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RESUMEN

El sitio activo Fe-S es uno de los sitos enzimaticos mas conservados entre los eucariotas incluyendo a los protistas
anaerobicos. Este sitio activo integrado por varios complejos proteinicos se encuentra localizado, entre otras sub-unidades,
en la proteina 3 de la super-familia del complejo mitocondrial I, y ha sido encontrado integrando a los complejos asociados
a la respiracion celular de los eucariotas anaerdbicos. La respiracion celular anaerdbica yace en varias estructuras, entre
ellas mitosomas, hidrogenosomas, y organelos asociados a mitocondrias. El metabolismo energético y los organelos en los
se lleva a cabo la respiracion celular no han sido completamente caracterizados en ciliados anaerobicos ambientales y la
idea de este trabajo fue identificar las proteinas asociadas a organelos relacionados a mitocondria en ciliados anaerobicos
aislados del Lago de Alchichica. Para eso, se realizd inmunocitoquima con anticuerpos contra proteinas de la cadena
respiratoria, proteina 3 hierro-azufre (30 kDa) del Complejo I, Citocromo Oxidasa C, (57kDa), y contra la Hsp70 (70 Kda),
una proteina presente en la matriz de estos organelos. La intensidad de la sub-unidad 3 del complejo I eucariotico y de la
proteina Hsp70 fueron analizados en este trabajo en los diferentes ciliados anaerobicos ambientales aislados del Lago de
Alchichica. Las marcas de estas proteinas fueron concentradas en estructuras de los ciliados de diferentes especies
mostrando en algunas especies menor intensidad de expresion de las proteinas asociadas a los organelos asociados a
mitocondria.

Palabras claves: Complejo Mitocondrial, organelos relacionados con mitocondria, ciliados anaerdbicos, Lago de
Alchichica, Proteinas Fe-S, hidrogenosomas, Hsp-70.

PROTEIN EXPRESSION LEVELS TRACES OF THE MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN IN
ENVIRONMENTAL ANAEROBIC CILIATES: FLUORESCENCE INTENSITY OF THE ACTIVE SITE FE-S
MITOCHONDRIAL COMPLEX I, AND OTHER PROTEINS

ABSTRACT

The Fe-S active point is an enzymatic conserved site between eukaryotes include to anaerobic protists. This active site was
found localized in the 3 protein of the Mitochondrial Complex I, and this proteins complex has been associated to anaerobic
cellular respiration in eukaryotic. The anaerobic cellular respiration occurred on the many structures between mitosomes,
hydrogenosomes and Mitochondrial associated organelles. The organelles associated to with cellular metabolism have been
not characterize completely from environmental anaerobic ciliates, and the idea of this work was identified the proteins
associated to this organelles in anaerobic ciliates from Alchichica Lake. For this, We make the immuno-cito-chemistry used
to antibodies against Mitochondrial Complex I (30 kDa; Fe-S 3 protein ), Citocrome Oxidase C (57 kDa), and Hsp70, an
matrix protein of this organelles. The intensity of 3 subunited of Eukaryotic Complex I and Hsp70 were analyzed in this
work from different environment anaerobic microorganism. The marks of these proteins were concentrated on the specific
structure of the different species showing low intensity in the some species.

Keywords: Mitochondrial Complex I, MROs, Organelles relates to Mitochondrial, Anaerobic Ciliates, Alchichica Lake, Fe-
S proteins, hydrogenosomes, Hsp-70.
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INTRODUCCION

La mitocondria y las proteinas asociadas con el
metabolismo energético han sido sujeto de complejos
cambios evolutivos. Los complejos proteinicos que se
han acoplado a estos organelos para la generacion de
ATP han evolucionado en un amplio espectro funcional
en los diferentes organelos. Los complejos proteinicos
integrados en la cadena respiratoria mitocondrial aerdbica
modelo esta integrada por I-V sub-complejos proteinicos.
Estos complejos se han encontrado de forma muy
reducidas en microorganismos de vida anaerobia, asi se
ha mencionado la conservacion de al menos el complejo
mitocondrial I, sin que se conserven los otros complejos,
y generando ATP sin que el ultimo aceptor de electrones
sea el oxigeno. Asi, se ha creado una clasificacion en la
cual existen al menos 5 variantes de estos organelos
obedeciendo a la integracion o no de los complejos
mitocondriales [1]. Entre ellos podemos mencionar a los
hidrogenosomas organelos de doble membrana que
generan hidrogeno y ATP, y que se presentan en
microorganismos eucarioticos que viven en ambientes
con déficit de oxigeno; los mitosomas, organelos
asociados a mitocondrias, mitocondrias anaerdbicas,
principalmente [1]. La produccion de ATP podria estar
relacionada con un incipiente sistema de  oxido-
reduccion semejante al que encontramos en las
mitocondrias 'y esto quedo determinado con la
identificaciéon, en Cryptosporidium parvum, de un
complejo de proteinas, la piruvato-NAD oxidoreductasa,
que tiene un dominio de unién al citocromo P450
reductasa [2]. La produccién de hidrogeno molecular
como compuesto final estd a cargo de las Fe-
hidrogenasas que actlian como aceptores de electrones y
se encargan de la produccion del hidréogeno molecular
[3, 4]. Proteinas asociadas con el metabolismo del
piruvato y de aminodcidos, tales como las enzimas
glicina descarboxilasa y serina hidroxi-metil-transferasa
han sido identificadas en hidrogenosomas de

