VYVYLLLLTMMTAFEFVYGYVLPWGEQaMSF W,
TCTACARAGAARCCT GGAATATCGGAGTTGTACTTTTACTTCTCACTATAATAACTGCCT TTGTAGGCTACGTCCT CCCGT GAGGACAAATATCATTCTG

6 ATV I TNLLGSAVPYVGGALGVY QWI WGEFSYDNAT
AGGGGCCACTGTAAT TACAAACCTCCTCTCAGCTGTACCATACGTAGGAGGCECCCTAGTACAATGAAT T TGAGGGGGCT TCTCCGT TGACAACGCCACT
LTRF FAFHFLEFEPEFYVIAAATVLHKLLFLBETGSHNSEP
CTAACACGATTTTTCGCCTTTCACTTCCTATTCCCCTTCGTCATTGCAGCCGCTACGGTCCTTCACCTTCYGTTCCTTCATGAAACAGGATCTAATAACC

A G1! NGSDADEKTISTFUHRPYFSYKDLLGEFVAMLLGEGLTS
CTGCAGGGATTAACTCTGATGCTGATAARATCTCAT TCCACCCTTACTTCTCATACAAAGATCTCCTAGGATTCGTAGCCATACTCCTAGGCCTAACATC

L ALFAPNLTLGDGPDNTFTPANPLYTPPHTIKPETHWTYSF
CTTAGCTCTTTTTGCACCAAATCTCCTAGGGGACCCAGACAATTTTACGCCTGCCAACCCCCTAGT GACCCCACETCATAT TAAACCCGAATGATACTTC

LFAYATILRSGSIPNKLGGVLALTLTFSTILVLMYVPILH
CTATTCGCT TACGCAATCCTACGAT CCATCCCCARCAAGCTGOGAGGAGTACTTGCCETTTTATTCTCOATCETTGTCCTCATGETTGTCCCCATECTAT
T S KGR GLTFRPLTAQFLTFWALYADMLILTIWIGEGM
ACACTTCTAAACAACGAGGACT TACCT TTCGACCACTCACCCAATTCTTATTTTGGGCCT TAGTAGCAGATATACTCATCCTCACCTGAATCGGAGGCAT
P VEHPF I 1 1608VAGSVYTITVYFTIFLYLGSPLAGTUMA ATE.TI
ACCTGTAGAACACCCCTTCATTATTATCGGACAAGTCGCCTCTGTAATTTACTTCACCATCTTCCTAGTTCTTTCCCCCTTAGCCGGCTGGGCCRARATT

K A L Q W OA tRHA Thr -

£
AAAGCCCTCCAATGAGCCIﬁCCCTAGTAGCTCAGCGCCAG GCGCCGGTCTTGTAATCCQGAAGTCGGAQGTTAAAACCCTCCCTAGTquCAGAGAGAG

<-- tR
GAGATTTTAACTCCCACCCTTAACTCCCAAAGCTAAGATTCTAAATTAAACTACCCTCTG
s . B . . 16660

.

Figura 25. Secuencia completa del DNA mitocondrial de trucha arco iris (cont.)
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El mtDNA de trucha arco iris codifica para 2 rRNAs, 22 tRNAs y 13
cadenas polipeptidicas. Los genes fueron localizados e identificados por
comparacién con las secuencias de los mtDNAs de Xenopus laevis (Roe y
col., 1985), Cyprinus carpio (Chang y Huang, 1994) y Crossostoma
lacustre (Tzeng y col.,, 1992). La organizacién resultante es la misma
descrita en estas especies y en mamiferos (Fig. 25 y Tabla III). Aligual que
en el resto de mtDNASs secuenciados, la caracteristica mas sobresaliente en
el mtDNA de trucha es la casi total ausencia de secuencias no funcionales.
Las secuencias intergénicas se reducen en la mayoria de los casos a, tan
sélo, 1 a 3 nucleétidos, siendo una excepcién la existente entre el gen que
codifica para el tRNAAsp y el gen COII con 14 nucledtidos intergénicos no
codificantes.

5. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA REGION DE CONTROL (D-LOOP).

La region de control del mtDNA de trucha tiene una longitud total de
1003 pb. Se encuentra flanqueada por el tRNAPro en su extremo 5' y por el
tRNAPhe en su extremo 3'. Al no ser una regién codificante, el D-loop
presenta una gran variabilidad entre los diversos genomas mitocondriales.
No obstante, en el D-loop de la trucha se puede reconocer una region central
y ciertos motivos conservados en otras especies (Fig. 26).

Al igual que en la regién de control del mtDNA de otros vertebrados,
en la regién del D-loop de trucha arco iris se pueden identificar tres bloques
de secuencia conservada (CSBs I, II y III) y ocho regiones asociadas con la
terminacion prematura de la replicacién de la cadena pesada (TASs). De
las tres CSBs identificadas 1as mejor conservadas, al compararlas con otros
teledsteos, X. laevis y el hombre, son la CSB-II yla CSB-III (Fig. 27). La
CSB-I en trucha esta reducida a un pentanucleétido y pudo ser identificada
como tal, en funcién de su posicion relativa con respecto a la CSB-II (Fig.
27). En la region comprendida entre CSB-III y el tRNAPhe donde deben
estar los promotores implicados en el inicio de la transcripcién de las
cadenas pesada (HSP) y ligera (LSP), aparece una repeticién directa de 19
nucleétidos. Otra caracteristica significativa, es la presencia de 26

nucleétidos pirimidinicos seguidos, cerca de las CSBs.
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Region funcional Inicio Fin Tamaiio (pb)
D-Loop 1 1003 1003
tRNA-Phe 1004 1071 68
12S rRNA 1072 2015 944
tRNA-Val 2016 2087 70
165 rRNA 2088 3767 1680
tRNA-Leu (UUR) 3768 3843 76
NADH 1 3844 4815 972
tRNA-Ile 4819 4890 72
tRNA-GIn 4958 4888 71
tRNA-Met 4958 5026 69
NADH 2 5027 6076 1050
tRNA-Trp 6079 6147 69
tRNA-Ala 6217 6149 69
tRNA-Asn 6291 6219 73
Origen de replicacion . 6292 6328 37
tRNA-Cys 6395 6329 67
tRNA-Tyr 6466 6396 71
COI 6468 8018 1551
tRNA-Ser (UCN) 8089 8019 71
tRNA-Asp 8094 8166 73
COII 8181 8871 691
tRNA-Lys 8872 8945 74
ATPase 8 8947 9114 168
ATPase 6 9105 9774 670
CO III 9776 10559 784
tRNA-Gly 10561 10630 70
NADH 3 10631 10979 349
tRNA-Arg 10981 11049 69
NADH 4L 11050 11346 297
NADH 4 11340 12720 1381
tRNA-His 12721 12789 69
tRNA-Ser (AGY) 12790 12858 69
tRNA-Leu (CUN) 12860 12931 72
NADH 5 12932 14770 1839
NADH 6 15306 14767 540
tRNA-Glu 15375 15307 69
Citocromo b 15379 16519 1141
tRNA-Thr 16520 16591 72
tRNA-Pro 16660 16591 70

Tabla IIl. Localizacion de las principales regiones funcionales del

genoma mitocondrial de trucha arco iris. Se indica la situacién y tamario de los

diferentes genes y regiones mitocondriales.



ACGGCTACAG CTATGTACHAA CTGTAAATGT TAFAACTTGT AAACCCAATC TTATACTACA TCTATGTAYA ATATPACATA TTATGTAPTT AJCCATATAT AAJACTGCTT

TAS-1 TAS-2 TAS-3 TAS-4
GTGAGTAGTA CATTATATGT ATTATCAACA TACGGTGANT TTTAACCCCT CANACATCAG CACAAATNCCA AGGTTYIACAT TAAGCCAAAJ ACGTGATAAA ACCAACTAAG
TAS-5 TAS-6 TAS-7 TAS-8

TTGTTTTAAA CTGATTAATT GCTATATCAA TAAAACTCCA ATTAACACGG GCTCCGTCTT TACCCACCAA CTTTCAGCAT CAGTCCGGCT TAATGTAGTA AGAACCGACC

AACGATTTAT CGGTAGGCAT ACTCTTATTG ATGGTCAGGG GCAGATATCG TATTAGGTCG CATCTCGTGA ATTATTCCTG GCATTTGGTT CCTAAGTCAA GGGCTATCCT

TAAGAARACCA GCCCCTGAAA GUCGAATGTA AAGCATCTGG TTAATGGTGT CAATCTTATT GCCOGTTACC CACCAAGCCG GGCGTTCTCT TATATGCATA GGHTTCTCIT

TTTTTTTTCT TTTCCTTTEA GCTTGCATAT ACAAGTGCAA GCAAAGAAGT CTAACAAGGT CGAACTAGAT CTTGAATTCC AGAGAACCCA TGTATCATGG TGAAATGATA
PP

TTCTATAAAG AAICACATAC TTGGATATCA AGTGCATAAG GTCAATTATT TTCTTCACAG ATACCTAAGA TCGCTCCCGG CTTTTGCGCG {TAAACCCCC CTACCCCCQT
CSB-1I CSB-IT

AAGCTGAAAG ATCCTTATGT TCUTGTTAAA CCCCTAAACC AGGAAGTCTC AAATCAGCAA TATTTNYTATA CATTAATAAA CTTTHRATGCA CTTTAGCATT TGGCACCGAC
CSB-11I RD

AGCGCTGTAA TGCGTACACT TCCATAAATA AAQTATACAT TAATAAACTT TRCCATCCAC TTTGTAGCAC CTAGCACCAA CAACGCUTGTT ATCAATGCCA TTTCCACGCA
RD

CAGCCCGCC
a

Dominio izquierdo Dominio central Dominio derecho |

i Y
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| vaPhe
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PP CSB-ICSB-IICSB-IIIRD RD

