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ADN mitocondrial humano

Julio Montoya y Giuseppe Attardi
Reseña: Las mitocondrias son unos orgánulos subcelulares cuya principal función consiste en proporcionar la energía requerida para mantener la vida. La presencia de estos orgánulos, con un sistema respiratorio muy especializado, es una de las características que distinguen las células eucariotas (células animales, plantas, hongos y protozoos) de las células procariotas (bacterias). 

En las mitocondrias, presentes en el citoplasma de las células eucariotas, se llevan a cabo una serie de reacciones bioquímicas encaminadas a conservar, en forma de trifosfato de adenosina (ATP), la energía química que se libera en la oxidación final de las moléculas orgánicas combustibles.
En este trabajo se ocupan de la organización y expresión del ADN mitocondrial humano, tomado como modelo por ser el genoma mitocondrial de mamíferos mejor conocido.
ADN mitocondrial humano

La organización de los genes, su expresión y las propiedades de los ARN mitocondriales confieren a este sistema genético unas características únicas de simplicidad y economía. Se ha identificado la función de todos los genes.
Julio Montoya y Giuseppe Attardi
Las mitocondrias son unos orgánulos subcelulares cuya principal función consiste en proporcionar la energía requerida para mantener la vida. La presencia de estos orgánulos, con un sistema respiratorio muy especializado, es una de las características que distinguen las células eucariotas (células animales, plantas, hongos y protozoos) de las células procariotas (bacterias). En las mitocondrias, presentes en el citoplasma de las células eucariotas, se llevan a cabo una serie de reacciones bioquímicas encaminadas a conservar, en forma de trifosfato de adenosina (ATP), la energía química que se libera en la oxidación final de las moléculas orgánicas combustibles.

Las mitocondrias están dotadas de un sistema genético propio y contienen todos los elementos necesarios para su expresión, es decir, para la síntesis de ARN y de las proteínas que codifica. Este segundo sistema genético, presente en todas las células eucariotas, desempeña un papel esencial en la biogénesis de los propios orgánulos porque codifica una serie de proteínas integrantes de los mismos.
Las primeras indicaciones acerca de la existencia de un sistema genético en el citoplasma datan de 1949, cuando Boris Ephrussi descubrió unos mutantes de la levadura que presentaban deficiencias en las funciones respiratorias, debidas a un factor citoplasmático, no nuclear, hereditario. No es de extrañar, por tanto, que el estudio del ADN mitocondrial comenzase en la levadura, y que estuviese facilitado por la disponibilidad de mutantes y de refinadas técnicas gen éticas. Por el contrario, el análisis del contenido genético del ADN mitocondrial de células animales estuvo obstaculizado durante mucho tiempo por la dificultad de aplicar las técnicas genéticas a este sistema. La biología molecular de las mitocondrias de células animales comienza en los años 60 con el aislamiento del primer ADN de vertebrados y la demostración de la existencia de un ARN citoplasmático heterogéneo, con secuencias homólogas a las del ADN mitocondrial. Estudios posteriores revelaron que el genoma mitocondrial era el menor de todos los conocidos con información para las tres clases mayoritarias de ARN (ribosómico, mensajero y de transferencia).
La necesidad de mantener dos sistemas genéticos separados, con un costo considerable para la célula, y el mecanismo que regula la interrelación entre estos sistemas, ha intrigado a los científicos durante mucho tiempo. En los últimos años, el desarrollo y aplicación de nuevas técnicas en el análisis de ADN, ARN y proteínas han permitido obtener una imagen detallada de la estructura y función del genoma mitocondrial, especialmente del humano, con una resolución que ha sobrepasado las técnicas genéticas más refinadas. Algunos de los interrogantes planteados empiezan a hallar solución.
Se conoce ya la secuencia nucleotídica completa del ADN mitocondrial de algunos mamíferos (humano, bovino, ratón y rata), así como la de la mosca del vinagre, rana, Tripanosoma y Leishmania, amén de gran parte de la secuencia de otros organismos (erizo de mar, levadura, hongos filamentosos, etcétera). Se ha podido comprobar que, aunque las funciones genéticas esenciales del ADN mitocondrial se han conservado en múltiples organismos de distinto nivel evolutivo, la estructura y organización de los genes y la forma de expresarse ha evolucionado de una manera muy diferente en ellos. Así, por ejemplo, mientras que el genoma mitocondrial humano y de mamíferos en general muestra una estructura muy empaquetada con los genes contiguos unos a otros y carentes de intrones.(secuencias no informativas que fragmentan los genes), los genes mitocondriales de levadura se hallan separados entre sí por regiones de ADN no informativas, algunas de ellas fragmentadas por intrones. Se ha visto que algunos de estos intrones determinan proteínas que se requieren para la maduración de los ARN mensajeros (las llamadas maturasas).
En este trabajo nos ocuparemos de la organización y expresión del ADN mitocondrial humano, tomado como modelo por ser el genoma mitocondrial de mamíferos mejor conocido. La de terminación de la secuencia completa del ADN mitocondrial humano en el laboratorio de F. Sanger, del Consejo de Investigaciones Biomédicas de Cambridge, en Inglaterra, y el trabajo desarrollado en nuestro laboratorio del Instituto de Tecnología de California sobre las propiedades y organización de los productos de transcripción (ARN) del ADN mitocondrial humano han revelado una serie de características únicas y sorprendentes sobre el código gen ético, organización de los genes y estructura del ARN, y nos ha permitido establecer algunas conclusiones sobre el mecanismo de expresión de este genoma y su regulación. Asimismo, se acaba de identificar y determinar la función de todos los péptidos codificados en el ADN mitocondrial humano.