Trichomonas vaginalis, encargadas de la produccién de
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ATP [5]. Las subunidades 24, 51 y 75 KDa del complejo
I mitocondrial fueron identificadas en hidrogenosomas
del ciliado anaerobico, Nyctotherus ovalis [5]. El origen
evolutivo de las proteinas asociadas al metabolismo
energético es controversial todavia, algunas de las
secuencias en el N-terminal de las ferredoxinas y
proteinas de choque térmico encontradas en mitosomas
de Giardia lamblia e hidrogesomas de Trichomonas han
sido identificadas en alfa-proteobacterias [6,7,8,9]. El
origen controversial de estos organelos asi como su
caracterizacion metaboélica han impulsado el estudio de
estas estructuras en eucariotas ambientales,
especialmente en los organismos anaerdbicos debido a
que en este espectro de protistas no existen suficientes
registros. Embley [2], plantea la importancia de realizar
estudios con los ciliados anaerdbicos para caracterizar
organclos o estructuras donde se lleva a cabo la
respiracion  celular tanto metabolicamente como
evolutivamente dado la poca informacion que hasta el
momento se tiene sobre estos organelos. Existe muy
poco documentacion sobre los ensamblaje biolégicos en
ambientes anaerobicos, especialmente entre los ciliados
anaerobicos. Entre los integrantes de este grupo de
eucariotas hay registros de la presencia de
hidrogenosomas en varios géneros que habitan
principalmente en sedimentos marinos, agua fresca, y en
el intestino de animales [10]. Desde el punto del vista del
metabolismo energético y su evolucion existen muy
poco estudios en ciliados anaerdbicos, y las estructuras u
organelos en los se llevan a cabo estas funciones no han
sido todavia completamente descritas. La hipotesis de
que estos eucariotas anaerobicos tienen hidrogenosomas
llevo al objetivo principal de caracterizar estas
estructuras u otros organelos asociados partiendo de los
hallazgos realizados en ciliados anaerdbicos provenientes
del intestino animales que asumian la presencia de genes
del Complejo Mitocondrial I y II.  Poca informacion se
tiene sobre la biologia y la clasificacion de los ciliados

anaerobicos del lago de Alchichica (Puebla). Desde el
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punto de vista metabdlico no se tienen registros del tipo
de moléculas y del tipo de metabolismo que tienen estos
eucariotas. El lago de Alchichica, por su parte, es un
crater muy antiguo con un ensamblaje y dindmica de
poblaciones muy particular [11]; en el cual bajo las
condiciones anaerdbicas que imperan en este sistema
suponemos que ciliados aislados en la columna de agua
con muy baja concentracion de oxigeno podrian presentar
hidrogenosomas o algun tipo de mitocondria anaerobica,
en los que se mostrard un metabolismo energético al
menos con el Complejo I eucariotico, y un aceptor final
de electrones. Como hemos mencionado una de las
secuencias mas conservadas entre las proteinas de los
complejos mitocondriales, que constituyen la cadena
respiratoria, que soporta el metabolismo energético, es la
que encuentra en el complejo I mitocondrial que esta
asociado al intercambio de electrones desde el sustrato
hasta la fosa de quinonas. Clasicamente, el sitio activo
enzimatico esta conformado por la sub-unidad Fe-S, aqui
se identifico este sitio en ciliados anaerobios aislados del
Lago de Alchichica, para caracterizar las estructuras
asociadas, y poder aproximarnos a lo que seria el tipo de
metabolismo de estos eucariotas. Los objetivos de este
trabajo fueron principalmente identificar proteinas
asociadas al complejo I eucariotico, y a proteinas de
matriz de los organelos encargados de la respiracion
celular, partiendo de la identificacion de los ciliados
anaerobicos y las estructuras asociadas al metabolismo
energético. Nosotros encontramos las marcas contra el
sitio activo Fe-S conservado en los ciliados anaerobicos

aislados del lago de Alchichica.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de Muestreo, y Toma de Muestra. Las muestras
fueron tomadas en el Lago de Alchichica (Estado de
Puebla; at 19° 24' N; 97° 24' W, con una altitud de of
2340 m.a.s.l.), siguiendo el protocolo estandarizado por
Macek et al [12]. Las muestras fueron tomadas de Junio-

Diciembre del 2009, y fueron tomadas en el fondo del
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lago (60 m), donde la concentracion del oxigeno fue de 0
mg/ml, por duplicado. Las muestras fueron fijadas con
Bouin concentrado modificado que basicamente contiene
[5 partes de acido picrico (Solucion saturada en 40% de
paraformaldehido), y 2 partes de 4acido acético
(concentrado)].

Reactivos. Anticuerpos monoclonales contra la subunidad
a del complejo I de la cadena respiratoria (Santa Cruz)
1:100, goat anti-mouse; la citocromo oxidasa C (Santa
Cruz) 1:100 goat anti-mouse; Hsp70 acoplado a FITC
(Santa Cruz) 1:50 anti mouse. Anticuerpo secundario
IgG2a acoplado a FITC (Santa Cruz) 1:100 anti-mouse.
Demas materiales usados provienen de Sigma-Aldrich e
invitrogen.

Tratamiento Previo de las Muestras. Todas las muestras
fueron filtradas a través de membranas de policarbonato
(2-3 pm, 47mm). Para algunas muestras, las membranas
se guardaron a -20°C, hasta su uso, y posteriormente,
estas se incubaron con agarosa al 1%, y se dejaron secar
toda la noche. Cada una de las membranas colectadas fue
fraccionada en partes de 1 mm, para un total de 47 sub-
muestras.

Identificacion de Ciliados Anaerobicos en Estratos
Anoxicos del Lago de Alchichica. Los ciliados
entrampados en membranas de policarbonato fueron
identificados usando la tincion de ntcleos con DAPI
(4',6-Diamidino-2-Fenillndol). Los ciliados fueron
incubados con DAPI (2 pM) durante 2 min a temperatura
ambiente. Las muestras analizadas en imagenes directas
fueron captadas y recolectadas para determinar el tamafio
de cada uno de los ciliados en el software IMAGE PRO.
6.0. Laminas de tincion de permanente fueron realizadas
siguiendo los protocolos estandar para la tincion por plata
coloidal [11]. Cada uno de los ciliados aislados fue
identificado siguiendo las claves para clasificacion
taxonoémica de protistas [12,13].