Figura 26. Secuencia completa del D-loop de 1a trucha arco iris: El analisis de la secuencia de la regién de control de la trucha arco
iris permite el reconocimiento de tres bloques de secuencia conservada (CSBs I, Il y IID), ocho regiones asociadas con la terminacién prematura de la
replicacién de la cadena pesada (TASs), una regién rica en pirimidinas (PP) y una repeticién directa (RD).
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CSB-1 Distancia
a
CSB-11
Oncorhynchus mykiss = ——————————mmem—e CACATA 77
Crossostoma lacustre = ———————— o ~GACATA 95
Cyprinus carpio = —mm—mmmmmmeee—————— ~-GACATA 101
Acipenser transmontanus -  —————————————m———ee -GACATA 108
Gadus morhua = - AGCATA 69
Xenopus laevis =000 —eeeeeeeeeeommee o —GACATA 100
Homo sapiens TAATTAATTARTGCTTGTAGGACATA 70
Consensoe @ —ommmmemee e gaCATA
CSB-1I
Oncorhynchus mykiss TAAACCCCCC---TACCOCC
Crossostoma lacustre CAAACCCCC-~-TTACCCCC
Cyprinus carpio CAAACCCCCC--TTACCCCC
Acipenser transmontanus CAARCOCCC----TACCOCC
Gadus morhua TAAACCCCCCC--TCCCOCC
Xenopus laevls TAAACOCCC =~ ~TACCCOCC
Homeo sapiens CAAACCOCCCCCCTOOCCCC
Consenso YAAACCCCCe—--TaCCceC
CSB-1II
Oncorhynchus mykiss TGTTRAAACCCC-~—TAAMCA
Crossostoma lacustre GCTCAARCCCC---GAAACCA
Cyprinus carpto TGTCAAACCCC--—GRAACCA
Acipenser transmontanus TCTCARACCCC-——ARRAGCA
Gadus morhua TGT-AAACCCOCCGGAAACAS
Xenopus laevis CGTCAAACCCC~~-ARAACCG
Homo sapiens TGCCAAACCCC--~AAARACA
Consenso YOLCARRCCCC--—TAAACCR

Figura 27. Bloques de secuencia conservada. CSBs identificados en las
regiones de control de los mtDNAs de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss),
Crossostoma lacustre (Tzeng y col., 1992); la carpa, Cyprinus carpio (Chang y Huang,
1994); el estunidn, Acipenser transmontanus (Burcker v col,, 1990); el bacalao, Gadus
morhua (Johansen, 1990); Xenopus [aevis (Roe y col., 1985) vy el hombre, Homo sapiens
{Anderson y cel., 1981; Chang y Clayton, 1987). En la figura también se muestran las
secuencias consenso para cada CSB y, en el caso de la CSB-1, la distancia en relacién con
la CSB-II.
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En esta misma region, entre los nucleétidos 820 y 985, se localiza
una pequeiia ORF de 165 pb con probabilidad de codificar para un
polipéptido de 55 aminodcidos, con un peso molecular de 6200 Da y un
punto isoeléctrico de 8.7. De acuerdo con la orientacién de la ORF, este
polipéptido estaria codificado per la cadena L y, dependiendo de la
localizacién exacta de LSP, podria ser el primero o el ultimo de sus
productos. El modelo del plegamiento deducido para este polipéptido, predice

una estructura central de doble hoja plegada flanqueada por dos cadenas

con conformacion en helice o (Fig. 28).

6. ORIGEN DE REPLICACION DE LA CADENA L.

El origen de replicacion de la cadena L tiene una longitud total de 52
nucleotidos, se localiza a continuacién del tRNAAsn y golapa parcialmente
con el tRNACy=s (Fig. 25). Presenta una estructura secundaria que consiste
en una base formada por los extremos de los dos tRNAs flanqueantes, que
continia en un tallo constituido por el apareamiento de 22 nucledtidos, de un
total de 23, y termina en un bucle de 17 nucledtidos (Fig. 29). Las dos
secuencias flanqueantes del Oy, son las mismas descritas en el resto de
vertebrados y, en el caso del extremo 5', se puede reconocer el motivo 5-
GGCCG-3’ en el que se produce la transicion RNA/DNA al inicio de la
replicacién (Hixson y col., 1986). El pie tiene un alto contenido en guaninas y
citosinas, y presenta gran homologia con los de otros peces, X. laevis y
mamiferos. El bucle sorprende por su gran tamaio, asi como por la
presencia de 10 citosinas seguidas y unicamente dos timinas. En este

sentido sélo conserva cierta homologia con el O, descrito en el mtDNA del

bacalaoc (Gadus morhua).
7. ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LOS RNAs DE TRANSFERENCIA.

El genoma mitocondrial de la trucha arco iris contiene 22 tRNAs
intercalados entre los RNA ribosomales y entre los genes que codifican para
proteinas. Por lo tanto, el modelo descrito originalmente en el hombre (Ojala
y col., 1981) segun el cual los tRNAs funcionarian como sefiales para el
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Helice ot
Hoja i 7
Giro [
Pliegue ¢ ||
———e— - mi————
HHLNTHLLULGHTKNIEKFINUVFIVGSURITHLSUPNHKUHKSLLHVKKNIHDL
10 20 40 50
a
b

Figura 28. Marco de lectura abierta deducido a partir de 1a secuencia
del D-loop entre los nucleétidos 820 y 985. a) Plegamiento deducido para el posible
polipéptido codificado basandose en la hidrofobicidad de los distintos aminodcidos que lo

componen. b) Representacién grafica de su posible estructura secundaria.
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Figura 29. Estructuras secundarias propuestas para los origenes de

replicacidn de la cadena L del mtDNA de varios vertebrados.
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procesamiento de transcritos primarios parece ser también aplicable en el
caso de la trucha. Las secuencias obtenidas presentan gran homologia con

las descritas en X. laevis y otros peces (Fig. 30), siendo el tallo y el bucle del

anticodén las regiones mas conservadas, y el brazo TyC el mas variable.

Las estructuras secundarias en forma de hoja de trébol, propuestas para
los 22 tRNAs en funcién de la secuencia obtenida para sus genes, se
representan en la Figura 31. Los tRNAs mitocondriales de trucha son
particularmente ricos en adenina y uracilo y presentan, con gran
frecuencia, apareamientos de bases atipicos, especialmente G+U, que no
corresponden al modelo de Watson y Crick. El bucle DHU es el que muestra
mayor variabilidad entre los tRNAs de la trucha arco iris, asi por ejemplo,
mientras en el tRNALeu (UUR) est4 formado por nueve nucledtidos, en el
tRNAGIu esta reducido, inicamente, a dos.

El tRNASer (AGY) presenta una estructura secundaria relativamente
distinta al resto de tRNAs mitocondriales. En el brazo DHU, el bucle esta
reducido a tres nucledtidos y, en cambio, el tallo esta formado por 10
nucleétidos apareados. Ademas, el tallo del brazo del anticodén es
anormalmente corto.

El tRNALeu(UUR) cuenta en su brazo DHU con la secuencia 5-
TGGCAGAGCCCGG-3'. Esta secuencia, que en el hombre se ha identificado
como responsabie de la terminacién de la transcripcién de los rRNAs
(Christianson y Clayton, 1988), estd en cambio, menos conservada en otros

peces, X.. laevis y pollo .
8. GENES CODIFICANTES DE PROTEINAS.
8.1. Codigo genético y uso de codones.

Todos los codones de iniciacién identificados en el mtDNA de trucha
arco iris, son ATG excepto el del gen COI que es GTG. Por otro lado, cinco
genes (ND2, COI, ATPase 8, ND4L y ND5) utilizan TAA como codén de
terminacion, y dos (ND1 y ND6) terminan con TAG. El resto de genes
codificantes de proteinas presentan codones de terminacion incompletos,
bién acaban en T (COII, ND4 y Cyt b) o bien en TA (ATPasa 6, COIIl y
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Figura 30. Comparacién y alineamiento de las secuencias de los 22 tRNAs codificados por el

mtDNA de trucha arco iris y otros genomas mitocondriales de vertebrados. Se sefialan aproximadamente

las posiciones del talle y el bucle de los brazes amincacidico (A.A.), DHU, anticodén (A.C.), variable y TeC. Los
anticodones de cada tRNA se representan en negrita.
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Figura 30. Comparacién y alineamiente de las secuencias correspondientes a los 22 tRNAs
codificados por el mtDNA de trucha arco iris (Cont.)
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Figura 30. Comparacién y alineamiento de las secuencias correspondientes a los 22 tRNAs
codificados por el mtDNA de trucha arco iris (Cont.)
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codificados por el mtDNA de trucha.



Resultados/ 920

Aguug

UAA

cuu

Gucc
AAQQG

A

ABOOIDRCC

GAGCCUG

YucGa
uu
G

UA

Coaccnccao

A

AUUAUG
A CGUAU

tRNA Sl

ocCcNn>C

ol o
==

yuc

ArPECACH

UCCCCUG

AGGGG

u
A

CUA

A

c
AUAALaGG

Geyc AUCC

Coccmr»oo

o uu

tRNA I

ARE AN
Rt chc

cc
o

GAU

A C

U-A U-A

C-G AC

U-A G-C

U-A AU

u-a UA

-G UA AU UA
u GARACC A, u ucucc A
A CUUGE A ,a A AGAGG A

u_ uu A%uuug U U
G C p AGAC A

A CG A AA

AC U-A

G-C u-A

U-A A-U .

GC  tRNASY G-C tRNAHE

AU AU

ek 4

ucc UGUG

U u

G-C G-C

CG CG

U-A U-A

uc A-U

;!

U-A :

AU UA GC CA
A GAACC AA T ucucc A
A Cuuee ¢ CCG G AGAGE A
U ua g AGACG C, W

c UUUGC

A aa Guaa 76 yut

U-A A-U

U-A G-C

G-C A-U

G-C Leu (CUN3 G.-c Leu (UUR}
C A c C
U G C G

UAG UAA

Figura 31. Estructura secundaria de los 22 tRNAs (Cont).
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ND3). En ningun case se encuentran AGA o AGG como codones de
terminacién, ni tampoco se encuentran dentro de las ORFs, por lo que se
puede considerar, que estos codones no existen en el mtDNA de trucha arco

El uso de codones del mtDNA de trucha arco iris fue calculado a
partir de las 13 ORF's encontradas, utilizando como referencia el cédigo
genético mitocondrial de mamiferos. El uso de codones es muy similar al
descrito en X. laevis y otros peces y, como se puede observar en la Tabla
III, se caracteriza por una clara tendencia a no incluir residuos de guanina
en la altima posicién del codén.