El ADN mitocondrial humano consta de dos cadenas de nucleótidos enroscadas en torno a un eje común, formando una doble hélice circular. Cada cadena de ADN está formada por una secuencia lineal de bases nucleotídicas: adenina (A), guanina (O), citosina (C) y timina (1). La secuencia de bases a lo largo de las dos cadenas son complementarias: una A situada en una cadena se empareja siempre con una T de la otra, y una G siempre con una C. El mensaje genético de una cadena se determina por la secuencia de nucleótidos. El ADN mitocondrial humano está localizado dentro de los confines de la membrana interna, a la que está unido  por un punto cercano al origen de síntesis de la cadena pesada (OH). Mide cinco micrometros de longitud y presenta un peso molecular de 10 millones, que corresponde exactamente a 16.569 pares de bases. Su tamaño es semejante al del ADN de las mitocondrias de todas las células animales, pero mucho más pequeño que el de las levaduras y plantas.
 El ADN mitocondrial, que no está estrechamente asociado a proteínas, recuerda al ADN "desnudo" bacteriano. Cada célula contiene unos pocos miles de moléculas de ADN mitocondrial; en particular, las células HeLa (línea celular humana procedente de un tumor de útero, mantenida en cultivo), utilizadas para la mayor parte de este trabajo, contienen entre 1000 y 2000 moléculas, lo que representa solamente un 0,5 por ciento del ADN celular entero. Aunque todas las moléculas de ADN mitocondrial de un individuo son iguales entre sí, pueden vaciar de un individuo a otro de la misma especie. A pesar de la pequeña proporción de ADN mitocondrial que existe en la célula, se ha obtenido en su forma pura, libre de contaminación con ADN nuclear, gracias a la distinta densidad que manifiestan en presencia de un colorante, bromuro de etidio, que se intercala con una proporción diferente en los dos tipos de ADN. Esto, unido a la posibilidad de separación de las dos hebras del ADN mitocondrial en las llamadas cadena pesada y ligera, ha ayudado enormemente a desentrañar los misterios de este genoma.
¿Es suficiente la información contenida en el ADN mitocondrial humano para la construcción de las mitocondrias? Las mitocondrias contienen cientos de proteínas, de las cuales sólo una fracción muy pequeña, aproximadamente el 5 por ciento, están codificadas y se sintetizan en esos orgánulos. La mayoría son proteínas hidrófobas que forman parte de los complejos enzimáticos de la membrana interna mitocondrial. El resto de las proteínas que componen el orgánulo (matriz, membrana interna y membrana externa) están determinadas por el ADN nuclear y se sintetizan en los ribosomas citoplasmáticos, para introducirse luego en el orgánulo. Se requiere, pues, la expresión de los dos sistemas genéticos celulares, el nuclear y el mitocondrial, para la biogénesis de la mitocondria. El mantenimiento del sistema gen ético mitocondrial necesita también de la aportación, por parte del citoplasma, de una serie de proteínas codificadas por el núcleo: enzimas implicadas en la replicación del ADN, ARN polimerasas, ligasas, proteínas ribosómicas (50- 70), aminoacil sintetasas, enzimas implicadas en la síntesis de proteínas, enzimas modificantes, etcétera. Uno de los aspectos más fascinantes de la biología estriba en la estrecha colaboración de los sistemas genéticos mitocondrial y nuclear en el ensamblaje de la maquinaria sintetizadora de proteínas y de los complejos enzimáticos de la membrana interna mitocondrial.
El ADN mitocondrial humano contiene la información necesaria para sintetizar dos ARN ribosómicos, ARN 16S y 12S, que forman parte de los ribosomas mitocondriales donde se van a sintetizar las proteínas, 22 ARN de transferencia (moléculas que transportan los aminoácidos constituyentes de las proteínas hasta los ribosomas) y 13 proteínas. Hasta hace muy poco, conocíamos sólo la función de cinco de estas 13 proteínas. Corresponden a las subunidades 1(COI), II (COII) y III (COIII) de la citocromo c oxidasa, a la subunidad 6 de la ATPasa y al citocromo b. Los ocho marcos de lectura restantes (secuencias que codifican una determinada proteína) permanecían sin identificar (URF, del inglés "unidentified reading frames"). El hecho de que estos URF se hayan conservado en el ADN mitocondrial de mamíferos y que se correspondan con ARN mensajeros sugirió que dichos genes debían expresarse en las mitocondrias humanas. La hipótesis ha sido corroborada recientemente en nuestro laboratorio por Paolo Mariottini y Anne Chomyn al identificar y determinar la función fisiológica de los ocho URF mitocondriales humanos; siete de los cuales corresponden a otras tantas subunidades de la NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria denominadas ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6. El octavo constituye la subunidad 8 de la ATPasa. De esta forma, queda identificada la función fisiológica de todas las proteínas codificadas por el ADN mitocondrial humano.

La determinación de la secuencia nucleotídica completa del ADN mitocondrial humano, llevada a cabo por B. G. Barrel y sus colaboradores en el laboratorio de F. Sanger, ha mostrado que este ADN presenta una organización genética extremadamente compacta con los genes codificados por ambas cadenas. En particular, la cadena pesada (denominada así por presentar un coeficiente de sedimentación mayor en gradientes alcalinos de cloruro de cesio), a partir de la cual se transcriben los genes para los dos ARN ribosómicos, 14 ARN de transferencia y 12 marcos de lectura, se encuentra saturada de secuencias codificantes a excepción de una pequeña región alrededor del origen de replicación (OH). La cadena ligera codifica ocho ARN de transferencia y un marco de lectura.
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1. ADN MITOCONDRIAL. De las células de HeLa (línea celular humana procedente de un tumor de útero), aumentado unas 100.000 veces en la micrografía. La molécula es un anillo de ADN bicentenario de 5 micrometros de longitud formada por 15.569 pares de nucleótidos (moléculas similares del ADN) cuya secuencia determina la información genética que contiene. En la parte inferior central se observa la asociación del ADN con un fragmento de la membrana. 