Marcaje de Proteinas del Complejo I de la Cadena
Respiratoria En Hidrogenosomas. Para detectar las

proteinas de cadena respiratoria se uso un protocolo
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estandar para Inmunofluorescencia indirecta con
modificaciones, brevemente. Las muestras fueron
permeabilizadas con el buffer Tripton X-100 (0.01%)-
paraformaldehido (0.5%), y luego las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario, contra la subunidad
3 del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial
(1:100), y la citocromo oxidasa ¢ mitocondrial (1:100),
ambas proteinas de membrana, respectivamente. Estas
proteinas, posteriormente, se detectaron usando un
segundo anticuerpo (IgG2a; 1:500), acoplado FITC
(490/525 [Isotiocianato de Fluoresceina]), luego de la
tincion de los nuacleos con DAPI (358/461 [4',6-
Diamidino-2-Fenillndol]). Para cada una de las muestras
procesadas, fueron realizados controles de muestras sin
tratamiento alguno, controles de muestras sin el
anticuerpo primario, controles de muestras sin el
anticuerpo secundario, y cada muestras fue montada por
duplicado.

Marcaje de Proteinas de la Matriz de los
Hidrogenosomas. Para detectar las proteinas de la matriz
de los hidrogenosomas se uso un protocolo estandar para
Inmunofluorescencia  directa con modificaciones,
brevemente. Las membranas conteniendo los ciliados se
lavaron con buffer Tripton X-100 (0.01%)-
paraformaldehido (0.5%), para permeabilizar y se
incubaron en el mismo buffer durante 20 minutos. Los
ciliados sobre las membranas fueron lavados con PBS
(pH 7.4), y luego incubados con un buffer PBS-Tween 20
(0.05%)-paraformaldehido  (0.5%)-anti-Hsp70 (1:100)
durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas nuevamente durante 30 minutos a 4°C.
Luego, los ciliados fueron incubados con DAPI
(358/461,10:1000) durante 2 minutos a temperatura
ambiente para la tincion de nucleos. Las muestras fueron
visualizadas por epifluorescencia, y las imagenes
obtenidas fueron analizadas via una camara CCD
monocromdtica con sensibilidad a infrarrojo, y
procesadas con el programa IMAGE-PRO EXPRESS
(6.0).
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Procesamiento de Datos y Andalisis de Densidad de las
Proteinas del Complejo Eucariotico I y de Matriz. Las
imagenes de cada uno de los ciliados aislados fueron
captadas y analizadas a través del programa IMAGE-
PRO EXPRESS (6.0), como fue mencionado
anteriormente. Los ciliados anaerdbicos fueron primero
analizados para el tamafio y las caracteristicas
taxonomicas generales. Posteriormente, de cada uno de
los 900 ciliados analizados e identificados fueron
analizados para determinar la densidad de las marcas de
las proteinas a determinar, en este caso Complejo I
eucariotico, Hsp70 y Citocromo Oxidasa C. Los datos
arrojados en graficas en 2 ejes (X-Y) o en los tres ejes
(X,Y, Z) muestran la densidad de las proteinas en
unidades arbitrarias sefialando la zona del espectro de
luz.

Andalisis ultraestructural de los hidrogenosomas.

Para corte. Los pellets fijados con paraformaldehido
(2.5%), fueron centrifugados (6000 rpm/ 6 min), y el
botén celular obtenido se concentré en un pool, y se
postfijo con glutaraldehido (3.7%). A este pool celular se
le adiciono Agar (1 %), y fue luego sometido al proceso
estandar para el montaje de muestra para microscopia
electronica de transmision, con modificaciones.
Brevemente, las muestras cortadas en cubos se
sometieron a deshidratacion con etanol en forma
creciente (1 hr/cada uno), dos veces y luego incubadas
con tolueno absoluto, para realizar una tincion con
Tetradxido de osmio. Posteriormente, las muestras son
incluidas en resina, y montadas en rejilla, para su
observacion al ME de barrido.

Para FORMVAR. Los ciliados fueron montados con una
rejilla recubierta previamente con una membrana tipo
FORMVAR (0.25%) en solucion de cloroformo, y se
procedio a realizar el protocolo estandar para el
procesamiento de muestra para microscopia electronica

segun se describié anteriormente.
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Tabla I. Condiciones anaerobicas, y la prevalencia de
especies durante el muestreo en el Lago de Alchichica.

Concentracion Genero Presencia

identificado del

Muestreo

de oxigeno

Complejo I,
30 kDa

Junio 0 mg/ml Cyclidium Negativo
Uronema
Christigera
Julio 0 mg/ml Cyclidium Negativo
Uronema
Christigera
Agosto 0 mg/ml ND ND
Septiembre  >1 mg/ml Cyclidium Positivo
Octubre 0 mg/ml Cyclidium Positivo
Christigera
Noviembre 0 mg/ml Uronema Positivo
Cyclidium
Diciembre 0 mg/ml ND ND