Aa Coddén Numero /1008 Fraccidn Aa Codén Numero /1000 Fraccidn
Gly GGG 49 .00 12.86 0.20 Fin AGG 0.00 0._00 0.00
Gly GGA $3.00 24.42 0.38 Fin AGA 0.00 0.00 G.00
Gly GGT 33.00 8.66 0.13 Ser AGT 11.00 2.89 0.05
Gly GGC 72.00 18.90 0.29 Ser AGC 43.00 11.29 0.18
Glu GAG 23.00 6,04 0.22 Lys ARG 15.00 3.94 0.20
Glu GAA 83.00 21.79 0.78 Lys ARA 59.00 15.49% 0.80
AsSp GAT 27.00 7.09 0.36 Asn AAT 36.0G .45 G.32
Asp GAC 48.00 12.60 0.64 Asn AAC 76.00 19.95 0.68
Val GTG 32.00 8.40 0.14 Met ATG 41.00 10.78 0.28
Val GTA S0.00 23.63 .38 Met ATA 108.00 28.35 0.72
vVal GTT 56.00 14.70 0.24 Tle ATT 135.00 35.44 0.51
Val GTC S6.00 14.70 0.24 Ile ATC 130.490 34.13 0.49
Ala GG 24.00 6.30 0.07 Thr ACG 20.00 5.25% 0.06
Ala GCA 93 .00 24.42 0.27 Thr ACA 96.00 25.20 Q.30
Ala GCT 75%.00 19.89 0.22 Thr ACT 79.00 20.74 0.25
Ala GCC 150.040 39 .38 0.44 Thr ACC 120.00 31.50 0.38
Trp TG 20.00 5.25 9.17 Arg cGe 8.00 2.10 0.11
Trp TGA 1¢1.G0 26.52 .83 Arg CGA 48.00 12.60 0.63
oyvs TGT 8.00 2.10 0.29 Arg CGT 9.00 2.36 0.12
ys TGC 20.00 5.25 c.71 Arg CGC 11.00 2.8% 0.14
Fin TAG 2,400 0.53 0.29 Gln CAG 11.00 2.89 0.11
Fin TAA 5.00 1.31 c.71 Gln CAA 89.00 23.37 0.89%9
™vT TAT 41.00 10.76 0.37 His CAT 27.00 7.09 0.24
Tyr TAC £9.00 1g.11 0.63 His CAC 84.00 22.05 0.78
Leu ™G 24.00 6.30 Q.04 Leu CTG 42 .00 11.03 0.08
Leu TTA 111.60 29.14 0.17 Leu CTA 185.00 48.57 0.28
Phe T 114.00 29.93 0.50 Leuy CTT 150.00 39.38 0.23
Phe TTC 113.Q0 29.67 0.50 Lau CTC 146.00 38.33 .22
Ser TCG 10.00 2.63 0.04 Pro CCG 18.00 4.73 0.09
Ser TCA 55.00 14.44 0,23 Pro CCA 57.00 14,96 0.27
Ser TCT 55.00 14.44 G.23 Pro CCT 49.400 12 .86 0.23
Ser TCC 67.00 17.59 0.28 Pro Cccc 87.00 22.84 0.41

Tabla IV. Cédigo genético y uso de codones del genoma mitocondrial de trucha arco iris, Se
muestran el nimerc de codones totales encontrados en los 13 genes codificantes de protefnas del mtDNA de
trucha arco iris, la frecuencia de uso de codones, en tanto por mil, y la proporcidn en que cada codén
contribuye a codificar para un determinado aminodcido.
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8.2. Anailisis de proteinas.

El genoma mitocondrial de trucha arco iris, al igual que el de otros
vertebrados, codifica para 13 cadenas polipeptidicas con un tamafo
variable entre 55 (ATPasa 8) y 612 (ND5) aminoacidos. Todos los genes, a
excepcion del ND6, estan codificados por la cadena pesada. Al igual que
ocurre en los genomas mitocondriales de otros vertebrados, en el mtDNA de
trucha arco iris se dan dos casos de solapamiento de ORFs; el final del gen
que codifica para la ATPasa 8, solapa en 10 nucledtidos con el principio del
gen de la ATPasa 6. Lo mismo ocurre entre los genes ND4L y ND4 estando,
en este caso, el solapamiento reducido a 7 nucleétidos. Por otra parte, los
codones de terminacion de los genes ND& y ND6 se localizan en la misma
posicion del genoma mitocondrial, aunque en distinta cadena, llegando a
compartir dos nucledtidos. Los genes ATPasa6 y COIII son los dnicos que,
no estando solapados, carecen de un tRNA entre ellos.

El alineamiento y comparacién de las secuencias aminoacidicas de
las proteinas codificadas por el genoma mitocondrial de trucha arco iris con
sus homdélogas de carpa (Chang y Huang, 1994), C. lacustre (Tzeng y col.,
1992), X. laevis (Roe y col.,, 1985), pollo (Desjardins y Morais, 1990) y
hombre (Anderson y col., 1981) se muestra en la Figura 32. En general, las
subunidades de la citocromo oxidasa (COI, COII y COIII) se encuentran
mucho mas conservadas que las subunidades de la NADH deshidrogenasa y
la ATPasa. Ello es debido, probablemente, a que en el primer caso, las
subunidades codificadas forman parte del centro catalitico del holoenzima
(Cantatore y Saccone, 1987), mientras que en los otros dos casos se trata
de subunidades reguladoras, estando las subunidades cataliticas codificadas
en el nacleo. La secuencias aminoacidicas deducidas de los genes COl y
ATPasa8 presentan, respectivamente, el mayor y menor grado de
homologia con carpa (97.7/ 80.0 %), C. lacustre (97.1/ 76.8 %), X. laevis
(95.3/ 80.3 %), Pollo (94.0/ 67.3 %) y hombre (92.8/ 45.3 %).
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Figura 32. Alineamiento y comparacién de las proteinas codificadas por el mtDNA de trucha arco iris y de otros vertebrados. Cuando

fue necesario, se introdujeron espacios (guiones} con el fin de mejorar los alineamientos. Los aminodcidos idénticos se indican medinte un punto, los codones de

terminacion mediante un asterisco.
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9. EXTRACCION DE mtRNA,

EL mtRNA representa sélo un 0.5% de la cantidad total del RNA
celular, por lo que su aislamiento suele plantear la necesidad de un
enriquecimiento previo. Tradicionalmente este enriquecimiento se consiguia
manteniendo la contaminacién nuclear al minimo mediante el tratamiento
con nucleasa de micrococos o inhibidores de la transcripcién nuclear,
seguido del aislamiento de las mitocondrias por centrifugacién diferencial.
En nuestro caso {Métodos, seccién 2.4) para reducir al maximo la
contaminaciéon nuclear se realizé exclusivamente una rotura celular
controlada, seguida de lavados sucesivos de la fraccién mitocondrial
obtenida por centrifugacion diferencial. Con esta técnica, el rendimiento
obtenido fue de 30 pg de mtRNA por gramo de higado, dnicamente
contaminado con pequenas cantidades de rRNA nuclear (Fig. 33, calle 1).

Con el objeto de mejorar la purificacion, las fracciones poliadeniladas
fueron separadas del resto del mtRNA mediante dos pases consecutivos a
través de una columna de oligo(dT) - celulosa. Los componentes de cada una
de las dos fracciones resultantes de la cromatografia (A+ y A-) fueron
separados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de hidréxido
de metilmercurio (CH3HgOH) y posteriormente tefiidos con bromuro de
etidio. De esta forma se pudieron identificar, al menos, 8 bandas discretas,

variables en intensidad y tamaiio, en la fraccién poliadenilada y dos en la no
poliadenilada (Fig. 33, calles 2 y 3).

10. IDENTIFICACION DE LOS DIFERENTES mtRNAs.

Aunque el patrén electroforético obtenido para las especies de
mtRNA de trucha arco iris recuerda al descrito en células HeLa (Montoya y
col., 1983), ciertas diferencias en la movilidad relativa de las bandas
impedian la identificacién directa de las diferentes bandas. Por ello, el
estudio se completé con la realizacién de hibridaciones entre las diferentes
especies de mtRNA obtenidas y las sondas preparadas a partir del mtDNA
de trucha arco iris previamente clonado. Para que la identificacién fuese

inequivoca, las sondas fueron disefiadas de tal manera que cada una de ellas



Figura 33. Patrén electroforético del mtRNA de trucha arco
iris. Los componentes de las fracciones resultantes de la cromatografia con
oligo{dT)-celulosa fueron separados mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de hidréxido de metilmercurio (CH3HgOH). La calle 1
corresponde al mtRNA total extraido de las mitocondrias antes de la
cromategrafia. Se puede apreciar la presencia de cierta contaminacién con
los rRNAs nucleares (285, 188 v A48). Las calles 2 v 3 muestran la fraccion

no poladenilada (A2 y la poliadenilada (tA*) respectivamente.

Clon Corte Tamano (kb Gen RNA
pTRZ-16 Hind1II-Hinell 0.7 128 128
pTRZ-16  Hincli-Apal 1.5 168 165
pTRZ-11 HindlIl 0.2 ND-1 13
pTRZ-14  Pvull 1.0 ND-2 12
pTRZ-12 HindIil 1.1 COI 6/9
pTRZ-3 Pvull 0.4 COll 16
pTRZ-3 HindIII 0.1 ATPasa 8+ 14
ATPasa 6
pTRZ-15  Pstl 0.3 COIIlL 15
pTRZ-6 HindIIl-BamHI 0.7 ND4L +ND4 7
pTRZ-2a  Pvull 0.4 ND5 5
pTRZ-2a Pvull 0.3 Cytb 11
pTRZ-0 HindIII 0.6 D-loop 18

Tabla V. Sondas utilizadas en la identificaciéon de las
diferentes especies de mtRNA. Se representan los sitios de restriccion
utilizados para generar las diversas sondas, su tamano, la especie de
mtRNA que reconocen v el gen al que corresponden. Tedas las sondas
reconocen un tnico RNA excepto la sonda realizada a partir del clon pTRZ-
0 que comprende el final del D-loop v el inicie del gen 125 y, por lo tanto,
puede reconocer los RNAs 18y 125,
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solo pudiera reconocer una especie de mtRNA (Tabla V).