En la cadena pesada, los genes se disponen de una forma continua: uno precede o sigue inmediatamente al otro, o con sólo unos pocos nucleótidos intermedios en algún caso. No están tampoco interrumpidos por intrones, como sucede en la levadura. Ni apenas se da solapamiento entre los genes codificados en ambas cadenas. Sin embargo, dos de las secuencias determinantes de proteínas, codificadas en la cadena pesada, están solapadas con el marco de lectura adyacente.
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Una de las características que más llaman la atención a propósito de la organización genética del ADN mitocondrial humano se refiere al esparcimiento de los genes de los ARN de transferencia a lo largo de la secuencia del ADN: separan, casi con absoluta regularidad, los genes de los ARN ribosómicos y de los mensajeros (codificantes de proteínas). Esta estructura tan ceñida de los genes tiene su equivalente directo en la disposición, muy apretada también, de sus productos de transcripción (ARN) y confiere a los ARN mensajeros unos rasgos muy peculiares, como veremos más adelante.
2. BIOGENESIS DE LA MITOCONDRIA: Se realiza mediante la cooperación de los sistemas genéticos nuclear y mitocondrial. El orgánulo consta de dos membranas, una externa y otra legada, que encierran una  matriz en donde se localiza el ADN mitocondrial unido ala membrana. Este se trascribe en los tres tipos fundamentales de ARN: ARN ribosómico (ARNr), ARN mensajero (ARNm) y ARN de transferencia (ARNt). En la mitocondria se sintetizan los polipéptidos codificados en el ADN nuclear y sincronizados en los ribosomas citoplasmáticos, forman los complejos enzimáticos de la membrana interna. La mayoría de las proteínas constituyentes de las mitocondrias así como las necesarias para la expresión del ADN mitocondrial, están determinadas en el ADN nuclear, se sintetizan en el citoplasma y se introducen, desde aquí, en la mitocondria.   
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La replicación del ADN mitocondrial humano (síntesis de moléculas hijas idénticas), y de mamíferos en general, es unidireccional y asimétrica. Requiere dos orígenes de replicación distintos, OH y OL, para la síntesis de la cadena pesada y ligera respectivamente. El proceso comienza en OH con la síntesis de un corto tramo de cadena pesada (ADN 75), que desplaza la cadena parenteral pesada formando el bucle de desplazamiento (bucle-D), y continúa, unidireccionalmente, con la extensión del bucle de desplazamiento en el sentido de las agujas del reloj. La síntesis de la cadena ligera comienza cuando la cadena pesada hija encuentra el origen de replicación OL, localizado en el mapa en la posición 67/100 (relativa al origen OH tomado como 0/100), entre los genes para los ARN de transferencia de cisteína y asparagina. A continuación, las dos cadenas se prolongan en sentidos opuestos hasta la separación final de las moléculas hijas de ADN ya formadas.
La región del ADN mitocondrial humano comprendida entre los genes para los ARN de transferencia de fenilalanina y prolina está ocupada fundamentalmente por el bucle de desplazamiento con el origen de replicación de la cadena pesada (OH). En esta zona se alojan, a su vez, los puntos de iniciación para la transcripción (síntesis de ARN) de ambas cadenas del ADN y la secuencia de la cadena ligera que codifica un ARN poliadenilado pequeño (ARN 75). Esta porción del ADN es, no obstante, la que presenta mayor divergencia entre los ADN mitocondriales de mamíferos.
3. CODIGO GENÉTICO MITOCONDRIAL: Presenta una serie de desviaciones con respecto al código considerado, hasta hace pocos años como “universal”. En la figura se presentan las diferencias existentes entre el código genético utilizado por la mitocondrias de mamíferos (derecha) y el código “universal”.
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Cada uno de los aminoácidos componentes  de una proteína está especificado en el ADN por una secuencia de tres nucleótidos que se denomina codón. El código genético, que está formado por codones de tres letras, viene a ser una suerte de diccionario que relaciona la información contenida en el alfabeto de cuatro nucleótidos de los ácidos nucleicos con el alfabeto de veinte aminoácidos de las proteínas. Este diccionario gen ético se creía universal, utilizado indistintamente por animales, bacterias, virus, etcétera. Sin embargo, sorprendentemente, se ha encontrado que las mitocondrias presentan un código genético alterado en el cual algunos codones reciben una lectura diferente. En las mitocondrias humanas, VGA codifica el aminoácido triptófano en lugar de ser un codón de terminación como le corresponde en el código gen ético universal. De igual forma, A VA es un codón para metionina en vez de isoleucina; AUA y AUU se utilizan, al igual que AUG, como codones de iniciación, y AGA y AGG, codones de arginina en el código universal, se convierten en codones de terminación en las mitocondrias humanas. Estas u otras alteraciones semejantes se han encontrado en las mitocondrias de todos los organismos estudiados.
4. EL ARN DE TRANSFERENCIA codificados en el ADN mitocondrial humano. Los veintidós que existen pueden leer todo el código genético por presentar una pauta de reconocimiento de codones diferentes de la propuesta por Crack. Los ARN de transferencia mitocodriales pueden leer dos o bien cuatro codones sinónimos (codificantes de un mismo aminoácido), según cual sea la primera base del anticodón, formado por tres nucleótidos. Se ilustra la región del anticodón (marrón). El símbolo (*) representa una U modificada.  