RESULTADOS

Los ciliados anaerdbicos del lago de Alchichica
presentaron sefial contra el sitio activo Fe-S asociada al
complejo I mitocondrial eucariotico. La marca contra el
complejo mitocondrial 1 (Superfamilia Complejo 1,
subunidad 30 kDa, proteina 3), estuvo concentrada en
zonas especificas del citoplasma de los ciliados
anaerobios. El ultimo aceptor de electrones de estos
eucariotas no es el oxigeno debido a que los ciliados
identificados no presentaron la marca contra la
Citocromo oxidasa C, ratificando que son eucariotas

anaerdbicos con un incipiente sistema de generacion de
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ATP. Las marcas contra el complejo I eucariotico
estuvieron acopladas a la proteina de matriz Hsp70 con lo
cual se determina la presencia de organelo, posiblemente
organclos asociados a mitocondria. El analisis
ultraestructural de estos eucariotas muestra estructuras
redondeadas en el citoplasma (Figura 1), determinando
con ello la presencia de un organelo parecido a
mitocondria en estos eucariotas anaerdbicos. Los ciliados
identificados en el estrato anaerobico del Lago de
Alchichica se muestran en la Figura 2 y Tabla I. En
resumen la Tabla I muestra las condiciones anaerdbicas,
y la prevalencia de las especies que toleran estas
condiciones. Cyclidium presente en todos los meses de
muestreo fue el género que mas especies presentaron la
sefial contra el complejo 1. Las Figuras 2a y b muestran
a Cyclidium glaucoma (Descrito por Macek et al, 2008).
En las Figura 2c¢ y e se muestran otras especies del
genero Cyclidium, sin clasificacion. Otras especies del
Complejo Cyclidium/Isocyclidium/Christigera  fueron
identificadas en este ambiente anoxico como Christigera
sp (Figura 2d). Por ultimo, algunas de las especies
identificadas no pertenecen al complejo
Cyclidium/Isocyclidium/Christigera sino que pertenecen
al género Uronema (Figura 2e). Estas especies de
ciliados anaerdbicos fueron analizadas para la deteccion
y determinaciéon de la intensidad de las proteinas
asociadas con el metabolismo energético, y como
observamos en su mayoria pertenecen al género
Cyclidium. La Figura 3 muestra el panel de tinciones
que se realizaron que demuestran la marca asociada al
sitio activo Fe-s del complejo I y la localizacion en el
citoplasma. En el panel superior de esta figura
observamos la bateria de controles de los anticuerpos
primario y secundario, respectivamente. Las imagenes en
los canales del espectro de luz verde (FITC; 488nm,
excitacion maxima), y azul (DAPI, 380nm, excitacion
maxima). Los ciliados marcados con DAPI no muestran

marcas en los respectivos controles, y en las células sin

tratamiento. Para llevar a cabo la determinacion del
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complejo I eucariotico y su asociacion con los organelos
parecidos a mitocondria se realizé una bateria de analisis
que incluyeron el marcaje contra la proteina de matriz
mitocondrial, Hsp70, ademas de identificar un
metabolismo anaerdbico usando el marcaje contra el
complejo Citocromo Oxidasa C, que solo esta presente en
organismos aerobicos. En la serie del complejo I
eucariotico se observa a Cyclidium sp con la tincion para
DNA  (DAPI), mostrando los nucleos del
microorganismo. La marca contra el complejo I
eucariotico fue observada en el citoplasma concentrada
en zonas especificas. La marca contra Hsp70 fue
encontrada el citoplasma coincidiendo con la marca
contra el complejo I. El panel de la Citocromo Oxidasa
C, muestra que la marca es negativa implicando un
mecanismo anaerobico para la obtencion de ATP. En el
merge, observamos los nucleos de de la célula y la
localizacion citoplasmatica de las marcas. El complejo I
eucariotico se observa en el citoplasma de manera
concentrada en zonas cercanas al nucleo, y en otras zonas
(Figura 4). Panel superior de la figura se muestran los
controles de los anticuerpos primario y secundario sin
marca, al igual que las células sin tratamiento, que solo
son marcadas con DAPI. El complejo I se observa en el
citoplasma de Cyclidium sp concentrado en zonas
especificas (zonas puntadas). Figura 4(a) Cyclidium sp
mostrando nucleos (DAPI), y Figura 4(b) Cyclidium sp
mostrando las marcas contra el complejo I eucariotico,
zonas punteadas con mayor densidad de la marca contra
el complejo. Figura 4 (c-d) mostrando otro Cyclidium sp
con las marcas contra el complejo I eucariotico (zonas
punteadas), con mayor densidad en el citoplasma. Figura
4 (e-f) mostrando marcas con menor densidad en el
citoplasma (FITC) y los nticleos (DAPI). La deteccion de
la proteina de choque térmico-70 (Hsp70), en los ciliados
anaerobios aislados del Lago de Alchichica establece la
presencia de las estructuras del metabolismo energético,
como los organelos relacionados con mitocondria. La

Figura 5 nos muestra la seflal de esta proteina y la
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localizacion citoplasmatica de la sefial. La sefial de
Hsp70 es de alta intensidad en el citoplasma de los
ciliados anaerobios (Figura 5 b). La marca estd
localizada en el citoplasma en sitios especificos que
podrian dar la impresion de rosetas en las cuales la
intensidad del sefial es muy alta, y en donde la proteina se
concentra (Figura 5 a y d). La Figura 5 ¢, muestra a un
ciliado anaerobio del genero Christigera sp que presenta
la marca localizada en zonas especificas con alta
intensidad. Aunado a esta proteina encontramos que estos
ciliados no presentan la Citocromo Oxidasa C (Figura 5
e-f). El analisis de densidad fue realizado con el Software
IMAGE PRO-6, como fue mencionado anteriormente.
Las graficas representan las unidades de intensidad y el
espectro en la que la sefial es emitida. La figura 6
presenta tres ciliados del genero Cyclidium que muestran
el andlisis del componente de intensidades de
fluorescencia de las proteinas. Las proteinas que
presentan una alta intensidad en el canal para de DAPI
(380nm), son las proteinas nucleares, cuyas unidades van
desde 208 0000-255 0000 unidades arbitrarias (Figura 6
A). Demas proteinas en muy baja intensidad son aquellas
que podrian estar asociadas con la cubierta de estos
ciliados anaerdbicos, asi como proteinas asociadas a
endosimbiontes que corresponden con la intensidad de
192 0000 unidades arbitrarias. El complejo 1
mitocondrial en estos organismos anaerobios se muestra
en el canal para FITC (480 nm), y en zonas punteadas
observamos la concentracion de la proteina localizada en
estructuras especificas del citoplasma en una intensidad
de 144 0000 unidades arbitrarias (Figura 6 B). La
Figura 6 C muestra otros dos ciliados anaerobios del
genero Cyclidium que presentan la sefial de las proteinas
nucleares en alta intensidad en el canal para DAPI (canal
azul, 380 nm). La marca del complejo I eucariotico esta
presente en alta intensidad en zonas especificas,
posiblemente mitocondrias anaerobias (fechas rojas), la
intensidad fue de 144 0000 unidades arbitrarias (Figura 6