La hibridacién con las sondas anteriormente descritas permitio
asignar claramente cada una de las especies de mtRNA, observadas en los
geles tenidos con bromuro de etidio, a un gen determinado. Siguiendo la
nomenclatura establecida por el grupo de Attardi (Montoya y col., 1983), en
la fraccién no adenilada del mtRNA de trucha arco iris, se pudieron
identificar los rRNAs 128 y 168, asi como la presencia, en menor cantidad,
de su precursor no procesado, el RNA 4a (Fig. 34, a). Por otra parte, la
sonda que reconocia el rRNA 128, hibridaba con una especie de mtRNA no
adenilada de menor tamafio, que no ha sido caracterizada hasta ahora. Asi
mismo, el RNA 18 descrito en células Hel.a (Montoya y col., 1983), no ha
podido ser detectado entre los RNAs de trucha arco iris directamente en los
geles tenidos con bromuro de etidio, ni mediante una hibridacién con un
fragmento que comprende la zona del D-loop donde teéricamente deberia
estar codificado.

En la fracciéon poliadenilada, se identificaron de forma precisa los
mtRNAs 5, 7,9, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 que corresponden, respectivamente,
a los genes ND5, ND4L y ND4, COI, Cyt b, ND2, ND1, ATPasa 8 y 6,
COIII y COII, todos ellos codificados por la cadena pesada (Fig. 34, c¢). Los
RNAs 7 y 9 migraron a la misma altura, y lo mismo ocurrié con los RNAs
11 y 12. La sonda que permitié reconocer el rRNA 168 en la fraccién no
adenilada, reconociéo el mtRNA 10 a la misma altura en la fraccién A+.
Merece especial mencién la deteccién, mediante sobre-exposiciones, de una
especie de mtRNA que migraba entre los RNAs 7 y 9 y que hibridé, tanto
con la sonda que reconoce el RNA 14 como con la que reconoce el RNA 15 y
que, por lo tanto, se podria sospechar que es un precursor no procesado de
ambos (Fig. 35). La hibridacién con la sonda que reconoce el RNA 9 no
permite detectar el RNA 6. Por otra parte, no se pudo preparar a partir del
mtDNA clonado una sonda para detectar el RNA 17, debido a que el gen
ND3 no contenia diana alguna para las enzimas de restriccién habituales.
Se intentaron otras estrategias alternativas, como la hibridacién con
oligonucledtidos especificos de dicho gen o el marcaje de la cadena pesada del
fragmento de restricciéon que contenia el gen a partir de un oligonucleétido
especifico, pero ninguna de ellas permiti6 identificar dicho RNA.
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Figura 34. Identificacion de lox trunscritos del mthNA de trucha arco irvis mediante hibridacion. @) Deteccion de Jos mURNAs no adenilados

CA-L I Patron clectreloretico de las fraceiones no pultadenilada (A1 polindenilada 1A e ldentificacion de o= mtRNAs poliadenslados tA- 1 La

nomenclatura utitizada corresponde a Ta establecida para los transeritos de cebulas Hela tMontoya v col., 19830,
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Con el fin de poder detectar los transcritos de la cadena ligera v en
especial identificar 1a existencia de un RNA especifico del gen ND6 se
preparo, utilizando como molde la cadena pesada del clon pTRZ-2a, una
sonda marcada al azar a partir de un oligonucieétido que contenia parte de
la secuencia de la cadena ligera en la region del gen ND6. Esta sonda hibrido
con un RNA que migra en los geles de agarosa a la misma altura que los
RNAs 11y 12

Figura 35. Deteccion de un mismo RNA con las sondas gue reconocen

los genes de las ATPasas 8 y 6 y el gen COIIL Es muy probable que este RNA

corresponda a un precursor aun no procesado de los RNAs 14 y 15.
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Adema4ds, una sobreexposicién de los filtros hibridadoes, permitié
detectar dos bandas que, por su migracién, podrian corresponder a los
RNAs 1 v 2 descritos en células Hel.a (Montoya y col., 1983). Estas dos
bandas también fueron detectadas cuando se hibridé con las sondas para
los genes ATPasa 8 y 6, COIIl y COll, y la de mayor tamano incluso con
las sondas para los genes 12S y 16S. Por ¢l contrario, ninguna de las sondas
utilizadas permitié detectar el RNA 3.

11. ANALISIS FILOGENETICO.

Cualquiera de los genes que forman parte del genoma mitocondrial de
la trucha arco iris puede utilizarse en un analisis filogenético. Sin embargo,
no todos contienen el mismo numero de sitios informativos ni poseen el
mismo ritmo de sustituciones en sus secuencias. Ademas, la eleccién de
unos u otros genes depende del tipo de relaciones filogenéticas que se desee
investigar. Finalmente, es necesario tener en cuenta, a la hora de elegir un
gen concreto, el ndmero y posicion evolutiva de los organismos en los que
este gen esta también secuenciado. El ntmero de organismos en los que se
ha secuenciado totalmente el genoma mitocondrial es pequeno y, maés
concretamente, so6lo se conoce la secuencia completa del mtDNA de dos
peces (C. carpio y C. lacustre). La escasez de secuencias impide, por lo
tanto, realizar un anilisis exhaustivo de las relaciones filogenéticas entre
los peces e incluso entre los teledsteos. Tampoco es factible utilizar los
genes mitocondriales para establecer las relaciones filogenéticas entre los
vertebrados, puesto que no existe aun ningan mtDNA secuenciado de reptil
y s6lo uno de anfibios (X. lgevis) y otro de aves (Gallus gallus), lo que impide
l1a obtencién de arboles filogenéticos con alto margen de confianza

A partir de los datos de secuencia disponibles en la actualidad, las
unicas cuestiones filogenéticas abordables a nivel de peces son: 1) el
establecimiento de las relaciones evolutivas entre actinopterigios
(teledsteos) y sarcopterigios (celacanto y peces pulmonados) y su relacién
con el origen de los tetrapodos (vertebrados terrestres) y, 2) el
establecimiento de las relaciones entre condrictios (peces cartilaginosos) y

osteictios (peces dseos).
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Para resolver este tipo de cuestiones filogenéticas, son
especialmente indicados los genes mitocondriales que codifican para el
rRNA 12S y para el citocromo b. Ambos presentan un ritmo de
sustituciones constante, siendo sus sitios informativos distintos al codificar
uno para rRNA y el otro para una proteina. Ademas tienen una ventaja
adicional, y es que son los genes que mas se han utilizado en el estudio de
cuestiones evolutivas dentro de los peces, por lo que el namero de especies

que se pueden incorporar al analisis, es mucho mayor.
11.1. Analisis en funcién del gen TrRNA 128,

La secuencia completa del gen 12S rRNA de trucha arco iris (944
nucledtaidos) fue alineada y comparada con todas las secuencias de peces
que, para este gen, se encuentran actualmente disponibles en los bancos de
datos GenBank y EMBL, asi como con las secuencias correspondientes de
anfibios. A partir de los alineamientos, se calcularon las matrices de
distancias utilizando los métodes de Kimura (1968, 1980) y Jukes-Cantor
(1969). En la construccién de arboles se utilizé como especie externa el
celacanto (Latimeria chalumnae). Los algoritmos de Fitch y Margoliash
(1967} y de unidn por vecindad (Saitou y Nei, 1987) se aplicaron a las
matrices de distancia generadas, dando lugar a los correspondientes
arboles. Estos, presentaban todos la misma topologia, diferenciandose unos
de otros, Gnicamente, en la longitud de sus ramas (Fig. 36, a y b). Por otro
lado, se aplicé directamente a los datos de secuencia, el método de maxima
verosimilitud (Felsenstein, 1981), obteniéndose la misma topologia que con
los métodos de matrices de distancia, pero con ramas de longitud
ligeramente distinta (Fig. 36, ¢). Finalmente, el algoritmo de méixima
parsimonia (Fitch, 1977) fue aplicado directamente a los alineamientos de
las secuencias de nucleétidos obteniéndose un drbol con una topologia
ligeramente distinta, en la que los peces pulmonados dejan de comportarse
como un grupo monofilético (Fig. 37, b).

El nivel de confianza estadistica de los arboles estimados por los
diferentes métodos se evalué mediante la generaciéon al azar de 100
variantes del grupo de secuencias original [bootstrap (Felsenstein, 1985)].
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A continuacién, a partir de cada variante se construyé el
correspondiente arbol mediante los métodos de maxima parsimonia y unién
por vecindad. Finalmente, se realizé un arbol consenso de los 100 arboles
generados por el algoritmo de maxima parsimonia (Fig. 37,a) y de los 100
generados por el algoritmo de umoén por vecindad (Fig. 37,b). En los drboles
consenso obtenidos, cada nodo presenta un valor que corresponde al namero
de arboles en los que aparece dicho nodo, proporcionando de esta manera,
una significacién estadistica a las ramas que parten del mismo.

11.2. Analisis en funcion del gen del citocromo b.

La secuencia completa del gen que codifica para el citocromo b dela
trucha arco iris (1141 nucleétidos), fue alineada con las secuencias
analogas de tres condrictios (C. plumbeus; S. tiburo y G. cuvier), el esturién
(A. transmontanus) y tres ciprinidos (C. carpio; C. lacustre y L. roseipinnis).
El analisis de los alineamientos generados mediante los métodos de unién
por vecindad, Fitch-Margoliash, maxima verosimilitud y maxima
parsimonia permitié construir los correspondientes drboles filogenéticos,
utilizando el erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus) como especie
externa (Figs. 38 y 39). El nivel de confianza estadistica de los arboles fue
evaluado mediante el método “bootstrap” (100 réplicas) con los algoritmos
de unién por vecindad y maxima parsimonia (Fig. 39). Las topologias
obtenidas por los métodos de matrices de distancia y la generada por el
método de maxima verosimilitud son iguales, diferencidndose los arboles,
unicamente, en la longitud de sus ramas. La topologia obtenida por el
método de maxima parsimonia, difiere del resto, en la posicién relativa del

esturion.
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Figura 36. Arboles filogenéticos basandose en la secuencia del gen
rRNA 128. Los arboles han sido generados mediante los algoritmos de a) Unién por
vecindad sobre la base de una matriz de distancias calcuiada por el método de Jukes-
Cantor. b} Fitch-Margoliash sobre la base de una matriz de distancias segun el método
de Kimura y ¢) Mdxima verosimilitud. En todos los casos, la longitud de las ramas es

proporcional al niimero estimado de sustituciones por nucleétido.
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Figura 37. Arboles consenso resultantes del anilisis estadistico por
“bootstrap”, basandose en la secuencia del gen rRNA 128, a) utilizando el método
de unién por vecindad a partir de una matriz de distancias generada por el método de
Kimura y b) utilizando el métode de méxima parsimonia. En ambos casos, el mimero de
réplicas generado por “bootstrap” fue 100. Los valores existentes en cada bifurcacion
indican el porcentaje de veces que aparece el grupo de especies presentes a la derecha de