 Otra de las propiedades llamativas del sistema genético mitocondrial tiene que ver con el uso de un nuevo mecanismo de reconocimiento de codones, que permite la lectura del código genético con un número menor de ARN de transferencia. La molécula del ARN de transferencia tiene tres nucleótidos, llamados anticodón, que reconocen y leen sencuencialmente los codones de un ARN mensajero; en el desarrollo de ese proceso, van colocando los aminoácidos que transportan en el lugar preciso que le corresponde en la proteína en formación. De acuerdo con la hipótesis del tambaleo de F. H. C. Crick, para leer los 61 codones que codifican los diferentes aminoácidos (64 codones menos tres codones de terminación), basta con 32 ARN de transferencia. Las mitocondrias humanas presentan, sin embargo, un número menor de ARN de transferencia. Para explicar este hecho se propusieron tres hipótesis: que la mitocondria importase ARN de transferencia que estuvieran codificados en el núcleo, que utilizasen una cifra muy restringida de codones o que los ARN de transferencia de la mitocondria tuvieran una forma distinta de reconocimiento de los codones. De todas ellas, la última ha resultado ser la correcta.
En efecto, el análisis de la secuencia completa del ADN mitocondrial humano ha mostrado la existencia de solamente 22 ARN de transferencia qué pueden leer todo el código genético sirviéndose de un modelo de reconocimiento distinto. Así, las ocho familias del código con cuatro codones para un aminoácido determinado son leídas por un solo ARN de transferencia mitocondrial, y no por dos como en el sistema de reconocimiento del código universal. En cada caso estos ARN de transferencia tienen una U en la primera posición del anticodón (posición de tambaleo). En las otras seis familias de Codones, se sigue utilizando dos ARN de transferencia para leer los cuatro Codones, de forma que los codones del tipo NN-AG son reconocidos por ARN de transferencia con una U modificada en la primera posición del anticodón, y los del tipo NN-UC lo son por ARN de transferencia con una Gen dicha posición del anticodón. Este modelo explica que la síntesis de proteínas en las mitocondrias pueda llevarse a cabo con el reducido número de ARN de transferencia encontrada. Además, el código genético mitocondrial humano presenta otra simplificación representada por el hecho de que A GA y A GG por lo que no existen ARN de transferencia para los mismos.
El ADN no dirige directamente la síntesis de proteínas. En primer lugar, tiene que transcribir al ARN la información genética que contiene, molécula compuesta por una sola cadena de nucleótidos con una secuencia complementaria a una de las cadenas del ADN. El ARN está también formado por cuatro tipos de bases, de las cuales tres (A, G y C) son iguales a las del ADN y la cuarta es uracilo (U). Durante la transcripción, las cuatro bases A, G, C y T del ADN se convierten en U, C, G y A en el ARN.
Mientras que los estudios sobre la replicación del ADN mitocondrial estuvieron facilitados por disponer de técnicas que permitían su aislamiento en una forma bastante pura, las investigaciones sobre la naturaleza de la transcripción y, por tanto, de los productos de la misma, encontraron numerosas dificultades. La cantidad de ARN mitocondrial que contiene la célula es muy pequeña (de 0,1 a 0,5 por ciento) comparada con la del ARN celular total, por lo que su purificación requería procedimientos preparativos muy laboriosos. Así, hasta hace muy poco tiempo era necesario tratar las células con drogas que suprimieran la síntesis de los productos de transcripción del ADN nuclear, y de ese modo detectar los productos de la transcripción mitocondrial.
son codones de terminación, 
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5. MAPA GENÉTICO y DE TRANSCRIPCION del ADN mitocondrial humano. Los dos círculos interiores representan las dos cadenas del ADN mitocondrial con los genes que codifican: ARN ribosómicos (verde claro), ARN de transferencia (rojo), señalados con la abreviatura del aminoácido específico que les corresponde, y marcos de lectura o secuencias codificadoras de proteínas (azul claro). Las posiciones de los productos de transcripción (ARN) de la cadena pesada están indicadas en color verde oscuro (ARN ribosómicos y su precursor) y azul oscuro (poli(A)-ARN); los de la cadena ligera en color marrón. Las flechas azul oscuro y marrón indican la dirección del a transcripción la cadena pesada y ligera respectivamente. OH y OL simbolizan el origen de síntesis de la cadena pesada y ligera. Las flechas a la derecha de OH y debajo de OL indican la dirección de síntesis de la cadena pesada y ligera. Por CO hay que entender las subunidades de citocromo c oxidasa; por Cyt b, el citocromo b, y por ND las subunidades de NADH deshidrogenasa. 
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6. REGIÓN DEL ADN MITOCONDRIAL HUMANO que determina la subunidad II del citocromo c oxidasa. Se puede observar el alto grado de empaquetamiento de la información, característico del ADN. El marco de la lectura de la subunudad  II de citocromo oxidasa está  franqueado, en ambos extremos, por genes de ARN de transferencia. Nótese que este ARN mensajero comienza directamente por el codón de iniciación  AUG. El ejemplo ofrecido en la muestra uno de los pocos ARN mitocondriales humanos que tiene codificado el codón de terminación completo (UAG) en secuencia del ADN mitocondrial.

Los caracteres únicos de la organización del genoma mitocondrial humano, descritos anteriormente, se han visto acompañados también por mecanismos de expresión genética poco comunes. El ADN mitocondrial humano codifica dos ARN ribosómicos, 22 ARN de transferencia y una serie de

ARN poliadenilados en su extremo 3', la mayoría de los cuales corresponden a los ARN mensajeros.