D). Un control negativo sin marca para la proteina del
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complejo eucariotico fue incluido para demostrar la
ausencia de las marcas contra esta proteina, asi como
sefiales inespecificas (Figura 7 A-B). Ciliados
anaerdbicos del Complejo
Cyclidium/Isocyclidium/Christigera fueron positivos para
la marca contra el complejo I eucariotico. La Figura 7 C
muestra los dos ciliados con picos de intensidad muy
altos (255 0000 unidades arbitrarias) en el nicleo (Canal
azul) en un analisis expresando el eje z. Las intensidades
de estos ciliados para la proteina marcada fue muy baja
(48 0000 unidades arbitrarias) en ambas células. El

complejo I eucariotico se detecto en estos eucariotas en

zonas delimitadas (zonas punteadas, y fechas rojas; canal
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verde). Christigera sp presento la marca contra la
proteina Hsp-70, la cual se observa en zona concéntricas,
que podrian representar mitocondrias anaerébicas
(Figura 8 B). Los nucleos del protozoario en el canal
azul (Figura 8 A), mostrando macronucleo y
micronucleo, muy caracteristico de este grupo de
protistas. La intensidad de la proteina Hsp-70 fue de 96
0000 unidades arbitrarias, en zonas concéntricas (Figura
8 B). La Citocromo Oxidasa C no fue detectada en estos
ciliados corroborando que son anaerébicos (Figura 8 D).
Proteinas nucleares observadas en el andlisis en los tres

ejes (X,Y, Z), en el canal azul y con tincion DAPI para

nucleos (Figura 8 C).

Fig. 1. Analisis de la ultraestructura de Cycidium sp anaerdbico proveniente del Lago de Alchichica (Puebla-México). Las
muestras procesadas para microscopia electronica segtin el protocolo estandar fueron observadas por microscopia
electronica de transmisicion para observar hidrogenosomas. A. Hidrogenosomas en Cycidium sp provenientes de estratos
anaerobicos del Lago de Alchichica. Flecha indicando hidrogenosoma en forma redondeada. B. Cycidium sp mostrando
zona de hidrogenosmas en citoplasma coincidiendo con los analisis de fluorescencia. N. Nucleos. H. hidrogenosomas.
Flecha. Indicando zona de hidrogenosomas.
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Fig. 2. Comunidad de Ciliados anaerobicos identificados en el lago de Alchichica. Las muestras fueron tomadas, fijadas con
Bouin modificado, y filtradas a través de membranas de policarbonato. Los ciliados entrampados en membranas recubiertas
de agarosa (1%), fueron tefiidos con DAPI (1:1000 del stock). Observaciones hechas por microscopia de fluorescencia.
Imégenes en 100x.
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Fig. 3. Complejo [ y otras proteinas mitocondriales en eucariotas anaerobicos. Los ciliados concentrados sobre membrana
fueron permeabilizados con Tripton X-100 (0.01%), y luego incubados con el anticuerpo primario (1:100) contra la
subunidad o del centro activo del Complejo I, o contra Hsp70, o contra Citocromo oxidasa c, y posteriormente con el
anticuerpo secundario acoplado a FITC (1:100). Finalmente, los microorganismos fueron incubados con DAPI, y montados
para su observacion en el microscopio de fluorescencia. Controles. 100%. Ciliados anaerobios. Mostrando las marcas contra
las proteinas mitocondriales en estos eucariotas anaerobicos. Panel superior. Ciliados entrampados en membrana con la
contra-tincion de DAPI (Izquierda, 100x).Ciliados mostrados en contraste de fases (Derecha, 100x). Panel medio. Ciliados
mostrados en canal para FITC, mostrando areas de tincion para Citocromo Oxidasa C (Izquierda), zonas punteadas. Merge
mostrando el nicleo y la zonas punteadas que contienen la marca (Derecha, 100x). Panel inferior.
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Fig. 4. Localizacion del Complejo I mitocondrial en ciliados anaerdbicos del complejo Cyclidium/Isocyclidium/
Christigera. Los ciliados entrampados en membranas fueron tefiidos por Inmunofluorescencia indirecta usando la
combinacion del anticuerpo primario contra la subunidad a del Complejo I mitocondrial, y un anticuerpo secundario
acoplado a FITC. Las imagenes (100x) fueron analizadas con Image Pro Express 6.0 por microscopia de fluorescencia.
Controles. Ciliados anaerobicos sin tratamiento, con y sin los anticuerpos primario y secundario. No se observan marcas.
Ciliados anaerobios del complejo Cyclidium/Isocyclidium/Christigera con la marca para el complejo I mitocondrial, zonas
punteadas, y flecha. 100x.
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DAPI FITC

