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Abreviaturas utilizadas: (las siglas provienen del inglés) 

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (sal de p-toluidina); sustrato histoquímico de 
la fosfatasa alcalina. 

CAPS: ácido 3-[Cycloheximilamino)·l-propano-sulfónico; amortiguador de pKa 10.4 
a 25 oC (amortigua entre un pH de 9.5 a 11). 

DBH: decilubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benxoquinona); análogo de 
quinona. 

DCPIP: diclorofenol indofenol; colorante que cambia de color al reducirse. 

DNA: ácido desoxirribunucléico. 

dNTP: deoxinucleótidos de trifosfnto. 

DEAE Biogel A: resina de intercambio aniónico con un grupo 
dietilaminoetil (carga positiva). 

DTf: ditiotreitol; reductor de grupos -SH (reduce disulfuros). 

EDTA: ácido etilendiamino tetraacético 6 ácido [etilenodinitrilo) tetraacético. 

EGPA-SDS: electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 

EPR: resonancia paramagnética del electrón. 

kDa: kilodaltones. 

kb: kilobases. 

LM: lauril maltósido (detergente no iónico) 

NBT: nitroazul de tetrazolio ó 2,2'-di-p-nitrofcnil-5,5'-dienil-3,3'-[3,3'-dimetoxi-4,4'
difenileno]-cloruro de ditetrazolio; sustrato que da color al oxidante. 

PMSF: fenilmetanosulfonil fluoruro, inhibidor de proteasas. 

pb: pares de bases. 

RNA: ácido ribonucléico. 

SDS: detergente dodecil sulfato de sodio. 



TBE: amortiguador compuesto de Tris-Borato-EDTA. 

TBS: amortiguador compuesto de 20 mM Tris HCI, pH 7.5 y 0.5 M de NaCI. 

TEMED: N, N, N,N'-tctrametil etilendiamina. 

TLCK: Na-p-tosil-L-lisina-cloro-metilcetona 6 1-cloro-3-tosilamido-7-amino-L-
2heptanona. 

Tl'BS: amortiguador con 20 mM Tris.HCI, pH 7.5; 0.5 M NaCI y 0.05% de Tween-20 

TE: amortiguador compuesto de O.OlM Tris-HCI, pH 7.5; O.OlM de EDTA (sal 
trisódica). 
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Resumen: 

El complejo de citocromos be, (ubiquinol-citocromo e oxidorreductasa, EC 1.10.2.2) 
es una proteína oligomérica que tiene tres componentes oxidorreductores: un 
citocromo b bihémico, un citocromo tipo c1 y un centro fierro-azufre. Este complejo se 
encuentra ampliamente distribuído en la naturaleza, tanto en organismos 
procariontes como eucariontes. De particular interés para nuestro trabajo es el hecho 
de que hasta la fecha no ha sido posible aislar el complejo be1 del alga unicelular 
Chlamydomonas, género que ofrece grandes ventajas para estudios genéticos y de 
crecimiento. Debido a esto, hemos buscado un organismo perteneciente a la misma 
familia pero que naturalmente carece de cloroplast.os y de pared celular. El género 
Polytomella pertenece al grupo de fitoflagelados cuya fuente principal de carbono es 
el acetata. Hemos purificado al complejo bc1 de Polytomella spp, por medio de la 
solubilización de las mitocondrias con el detergente no iónico lauril maltósido y por 
cromatogratla de intercambio iónico. El complejo presenta diez subunidades que se 
resuelven en un gel de poliacrilamida-SDS. Además, presenta un recambio de 300 s·1

, 

cercano al valor que se obtiene para el complejo be1 de corazón de bovino, esta 
actividad es sensible a antimicina y mixotiazol. La masa molecular del complejo de 
Polytomella spp fue de 256.3 kDa, obtenida por filtración en gel, este valor indica que 
el complejo se comporta corno un mon6mero. Para conocer la secuencia de la región 
de unión del hemo al citocromo tipo c1, se utilizó la técnica de amplificación de un 
fragmento del gene de esta proteína por medio de la reacción en cadena de lu 
polimerasa (PCR). Para este fin se diseilaron dos desoxioligonucleótidos: uno de ellos 
con la secuencia de aminoácidos obtenida de la secuencia directa del citocromo c1 de 
Polytomellaspp. El segundo desoxioligonucleótido se diseñó con una región altamente 
conservada de estos citocromos. El fragmento amplificado del gene del citocromo c1 

de Polytomella spp mostró una secuencia tipo CXXCH, denominada consenso y 
semejante a la que tienen organismos como el bovino y la levadura. Polytomclla spp 
difiere de los organismos pertenecientes al grupo de los Euglenoides y los 
Kinetoplástidos, los cuales tienen una región de unión al hemo con una sóla unión 
covalente a la proteína. 
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Introducción: 

El complejo de citocromos bc1: 

El complejo de citocromos bc1 se encuentra en el sitio U de la cadena de 
transporte de electrones (ver {lfiura 1). En este sitio la transferencia de electrones, 
desde una molécula de quinona (de bajo potencial oxidorreductor) hasta un citocromo 
tipo c, ocurre con un deeprendimienro de energ{a de 9.9 kcal, encrgfa libre suficiente 
para llevar a cabo síntesis de ATP. Acoplado a cate fenómeno se depositan cuatro 
protones en el lado electropositivo de la membrana cada vez que un par de electrones 
reduce a un citocromo c. El gradiente de protones es aprovechado por Ja ATP sintusa. 
La ecuación general que describe la acción de este complejo es la siguiente: 

Donde n y p definen al lado negativo y positivo de la membrana y ox y red al citocromo e oxidado y 
reducido 

Este complejo posee dos actividades: Ja de transferir electrones por medio de 
grupos oxidorreducrores que se encuentran asociados a algunas de sus subunidades 
y la de crear una fuerza protónmotriz que se utiliza para generar ATP. 

El complejo bc1 se encuentra ampliamente distribuido en Ja naturaleza. Se ha 
aislado de bacterias gram positivas y negativos y de aquellas que utilizan oxígeno, 
azufre o nitrógeno como aceptares finales de electrones. Así mismo, se ha aislado de 
bacterias fotosintc1tica& mdgénicas y anoxigénicas y de éucariotes, tanto fotosint~ticos 
como heterótrofos unicelulares y pluricelulares (para una revisión ver Trumpower, 
1990). 

El complejo bacteriano está ubicado hacia el lado periplásmico (electropositivo) 
de la membrana y los prorones se translocan hacia el espacio extracitoplásmico. En 
el caso del complejo mitocondrial, los protones se acumulan en el espacio 
intermembranal, como se muestra en In {¡gura 2, y para los cloroplastos en el espocio 
tilacoidal. 

Una característica interesante del complejo bc1 es Ja variabilidad en el número 
de subunidades que se presentan a lo largo de Ja escala filogenética. El complejo más 
sencillo coneta de tree subunidadee y pertenece a la bacteria denitrificante Paracoccus 
denitrificans (Yang y Trumpower, 1986) el otro extremo lo ocupa el complejo be, 
mitocondrial de corazón de bovino que contiene 11 subunidades (Sh¡¡gger y col., 1986). 
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Figura 1: Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial que muestra los cinco 
complejos oligoméricos que contienen grupos mridorreductores, asf como la 
secuencia de transferencia de electrones entre ellos. S~ incluye también a las 
moléculas móviles como el citocromo e soluble que se encuentra en el espacio 
intermembranal y la molécula de quinona, dentro de la membrana interna. 
Tomado de González-Halphen, 1990. 



Figura 2: Loa complejos bc1 en bacterias y en eucariontea. Se presenta el bc1 de 
Paracoccus denitrificans y de Saccharomyces cerevisiae. El esquema muestra la 
orientación de cada uno de ellos en relación a la membrana que los contiene, así 
como la situación de loa aubunidadea más importantes en cada caso. Tomado de 
Trumpower (1990). 



En la tabla l se muestra el contenido de aubnnidadea, así como la actividad expresada 
en número de recambio, de loa complejos aislados de diferentes organismos. 

Tabla 1: Contenido de subunidadee y Ja actividad (en número de recambio) de los 
complejos be, aislados de diferentes organismos. 

Organismo No. de Recambio Referencia 
sub unida-

dea (a"')• 

Paracoccus cknitriftcans 3 5oonoo Yong, 1986 

Rlwdobacter capsulatus 4 64170 !Jungdehl y 
col., 1987 

Rlwdobacter sphaeroides 4 128/180 !Jungdehl y 
col., 1987 

Spinachea olaeea + 4 20-35 Blackycol., 
19S7 

Solanum tuberosum 10 220 Borry y col., 
1991 

Neurospora crassa 9 20 Teinhe, 1982 

Saccharomyces 10 220/305 !Jungdehl y 

cerevisiae col., 1987 

Bos primigenius taurus 11 350/1312 Kubota, 1992 
l.juncd::.hl y 
col., 1987. 

•En alilJOOS casoe se incluyen doe datos: el nd.mero expresado antee de la diagonal, representa el ntlmcro 
de recambio obtenido sin el uso del deter¡ente lauril maltóaido y el que se encuentra deepuée de la diagonal 
es el m1mero de recambio obtenido eolubilizando las membrnnns con lautil mnltóaido. 
• En eate caso, ae incluye el complejo hef de cloroplaeto. 

Para el caso de Paracoccus cknitrificans, las tres subunidades que conforman al 
be1 son aquellas que contienen a loa grupos oxidorreductores: un citocromo b 
hibérnico, un citocromo tipo c1 y un centro 2Fe·2S, loe cuales se describirán a 
continuación. Sólamente se conoce Ja función de algunas de las eubunidades 
supernumerarias. 
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Subunidadee que contienen grupos oxidorreductores: 

Citocromo b: 

Es una proteína con aproximadamente 400 aminoácidos (Saraste, 1984; Widger 
y col., 1984), la mayoría de caracter hidrofóbico (Weiss y col., 1986) que se encuentra 
embebida en la membrana interna mitocondrial o en su equivalente en las bacterias 
(ver la {llfUro 2) y el cloroplasto. En los organismos que contienen un complejo tipo 
bc1 el peso molecular varía desde 38 a 43.7 kda (I,jungdahl y col., 1987; Weiss y 
Leonard, 1987; González-Halphen, 1990). Cabe destacar que, en el caso de los 
organismos con cloroplaatos, el citocromo b6 está dividido en dos subunidndes 
(codificadas por dos genes), por lo que su masa molecular es de 23 kda. 

De acuerdo con los perfiles de hidropatía, Cramer y col. (1987) propusieron la 
existencia de 9 hélices a, 8 de las cuales poseen una longitud tal que les permite 
cruzar la membrana formando el corazón hidrofóbico del complejo. Este citocromo b 
posee como grupos oxidorreductores dos hemos unidos por enlaces de coordinación con 
cuatro histidinas muy conservadas en las hélices B y D, en el citocromo bf, que 
corresponden a las hélices 2 y 5 en el citocromo b (ver la figuro 3a). Los hemos 
pueden distinguirse espectrofotométricamente si se utilizan sustratos que reducen 
preferencinlmente a uno de los hemos del citocromo b ó del c1• De este modo, se puede 
distinguir al hemo b/lllO, de alto potencial redox, del hemo b666 de bajo potencial. El 
primero de los hemos se piensa que se encuentra unido n las histidinas 96 y 197 y el 
segundo a la histidinas 82 y 183 del citocromo b de Sacharomyces cereuisiae, como se 
muestra en la figura 3a (para una revisión ver Trumpower, 1990). Más adelante, se 
explicará el papel de cada hemo en la actividad del transporte de electrones que 
realiza el complejo be,. 

Citocromo c1: 

Esta subunidad posee un pequeño segmento hidrofGbico en la región carboxilo 
terminal, mientras que el resto de la proteína es hidrofilico. Su masa molecular es 
variable, ya que en Paracoccus denitri{LCans es de 62 kDa y en bovino de 27 kDn. 
Consta aproximadamente de 240 residuos de aminoácidos. El hemo de este citocromo 
está unido covalentemente n la proteína a través de dos cisteinas (ver figura 3b). Se 
ha propuesto la siguiente secuencia consenso para la unión de este grupo hemo: 

CXXCH 

Esta secuencia está muy conservada a lo largo de In escala filogenética (Petigrew, 
1979; Mukai y col., 1989). Un grupo de protozoarios, entre los que se encuentra 
Euglenn. gracilis, Crithidia fasciculata, Trypanosomn brucci, Trypanosoma cruzi, 
Leishmania tropica, Leishmania donouani y Bodo caudatus, no comparten esta 
característica. La unión al grupo hemo en estos organismos se realiza a través de un 
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Figura 3: Esquema que muestra In estructura secundaria de las subunidadcs 
que poseen grupos oxidorreductores en el complejo bc1 de Saccharomyces 
cerevisiae. En cada caso se señalan los aminoácidos involucrados en la unión con 
el grupo oxidorreductor. n.- citocromo b, las cuatro hisi.idinas que unen a los 
grupos hemo se muestran en un cuadro negro; b.~ citcromo c1, los aminoácidos 
involucrados en la unión del hemo están encerrados en un cuadrado; c.- proteína 
fierro-azufre, el centro 2Fe-2S se muestra unido a la prote!na. Tomado de 
Trumpower, 1990. 



solo enlace covalente a un aminoácido cisteina (Mukai y col., 1989; Priest y Hajduk, 
1992). Esta unión puede evidenciarse por un corrimiento hacia el rojo de 5 a 8 nm en 
el espectro de absorción del citocromo c1 (Priest y Hajduk, 1992). Otra manera de 
saber que el grupo hemo está unido sólo por un enlace covalente consiste en saturar 
todos los grupos vinilo con hidrato de hidracina y extraer el hemo con ácido; el 
espectro de la hemina obtenida cuando existe una sola unión a proteína es diferente 
del que tiene dos uniones (Petigrew y col., 1975). 

El citocromo c soluble, situado en el espacio intermembranal, también tiene una 
sola unión covalente en estos organismos (Petigrew y col., 1975; para una revisión ver 
Petigrew, 1979). Existe un corrimiento hacia el rojo en el espectro de absorción y la 
secuencia de unión al grupo hemo es similar como se muestra en la tabla ll; 

En la tabla JI puede apreciarse que existe una prolina conservada en todas las 
secuencias de protozoarios (*) y que en las secuencias de otros organismos 
corresponde a serina, treonina 6 alaninn. La presencia de esta prolina puede 
establecer un cambio estructural en la cadena de aminoácidos para la unión del grupo 
hemo (Priest y Hajduk, 1992). 

Tabla 11: Secuencia de la región de unión al grupo hemo del citocromo tipo c1 de 
diferentes organismos. Comparación entre secuencias con una y dos cisteínas. 

ORGANISMO SECUENCIA REFERENCIA 

Crithidia [asciculata * EVFAPCHSLGR Priest y Hajduk, 1992 

Leishmania tarentolae * EVFAPCHSLGR Priest y Hnjduk, 1992 

Tripanosoma brucei • EVFAPCHPLGR Pricst y Hajduk, 1992 

Boda caudatus * EVFAPCHPLGK Pricst y Hajduk, 1992 

Euglena gracüis * QVFAPCHSLSF Mukai y col., 1989 

Neurosporo crossa EVCASCHSLSR Romisch y col., 1987 

Saccharomyces cereuisiae EVCAACHSLDR Sadler y col., 1984 

Bos primi¡¡inius taurus QVCSSCHSMDY Wakabayashi, 1982 

Rhodobacter sphaeroides EVCSTCHGMK Gabellini y Sebald, 1986 

Paracoccus denitrificans EVCSACHGMR Kurowski y Ludwig, 
1987 

(•) protozoarios (reino Protoctistn, Margulis y col, 1990). 
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Secuencias del citocromo e soluble 

ORGANISMO SECUENCIA REFERENCIA 

Rhodomicrobium QCKICHQV Ambler y col., 1976. 
vannieli* 

Tetrahymena pyriformis• QCSACHAI Tarr y Fitch, 1976. 

Crithidia fasciculata• RAAQCHTA Hill y Petigrew, 1975. 

Crithidia onropelti* RAAQCHTG Petigrew y col., 1975. 

Euglena gracilis* RAAQCHSA Petigrew, 1973. 

Neurospora crassa RCAQCHTL Lederer y Simon, 1974. 

Triticum sativum KCAQCHTV Stevens y col., 1967. 

Equus caballus KCAQCHTV Margoliash y col., 1961. 

(•) protozoarios {reino Protoctiet.a, MarguHe y col, 1990). 

Proteína fierro-azufre: 

También conocida como proteína de Rieske debido a su descubridor, J.S. Rieske, 
quien en 1964 descubrió esta subunidad por su espectro de resonancia paramagnética 
del electrón (EPR) encontrando un valor de g = 1.9. Esta subunidad posee la 
particularidad de disociarse fácilmente del resto del complejo en una gran variedad 
de condiciones, por ejemplo, utilizando·3M de clorhidrato de guanidina, sales biliares 
o sales de amonio (Rieske, 1979). Es posible aislar esta subunidad y reconstituir la 
actividad de un complejo be, nin proteína fierro-azufre (Engel y col., 1983). 

Esta subunidad contiene dos segmentos hidrofóbicos, uno cerca del anúno 
terminal y el otro cerca de las cisteinas e histidinas que unen al centro 2Fe-2S (ver 
figura 3c). Cuando se lleva a cabo una proteólisis limitada con tripsina, se obtiene un 
fragmento denominado V" (González-Halphen y col., 1988), el cual a pesar de contener 
el centro 2Fe-2S, no reconstituye la actividad del complejo. Sin embargo, si se utiliza 
un péptido sintético de 20 aminoácidos con la secuencia entre Lys 33 y Lys" de la 
proteína, éste compite con la subunidad V (proteína fiero-azufre del complejo 
mitocondrial) en experimentos de reconstitución CGonzález-Halphen y col., 1991). Lo 
anterior sugiere que la proteína se une al complejo por medio de interacciones 
proteína-proteína con el citocromo by que el segmento de 20 aa es en gran medida 
responsable de esta unión. 
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Subunidades que carecen de grupos oxidorreductores: 

En la naturaleza existen organismos que contienen sólo las tres subunidades con 
grupos oxidorreductores del complejo bc1• Sin embargo, a lo largo de la escala 
filogenética, los organismos han adquirido más subunidades, denominadas 
supernumerarias cuya función se ignora en muchos casos. En la siguiente tabla, se 
muestra una comparación del número de subunidades en diferentes organismos. Los 
nombres de IBB subunidades son asignados al complejo be, de corazón de bovino, cuyo 
modelo topológico se muestra en la figura 4. En algunos casos se ha supuesto, 
basándose en la homología de sus secuencias, que las subunidades poseen una 
función, análoga a la de las subunidades del complejo be, de corazón de bovino. 

En los organismos eucariotes existen dos subunidndes de alta masa molecular, 
denominadas "core" o estructurales (ver tabla lll). Ambas tienen un carácter 
preponderantemente hidroffiico y se orientan hacia In matriz mitocondrial. En el 
modelo del complejo aislado de Neurospora crassa, estas subunidades constituyen 
la mayor parte del complejo y si se eliminan del mismo, es necesario agregarlas en 
forma de dímeros para reconstituir la actividad (Linke y Weiss, 1986). Los complejos 
tipo bf de cloroplastos, que carecen de ambas subunidades, así como todas las células 
procariotas (Weiss y Leonard, 1987). · 

Existen complejos bc1 que contienen t.res subunidnclcs "corc" o estructurales, 
como por ejemplo, en el protozoario Crithidia fasciculata, en donde la secuencia de 
aminoácidos de la subunidad I y III es muy semejante, sugiriendo que sean isoformns. 
Este organismo posee un citocromo e, atípico, con una sóla unión al grupo hemo 
(Priest y Hajduk, 1992). En las mitocondrins de los tubérculos de papa, el complejo 
también tiene tres subunidades estructurales evidenciables en geles de Lnemmli 
(1970), aunque contiene un hemo c1 típico (Berry y col., 1991). 

Las subunidades estructurales intcrvieue en In biogéncsis de! complejo, ya que 
en S. cerevisiae, al eliminar el gen de la subunidad !, el horno no se inserta en el 
apocitocromo b y el complejo no madura (Tzagololoff y col., 1986). Cuando se elimina 
el gen de la subunidad JI, la proporción del complejo be, ensamblado es muy baja. 
La secuencia de aminoácidos de la subunidad 11 de Neuraspara crassa es idéntica al 
de un activador de una protensa que se encarga de procesar a las protaínSB durante 
su biogénesis en la mitocondria (Schulte y col., 1989). Esta característica ha hecho 
que hayan sido asignadas a una fnmilia denominado "proteínas procesadoras 
mitocondriales". Recientemente, también la subunidad 1 del complejo be1 de corazón 
de bovino, se ha integrado a esta familia (Gencic y col., 1991). 
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Figura 4: Esquema que muestra la topología de las diferentes subunidadcs que 
componen al complejo bc1 de mitocondrias aisladas de corazón de bovino. Las 
suhunidadcs supernumerarias de las cuales se conoce su función tienen un 
nombre especial, el cual se especifica en la tabla lll. En Cstc esquema se incluye 
al citocromo e soluble y a ln molócula de quinona para mostrar la relación que 
existe entre estas moléculas y el complejo be,. Tomado de Gonzálcz-Halphen, 
1990. 



Tabla m: Composición polipeptfdica del complejo de citocromos aislado de diferentes 
organismos equiparando las subunidades de los diferentes organismos con las del 
complejo de corazón de bovino. 

0.-Laa CloropI.a.to. MU.o()Ondri-. 

SUJlllNIDAD P. B6, li6. sp1.,.... s.c.,...,w- N.uro.para lJa.l(U'n" 
d..Jtrifka.. •p"-rolda cgpaulatu ........ Cl'U9•D prlMi .. lllU# 

[ (core) .. .. .. 
ll(oon) .. .. .. 
ill(td&b){bJ .. .... .... l .. "' "' "'·ª 
IV(eltau) (f) .. Sa.7 llJI .. "' "" :rt.3 

VF.S .. .. .... .. .. .. 21.4 

VI IS .... 17 .. .. .. 13.4 

VII (a.n. Q) 5 14.4 12 ... ' 

VIO(lllli4al lll.S ll '. IJJI 

!][( .... 7.3 8 ... 
DCCDI 

X 8.5 7JI 

JJ ..• 
Loe datos para Rhodobacter capsulatus y Rb. sphaervitks fueron tomados de Ljungdnhl y col., 1987; pnrn 
NeUl"Olporo era.sao y espinaca, de Weiaa y Leonerd, 1987; (•) para espinaca, los datos son del complejo bl 
de cloroplastoe. Para Paraeoccu• cknitrificans, Saccharomyces cereuilliae, Bru taurlUI primigenius, de 
Goniález:·Halphen, 1990. La masa molecular reportada se obtuvo en todos los casos en geles de 
po1iacrilamida-SDS. La dócima subunidad des: cerevisiae fue enoontrado Tecientcmente por un nuevo 
método de purificación (Geier y col., 1992) . 

Además de las subunidades "estructurales" en la tabla III, se muestran otras 
subunidades de baja masa molecular, de las cuales en algunos casos sí se conoce su 
función. Tal es el caso de la subunidad VII de corazón de bovino, In cuál es capaz de 
unir a la molécula do quinona y por tnnto puede estnr involucrado en el transporte 
de electrones (Yu y col., 1990). 

La subunidad VIII de corazón de bovino tiene In particularidad de carecer de los 
aminoácidos tirosina y triptofano, por lo que su absorbencia a 280 nm es pobre. 
Denominada proteína de unión, si piensa que favorece la unión del citocromo e del 
espacio intermembrannl con el citocromo c1 del complejo, causando un cambio 
conformacional en este último (!Gm y King, 1983; Kim y col., 1989). La subunidad VI 
del complejo de S. cereuiceae tiene In misma función que In subunidad VIII, 
favoreciendo la unión del citocromo e al dímero del complejo. Sin embargo, su 
secuencia no es igual a la de bovino (para una revisión, ver Trumpower, 1990). 



Cuando se elimina el gen de la subunidad VI de esta levadura, la actividad del 
complejo disminuye al 50% del normal. Se ha sugerido que esta subunidad regula la 
interacción monómero-monómero en el complejo (Schmitt y Trumpower, 1990). 

La subunidad IX aislada del complejo de corazón de bovino, es capaz de unir 
DCCD. Tiene una secuencia de 78 aminoácidos que forman una a-hélice hidrofóbicn, 
In cual es idéntica a la presecuencia de la proteína fierro-azufre, necesaria para que 
ésta última sea importada a la mirocondria (Brandt, 1993). Aparentemente, esta 
"presecuencia" permanece en el complejo como una subunidad Oa DO después de es 
procesada post-transcripcionnlmente (Brandt y col., 1993). Se ha observado que al 
eliminar el gen QCR9 que codifica para la subunidnd IX de S. cereuisiae, la proteína 
fierro~azufre no se inserta en el complejo, a pesar de que se procesa correctamente a 
su forma madura. El espectro de absorción del citocromo b es semejante al que se 
obtiene cuando se realiza una mutación que causa In pérdida de la proteína fierro· 
azufre (Phillips y col., 1993). La subunidad IX es semejante en masa molecular a la 
subunidad X de corazón de bovino. Existe una onceava subunidad en el complejo 
aislado de las mitocondrias del corazón de bovino, de humano y de otros mamíferos, 
a la cual no se le ha asignado función. Se ha observado que esta subunidad se elimina 
junto con la prote!na fierro-azufre, durante el fraccionamiento del complejo bc1 
(Shligger y col., 1986). Recientemente se ha encontrado ln décima subunidad del 
complejo aislado de S. cereuisiae por un método nuevo de aislamiento del complejo, 
(Geier y col., 1992). Sin embargo no se ha determinado su función. 

Estructura del complejo bc1: 

La {igum 2b muestra la estructura del complejo bc1 de S. cereuisiae y de P. 
denilri{icans y la {¡gum 4 la topología de las 11 subunidades del complejo de corazón 
de bovino. El citocromo b se encuentra embebido en la membrana (mitocondrial 6 
plasmática) formando el corazón del complejo. La proteína fierro-azufre y el citocromo 
c1 se encuentran cerca del espacio intermembranal, en el lado electropositivo de la 
membrana. Estas tres subunidades constituyen la unidad funcional mínima del 
complejo. En el caso de los complejos con más de tres subunidades, éstas pueden 
agruparse por su carácter hidrofóbico ó hidroffiico. Las su bunidades estructurales se 
encuentran hacia el espacio de la matriz mitocondrial, así como la subunidad VI. Las 
subunidades VII, IX y XI están parcialmente embebidas en Ja membrana interna 
mitocondrial y Ja Xy VIII interactuando con los citocromos by c1 (González-Halphen 
y col., 1988). 
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Mecanismo de acción del complejo be; mitocondrial: 

En la f'lfuro 5 se muestra el ciclo Q protón-motriz del complejo be,: En In poza 
de quinonas existe una molécula de ubiquinol -QH,- (quinona reducida). Esta dona 
uno de sus electrones al centro fierro-azufre aunado a la liberación de cuatro protones 
al medio, del lado electropositivo de la membrana, quedando en forma de anión 
ubisemiquinona. A continuación, el citocromo c1 es reducido por la proteína fierro
azufre. Un citocrorno e, que se encuentra en el espacio intermcmbranal recibe el 
electrón del citocromo c1• El anión ubisemiquinona reduce con su electrón al hemo b066 

y éste a su vez al hemo b...,, ambos del citocromo b del complejo be,. El ciclo se cierra 
cuando una molécula de quinona (completamente oxidada) es reducida por el electrón 
donado por el citocromo b, generando un anión ubieemiquinona. Para regenerar la 
molécula de ubiquinol es necesario tomar dos protones del lado electronegativo de la 
membrana, lo cual hace que el ciclo se repita para que se expulsen 4H• del lado 
electropositivo de la membrana y se tomen 2H• del lado electronegativo. 