Una de las características más llamativas del proceso de transcripción del ADN mitocondrial de células HeLa es su simetría, es decir, ambas cadenas se transcriben completamente. La velocidad de transcripción de la cadena ligera duplica, si no triplica, la de la cadena pesada; sin embargo, la mayoría de los ARN que proceden de ella tienen una vida media mucho más corta que los de la cadena pesada y no se acumulan en grandes cantidades. Esta simeten la transcripción del ADN mitocondrial humano contrasta con el alto grado de asimetría en la distribución del contenido informacional de este ADN, puesto que la mayoría de los genes identificados se transcriben a partir de la cadena pesada. La puesta a punto de un procedimiento para el aislamiento, de los diferentes ARN mitocondrial en forma pura ha permitido acometer un análisis minucioso de sus propiedades estructurales y metabólicas. Este procedimiento consiste en tratar la fracción de mitocondrias, obtenida por centrifugación, con nucleasa de micrococos, enzima que destruye los ácidos nucleicos extramitocondriales. Así se pueden detectar los ARN mitocondriales sin tener que utilizar inhibidores de la síntesis de ARN nuclear. Esto, unido a la posibilidad de crecimiento de las células HeLa con un alto rendimiento, y al desarrollo de procedimientos para la obtención de ácidos nucleicos mitocondriales marcados "in vivo" con una actividad específica muy alta, ha permitido vencer las dificultades derivadas de la presencia de pequeñísimas cantidades de ARN mitocondrial en la célula.

7. PRODUCTOS DE TRANSCRIPCION del ADN mitocondrial humano. Los ARN mitocondriales se dividen en dos grupos, según puedan o no ser retenidos por una columna de oligo (dT)-celulosa. Los poli(A) ARN que se unen al brazo de oligo (dT) presentan en su extremo 3' una cola de unos 55 nucleótidos de adenina (A) que no está codificada en el ADN. Por electroforesis se separan los distintos ARN. El tamaño indicado para los poli(A)-ARN se refiere exclusivamente a la parte del ARN codificado en el ADN; no incluye la cadena de poli(A). Existe una correspondencia perfecta entre los genes y sus productos de transcripción. A cada gen le corresponde un ARN específico. Las únicas excepciones de la regla son los ARN mensajeros 7 y 14 que contienen dos marcos de lectura cada uno. ARNm es la abreviatura de ARN mensajero; ARNr, la de ARN ribosómico; ARNt, ARN de transferencia; CO, la de citocromo c oxidasa; ND, la de NADH deshidrogenasa.
El ARN mitocondrial obtenido por extracción a partir de las mitocondrias se divide, por cromatografía a través de columnas de oligo (d1)- celulosa, en dos fracciones según que el ARN quede o no retenido por la columna. Posteriormente, los componentes de cada una de estas fracciones se separan por electroforesis en geles de agarosa que contienen hidróxido de metil mercurio (agente muy desnaturalizarte). De esta forma se han identificado 18 especies de ARN en la fracción que es retenida por la columna y que está constituida por ARN que contiene una cadena de poli(A), de unos 55 residuos, en el extremo 3' (poli (A)-ARN). Este tramo de poli(A), que no está codificado en el ADN mitocondrial, se añade después de la transcripción. Los poli(A)-ARN adquieren un tamaño que va desde 215 a 10.400 nucleótidos. De ellos, los tres mayores (ARN 1, 2 y 3) y el menor (ARN 18) son productos de transcripción de la cadena ligera del ADN mitocondrial, mientras que el resto lo son de la cadena pesada. Entre estos últimos, los ARN 5, 7, 9 y del 11 al 17 son los ARN mensajeros de polipéptidos sintetizados por la mitocondria y se han identificado 12 como los ARN mensajeros para las subunidades I, II y III de la citocromo c oxidasa (ARN 9, 16 y 15), para el citocromo b (ARN 11), para las subunidades 6 y 8 de la ATPasa (ARN 14) y para 6 subunidades de la NADH deshidrogenasa (ARN 5, 7, 12, 13 y 17). Los ARN 7 y 14 contienen dos marcos de lectura solapados, como veremos posteriormente. El ARN 6 es el precursor del ARN 9 y el ARN 10 representa una pequeña fracción del ARN ribosómioo 16S, que ha sido poliadenilado. Acerca del ARN 4 y de los productos de transcripción de la cadena ligera hablaremos más adelante.
8. MODELO PROPUESTO PARA EL PROCESAMIENTO del ARN naciente. El ARN que se va sintetizando se procesa simultáneamente, mientras forma parte de los complejos de transcripción, para dar lugar a los ARN maduros (ARN ribosómicos, ARN de transferencia y poli(A)-ARN).\EI ARN primario se va cortando por los extremos de las secuencias de los ARN de transferencia (o), localizados en los flancos de casi todos los genes. En la figura superior se muestra el procesamiento del ARN policistrónico correspondiente a la totalidad de la cadena pesada, que da lugar a los ARN mensajeros; en la figura inferior, el procesamiento de los precursores de los ARN ribosómicos.
La fracción de ARN mitocondrial no retenida por la columna de oligo (d1) celulosa está formada  por los ARN ribosómicos 12S y 16S y por los ARN de transferencia. Los ARN ribosómicos mitocondriales humanos se transcriben a partir de la cadena pesada del ADN y la mayoría de sus moléculas poseen un tramo de 1 a 9 residuos de A en su extremo 3'.
De los 22 ARN de transferencia codificados por el ADN mitocondrial, 14 se transcriben a partir de la cadena pesada y 8 de la cadena ligera.  Los ARN de transferencia mitocondriales presentan caracteres que los distinguen de los provenientes de otro origen. Su tamaño es de 59-75 nucleótidos. Son, pues, menores que los ARNs de transferencia del citoplasma, el extremo 3' común de todos ellos, -CCA, no está codificado en el ADN mitocondrial y tiene que añadirse posteriormente; el nivel de metilación de sus bases es también menor que el de los ARN de transferencia no mitocondriales. Una de las desviaciones más llamativas corresponde a uno de los ARN de transferencia para la serina, que carece de uno de los bucles de su estructura típica en hoja de trébol.