Citocromo oxidasaC

Fig. 5. Proteina de choque térmico 70 (Hsp70) en ciliados anaerdbicos. Los ciliados entrampados sobre membranas fueron
incubados con el anticuerpo monoclonal contra la Hsp70 acoplado a FITC por Inmunofluorescencia directa muestran la
presencia de Hsp70 en el citoplasma, y en muchos de los casos la marca coincide con la marca del complejo I mitocondrial
(100x). Los ciliados fueron también tratados con el anticuerpo primario contra Citocromo Oxidasa C- anticuerpo
secundario acoplado a FITC, siguiendo un protocolo para Inmunofluorescencia indirecta. Ciliados anaerobios sin Citocromo
Oxidasa C, mostrando la anaerobiosis.
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DAPI FITC

Fig. 6. Intensidad del complejo I mitocondrial en eucariotas anaerobicos. Las imagenes obtenidas del microscopio de
fluorescencia en los canales especificos fueron procesadas en el Image Pro 6.0 para el analisis de intensidad de las marcas
contra la proteina especifica. Los datos en unidades arbitrarias muestran la presencia de la densidad de la proteina blanco.

Todos los ciliados anaerdbicos dentro del complejo Cyclidium/Isocyclidium/Christigera identificados en el Lago de
Alchichica, Las graficas representando las unidades arbitrarias y los canales de fluorescencia (Y), y los microorganismos
captados (X). A. Ciliado anaerdbico mostrando los niveles de proteinas asociadas al niicleo en el canal de DAPI. B. Ciliado
anaer6bico mostrando los niveles del complejo mitocondrial 1. En el canal de FITC niveles de sub-unidad a del complejo
mitocondrial, con al menos 1.440.000 unidades de intensidad en zona delimitadas (zona punteada). C. Ciliados anaerdbicos
del Cyclidium/Isocyclidium/ Christigera. Densidad de las proteinas acopladas al niicleo (DAPI). D. Densidad del complejo I
mitocondrial. Flechas mostrando la concentracion de la marca asociada al complejo I, zona punteada interna con
concentracion del complejo I, y punteado grueso demarcando a los microorganismos.
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Fig. 7. Ausencia/presencia de la marca contra el Complejo mitocondrial I. Las imagenes obtenidas del microscopio de
fluorescencia en los canales especificos fueron procesadas en el Image Pro 6.0 para el analisis de intensidad de las marcas
contra la proteina especifica. Los datos en unidades arbitrarias muestran la presencia de la densidad de la proteina blanco. A.
Ciliado anaerébico del complejo Cyclidium/Isocyclidium/ Christigera. Niveles de proteinas nucleares (DAPI). B. Ciliado
anaerdbico sin marca para el complejo mitocondrial. C. Ciliados anaerdbicos Cyclidium/Isocyclidium/Christigera. Niveles
de proteinas nucleares. D. Niveles de intensidad de complejo mitocondrial I (zona puteada), 480.000 de unidades arbitrarias
de intensidad. Flechas mostrando concentracion de la marca en otro de los especimenes.
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Fig. 8. Intensidad de la proteina de choque térmico-70 (Hsp70) de la matriz mitocondrial. Las imagenes obtenidas del
microscopio de fluorescencia en los canales especificos fueron procesadas en el Image Pro 6.0 para el analisis de intensidad
de las marcas contra la proteina especifica. Los datos en unidades arbitrarias muestran la presencia de la densidad de la
proteina blanco. A. Ciliado anaerébico mostrando los niveles de intensidad de las proteinas nucleares (DAPI). B. Ciliado
anaerobico mostrando los niveles de intensidad de la HSP70, en 1.280.000 unidades arbitrarias concentradas en zonas
delimitadas. C. Ciliado anaerébico mostrando los niveles de intensidad de las proteinas nucleares (DAPI). D. Ciliado
anaerobico marcado para la Citocromo oxidasa C sin marca.

DISCUSION

Ciliados anaerobicos aislados del Lago de Alchichica,
prevalentemente del genero Cyclidium, presentaron la
sub-unidad 3 conservada del complejo I eucaridtico, que
contiene la subunidad proteinica Hierro-Azufre, y que
esta conservada también en estos microorganismos, lo
cual significa que este grupo de ciliados posee parte de la
maquinaria que lleva a cabo la respiracion celular de la
mitocondria. Otro hallazgo importante en este estudio fue
que los ciliados anaerdbicos presentaron también Hsp70,
una proteina que esta presente en la matriz mitocondrial y
de otros organelos asociados con la mitocondria. Estos

eucariotas anaerobicos no presentaron el complejo 1V,

que para efectos de este estudio se busco la marca contra
la proteina Citocromo C oxidasa, y la cual no fue
encontrada en los ciliados rastreados aislados de estrato
anaerobico. Por el contrario, los ciliados que reciben
mayor aporte de oxigeno (0.5 a 1 mg/L) en estratos mas
superficiales de este lago, presentaron Citocromo
Oxidasa C (Datos no mostrados). Los ciliados
anaerobicos que habitan este nicho con déficit de oxigeno
pertenecientes al complejo
Cyclidium/Isocyclidium/Christigera mostraron Complejo