El mecanismo de acción del complejo bc1 se pudo diocenir gracias n la existencia 
de inhibidores selectivos para ciertas partea de la reacción. Von Jagow y col., en 1986, 
realizaron una clasificación de los miamos de acuerdo a si su acción se localizaba en 
la región positiva ó negativa de la membrana. 
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Figura 5: Esquema del flujo de electrones y protones durante Ja oxidorrcducción 
del complejo bc1• Las barras que indican el sitio de inhibición de los antibióticos 
antimicina y mixotinzol. Tomado de Trumpower, 1991. 
Q= quinona, Q·· =anión scmiquinona, QH2= ubiquinol, n= negativo, p= positivo. 



El género Polytomella: 

Este género, descrito por primera vez por Aragao en 1910, se encuentra dentro 
del orden Chlamydomonadales (ver la tabla IV), el cual agrupa a organismos con dos 
ó cuatro flagelos, cuya base tiene forma de brazalete, con o sin pared celular de 
glucoprote!nae. Poseen un solo cloroplaeto que contiene un pirenoide en su interior 
que actúa como centro de formación de almidón y en el cual se ha medido actividad 
de ribulosa bifosfato carboxilaea. Además poseen una mancha ocular o estigm11 el cual 
es una estructura pigmentada y sensible a Ja luz. La reproducción de estos 
organismos puede presentar una fase sexual y una asexual; en la primera los 
organismos pueden reproducirse por isoogamin ó por oogamia. En la segunda, por 
bipartición. 

Tabla IV: Clasificación del género Polytomella: 

Categoría: Nombre: 

Reino Protoctista 

Phylum Chlorophyta 

Clase Chlorophyceae 

Orden Chlamydomonaclales 

Familia Chlamydomonaclaceae 

Género Polyto11U!lla 

La célula de estos organismos unicelulares mide aproximadamente 17 µm de 
largo y 11 µm de ancho. Al igual que el género Chlamydnmonas, Jos flagelos de 
Polytomella están organizados en un brazalete, la parte anterior de la célula (Brown 
y col., 1976a). Además, presentan Ja particularidad de carecer de cloroplastos y de 
pared celular, como se muestra en la figura 6. La primera característica ha hecho 
dificil su clasificación, ya que pueden incluirse dentro del grupo de algas incoloras 
debido a su semejanza en forma con las Chlamydomonas, o simplemente como un 
protozoario flagelado. 

Por otra parte, como forma de reserva de energía presentan gránulos de almidón, 
fácilmente separables por centrifugación isopfcnica y teñibles por la técnica de tinción 
con iodo. Durante el crecimiento de cultivos, se observa que la cantidad de almidón 
en las células aumenta de forma constante basta el final de la fase de crecimiento 
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Figura 6: Fotogratla de microscopia electrónica de Polytomella agilis, mostrando 
el sitio donde se unen los flagelos, una.gran cantidad de gránulos de almidón y 
mitocondrias de gran tamaño. A: sitio de unión de loa flagelos, B: mitocondrias, 
C: gránulos de almidón. Tomado de Burton y Moore, 1974. 



logarltimico (Sheeler y col., 1968). 

En 1955, Pringsheim aisló de diferentes localidades, 6 especies de éste género, 
que difieren en características morfológicas menores (f¡guro 7). En cultivos axénicos, 
a 25 oc y con pH'e cercanos a 7.0, este organismo crece con acetato como única fuente 
de carbono. También puede utilizar propionato, butirato, valerato, alcohol amllico, 
alcohol butllico, DL-gliceraldehfdo y ácido alfa-cetoglutárico (\Vise, 1955). Se ha 
observado que la privación de tiamina (vitamina B1) y cianocobalamina (vitamina 
B12), provoca que las células presenten mitocondrias de menor tamaño, de forma 
ovoide cuyo contenido de citocromos tipo a y b se reduzca en un 80 a 90 % y el de 
citocromos tipo c en un 40% (Cantor y Burton, 1975). 

El ciclo de vida de Polytomel/a presenta dos alternativas de reproducción, una 
asexual por fisión binaria y otra sexual por isogamia y meiosis (Lewis y col., 1974). 
La reproducción asexual ocurre durante el crecimiento exponencial en un cultivo 
axénico. El plano de división de las células es pastero-anterior comenzando en la 
parte contraria a los flagelos como se muestra en la figuro 8 . Las células hijas 
poseen dos flagelos durante la división celular y al final de la misma se muestran 
tetraflageladas. 

La reproducción sexual ocurre en la fase exponencial del crecimiento del cultivo, 
cuando la población es más densa. Los gametos (en este caso, isogametos, pues son 
indistinguibles morfológicamente) hacen contacto y enrrollan sus flagelos como se 
muestra en la figura 8 y se fusionan por la parte anterior. El cigoto resultante tiene 
sólo cuatro flagelos. Esta etapa dura 3·3.5 hra. La división del cigoto forma cuatro 
células hijas , una de las cuales retiene los cuatro flagelos de la célula madre, 
mientras que las otras los regeneran rápidamente. 

Como parte del ciclo de vida y como una forma de latencia se presenta la 
formación de quietes. Al llegar a la fase estacionaria del cultivo, la población está 
compuesta por 80% de células enquistadas. Las células pierden sus flagelos y 
comienzan a adquirir una forma redondeada en el momento previo al enquistamicnto. 
El quiste maduro contiene 4 capas de pared celular colocadas secuencialmente sobre 
la membrana plasmática (Brown y col., 1976a). Pringsheim (1955) reporta que éstas 
no se tiñen con una solución de zinc-cloruro-iodo, lo que indica ausencia de celulosa 
en la pared del quiste maduro. Los organelos se presentan en poca cantidad y 
disminuídos en tamaño. Para que ocurra el "exquistnmiento" es necesaria la captación 
de agua (ya que se observa un aumento en el volumen) y la digestión de la pared 
celular (Brown y col., 1976b). 

Las mitocondrias de Polytomella cacea se aislan fácilmente por rompimiento 
mecánico de las células y centrifugación diferencial (Lloyd y Chance, 1968). El 
análisis espectroscópico de las mismas (ver figura 9), reveló la presencia de 
citocromos b, c+c., a+a3 y flavoproteínas, así mismo, el transporte de electrones 
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Figura 7: Esquema de las especies del género Polytomella más importantes 
aisladas por Prigeheim en 1955. 1.- P. caeca, 2.-P. caeca var.minor. 3.- P. 
papillata, 4.- P. parva. 5.- P. magna. 6.- P. capuana. Cada una de estas especies 
fue colectada en distintos sitios. 
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Figura 8: Esquema del ciclo de vida de Polytomel/a caeca. Se representan tanto 
la fase sexual como la asexual, así como la fase de enquistamicnto de la misma. 
Las fases 1-5 ilustran las primeras horas del crecimiento de un cultivo donde los 
organismos se reproducen por bipartición. La fase de enquistamiento puede 
ocurrir durante todo el ciclo de vida y aumenta hacia las 48 hrs de crecimiento 
del cultivo. La fase sexual se presenta en una fase más adelantada del desarrollo 
del cultivo. Tomado de Lewis y col., 197 4 
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Figura 9: Espectro diferencial de absorción (oxidado-reducido) para caracterizar 
los citocromos presentes en las rnitocondrias de P. agilis, tornado del trabajo de 
Lloyd y Chance, 1968. A 524 nm absorbe el pico p de los citocromos, a 549 nm 
el a del citocromo c., a 562 nm el a del citocromo b y a 605 nm el a de la 
citocrorno oxidasa aa,. 



mostró ser sensible a antimicina A, rotcnona, piericidina A y cianuro. Lloyd y col., 
(1969) realizaron estudios sobre el efecto del cloranfenicol en el crecimiento de 
PolytomeUa caeca, observando que el tiempo de duplicación era mayor en las células 
que recibían el inhibidor. Así mismo, el contenido de los complejos respiratorios se 
veía disminuido, al igual que la óxido- reducción de los mismos al agregar succinato 
durante la transición de aerobiosis-anaerobiosis. El estudio de la cadena de transporte 
de electrones en mitocondrias de Polytomel/a sólo llegó a este punto, actualmente se 
ha retomado con el presente trabajo. 

Hacia 1989, Conner y col., realizaron un estudio comparativo de los genes que 
codifican para los genes de ~tubulina de P. agilis y Ch/amydamcmas rcinhardtii. Esta 
proteína forma parte de la estructura del flagelo eucarionte. El uso de codones para 
ambos organismos es muy similar, evitando aquellos tripletcs con A en la última 
posición. La disposición y el tamaño de los intrones en los 3 genes de Jl-tubulina 
también es muy semejante en ambas especies. La secuencia de aminoácidos para las 
tres proteínas es similar en un 98%, así como el tamaño de las mismas. En las dos 
especies se encuentra una señal de poliadelinación TGTAA, la cual se encuentra 
únicamente en este grupo de algas. Todo lo anterior muestra que estos dos 
organismos están emparentados no sólo por su morfología, si no que existen 
característica del genoma que ambos comparten. Sin embargo, no es posible dar una 
idea clara del tiempo de separación entre ellos, debido a que no se presentan cambios 
frecuentes en las bases de lss secuencia de los tres genes, lo que trae consigo la 
ausencia de reemplazamientoe de aminoácidos que indiquen diferencias o 
separaciones entre ambos géneros. 

Sin embargo, según Round (1980) la separación de un grupo de algas del resto 
de la Clorofit.as pudo darse por pérdida del aparato fotosintético y la pared celular, 
por lo que probablemente, Polytomel/a surgió del grupo de Chlamydnmnnas. La 
discrepancia de clasificación para Polyomella, quedaría resuelta si éste género se 
considera únicamente como perteneciente al grupo de algas incoloras. Por tanto, es 
necesario encontrar evidencias bioquímicas (fenotípicas) y genotípicas en proteínas 
que toleren cambios como puede ser el citocromo c1, de la separación de estos dos 
grupos durante la evolución de los mismos. 

Una posibilidad se encuentra en el estudio de los complejos repiratorios de ambos 
organismos, sin embargo, para el género Chlamydnmonas, el aislamiento de 
mitocendrias libres de membranas tilacoidales ha sido imposible (Attcia y col., 1992). 
Ch/amycromonas ha sido considerada como la "levadura verde" y ha sido utilizada en 
estudios a nivel de biología molecular muy completos. En contraparte, el género 
Polytomella presenta la característica de carecer de pared celular y de cloroplastos, 
lo cual lo hace un excelente organismo de estudio para poder caracterizar los 
complejos respiratorios ya que es fácil la extracción de sus mitocondrias. 
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Objetivos: 

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, y debido al interés que representa para 
nosotros el complejo be, mitocondrial, se plantearon los siguientes objetivos para la 
presente tesis: 

l.· Aislar y caracterizar al complejo be, mitn<:ondrial de Polytomella spp. Como ya se 
mencionó, los estudios sobre la cadena de transporte de este organismo, quedaron 
detenidos en un análisis espectrofotométrico, evidenciando la presencia de citocromos 
b y c1 pertenecientes al complejo. 

2.· Generar anticuerpos específicos dirigidos contra las subunidades del complejo III 
mitocondrial de Polytome//a spp para poder utilizarlos en inmunorréplicas tipo 
Western y buscar similitudes con subunidades del complejo be, de otros organismos. 

3,· Obtener la secuencia de aminoácidos en el sitio de unión del grupo hemo del 
citocromo c1 de Po/ytome//a spp. Debido a que los organismos pertenecientes al reino 
Protoctista poseen un citocromo c1 atípico, con una sóla unión covalente a la proteína, 
cabe hacerse la pregunta de si ésto es una característica privativa de este reino 6 se 
restringe a organismos flagelados pertenecientes a la clase Kinetoplastida y 
Euglenida. El conocer el sitio de unión en un protozoario de otra clase, como lo es 
Po/ytomella, podrá contribuir a conwstar esta pregunta. 
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Materiales y Métodos: 

Cultivo y cosecha de Polytomella spp: 

Polytomel/a spp. fue obtenida del cepario Sammlung von Algenkulturen del 
Pflanzenphysiologisches Institut de la Universidad de G(!ttingen (SAG) de Alemania 
y actualmente se encuentra en custodia del Cepario del Departamento de 
Biotecnología del CINVESTAV del IPN bajo el número: CDBB-951. Se hizo crecer al 
organismo sin agitación en matraces para cultivo de forma ancha, para favorecer el 
intercambio de oxígeno, a una temperatura entre 25-30 oc y en el medio de cultivo 
reportado por Wise (1959) consistente en 0.2% de acetato de sodio; 0.1 % de extracto 
de levadura y 0.1% de bactotriptona. Posteriormente, se utilizó el doble de 
concentrado, ya que se observó que se adquiría un mejor rendimiento en cantidad de 
células por litro. Además, se enriqueció con vitaminas Bl (0.01 mg/l) y Bl2 (0.5 µgil) 
esterilizadas por filtración, de acuerdo con Cantor y Burton (1975). 

Obtención de la fracción mitocondrial: 

Las células se cosecharon a las 48 horas en la fase de crecimiento exponencial 
tardía por medio de una centrifuga Sharpless (de flujo continuo) o con una centrífuga 
Sorvall en un rotor GS-3 a 3,500 rpm (ó 1,000 xg) por 10 min. Las células se lavaron 
con un amortiguador de 20 mM de fosfato de potasio, pH 7.0, centrifugando de la 
misma manera. 

Las mitocondrias de Polytomella spp se obtuvieron por el método reportado por 
Lloyd y Chance (1968). Las células, una vez resuspendidas en un amortiguador 0.32 
M de sacarosa; 4 mM EDTA de potasio y 20 mM de 'l'ris-HCl (pH 7.41, se rompieron 
(por homogenización) con un vástago de teflón. El sobrenadante se centrifugó 2 veces 
a 3,500 rpm (1,000 xg) durante 10 min para eliminar los núcleos y las células no 
rotas. Posteriormente, con uns centrifugación a 12,000 rpm (10,000 xg), por 15 min 
se obtuvieron las mitocondrias en el precipitado y se lavaron con el mismo 
amortiguador, centrifugando 10 min a la misma velocidad. 

Las mitocondrias se almacenaron a -70 oC hasta su uso. 

Purificación del complejo bc1 mitocondrial de Polytomella spp: 

Esencialmente se siguió la técnica reportada por Ljungdahl y col., (1987) con 
algunas modificaciones. Aproximadamente 1-1.5 g de mitocondrias de Polytomella spp 
se aolubilizaron con 2 g del detergente lauril maltósido por g de proteína (en la 
metodolgfa original se utiliza la relación detergenW/proteína de 1 g/g de protefna 
mitocondrial total). A continuación, se llevó a las mitocondrias a una concentración 
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final de 10 mg/ml con un amortiguador 50 mM Tris HCI, pH 8.0; l mM de MgSO, y 
100 mM de NaCI (4 oC). Se dejó incubar durante 30 min a 4 oC en agitación y n 
continuación se centrifugaron 15 min a 30,000 rpm (80,496 xg), en un rotor 50 Ti. El 
sobrenadante resultante se dializó contra 10 volúmenes de un amortiguador 50 mM 
Tris-HCI pH 8.0 (4 OC}; l mM MgSO, durante una hora a 4 o C. El sobrenadante se 
cargó a una columna (3.4 cm de diámetro por 23.0 cm de largo) con la resino DEAE· 
Biogel A (BioRad) equilibrado previamente con un amortiguador 50 mM Tris-HCl pH 
8.0 (4 oC); l mM de MgSO, y 0.1 mg/ml de lauril maltósido. Lo columna con el 
sobrenadante, se dejó lavando toda la noche con 3 volúmenes de columna del mismo 
amortiguador. El volumen excluído de la columna y el obtenido del Invado, se 
colectaron en fracciones de 100 gotas por tubo (2.5 mi aproximadamente) en un 
colector Gilson. Las fracciones se leyeron en un espectrofotómetro Shimadzu a 280 nm 
para detectar proteína y a 415 nm para detectar la presencia de los citocromos. A 
continuación, se lavó la columna, con el mismo amortiguador adicionado con 150 mM 
de NaCI, lmM de PMSF (fcnilmetanosulfonil fluoruro, siglas en inglés) y 50 µg/ml de 
TLCK (Not-p-tosil-L-lisina-cloro-metilcetona, siglas en inglés) (concentraciones 
finales). Después de pasar aproximadamente 5 volúmenes de columna, se añadió 
amortiguador con 400 mM de NaCl y las mismas concentraciones de inhibidores de 
proteasas. El volumen que pasó por la columna se colectó en fracciones de 100 gotas 
ó 2.5 mi por tubo, que se leyeron a 280 nm y 415 nm. 

Las fracciones de los picos de absorción a 415 nm y 280 nm se concentraron por 
ultrafiltración en un Amicón de 50 y/o 10 mi y con una membrana YMlOO de 43 mm 
ó de 25 mm respectivamente. 

Otras cromatografías: 

A continuación de la primera cromatografía de purificación, se decidió hacer un 
segundo paso de cromatografía con las fracciones obtenidas en el volumen de 
exclusión de la columna y en el de 150 mM de NaCI. 

En el primer caso, se empacó una columna de 2.3 cm de diámetro por 23 cm de 
largo con la resina Carboximetil-Biogel A (BioRad) con un volumen de 25 mi, la cual 
se equilibró con el mismo amortiguador utilizado en In primera cromatografía. La 
muestra obtenida en el volumen de exclusión de ésta, se concentró y se pasó por la 
segunda columna. El volumen de exclusión se colectó de In misma manera que en la 
anterior. 

Para realizar la segunda cromatografía de ln fracción con 150 mM de NaCI, se 
optó por utilizar la resina DEAE-Sefarosa CL6B, conforme a lo reportado por 
Ljungdabl y col., (1987). La columna de 2.3 cm de diámetro por 23 cm de largo, se 
cargó con la resina la cual se equilibró con el mismo amortiguador de las anteriores 
cromatograflas.En este caso, para poder eliminar a las proteínas contaminantes, se 
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decidió separarlas con un gradiente de O a 300 mM de NaCI, en 10 volúmenes de 
columna. Tanto los volúmenes de exclusión, como loe de lavado de la proteína -
elución- (3 volúmenes de columna) se colectaron de la manera antes mencionada. Así 
mismo se leyó la densidad óptica de cada fracción a 280 nm y 415 nm. 

Determinación de proteína: 

Método de Lowry: 

ERte método fue reportado originalmente por Lowry y col., (1951) pero es 
utilizado en nuestro laboratorio con las modificaciones realizadas por Markwell y col., 
(1978); requiere de las siguientes soluciones: 

A: 2.0% de carbonato de sodio; 0.4% de hidróxido de sodio; 0.16% de tartrato de sodio 
y 0.1% de dodecil sulfato de sodio (SDS). 

B: 0.4% de sulfato de cobre. 

C: Mezclar 100 volúmenes de A con uno de B. 

D: Reactivo de Folin más agua en proporciones de 1:1. 

Para la curva patrón de utilizó albúmina de bovino (1 mg/ml) en cantidades de 
O a 100 µl. Para las muestras problema se tomaron por duplicado alícuotas de 5, 10 
y 20 µl. Los tubos se ajustaron a un volumen de 1 mi con agua bidestilada. Se 
ailadieron 3 mi de solución e a cada uno de los tubos y se dejaron 'incubar 10 min a 
temperatura ambiente. A continuación se agregaron 0.3 mi de solución Da cada tubo 
dejando incubar 30 min a temperatura ambiente. La densidad óptica se leyó a 540 
nm. 
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Electroforesis nativa azul: 

Esta electroforesis se realizó con la técnica descrita por Sh!igger y von Jagow 
(1991) en un cámara Hoefer Scientific Instrumente la cual tiene un sistema de 
circulación de agua fria para tener una temperatura de 4 oc. 

Tabla V: proporciones utilizadas para el gel de gradiente de bis acrilamida, 
amortiguador de geles, etc. 

Gel de 
Solución: 13%T 6%T muestra 

(ml) (ml) (mi) 

Gel de separación 

48 % acrilamida, 
1.5 % de bia 4.7 2.5 0.6 acrilamida· 

Glicerol 3.6 --- ---
Amortiguador de 6.0 7.0 2.5 geles (3Xl 

Agua 6.7 11.4 4.3 

TEMED 6µ1 9 µl 6 µl 

Persulfato de 60 µl 90 µl 60 µ] Amonio al 10% 

T: concentración final de acrilamida en la mezcla. 

Amortiguadores utilizados: 

De geles (3X): 150 mM de ácido 6-aminocapróico, 150 mM Bistris-HCl (pH 7.0), 
4oC. 

Catódico 6 superior: 50 mM de Tricina, 15 mM de Bistris, 0.02% Azul de Coomassie 
G de Serva, pH 7 .O, 4 oC. 

Anódico o inferior: 60 mM Bistris- HCl, pH 7.0, 4 oC. 

Se utilizaron 14.6 mi de cada una de las mezclas de acrilamida al 16% y al 6% 
y se colocaron por separado en un formador de gradiente y se vaciaron entre las 
placas de vidrio, previamente selladas, a los lados y en la parte inferior. Una vez 
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finalizado el gradiente se dejó polimerizar colocando un poco de amortiguador de geles 
diluido 1:10. A continuación, se añadió la solución del gel concentrador (o de muestra) 
y el peine separador y se dejó polimerizar. 

Preparación de las muestras: 

Las mitocondrias de Polywmella spp se trataron con 40 µ! de 750 mM de ácido 
6 aminocapróico, 50 mM de Bistris-HCl, pH 7 .O y 7.5 µ1 de 10% de lauril maltósido. 
Se centrifugaron 10 mina 100,000 xg y al sobrenadante se le agregaron 2.5 µI de una 
solución/suspención 5% de azul de Coomassie G de Serva en 500 mM de ácido 
aminocapróico. Se utilizaron hasta 10 mg de proteína extraída en un gel de este tipo. 

Condiciones de electroforesis: 

Los geles se corrieron a 4-7 oC, a 100 V durante una hora y a continuación se 
subió el voltaje a 200 V y se dejó toda la noche. 

Se¡unda dimensión: 

Esta se realizó cortando una banda de 1 cm de ancho del gel anterior que se dejó 
en una solución de mercaptoetanol al 1 % por unos segundos y se colocó en un gel de 
Tricina-SDS-EGPA como se describirá mas adelante. 
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Geles de poliacrilamida-SDS: 

Se hicieron geles de placa de 1.2 mm de grosor en una cámara BRL (Vertical Gel 
Electrophoresis System) de acuerdo con la tkcnica reportada por Shagger y col,. 
(1986): 

Tabla VI: proporciones utilizadae de acrilamida, bis-acrilamida, amortiguador, agua 
y glicerol para un gel de placa de 18 X 20 cm. 

Solución Gel Separador 
(mi) 

30 % Acrilamida, 16.0 
0.939% bis 

Amortiguador de 10.0 
gelesº 

O. 795% v/v Glicerol 4.0 

Agua ª--~ 

10 % Persulfato da 0.1 
sodio 

TEMED ·0.01 

Alllortiguadores utilizados: 

De geles': 
Anódico ó inferior: 

3M de Tris-HCI, pH 9.0, 0.3% SDS. 
0.2 M Tris-HCI, pH 8.9. 

Gel de Muestra 
(mi) 

1.6 

3.0 

..... 
7.4 

0.1 

o.oi 

Catódico ó superior: 0.1 M Tris, 0.1 M Tricina, 0.1% SDS. 

Preparación de muestras: 

Las proteínas para esta electroforesis se diluyeron a una concentración de 1 µg/µI 
agregando agua hasta obtener la mitad del volumen final añadiendo la otra mitad 
de una solución digestora (esta solución se utilizó para eliminar puentes disulfuro y 
poder desnaturalizar a la proteína): 100 mM de Tris-HCI, pH 6.8; 30 % de glicerol; 
0.3% de azul de bromofenol, 4% de mercaptoetanol y 10% de SDS. 
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Condiciones de la electroforesis: 

La electroforesis se llevó a cabo a temperatura ambiente, una hora a 30 V y 
después a 100 V durante toda la noche. 

Tinciones específicas: 

Azul de Coomaesle: 

Descrita por Shllgger y col., (1986) para teñir las bandas polipept!dicas. Los geles se 
sometieron a las siguientes soluciones: 

Fijadora: 50% metano), 10% ácido acético. Se dejó el gel durante una hora en 
agitación constante y a temperatura ambiente. 

Teñidora: 0.1% azul de Coomaeeie G de Serva, 10% ácido acético. El gel se dejó 
tiñiendo durante toda la noche en agitación constante, a temperatura 
ambiente. 

Desteñldora: 10% ácido acético. Se colocó una esponja ó papel absorbente para 
eliminar el exCl!SO de colorante y poder observar las bandas de proteína. 

3,3',5,5'· tetrametllbencldlna: 

Mediante esta técnica descrita por Thomas y col., (1976) es posible teñir a los 
gruj>Oa hamo uni<los covalentemente a la proteína, aprovechando la actividad 
peroxidásica del grupo hemo. 

La solución para teñir se preparó con tres partes de una solución 6.3 mM de 
tetrametilbenzidina en metano! y siete partee de 0.25 M de acetato de sodio, pH 5.0. 
El gel se sumergió en esta solución por una hora en agitación constante y a 4 oc. A 
continuación de agregaron 0.1 mi de Perhidrol al 30% (H20,) por cada 100 mi de 
solución teñidora. Aproximadamente 15 min después aparecieron las bandas teñidas. 
El gel se lavó con abundante agua bidestilada para detener la reacción. Los geles se 
fotografiaron inmediatamente, ya que esta tinción no es permanente. 

Determinación de las maeae moleculares: 

Para este fin se utilizó el aparato tnt.roScan XL de LKB que realiza barridos 
densit.ométricos con un haz de láser de helio-neón. Los datos obtenidos fueron 
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almacenados y evaluados con el paquete de computación GelScan XL do Phnrmocio. 

Obtención de anticuerpos contra las subunidades de 
Polytomella spp. 