 9. MARCOS DE LECTURA MITOCONDRIALES HUMANOS. La mayoría carece de codón de terminación que señala la finalización de la traducción a proteínas. Los ARN que se transcriben de estos marcos de lectura terminan en UA o U, siguiendo al último codón con sentido (codificador de aminoácidos). Al formarse eI ARN, mensajero, por procesamiento del ARN primario con la consiguiente poliadenilación  del mismo en el extremo 3' (adición de una cola de nucleótidos de adenina), se genera el codón de terminación UAA. En la figura se muestra el extremo 3' de dos marcos de lectura (subunidad 1 de NADH deshidrogenasa v subunidad II de citocromo c oxidasa) y el extremo 5' de los ARN de transferencia que hay  adyacentes.
Los ARN mensajeros de células eucariotas poseen un tramo no codificante en su extremo 5' delante del codón de iniciación (primer codón de un marco de lectura), que es utilizado para la unión de ribosomas al ARN en la traducción a proteínas. Al analizar las secuencias del ADN mitocondrial humano que codifican las distintas proteínas (marcos de lectura), se observa que el codón de iniciación de cada una es inmediatamente contiguo, o está separado por uno a tres nucleótidos, del gen adyacente por su extremo 5'. Así, por ejemplo, el codón de iniciación del gen para la subunidad II de la citocromo c oxidasa (COIl) está localizado a continuación del gen para el ARN de transferencia del ácido aspárticp, sin ningún nucleótido intermedio. Cabe, por tanto, preguntarse si los ARN mensajeros mitocondriales humanos, correspondientes a dichos marcos de lectura, poseen también en el extremo 5' un tramo sin misión codifidora. De tenerlo, las secuencias del ADN que los codificasen formarían parte, a su vez, del gen inmediatamente anterior al codón de iniciación. Con el fin de responder a esta cuestión se secuenció el extremo 5' de cada uno de los ARN mensajeros. Los resultados obtenidos indicaron que todos los ARN mensajeros mitocondriales humanos comienzan directamente por el codón de iniciación, AUG, AUA o AUU, o muy cerca del mismo; carecen,  pues, de uno de los caracteres típicos de los ARN mensajeros de eucariotas, como es la presencia de un tramo no codificante en el extremo 5'. Esta propiedad distintiva de los ARN mensajeros mitocondriales humanos abre una serie de interrogantes acerca del mecanismo de unión de los ribosomas a dichos ARN .Es muy posible que los caracteres especiales de los ribosomas mitocondria les humanos les permita reconocer directamente el codón de iniciación, sin valerse de otra indicación precedente.
El extremo 3' de los ARN mensajeros mitocondriales humanos presenta también propiedades únicas. La mayoría de estos ARN carecen de un tramo no codificante en dicho extremo y de codón de terminación (señal de parada en la síntesis de las proteínas por los ribosomas); acaban con los nucleótidos U o UA que siguen al último codón con sentido (codificante de un aminoácido determinado). ¿Qué señal reconocerán, pues, los ribosomas para terminar la síntesis de proteínas? Como hemos indicado antes, todos los ARN mensajeros mitocondriales humanos se poliadenilan en su extremo 3' después de la transcripción, generando de esta forma el codón de terminación UAA.
La posibilidad de separación de las dos hebras del ADN mitocondrial humano por gradientes alcalinos de cloruro de cesio ha facilitado enormemente el estudio de la naturaleza de los productos de transcripción del mismo.

Mediante técnicas de hibridación de ARN/ADN, se determinó de qué cadena del ADN mitocondrial procedía cada ARN. Posteriormente, la aplicación de las nuevas técnicas de cartografía de los extremos del ARN en el ADN (técnica de protección ala nucleasa 51) y la secuenciación de los ARN mensajeros y ribosómicos proporcionaron un mapa de transcripción del ADN mitocondrial humano muy detallado. El análisis de este mapa muestra que la organización compacta de los genes en el ADN se vuelve a reflejar fielmente en la organización de sus productos de transcripción. Todos los ARN identificados son colindares con el ADN, lo que indica que, a diferencia del ADN mitocondrial de levadura y de otros hongos, los genes mitocondriales humanos carecen de intrones. Salvo una pequeña zona, equivalente aun 7 por ciento del genoma, alrededor del origen de replicación de la cadena pesada, el ADN mitocondrial humano está saturado por los ARN ribosómicos, mensajeros y de transferencia.
Existe una correspondencia perfecta entre los distintos genes de la cadena pesada del ADN y los ARN. En la mayoría de los casos, cada ARN mensajero contiene sólo un marco de lectura. Hay dos excepciones, sin embargo: los ARN 7 y 14 que contienen dos marcos de lectura cada uno (subunidades 4L y 4 de la NADH deshidrogenasa y subunidades 8 y 6 de la ATPasa, respectivamente) solapados entre sí en distinta fase de lectura para su traducción. En cuanto a la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa, codificada por la cadena ligera, no se ha encontrado todavía un ARN mensajero de tamaño semejante; sin embargo, esta secuencia forma parte del extremo 5' de los ARN poliadenilados largos (ARN 1, 2 y 3), que posiblemente funcionan como ARN mensajeros para dicha subunidad.
La secuenciación de los ARN mensajeros y ribosómicos, transcritos de la cadena pesada del ADN mitocondrial humano, ha revelado que, junto con los ARN de transferencia, estos ARN son contiguos unos a otros, sin ningún nucleótido intermedio; corresponden a la casi totalidad de la cadena pesada, extendiéndose desde las coordenadas 2/100 hasta 95/100 relativas al origen de replicación (OH), tomado como 0/100. Estas observaciones han llevado a deducir que la transcripción acontece sintetizando una molécula de ARN primario que, según va creciendo, se va troceando mediante cortes precisos delante y detrás de las secuencias de los ARN de transferencia, para originar los ARN maduros. En el procesamiento del ARN primario, los ARN de transferencia, esparcidos entre las secuencias de los ARN ribosómicos y mensajeros, representan las señales de reconocimiento para las enzimas de procesamiento, al adquirir la configuración en hoja de trébol mientras forman parte de la cadena recién te del ARN.