I, sin el Complejo IV, determinando con ello que el

organelo de sintesis energética esta asociado con la
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mitocondria siendo posiblemente una mitocondria
anaerdbica, o los llamados organelos relacionados con
mitocondria. Muller et al. [1], realizan una clasificacion
funcional de los organelos que generan ATP/elemento
energético dependiendo de los productos metabdlicos que
producen y de los constituyentes de los complejos de
proteinas que integran los sistemas. Teoricamente, los
organelos pueden ser vistos como aquellos que generan
ATP y los que no lo hacen, existen entonces 5 clases a
saber; Mitosomas (Clase 5), Mitocondrias (Clase 1) que
producen ATP usando el oxigeno como ultimo aceptor de
electrones, Mitocondria anaerdbica (Clase II), que no
generan hidrogeno, Mitocondria anaerobica productora
de hidrogeno (Clase 3), que poseen cadena respiratoria, y
los Hidrogenosomas (Clase 4), que no tienen cadena
respiratoria; asumiendo que existe entre los protistas
organelos que se originaron a partir de un organismo con
mitocondria y que evolucionaron en otro sentido; lo
cuales son llamados organelos relacionados con
mitocondria, como lo hemos asumido aqui. Las
mitocondrias anaerdbicas que por definicion son tipicas
mitocondrias que funcionan anaerdbicamente usando
otros compuestos diferentes al oxigeno como aceptor
final de electrones. En nuestro trabajo hay que
puntualizar que los resultados muestran organismos
anaerobicos con al menos el complejo Mitocondrial I, sin
Citocromo Oxidasa C (metabolismo anaerdbico), sin
oxigeno como aceptor de electrones. En un contexto en el
que la matriz del organelo presenta Hsp70, una proteina
muy comun entre los organelos relacionados con
mitocondria. Es muy posible que el organelo que
presentan estos organismos sea de tipo mitocondria, una
mitocondria anaerébica. Muller et al. [1], muestran
también la posibilidad, teérica, de que algunas de estas
mitocondrias anaerdbicas pierdan varios de los elementos
que integran el complejo sistema de produccion de ATP,
tales como los complejo 11, III, y IV, permaneciendo el
complejo V o la ATPasa. La presencia del Complejo I

eucariotico en especies del complejo
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Cyclidium/Isocyclidium/Christigera anaerdbicos no habia
sido descrita antes, y confirma la modificacion evolutiva
de la mitocondria bajo las presiones ambientales. Hjort et
al [14], establecen, por otro lado, que estos organelos
son homoélogos a la mitocondria con diferencias en los
mecanismos y en la forma de tales organelos. Este tipo de
organelos relacionados con la mitocondria han sido
identificados en varios protistas especialmente en
protozoarios parasitos cultivables, entre ellos Giardia,
Trichomonas y Blastocytis. Boxma et al. [15],
encuentran en el genoma del organelo, hidrogenosomas,
en este caso, los genes para la codificacion de proteinas
asociadas al complejo I y II de la cadena respiratoria
mitocondrial en un modelo de hidrogenosomas
provenientes de Nyctotherus ovalis, un ciliado
anaerobico aislado del estomago de cucarachas. No
obstante, no se demostrd que estos genes finalmente se
expresaran en contexto del funcionamiento del organelo.
En este trabajo se demostré que los Ciliados anaerdbicos
del complejo Cyclidium/Isocyclidium/Christigera
sintetizan las proteinas del Complejo I mitocondrial, y la
sub-unidad del sitio activo donde se insertan las
subunidades de Fe-S (asiendo del intercambio de
electrones), localizadas en un organelo relacionado con
mitocondria, como lo demuestran las observaciones
realizadas con la Hsp70, que por ser una proteina de
matriz permitié observar estructuras en las que también
existe la marca contra el Complejo I eucariotico. El
espectro metabolico de este grupo de organismos parecer
ser muy amplia y presenta muchas modificaciones, no
solo como en el caso de las especies de Cyclidium
anaerodbico, en el cual se encontré que el sistema
energético esta constituido del complejo I mitocondrial
sin Citocromo oxidasa C, sino también se puede
encontrar algunas enzimas del metabolismo energético en
el citoplasma ejerciendo una funcién en la produccion de
hidrogeno, tal es el caso de Naegleria gruberi, un