Se generaron anticuerpos de conejo dirigidos contra eubunidadee del complejo 
bc1 de Polytomella spp mediante la tácnica descrita por González-Halphen y col., 
(1991). Se corrieron electroforesis en geles de acuerdo con la técnica de Shügger y 
col., (1986) con 60 µg de bc1 por carril. Después de la corrida, se transfirieron las 
bandas de gel con proteína a membranas de polivinil difluoruro, siguiendo la técnica 
de Szewczyk y Sumrners (1988). Esta consiste en transferir a las protefnns a 20 V 
durante 12 hrs en presencia de un amortiguador: 25 mM Trie-HCI (pH 8.3) y 192 mM 
de glicina. La membrana se teñó con 0.2% de amido negro para revelar los bandas 
de proteína y se cortó con bisturí la banda de lo subunidad correspondiente a la 
identificada en geles teñidos con azul de Coomassie. Para poder extraer la proteína 
de la membrana, el fragmento se incubó en 500 µI con el siguiente amortiguador: 50 
mM Tris-HCI (pH 9.0), 1 % de Tritón X-100 y 2% de SDS. El extracto se dializó 
contra 50 volúmenes de 50% de etanol, con tres cambios y finalmente contra agua 
destilada. La proteína así obtenida se liofilizó y se resuspendió en 0.9% ue NaCI. Se 
inmunizaron conejos mediante una inyección intramuscular con 50 µg de proteína 
mezcladas con adyuvante completo de Freund, después de tres scmunns se reforzó lu 
dosis de antígeno con 50 µg de proteína mezcladas con adyuvante incompleto de 
Freund; esta operación se repitió dos veces más. A continuación se procedió a sangrar 
a blanco al conejo. Se obtuvo el suero por centrifugación y se purificaron parcialmente 
loe anticuerpos por precipitaciones secuenciales de sulfato de amonio guardándose la 
fracción precipitada al 40%. Para determinar la dilución máxima del anticuerpo se 
siguió un ensayo de inmunorréplica tipo Western. 

lnmunorréplicas tipo Western: 

Esta técnica está basada en las descritas por Towbin y col., (1979); Hawkes y col., 
(1982) con las modificaciones descritas por González-Halphen y col., (1988). 

Una vez que se ha realizado la electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS, 
éste se coloca en una rejilla de transferencia de la siguiente manera: de cada lado se 
ponen dos esponjas y dos papeles filtro mojados en amortiguador para transferir, de 
un lado se pone el gel y sobre él papel de nitrocelulosa, también mojado en 
amortiguador paro transferencia. Para evitsr que hoya burbujas entre el gel y el 
papel, se puede rodar sobre éste un tubo de ensaye para facilitar que salgan las 
burbujas. Se cierra la rejilla y se coloca de tsl modo que el gel quede orientado hacia 
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el cátodo de la cámara. La transferencia se realiza con amortiguador 25 mM Tris 
(pH 8.5), 192 mM glicina, 20% metano!, 0.1% SDS durante 4 hrs a 250 mA con 
agitación magnética constante. 

Al terminar la transferencia, se sacaron las tiras de nitrocelulosa y se colocaron 
en envases de plástico. Cada una se lavó con 20 mi de amortiguador TBS: 20 mM Tris 
HCI (pH 7.5), 0.5% NaC!, dos veces durante 15 min con agitación constante. Cada tira 
se incubó con gelatina al 3% en TBS durante toda la noche. En este paso se satura 
al papel con proteína para impedir la reacción inespecffica de los anticuerpos con el 
papel de nitrocelulosa. Al día siguiente se lavó cada tira con 20 mi de amortiguador 
TTBS (contiene TBS más 0.05% de Tween-20), dos veces durante 15 min, en agitación 
constante. 

El primer anticuerpo que se añade a las tiras de papel es de conejo y es específico 
contra cada una de las seis primeras subunidades del complejo nr mitocondrial de 
corazón de bovino. Estos anticuerpos se purificaron en el laboratorio por Ja QBP 
Miriam Vázquez Acevedo, de acuerdo con González-Halphen y col., 1988. Para cada 
tira de nitrocelulosa se puso un anticuerpo en 10 mi de 1 % de gelatina en TrBS 
durante 5 hrs con las siguientes diluciones: 

Tabla VII: Dilución utilizada en cada anticuerpo dirigido contra las primeras 6 
subunidades y la holoenzima del complejo bc1 de corazón de bovino. 

Anticuerpo 
anti1ubunidad Dlluci6n 

I 1:10-0,000 

11 1:2,0-00 

11 1:2,0-00 

IV 1:2,000 

V 1:10-0,000 

VI 1:2,000 

anticuerpo dilución 
antloubunidad 

· antiholoenz:ima 1:20,000 

Al terminar el tiempo de incubación, se lavó el anticuerpo con 20 mi de 
amortiguador TTBS, dos veces durante 15 min, con agitación constante. A 
continuación se agregó un segundo anticuerpo (de cabra contra IgG de conejo 
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conjugado con fosfatesa alcalina) en dilución 1:3,000 en 20 mi de gelatina al l % en 
TTBS. Las tiras de papel se incubaron toda la noche en agitación constante y a 
temperatura ambiente. Finalmente, se lavó el segundo anticuerpo dos veces durante 
5 min, en agitación constante con amortiguador TTBS. 

Para revelar los anticuerpos, se agregaron 20 mi de 0.1 M de bicarbonato de sodio 
y l mM de MgCI, (pH 9.8) a cada tira de nitrocelulosa. Después se agregaron 200 µI 
de 17.29 mM de 5-bromo-4-cloro-3·indolil fosfato CBCPJP) y 18.33 mM de Nitroazul 
de Tetrazolio (NBTJ produciendo una reacción colorida mediante la fosfatasa alcalina. 
Después de 5 ó 10 min se lavó con agua bidestilada dos veces pura eliminar los 
componentes de In reacción y a continuación se secaron los papeles para detener In 
reacción. 

Espectros de absorción: 

Estos espectros se realizaron para determinar la concentración de hemo by c, del 
complejo bc1, utilizando los coeficientes de extinción molar reportados por Degli 
Esposti y col., (1984). Para el citocromo c, se utilizó un coeficiente de extinción molar 
t.1:(553-541) = 17.5 mM'1cm· 1 obtenido para el complejo aislado de corazón de bovino. 
Se empleó el espectro diferencial reducido con ascorbato menos oxidado para ver el 
pico de absorción de este citocromo. En el caso del citocromo b, se empleó el espectro 
diferencial reducido con ditionita menos reducido con ascorbato y se utilizó el 
coeficiente de extinción molar &(562-575) = 25 mM'1cm·• para el citocromo b de 
bovino. Para determinar la cantidad de citocromo aa3 del complejo IV, se realizó un 
espectro de absorción de 350 a 650 nm y "" utilizó el coeficiente de extinción molar 
'1e(603·630nm) de 24 mM'1cm·•, reportado para Euglena gracilis por Bronstrup y 
Hachtel (1989). 

El espectro de absorción del complejo bc1 presenta un corrimiento hacia el rojo 
al agregar a los inhibidores antimicina y mixotiazol, los cuales se sabe que se unen 
al citocromo b (von Jagow y col., 1984 y para una revisión ver von Jagow y Link, 
1986), por lo cual se estudió el espectro de absorción del complejo bc1 de Polytumella 
spp. Para ello, se cuantificaron los inhibidores por su espectro de absorción de 280 a 
400 nm en etanol, utilizando los coeficientes de extinción molar a 313 nm, de 10.5 
mM"1cm"1 para mixotiazol y para antimicina de 4.8 mM'1cm·' a 320 nm (von Jagow 
y Link, 1986). En este caao, los espectros se realizaron ·en un espectrofotómetro 
Shimadzu, con luz ultravioleta y visible. 

El complejo bc1 de Polytomella spp se diluyó a una concentración de 530 µg/ml 
en un mililitro de volumen final, se redujo con ditionita y se repartió en dos cubetas, 
una de referencia y otra de muestra, de 0.5 mi con 1 cm de paso de luz. La línea base 
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se obtuvo de la resta de los espectros de estas dos cubetas. A continuación, se puso 
mixotiazol en la cubeta de muestra (1 µI de 0.26 mM), se obtuvo el espectro 
diferencial y luego se añadió la misma cantidad en la cubeta de referencia para 
obtener una línea base. Finalmente, se colocó antimicina en la cubeta de muestra (1 
µI de 3.2 mM) y se obtuvo el espectro diferencial. Los espectros se realizaron en un 
SLM Aminco, DW 2,000 y se analizaron con el paquete de computación DW 2,000. 

Actividad de ubiquinol citocromo e ox:idorreductasa del 
complejo be, de Polytomella spp: 

Kubota y col., en 1992 describieron la técnica de medición de la actividad del 
complejo bc1 de corazón de bovino que fue empleada en este trabajo y que consiste en 
primer lugar, en activar al complejo una a dos horas antes del ensayo. Para medir la 
actividad se emplea DBH ó decilubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-
benzoquinona) como donador de electrones y citocromo e de caballo como aceptar. 

La concentración inicial del complejo be, de Polytomella spp se determinó en 
función de la cantidad de citocromo c1, para ello, se realizó el espectro de absorción 
reducido con ditionita menos oxidado entre 350 y 600 nm y se utilizó el coeficiente 
de extinción molar para el citocromo c1 de bovino de 17 mM"' cm·• reportado por Degli 
Espoati y col., (1986). La concentración de citocromo e soluble de caballo so determinó 
utilizando el ~m de 19 mM"1cm·' (Degli Esposti y Lenaz, 1991). 

Para reducir al DBH ó decilubiquinona, se le solubiliza en etanol de acuerdo con 
el método reportado por Trumpower y Edwards (1979). Se reduce con ditionita de 
sodio y borohidruro de sodio, para finalmente extraer con cic1ohexano, el solvente se 
evapora y se disuelve al DBH en dimetilsulfóxido, poniendo 0.1 M de HCI. Se realiza 
el espectro de absorción de 250 a 300 nm y se cuantifica empleanrlo el coeficiente de 
e::::tinción ~"" de 16 mM'1cm·•, reportado en el mismo trabajo. 

A continuación, se diluyó el be, a una concentración final de lµM con un 
amortiguador para activar el complejo: 50 mM Tris·HCl, pH B.O; 660 mM sacarosa; 
1 mM de L-histidina y 0.01% de Tween-20. Las mediciones se realizat·on en el 
espectrofotómetro de doble haz Aminco, DW-2C que contiene un procesador y 
controlador cinético Midan Il, durante las tres horas posteriores a In dilución de In 
enzima, de Ja siguiente manera: 

En la celdilla del espectrofotómetro se colocaron 10 µI de be, 1 µM, más 
cantidades crecientes de citocromo c de caballo (desde l a 20 µM final en la cubeta 
de medición) y suficiente amortiguador 55 mM Tris HCl (pH 7.4), 2 rnM de NaN., 0.5 
mM EDTA de Na, 0.01% de Tween-20 y 20 mM de MgCI, para dos mi. La reacción 
se disparó con DBH, para que quedara a una cone-0ntración final de 15 µM en la 
cubeta de medición. La reducción del citocromo e de caballo se siguió en el modo dual 
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del espectrofotómetro de 550-540 nm, en función del tiempo. También se midió la 
reducción químico del citocromo e por el DBH para restarla al valor de la actividad 
enzimático con diferentes concentraciones de citocromo e de caballo. 

La actividad enzimática fue expresada en número de recambio, seg'1 
( nmolns de 

citocromo c reducido/nmol de citocromo c1 /seg), o bien en actividad eapecfficn (µmol 
de citocromo e reducido/min/mg de proteína). 

Para medir In actividad del be, en las diferentes fracciones obtenidas durante la 
purificación, se aigui6 un proceso similar, coda una fue diluídn n la concentración en 
mg/ml equivalente a la obtenida para el be, a lµM. Se añadió la cantidad necesaria 
en µl para cada ensayo y se utilizaron concentraciones de 30 µM de citocromo c 
soluble de caballo y 15 µM de DBH, análogo de quinona, para disparar la reacción. 
La actividad en este caso, fue expresada en µmolas de citocromo c reducido/min/mg 
de proteína. 

También fue posible caracterizar la inhibicion de la actividad del complejo en 
presencia de algunos inhibidores clásicos de este complejo, como antimicina y 
mixotiazol (von Jagow y Link, 1986). Para nntimicina se utilizó una concentración 
final de 1 µM disuelta en etanol y para mixotiazol de 20.5 µM. 

Titulación de la actividad del complejo be, utilizando al 
inhibidor antimicina A 

Para encontrar la cantidad en moles de antimicina capaz de inhibir a una mol 
del comp1cjo bc1 de Polytcmella spp, ne midió Ja actividad del rriismo en presencia tlt! 
cantidades crecientes de antimicina.Sc empleó la metodología descrita anteriormente 
para medir la actividad. A la solución de 1 µM del complejo be, se le agregó 
antimicina y se tomó una alícuota de esta mezcla para medir actividad en cada 
adición. La antimicina se disolvió en etanol y se realizó un espectro de absorción de 
280 a 350 nm, para calcular la concentración se empleó el coeficiente de extinción 
E,,,.4.8mM'1cm·•. Todas las mediciones se realizaron en presencia de 0.5 rnM final de 
cianuro de sodio. La actividad en este caso, se calculó en pmolns de citocromo e 
reducido/min/mg de proteína. La actividad obtenida sin adicionar antimicina se tomó 
como el 100% y con base en cate dato, se calculó el por ciento de actividnd obtenida 
para cada concentración de antimicina añadida. Con los puntos obtenidos se realizó 
una gráfico de % de actividad contra mol de antimicina/mol de complejo be,. 

Actividad de otros complejos mitocondriales: 

Estas mediciones se realizaron con el método descrito por Di Mauro y col., (1987) 
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en un espectrofotómetro de doble haz Aminco, DW-2C que contiene un procesador y 
controlador cinético Midan II, con el siguiente protocolo: 

Succinato deshidrogenasa: Se midió la reducción de 0.003% de diclorofenolindofenol 
(DCPIP) a 600 nm en presencia de 1.5 mM de KCN, 16 mM de euccinato y 0.05 M de 
fosfato de potasio (pH 7.0). 

NADH deshidrogenasa: Se siguió la oxidación de 0.2 mM de NADH a 340 nm en 
presencia de ferricianuro de potasio (0.85 mM) y 0.035 mM de fosfato de potasio (pH 
7.5). 

Citocromo c oJ<idaea: La actividad de este complejo Ae midió en presencia de 30 µM 
(fina)) de citocromo c reducido con ditionita en un amortiguador 0.01 M de fosfato de 
potasio (pH 7.0), In oxidación del citocromo c por la oxidasa se siguió a 550/540 nm 
y se evaluó en presencia y ausencia de 0.5 mM de KCN. 

Determinación de In masa molecular del complejo i><;. 

Por medio de la filtración molecular es posible estimar las musas moleculares de 
diferentes proteínas. En este caso, ee montó una columna (2.6 x 90 cm) con la resina 
Sefacril S-300 y se equilibró con el amortiguador: 50 mM de fosfato de potasio (pH 
7.5), 150 mM de NaCI, 1 mM de ditiotreitol y 0.1 mg/ml de louril moltósido. Para 
determinar el volumen exclu!do por la columna, se utilizó azul dextrán 200. Los 
estándares de masa molecular utilizados fueron los siguientes: tiroglobulina de 669 
kDa, apoferritina de 443 kDa, 6-amilasa de 200 kDa, alcohol deshidrogenoso (150 
kDa), albúmina de bovino (66 kDa) y anhidrasa carbónico (29 kDa). Cada uno de ellos 
se disolvió en el mismo amortiguador para equilibrar pero agregándole 5% de glicerol. 
Se midió el volumen de lavado de cada estándar y de las muestras problema, leyendo 
densidad óptica a 280 nm para detectar proteína y 415 nm pura detectar In presencio 
de citocromos. Ln masa molecular de las muestras fue determinado por el método de 
Piez (1968). 

Secuencia del citocromo c 1 de Polytomella spp: 

Secuencia del extremo amino terminal del citocromo c,: 

En este caso, se utilizó lo técnico reportada por Motsudoira (1987). Se corrió un 
gel de acuerdo con Shügger y col., (1986) al 16 % de acrilnmidn , In tranferenein a una 
membrana de Problot (polivinilidén fluoruro) se realizó en presencia de un 
amortiguador 10 mM CAPS (pH 11.0), con 10% de metano) durante 4 horas a 250 
mA. La membrana fue teñida después de este tiempo r-0n 0.1 % de azul de Coomassie 
R-250 en 50 % de metanol 5 min y luego desteñida en 50% de metano), 10% de ácido 
acético durante 5-10 min. Después se lavó la membrana con agua bidestilnda. Las 
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bandas de interás se cortaron con un bisturí y se secaron pnra enviarlas n Ju 
Fundación Keck de la Universidad de Yale, E.U.A. donde fue secuenciado el extremo 
amino terminal del citocromo e, con un secuenciador automático (Microsecuencindor 
470 con un análisis de fenilidanto!na de Applied Biosystems). 

Diseño de los desoxioligonucleótidos: 

Para poder amplificar al gene nuclear del citocromo c1 fue necesario diseñar dos 
desoxioligonucleótidos que se utilizaron en la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR, siglas en inglés). 

Una vez que se obtuvo la secuencia de los primeros 10 aminoácidos del extremo 
amino terminal: X E A X D X L H P V S Y P y con el reporte del uso de codones 
para Polytomella agilis, por Conner y col., (1989), se procedió al diseño de un 
desoxioligonucleótido que contuviera la secuencia de nucleótidos que codifica para 
esta región. Para el segundo desoxioligonucleótido, se realizó un estudio con las 
secuencias existentes para citocromo c1 en diferentes organismos como Paraccocus 
denitrificans, Rlwdabacter sphaeroides, Neurospora crassa, Sacharomyces serevisiae, 
Bos taurus primigenius (ver tabla VIII). Con el alineamiento de las secuencias se 
pudo obtener una región altamente similar en el carboxilo terminal E(D) Y E D G 
T P A S V X X M A . Con el uso de codones para Polytomclla agilis se procedió al 
diseño del segundo desoxioligonucleótido. 

Ambos desoxioligonucleótidos fueron sintetizados en el Instituto de Fisiología 
Celular por la Dra. Laura Ongay, en la Unidad de Biología Molecular. 

Aislamiento del DNA nuclear de Polytomella spp: 

Se siguió la técnica descrita por Conner y col., (1989); incubando a las células 
de Polytomella spp en un amortiguador de lisis: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.3 M de 
NaCL; 5 mM EGTA; 2% de SDS y 40 µg/ml de proteinasa K por mi. Se dejó en 
agitación lenta a 4oC durante 30 min: A continuación, se agregó NaCI a una 
concentración final de 1.0 M y se dejó esta mezcla en agitación durante 15 min. Se 
procedió a desproteinizar el DNA con una mezcla de fonol:cloroformo:alcohol 
ieoamflico en proporción 50:48:2 (dos veces) y una vez con 100% de cloroformo. A 
continuación el DNA se precipitó con 100% de etanol y resuspendido con 
amortiguador 2X SSC: 0.03 M de ácido cítrico y 0.3 M de cloruro de sodio. AJ DNA 
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obtenido se le agregó una mezcla de RNAsa A (100 µglml), Tl RNAsa (50 
unidades/mi) y oc-amilaea (100 µg/ml) y se incubó a 37 oC por 2 a 3 hrs. Después se 
limpió el DNA con solventes orgánicos, como en pasos anteriores, se precipitó con 
etanol y se resuspendió en amortiguador TE: 0.1 M de Tris-HCI (pH 7.5) y 0.001 M 
de EDTA disódico. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): 

Para llevar a cabo este paso, se siguió la técnica diseñada por el grupo de Kary 
Mullis (ver Saiki y col., 1985; Mullís y col., 1986; Mullis y Faloona, 1987). En primer 
lugar se buscaron las concentraciones óptimas de MgCl2 que amplificaran un 
fragmento de 500 a 780 pb (de acuerdo con el tamaño del citocromo e" entre 597-720 
aminoácidos). 

Las concentraciones probadas fueron de 1, 2, 4 y 8 mM de MgCl2• Después de 
realizar un PCR para escoger la mejor concentración (aquélla en la que se observó 
mayor cantidad del producto amplificado) se realizó el PCR en un aparato TemCycler 
II modelo 1105 de COY, con las siguientes condiciones: 

Tabla IX: condiciones utilizadas para el PCR: 

Cantidad (µ!) Reactivo 

28.5 aeua destilada 
estéril 

5.0 amortiguador lOX de 
Ja enzima 

4.0 25mMM¡CI, 

10.0 oligonucleótidos para 
tener 200 ng- final de 
cada uno 

1.0 dNTP's 

1.0 DNA nuclear total 

0.5 Taq Po1imerRBa 

total: 50µ1 por + 50 µI de aceite 

ensayo mineral 

En este caso, los ciclos que se utilizaron fueron los siguientes: 
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Table X: Ciclos utilizados en el PCR: 

tiempo temperatura m1mero de ciclos 

12 min 94 oc, 1 

30 seg 940C 

40 seg 50oC 50 

2 min 72 oc 

12 min 72 oc 1 

Una elícuota de 5 µl de cada tubo de PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% 
en amortiguador TBE: 178.4 mM Tris (pH 8.0-8.2), 5 mM EDTA disódico y 177 .9 mM 
de ácido bórico. Esta solución contenía 50 µg de bromuro de etidio por cada 100 mi. 
El gel se corrió en el mismo amortiguador a 100 V durante 1 hora. 

~ Todos los geles que se utilizaron para ver el DNA fueron de 1 % de agarosa 
y bromuro de etidio en amortiguador TBE y corridos a 100 V en presencia del mismo 
amortiguador. Para poder observar las bandas de DNA en el gel se utilizó un 
transiluminador de luz ultravioleta cercana. A partir de este momento sólo se 
mencionarán casos particulares donde el gel utilizado fue de menor concentración de 
agaroea, corrido en las mismas condiciones. 

El DNA amplificado fue extraído del gel con un bisturí y tratado con el sistema 
Geneclean II Kit de Bio 101 Inc. para limpiar y separar de otros contaminantes a la 
banda de DNA de interés. En este caso, se colocó el fragmento de gel de n¡:nrosa en 
un tubo Eppendorf y se midió aproximadamente el volumen que ocuparla. A 
continuación se añadió medio volumen de amortiguador modificador para geles de 
agarosa corridos en amortiguador TBE, y 4.5 volúmenes de solución 6 M de Nal; con 
esta mezcla se dejó incubando durante 5 min a 45 oc. Se añadieron 5 µ1 de una 
suspensión con perlas de vidrio que se unen al DNA, y se dejó incubando con ellas 
durante 5 min en hielo. A continuación se centrifugaron las perlas 5 seg en una 
centrifuga Eppendorf y se lavaron tres veces con un amortiguador de lavado, 
centrifugando en cada ocasión. Para separar al DNA de las perlas se incubó durante 
3 min a 55 oc con amortiguador TE, se centrifugó y se separó el sobrenadaatc; las 
perlas se volvieron a resuspender con amortiguador TE y se repitió el paso de 
incubación para volver a centrifugar y separar al sobrenadante, el cual contenía al 
DNAlimpio. 
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Preparación de células competentes: 

Para poder llevar a cabo la clonación de un fragmento de DNA es necesario 
ligarlo a un plásmido que se exprese en un cepa de E. coli determinada. Para que este 
plásmido pueda entrar a una bacteria ésta debe hacerse "competente", esto es, que 
sea capaz de aceptar la entrada de este plámido. Lo anterior se realiza permitiendo 
que la membrana sea permeable al plásmido. A continuación se describe uno de los 
protocolos para esto: 

La cepa de E. coli DH5a se creció en 5 mi de medio LB durante toda In noche a 
37 oc y 200 rpm de agitación. Un mi de este cultivo se transfirió a 100 mi de medio 
LB y se creció de dos a tres horas más en las mismas condiciones ó hasta tener una 
densidad óptica a 550 nm de 0.5 a 0.6 unidades. 

Las células se centrifugaron a 600 xg durante 10 mina 4 oc y se resuspendieron 
en un amortiguador (frío) Tfb I: 30 mM de acetato de potasio, 50 rnM de cloruro de 
manganeso, 100 rnM de cloruro de rubidio, 10 mM de cloruro de calcio y 12 % e 
glicerol (es importante que el pH de Ja solución se lleve poco a poco hasta pH 5.8 con 
0.1 M de ácido acético, si se sobrepasa este valor es mejor descartar Ja solución, pues 
se forma un precipitado y el amortiguador no funciona). Se deben poner 40 mi del 
mortiguador tlb l por cada 100 mi de células competentes y se debe hacer 
suavemente. Se dejaron en hielo durante un tiempo máximo de dos horas. Se repitió 
el paso de centrifugación y las células se resuspendieron en un amortiguador Tlb U: 
10 mM de MOPS pH 7.0, 75 mM de cloruro de calcio, 10 mM de cloruro de rubidio 
y 12 % de glicerol. Por cada 100 mi de cultivo inicial, se resuspendieron en 4 mi de 
Tbf U. Las célulaa se dejaron durante una hora en hielo. 

Para almacenar las células estas fueron nlicuotadas en volúmenes de 200 µI por 
tubo Eppendorf y guardadas a -70 oc. 

Clonación del fragmento de PCR: 

Con una cantidad suficiente del fragmento amplificado, se procedió a clonarlo. 
Para este fin se empleó un sistema de clonación de fragmentos de PCR de Stratagene 
el cual contenía al plásmido pTA12. La unión del DNA amplificado se realizó con 
ligasa T4 en presencia de amortiguador específico para la enzima. Aproximadamente 
10 ng del fragmento amplificado se ligaron a 50 ng del vector, la reacción se llevó a 
cabo a 16 oC toda la noche o ni menos durante 5 horas. 

El vector con el inserto fué amplificado en Ja cepa DH5a de Escherichia coli, la 
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cual tiene el siguiente genotipo: F" <i>80d/acUM15il.(laczyA-argF)U169 
deoRrecAlendAl hsdR17(rK", m¡J supE44:>;thi-l gyrA96relAl y que fue donada por 
el Dr. Roberto Corla. Esta cepa se hace competente con rubidio, como ya se mencionó 
anteriormente. Las células se descongelaron el mismo día en hielo. 

A cada tubo de la reacción de la ligasa se le agregaron 70 µl de células 
competentes, se incubaron en hielo 20 min y se les dió un choque térmico a 42 oC, 3 
min. A continuación se les agregó 500 µI de medio LB: 1 % de bactotriptona, 1 % de 
NaCl, 0.5% de extracto de levadura (pH 7.0). En este momento, se dejaron crecer 
durante 30 min a 37 oc. Las células se centrifugaron para quitarles el exceso de 
medio LB y se resuspendieron en un poco del líquido sobrante. A cada tubo se le 
agregó 40 µI de 2% de X-Gal y 10 µI de 200 nM de IPTG, las células fueron 
resuspendidas y plaqueadas en cajas de medio LB con 1.5 % de agar y 60 µg/ml de 
ampicilina. Alternativamente, se preparó una mezcla de 40 µI de medio LB, 50 µI de 
2 % de XGal y 10 µl de IPTG por cada caja de Petri. Esta mezcla se plaqueó antes de 
colocar las células ya tranformadas. 

Las colonias de células que llevaran el plásmido con inserto fueron seleccionadas 
por su resistencia a ampicilina y por la falta de actividad de Jl-galactosidasa (colonias 
de color blanco). 