dicha bifureacién (nodo) en todos los arboles examinados.
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Figura 38. Arboles filogenéticos basados en la secuencia del gen
citocromo b. Los distintos arboles fueron generados por los algoritmos de a) Unién por
vecindad sobre la base de una matriz de distancias calculada por el método de Jukes-
Cantor. b) Fitch-Margoliash sobre la base de una matriz de distancias segun el método
de Kimura y ¢) Maxima verosimilitud. En todos los casos, la longitud de las ramas es

proporcional al numero estimado de sustituciones por nucleétido.
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Figura 39. Arboles consenso resultantes del analisis estadistico por
“bootstrap”, basandose en la secuencia del gen citocromo h. a) utilizando el
método de unidén por vecindad a partir de una matriz de distancias generada por el
método de Kimura y b) utilizando el método de méaxima parsimonia. En ambos casos, el
namero de réplicas generado por “bootstrap” fue 100. Los valores existentes en cada
bifurcacién indican el porcentaje de veces que aparece el grupo de especies presentes a la

derecha de dicha bifurcacidn (nodo) en todos los drboles examinados.
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El genoma mitocondrial de los animales, debido a su reducido tamano
y peculiares caracteristicas estructurales (economia organizativa) y
funcionales (estrecha interrelacién con el genoma nuclear), ha demostrado
ser particularmente 1til en el estudio de procesos moleculares tan
complejos como la replicacién o la transcripciéon. Asi mismo, su relativa
simplicidad y alta tasa mutacional con respecto al genoma nuclear (Brown
y col., 1979) le han convertido en una herramienta muy util a la hora de
aestablecer relaciones filogenéticas entre diferentes especies. En este
sentido, la secuenciaciéon del genoma mitocondrial de la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) realizada en el presente trabajo, pretende contribuir
a la caracterizacién de esta molécula y permitir su utilizacién en estudios
de biologia y filogenia molecular.

El método elegido para la extracciéon del mtDNA de la trucha arco iris
(Palva y Palva, 1985) se basa en la lisis alcalina de mitocondrias hepaticas
previamente purificadas. Este método, aunque proporciona un mtDNA de
menor calidad que el que se obtiene por centrifugacion en gradientes de
cloruro de cesio (Lansman y col.,, 1981; Tapper y col.,, 1983), es
relativamente rapido y, como se demuestra en este trabajo, en el caso de
las mitocondrias del higado de trucha arco iris, permite obtener grandes
cantidades de mtDNA con calidad suficiente para su utilizacién en
experimentos de clonaje, PCR y secuenciacién.

Los patrones de digestion resultantes del corte con HindIII y Bgl 11,
son los mismos que los denominados Hindill (i) y Bgl I1 (i) por Palva y
Palva (1987). Por lo tanto, se deduce que los ejemplares de trucha arco iris
utilizados en nuestro trabajo, corresponderian al stock finlandés
denominado A por estos autores y que procede de Estados Unidos. Este
hecho demuestra que, piscifactorias tan distantes como las
norteamericanas, las escandinavas y las espafiolas, comparten el mismo
stock para su produccién, y que éste puede ser facilmente caracterizado
mediante el corte con HindIil del mtDNA .

En la construccion de las genotecas de mtDNA se observé que, al
margen de su tamarno, la eficiencia de clonaje de algunos de los fragmentos



Discusién/ 115

de restriccion, era muy pequefia. Concretamente, se observé que la
incorporacién de un fragmento EcoRI de 4 kb (clon pTRZ-2)! y un
fragmento HindIII de 1.7 kb (clon pTRZ-14)1 por el plasmido pUC18
provocaba una disminucién muy evidente en el nimero de copias del vector.
Esta situacién no se presentaba en cambio, en los subclones obtenidos por
digestion con Pstl del clon pTRZ-2 (pTRZ-2a y pTRZ-2b)1, ni en el clon
pTRZ-41 que contenia un fragmento Pvull de 2.5 kb que solapaba
parcialmente con el clon pTRZ-14. Significativamente, cuando se secuencié
el mtDNA se comprobé que, el clon pTRZ-2 y el subclon pTRZ-2b contenian
el origen de replicacién de la cadena pesada (Oy), y el clon pTRZ-14
contenia el origen de replicacion de la cadena ligera (Oy), y no asi, los clones
pTRZ-2a y pTRZ-4. Todo ello sugiere, que la presencia en los insertos de la
secuencia correspondiente a los origenes de replicacion mitocondriales, o
bien las estructuras secundarias ascciadas a ellos en los insertos, debe
afectar a la propia replicacién del plasmido utilizado como vector de clonaje.
Adicionalmente, este efecto parece depender de la posicién de los origenes de
replicacién mitocondriales en el inserto, puesto que, por ejemplo, el subclon
pTRZ-2b aun conteniendo el Oy, no presentaba disminucién en el nimero
de copias.

Los clones pTRZ-0, pTRZ-11, pTRZ-12, pTRZ-13, pTRZ-14, pTRZ-
15, pTRZ-16, pTRZ-2, pTRZ-5 y pTRZ-61 cubren la totalidad del mtDNA de
la trucha arco iris. L.a secuencia consenso presentada, resultante de la
combinacién de 1as secuencias obtenidas a partir de cada cada uno de estos
clones, tiene una longitud final de 16660 pb. Es, por lo tanto, casi igual que
la de C. lacustre (16558 pb), ligeramente mayor que la de carpa (16575 pb)
y mamiferos (16295-16569 pb), ligeramente menor que la del pollo (16775
pb) y considerablemente menor que la de Xenopus laevis (17553 pb). Las
variaciones encontradas en la longitud total del genoma mitocondrial entre
diferentes especies son, principalmente, debidas a variaciones en el tamano
del D-locp y, secundariamente, al tamario de los genes de los rRNAs 12S y
168. El contenido G + C del genoma mitocondrial de la trucha arco iris

(45.9%) es equiparable al del resto de vertebrados (Tzeng y col., 1992).

1 Ver Tabla II de Resultados, pag. 69.
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Con anterioridad a este trabajo, se han descrito algunas secuencias
parciales del mtDNA de trucha arco iris, que en total suponen,
aproximadamente, un 24 % del genoma mitocondrial total. En concreto, se
conoce la secuencia de un fragmento Xbal de 1.3 kb (Davidson y col,,
1988), la secuencia del fragmento HindIIl de 2.2 kb (Thomas y
Beckenbach, 1989), que solapa casi con la totalidad del fragmento Xbal y,
mas recientemente, se ha secuenciado el D-loop (Digbhy v col., 1992).
Nuestra secuencia es idéntica a la obtenida por Digby y col., y discrepa en 3
nucleétidos de la obtenida por Thomas y Beckenbach, probablemente
debido a variaciones interpoblacionales. Por otra parte, tanto la secuencia
de Thomas y Beckenbach en la zona que solapa, como la nuestra en su
totalidad, son claramente distintas de la obtenida por Davidson y col.

La organizaciéon gendémica (tanto el orden de los genes, como la
cadena que los codifica) del mtDNA de trucha arco iris es idéntica a la
descrita en ciprinidos (C. lacustre y carpa) y en todos los vertebrados,
excepto el pollo (Desjardins y Morais, 1990) y el pato (Ramirez y col,
1993)2. Con respecto a las secuencias intergénicas existentes en el mtDNA
de trucha arco iris, cabe destacar que la mayor de ellas (14 nt), situada
entre el gen que codifica para el tRNAAsp y el gen COII, presenta la misma
longitud en C. lacustre y carpa, esta reducida a tres y dos nucleétidos en X
laevis y pollo respectivamente, a un nucleétido en la rata y no existe en el
hombre. Por lo tanto, parece claro que, en consonancia con la linea
evolutiva de economia que rige la organizacién del mtDNA, esta secuencia
intergénica se ha perdido en el transcurso de la evolucién.

La region que comprende el D-loop ya habia sido clonada y
secuenciada anteriormente (Digby y col., 1992). La secuencia obtenida en
este trabajo, es idéntica a la ya descrita. Sin embargo, en nuestro analisis,
encontramos ocho regiones asociadas a la terminacién de la replicacion
(TASs) basandonos en la homologia de su secuencia con la de las TASs
descritas para hombre y ratén (Doda y col., 1981), frente a las tres
identificadas (TAS- 1, TAS-5 y TAS-8) por Digby y col 3. Respecto a los

2 Ver Figs 5 y 6 de la Introduccioén, pag. 12 y Fig. 24 de Resultados, pag. 70 .

3 Ver Fig. 26 de Resultados, pag. 80.
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bloques de secuencia conservada, dos de ellos, C8B-1I y CSB-III, son
claramente identificables y muy parecidos a los descritos en esturién
{Buroker y col., 1990), bacalao (Johansen y col., 1990), C. lacustre (Tzeng y
col., 1992), carpa (Chang y Huang, 1994), X. laevis (Roe y col., 1985) v
hombre (Chang y Clayton, 1987). Por otra parte, el elemento CSB-I
definido como tal, en hombre y raton (Walberg y Clayton, 1981), esta
reducido en los peces y X. [aevis, a un pentanucleéstido. Si a este hecho
antadimos, que en la vaca (King y Low, 1987), la oveja (Zardoya y col.,
1994) y los cetaceos (Dillon y Whright, 1993) no se encuentra el elemento
CSB-III, parece probable que, unicamente, el bloque CSB-II pueda tener
un papel decisivo en la transicion de RNA a DNA en el inicio de la
replicacién del mtDNA (Zardoya y col., 1994).

Una caracteristica notable de la secuencia del D-loop es la presencia
de 26 pirtmidinas seguidas en posicién 5’ con respecto a los CSBs. Se han
encontrado dos bloques similares de 17 y 27 pirimidinas en el bacalao
(Johansen y col., 1990). Asi mismo, se ha descrito una proteina
mitocondrial denominada mtSSB que reconoce, preferencialmente, motivos
de este tipo en DNAs de cadena sencilla (Mignotte y col., 1985) y que parece
estar implicada en la regulacion del inicio de la replicacién.