organismo aerobio facultativo que presenta mitocondria,

pero que en condiciones de anaerobiosis genera
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hidrogeno desde afuera del organelo [16]. La diversidad
de estos organelos parece ser tan amplia como el espectro
de organismos que componen este Phylum. Bésicamente
la funcion de estos organelos es generar ATP partiendo
de un sustrato e hidrogeno a nivel de la fosforilacion
oxidativa, en organelos que pueden ir desde una version
en miniatura de la mitocondria hasta organelos
relacionados con mitocondria con modificaciones y hasta
la reduccion de los complejos que integran la cadena
respiratoria. Diversos organismos pertenecientes a
Ciliophora presentan organelos parecidos a mitocondrias,
al menos en Nyctotherus, Dasytricha, Metopus, Trmyema
[17], aqui en miembros del Genero Cyclidium se
corroboro la presencia de organelos parecidos a
mitocondrias. Gray [18], quien incorpora el término de
MORs (organelos relacionados con mitocondria)
establece que los organelos descritos para organismos
que habitan en ambientes con bajos niveles de oxigeno
no son mas que mitocondrias que han sufrido
modificaciones posteriores, esto basado en el genoma
nuclear de algunos de los ecucariotas anaerobicos
estudiados. El cluster Fe-S del complejo mitocondrial I
esta presente en varios de estos organelos asociados con
la mitocondria, a pesar de la reduccion que ha ocurrido
en estos organelos, argumentando la importancia que
tiene este sitio activo para la funciéon de la mitocondria, y
los organelos asociados. Los organelos relacionados con
la mitocondria retienen el complejo mitocondrial I,
reduciendo el organelo y sus funciones perdiendo los
complejos mitocondriales 111, IV, y V, como observamos
en las especies del genero Cyclidium anaerobicos. La
presencia del complejo mitocondrial I en los ciliados
anaerdbicos analizados significa que se conserva parte de
la cadena respiratoria, como ha sido también descrito
para otros protistas anaerobicos. Por otro lado, nuestros
resultados basados en el analisis de de la intensidad del
sito Fe-S conservado mostraron que este complejo se
expresa en las especies del Complejo
Cyclidium/Isoclyclidium/Christigera en alta intensidad,
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con una variacion en algunas de las especies estudiadas.
Este centro activo que denota la presencia de un organelo
asociado a mitocondria cumple una funcion
transcendente tanto en el metabolismo energético como
desde el punto de vista evolutivo, debido a esta secuencia
ha sido rastreada en numerosos estudios determinando el
origen de la mitocondria y los organelos asociados. El
complejo  mitocondrial I (NADH:Ubiquinona
oxidoreductasa) constituido por 40 sub-unidades, un co-
factor FMN y ocho cluster FeS, denominado Complejo |
eucariotico por Remacle et al [19], ha sido caracterizado
en todos los eucariotas, incluso en genoma nuclear de los
eucariotas anaerobicos o de vida parasitaria, como los
ciliados anaerdbicos objeto de este estudio. La sub-
unidad seleccionada para rastrear este complejo en este
estudio estd asociada a la sub-unidad o de este complejo
mitocondrial en la que yacen parte de los cluster
conservados FeS (NuoC 6 NDUFS3). En los ciliados
anaerdbicos muestreados se encontrd la marca contra este
sitio, y esta marca presento picos que se asociaron con las
marcas contra la proteina de matriz mitocondrial, Hsp70.
Hallazgos similares han sido reportados para otros
eucariotas en los que existe un Complejo I eucariotico no
clasico, como es caso de las especies del genero
Cyclidium de los estratos anaerdbicos del Lago de
Alchichica, asociados con organelos relacionados con
mitocondria, tales como hidrogenosomas, mitosomas o
mitocondrias anaerobias [19,20,21,22,23,24]. Partes del
centro redox del Complejo mitocondrial I, las sub-
unidades NuoF (24 kDa) y NuoE (51 kDa), también
fueron determinadas acopladas a organelos relacionados
con mitocondria en otros ciliados anaerdbicos
parasitarios, Nyctotherus ovalis [20, 25]. Muy parecido a
nuestros hallazgos fueron encontrados en Blastocystis
que presento también un organelo asociado con
mitocondria con proteinas del complejo mitocondria I
(NADH), sin el resto de los complejos mitocondriales 11,
III, TV, e incluso V coincidiendo con los resultados

obtenidos en este estudio [21]. Un ensamblaje del centro
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Fe-S ha sido reportado en hidrogenosomas de
Trichomonas vaginalis siendo parte conservada del
complejo mitocondrial T en eucariotas [22]. Proteinas
similares con centro Fe-S acopladas a organelos
asociados con mitocondria han sido también encontradas
en otros trichomonadales [23] confirmando nuestros
hallazgos. Por otro lado, en este estudio encontramos la
presencia de Hsp70 en los organelos relacionados a
mitocondrias que observamos en los ciliados anaerdbicos
provenientes del Lago de Alchichica. Esta proteina es
utilizada por la maquinaria de los eucariotas para el
ensamblaje del complejo Fe-S [25,26] y constituyen una
familia de proteinas chaperonas que intervienen en una
variedad de procesos de plegamiento en diferentes
compartimientos intracelulares, con cierta especificidad
hacia secuencias de péptidos y en diferentes estados de
plegamiento de las proteinas; en especifico la Hsp70
reconoce péptidos de proteinas mitocondriales [28]. Esta
proteina es también muy conservada entre los eucariotas,
y ha sido determinada en varios de los linajes de protistas
sin mitocondria o con organelos asociados con
mitocondrias. Hsp70 mitocondrial fue encontrada en
Giardia lamblia, Entamoeba histolitica, Nosema
lacustae, Vairimorpha necatri, y Trichomonas vaginalis
con secuencias muy conservadas [29,30,31,32] ; segun,
Arisue et al [29] no existen los eucariotas
amitocondriales o de transicion sino una perdida
segundaria de la mitocondria en el pasado evolutivo de
los eucariotas unicelulares de vida parasitaria o de
condiciones anaerobicas. Nuestros resultados muestran la
Hsp70 concentrada en organelos parecidos a rosetas, con
picos de intensidad altos en comparacion con la marca
del complejo I en varias de las especies anaerdbicas del
complejo Cyclidium/Isocyclidium/Christigera
corroborando la presencia de organelos relacionados con
mitocondrias. Un hallazgo similar al encontrado aqui en
este trabajo fue demostrado también en Apicomplexa;
Criptosporidium parvum presento Hsp70 mitocondrial
relacionados con

localizada en organelos
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mitocondria[33]. La Hsp70 mitocondrial probada en este
trabajo muestra por su localizacion la presencia de un
tipo de mitocondria en los ciliados anaerdbicos
provenientes del Lago de Alchichica. Finalmente,
secuencias de Hsp70 fueron rastreadas en Paramecium y
Euplotes, y encontradas asociadas a mitocondria, entre
miembros del grupo Oligohymrnophora y Hypotricha
[34]. Nuestros hallazgos muestran que los ciliados
anaerobicos identificados del Lago de Alchichica
presentan proteinas Fe-S del complejo mitocondrial T y
Hsp70 que confirman la presencia de organelos asociados
a mitocondrias poniendo en debate la hipdtesis de que los

ciliados anaerébicos presentan hidrogenosomas.

CONCLUSIONES

Los ciliados anaerdbicos pertenecientes al complejo
Cyclidium/Isocyclidium/Christigera aislados del estrato
anoxico del Lago de Alchichica presentan el sitio activo
Fe-S del complejo mitocondrial I asociado con Hsp70
mitocondrial, lo cual es evidencia de que estos ciliados
anaerobicos  presentan  organelos  asociados a

mitocondrias.
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