Una vez clonadas las células con el plásmido que llevaba el inserto, se procedió 
a purificar el plásmido para comprobar la presencia del inserto en los mismos, lo 
anterior se llevó a cabo de la siguiente manera: 

Minipreparación de DNA plasmídico: 

Se crecieron las clonas en 5 mi de medio LB con 60 µg/ml de ampicilina durante 
la noche a 37 oC. (Alternativamente, es posible tomar con un palillo estéril un poco 
de bacterias y resuspenderlas en 50 µl de agua destilada estérilJ. 

Las células se recuperaron por centrifugación y se resupendieron en 100 µl de 
medio. Se les agregó 300 µl de un amortiguador TENS: 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 
lmM de EDTA, 10 mM NaCI y 0.1 N de NaOH y 0.5% de SDS, se agitaron y se les 
añadieron 150 µ! de 3M de acetato de sodio pH 5.0, también agitando. El plásmido 
se separó de las membranas y del DNA cromosoma! centrifugando <los minutos. Al 
sobrenadante conteniendo el plásmido se le agregaron 900 µl de etanol ni 100%, se 
centrifugó 2 min para precipitar el DNA plasmídico y se lavó con etanol ni 70 %. El 
DNA se resupcndió en agua bidestilada estéril. 

El plásmido ya purificado fue cortado con la enzima EcoRI en un volumen final 
de 10 µ! durante una hora ó durante toda la noche, a 37 oC . El DNA resultant;e se 
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corrió en un gel de agarosa para observar la presencia del inserto en las clonas 
blancas seleccionadas. 

Una vez confirmada la presencia del inserto, se crecieron las células para hacer 
una preparación en gran escala del plásmido (maxipreparación) con el fin de utilizarlo 
en reacciones de secuencia de acuerdo con Sanger (1977). 

Midipreparación de DNA plasmídico: 

La maxipreparación consiste en crecer 25 mi de la clona deseada en medio LB 
líquido con ampicilina durante toda la noche a 200 rpm y a 37 oc. Las células se 
recuperaron centrifugando 10 min a 5,000 rpm en rotor SS34 de Sorvall. Se eliminó 
el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 10 mM de NaCI. Se centrifugó 
de la misma manera y el precipitado se resuspendió en 0.6 mi de amortiguador de 
LISIS: 25 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM de EDTA, 15 % de sacarosa y 2 mg/ml 
de lisozima. Con este amortiguador se dejaron las células en hielo durante 20 min. 
Pasado el tiempo, se agregaron 1.2 mi por tubo de 0.2 M de NaOH y 1 % de SDS. Se 
mezcló con cuidado tapando los tubos con parafilm y se dejaron en hielo durante 10 
min. A continuación, se añadieron 0.75 mi de 3M de acetato de sodio pH 5.0, se agitó 
con cuidado tapando los tubos con parafilm y se dejaron en hielo durante 20 min. 

Para recuperar el plásmido se centrifugó durante 12 min a 7,500 rpm con un 
rotor SS34, el sobrenadante conteniendo el plásmido se transfirió a un tubo nuevo y 
a cada tubo se le añadieron 5 µl de 10 mg/ml de RNAsa pancreática. Esta RNAsa se 
preparó calentándola durante 10 min y luego congelando a -20 oC. Con la solución 
de RNAna se dejaron incubando los tubos durante 30 min a 37 oc. Para eliminar lu 
enzima se realizó una doble extracción con un volumen de fcnol/cluruformo. El DNA 
del plásmido se precipitó con etanol al 100%. 

A continuación, se resuspendió el precipitado en agua y se añadieron 32 µ1 de 5M 
de NaCl y 200 µ1 de 13% de PEG-8,000 (polietilenglicoll se mezcló cada tubo con 
cuidado y se dejó en hielo durante una hora. Para eliminar el PEG se centrifugó cadu 
tubo 10 min, se eliminó el sobrenadante y se lavó con 70% de etanol. El precipitado 
se secó y resuspendió en 50 µ! de amortiguador TE. 

Reacción de secuencia del gen nuclear del citocromo c1: 

La secuenciación se realizó descuerdo con la reacción de Sanger (1977) y con un 
sistema de USB: Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit, siguiendo el protocolo 
indicado en el mismo: 

Se utilizaron 2-5 µg de DNA del plásmido que contenía el inserto y se llevaron 
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a 24 pi con agua bidestilada estéril. Se aiiadieron 6 µl de 1 M de NaOH y se 
incubaron 5 min a temperatura ambiente. A esta mezcla se Je agregaron 3 µJ de 
acetato de amonio 2M (pH 4.3) se mezclaron bien y se dejaron a 4 oc. El DNA se 
precipitó con 70 µl de etanol al 100% durante 30 min a -70 oc (ó durante toda Ja 
noche a -20 oC). Se centrifugó en centrifuga Eppendorf durante 10 min y el 
precipitado obtenido se lavó con etanol al 70% y se ciejó evaporar para secarlo. 

El DNA precipitado se resuspendió en 10 µl de aguo bidestilada estéril y se 
agregaron 10 ng del oligonucleótido deseado (que permite que In polimerasa se una 
en sentido 3' ó 5'). 2 µ1 de agua y se dejó 30 min n 37 o C. 

A continuación se agregaron 5 µl de la siguiente mezcla: 

12.0 µ! de 10 mM de DIT, 9.6 µl de mezcla de mnrcnjo, 12.0 µl de ATP et ""S, 3.0 
µ! de 13 unidades/pi de secuenasa, 1.6 µI de 14 unidndcs/µJ de pirofosfotnsa y 24.0 
µl de 10 mM Tris- HCI para diluír a la enzima. Con Jo anterior se deja incubando 
durante 5 min a temperatura ambiente. 

Para cada reacción de secuencio (o de transcripción) se colocaron cuatro tubos 
Eppendorf con 2.5 µl de cada uno de Jos nucleótidos (adenina, guaninn,citocina y 
timina). De la mezclo anterior se aí1adió a cada tubo 3.5 µl y se dejó 10 mina 37 oc. 
Pasado este tiempo, a cada tubo se Je añadieron 4.0 µl de solución parn detener Ja 
reacción de trascripción y se cargaron o un gel de de poliacrilomidn realizado de Ja 
siguiente manera: 

Gel de eecuencia: 

Previo a Ja polimerización del gel, se prepararon los vidrios de Ja siguiente 
manera: cada uno fue limpiado con ngua y jah6n y con met.Rnol y acetona, parn 
después poner 700 µl de ailicón (todo esto se realizó con guantes). Coda vidrio media 
20.5 X 60 cm, los separadores fueron de 0.4 mm y se utilizó un peine para poner 
muestras de 2 µl de cada nucleótido. 

El gel contenía 6.0% de acrilamida, 8 M de urca y TBE lX (final). Se mezcló muy 
bien hneta disolver la urea y se pasó através de un filtro MiJJipore de 0.4 µm. A 
continuación se agregaron 50 µl de TEMED (no dilufdo) para una solución de 50 mi 
de acrilamida y 250 µl de 10% de persulfnto de amonio, preparado en el momento. 
Inmediatamente se vació estn mezcla al gel por medio de una jeringa y aguja. 

Una vez polimerizado el gel, se colocó en Ja c8.mara modelo SA de BRL con 
amortiguador TBE en proporción lX arriba y l.5X abajo. Se dejó calentar y se cargó 
Ja muestra con la secuencia ACGT. El gel se dejó correr durante 4 hrs a 2,000 V y 
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se volvió e cargar le muestra de secuencia y se dejó correr el gel durante 4 hrs 6 
hasta que saliera el segundo colorante. Une vez ternúnada la electroforesis se sacó 
el gel colocándolo sobre el un rectángulo de papel filtro Whntman 3MM. Se colocó otro 
rectángulo del mismo tamailo y se puso en un secador de geles conectado a un Speed 
Vac SCllO Savant para ser secado. Después de esto, se colocó en una caja de 
exposición con película Kodak X-OMA T AR del tamaño del gel y se guardó en 
oscuridad toda In noche para revelar al die siguiente. La película fue sometida a 
solución reveladora durante 4 min, se lavó con agua corriente durante 30 seg y se fijó 
durante 4 min, para darle un lavado final can agua corriente. La pellculn después de 
secada se utilizó pare leer la secuencia obtenida. 

Una vez leída la secuencia se procedió al análisis de In misma, por medio del 
paquete de computación GCG (sequence analysis Software package) de Genetics 
Computer Group (Madison Wl), para poder reconocer uno de los 
desoxioligonucleótidos diseñados para el PCR y a partir de él seguir la lectura de la 
secuencia, alternativamente se buscó un sitio para Eco RI en donde so clonó el 
fragmento amplificado del gene del citocromo e, de Polytomel/a spp. 

La secuencia obtenida fue comparada con otras secuencias obtenidas para 
citocromos c1 ya reportados para establecer las semejanzas y diferencias qu6 
existieran entre éstos y el de Po/ytomella spp. 
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Tabla VIII: Segmento de las secuencias de aminoácidos del citocromo tipo c1 de diferentes organismos, para mostrar 
la región consenso cercana al extremo carbo:rilo de estas proteínas. 

Secuencia Conservada en la Región Carboxilo Terminal: 

171 180 
E: D D M I E y E D G T p A s V p Q M 

Y: D D M V E y E D G T p A T T s Q M 
Ne: D G L V D y E D G T p A s T s Q M 

Pe: D D Q V T y E D G T p A T V D Q M 
Re: D D L V T y E D G T p A T V D Q M 

* * * * * * * * * * 

* : aminoácidos idénticos. 

E: Euglena gracilis; Y: Saccharomyces cereuisiae; Ne: Neurospora crassa; 
Pe: Paracoccus denitrificans; Re: Rhodobacter capsulatus. 

A 

A 
A 

A 
G 



Resultados: 

Aislamiento de las mitocondrias de Polytomella 
spp: 

Se hizo crecer a la especie Polytomel/a spp en cultivos de 24 1 con vitamina B, y 
B,,. durante 48 h y a 25-30 oc de temperatura. La figura 10 muestra una célula de 
PolytomeUa spp, crecida en nuestro laboratorio. Estos cultivos dieron alrededor de 2.1 
g de células por litro de cultivo. La extracción de las mitocondrias fue relativamente 
sencilla, ya que la carencia de pared celular permite el rompimiento de las células con 
un homogenizador de vidrio y un vástago de teílón. Por cada 24 1 de cultivo se 
obtuvieron aproximadamente 50 mg de proteína mitocondrial. 

En el pasado, la caracterización de las mitocondrias de Polytomella spp sólo llegó 
a su aislamiento y estudio espectrofotométrico, sin una aproximación a Ja composición 
polipeptfdica de los complejos respiratorios (Lloyd y Chance, 1968). El espectro 
obtenido de las mitocondrias aisladas de este organismo se muestra en la figura 11 
donde se aprecian los picos máximos de absorción para los citocromos. El citocromo 
aa3 presenta un pico a a 608.6 nm, el citocromo b a 566. 7 nm y el citocromo e, a 
553.1 nm. También es posible observar la región Soret de los mismos. Siguiendo la 
técnica descrita por Shllgger y col., en 1986, es posible conocer actualmente de una 
manera aproximada, la composición polipeptfdica de cada uno de los complejos 
mitocondriales incluyendo a los que contienen citocromos. Cada complejo respiratorio 
migrará como una banda discreta de acuerdo con su masa molecular total en unu 
primera dimensión. El une. ecgundn dimensión, iit: corre el gel en condiciones 
desnaturalizantes con SDS, colocando encima de él, la banda del primero. De esta 
manera cada complejo se resuelve en lus subunidades que lo componen. En la figura 
12 se aprecia lo anterior. En este caso, el primer complejo que se puede identificar 
por su elevada composición de subunidades y en consecuencia por su alta masa 
molecular, es la NADH deshidrogenasa. A continuación, migra el complejo II1 
mitocondrial y después la ATPasa. Cabe mencionar que en las mitocondrias del 
corazón de bovino, después de In NADH deshidrogenasa se observa In ATPasa y a 
continuación el complejo de citocromos be, (Shagger y van Jagow, 1991). En el gel de 
la segunda dimensión se pueden apreciar al menos 6 subunidades del complejo be,, 
cuyas masas moleculares aparentes están señalados en la figura. 

Solubilización y fraccionamiento de las mitocondrias de 
Polytomella spp: 

En primer lugar, se titularon las concentraciones del detergente lauril maltósido 
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Figura lOa: Fotografía de microscopía electrónica de una célula de Polytome/la 
spp crecida en el laboratorio. El corte es transversal, por lo que se pueden 
apreciar las mitocondrias y los gránulos de almidón que contiene este organismo. 



Figura IOb: Fotografia de microscopfa electrónica de barrido de un grupo de 
células de Polytomella spp crecidas en el laboratorio para mostrar la forma de las células. 
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Figura 11: Espectro diferencial (reducido menos oxidado) de In fracción 
mitocondrinl de células de Polytomella spp. En este espectro se señalan los 
máximos de abaorción para citocromo an,. b y c1: 

picos y de los citocromos by c1: 432.1 nm, 
pico y del citocromo aa,: 446.2 nm, 
pico IX del citocromo c1: 553.1 nm, 
pico IX b del citocromo: 556. 7 nm, 
pico IX aa, del citocromo: 608.6 nm. 
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Figura 12: Gel azul de los complejos mitocondriales de Polytomella spp, 
realizado con la técnica reportada por Shiigger y von Jagow (1991). En la figura 
se señala el gel de la primera dimensión, corrido en condiciones nativas (4 oC) 
para separar los complejos respiratorios de mitocondrias solubilizadas con lauril 
maltósido y ácido 6-amino capróico y el gel de segunda dimensión, realizado en 
condiciones desnaturalizantes para separar los diferentes polipéptidos que los 
componen. Las flechas que indican la migración de las subunidades del complejo 
bc1• Las masas moleculares colocadas a la derecha del gel corresponden a las 
subunidades del complejo be, de mitocondrias de corazón de bovino. 



(LM) a las cuales era poaible solubilizar al complejo (desde 0.5 hasta 2 g de 
detergente por gramo de proteína mit.ocondrial). Sólo al utilizar la relación 2g de LM 
por g de proteína se obtuvo una buena solubilización. A continuación, este 
solubilizado se centrifugó y el sobrenadante se dializó y se cargó a una columna de 
DEAE-Biogel A, siguiendo la técnica descrita por Ljungdahl y col., (1987). La 
cromatograffa realizada produce cuatro fracciones principales, señaladas en el perfil 
de elución de In figura 13: 

l.• de color amarillo claro, sale en el volumen de exclusión de la columna. 
n .. de color blanquecino, turbia, que se obtiene al lavar la columna con el 
amortiguador conteniendo 150 mM de NaCI. 
llL· fracción de color verde, transparente. Aparece después de la fracción turbia y se 
oh tiene con el mismo a mortigundor conteniendo 150 mM de NaCI. 
IV.· de color rojo-naranja, se obtiene cuando se aplica el amortiguador de equilibrar 
conteniendo 400 mM de NaCI. 

La primera y la segunda fracciones presentan picos de absorción a 280 nm 
mientras que la densidad óptica obtenida a 415 nm es nula en Ju fracción I y muy 
baja en el caso de Ju fracción U. Para las otras dos fracciones se presenta una lectura 
de densidad óptica alta para ambas longitudes de onda, señal de que se hablan 
purificado dos tipos de citocromos. De estas dos fracciones se realizaron espectros de 
absorción entre 350 y 650 nm los cuales revelaron que In fracción III de la columna 
de DEAE-Biogel A, correspondfa n una cit.ocromo oxidase y la fracción IV ni complejo 
be,. La figura 14 muestra los espectros de absorción de las fracciones I (turbia y 
transparente), II y III, para el complejo be,, el espectro se muestra mas adelante. Lus 
fracciones caracteriza bles por su espectro fueron la III y la N, que corresponden a Ju 
citocromo oxidaaa y al complejo bc1, respectivamente. 

Los geles de poliacrilumida SDS para estas fracciones se muestran en la figura 
15. La primera fracción obtenida de In cromato¡;raffa reveló lu presencia de una 
banda de masa molecular alta y la fracción II se resolvió en los geles como un 
conjunt.o de 22 polipétidos, t.odos ellos aparentemente en la misma proporción, cuyas 
masas moleculares fueron semejantes a los de In ATPasa (F¡¡F'1) de bovino. La 
citcromo oxidase mostró un gran contenido de subunidades, muchos de ellos probables 
contaminantes. El complejo bc1 mostró al menos 6 subunidades. Podemos concluir que 
al solubilizar las mit.ocondrias con lauril maltósido se obtienen tres fracciones bien 
caracterizadas: una de ATPasa, otra de citocromo oxidnsa tipo aa.1 y finalmente, una 
del complejo bc1 (fracciones 11, JI! y Nen el orden establecido). 

La fracción l se rccrornatografió en una columna de carboximctil Biogel A, 
buscando un citocromo de masa molecular alta. Sólo se obtuvieron dos fracciones, una 
turbia y a continuación una clara, ambas en el volumen de exclusión de la columna 
y cuyo perfil se muestra en {lfJUra 16a. Para la fracción III se utilizó una columna de 
DEAE·Sefarosa. En el volumen de exclusión se obtuvieron tres picos de proteína, uno 
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Cromatografía del solubilizado de Iauril maltósido de mitocondrias de 
Polytomella spp 
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Figura 13: Perfil de la columna de DEAE-Biogel A. Las flecha indican la 
fracción donde se colocaron los amortiguadores de lavado, y de elución con 150 
ó 400 mM de NaCI. a.- fracción del volumen de exclusión, b.- fracción turbia, e.
fracción de la citocromo oxidasa, d.- fracción del complejo bc1• En todos los casos, 
se muestra la absorbancia a 280 nm y a 415 nm. 
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Figura 15: Electroforesis con SDS de las fracciones obtenidas durante Ja 
purificación del complejo bc1 de Polytomella spp, comparadas con Jos pesos 
moleculares entre 97,000 a 14,500 daltones. El orden por carriles es el siguiente: 
a.- 5 µI de estándares de peso molecular. b.- 20 µg de sobrcnadante del 
solubilizado, c y d.- 20 µg de la fracción excluida al cargar el sobrenadantc del 
extracto con lauril maltósido, c.- fracción turbia (20 µg) obtenida al añadir un 
amortiguador con 150 mM de NaCJ, f.- fracción de oxidasa (20 µg) y g.- 20 µg de 
complejo bc1• 



Perfil de elución de la columna de Carboximetil Biogel A. 
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Figura 16a.: Perfil de la columna de Carboximetil·Biogel A para mostrar las dos 
fracciones en las que se obtuvo un valor alto de densidad óptica a 280 y 415 nm. 
En esta cromatograffa las dos fracciones se obtuvieron en el volumen de 
exclusión. 



Cromatografía de la fracción enriquecida del complejo IV de 
Polytomella spp 
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Figura 16b: Perfil de la cromatografi'a de DEAE-Sefarosa CL6B para mostrar 
los picos de proteína obtenidos en el volumen de exclusión así como el gradiente 
de 0-300 mM de NaCI realizado para purificar a la citocromo oxidasa de 
Polytomella spp. 



de ellos con poca densidad óptica a 415 nm y el resto con ninguna. A continuación se 
corrió un gradiente de O a 300 mM de NaCI y se obtuvo una fracción con valores de 
densidad óptica alta para citocromos y proteína. En Ja figura 16b se muestra el perfil 
de elución de la cromatograffa, mostrando el volumen de exclusión y Ja salida de la 
proteína con el gradiente realizado. Los geles de poliacrilamida-SDS que se presentan 
en la figura 17 indicaron el enriquecimiento de una banda de masa molecular alta en 
la fracción obtenida de la columna de DEAE-Sefarosa, después de correr el gradiente 
de O a 300 rnM de NaCl. Las fraccionee obtenidas en la cromatograffa de 
Carboximetil-Biogel A no mostraron diferencias. 

Los espectros de absorción de 350 a 650 nm no revelaron la identidad de las 
fracciones obtenidas en Ja columna de carbo:rimetil Biogel A ni de aquellas excluídaR 
en la crornntografia de DEAE-Sefarosa. Sin embargo, para la fracción obtenida del 
gradiente se obtuvo el espectro de absorción de Ja citocromo oxidasa. 

Se midió la actividad de citocromo e oxidasa, de succinato deshidrogenasa y de 
NADH-oxidorreductnsa en el sobrenadante del solubilizado con lauril mnltósido, 
sólamente se obtuvo actividad de citocromo oxidasa. 

Para la citocromo oxidnsa extraída de la columna de DEAE-Biogel A se obtuvo 
una actividad promedio de 4.18 µmol/min/mg de proteína la cual es completamente 
abatible por KCN. La oxidasa purificada después de un gradiente en In columna de 
DEAE-Sefarosa, obtuvo una actividad promedio de 3.86 µmol/min/mg de proteína. En 
este caao se obtuvieron 1.17 nmol de hemo aa,img de proteína, Jo que equivale a un 
12 % de pureza. La fracción del complejo bc1 mostró actividad de citocromo oxidasn 
(1.7 µmolas/min/mg de proteína). 

Ei co1nplejo de citocromos bc1 de Polytomella. Rpp: 

La tabla X muestra el rendimiento obtenido en los pasos de purificación más 
importantes, tanto en mg de proteína como en actividad específica y contenido de 
citocromo c1• La actividad específica se incrementó 100 veces con respecto a la inicial 
obtenida en mitocondrias; en número de recambio significó una actividad de 325 seg·' 
(µmolas de citocromo e reducido/µmola de citocromo e, por segundo) después de pasar 
por cromatograffa al extracto de Jauril maltósido. Sin embargo, la recuperación de la 
proteína del complejo bc1 fue del 2% (30 mg finales). La actividad fue sensible a los 
inhibidores clásicos del complejo be,, antimicina y mixotiazol (97.3% con lµM y 99.7% 
con 20.5 µM, respectivamente). · 
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Figura 17: Electroforesis en poliacrilamida-SDS con la técnica de Shagger y col., 
1986 para observar las fracciones obtenidas en la cromatografía de DEAE
Sefarosa y de CM- Biogel A. En todos los casos se pusieron 30 µl de proteína 
Clmg/ml}. 
a.- sobrenadante del solubilizado, 
b.- fracción turbia de la columna de DEAE-Biogel A, 
c.- fracción de oxidasa de la columna de DEAE-Biogel A. 
d-f- fracciones obtenidas en el volumen de exclusión de la columna de DEAE
Sefarosa CL6B. 
g.- fracción concentrada del gradiente de 0-300 mM de NaCl de la columna de 
DEAE-Sefarosa CL6B. 
h.- volumen de exclusión de la columna de DEAE-Biogel A. 
i.- primera fracción del volumen de exclusión de la columna de CM-Biogel A. 
j.- segunda fracción del volumen de exclusión de la columna de CM-Biogel A. 
k.- estándares de masa molecular. 



· Tabla X: Purificación del complejo bc1 de Polytomella spp: 

Actividad 
Fracción Proteína Rendimiento E11pecffica citocromo c1 

mg % unidadee/mg nmol de hemo/ 
mg de proteína 

Mitocondrias 1,500 100.00 0.53 0.12 

E.tracto de 696 46.40 8.90 1.90 
Lauril Malt61ido 

DEAE-Biogel A 30 2.00 52.80 2.70 

Titulación de la actividad del complejo bc1 de Polytomella spp 
en presencia de antimicina A: 

Para obtener el valor de actividad del complejo bc1 con cantidades crecientes de 
antimicina, fue necesario modificar el diseño experimental ya que al titular con 
antimicina se obtenía una inhibición casi total al agregar concentraciones pico 
molares del inhibidor. Esta inhibición se debió 11 la cantidad de etanol que se estaba 
añadiendo provocaba la desnaturalización de la proteína y por tanto, la pérdida de 
la actividad. De acuerdo con los cálculos realizados, la cantidad de inhibidor añadida 
en este momento era insuficiente para inhibir a todas las moléculas de complejo bc1 

en el volumen con el que se trabajó (1 mi de lµM de bc 1). Por lo anterior, fue 
necesario buscar la manera de agregar sólo un 2% total de etanol a una oolución del 
complejo bc1 n1ás dilu!dn. Pura c.ndn medición, se activó ul complejo bc1 diluyendo con 
el amortiguador para activar (Kubota y col., 1992) a 1 µM, después de una hora, se 
diluyó 10 veces con el mismo amortiguador para activar y se le agregaron 50 µl de 
NaCN, 20 mM. A continuación se agregó la antimicina a la concentración más baja 
a utilizar y se tomaron 100 µ! de esta mezcla para medir actividad en un volumen 
final de 2.0 mi, con 30 µM de citoeromo e y 15 µM de DBH. Para cada concentración 
de antimicina se realizó lo anterior, tomando en cuenta el volumen de etanol añadido. 
La tabla XI muestra las concentraciones finales de antimicina en 2.0 mi de 0.1 µM 
del complejo bc1 de Polytomella spp, y en la {¡guro 18 se muestra la gráfica obtenida 
para esta titulación, así como la extrapolación a O % de actividad. 
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Tabla XI: Actividad del complejo bc1 de Polytomelúi spp y la concentración final de 
antimicina añadida al complejo (0.1 µM, en 2.0 mi). La actividad es el promedio de 
tres experimentos diferentes. 

(aotll/ mol anti/ Acllvldad Promedio %de 
(be,) mol bc1 pmol/min/mat prot de Actividad 
mM Actividad 

0/100 o 397.2 596.0 537.51 510.2 100.00 
(100) (100) (100) 

10.5/99.9 0.11 280.2* 514.12 514.12 436.1 91.0 
(86) (96) 

16.0199.8 0.16 357.0 476.15 512.00 448.4 88.0 
(90) (80) (95) 

21J99.8 0.22 357.0 392.73* 440.4 396.7 86.0 
(90) (82) 

28.1199.7 0.42 309.32 452.32 428.5 396.7 78.0 
(78) (76) (80) 

41.4199.6 0.42 261.65 357.00 357.00 325.2 64.0 
(66) (60) (66) 

55.7199.4 0.56 249.73 273.57 214.00 245.8 50.0 
(63) (46) (40) 

94.2199.2 0.95 35.24 28.68 12.00 25.3 . : 5.0. 
(9) (5) (2) . 

135.8/ 1.37 14.38 16.77 11.40 14._2> •.. ,':fa;;~~~- · ... 98.8 (4) (3) (2) . ' . '·~.' .,, .. 

181.3/ 1.84 16.77 11.40 11.40 13.2 < ·?f~é~\ .. : 98.4 (4) (2) (2) . · .. 

281.3/ 2.86 15.00 16.77 9.42 13.7- ..•. ~f .. •• 
98.3 (4) (3) (2) '..) .. ·· ...• ·•. 

. -... ·.'' 
503.3/ 5.13 --- 8.42 9.42 8.9 2.0 
98.0 (1.5) (2) :i. .• 

. ... 
1,128.3/ 11.58 15.30 8.59 ----- 11.9 : 2.0 
97.5 (4) (1.5) 

u = ooncefürao.un. 
• eetoo valores no se tomaron en cuenta para el promedio. 
Loe valorea entm paréntesis son el por ciento de actividad para cada ensayo. 
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Titulación de la actividad del complejo bel de 
Polytomella spp 

% de actividad 
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Figura .18: Titulación de la actividad del complejo bc1 de Polytomella spp en 
presencia de concentraciones crecientes del inhibidor antimicina. 