Por otra parte, en el extremo 3°del D-loop, cerca del gen tRNAPhe se
ha identificado una repeticién directa de 19 nucleétidos. La presencia de
repeticiones en el D-loop del mtDNA de vertebrados es un fendmeno
bastante comin. Se han descrito repeticiones en el extremo 5’ del D-loop de
X. laevis (Roe y col.,, 1985), esturién (Buroker y col., 1990), bacalao
(Johansen y col., 1990), pollo (Desjardins y Morais, 1990) y oveja (Zardoya
y col., 1994). Estas repeticiones estan localizadas alrededor de las TASs, y
su origen parece estar relacionado con fenémenos de reincorporacion de la
cadena naciente de replicaciéon (Buroker y col., 1990). La presencia de
repeticiones en el extremo 3’ es menos comudn y sélo se ha descrito en el
conejo (Mignotte y col., 1990), en el mono verde (Karawya y Martin, 1987) y
en la oveja (Zardoya y col., 1994). Las repeticiones que se encuentran en el
D-loop de trucha arco iris, se localizan entre las CSBs y el gen tRNAPhe, en
la misma posicién donde aparecen los promotores implicados en el inicio de
la transcripcion de las cadenas pesada (HSP) y ligera (LSP) en el hombre y
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el raton (Montoya y col.,, 1982; Chang y Clayton, 1984), por lo que podrian
estar relacionados con ellos. De hecho, en el hombre y el ratén, los
promotores presentan un dominio que es reconocido por el factor mtTF1
(Fisher y col., 1989), y las dianas para este factor estan invertidas una con
respecto a la otra en estos promotores, lo que sugiere que 10s promotores
HSP y LSP proceden de la duplicacién de un tunico promotor bidireccional
original. En X laevis (Bogenhagen y Yoza, 1986) vy en el bacalao (Johansen
y col., 1990), los promotores se localizan en esta zona y presentan también
duplicaciones aunque de menor extension.

El analisis de la secuencia del D-loop se ha completado con la
busqueda de posibles ORF's. Se ha encontrado una pequefia ORF entre los
nucledtidos 820 y 985 gue podria codificar para un polipéptido de 55
aminodcidos. De acuerdo con la orientaciéon de la ORF, este polipéptido
estaria codificado por la cadena L y su estructura secundaria consistiria en

una hoja B plegada central rodeada de dos hélices . La posicién de esta

ORF entre el gen tRNAPhe y los CSBs, su tamafio y orientacién, recuerdan
a la ORF descrita en el RNA 7S de células Hel.a (Ojala y col., 1981 b). Sin
embargo, la secuencia de aminodcidos de esta ORF, no se corresponde con
la encontrada en el D-loop de células HeLa. En cambio, una buisqueda en el
banco de datos SwissProt, revela un cierto parecido de este polipéptido
(limitado a unos pocos aminodcidos) con un factor de transcripcién de
levaduras codificado por el nucleo e implicado en el inicio correcto de la
transcripcion mitocondrial (Haffter y Fox, 1992). Dada su localizacion en la
regién donde deben estar los promotores, la idea de que esta ORF esté
implicada en la regulacién de Ia transcripcién resulta muy atractiva. No
obstante, no se ha encontrado en ningun otro pez (bacalao, esturién, carpa
y C. lacustre), lo que hace poco probable que tenga algun significado
funcional en la trucha arco iris.

El origen de replicacién de la cadena ligera (Or) de trucha arco iris se
localiza como en el resto de vertebrados, en los que ha sido secuenciado (con
la excepcion del pollo y el pato, que carecen de él), entre el gen del tRNAAsn

y el gen del tRNA Cys, ambos codificados por la cadena L. O, conserva la
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estructura secundaria tallo-bucle descrita en otros vertebrados4. El tallo,
rico en guaninas y citosinas, presenta gran homologia con los tallos
encontrados en otros peces (excepto C. lacustre ), X. laevis y mamiferos. Por
el contrario, el bucle que proponemos para el O, de la trucha arco iris
sorprende por su gran tamaiio (17 nucleétidos) con respecto a otros bucles
y por la presencia de 11 pirimidinas seguidas (10 citosinas y 1 timina).
Ningun bucle descrito hasta el momento presenta tal cantidad de citosinas.
En los peces, el bucle del Oy, del bacalao presenta cuatro citosinas seguidas,
el de C. lacustre inicamente dos y el de la carpa, ninguna. En X. [aevis
tampoco hay v en mamiferos, la foca y el hombre existen tres. Sin
embargo, en X laevis y mamiferos se encuentran cinco y seis timinas
seguidas, respectivamente. De acuerdo con el modelo propuesto para la
especie humana (Hixson y col., 1986), el inicic de la replicacion se produce
por la sintesis de un cebador de RNA por una primasa en la regién rica en
timinas, y la transicién a DNA se produce en la secuencia 5-CGGCC-3’,
situada en la base del Oy, dentro del tRNACys, La secuencia de transicion
RNA-DNA descrita en el hombre, aparece en todos los origenes
identificados en vertebrados, incluida la trucha arco iris. Sin embargo, la
sustitucién de timidinas por citosinas en la trucha arco iris permite sugerir
que la sintesis del RNA cebador por la primasa, probablemente, requiere
una region rica en pirimidinas, y no esta restringida, exclusivamente, a la
presencia de timinas como se habia sugerido previamente (Hixson y col.,
1986). Por lo tanto, el modelo de inicio de la replicacién en Or, propuesto
para el hombre parece ser aplicable a la trucha arco iris con ciertas
variaciones, sin embargo, este modelo no puede ser definitivo para peces,
puesto que en la carpa y en C. lacustre, no existen regiones ricas en
citosinas, ni en timinas.

El genoma mitocondrial de la trucha arco iris, contiene 22 tRNAs
intercalados entre los genes codificantes de proteinas y rRNAs, ajustandose
asi al modelo de puntuacién propuesto para el hombre (Ojala y col., 1981 a)
y que también se cumple para el resto de vertebrados. Asi mismo, como
ocurre en los demas vertebrados, el triplete CCA del extremo 3’ de los

4 Ver Fig 29 de Resultados, pag. 84.
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tRNAs, no aparece en la secuencia de sus genes, por lo que debe ser afadido
en la maduracién post-transcripcional de los tRNAs, junto con otras
modificaciones tipicas de tRNAs (residuos metilados, pseudouridina). A
pesar de la existencia de numerosos apareamientos G + U, los 22 tRNAs
mitocondriales de Ia trucha arco iris presentan la capacidad de plegarse en
una estructura secundaria en forma de hoja de trébol5.

La secuencia correspondiente a los brazos aminoacidico y anticodén,
son las mds conservadas cuando se comparan los tRNAs mitocondriales de
la trucha arco iris con los de carpa, C. lacustre, X. laevis, pollo y hombre,

mientras que las secuencias de los bucles DHU y ToC son las mads variables.

De esta comparacion se deduce que el tRNAMet (probablemente debido a su
funcion como iniciador en la traduccién) es el mas conservado entre los
vertebrados y, en cambio, el tRNASer(AGY) eg el mas variable. Este tRNA
se caracteriza, en todos los animales conocidos, por carecer de braze DHU
(De Bruijn y col., 1980). Sin embargo, la estructura secundaria que
proponemos para este tRNA en la trucha arco iris, mantiene la forma de
hoja de trébol; asi, el brazo DHU esta formado por un tallo con diez
nucledtidos apareados (dos mads que en el resto de tRNAs) y un bucle con
tres nucledtidos. Por el contrario, el tallo del brazo anticodén en el
tRN ASer(AGY) estd reducido a so6lo seis nucledtidos, cuando en el resto de
tRNAs, presenta diez .

La estructura del brazo DHU del tRNALeau(UUR) estd muy
conservada en trucha arco iris, carpa, C. lacustre, X. laevis, pollo y hombre.
De forma manifiesta, la conservacion detectada en este brazo, tan variable
en otros tRNAs, se centra en la secuencia 5-TGGCAGAGCCCGG-3’ que en
el hombre se ha identificado como responsable de la terminacién de la
transcripciéon de los rRNAs (Christianson y Clayton, 1988). Esta
secuencia, es idéntica en la trucha arco iris y en el hombre, presentando
sustituciones en otros peces, en X./aevis y en el pollo. En el hombre se ha
descrito que la presencia de mutaciones en esta regidén, produce la
enfermedad denominada MELAS, que es una subclase de encefalomiopatia
de origen mitocondrial (Hess y col., 1991).

5 Ver Fig. 31 de Resultados, pags. 89-92.
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En el analisis del uso de codones en el mtDNA de trucha arco iris, en
los 13 genes codificantes de proteinas, se contabilizan un total de 108
codones ATA codificantes de metionina frente a, tan sélo, 41 codones ATG;
todos los codones de iniciacion identificados en el mtDNA de trucha arco iris
son ATG, excepto el del gen COI que es GTG, situacién que se repite en otros
peces (Tzeng y col,, 1992) y en el pollo (Desjardins y Morais, 1990). En X
laevis todos los codones de iniciacién son ATG (Roe y col., 1985), mientras
que en mamiferos, ND2, ND3 y ND5 suelen comenzar con ATA, y en
roedores ND1 comienza con GTG (Bibb y col., 1981; Gadaleta y col., 1989).
Si bien el uso de codones de iniciacién, es idéntico en todos los teledsteos, no
ocurre asi con el uso de codones de terminacién. En la trucha arco iris, los
genes ND2, COI, ATPasa 8, ND4L y ND5 terminan en TAA; los genes ND1
y ND6 acaban con el codén TAG. El resto de genes terminan en T (COII,
ND4 y Cyt b) o en TA (ATPasa 6, COIIl y ND3) y, tal como se ha
demostrado en el hombre (Ojala y col., 1981 a; Anderson y col., 1981), los
codones de terminacion, probablemente, se deben completar con la adicion
post-transcripctonal de colas poli-(A) a los mRNAs correspondientes. Sin
embargo, en C. lacustre, ND2, ND3 y ND4 terminan en TAG; COIl y Cyt b
acaban en T; COIII termina en TA y el resto en TAA; y en la carpa, ATPasa
8 termina en TAG; ND2, COII, ND4 y Cyt b acaban en T; COIIl y ND3
terminan en TA y el resto en TAA.