Todos los ARN maduros, a excepción de los ARN de transferencia, están oligo o poliadenilados. Indica esto que el procesamiento que origina el extremo 3' de estos ARN ha de estar ligado aun proceso de adenilación. Las características de los genes mitocondriales exigen que los cortes, originados por las enzimas de procesamiento, deben producirse exactamente en los extremos 5' y 3' de los ARN de transferencia.
Si, como indica el modelo de transcripción propuesto, todos los productos maduros de la transcripción de la cadena pesada proceden de una única molécula gigante de ARN, los distintos ARN ribosómicos, mensajeros y de transferencia deberían sintetizarse en cantidades equivalentes. ¿Cómo explicar, entonces, que en este sistema mitocondrial los ARN ribosómicos se encuentren en una proporción 30 o 60 veces superior a la de los ARN mensajeros? Esta desigualdad se debe fundamentalmente a una diferencia en la velocidad de síntesis de ambos tipos de ARN. ¿Cuál es el mecanismo que controla la síntesis de los ARN ribosómicos y de los ARN mensajeros? Experimentos muy recientes han aportado una serie de datos que han ayudado a dilucidar el proceso involucrado en la regulación de la síntesis de los ARN ribosómicos y mensajeros. Se han identificado dos lugares de iniciación de la transcripción de la cadena pesada del ADN mitocondrial humano. Uno de estos lugares (IHT) se encuentra muy próximo al extremo 5' del gen para el ARN ribosómico 12S y el otro (IHR) 19 bases por delante del gen para el ARN de transferencia de fenilalanina, a unas 90 bases del primero.
La existencia de estos dos lugares de iniciación de la transcripción de la cadena pesada, y el hecho de que la región de la cadena pesada del ADN mitocondrial que codifica los dos ARN ribosómicos se transcriba con una velocidad muy superior a la del resto de la cadena, nos llevó a estudiar con más detalle los productos de transcripción primarios de esta zona del ADN. En ella se localizan, además de los dos ARN ribosómicos 125 y 165, el ARN4, poliadenilado en su extremo 3', y el ARN 4a nopoliadenilado. Estas dos especies de ARN presentan el mismo extremo 3' que el ARN ribosómico 165, pero difieren en la posición de su extremo 5'. Así, mientras que el ARN 4ª comienza muy cerca del primer lugar de iniciación de la transcripción, aproximadamente 19 pares de bases por delante del gen para el ARN de transferencia de fenilalanina, el poli(A)-ARN 4 tiene su extremo 5' muy próximo al extremo 5' del gen para el ARN ribosómico 125.
Más tarde, se determinó que el ARN 4a es el precursor de los dos ARN ribosómicos, mientras que el poli(A)-ARN ni es el precursor ni está relacionado tampoco con el ARN 4a. Estos resultados han establecido una correlación entre los dos lugares de iniciación de la transcripción de la cadena pesada del ADN mitocondrial, mencionados anteriormente, y dos procesos de transcripción diferentes, solapados entre sí, que tienen lugar en la región del ADN que codifica los ARN ribosómicos. Uno de estos procesos de transcripción comienza en el lugar de iniciación (IHR)' localizado 19 nucleótidos por delante del gen del ARN de transferencia de fenilalanina, y sintetiza, a una velocidad relativamente alta, un ARN no-poliadenilado (ARN 4a), que termina en el extremo 3' del gen del ARN ribosómico 16S, y que está destinado a ser procesado produciendo los dos ARN ribosómicos y los ARN de transferencia de fenilalanina y valina. El segundo proceso de transcripción, mucho menos frecuente que el anterior, comienza en el lugar de iniciación (IHT), próximo al extremo 5' .del gen para el ARN ribosómico 12S y se extiende más allá del extremo 3' del gen para el ARN ribosómico 16S, produciendo un ARN policistrónico que corresponde a casi la totalidad de la cadena pesada. El poli(A)-ARN 4, que se localiza en la región de los ARN ribosómicos, los ARN mensajeros y los ARN de transferencia, codificados por el resto de la cadena pesada, derivan de  este ARN policistrónico por procesamiento del mismo.
¿Por qué dos unidades de transcripción para transcribir la misma región del ADN mitocondrial humano? Su existencia parece que está justificada I por la necesidad que la célula tiene de controlar la velocidad de síntesis de los ARN ribosómicos y de las otras dos clases de ARN. Una diferente eficacia  de los dos promotores de la transcripción puede ser el factor que determina la distinta velocidad de síntesis. De acuerdo con esto, los productos de transcripción de esta zona tienen marcado su destino según comiencen en uno u otro lugar de iniciación.
Uno de los aspectos menos conocidos acerca del ADN mitocondrial humano es el significado de la transcripción de la cadena ligera. Los genes codificados por esta cadena incluyen 8 ARN de transferencia y una subunidad de la NADH deshidrogenasa (ND6). Todas estas secuencias representan solamente un 7 por ciento de la longitud de la cadena ligera. A pesar de esto, la cadena ligera se transcribe casi en su totalidad y lo hace con una velocidad dos o tres veces superior ala de la cadena pesada. Entre los productos de transcripción que se han aislado figuran los 8 ARN de transferencia, un ARN poliadenilado pequeño (ARN 18 o ARN 7S) y tres ARN poliadenilados muy largos (ARN 1,2 y 3), que tienen una vida media muy corta y que pueden ser intermedios en la formación de los ARN de transferencia codificados en la cadena ligera. La secuencia de la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa codificada por esta cadena (ND6) corresponde a los 500 primeros nucleótidos comunes de estos tres ARN; ello sugiere que estos ARN, o algunos derivados suyos, funcionan como ARN mensajeros para este marco de lectura. Se ha identificado un solo lugar de iniciación de la transcripción próximo al extremo 5' del ARN 18.