Espectros de absorción del complejo be, de Polytomella spp: 

En la tabla XII se presentan los picos de absorción que se obtienen con el 
espectro reducido con diferentes sustratos y además los espectros diferenciales. Se 
pueden comparar estos datos con los espectros de absorción del complejo oxidado y 
reducido con diferentes sustratos: 

Tabla XIl: Longitudes de onda (en nm) en las que se encontraron los máximos de 
absorción para los picos y, Jl, y <X del complejo bc1 de Polytomella spp: 

ploo: Aacvs. DBHVll Dltlow 
oxidado oxidado oxidado 

y 422.1 431.6 431.0 

Jl 524.3 523.8 527.3 

ne; 553.6 553.6 553.9 

abe 

abi, 568.3 568.l 

Ase:. ascorbato lmM; DBH: decil ubiquinona; Ditio: Ditionita, 
•=hombro. 

DBHV11 Ditiovs Ditlove 
Aac. Ase. DBH 

432.6 432.6 432.6 

539.0 

553.1 553.6 

558.9* 558.9· 

568.3 567.8 567.2 

El espectro de abtiorci6n del complejo bc1 en su forma oxidada presenta un pico 
máximo a 415.5-416.9 nm, en la región denominada Soret (pico y). Cuando se reduce 
al complejo con ditionita, este pico se corre a 431.6 nm y aparecen los picos a de los 
citocromos b a 567.8- 568 nm y c1 a 553.6-553.9 nm (ver figura 19a), los cuales se 
muestran en el recuadro, así como un pico de absorción a 525.33 nm, de la región de 
picos Jl de los citocromos b y c1• En algunas preparaciones se pudo observar un 
pequeño hombro a 600 nm, evidenciando la presencia del citocromo aa,. que se pudo 
eliminar en posteriores preparaciones. Cuando se redujo preferentemente al citocromo 
c1 con ascorbato y se le restó el espectro oxidado, se obtuvo el pico a de este citocromo 
a 553 nrn aproximadamente. Cabe señalar que no se observó un corrimiento en el 
espectro del mismo, como en el caso del citocromo c 1 aislado de mitocondrias de 
Euglena gracUis y de Crithidia fasciculata (ver figura 19b). 

El pico a del citocromo b puede evidenciarse al realizar un espectro diferencial, 
reduciendo al complejo bc1 con lmM de ascorbato en la cubeta de referencia y con 
ditionita en la de muestra, como se enseña en la figuro 19c. En este caso, se obtuvo 
un pico a de absorción a 566.5- 567.8 nm, diferente del que se obtiene en el complejo 
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Figura 19: Espectros de absorción del complejo bc1 de Polytomella spp utilizando 
diferentes agentes reducrores: 
a.- Espectro diferencial, reducido con ascorbaro contra oxidado, 
b.- Espectro diferencial, reducido con DBH menos ascorbato. 
c.- Espectro diferencial, reducido con DBH menos oxidado. 
d.- Espectro diferencial, reducido con ditionita menos reducido con ascorbato. 
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aislado de corazón de bovino, el cual absorbe a 562 nm. Sin embargo, en el mismo 
espectro se puede observar un hombro a 558.9 nm, que se encuentra en la región de 
absorción del pico ex del citocromo b. Esto puede observarse también en el especlro 
diferencial reducido con ditionita menos reducido con DBH, que se presenta en la 
figura 19d,donde se muestra el pico de absorción a 567.2 nm y un hombro a 558.9 
nm. El pico de absorción, se ha identificado como el hemo de bajo potencial, mientras 
que el hombro pertenece al hemo b de alto potencial. 

Otra de las caracter!sticas interesantes del espectro de absorción del complejo de 
citocromos bc1 es el corrimiento caracterlstico hacia el rojo que se obtiene al añadir 
a los inhibidores antimicina y mixotiazol. El efecto fue estudiado por von .Jagow y 
col., (1984) (para una revisión ver von Jagow y Link, 1986). Estos antibióticos son 
capaces de bloquear el paso de electrones en el complejo bc1 y tienen una constante 
de afinidad muy alta por el complejo y se sabe que su unión es en el citocromo b. La 
tabla XIII muestra los picos de absorción obtenidos al agregar mixotiazol ó 

antimicina al complejo be, reducido con ditionita, así como el efecto de ambos 
inhibidores. Debido a que el mixotiazol produce una deriva en la absorción, el efecto 
del inhibidor no fue t.an claro en espectros directos, por lo que en este caso, se 
presenta una comparación de los espectros directos y diferenciales para obtener el 
efecto del mixotiazol. 

El espectro de absorción para el complejo inhibido con antimicina (figura 20a) 
muestra la existencia de un desplazamiento hacia el azul en el pico de absorción a 
566 nm, ya que precede a un valle a 577 nm. Esto puede observarse también en el 
espectro de absorción que se obtiene al agregar ambos inhibidores (ver figura 20c y 
comparar los datos en la tabla Xlll), existe un pico a 561.3 nm evidenciando este 
corrimiento hacia el azul. 

Tabla XIII: Efecto del mixotiazol y In nntimicinn sobre el espectro de absorción del 
complejo be, de Polytomella spp, se muestran los valores de las longitudes de onda (en 
nm) en los que se observó un máximo de absorción (en algunos casos se señalan los 
mínimos de absorción importantes para la discusión). 

pico Ditio+Anti· Dltlo+Anti+Mllo Mixo·l.b. Mixo+ Anti 
Ditio ·Mlxo 

"( 438.0 437.0 437.3 439.9 

cxb p:568.0* p:568.1* v:563.4 p:561.3 

v:577.0 v:577.0 p:578.8 v:568.1 

p:574.9 
u1 10: ut 1omi.u; muco: m11ot1aio , J.u.: nea l)liljt:, rea 1zae1a restando Ja cuoo~a Cle muestra menos In ac 
referencia ambas oon el romplejo bc1 reducido con ditionita. 
• promedio de verioe eepectroe. v: valle; p: pico 
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Figura 20: Espectros diferenciales del complejo bc1 de Polytomella spp reducido 
con ditionita en la cubeta de muestra y referencia para obtener el efecto de los 
inhibidores mixotiazol y antimicina: 
a.- Espectro diferencial para ver el efecto de la antimicina: antimicina+mixotiazol 
menos m.ixotiazol. 
b.- Espectro diferencial mostrando el efecto del mixotiazol: mixotiazol menos 
reducido con ditionita. 
c.- Espectro diferencial con el efecto del mixotiazol y la antimicina juntos: 
antimicina + mixotiazol menos reducido con ditionita. 



En la tabla XIII se puede apreciar que el pico y de loe citocromos está desplazado 
5 nm aproximadamente hacia el rojo con mixotiazol. Así mismo, los espectros con 
mixotiazol (ver {¡gura 20b), tant-0 directos como diferenciales, muestran un valle entre 
563 y 567 nm precediendo a un pico de absorción entre 575 y 580 nm, lo que refleja 
un corrimiento hacia el rojo. Sin embargo, de manera comparativa se puede observar 
que, donde existe un·valle en Jos espectros de absorción con mixotiazol, aparece un 
pico para el espectro con nntimicina (566-568 nm). Este pico de absorción precede a 
un valle de absorción a 573-575 nm; lo que muestra un corrimiento hacia el azul en 
el espectro. El efecto de ambos inhibidores no se anula cuando se añaden ambos (ver 
figuro 20c y tabla XIII), ya que se obtiene un pico de absorción a 561 nm, un valle a 
568 nm y otro pico a 575 nm, lo cual indica un corrimiento hacia el azul y otro hacia 
el rojo. Esto es diferente de lo que se observa en el complejo aislado de corazón de 
bovino, donde ambos inhibidores producen un corrimiento hacia el rojo. 

Polipéptidos del complejo bc1 de Polytomella spp 

El complejo bc1 está compuesto por 10 subunidades distinguibles mediante un 
barrido densitométrico del gel de poliecrilamida-SDS que ne muestra en la figura 21. 
Comparativamente, Euglena gracilis con tiene 10 subunidndes, al igual que 
Sacharomyces cereuisiae. En cambio, el de corazón de bovino posee 11 subunidades, 
como se muestra en el mismo gel. Por las masas moleculares aparentes obtenidos por 
el análisis del barrido densitométrico, es posible identificar a las subunidades I y Il 
(ó subunidndes estructurales), a la subunidad IU ó citocromo b, a la subunidad IV ó 
cita<:romo c1 y la subunidad V 6 proteína fierro-azufre. El resto de lae subunidndes son 
semejantes en masa molecular aparente a las del complejo aislado de mitocondrias 
de corazón de bovino. Ln tnhla XIV muestra las mnono moleculares aparnnte• 
obtenidas. 

Masa molecular del complejo: 

La masa molecular del complejo bc1 de Polytomella spp, obt<>nido por EGPA-SDS 
fue de 252.6 kDa (sumando las masas de les distintas subunidades), cercano a In del 
complejo aislado de corazón de bovino, que es de 247.8 kDa. Para conocer In masa 
molecular hidrodinámica decidimos utilizar una columna de filtrnci6n molecular de 
Sefacril S-300. La curva de calibración, utilizando un rango de masa molecular entre 
29 y 669 kDa, se muestra en la figura 22. El valor obtenido para el complejo bc1 de 
mitocondrias de corazón de bovino y de Polytome/la spp fué de 537 .6 kDa para el 
primero y de 256.3 kDa para el segundo, indicando que el complejo de bovino es 
dimérico mientras que el de Polytomella spp se comporta como un monómero. 
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Figura 21: Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (Shiigger y col., 1986) 
para comparar el complejo bc1 de mitocondrias aisladas de corazón de bovino con 
el de Polytomella spp. Carril 1.- complejo bc1 de corazón de bovino, 2.- complejo 
bc1 de Po/ytomella spp y 3.- estándares de masa molecular en el rango de 97400-
14400 Da. 
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Figura 22: Curva de calibración obtenida por filtración molecular en una 
columna de Scfacril S-300 con estándares de masa molecular en un rango de 669 
- 29 kDa. El complejo be, de corazón de bovino es el punto A y el de Polytomella 
spp el punto B. 



Tabla XIV: Composición polipeptídica de las subunidades del complejo bc1 de 
PolytomeUa spp comparados con la obtenida en corazón de bovino y con datos 
obtenidos de la literatura para levadura (para una revisión ver Trumpower, 1990). 

M a • a M a • a M a • a 
molecular molecular molecular 

SUBUNIDAD aparente CkDa) relativa (kDa) aparente CkDa) 
en Pol;ytoJMUa de levadura: en bovino: 
opp: 

1 50.1 50 49 

u 46.2 45 47 

DI 35.5 42 43.7 

IV 32.5 42 27.9 

V 25.5 25 25 

VI 16.1 14.5 
' ' .. , 
•:. 13.4" : ' 

VD 12.6 14.4 ",, .. 1 • :T::.ii<.· .. ··•·•· ',,' 

VDI 12.2 12.3 ''.9.2 .' 

IX 11.0 7.3' s:o 
X 10.9 8.5 7.2 

XI --- ---- 6.4 

Detección y análisis de algunas de las subunidades del complejo 
de citocromos bc1 de Polytomella Bpp: 

En organismos fotosint.éticos como Solanum tuberosum (papa) o en protistas 
como Crithidia fasciculata, se aislaron complejos bc1 en los cuales existfa una tercera 
subunidad estructural (Berry y col., 1991, Priest y Hajduk, 1992). Siendo el género 
Polytomella cercano a C. fasciculata, cabrfa la posibilidad de que también el bc1 

tuviera tres subunidades estructurales. En el caso del complejo de papa, es posible 
detectar las tres subunidades eetructurnles por electroforesis con el método de 
Laemmli (1970) pero no en el sistema ShHgger y col., 1986, donde se observan sólo 
dos subunidades. Por lo tanto, se corrieron geles con el primer sistema para el bc1 de 
PolytomeUa spp. En la fwura 23A, se observa que el patrón polipeptídico de 10 
subunidades y dos subunidades estructurales se conserva. Con el mismo sistema de 
electroforesis, se presentan tres subunidadcs para el complejo aislado de 
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Figura 23 A.· Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS siguiendo el método 
de Laemmli para comparar la composición polipéptidica de las subunidades 
estructurales, En 1: corazón de bovino, 2: Solanumtuberosum (papa) y 3: 
Polytomella spp. B.· Gel de EGPA-SDS e inmunorréplica tipo Western para las 
subunidades estructurales del complejo be, de Polytomella spp, líneas 1 y 4: 
anticuerpos específicos para la subunidad 1y11, respectivamente, mostrados en 
inmunorréplica; líneas 2 y 3: gel que muestra a estas subunidades teñidas con 
azul de Coomassie, 



mitocondrias de papa y dos para el complejo obtenido a partir de mitocondrias de 
corazón de bovino, confirmando la existencia de dos subunidades estructurales en 
Polytomella spp. 

También se generaron y se purificaron anticuerpos contra las subunidades I y II 
del complejo bc1 de Polytomella spp, que se muestran el panel B de la figura 23. 
Estos anticuerpos son específicos para cada una de las subunidades y no reconocieron 
a sus homólogas en el bc1 de corazón de bovino, en una inmunorréplica tipo Western. 
Para poder determinar si existían similitudes entre las subunidades I y I! de 
Polytom¿IJa spp, con las subunidades 1 y II de otros organismos, se procedió a 
secuenciar loe primeros aminoácidos del extremo amino terminal de ambas proteínas, 
como se muestra en la tabla XV: 

Tabla XV: Análisis de la secuencia del extremo amino terminal de las subunidades 
I y II del complejo bc1 de Polytomella spp: 

Cic:\o 

H 11 U JS 1' 11 11 n 

B. ll X Pro Ala Ala Ala Val PIH lAu X Tyr Ala Pro Phe Ph• Pro Ala Ala 

Los anticuerpos generados contra las subunidades de un complejo bc1 pueden 
mostrar reacción cruzada con las subunidadcs de complejos bc1 aislados de diferentes 
organismos. Esto indica regiones ó epftopos semejantes en las diferentes proteínas. 
Nosotras trntnmos de encontrRr una reacción cruzada con los anticuerpos generados 
contra diferentes subunidades del complejo be1 de corazón de bovino y del complejo 
be, de Polytamella spp. Probamos anticuerpos dirigidos contra las seis primeras 
subunidades del complejo de corazón de bovino. En la figura 24 aparece la 
inmunorréplica con las subunidades con las que si se obtuvo la reacción cruzada. 
Estas fueron: subunidad IV ó citocromo e,, subunidad V 6 proteína fierro·azufre y 
subunidad VI. En el caso de la protefna fierro-azufre, se obtuvo una señal de dos 
bandas, lo que manifiesta la proteólisis parcial de esta subunidad. Al aplicar 
inhibidores de proteasas a los amortiguadores de lu columna de DEAE-Biogel A, se 
pudo evitar esta degradación. 

Una de las reacciones que cataliza el hemo de los citocromos es la de peroxidasa, 
con la cual es posible teñir el hemo unido covalentemente a la proteína con 
tetrametilbencidina, dando un color verde-azul en geles desnaturalizantes de EGPA
SDS. El citocromo c1 de Polytomella spp pudo reconocerse de esta manera, 
confirmando la reacción cruzada obtenida con los anticuerpos específicos. El gel teñido 
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Figura 24: Inmunorréplica tipo Western del complejo bc1 de Polytomella spp 
decorado con anticuerpos dirigidos contra las subunidades del complejo bc1 de 
corazón de bovino. Línea 1: gel de EGPA-SDS para mostrar las subunidades del 
complejo de Polytomella spp, línea 2: inmunotinción con el anticuerpo contra 
citocromo c1 de corazón de bovino, línea 3: anticuerpo contra la subunidad V y 
línea 4: anticuerpo contra la subunidad VI. 



con tetrrunetilbencidina se muestra en la [¡¡¡uro 25 en comparación con un gel corrido 
en las mismas condiciones y teñido con azul de Coomassie. 

La reacción en presencia de tetrnmetilbencidina confirmó que el citocromo c1 
contenía un hemo covalentemente unido a la proteína. Sin embargo, esta tinción no 
establece si la unión es a través de uno o dos enlaces con cisteínas. El espectro de 
absorbencia muestra la ausencia de un corrimiento hacia el rojo al reducir a este 
citocromo con 1 mM de ascorbato. Lo anterior dirigía el estudio a conocer la secuencia 
de aminoácidos de Ja región de unión del grupo hemo para poder compararla a las 
mismas regiones en citocromos tipo c1 de diferentes especies. 

La secuencie de aminoácidos ee obtuvo de manera indirecta por medio de In 
obtención y purificación del gene nuclear que codifica para este citocromo. Debido a 
que la obtención de ADN nuclear de P. agilis ya había sido reportada (Conner y col., 
1989) fue posible purificar el gene del citocromo tipo c1 por medio de Ja amplificación 
del mismo utilizando Ja reacción en cadena de la polimerasa. 

Para la obtención del gen amplificado fue necesario el diseno de dos 
desoxioligonucleótidos. Del análisis de las secuencias de las regiones carboxilo
terminal (tabla VII[) se obtuvo una secuencia altamente conservada con In que se 
diseñó un desoxioligonucleótido para la región homóloga en el gen y In secuencia de 
los primeros 13 aminoácidos de la región amino-tenninal del citocromo c1 de 
Polytomella spp sirvió para construir el desoxioligonucleótido de esta región. La figura 
26 resume el análisis realizado para la elaboración de Jos dos desoxioligonucleótidos. 

La amplificación el gene nuclear del citocromo c1 de Polytomella spp dió Jugar 
a un fragmento de 0.8 kb (kilobascs) (ver figura 27a) de tamaño mayor u lo esperado 
(0.5 Kh). Considerando que los citocromos tienen 187 aminoácidos, Jo que daría un 
tamaño de 560 bases traducido a ADN, el mayor tamaño era un indicador de que el 
gene del cit,ocromo c1 ele Polytnmella spp1 contiP.ne int.roneA. 

Para poder secuenciar el fragmento del gene nuclear del citocromo c1 fue 
necesario obtener mayor cantidad del mismo. Por lo que se clonó el fragmento en un 
vector de expresión para productos de PCR, que se expresó en la bacteria Escherichia 
coli. Esta estrategia permitió seleccionar aquellas colonias que crecieran en un medio 
con ampicilina, pues el plásmido lleva el gene que confiere la resistencia a este 
antibiótico y que no puedan degradar Jl-galactósido, por estar interrumpido el gene 
que codifica para la enzima Jl-galactosidasa con el fragmento de PCR insertado. Las 
colonias fueron de color blanco, las colonias en las que no se insertó el amplificado de 
PCR, fueron de color azul. En la figuro 27b se muestra el fragmento de PCR clonado 
en el vector de expresión, con un tamaño de 4.9 kb y el fragmento de PCR de 0.8 kb. 

La secuencia do nucleótidos y de aminoácidos obtenida hasta el momento, se 
muestra en la figura 28. Hemos encontrado dos regiones de intrones en la secuencia 
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Figura 25: Tinción con tetrametilbencidina del hemo del citocromo tipo c
1 

de 
Polytomella spp. Línea 1: gel teñido con azul de Coomassie para ver la posición 
de este citocromo con respecto al resto de las subunidades del complejo; línea 2: 
gel teñido con tetrametilbencidina. 



ANALISIS DE LA SECUENCIA AMINO TERMINAL: 

X E A X D X L H P V S Y P 

desoxioligonucleótido diseñado: 

5' GGAG-GGA-TCC-GAU(C)-GGU(C)·CUU(C)· 

CAU(C)-CCC-GUU(C)·UCU(C)·UAC-CCC 3' 

ANALISIS DE LA SECUENCIA CARBOXILO TERMINAL: 

E(D) Y E D G T P A S V X X M A 

desoxioligonucleótido diseñado: 

5 C·CAT-TCC-G(A)AG·G(AlGT(Al·G(A)GC·GGG· 

G(A)GT-G(A)CC-GTC-CTC·GTA·C(A)TC 3' 

Figura 26: Análisis de las secuencias amino y carboxilo terminal del citocromo tipo 
c1 para el diseño de los dos desoxioligonucleótidos utilizados para la amplificación del 
gene nuclear del citocromo c1 de Polytomella spp. 



a 

2 
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Figura 27 a: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Línea 1: pesos 
moleculares (kb ladder) con un valor de 12,216 bases a 506 bases; 
lfnea 2: producto obtenido de PCR cuyo peso molecular es de 0.8 Kb. 
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2 

-0.8 Kb 

Figura 27 b: Gel de agarosa al 1% que muestra en la línea 1 
estándares de peso molecular ( 12126- 500 pares de bases) y en la línea 
2 el producto de ligación y clonación. La banda de mayor peso 
molecular es el plásmido de 2.9 Kb y la siguiente, de 0.8 Kb, 
representa el fragmento del gene nuclear del citocromo c1 de 
Polytomella spp. 



desoxiollgonucleótido 5': 

Tl'G GAG GGA TCC GAT GGT CTT CAT ccc GTT TCT TAT ccc 
L E G s D G L H p V s y p 

TGG TCC CAG GCG GGC ATT GGC AGC TCC TIT GAC GAG 1'CT 
w s H E G G s s F D H s 

GCC ATT CGC CGT GGT CAC CAG GTT 1'AT A'IT TAA T'IT 'l'AT 

A R R G H Q V y ............. IN'l'RÓN ............. 

CTA AAT ATf GAT AAT GTT TAG ATG GAG TTT AAT AAG GTT 
............................................................. INTRÓN ..................................................................... 

GGA 'ITG ATf TIT TTC CTT ATI' TGC TTT TGT AGG TGT GAG 
................................................................. INTRÓN ...................................................... Q 

CAG GTT TGC GCT GCT TGC CAC TCC ATG AAC TAC ACC CAT 

Q V e A A e H s M N y T H 

TGG CGT CCA GTf GTC GGT ATT TGC TAC ACT GAG GAT GAG 

w R p V V G e y '1' E D E 

GCC AAG GCT C'IT GCT GCT GAG AC1' GSG G'l'G TGC TAG ATT 

D E A K A L A A E T E V e 

TTf ITl' 'ITA TIT TAT TAT TGT 

............................. INTRÓN ................................ 

Figura 28: Secuencia parcial del citocromo tipo c1 de Polytomella spp en la que se 
muestra la región de unión del hemo a la proteína. En este caso, se presenta tanto la 
secuencia de aminoácidos como la de nucleótidos y se indican los sitios en los que se 
encontraron los intrones. La región de unión del hemo a la proteína se muestra con una 
línea continua. 



de nucle6tidos, lo que va de acuerdo con el resultado de un mayor número de bases 
con respecto a lo esperado. Al inicio de la secuencia se muestra uno de los 
desoxioligonucle6tidos diseñados para In reacción de PCR y que también se utilizó en 
la reacción de secuencia. Cabe señalar que, para poder llegar a la secuencia de unión 
para el grupo hemo, se necesitó diseñar otro desoxioligonucleótido con In secuencia 
del intrón cercano a ella. Este desoxioligonucleótido sólo se utilizó en In reacción de 
secuenciación. 

Por otro lado, cabe destacar que la secuencia de aminoácidos, deducida a partir 
de In secuencia de nucleótidos, para Ja región de unión al grupo hemo fue C A A CH 
del tipo C X X C H, secuencia consenso para este tipo de cito cromos (ver figum 29). 
Esto va de acuerdo con la falta de un corrimiento hacia el rojo en el espectro de 
absorción del citocromo c1 reducido con ascorbato. 

Al analizar la secuencia del producto de PCR del citocromo c1, encontramos que 
existe un intrónjusto antes del sitio de unión del grupo hemo. Es interesante que éste 
se presenta antes del sitio C X X C H y que por tanto, puede tener alguna relevancia 
en el procesamiento del RNA. 
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Figura 29: Fragmento del gel de la secuencia de nucleótidos que representa la 
región de unión del hemo al citocromo c1 de Polytomella spp, a la derecha se 
muestra la traducción de la secuencia a aminoácidos. 



Discusión: 

El complejo bc1 de Polytomella spp: 

Purificación: 

En el presente trabajo, hemos logrado la purificación del complejo bc1 de 
Polytomella spp, un alga incolora de la familia de las Chlamydomonadaceas. En esta 
familia también se clasifican las algas unicelulares fotosintéticas, cuyo repreaenlante 
Chlamydomonas, es el que le da nombre a la familia. Para caracterizar a las 
mitocondrias de Polytomella spp, se hizo un estudio espectrofotométrico. En los cuales 
se observaron los pican ex de absorción de los citocromos que se encuentran en la 
mitocondria: a 553 nm el citocromo tipo c1, a 566.7 nm el del citocromo by a 608.6 nm 
el del citocromo aa, (figura 11). Este espectro de absorción es igual al que obtuvieron 
Lloyd y Chance (1968) con mitocondrias de Polytomella caeca. Lluma la atención la 
separación tan clara que ee obtiene entre los picos a de los citocromos c1 y b, In cual 
es difícil de observar en las mitocondrias de otros organismos. Este comportamiento 
se debe a un corrimiento en la banda de absorción de los hemos del citocromo b. A 
continuación, se decidió realizar una electroforesis nativa de acuerdo a ShB.ggcr y van 
Jagow (1991), para poder observar la composición polipcptídica de los diferentes 
complejos respiratorios en un gel. La solubilización de las mitocondrias en presencia 
de los detergentes E-amino caproico y lauril malt6sido permitieron resolver en un 
primer gel cada uno de los complejos respiratorios separados por su masa molecular 
global. Esta electroforesis se realiza en condiciones nativas a 40C y con azul de 
Coomassie para proporcionarle carga a los complejos. La composición polipeptfdica de 
cada uno se obtuvo con una oegunda electroforesis, colocando una banda del primer 
gel sobre otro, el cual se corre en condiciones desnaturalizantes (en presencia de 
SDSJ. 

Para identificar a los complejos resueltos en el segundo gel, se emplearon los 
criterios de número total de subunidades y de subunidades características, 
reconocibles por au semejanza en el valor de la masa molecular ron otros complejos 
respiratorios. El complejo de mayor masa molecular fue la NADH-deshidogenasa con 
más de 20 subunidades, a continuación el complejo bc1 y después las suhunidades ex 
y~ de la ATPasa. Este patrón electroforético contrasta con el que se obtiene para las 
mitocondrias de corazón de bovino (Shagger y von Jagow, 1991), en el cual el complejo 
be1 migra después de la ATPasa, indicando que la masa molecular aparente del 
primero es menor al de la ATPasa. El segundo gel además muestra que el complejo 
be1 de Polytomella spp contiene al menos 6 subunidades identificables por su masa 
molecular aparente. La masa molecular aparente en kDa de estas subunidades se 
muestra en la figura 12, en la también se observa que su valor es semejante al de las 
mismas subunidades en el complejo de corazón de bovino. 