Al no existir un tRNA que reconozca los codones AGG y AGA, cuando
éstos aparecen, actian como codones de terminacion en el cédigo genético
mitocondrial de vertebrados (Anderson y col., 1981). En la trucha arco iris,
se confirma la inexistencia de estos codones, tanto dentro de los genes como
al final de ellos. Sorprendentemente, en la secuencia de carpa (Chang y
Huang, 1994), existe un codén AGG dentro del gen ND4 en la posicién 11351
¥y que, segun estos autores, codifica para arginina. De forma similar, en la
secuencia de C. lacustre (Tzeng y col., 1992) existe un codén AGA dentro del
gen COIII en la posicidon 2753 que, segun los autores, codifica también para
arginina. En trucha arco iris, en la posiciones correspondientes del gen ND4
y del gen COIII, se encuentran el codén CGC, que codifica para arginina y el

coddn GCC, que codifica para alanina, respectivamente.
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El codén TGA, que en el cédigo genético universal es un codén de
terminacion, en el cédigo genético mitocondrial codifica para triptéfano
(Barrell y col., 1979), y en el caso de la trucha arco iris es el coddn que se
usa mayoritariamente para codificar este aminodcido (en los 13 genes
codificantes de proteinas se utilizan 101 codones TGA frente a sdlo 20
codones TGG para codificar triptéfano).

Como ocurre en el resto de mtDNAs de vertebrados, el uso de
codones del genoma mitocondrial de trucha arco iris se caracteriza por una
clara tendencia a utilizar citosinas y adeninas en la ultima posicién de
codén y apenas incluir residuos de guanina.

Del alineamiento y comparacién de las secuencias aminoacidicas de
las proteinas codificadas por el genoma mitocondrial de trucha arco iris con
sus homologas de otros vertebrados se deduce que las subunidades de la
citocromo oxidasa estidn altamente conservadas, mientras que las
subunidades de la ATPasa y la NADH deshidrogenasa. son de las mas
variables. Mientras las primeras corresponden a subunidades cataliticas
del holoenzima, las segundas corresponden a subunidades reguladoras
(Cantatore y Saccone, 1987). Ldgicamente, los polipétidos codificados por
el mtDNA de trucha arco iris presentan mayor homologia con los
codificados por el resto de peces (76.8-97.7%), a continuacién con los de X
laevis (80.3-95.3%) y en menor medida con los de pollo (67.3-94.0%) y
hombre (45.3-92.8%). Una caracteristica comun a todos los polipéptidos
codificados por el mtDNA, es la variabilidad en el extremo carboxilo. Los dos
casos mds patentes son el extremo carboxilo de la subunidad 8 de la
ATPasa, que en el hombre cuenta con once aminoécidos mas que en el resto
de vertebrados analizados, y el extremo carboxilo de la subunidad 6 de la
NADH deshidrogenasa, que en el hombre tiene ocho aminoacidos menoss.
En ambos casos, esta situacién coincide con el hecho de que los genes que
codifican para estos polipéptidos solapan con los genes adyacentes. Sin
embargo, también solapa el gen ND4L con el gen ND4, y no por ello se

observa la presencia de un extremo carboxilo variable.

6 Ver Fig. 32 de Resultados, pag, 95-101.
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Como se desmuestra en el presente trabajo, el tratamiento utilizado
para aislar el RNA mitocondrial, consistente en una rotura celular
controlada, seguida de repetidos lavados de la fraccion mitocondrial
obtenida por centrifugacién diferencial, es suficiente para obtener una gran
cantidad de dicho RNA de los hepatocitos de trucha arco iris. E1 mtRNA
purificado, apenas muestra contaminacién con RNA nuclear y, debido al
particular metabolismo hepatico de la trucha arco iris, esta libre de
glucégeno, fuente principal de contaminacién en los extractos
mitocondriales de hepatocitos de mamiferos (Cantatore y col., 1987).

Los mtRNAs tienen una gran tendencia a agregarse, debido a la
presencia de secuencias complementarias resultantes de la transcripcién
simétrica de las dos cadenas del mtDNA. Por ello, 1a electroforesis, en
presencia de formaldehido utilizada normalmente en la desnaturalizacién de
RNAs nucleares, no es suficiente para fraccionar los productos de la
transcripcién mitocondrial, y es necesario recurrir a agentes
desnaturalizantes mas fuertes como el hidréxido de metilmercurio (Amalric
y col., 1978). Al igual que ocurre en el hombre (Gelfand y Attardi, 1981;
Montoya y Attardi, 1986), los rRNAs 12S y 168 de la trucha arco iris, son
mayoritarios entre los transcritos mitocondriales (se encuentran en una
proporcidn entre 30 y 60 veces superior a los mRNAs) y son, por lo tanto,
facilmente identificables en geles tefiidos con bromuro de etidio tras una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Por otra parte, los
componentes de la fraccién poliadenilada del mtRNA de trucha arco iris
(obtenida por cromatografia con oligo (dT)-celulosa), fueron separados
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes dando lugar, tras
la tincién de los geles con bromuro de etidio, a un patrén de 8 bandas similar
al descrito en células HeLa (Montoya y col.,, 1983). No cbstante, los
patrones de ambas fracciones presentaban ciertas particularidades, que
han quedado de manifiesto al realizar la identificacion de cada una de las
bandas con sondas especificas de cada gen, construidas a partir del mtDNA
clonado. En primer lugar, cabe destacar que, en general, los mRNAs de
trucha arco iris migran por encima de los correspondientes mRNAs de
células HeLa, como se observa al tomar como referencia los rRNAs. Puesto
que el tamano de los rRNAs en trucha arco iris y en el hombre es
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practicamente igual, la diferencia en la migracion de los mRNAs, puede
explicarse en funcién de un mayor tamario de las colas poli-A en los mRNAs
del pez, con respecto a los del hombre.

Las sondas especificas para los genes 12S y 165, apenas permiten
detectar el RNA 4a. De ello se deduce que el procesamiento del RNA 4a
para dar lugar a los rRNAs 12S y 16S es muy eficiente en la mitocondria
de trucha arco iris. Los RNAs 7 (genes ND4L y ND4) y 9 (gen COI) migran
a la misma altura, muy similarmente a lo que ocurre en células HelLa
(Amalric v col., 1978; Montoya y col., 1983). De ello se puede deducir que, al
igual que ocurre en células HeLa, los genes ND4L y ND4 se transcriben
juntos dando lugar al RNA 7. Ademas, la sonda que debe reconocer el RNA
9 y 6, no permite detectar el RNA 6, por lo que se puede sugerir que este
RNA es procesado rapidamente en la mitocondria de trucha arco iris para
dar lugar al RNA 9. A diferencia de lo que ocurre en células HeLa, el RNA
11 (cyt b) y el RNA 12 (ND2) migran a la misma altura. E1 RNA 10
detectado con la sonda para el gen 16S, migra a la misma altura que este
RNA y, tal y como sucede en el hombre (Montoya y Attardi, 1986), es muy
posible que pueda corresponder a una fraccién oligoadenilada del rRNA 168S.

Un hecho hasta cierto punto sorprendente fue la detecciéon de una
especie de RNA poliadenilado que es reconocido tanto por la sonda dirigida
contra el RNA 14 (ATPasas 8 y 6) como por 1a sonda dirigida contra el RNA
15 (COIII). Este RNA debe ser un precursor de los RNAs 14 y 15, y al
migrar entre los RNAs 7 y 9 permite sugerir que puede ser el mismo RNA
que, en células HeLa, fue denominado RNA 8, y sélo se encontraba cuando
las células habian sido tratadas con actinomicina D (Montoya y col., 1983).
Puesto que no existe ningiin tRNA separando los genes ATPasa 6 y COIII,
parece probable que el procesamiento de transcritos primarios para dar
lugar a los RNAs 14 y 15 sea un proceso mas complejo de lo normal, lo que
implicaria la acumulacién momentédnea de un precursor, que en el caso de
la trucha arco iris, es posible detectar sin el uso de actinomicina D. En
células Hela, normalmente, este precursor se procesaria con mas rapidez, y
solo se acumularia en los tratamientos con actinomicina D dando lugar al
RNA 8.

Con respecto a los transcritos de la cadena ligera, con la sonda
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disefiada para detectar el producto del gen ND6, se identificé una banda que
migra a la misma altura que los RNAs 11 y 12. En células Hela, nunca se
ha detectado un trdnscrito especifico para el gen ND6 (Attardi, 1985). Este
gen, en trucha arco iris, tiene un tamano de 540 pb, por lo que el RNA
detectado (alrededor de 1100 nucleétidos) debe incluir una regién mas
amplia. Una sobreexposicién de las membranas hibridadas con esta sonda
permite detectar dos bandas que, por su migracién, podrian corresponder a
los RNAs 1y 2, descritos en células HeLa (Montoya y col., 1983). La mayor
de las bandas, se detecté también con las sondas para los genes ATPasa 8
y 6, COIII, COII, 12S y 16S, por lo que parece corresponder a un transcrito
primario que abarcaria toda la molécula del mtDNA, tal vy como se ha
sugerido para el RNA 1 de células HeLa (Attardi, 1985). La menor de las
bandas se detecté también con las sondas para los genes ATPasa 8 y 6,
COIII y COII, por lo que corresponderia, perfectamente, al RNA 2 descrito
en células HeLa, que comienza en el gen ND6 y termina en el gen COII
(Attardi, 1985). Ninguna de las sondas empleadas permitié detectar un
equivalente del RNA 3 de células HelLa, y ello puede ser debido a que este
RNA en la trucha arco iris, se procesaria rdpidamente para dar lugar al
RNA detectado con la sonda para ND6, que a su vez, nunca ha sido
detectado en células HelLa.

El an4lisis de los transcritos de la mitocondria de trucha arco iris
revela que, con ciertas légicas diferencias debidas a distintas eficiencias en
el procesado de los transcritos primarios, el modelo de transcripeion
sugerido para las mitocondrias humanas (Montoya y Attardi, 1986) es
completamente valido en la trucha arco iris y, posiblemente, en casi todos
los vertebrados. Ello supone gue, no sélo estaria enormemente conservada
la organizacién genémica del mtDNA en los diferentes grupos de
vertebrados, sino que también lo estan los mecanismos implicados en su
expresiin.