¿Qué función tiene el ARN 18? Este ARN, cartografiado muy cerca del origen de replicación (OH), tiene unos 200 nucleótidos de longitud, es el más abundante y es el único, entre los ARN poliadenilados procedentes de la cadena ligera, que se acumula. Su función es todavía desconocida, pero se especula que, por su localización cerca del origen de síntesis de la cadena pesada, el ARN del cual este ARN ha sido procesado pueda actuar como iniciador de la replicación de la cadena pesada. También, por poseer un tramo de 11 nucleótidos que es complementario al extremo 3' del ARN ribosómico 12S y un pequeño marco de lectura para 22 o 23 aminoácidos, se supone que intervendría en la modulación o en la propia síntesis de proteínas. Hasta ahora, este ARN sólo se ha identificado en las mitocondrias humanas.
¿Por qué se transcribe la cadena completa si posee tan poca información genética? Es muy posible que, como los genes que codifica esta cadena están muy esparcidos, la transcripción completa de la cadena ligera, bajo el control de un solo promotor, represente la forma más económica de expresión de estos genes. Sin embargo, esto no justifica la elevada velocidad de transcripción, por lo que se especula si no desempeñará algún papel en la expresión de los genes de la cadena pesada.
El análisis de la secuencia del ADN mitocondrial de otros mamíferos (bovino, ratón y rata) permite afirmar que todos ellos presentan la misma organización genética. Es más, parece muy  probable que esta conclusión pueda extenderse a todos los animales vertebrados en general, puesto que también se ha encontrado la misma disposición de los genes en la rana Xenopus laevis . De esta identidad en la organización gen ética, se puede deducir que el modelo de transcripción del ADN y de procesamiento del ARN observados en las mitocondrias humanas es aplicable también a todos los vertebrados. La mayor diferencia en la secuencia de los genomas mitocondriales de mamíferos radica en la región comprendida entre los genes para los ARN de transferencia de fenilalanina y prolina. En este tramo se encuentran el bucle de desplazamiento, el origen de la síntesis de la cadena pesada y los lugares de iniciación de la transcripción de ambas cadenas.
La organización gen ética de invertebrados presenta, sin embargo, notables diferencias con respecto a la de mamíferos. Así, tomando como ejemplo a Drosophila (mosca del vinagre), se observa en primer lugar que el ADN tiene una región, de tamaño variable (de 1000 a 5100 pares de bases), rica en A-T, donde se encuentra el origen de síntesis de la primera cadena que se replica. En estos insectos, la síntesis de la segunda cadena no comienza hasta que se ha sintetizado un 99 por ciento de la primera. La distribución de los genes, entre las dos cadenas del ADN no es tan desigual como en las mitocondrias humanas. En Drosophila, las secuencias que codifican los dos ARN ribosómicos y los marcos de lectura para las subunidades 1, 4, 4L y 5 de la  NADH deshidrogenasa están localizadas en distinta cadena con respecto a los genes de las subunidades I, II y III de la citocromo c oxidasa, de las subunidades 6 y 8 de la A TPasa, citocromo b y subunidades 2 y 3 de la NADH deshidrogenasa. La organización compacta de los genes y la distribución de las secuencias de los ARN de transferencia vistas en humanos están también presentes en estos organismos. En el erizo de mar, la organización genética del ADN mitocondrial difiere de la correspondiente a los mamíferos en que las subunidades 1 y 2 de la NADH deshidrogenasa están localizadas entre los genes de los dos ARN ribosómicos. La disposición del resto de los genes en el

ADN es equivalente a la de las células humanas.
A pesar de que solamente se ha analizado el ADN mitocondrial de unos pocos animales, se pueden trazar ya ciertas líneas generales de su evolución. Parece que el ADN mitocondrial de todos los vertebrados exhibe el mismo modelo de organización y expresión de los genes que el descrito en mamíferos y la rana Xenopus laevis. Sin embargo, será necesario examinar otros vertebrados, especialmente los más primitivos, antes de generalizar. Los datos obtenidos al analizar el ADN mitocondrial de animales invertebrados indican que, a pesar de haber sufrido una reconstrucción de los genes durante su evolución, conservan todavía las características básicas de compacticidad y economía.
Hemos abordado, a lo largo del artículo, aspectos de la estructura y función del ADN mitocondrial que no tienen paralelo en otro sistema genético. La información de que hasta ahora se dispone ha puesto los cimientos que nos facultan para acometer la solución de otros problemas relacionados con los mecanismos de regulación de este genoma y su evolución. El desafío consistirá en llegar al conocimiento de los mecanismos implicados en la coordinación y control recíproco de la expresión de los genes mitocondriales y de los genes nucleares implicados en la biogénesis mitocondrial.


10. DOS PROCESOS ALTERNATIVOS de transcripción tienen lugar en la región del ADN mitocondrial humano que codifica los ARN ribosómicos. Uno de ellos, el menos frecuente (azul), comienza en el lugar de iniciación l HT y va a transcribir la totalidad de la cadena pesada, derivándose del mismo los ARN mensajeros, el ARN 4 y la mayoría de los ARN de transferencia codificados en la cadena pesada. El segundo proceso de transcripción (verde), mucho más frecuente que el anterior, empieza en l HR y se limita a la región que codifica los ARN ribosómicos produciendo, por procesamiento del precursor ARN 4a, los dos ARN ribosómicos y los ARN de transferencia de fenilalanina y valina. En la parte superior de la figura se muestra un segmento de la cadena pesada correspondiente a esta zona del ADN. IHT e IHR indican los lugares de iniciación de la transcripción de la cadena pesada. PHT simboliza al promotor para la transcripción de la totalidad de la cadena pesada; PHR' al promotor para la síntesis de los ARN ribosómicos; ND, NADH deshidrogenasa.
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