48 



Para poder solubilizar al complejo, se llegó a una relación de 2 g de lauril 
maltósido/g de proteína mitocondrial después de titular la cantidad de lauril 
maltósido (LM) desde 0.8 g hasta 2 g del detergente por g de proteína mitocondrial. 
La relación g de LM/g de proteína mitocondrial utilizada debe ser un factor 
importante para este resultado, debido a que para poder obtener al complejo be, de 
levadura se empleó la relación 0.8 g de LM/g de proteína y para corazón de bovino de 
1 g de LM/g de proteína. En ambos casos sólo se obtiene a la citocromo oxidasa 
(complejo IV) y al complejo be, (complejo IIJ) en este trabajo, además de las 
fracciones conteniendo a los complejos III y IV, obtuvimos otras dos fracciones. Una 
de ellas ee obtuvo en el volúmcn de exclusión de la cromatograITa y corresponde a un 
citocromo. Al utilizar una fuer.t.a iónica baja ( 150 mM de NaCI) se obtiene la fracción 
de la ATPasa y de la citccromo oxidasa y con una mayor fuerza iónica (400 mM de 
NaCI) parificamos al complejo bc1, en ambos casos, no se utilizó un gradiente de 
fuerza iónica. Sin embargo, la fracción del complejo be, posee actividad de citocromo 
oxidasa (1.7 µmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína). Esto es sorprendente 
debido a que el gel de la purificación del complejo be, contiene pocas bandas 
contaminantes, que se tiñen levemente y que, nl realizar el barrido densitométrico no 
se detectan bandas contaminantes en la misma proporción que las bandas que 
componen al complejo (ver figura 15). Además, los espectros visibles no muestran 
contaminación por citocromos aa, (figura 14). Probablemente, sea necesario realizar 
un gradiente que eliminara esta fracción contruninnte. 

Actividad del complejo bc1: 

La preparación obtenida mostró un enriquecimiento en su actividad específica, 
como se muestra en la tabla X. El porcentaje de recuperación de proteína con respecto 
al total es muy bajo, sin embargo, la actividad específica se incrementó en la fracción 
obtenida de la crouu.Lograf!a en DEAE-Bio¡;cl A. El complejo oc1 de Pnlytnmplfn •pp, 
tiene una actividad específica cercana a la que se obtiene en purificaciones de corazón 
de bovino (300 8 1

) la cual fue de 52.8 µmol de citocromo e reducido/min/mg de 
proteína equivalente a un número de recambio de 325 s·'. En comparación, los 
complejos be1 purificados n partir de las mitocondrias de otros protozoarios presentan 
una actividad muy baja: 2.6 s·• partl Euglena gracilis y 1.9 8 1 pura Crithidia 
fasciculata. La técnica empleada por nosotros en la purificación del complejo oc1 

puede ser la responsable del enriquecimiento en In actividad, yn que Ljungdahl y col., 
(1987) señalan que el lnuril maltósido puede generar el rompimiento de vesículas 
selladas de lauril mnltósido y la membrana mitoc<mdrial, por lo que la ncccquibilidad 
de sustratos puede ser mayor. Est.c detergente mantiene las interacciones que se 
establecen en la estructura cuaternaria del complejo, lo cual no se observa con el 
detergente Tritón X-100, el cual puede estar disociando a In proteína fierro azufre de 
E. gracilis. El detergente CHAPS utilizado durante la purificación del complejo oc1 
de C. fasciculata puede provocar la pérdida de la actividad por un efecto similar. Por 
lo tanto, la técnica descrita por Ljungdahl y col., (1987) utilizando lauril maltósido 
como agente solubilizndor asegura una preparación de complejo be, activo. 
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Al igual que otros complejos be,, el de Polytomel/a spp es altamente sensible a la 
unión de antimicina. Lo anterior se pudo apreciar en el experimento de titulación de 
la actividad del cnmplejo be, en presencia del inhibidor lf¡gura 18). Cuando se realiza 
la extrapolación para obtener el 0% de actividad, se encuentra que la relación de mol 
de antimicina/mol de be, es de 1:1. 

Considerando lo anterior podemos afirmar que tenemos el primer cnmplejo bc1 
purificado de un protozoario que presenta incremento en su actividad específica 
durante la purificación y que está enriquecido en su contenido de subunidades. 

Composición polipeptídica del complejo be, de Polytomella spp: 

La fracción enriquecida del complejo bc1 tiene 10 subunidades analizadas en un 
gel de poliacrilamida SDS por medio de un barrido densitomótricn. Las masas 
moleculares aparentes se muestran en la tabla XIV. Otros organismos unicelulares 
como E. gracilis y S. cereuisiae poseen 10 subunidades al igual que Polytomel/a spp, 
y a diferencia del complejo obtenido de mitocondrias de corazón de bovino, que posee 
11 polipéptidos. El tener un número elevado de subunidades que carecen de grupos 
oxidorreductores parece ser una característica privativa de loe organismos eucariontes 
(ver tabla lll). 

Otros complejos be1 como el de Solanum luberosum (papa) y de C. fascicu/ata 
poseen tres subunidades estructurales (ó subunidades de alta masa molecular) las 
cuales son distinguibles en un gel con la técnica de electroforesis establecida por 
Laemmli (1970) en cambio, con el sistema de electroforesis de Shügger y col., (1986) 
sólo se resuelven en dos, por lo cual se pensó que en Polytomella spp podría estar 
ocurriendo lo mismo, así que se corrió un gel con las muestras del complejo bc1 de 
papa, de corazón de bovino (que sólo posee dos subunidades estructurales) y de 
Polytomella spp en el sistema de electroforesis de Laemmli. El gel mostró que existen 
don nubunidedes estructuro le• para el complejo be, de Polytomella spp y que estas dos 
subunidades presentan una mayor diferencia de masa molecular aparente entre ellas 
que la que existe entre las subunidades I y II de corazón de bovino (ver r¡gura 2:JA). 
En contraste, en el complejo be1 de papa se pueden observar claramente las tres 
subunidades estructurales. 

En el caso de los anticuerpos generados contra las subunidades I y II del 
complejo be, de Polylomella spp, ninguno de los anticuerpos reaccionó con las 
subunidades I y II del complejo de corazón de bovino. Las subunidades estructurales 
presentan un aspecto interesante, ya que se sabe que Ja subunidad I de Neurospora 
crassa tiene una secuencia semejante o casi igual a la de la proteína PEP (protein 
enhancing protein o proteína que facilita Ja intemalización de las proteínas que 
provienen del citoplasma hacia la mitocondria). En corazón de bovino y levadura, la 
subunidad I del complejo tiene casi la misma secuencia, por lo que estas proteínas 
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han sido agrupadas en una familia de proteínas procesadores. En Polytomel/a spp 
la secuencia de los primeros 12 aminoácidos de la subunidad 11 es muy parecida a 
una parte de la secuencia de aminoácidos de la subunidad I del complejo bc1 de N. 
crassa. Sin embargo, para la subunidad I, son pocos los aminoácidos que pueden 
identificarse como iguales a los de otras subunidades I (bovino, N. crassa, levadura), 
solo la secuencia Ala-Val-Ala de los primeros aminoácidos (ver tabla XV), se 
encuentra en bovino y N. crassa. Probablemente se necesite secuenciar una región 
que contenga menos variaciones para encontrar homologías entre las subunidades 1 
de estos complejos. 

Por otro lado, utilizando anticuerpos dirigidos contra las primeras seis 
subunidades del complejo bc1 de corazón de bovino, se pudo obtener reacción cruzada 
con lllB oubunidadcs IV, V y VI de Polytomella spp, que equivalen el citocromo c1, a 
la proteína fierro-azufre y Ja subunidad VI de corazón de bovino ([¡gura 24). Lo 
anterior contrasta con la ausencia de reacción cruzada parn las subunidades 
estructurales I y II de Polytomella spp. 

Otra de las técnicas para identificar al citocromo c1 de Polytomella spp fue la 
tinción con tetrametilbencidina, aprovechando que el hemo de los citocromos es capaz 
de actuar como peroxidasa. En este caso, la tinción se realizó en geles 
desnaturalizantes con SDS y se obtuvo una banda verde-azul (figura 25), que 
corresponde a la masa molecular aparente del citocromo e,, determinado en geles 
teñidos con azul de Coomassie. Al citocromo b no es posible observarlo con estos geles, 
ya que el hemo se encuentra unido sólo por enlaces de coordinación a 4 histidinas de 
la proteína, por lo que al utilizar SOS en los geles, este hemo se pierde. 

El análisis aqu! realizado nos permite concluir que el complejo bc1 de Polytomella 
spp consta de 10 subunidades a juzgar por los geles de poliacrilamida SDS teñidos 
con azul de Coomassie utilizando el método de Shagger y col., (1986). Posee sólo dos 
subunidades estructurales 11y11), dos citocromos uno tipo b, identificado por su masa 
molecular aparente (35.5 Ir.Da) cercana a la del citocromo b de corazón de bovino (43. 7 
kDa) y otro tipc c1, identificado por Ja reacción cruzada con el anticuerpo dirigido 
contra Ja misma subunidad en corazón de bovino y por Ju tinción con 
tetrametilbencidinu. La subunidad V es Ja proteína fierro-azufre identificada por Ju 
reacción cruzada con el anticuerpo dirigido contra la subunidad V de corazón de 
bovino y por su masa molecular aparente de 25.5 Ir.Da, semejante a la de la subunidad 
V de corazón de bovino de 25 kDa. La subur.idad VI también es semejante en musa 
molecular a su correspondiente en corazón de bovino, 16.1 Ir.Da para Polytomella spp 
y 13.4 Ir.Da en corazón de bovino y muestra reacción cruzada con el anticuerpo contra 
la misma subunidad en corazón de bovino. El resto de las subunidades tienen una 
masa molecular aparente parecida a las mismas subunidades del corazón de bovino. 
Se necesitaría buscar la secuencio de loe primeros aminoácidos de cada proteína para 
encontrar su equivalencia con las subunidades pequeñas del complejo bc1 de levadura 
y de corazón de bovino. 
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Masa molecular del complejo be, de Polytomella spp: 

La masa molecular del complejo be1 de Polytomella spp fue de 252.6 kDa en geles 
de PAGE-SDS (Shllgger y col., 1986) y para el de bovino fue de 247,8 kDa. Hay que 
tomar en cuenta que la masa molecular de la subunidad 1 de Polytomella spp es 
mayor que la de la misma subunidad de corazón de bovino, lo cual puede explicar las 
diferencias observadas. 

Para poder establecer la masa molecular hidrodinámica del complejo bc1 íntegro 
de Polytomelhi spp se utilizó una cromatografía de filtración en gel. También se 
cromatografió una muestra del complejo aislado de corazón de bovino, obtenido por 
aolubilización de las mitocondrias con lauril maltósido y por cromatografía de 
intercambio iónico, para ver si se obtenía la misma masa molecular que en geles de 
poliacrilamida SDS. La masa molecular para el complejo bc1 de corazón de bovino fue 
de 537.6 kDa y de 256.3 kDa para Polytomella spp (figura 22). Este resultado 
señalaba que el complejo bc1 de Polytomella spp era un monómero a diferencia del 
complejo aislado de corazón de bovino. 

La existencia de un complejo be, dimérico aislado de mitocondrias de corazón de 
bovino, se puede comprobar con los diferentes métodos de purificación. Por ejemplo, 
al utilizar Tritón X-100 como agente solubilizador (Perkins y Weiss, 1983). El 
complejo puede monomerizarse cuando se diluye la cantidad de detergente (Orii y 
Miki, 1983) o cuando la cantidad de sales es baja en presencia de lauril maltósido 
(Nalecz y Azzi, 1985), si se eleva el pH (Georgevich y col., 1983) o si se diluye Is 
mezcla detergente-proteína (Bolli y col., 1985). También el bc1 de Neurospora crossa 
puede extraerse como dímero al utilizar Tritón X-100 al preparar cristales 
bidimensionales (Weiss y col., 1986). El modelo del complejo bc1 de N. crassa realizado 
a partir de los datos de microscopía electrónica se muestra en la figura 30. El 
complejo se obtiene como un dímero embebido en las bicapas lipídicas que se forman 
al reemplazar el detergente por lípidos. Lo anterior muestra que el bc1 de bovino 
puede extraerse de la membrana como dímero y que probablemente, este sea el estado 
"nativo" (6 funcional) del complejo. 

Otras pruebas de la existencia de un bc1 dimérico son el coeficiente de 
sediment.ación, el volumen parcial específico y la constante de difusión, con los cuales 
se obtuvo una masa molecular de 430,000 corregido para el complejo bc1 de corazón 
de boino. Además, al analizar la señal de EPR de la proteína fierro-azufre, no es 
posible realizar la simulación para un centro fierro-azufre, sino que esta solo se ajusta 
para dos (de Vries, 1985). Cuando se reduce a la proteína fierro-azufre con 
fumarato/succinato, en el complejo bc1 puro se obtienen dos componentes en el 
espectro de EPR, un pico muy agudo (centro uno) y otro más ancho (centro dos). 
Cuando ocurre la reducción de la quinona, en el ciclo de transferencia de electrones 
(ver figura 30) el centro 1 se hace más ancho y se superpone al centro 2, lo cual se 
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Figura 30: Esquema del complejo bc1 de Neurospora crassa. Se muestra el 
dímero de las subunidades principales del complejo. En este esquema se muestra 
el complejo embebido en la membrana mitocondrinl como se obtuvo por 
microscopía electrónica. 



interpretó como la existencia de dos centros fierro-azufre y por tanto un complejo bc1 
dimérico. 

Cabe Ja posibilidad de que ni solubiliznr las mitocondrias de Polytomella spp con 
una relación 2 g de LM/ g de proteína, se pierdan las interacciones que mantienen un 
posible dímero en Ja membrana interna mitocondrial y que por Jo tanto se solubilice 
un monómero. Cuando se purifica el complejo be, de corazón de bovino la relación 
detergente/proteína es menor y se mantiene el dímero. Como ya se mencionó, al diluir 
la cantidad del detergente, se puede mooomerizar el complejo (sin embargo, estos 
datos deben tomarse con reserva ya que de Vries en 1985 señaló que estos datos son 
irreproducibles). Al realizar la cromntografia de intercambio iónico para obtener la 
fracción pura del complejo be, y la de la citocromo oxidnsa, se utilizan amortiguadores 
con una concentración de 0.1 mg/ml de lnuril maltósido, lo cual diluye la cantidad del 
detergente unido a la proteína; por tanto, esperaríamos que al disminuir In cantidad 
de detergente unido a la proteína el complejo se monomerice. La dilución del 
detergente preserva al dímero ya extraído de la membrana interna mitocondrial de 
corazón de bovino. Para el caso de Polytomello spp, se puede pensar que existe un 
monómero en la membrana interna mitocondrial ya que, aún aumentando In cantidad 
de sales (400 mM de NaCI en el amortiguador de elución), no se obtiene un dímero 
como se esperaría según loa datos de Nalecz y Azzi (1985). Así mismo, como no se 
varía el pH durante la purificación del complejo de Polytomello spp, ya que es el 
mismo que se emplea durante Ja solubiliznci6n de las membranas mitocondriales y 
también para la extracción del complejo be1 de corazón de bovino. Por Jo tanto, no 
esperamos que al mismo pH se obtenga un dímero para el complejo bc1 de corazón de 
bovino y un monómero para el de Polytomella spp. Un dato contradictorio es el 
obtenido con los geles azul-nativos (Shügger y con Jagow, 1991) en lo• que el complejo 
bc1 de corazón de bovino, migra después de la ATPasa y en el de Polytomella spp 
sucede ni rcv6n. Por otra parte, e:n estos g~lt::i:i uo t:1t:! ha t!tilu<liado con detalle lu 
cantidad de azul de Coomassie que unen estas proteínas, un factor que determina la 
migración de los complejos por su carga durante la primera electroforesis. Un estudio 
más fino de la obtención de monómeros y dímeros en este tipo de electroforesis 
ayudaría a conocer mejor la relación de unión de azul de Coomassie a la proteína. Al 
respecto, se podría utilizar la técnica descrita por Shiigger y col., (1994) para el 
análisis de los estados oligoméricos en complejos no disociados (después de la 
electroforeeis con azul de Coomassie y en condiciones nativas). 

Podemos suponer que el complejo bc1 de Polytomello spp es un monómero en la 
membrana interna mitocondrial, a diferencia del que se obtiene en organismos como 
bovino y N. crassa. Esto tiene implicaciones importantes ya que el complejo be, de 
Polytomella spp, a pesar de ser monomérico, posee una actividad muy alta en relación 
con la actividad del complejo obtenido de mitocondrins de E. gracilis y C. fasciculota. 

Por otro lado, el citocromo b682 de corazón de bovino, se reduce con una cinética 
trifásica. Esto quiere decir que una fracción del citocromo b,.2 se reduce, pasa un 
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tiempo de espera y a continuación se reduce el resto. Se ha propuesto que la única 
posibilidad para explicar esto es que estén involucrados dos complejos bc1, 

conteniendo cada uno dos tipos de hemo b uno de alto potencial y otro de bajo 
potencial (de Vries, 1985; Howell y Roberteon, 1993). La primera fase de reducción 
es rápida y corresponde a la de alto potencial, mientras que la segunda es más lenta 
y corresponde al hemo b de bajo potencial. La existencia de dos centros fierro-azufre 
detectados por EPR ca un indicio de la existencia de un complejo dimérico. Además 
se ha observado que bajo ciertas condiciones se puede reducir la mitad de los grupos 
Fe-8 y del c., que correspondería a la reducción del centro uno o dos (de Vrics y col., 
1983). La figura 31 muestra el modelo propuesto por de Vrics (1985) para la cinética 
del be1 dimérico. 

Debido a que el complejo be, de Polytomella spp es monomérico, es posible que 
el mecanismo de acción de éste sea como el propuesto por Trumpower (1991), que se 
muestra en la figura 5 y que se explica en la introducción. Este ciclo pretende 
explicar la acción de un complejo bc1 monomérico, en el cual existe un sólo hcmo b de 
alto potencial y uno de bajo potencial, así como un centro fierro-azufre. 

Será necesario realizar el espectro de EPR de Ja proteína fierro-azufre de 
Polytomella spp para detectar si existe una señal en Ja hunda X y también 
reduciendo con fumarato/succinato. Si se encuentra una sola señal, esto ayudaría a 
confirmar que se trata con un monómero. Además, es necesario realizar un análisis 
por ultracentrifugación para calcular el coeficiente de sedimentación y poder 
corroborar que se trata de una especie monomérica in vitro. 

Espectrofotometría del complejo be, de Polytomella spp: 

El complejo bc1 de Polytomella spp presenta 4 m:b:imon de ubsorción en el 
espectro de luz visible al reducir con ditionita: a 430 nm, 527 nm,a 553-554.1 nm y 
a 566-567 .2 nm Estos máximos se han denominado y y Jl los dos primeros y n los dos 
últimos. En otros organismos, el pico ll del citocromo b (562 nm) y del citocromo c1 
(553 nm) se observan casi sobrepuestos al reducir al complejo con ditionita y sin 
embargo, en el caso de Polytomella spp, se puede obtener una diferencia de más de 
10 nm de separación para estos citocromos (figuro 19, Tabla XII). 

Al realizar la reducción del complejo bc1 con diferentes sustratos, es posible 
observar la existencia de un hombro en el espectro a 558.9 nm cuando se hace el 
espectro diferencial ditionita menos ascorbato o menos DBH. El pico ll del citocromo 
b se observa a 567-568 nm. Estos datos pueden ser interpretados como que el hemo 
de alto potencial (b¡,) se localiza a 558.9 nm y el de bajo potencial (bL) a 567 ·568 nm. 
Se ha reportado para Parococcus denitri(icans que el b" absorbe a 560 nm y el b1• a 
566 nm en un espectro reducido con ditionita menos el reducido con menaquinona 
(Yang y Trumpower, 1986). En este organismo también se observa que el citocromo 
b presenta un corrimiento de longitud de onda que absorbe a 566 nm, a diferencia de 
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Figura 31: Modelo propuesto por de VrieH (1985) para la acti,1dad de un 
complejo bc1 dimérico. Las flechas señalan el curso de los electrones. En línea 
punteada se representa uno de los monómerm; y en línea contínua el otro. Se 
muestra además, el sitio donde inhibe el mixotiazol y la anLimicina. 



lo que se observa en otros organismos, donde la longitud de onda del pico a es a 562 
nm. Basados en este dato podríamos especular que el precursor endosimbionte que 
dió origen a las mitocondrias en las cloroffroas pudo haber sido un organismo 
semejante a Paracoccus. 

Al agregar antimicinn al complejo be, reducido se puede observar que el 
diferencial (reducido con ditionina + antimicina menos reducido con ditionita) 
muestra que existe un corrimiento hacia el azul en el espectro de absorción. Este 
efecto también se encuentra cuando se compara el espectro obtenido al agregar los 
dos inhibidores (se observa un pico a 661 nm y un valle n 568 nm) (figura 20). m 
hemo h.. es el afectado por nntimicina (como lo reportaron por van Jagow y Link en 
1986 y que ha sido estudiado por Howell y Robertson, 1993 con deconvolución de los 
espectros) y sin embargo, estos trabajos reportan un efecto contrario al nuestro, yn 
que se observó un corrimiento ni rojo. En el caso del inhibidor mixotiazol que afecta 
al hemo b¡., el espectro diferencial muestra que existe un corrimiento hacia el rojo, 
evidenciado por un valle a 568 nm y un pico a 574.9 nro. Aunque este hemo absorbe 
a una longitud de onda mayor a la que se conoce para otros citocromos b 1 no es lo 
único que contribuye al fenómeno global, ya que el hemo h¡1 también participa en este 
comportamiento anormal presentando un corrimiento hacia el azul. 

Cuando se realiza un espectro diferencial reduciendo al complejo con ascorbato 
y restándole el espectro del complejo oxidado, el pico a del citocromo tipo c, de 
Polytomella spp se encuentra a 553 nm de longitud de onda, al igual que en el 
citocremo c1 de corazón de bovino. El espectro diferencial reducido con ditionita menos 
el reducido con ascorbato muestra que el pico de absorción del citocromo b se 
encuentra a los 566.5 nm de longitud de onda, a diferencia del complejo de corazón 
de bovino, que se encuentra n 562 nm. 

El espectro diferencial reducido con ascorbato menos el oxidado con ferricinnuro 
muestra un pico de absorción a 561 nm pnrn E. gracilis y C. fasciculata. El espectro 
de nboorción del complejo bc1 reducido con ditionita, muestra un pico a a 562 nm 
debido n que el pico ex del citocromo b (a 563 nrn) "" oobrnponc el del citncromo c1 por 
un corrimiento de 7 n 8 nm en el pico de absorción del c1• Este corrinúento se debe 
n que E. gracilis y C. fasciculata poseen citocromos e y c1 atípicos, con una sóla unión 
covalente del hamo n la proteína . 

El espectro diferencial (nscorbata menos oxidado) del complejo be, de Polytomella 
spp muestra In longitud de onda donde la absorción de este citocromo es máxima y 
conserva In posición de 553 nm. Por lo anterior, se puede decir a priori que este 
citocromo tiene unn región de unión del hemo con una secuencia de aminoácidos 
similar a la considerada consenso. Sin embargo, ésto sólo podía asegurarse hasta 
conocer la secuencia de aminoácidos de esta región. 
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Secuencia de aminoácidos del citocromo tipo e, de Polytomella 
spp. 

El citocromo c1 de protozoarios, pertenecientes al grupo de los kinetoplástidos y 
de los euglenoides, ha sido estudiado por varios grupos debido a que el hemo de este 
citocromo posee una sóla unión covalenw a la proteína. Sólo estos organismos 
unicelulares eucariontes contienen un citocromo c1 atípico. Cabe la posibilidad de que 
esta característica fuera privativa de los protozoarios o de un grupo reducido de éstos. 
Al estudiar el espectro de absorción del complejo bc1 de Palytomelln spp, no se observó 
un corrimiento hacia el rojo de la longitud de onda de máxima absorción del citocromo 
c1• La tinción con tetrametilbencidina indicó que el horno de este citocromo está unido 
covalentemente a la proteína. La reacción cruzada con el anticuerpo dirigido contra 
la subunidad N de corazón de bovino puede ser un indicio de que existe similitud 
entre ambos citocromos. Ambas pruebas no indican si la unión covalente se realiza 
a través de uno o de dos enlaces con cisteína. El espectro de absorción ya sugería que 
el citocromo c1 de Polytomel/n spp no es diferente de los que tienen el hemo unido por 
dos enlaces covalentes a la proteína. 

Por lCl anterior, fue necesario secuenciar la región de unión del hemo al citocromo 
c1 de Polytomella spp, por medio de la estrategia descrita en la metodología. 

Comparando la secuencia obtenida del citocromo c1 de Polytomella spp, con 
secuencias de otros organismos, ésta es muy parecida aunque no fue posible 
amplificar la región anterior a la metionina de inicio, por lo que no es posible conocer 
todavía la presecuencia del citocromo c1• 

Para obtener la secuencia de la región de unión del horno a la proteína se tuvo 
que utilizar otro desoxioligonucleótido que se uniera a la región del intrón hasta el 
que se llegó en la secuenciación. Este desoxioligonucleótido sólo se utilizó en la 
reacción de Sanger para secuenciar. En este paso, se pudo obtener In secuencia hasta 
el aminoácido 73 de la proteína y se encontró que el gene de este citocromo está 
interrumpido por dos intrones, y que en el segundo exón de la proteína está la región 
de unión del hemo Cfiguro 29). Esta región es del tipo C X XC H, que es Ja secuencia 
consenso para la unión del hemo a la proteína. En este caso, se pUede observar que 
es igual a la que se obtiene para el citocromo c1 de levadura. Esta secuencia es 
consistente con los datos espectrofotométricos obtenidos, en los que no se obtiene un 
corrimiento en la longitud de onda donde es máxima la absorción del citocromo c1 
(pico a) la cual es la típica a 553 nm). 

Comparando la secuencia de la región de unión del hemo para Polytomella spp 
con otras secuencias como las de bovino, levadura, N. crassa, E. gracilis, y otros 
kinetoplástidos (ver figuro 32), se puede observar que Polytomelln spp se encuentra 
entre dos grupos de organismos, aquellos que poseen una sola unión al grupo hemo 
y el que tiene dos uniones covalentes a la proteína. Los cinco representantes del 
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1 Crithidia fasciculata E V F A p C H S L G R l 
1 Leishmania tarentolae EVFAPCHSLGR 1 
1 
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r r 
e X X e H 

Figura 32: Comparación de secuencias de la región de unión del grupo hemo al 
citocromo c1 de protozoarios como Eug/ena graci/is y representantes de 
kinetoplástidos, así como organismos como Bos primigeniu taurus (bovino) Y 
Saccharomyces cerevisiae (levadura). La línea punteada enmarca al grupo de 
protozoarios cercanos a Polytomel/a spp y como comparación se presentan las 
secuencias de otros oganismos en línea contínua. 



· primer grupo tienen una prolinn en In secuencia de unión del hemo, que 
probablemente tenga que ver con que In proteína se pliegue sobre el hemo, cosa que 
no ocurre en el segundo grupo, por In existencia de dos uniones covnlentes. 