El andlisis filogenético realizado a partir de los genes que codifican
para el 128 rRNA y el citocromo b de la trucha arco iris, confirma la
utilidad de estos genes mitocondriales en el establecimiento de relaciones
evolutivas entre diferentes especies. De acuerdo con las relaciones

establecidas en funcién de caracteres morfolégicos, los primeros peces
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aparecerian en el cambrico (Lovtrup, 1977) y son los agnatos (peces sin
mandibula). A partir de ellos, en el silurico (Storer y col., 1982),
evolucionaron, por un lado, los antepasados de los condrictios actuales
(peces cartilaginosos) y, por otro, los antepasados de los osteicitios actuales
(peces dseos). En el devénico, dentro de los osteictios, se produjo la
separacion de actinopterigios (condrésteos, holdsteos y teledsteos) y
sarcopterigios (crosopterigios v dipnoos) y, posteriormente, la aparicién de
los primeros anfibios a partir de los sarcopterigios (Valentine, 1978)7.

En tuncién de las especies de vertebrados inferiores en las que se ha
secuenciado completamente el gen 128 y el citocromo b, se realizé un
analisis filogenético encaminado a confirmar el origen de los tetrapodos
(vertebrados terrestres) a partir de los sarcopterigios, y las relaciones entre
condrictios, sarcopterigios y actinopterigios. Los drboles filogenéticos
construidos en funcién del gen 128, establecen claramente que los dipnoos
(peces pulmonados) son el grupo de peces actuales mas cercano a los
anfibios. El método de maxima verosimilitud y los que utilizan matrices de
distancia, dan lugar a arboles en los que los teledsteos estdn claramente
separados de anfibios y dipnoos. Estos Gltimos y los anfibios se comportan
como un grupo monofilético y, dentro de los teledsteos, ocurre lo mismo con
los ciprinidos (C. lacustre y C. carpio). El arbol resultante de la aplicacion del
método de maxima parsimonia a las secuencias del gen 12S, apunta a una
temprana separacién del pez pulmonade africano (Protopterus sp) del resto
de los peces, quedando el pez pulmonado australiano (N, forsteri) como el
pez actual mas cercano a los anfibios. Estudios previos basados en la

secuencias aminoacidicas de las cadenas o y 8 de la hemoglobina, sugerian

que dentro de los sarcopterigios, el celacanto (L. chalumnae), debia ser el
pariente mas cercano de los anfibios, en detrimento de los peces
pulmonados (Gorr y col., 1991). Los dos darboles obtenidos a partir del gen
128 favorecen, sin embargo, una mayor relacién entre los anfibios y los
peces pulmonados que entre los anfibios y los crosopterigios. Estos drboles
concuerdan con los obtenidos en estudios similares (Meyer v Wilson, 1990).
La topologia de los arboles obtenidos por Hedges y col. (1993), en la que los

7 Ver Apéndice 1L
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dipnoos se comportan como un grupo monofilético apoya los resultados
obtenidos con los métodos de maxima verosimilitud y de matrices de
distancia, frente a la obtenida por el método de maxima parsimonia.

De los arboles filogenéticos construidos en funcién del gen del
citocromo b, se deduce una separacion temprana de condrictios y osteictios.
El tinico punto oscuro es la posicién evolutiva del esturién. De acuerdo con
el arbol obtenido por maxima parsimonia, el esturién seria claramente un
osteictio pero no un teleésteo. Los arboles obtenidos por métodos de
matrices de distancia y de maxima probabilidad sugieren una separacion de
la rama conducente al esturién anterior a la separacién de condrictios y
osteictios. Curiosamente el esturién, morfologicamente, recuerda a los
condrictios, presenta un esqueleto secundariamente cartilaginoso, escamas
placoideas y cola heterocerca y, sin embargo, esta claramente clasificado
como un osteictio (Storer y col., 1982), por lo que, en principio, parece mas
correcta la topologia obtenida mediante el analisis de maxima parsimonia.
Con la salvedad del esturidn, el resto de osteictios analizados son teledsteos,
y forman un grupo monofilético claramente diferenciade en todas las
topologias obtenidas, estando los ciprinidos (L. roseipinnis, C. carpioy C.
lacustre) perfectamente separados de la trucha arco iris. Dentro de los
condrictios, en todas las topologias obtenidas, el tiburén gris (Carcharinus
plumbeus) esta mds relacionado con el pez martillo (Sphyrna tiburo) que
con el tiburén tigre (Galeocerdo cuvier). Este resultado es notable, si
tenemos en cuenta que el tiburén gris y el tiburédn tigre estan clasificados
dentro de una misma familia (Carcharhinidae), mientras el pez martillo
pertenece a otra familia (Sphyrnidae).

Finalmente, es importante resaltar que los analisis filogenéticos
realizados vienen determinados por la escasez de secuencias que existen de
los genes 128 y citocromo b entre los vertebrados inferiores. Las
discrepancias existentes entre los arboles obtenidos por métodos fenéticos
y métodos cladisticos son, en gran parte debidas, a esta escasez de datos
moleculares. Por idénticas razones, los valores de confianza estadistica que
se obtienen para algunos nodos no son significativos (< 50%) .
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Del analisis de la secuencia nucleotidica y de los productos de la

transcripcion del genoma mitocondrial de trucha arco iris (Gncorhynchus
mykiss) podemos concluir que:

1. El genoma mitocondrial de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
esta constituido por 16660 pb y codifica para 13 proteinas, 2 rRNAs y 22
tRNAs presentando la caracteristica organizaciéon de la mayoria de
vertebrados, en la que los genes de tRNAs se intercalan entre los genes
codificantes de proteinas y de rRNAs.

2. En el mtDNA de trucha arco iris, la regiéon de control presenta los
mismos elementos implicados en la replicacién de la cadena pesada (CSBs,
TASs) descritos en otros vertebrados. Por el contrario, aunque el origen de
rephicacién de la cadena ligera esta formado por una estructura secundaria
tallo-bucle idéntica a la encontrada en otros mtDNAs, se caracteriza por la
posesidn en el bucle, de una secuencia rica en citosinas. De este resultado se
deduce que la RNA primasa encargada de sintetizar el cebador para el inicio
de la replicacion, debe reconocer un molde de polipirimidinas y no de
politiminas, como se habia propuesto anteriormente.

3. El tRNA Ser (AGY) de la trucha arco iris, a diferencia del resto de especies,
presenta una estructura secundaria en hoja de trébol, estando el brazo
DHU formado por un tallo con diez nucledtidos apareados y un bucle con

tres nucleodtidos. Por el contrario, el tallo del brazo anticodén esta reducido a
seis nucledtidos.

4. Todos los genes codificantes de proteinas del mtDNA de trucha arco iris
comienzan con el codon ATG con la excepcién del gen COI que comienza con
el codén GTG. Por el contrario, los codones de terminacién son
caracteristicos de esta especie, ya que el patrén encontrado es diferente al
descrito en otros vertebrados, incluso en peces. En un total de seis genes los

codones de terminacién son incompletos. Por otra parte, los codones AGG y
AGA no existen dentro de los genes ni al final de ellos.
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5. Del alineamiento y comparacién de las secuencias aminoacidicas de las
proteinas codificadas por el genoma mitocondrial de trucha arco iris con sus
homoélogas de otros vertebrados, se deduce que aquellas subunidades que
presentan actividad catalitica (citocromo oxidasa) estan notablemente
conservadas mientras que aquellas con funcién reguladora (ATPasa y
NADH deshidrogenasa) son mds variables.

6. La identificacién de los transcritos de la mitocondria de trucha arco iris
revela que el modelo de transcripcion sugerido para las mitocondrias
humanas es completamente valido en la trucha arco iris, con ciertas
diferencias debidas a distintas eficiencias en el procesado de los transcritos
primarios. Asi, se ha podido identificar un supuesto precursor de los mRNAs
14 y 15. Por otra parte, se ha detectado por primera vez en preparaciones
in vivo de mitocondria un transcrito del gen ND6.

7. El analisis filogenético realizado a partir de los genes que codifican para el
128 rRNA y el citocromo b de la trucha arco iris confirma la utilidad de
estos genes mitocondriales en el establecimiento de relaciones evolutivas
entre diferentes especies, situando a la trucha arco iris dentro de los
teledsteos como un grupo monofilético claramente diferenciado de los

ciprinidos.






APENDICE 1
LA TRUCHA ARCO IRIS

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es un teledsteo de la
familia Salmonidae oriundo de la costa pacifica de América del Norte. Su
distribucién geogrifica actual abarca también Europa, donde ha sido
introducida por el hombre. Al igual que la trucha comin, es muy sensible a
la polucidon, pero soporta temperaturas mads altas y aguas menos
oxigenadas. Se alimenta de insectos acudticos, zooplancton, moluscos y
pequefios peces. A nivel morfolégico, se caracteriza por la posesién de una
banda central rosada que comienza en la cabeza y termina en la base dela
cola. La cabeza, el dorso, los flancos y la aleta dorsal estan
abundantemente moteadas de negro. El dimorfismo sexual se manifiesta en
la coloracién mas pronunciada de los machos que presentan también una
mandibula inferior ganchuda. Alcanza la madurez sexual hacia los 2 6 3
anos. En Europa el desove tiene lugar de noviembre a mayo. Cada hembra
pone de 1500 a 2000 huevos/kg.

La trucha arco iris presenta grandes aptitudes para la cria intensiva
en estanques o viveros artificiales ya que se adapta con facilidad a la
cautividad, es resistente a las enfermedades y tolera los piensos
comerciales. Sin embargo, rara vez forma poblaciones capaces de

autorreproducirse y es preciso proceder constantemente a operaciones de
fecundacién artificial.
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Modificado de Valentine, 1978.
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N° GenBanl Nogl . N | binomial
L29771 Trucha arco iris Oncorhynchus mykiss
X61010 Carpa Cyprinus carpio
M91245 0 eeeeeees Crossostoma lacustre
M10217 e Xenopus laevis

X52392 Pollo Gallus gallus

Z29573 Zarigiieya americana Didelphis virginiana
V00654 Vaca Bos taurus

X61145 Rorcual comin Balaenoptera physalus
X72204 Ballena azul Balaenoptera musculus
X63726 Foca comin Phoca vitulina

X72004 Foca gris Halichoerus grypus
X14848 Rata Rattus norvegicus
J01420 Raton Mus domesticus
J01415 Hombre Homo sapiens

J04815 Erizo de mar Paracentrotus lividus
X12631 Erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus
X03240 Mosca de la fruta Drosophila yakuba
X69067 0000 eeeeee Artemia franciscana
106178 Abeja Apis mellifera

X54252 0 e Caenorhabditis elegans
X52453 Lombriz intestinal  Ascaris Suum

Numeros de acceso del GenBank . Se indican dnicamente las especies cuyo
genoma mitocondrial ha sido secuenciado en su totalidad.
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