Round en 1980, propuso que existían dentro del mismo grupo de algas 
fotosintéticas algunos géneros semejantes en forma a su contraparte fotosintética, 
pero que no podían incluirse dentro del grupo de "algas incoloras" debido a que no 
conservan la misma forma de reserva de energía que los géneros fotosintéticos. 
Durante el Precámbrico, cuando ocurrió el evento endosimbiótico, algunas células 
pudieron adquirir organismos que posteriormente formarían sus cloroplnstos. Sin 
embargo, no todas las células del mismo tipo sufrieron el evento endosimbiótico, 
quedando como organismos heterótrofos. Aunque sean semejantes en su forma 
externa n su contraparte fotosintéticn, deben ser agrupados como protozoarios. Sólo 
aquellos organismos que, en el transcurso de la evolución perdieron el aparato 
fotoneintético pero conservaron los plastos como un organelo de reserva, se pueden 
considerar como algas incoloras. Schwartz y Dayhoíf(1978) sostienen que primero se 
formaron individuos fotosintéticos (eucariontes) que después adquirieron al 
endosimbionte protomitocondrial. Después del Cámbrico las actuales algas incoloras 
perdieron el aparato forosintético, volviéndose heterótrofns. Esto puede verse en el 
caso de Polytomel/a y Ch/amydomonas, ya que ambas necesitan de acetato como 
fuente de carbono. El acetato puede ser utilizado por un heterótrofo via acetil 
coenzima A sintetasa, para formar acetil coenzima A. Con lo anterior podemos decir 
que Polytomella es una verdadera alga incolora y que probablemente sen la 
contraparte heterótrofa de Ch/amydomonas. 

Los árboles filogenéticos realizados con las secuencias de los genes rbcL y rbcS 
(las suburudndes grande y pequeña de Ju ribulosa bifosfato carboxilaso/oxigenasa), 
que se presenta en la figura 33 y el gene psbA (proteína Dl del fotosistema JI) 
indican que Euglenoides y Chlnmydomonadale• su11 ór<leue& muy cercanos. Sin 
embargo, si se hace el estudio del citoeromo e soluble de estas especies, 
compnrandolas con el de las plantas (Arnati y col., 1988), se obtiene que la separación 
de estos grupos ea muy grande: Euglenn se encuentra cercano a la base del árbol, 
mientras que Chlamydomonns está máe alejado. La separación entre Ch/.amydomonas 
reinhnrdtii y plantas ocurrió hace 700 a 750 millones de años; Euglena se encuentra 
más lejos de esta separación. Al comparar las posibles lineas de evolución de los 
diferentes grupos de algas, se puede apreciar que después del evento endosimbiótico, 
los Euglenoides no tuvieron ramificaciones (ver figuro 34). Las Chlorophytas (phylum 
al que pertenecen Ch/amydomonas y Polytomella) presentan varias ramificaciones 
casi inmediatamente después de la endosimbiosis. Si estos dos grupos están 
emparentados, probablemente compartan características del endosimbionte de 
cloroplastos. El árbol filogenético obtenido con las secuencias del citocromo c soluble 
indicaría que a nivel de mitocondrias existe una diferencia mayor. Los estudios de 
Petigrew (1979) señalan que el poseer un citoeromo c atípico no es una característica 
privativa de los protozoarios, confirmando lo anterior. 
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Figura 33: Arbol filogenético de organismos fotosintéticos construído con In 
comparación de secuencias de In proteína Rubisco (ribulosa bifosfato carboxilasa). 
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Figura 34: Lineas de evolución en los diferentes grupos de algas, la línea 
punteada muestra el punto en el tiempo en el que supuestamente ocurrió el 
evento de endosimbiosis. Las líneas gruesas representan organismos 
fotosintéticos, y las l!neas delgadas, organismos que perdieron el aparato 
fotosintético. Tomado de Round (1980). 
D: Dinoflagelados; E: Euglenoides; C: Chrysophyta; Cr: Cryptophyta; 
B: Bacillariophyta; X: Xsnthophyta; Eu: Eustigmatophyta; Ch!: Chlorophytn; 
P: Prasinophyta; R: Rhodophyta. 



Ya que Jos géneros Chlamydomonas y Polytomella pueden considerarse cercanos 
en su parentesco, es posible especular que el Chlamydomonas tenga un citocromo tipo 
c1 típico. Esto hace más probable la separación de estos organismos del grupo de Jos 
Euglenoides, más cercanos a Ja base del árbol filogenético. Lo anterior no nos dice 
cuándo fue la separación entre Chlamydomonas y Polytomella, o entre algas incoloras 
verdaderas y su contraparte fotosintética. Las diferencias entre las secuencias de 
proteínas mitocondriales pueden dar una evidencia de esta separación. En particular, 
aquellas proteínas mitocondrialcs, cuyos genes estén ahora codificados en el núcleo 
pueden dar la clave. Tal es el caso del citocromo tipo c1• Asf mismo, Ja comparación 
de estas secuencias puede aclarar, sin lugar a dudas, cuales son las algas incoloras 
"verdaderas". 

58 



Conclusiones: 

l.· Hemos purificado al primer complejo be, de un protozoario con actividad de 
ubiquinol citocromo e oxidorreductasa cercana a los valores que se obtienen para el 
mismo complejo en corazón de bovino. 

2.· El complejo posee 10 subunidades entre las que se indentificaron los citocromo b 
y c1 y la proteína fierro azufre. Las dos últimas presentaron reacción cruzada con los 
anticuerpos dirigidos contras las mismas subunidades en corazón de bovino. El 
citocromo c1 fue identificado por la tinción especifica para grupos hemo unidos 
covalentemente a la proteína. 

3.- El complejo posee dos subunidades estructurales (core 1 y ll), difcrenciables en un 
gel con el sistema de Laemmli, donde se pueden observar las tres subunidades del 
complejo purificado en mitocondrias de papa. Se elaboraron anticuerpos contra las 
subunidades 1 y II de Polytomella spp. En un ensayo de inmunorréplica tipo Western 
solo se obtuvo reacción cruzada con la subunidad III de papa. 

4.- El citocromo b posee un corrimiento en la longitud de onda donde se observa el 
pico ex del mismo. Probablemente los hemos de este citocromo tengan ambientes muy 
diferentes, debido a que el espectro del complejo reducido con ditionita y con 
antimicina, reveló un corrimiento del hemo h¡, hacia el azul, mientras que el b1, hacia 
el rojo. 

5.- El citocromo tipo c1 no muestra un corrimiento hacia el rojo como en el caso de los 
citocromos de Euglena gracüis y al estudiar la secuencia del gene nuclelir d• est.a 
proteína hemos confirmado la evidencia espectroscópica, ya que la región de unión del 
hemo a la proteína es del tipo consenso, lo cual acerca al género Polytomella a los 
eucarionte "más evolucionados". 

6.- El estudio de proteínas mitocondriales de un organismo tan cercano a 
Chlamydamonas puede llevar a conocer el tipo de protefnas respiratorias que 
presenta esta alga verde, que hasta ahora no han sido fácil de conocer. 
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A Highly Active Ubiquinol·Cytochrome e Reductasc (bc1 Complex) 
from thc Colorlcss Alga Polytomella spp., a Close Relative of 
ChltJmydomonas 
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The al1itn P11l:ylorMlla 1pp. offcn e1:tranrdlnwry adv1m· 
tnget ia tho preparntlon of mltochondrln •lnce 11 lack1 
chloro¡iln.t. 1nd a cell wall. fn thl1 work the mllu<'hon· 
drlul bt1 eompl<'r from Pol:ylamlf'lla tpp. "''ª' solubiliwd 
and ¡1uriOed by Ion CX<'h•n&'r. chromutograph)·· Thc <'Om· 
plex wa• round to be eompo11cd or JO pul)'J•Pptldr11 nnd 
cdliblttd hl1h rate11 of ublqulnol·<'YIOChromr. e Ollidn· 
reducbtc aellvily (>:100 •"') Nt'O!lltivc to onllmydn und 
m)'31:olhlazol The molceuhar mn1111 uf ll1e bc1 complr.x 
Crom Pclytomtllo 1pp. W•• nHayr.d by H"I fillrutlnn nnd 
l'!ltim1tttd to be of 256,300 Da. Thr.rr.íon" thl11 romplex 
exhib!U tho unique property or b('hn\•lnir u11 u mom1mer. 
Amlno•lermln11l 111'quf'nelngof ('ytochrome c 1 idt•nlifit•d 
7 re1ld1es, from whieh a deo..:yollgonudrotidc "'""•fo· 
•igncd.A 1U'<'Dnd d«1xyollgonucl1!0lhl" wu corutructed 
h•l'r.d en a hlghly cont<'n.·ed reglan of thc c 1 type cyto
chromu. Wlth thu .. probet, u írnKment nr thr ryto. 
chromce1 Rt!Or. wa. ampllfied by pol)•mern~c chaln n>· 
11etion 1nd 1tqull!nccd. The dcduel'd ~ .. quenec o( tlw 
apoJHU!e(n t!Xhibitcd a COOllt'.nl•U• l.Jindinll' aitC C.\.'\'.Cll. 
Tbe dalll 11ugge.t that the eytm:hrome c1 Crom Pol:ylo· 
mella t<pp. dUfeni from other prolocti1lll like Crithidla 
and Erqltnu, i.r. U e;11hibit11 u hemo bindin¡r d11m11in 
111ruc1uro1Jy relalll'd t11 thc IMJylnr, yeasl, ond Nr<un .. 
•pflra c 1 type C)'lochromea. 

Thcqudrifln¡:cllat.:J'ohlnmdln tAn1¡:ao, 1910;Prin¡:sh<'1m, 
19551 mir l>l' L·tm~idl!red eith~r n protocli'l or 11mlnrlo·~~111¡:11 
uf the ader Chl11rnydomonad11lew tWi•ll, l!l.~9; Melkoni11n, 
1990J. ltbclunc• lo thll fomilJ' oíChl11rnydomon;1tluc1•ae oud ll 
Is morphologic11llyrel11tcd toothcr< u11frrllularphotosyntlie1fr 
and non¡hoto~;ynthcti<' ptuloclists ofthe r,cnu~ Chlm11ylu11rn· 
mu, Car.criri, lllltmrl/u..ot .. u., l'lmtvlll<, Ch/1>ru~m111w1, ;md 
/'ul)lu/11<>. ll n:¡.rrutlucto~ hy brnary fiurno omJ ~emal ro•protluc
Lion 11.evi'I ti o/., 19741. /'u/J/llmdt.r spp. hn'i thl• unusu11l fc,1. 
turc!S of!o.ckingchlnmphuL, nnrl a ccll wa[[;huwc\·cr•t lul\ 
colnrlcsHp]nstidsthntconl.'.lin111lofthct·ell blntrhClcukoplnst~l 
nnd lnrwand hii:;hl;y ur¡:nniietl rnitochondria "hen Kro.,.n 1n 11 

mcdium tontaining a:i.lts, lhi11mu1e. und nc~talf' ns n sole cnr
bon tour.o <Evnn• nnd l.h1yd, 1966: Durton nnd ~l<w>n•, 197·11. 

• Thi• votk WH 111p1"'1"U'd by C.r.nt 1:t71·N9206 ímm C11n1•Ja N.1· 
llOllAI dn l'1enc1" y Tt"Ululu¡:¡H, !1%Ulco. Th~ Nlll~ .,f publ1tat1u11 u( th11 
nt1de wue deír~y•d in p•rt by tht• puymcnt nf Jug• char¡;:rt Th1> 
11nid<J mut lhcrcfor. be hercb)' rnarkf'd "nd1..,,flu/!ltnf" !n accnrrl:in~r 
with 18 llS.C. Scdi\lfl 173~ oaltlYIO lndic:ilcll11•fo<I. 

Thi• wrrk ¡, dedic11ted lo lhc mrmory nf llr. Aun>ro llr11nncr, "'"" 
1!wny•ell'Oun11tldu1intht11pruJCCI.. 

1 Tu whxn conupond•nr. •hout.I 11<' .,tldro•rd ni: 5~fi·li2~-li6~n. 
fu:011·!l5.622·~61lorUl1·52S.5.lli·o.Jlt7. 

Mitoc:hondriu frum Pof)tomtllu cu~m poMcst cytochNttnes 
Uypea b, e, c1o a. und o1) und 1evcr11I ílU\'ttproteins. Tht1e mi· 
t1>Chundri:i cduhit rr.i.pirutury rontrol, and it i11 knnwn thnt 
th~ir t'l~clron transµort chain i~ bloc:kd by thc rcspiratary 
inhihitt1r11 flntimycin A. roltm11nl!, pinitidinl!' A, ond eynnid11 
tLluytlcl11/.,J9fifl;I,!11ydnndClumcc,l9f.AJ. 
Th~ 1nitochondrial In:, cumpl~x (obiquJnol-eytochruml! e oxi· 

dnrr.duct11~e; EC l. I0.2.21 is an olii;oml'nc membrnne prolt!in 
complex that hns tJirt.-e rl'dux componc11ts·. n luhemi<' cyln· 
chromch,o'.I 9t•1<.'/11umec 1, andn Hie~ket;yptoiron·1ulfurpro· 
ll•1n tfor n rc\•it:w uf thi11 c11mpln In microorg11nism11, nf't' 

Trumpowrr, l!IHt.11, Tlw b,·, complt•x hn11 lll't'O 1solnted írom a 
li1r¡;<• \'nri<'ty oí org1mÍMn.•, mcluding GrnnM1egutin~ 1rnd 
Grmn·pohiti"• hnch•r1a, oxn:cnic nnd .t1noK;ygenic photosyn· 
1lir11c bnctcriJ. and mit.>ehondrfa from diffcrent Jourccli. A ho
mofor.rnu• com11l<'x, rl.'frrred to u b,f complu, iH nl~o prescnl in 
:1!¡:11~. C')'nnob3~t<'tin, nml h1gher plunl chloroplnsl.5 CH11usk11 rl 
11/., IY/il). Uf rele\·nncc lo thc ptesent wnrk is thnt lhe br1 
CQmplex ha' bc<'n holated fmtn Euglcnn gradlis (f,lukni rl ni., 
19~9Jl; 1t tonM~L" of 10 subunlts nntl cxhibihl 1m 11typical dif· 
fn,,nc,. ,1b:1orptiun ~pt....,trum fnr r;ytoc:hrome , 1. Th1~ purilicd 
complcx d1•11lu1·~ n low nnd nntimyt=in·in"'n~itiw" oihi'}11lnol· 
qtochrom~ e OJi:idotcrlucta•t: nchvity. Jnterc1tin¡¡ly, thu d, .. 
duccdnminu11c1d•"''lll~nceoíqtochronwr1fihow~dnnunusunl 
lwrru•lnndin¡:,,re tlia! ha<l<Lt.in¡;lecy~teincre!iduc{Mukni•J 
u/., l!lH9h~. 'Jl1~ heme group of somc pmtnzn•n e typt' cyto· 
chr11mes i:i chnrnctenied by forrn1ni: 11 5Ín¡¡le thl11ethcr bnnd to 
thc pmtcinut IM•~i11on·1 andretcntrnonfu \·i11yl Midllchninnt 
v-.-ihnn 2 IPctuv.rcw, 19791. TliiH unu¡ue 11truc1ure wn• re· 
porled pr<'nou~ly for thl' ~Juble e lypc cytochrom"" from 
Crithulia v11cv¡,../1i :mJ f.', gruc1ll•!l'l'ltigrPW<'lo/., 197il). Mnru 
rixentlr. l'ne•l 111111 llujdnk (1992) rrport.!d tlw purifk11tion 
111111 charac1enuit1on '1fth•• b~, c:um11lt1x from thc trypanmmmu· 
tiJC,,¡1,.,J111{1rn•n1/n1onnddemo111trul<'<llh11t1hobem1;!pro1. 
lhel1r. group 15 nbo hound In 11J. upoc;ylofhrome throulfh a iíni:;lu 
tliiocth~·rlmnd.Gllnl!"amplificationand'cquencin¡:<>ítht1hemc 

bmdml! "1te~ from k1nclnpl11!.tid hpt:C>e~ (Cnlhidia, 11,·patW· 
soma, ú1~/mu111ia, anti JJ0<fo) 1u¡:gested that thili muy bO! 11 
Ken,rnl feoture oftrypanoi.umnfol• 111111 eu~lenoid" !Pricst ond 
Jfajduk, 1992). 

Smct' th1• cytoclm:rmes fnun prot<>Ctisl MUrt'e" rxhibit pccu· 
[Ü\rpropt'rtic11,v.1!l)mught11wosofinlctt1ltod111r11clt.nze1he 
m1tochundri11I flr 1 rornplc. írom l'ul>lomella spp., n colorJeu 
nli:a indudcJ in thc dn•~ Chloro¡ihyta Thcsr. orr,11n1km" nnlU· 
rally tnek a cell w:11l and n photu•ynth~uc npparntus. TI1cse 
r~dturr.~ focilil<ll•'<l the punfic11t1on ofthernitochondriul n•spi· 
rutm:y pmt,.ins, whieh ht1\c ~n difficult to ch11r11cteriic in 
Chfom)'domnno~ IH'cuu~e of lhP nbundoncc of ehlornpluHt 1•ro· 
t.!!in~ !Hnrri~. 1!)$9;Attl'ia t:I al., 1992l In th1' work, \Ooe nport 
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th~ purlfia1tlon a.nd charucteriiation oía. ful\ y active untimycln 
uml my:.othiuwl-1wm11ilivc miltid1nndrfa\ hc1 L'tlmpleii: fmm 
Pol,tomella app. We h11ve also characteriu-d apectroscopieally 
ami by ¡,'llnc 11mplification nml llf'ljllPOcini: th~ hcml• lunding 
~itc ofeyllll:hromo c 1 and comparcd it with th11t oftrypanoso 
m11Ud und l:.'uglcna ~pttica. 

l'rll1t~lla -pp. Oll!UIO, E. C:. l'rin¡:ohl'im) wu nh1..1inl'd fnim lho• 
11lg~c collrrtion 11 th<i Uni..-nit) ur Oouinrcn. G.:rmnn.~ lS.,mml11ni: 
~nn Al~"\'nlmllun>fl. Pflnnunphy•lul"f\..M.l'o ln•lt!U\ dcr Un!"''"'~t 
GuUin~rn) urnl i• cu""'ull~ 111am1.oon1'<1 "l ihc Mirwh,.,lu¡¡ll11L Cnli•-c· 
''"'' bf th~ D•-'P"rtment uf füuL«dmululO' !CIN\'ESTA\' dd 1.P.N. 
MrncoJundcrthengi•LfrnumborCIJUll·!l.'íl 

Th~ micn1<11111n1on1 ..... ~rm•n in 2 r~111cr w1d1· l~•\l.um tultur .. n~·I<· 
u1m; lhe mcdium deocnb....! Ly W1•v t 1!159J. 111 pi! ti !l 11nd ..-ithout 
Ah~kln¡:,1ir1!Umuiv•lyinlll·l•ltrrtrml'n1'lr<1,.Hhn>l..•rya¡:i1atrnnnt 
JI.O rpn1 und pir bubb\in~ ul u r¡1ll! uf 10 lil«n'min Thc 'ull1 """' 
h..irvr•tcd in 1 Shnplu r•ntnh1¡:11 (!Vil<' TI) ~\ th.- tate 11•1><>nrnhal 
phaM!oígruwthMHh.,fkrrulturnm< .. ul.otwnlu•d•...,nb....!hy L1<1,d 
.indCh•na-!1968!.ThcttUIWi:ll''!l"Hhl'llandll:•u•ptndcdm:.!Um" 
patn•i11n1pho•ph.Ul'!plf701 Tl1u<!nndnll•11li:1<"tjucnt•lcp• wo•n• 
c.imcduuld4"C 

l'Mri{lmlfr>fl n{lltit bc1 Cnmpln-Th• fil:, enmpln """nht.oined by a 
mod1llr.>1tinnnfth11 mnthod ITl~'r1..-d by l,jun~d~hl..t ul r 1969) Tt11• rt·ll• 
Mfl' rnw~nd•..! in 4 volumo1 oí O 3:.! M 1ur1t1.-.c, 4 mw pol.Jl11111m 
P.OTA, 211 mu 'ni•·llt:l tpll 7.4)and bTLkl'll 111 ,, ¡il~'" hnmu~~h11H w1lh 
11 Tdlnn p<.'>11" tlJuyd 01nd Chon.tt, l9&!r. The r .. ult111¡.¡ n-...dc humu¡tl'• 
n~tf' wu ttnlrifo~•" lWlrr •I l,(11111 • i: for 8 m1n. T1u1 •ufl"m.11ant •·a.• 
u·ntriíugt"dnt I0,000 ,.i:for 15m1nb1ubt.iinth~nut"'hnndn1tl fr¡,.. 

t1on,whichwa.ru ... pt11dtdmthr•1mrbufTorandrt'«nlnfu¡il'dot 
I0,000 >CI( for 10 min. M11<t<hondri1 ""'" ••ulul>olm-d "' r.o m" Tu~·lll'.I 
lpll 80/, 1 mw MicSO., nnd 100 m~ NuC\ 111 tl1e ~rl'>t."nu· uf ln1ir)I 
mali..1ldc !2 mWm~ nf pmtfolnl ato pmtr1n ronc.ntutfon nr IO mjtiml 
AR•" i""llb3tinn for ao n1111 with ¡¡onlk• •hrrin¡¡, thc mutun: ,.,,~ , . ..,n. 
tnfllh't'd llt llll,000 "IJ, 11nd the 1ul"'m•IDnl wu dialyud ·~•mst 10 
wnlull'lf'• nrliOm111'n•·CI (pll /;O)CTinbuun¡: J m" M¡¡SO,. Tiw ""'mple 
..-11• •pplwd 11111OF.AF.Di11-Ckl11. rol11mn 1:11u1t,bru\t-d ,.llh SU m .. 
1'ru-llCI (pli 8 U) rontninin¡¡ 1 "'" M¡rSO, nnd O 1 m~'ml 111uryl m1lt.,.. 
~idr. Tha cnluinn,.·ns wn111K'd w1th J rolumn •~lum"1 uíthc •.une hufTcr. 
Aq1ochrome 01id11..,...nricht.'ll frutinnwu du!od with \he ume tqu1I· 
1hntinn hufTor in the pl'l:Wrvct t1í 1~0 mw N~l'.1, and the ínrliun o;:nn. 
tninlnc thr ¡~tMf11'ff ~·, n•mplo "'" d::!d .. t:h 1'.'') rr.~1 N.i('! TI;i; 
11>Mrb1mce ni llM írAclilln• ,..,.,, dr1'rmmf.'d ~t 2llO 11nd 41f> nm. "rhe 
nmpl•,.. ""r"' t>M'ln:ntrn\1-d by ullraliltr11h<1<1 un ünAmn:un '1'?>1·100 
fiher1nd 11<!rt..!1t -70'Cuntdu•r 

l'1m(Knl11111 "' Ollir, M,1116mn~ c...,.,µ/n,.. --lli.·í hc<1r1 mitudouo 
dri:il be:, cumpln .. ..,, uLtain1...! 111 d•tmbcd by l.1un~'<lahl rl ni. ( ll:IH!O 
and ktpt 41 -711"C. 1Ja\·1ne h•nrt l")l...:hrnmc < ""d·'"' .... purili~d 
a.cmnlin,r ID thn mcthnd nrC11¡utldi afld ll")a•h• 119121 .ond •lon~I in 
1mal1 aln1u~llo Ml-70 •C unlll u1c Pulnlo be:, tumplu ,..00 1 • .,1.,¡..,J "" 
d....,nt..dhylkrrydn/. Cl[l{ll)~nd ... 11•••k1ml¡,:ift[nut1l)r.t:d,.11nlA 
IkrrylUni•en>1y uíC111irut11in u\ Ikrhlcyl. 

k/1~111 tMd H~<Y!IU/11~/l<Jll Afffl•llTC/tl~¡¡fa-C°yluc/omn><' h, C)IO· 
chru111cc.,11nd hnr»c l1t•11r1r)t.ut.hr111n•<" ,., . ..,J<trnninrd •P<·dtuphu· 
IDmdricallr n• In G11n1.tJc1-llnlph•n rl u/ 11!191! Uhl<¡ulrml·c}l""' 
chromt <· o\ldo~11ctaat1 1ctlv1\y ,. .. mt.uoun..! u• J,·.crobed lodi1n• 
1V~1qur1·Atrveda ~t aL, 1!19:1!. 

A>lJ<1rryln1111dr C~I F./tc/n1phnr"'i•--l'nly11<l')ltm1d" ¡:o! rl~<IOI 
ph..rnia .. npcrformc..,J "•dcw:robed by S..l1-1i:;~rrlol 119!:!6). w.111¡¡ 
l.2·mm·lhKk •l1b lt'!l•( Hi'.I. auylomldtl nr 11lten11hvely by tha mtl.hnd 
nflMmmh fl91íll 111 1.J'J, attyl~m1de. Ocio ..-e,., li><...! nnd llAoncd a• 
dumbl'd 1n !he~ wotk~. BlllC Nah~e tlcdnipho"'"" for th~ ld ... nhri· 
Cllllon nÍ m•mhran~ pmlt-iu Mmplt'u~ '"ª~ nm u de...:ribl..! by S..•h.!j! 
~~r1nd wonJaruw Cl9911. 

('.,/ F'llm11U>11Chrnmnt'\(rap}iy-Arohtmn12.Q • 90rm) uíS..pha<l'}I 
S.300 """" rq11Uibrat..d ..-ith r.o m11 pul11uium phmpha\clpH 7 !'i¡ mn· 
t.limn¡r 150 mN N1Cl, l mm dithiolhnitol, and ll.I mglml lauryl m•l
li>lfd~. Thf' wnld \olum<1 ,..,. determinl'd by uduoion of blue dutr.on 
2000. Thu t'Olumn .. u nd1braltd oaio111he folfow1n11 prutrin• ofkno..-n 
moltrular "'eight 15111"'•!. lhyl'lll!lohuhn (669,0011), aporuritin 
CU3,000l,jl-amyla'le!l200,000J,11lrohnldeh)·dr°'--i:nu..,11~.000l,bu· 
vlne1lb11m1nl66,000l,Pndurbonicanhydoi .. cl!!f,OOOl,d!W1lvedln 
lhe º"'" lNlfer, .. hich, in addition, cuntaint..J 5'1. rl)wro1. Thu clution 
....,Jumn ur tl•n •li\ndotd• •nd Hmpln ""'"' dtkrmined by m<!.o•Utc
mentor thr ab!KtrhAn~ at280nm and 115nm111 the ti"" oílhe lle, 

cumplca. The moloc:ular wm~lit "' 1h<1 ,~mplu wem calrul1tl'd 11 d~· 
ocrthedbyf>ln(l!Hl!U. 

Amfou·lr•rninnl."Hoqut11"'A1onlJ"•nf.'i"uhunltt-Ylhrnpolypcptid\ ... 
"cr" 11<1111\l:'d for aminu km11nnl ocqucnco: nnaly•i•, ¡:d• wrno nin u 
d">"nl..,dbySch.1_a:rr,1n/.(l9!11i),andthepcplldc1"'t"'Uun1í.·ried 
11ntu11 Pr11n!1111 mt:mhranc111 400 mA íor2.5 he.e •C¡tn lhe pruc~<lf 
l0m>1C".Ai'S' lpll \l.0111nd IO',..me1h~n11lfollowm¡:lhe11rut...-durnur 
Mnt..ud01it11 Cl9f\7l, Thc mrmhran .... '"'"' •t.:unod, dut•lm.'11, and 11ir 
dm..! o drK'rlLt...! by ¡¡,,. ••me u11thur Uydrol)'•it nnd amino u1d 
onaly"'" of an 11l11¡uo1 ni Mch 11mplo: """"' um•..! 1111\ lu •~tlm~l,. thn 
~muunt ur 11rutc111 d1·1lrncd for .. -qurncin~. Amln<t-ttrmln1I frqurnre 
an1!yoi• wa• c11mcd out on a "'"'Id 470 M1no•~:q11c11,..,r w11h nrl-lirw 
l'ht•n.vlthrnhycl11nt"m •n•ly•,. iAppltrd llinoyotrm•l 111 the W M l\o;"<:k 
~uundauun lhut<-..hnuluo llcoounc 1~11~1rul1>ry, 'litle lln1Hr-,11ty 

A"f1b<•l1r• n11<l ~~'!"" 8/ou-AnhboJ105 P~lllll•llho bo..,,fhl'~rl lo.·, 
rurnpll'l 1ubumh ,.cru ,,,;.,.~1 und p.\r1i:l!I)· puroli,.d hy ammomum 
•ulfll,. prtr1p11Mt1cn UA dcocnbo.'<I l.cfün: !Ouni111"o·ll11lphrn ti 11/., 
lo/.111 hnmunnhlnnin¡: Wh •Mtlcd nut u dc...:nl>Cd byTu,.liint·/ ni 
tl!l7!.11 ,.llh the mudofü"Loun• olc..-nbt.-d h) tlU1rnllt1·lfalphrn rl 111. 
tl!l!ill) 

f'CH AmpJ.{in1/1u11 nntl /'nrt.ol S•"1""""' ~/ lh,. C.')lnchrnmc c,-1\ou 
dr¡:r .... r.1lc d..,1•ynh¡:nnudcut1do• .,..~,.., •JnlhCM"-'d "" an flp¡1t1r.t flif>. 
•Y~trm• n1"dr1 :\!!JA [)NA ~ymhr.,rrr in lho Mnlccu1ar lllo!oi:y Furili· 
llr• nt th~ lu.11\ul<! de F1.iol"l.~·a Cclul.1r. U!'OAM IMruml hy Dr. 
l.aurn On~n)· l"ht forw3rJ d .. ,.yohi:onuclcolide 5·.c CAT GGA TCC 
lG•/\)/!.C (Q+AIG\T+AI m.,\)()C ma; ltl•APC::T Ul+AlCC (G+A!'TC 
t:rt: GTA tC+A!'fC-3' wo1 du1¡:nl'd bu .. ..i un thc 11m1m~lrrminnl .... 
•¡ucm>' .u1nl)AÍ~ nf r)'lu .. hrnm,. r 1 from Pol1Mmdla •PP IAEAXDOLII· 
l'VSYr!nnd ll1<!tud11nuoui:••forf'ul,i.mu:lfor11:iln pmpn<td by Con· 
n~r rl ni. t l!l8!1l ~ b•rltwud den1ynli1:DnUtkotid~ 5'·0 GAO ClClA 
TCC Clll•u.c, oou.ci ClJiU•Cl l:AllhC! ccc G\JW+C) UC!U•CI 
lJf\C C(;C.:I" WU dc•1i¡.'1ll'd b~.cd un lhc h1(hly C<l!l><:r<"'J "'~¡11rnrl' 
lf.+Dl\'f.l"IGTl'A!~•T)\' mmm~n u1 th1• mltochnndrfol cytnrhtom• ... c1 
frorn bnv1nc, yrut, Nr"""p.wu ''"~"'• l~'""'••u• ,/,.utri/lrrrn•, l:;. 
¡:rnrlll<,1ndC:.{nmru/Mn(Jiau1k.ot"/<1/,ll:llltl;Muk11id<1l,rnll!lh; 
PrintnndH11JJuk,19921. 

Tnlal UNA írum p,.z,1c>mcll11 1pp WP• 11>(:d "" \cmpblo.> for amphfi· 
cat111n by l'CH. In thi• pnudu..,, rr.11cuon mi-tun:a ,.cn1 d~natun-d al 
!Jt •e for 12 min folluwi·d b) 50~)dtK uí.10 ,,1,.11:1m ... 11nn ~t 94 •e, ~U·i 
.mrl!'alm¡: at[,5 •e, ~nd2·mln ntcn~icm ~\ n ·c. Tht' rcn prn<lurt wa
~,,,¡ punlkd ;md lii;-.1h•1\ luto 11.., ~Cllll 1" 11la•n1id Un\"ilm,,'t'nl. '!'fans. 
fotm~d f~..-Mr1t"hu1 <nl1 llllu5 ce U. wcno pl.1t<-d "" 1unpt<1Uin 1.ll pl.>tfo•, 
Jn1I ""'"mLmM•l pl••mod' ,..,., .. ""k•ct...d by lo .. uf P·galuduoridK~ uc· 
IÍ\1t) Subcfon"• ubt~incd írum two ... ,,,,mtr iunphlinlilln n"•rt1onR 
....,, .• ,. ·~'l''"""d ~;< ~,.;m-r r~tr''"¡~,.. \1~11:;: \1,.: ~i~"::~ ~h~ir. tuMina 
tiun111cthodofSan11crrlc/.11917J. 

Vll>•r.\f</h<><l•-i'Tult1no;unrtnlrntlun1,.cn:di·1<·rmrntod"n"rdini: 
lo 1., .. ,y 1·1 ,,1 l l<l!il! with thl' mnd1/k~llnn~ nfMukwrlltl ni 1197/IJ. 
Tut.ol lJNA rrom P,Jylnmt/1<1 •rP wu~ olo!iu"'"' aK ilc .. nhr•t hy C11nncr 
d ni. t l~R'll fnr I' 1r¡;l/n. fü~ndard '"combmant OSA lt.'<hniqUl"> ,., . .., 
rnrrit-d<1ult•M:n\1.1lly.i.do•,..nl••I h) S.1mhnw1k ~111/. ll9H!U. 

l'cm{icntrn11 u{tht• br1 {rnm p,,Jyt.,mdln "pp.-Mit.,chnndrin 
w11rnnhtainl!d lmmth.,J'ul11mrwfluspp.cellsbydi1roptionin 
¡¡ Tcílon pculc hornor,cniicr nncl 1hrfonnti11I c1•ntníug11tiun 
Tlw mituchondrilol frnctwu wa~ i.nlubih1cd in thcprcscnc11ur 
laun·lmaltosidcconlainingf·aminocpprnieucidundoubjl'Clt:d 
tu 11 llhm !l:utivu ek-i:tn>phun:~ill as dcunbcd by S<-hll¡;ger nml 
•·on J11¡:ow n!'.1911. In this "Y~Lt!m, lhl! n·,,pirutory eomp\c1c_, 
h•ndfomi¡.'Tnl.<!o,,di1crctcb!l.llds.TIK!p11ttemofmigr11tionnl 
the respirntory complt'Xt'S difft'rl"<i frnm llw une dcscribcd by 
S..hd¡,:¡¡t'rund vonJai:uw t19'JIJ for !he bovim• hc11rt mitodmn· 
dna. In thc ca~c of P.1/ytnmrlla ,.pp , mmpkx 111 mir,rat'!'d 
ht~fon~ cnmpl1•1 V, and lOmp\c:.cs II and IV wcrc nct de11rly 
resolved. 11rn rompn~itinn nf L),.. cumplcxc/I WllS 11n11lyicd by 
M.'Wml duncn~ional clcctrophore5il IFi¡:. 1). Com11ln 111 t/><:1 
romplex),idt'nlifü•dhyil.H¡M1•1tio11inthcfintdimcnsinn:1lnn· 
fü·e Lluc r,d, wu faund to be rom~ of 11t l~usl aix mujnr 
5uliumts whtn re!I01,·..d in t.he f.l't'tllld dimcn1lon, with 11pp11r· 

1 Tl>I! 1bh..,.•i~ti<ln1 uol'd •"'· CAl'S, 3>C)duhuylmninn·l·prupanf. 
•ulfanic P1;1d: CllAl'S, 3·/!.'\-t.ht~amidupmpyl )diniflth¡lammorlloH·pto
panesulfonit ~o;;il; l'CR, pn!ymtr•"' ch11ln n:iction: l'AG&, polyar')"l· 
i\midt~eltlrctrophnrub. 
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F...:. l. 'Tw......Slml'n•lon.l l'el utlhe mltuch<1ndrl•I cumpk•l'• frvm Pot,.tamd/a •Pfl~ 1ulnr Dh1e Nalive .. 1rc1mph11""'I' In lhl' nnt 
dlml'n•lua 1300 ¡.irotproleln) and 1 Sch1trfl'rrl ol. l 19111111rl •)·•ll'm 116'i- ul")·lamldet In thc vtrtlnl dl111Holon. The band idcntil'k-d 

• 11• bt·1 nrn11lu in lhe Ulut1 Not.lv11 f'IKtmphort'•i• •~ indmat<'CI u Mnl/>ln llf The m~J<lt polypr~tld~ Mmponenta ufthe k, i:omplu In 11.., 1<'tnnd 
d11n1!ntlnnan1 numLom:d/ t.u \!J. Contml• tnm cml) in lhc -.·11ic11I d1mrn.,nnl "'"rt' üddrd m thc lut.rt1111An"~ nfthe ...rond dimi·n•icn SDS.l'AGt; 
130 ¡ig nr 1•nlcln) '""" /, 11<.'l.'f h~.:111 t)loi:hrom~ o~id.1"'· I"'"" ~. ti..~r !11.ul ¡,._, '"'"~lo 

T•"'" 1 
------'-'"ri(íudfrlll u(/hrbr1rn1>1p{~-tfmmP;'1!!~'-"-,"º~''~P---

S¡.tt1r11.o<\"1I) -----··-----.,---·· 
,.,.,ol~1t11/mgpn~N~ 

0.12 

DEAE.ah>-Ocl A :m ------ -----
•mt molecular n1111o~c11 fin kDitl uf50.0 lsubunlt 1), 40.2 c~ubunit 
JI/, 3!i.fi l.ubunil IIJJ, 3:?.r. { .. ulilluiL l\"l, :?5.ri hulwnit Vi, uml 
lfi.lfsubanit VI>. 

'Th!.lll 1 Mummarizes thc rt.'l.'UWI") uf ptntl'in, heme b, 11111! 
uhiquinokytoc:hn1mc e n>tl11ctasc nct1v1t)' durinll" tht' ¡mnílrn· 
Unn nftlu he, complcx f'rom P.1',.10111rf/n ~Pfl· Tho cnmplcx w11s 
purifi~ b apparent hnmog1meity from the dodccyl mnl" ... id" 
extractnfthc mitorhondrin) (raction in n ~ingloi i11n l'lthange 
rolumn.1he aolubililed clllrHct Wll\ apph..J to a D!·;AE·ll1n-<l••l 
Acolunm•nd wash .. d,nnd 11 cytochromun>:ida~ ..... nrichcd frac· 
tiun w118 d:iLDined aíler d1t1inn with 150 m~I No.CI. Thih fruclicm 
was !nVl!~ fnr furth~r purifico.tion. Thc bc1 cumplcx wt" TC«I\'· 
l!TI!'CI in 11 1inglc peak when ltu• n1lumn wn~ ehllrd in tlw P"'~
cnce of 4CO mi1 NnCl ff,Jutlon profilc nnt ~huwnl. A single ion 
e>:chani:ochnimato~aphlc1;tcpnlluwedthepurificalionc.fth1• 
bc1 cnmph:, nnd s cll'nr ~pnrntion bdw•~·n tl11• fr:ictinn t>n· 
rich1:d incyl«hromc e oxidai.e mn.1 thl! br- 1 complex110~ al· 
W.ined. TIC! purilird i>r1 cnmplu: catalyied 1•lcdnm ttaMfer 
fmm th~ ~hiqumol 111111]~ DUll tu hnn; .... hcart cytochromc c. 
TI1ls acliv.ly wm; hen~iliVI' to 1he d1u~irnl lw, cnmpl"x inh1bi· 
ton. nnti~ycin 197.3'.0 inhibitiun 11t 1µ>i)1md mp;uthi:uul 
(!l!l.n- inUbitinn al 10 11glm\l 

W1lh t1~¡wd lo lhc acth"ily in miturhundri;1, OEAE·Dio-Gcl A 
chromotoun11hy nfthc louryl m11llo31de e:drncl increast'd th" 
1pccific 11~ivity nfcytochromc e t••durtaHI! IOO·fold from thc om• 
mcMuredin mi"ochnndria. Thc enrirhmcnt w11i; 111&<1 cv1<ll'l1l in 
the cnntcnt nfs¡wdfic protein 5ubumlli níth .. complex :ujudi:cd 
by pnlync)'lamid1· 1:••l 1•lectrnphorcs1!. '\11crcui; lhe dell'rgt>lll 

cxtrnct h11d ~':>l>cnliull.v th•, snmc hctcro¡:en1'Uuló mm¡KJ.~itiun 11~ 
ll ..... 111rt111¡: nutochondnol lrnctmn tdnt.11 nnt shown/, thc fnu:· 
tron rcco\cl"\'.d fnuu lhi! IJEAE·füo·Gd A lulunin uhiloitt:d la 
pnl.n~¡it.id11~. which 11ppc<1r to mn~titut~ thl.' eytothromc lx: 1 
complcxffii;-.:n 

C.'.Yt•oehrcmto• Cu11frrtf ofl'ulytum..tla wpp hc1 C<1mplc..--ln !-'1¡:. 
3 <trc nbsorption ~pi.dril ¡,hnwini.: difforcnti11l reductinn nr thl' 
cy"1ehmmc!i. Th" inl11ct oomplcx di¡,plu}c1l 11 m11j11r 11bsorbancc 
J'lf'nk m thl' Son•t rc¡:inn ni 115.5 nm. Upon rcduction with 
dithinnil.e, tlii~ y-pcnk incrcosed itt ínl.ensity and ahifted il! 
mnximum to 430 nm, while ub~orption bands apJ1C11n•tl in tlm 
n· imd /l·tl'¡,.¡nn uf thc cytochmmcM tFig. :n. A rinublo peak 
•prrtn1m ... ~~ l'\"id!'nt in !hP rl·b:1nd, 11·lth ab~orpthm m:i~ima 
ol 55:J mn liir cytcochromc c1 and of fif>li mn íor cylnchrome b 
!Fig. 3, in.id). Rcduction nftli" complu w1th ascorbl.ltc 1?1icit11 u 
dilfcrcnti11l ~1M...:tnim typic11I for C)"tuc:hromoi c1, with n m1ul· 
rnum 11t 55:.! nn1 IFijl". 4'\ ). l!ctluctu111 w1th dith1onltc rei;ults in 
the oppcurnniv <Jfn pronounccd absorplmn pcnk at .566.5 nm, 
11ttnhutah!e to thc rcdudi<1n uf cyt«hrumc b tFir,. 48). From 
thc di!Tcruum ~pt...:trn vf thc nscorhatc·rt~dt1n'1l 1111d dithionitc· 
r,.du~~...i oomplcx, wc cokuluteol fl>n~ffi nn thc ut!nction cot'Í· 
ílcfonb fot llil' ht"<·fh1•urt l'mymc) th:it thc Pol)tun,rlfo tiJ'I'· br1 

mm pico: cont:lincd 4.2 nmo1 tJÍ cy"~hmmP h and :.!.7 umn\ of 
~ytochromc r 11m¡: 1( pmt.,in, with a b'c1 itoichinmctry uf 1.53. 

Thl! s¡lf't:ttS of cytocl1roml! c1 11ntl of cytnd1romo b in the 
11·b.md rc~nhed in lwn well dclinC'd pc:ih ut murn tempero· 
turc, as nh .. er.-ed prc~iously in lhe 11¡wctr11 <1f wholt mitochcm 
drin froml~ rnoTtJ 11.loycl and Chnnct>.1968J.11wred shiflin 
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flu. 2. Compantlve SOS-l'AGE CSchln:er •I o/., 19!!6) .,fpurl· 
nr.i mltochondri•l l>c, rompln rrnm 1'11/,10-110 •PI" UBJit llJ 
•nd &a111 ~f hHr1 inltochrindrh Uoll" 11 ClO Jlllt of prntrln/ 
l<llill') U~poil"Td wllh SUS.l'AGE •l•nd•nl• Cpho•phol")'IHr b, 
97,.tOO;horine ... rum •lbuinln,flll,200¡11nlhu111ln,-41S,OOO;r• ... 
bonlcanh1dra.e.:ll,OOO; eo)'lw-•n lt)'ptln lnhibitor, %1,ll00¡11nd 
ly11<1:rymt,. 14,-400J !IOM .JJ, 

WAVELENGTH(nm) 

Pa:.3.Vi1lble11pcocb"•ofth11be,complufroml'ol.rl<>mello1pp. 
Th~ be, mmplrx W&• d1lu~ In 2.5 mH pnl~••ium pho.phatc bulfrr lpll 
7.21 conutninr 24 11>1 F.DTA 11nd O 1 mf'ml 11111")'1 maltotidc H"""rn 
liru.1, o:rlducd .. mplc. H obt.iinrd. C0'11Ínq<MO li~. b..·, rnmplu fully 
ndured in U1e preM:n<.., uf• •m1ll 1muunt or d1th1umte. /nwt. 1mphf1 
c11tion níihe ,.. and P·nM<ll"Jltinn b~nd• fll'thc íully ttduc.:d •Umple. 

the o·ahMirption JH!uk of cytochrumi: ~ 1 wiu nnt ubaerved u in 
thi: case of lhl! lx:1 romple11es bolsled from other protozo:in 
sourtt11, &uch as R. grucilis nnd C. fotc:1cultata (Mukui f'l al. 
1989a; PrieHl and Jlajduk, 19921. nw~forc, thl'~e 1pectn .. 
KOpic rh11rntleriglicM p~dictl!'d the exi,lf'nce of a dlliict1I 
heme binding 11iW in Poly1011,,Ua 1pp., in which the hllmc ¡:ruup 
Is 1:<1v11!"11ly bound tn thc cylochrom~ ~. apopmtcin vin 2 dif· 
f1·~nt C)'&teinu rc1idUI!''> in lhc con~n~u• rcgion CXXCH. 

w 
u z 
<( 
CD 
o: 
~ 
CD 
<( 

Fin~- llllfl!'rence 1ped111 oftha eytochromu ufthe hc1 C:OIR• 
ples fcum p.,1,.1-lla •PP. l'flad A, n_.,rlultr·rrdurcd mlnu• frm· 
C}1tnid<• •pt'llrum kyiuthrnmr ~,) l'alll.l 11, d1lhiuniln•rrdun..J minu., 
oucutlu1le·rnducvd ~P'"<lrul!I (C)'luthroml' h l. 

Suhuml Cvmpu~ilmn and lmmu11ochrmi<C1l Prr>pcrtir• vf 
f'ul)tomel/n •l'P· bc1 l'nmpfrz-The11ppnrent tnnkcull'lr m""" 
uf thi: suliunits wa~ dctcrmim•d by cnmpnrison wlth n :.et oí 
mukculnr •u!l¡~ht mnrkl'n> nnd 1o.·ith thc submlilli of thu IH.'l:f 
henrt mitochundri111 IK" 1 complr11, accntdin[l" to the dota re· 
¡~irt.cd by !Whni;i:crtl ni. (1986Jff1¡:. 21. The ~uhuml ~tnicturn 
uf thc l'vi)tomrlla 5pp. ht, i:umpleit wn~ ~tmilnr In that fn1m 
nthert.011knryotic11oum•1o,withrnnrn1oubuni1.>1th11nit..sprokury· 
olic ruuntcr¡Ntt!JI. The ealculutcd npp11rc11l mofotul11r m11s""e 
lin kD11l ufthe 10 polypcptide~ un thc electrnphnretic 11yst.cm 
u~o·d wcrc: I, 50 O, 11, 4G.2; 111, 35.5; I\', 32.~; V, 25.!i: VI. J6.I; 
\'ll, 12.6; VIII, 12.2, IX. ll.O und )(, 10.9. Tl1c nl11tC1"Vt.'<i compo
!11linn is in 111,'T•>timrnt with thr siit hi11h mol!'Cular· wei¡:hl 
polypt'plidcs ldentiliPd with thi: Uluc N1\tivc clt.1:trnphon·•iS 
l~t'C ulio\·c, ~·¡¡¡, 11. Th11 ~mull mo1t"culor weir,hl ~111>unit11 VII, 
VIII, 1md IX d1d not Klllm reodily Ytith Coom11111t1c llnllmnt Uluc 
l>ut ... ere IY•cnluJ by Ju:1er ..con11111~ dcns1t.um"tl} (d;itu not 
shnwnl Thc homoh'l.'Y nf th!!"l' ~ubunit ... with lheir IH-cf nnd 
y1•u1oltQunU.r¡111rt.arem11im1 tobcn~rertained 

Subunil IV w;i!I idcntilled HK cyt.ochrome r 1, i.ince it. wm1 the 
unlybundthat"t.uimfürhcmcintlwprl'!<Cnci:ofi..,tromcthyl· 
beniidinc. ond it. ¡., the unly componllnl i:xpccted tu curitain 
n11·nlentl) l.<1uud he11w (t'i¡¡. Ml Thr~ polypo·ptides of thc 
Polylnmdfo spp. hf:1 mitochnm\ri11l rompln 1:xh1hiti:d crou· 
nmcti\·lty wilh ontibudie~ rn15C<i u¡;amu sulmnil IV tcyto· 
chromc c 1J, subunit V (Ric~k1• typc irnr1-i.u\Íllr prntcinl, 11nd 
.. u1>u111t \'lnflhc bccfhc;irtmltochundrialb\-1 cnmplcx, whc:n 
aun)t•d in Western blou !Fi~. !iDl In Mnnc prep;m1lioni;, th" 
anllbodil'!l ar,ninst suhunil V dN'tlmti:d two b1111d~ in thP tnm1· 
ferred /'olyloml'lfn ~pp. clectn1¡ihoreuc: piottem, indirnting the 
pre1enco uf 11 mild pruluoly1i1 of !he Riuke typc iron·11ulfur 
pmtein, which ¡,. k11own to IMJ ~u!ICeptihli: to protl!tllytic c:leav· 
a¡;e tílttum d al .• 1967; Ball e/ 111., 1977; Li d al., 19!11: 
Gormili:t·lfolphen rl ul •• 1991 ). When thll purific11linn proc.,.. 
dure was cnnicd out i11 the p~!lt'ncc of pnill!oi.c inhibiWra U 
m"" pl1c:ny\methyl,ulfonyl nuuriili: anrl !íO 11¡;/ml uf h"'·µ·tos}·I· 
t·lysrncchl11romtthylketontin111ltheb111fen.J,aaingltibundof 
25.5 kDn WM fmmd to Cm'iH·rc11ct with Lhc ontibooly.Antibodi~M 
directtd 11¡;ain!l1mbunita l,II!cnre protcitu1),11nd 111 (C)to

dirome b) ofthi: bceíht11tt timyme ca•·e no tl'01'l~·"'11ct1on wiU1 
the pol)'Vt.'ptides of th" hc1 cornpleit from Polytumd/a 11pp. 

The prc~ence uf thn'C hi.:h mo!l"l:ulur weight 11olypeptidl"li 
frore prnll!insJ has IJt"Cn ttporti:d iti the Cll'l.I! uf lhe hc 1 ccm· 
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t•m. 6. l'u1rl -'· 1olr1un"lbylben.rid1n<' •t11m•n11 n( cvv.iknt au.nd1ed 
heme ¡cruupoi. l,11n .. /, l-:.M>IM'l•in Rhll' ~IJint~l ¡:o•i uf /•,,lylmn.•//n •¡>¡1 
1..: 1 tumpk•: lnnr 'J. ktr.>mcthylbcntidm,,.~tainnrl i::rl uf the """"' 
.... mplv. l't1u•/ U, lnnc l. 1:uumn~ie Olur•,t.11nt'd l;\'l <•Í l'<•J.~fo•M/lu ~l'I' 
be, complm Ll!O ~~uf i'"•l>·•nt s1,.,,..,. .i],..,1~ 11 Wokrn l•lut uf /W)lu· 
mc!/a./J<•1 C:ICJP1Cnfprolenlll<lnr1immunU11~lncdw1th.iotil-,Ja·,r,1i ...... l 
11¡;11inLtlhcJ>uri1i,-dhuh11n11.J11VrlnM:.ll.Vl/n11c.11."111l\'ll/nM,.·1f 
fromlhl'hM1whuorll><·o"'""l'le"" 

¡1lm.1:~ fro:n hi¡::hcr plnnh Ruth :u pnJ.aln tHcrry ..i al., l!!!ll; 
Rraun nnd &:hmitz, 19!l2J nnd from thl' pmtozu:in C. {"~n1;11· 
latn ll'rimt nnd llajduk, 1!1~21. TI1c /,Lr wmpk>. fnnn /'<J/}'fn· 
mella spp c.\l1ibitcd ur1ly tv.u hii:h mu!t>t:ul11r wrir.ht 5UburiiLq 
when nm in lw:i dlffrrrnl t>le<ctmphnretic i;yi;tem~. Locmml• 
!1!170111-·ir. lit\J nud &:hJ¡:¡_:l'r ..t ni. ll!JHIH !F11:. 1;n1. F1r:. IV! 
o\11u compi rrB thc roro prot.c1n.q fnm1 thrue dillcrent b•·1 Ullll· 
plc.:cs: hl-.:l"hl!;irt, poli1W,and l'"(lf11md/a ~pp. Althour:h threc 
p11Jy1K~11tic!c~ uro rlearly $e••n in the pol.11.o be 1 complc •• only 
twu d1~tiri:;t hauds wcrc µrc$ent in the hed henrt 1rnd in the 
P11lytami:l/a en~}'me". Co1Htmlional ontlliodie!< wcrc rahwd 
u1r.1instlheC'Dl't'pr<1tcin~lftUbuml.Jll1md !Jtofthrl'ul)lumrlfo 

2 3 A 

-·-_,,.. -2 3 4 B 

Il- •~~·-· F1<:. ¡¡ ¡•,.,,,1A.'111111111r,tl•w51lS·l"\r.~:ollh••"•"c pn•h•on•f111n1J,,,.f 
hc~rtt/1u"•/l.)1Ut.u\o!/ll1W:!• •. u1<!/•,.f1fu11.<·lhr•1'P f/q<11·.11.Gc•l•"u1.
nm in,, &l1.!~~·1:r rr u/ C\VM•I ¡¡11 ~)•lrrn .,;lh ~·o l'~ ,.f w11t1·m 1¡.,,, 
"'mpl11•11wr/u,.r./'11•"·//1 Sl!SJ',\UE gflh"'""'i1n•l••u1~ .. 11'.J>1,. 
m<l/n "l'P· rnnui 11 l.1~rnmhl l!tifll;:rl ~)•1ron !ll!h "!Ou¡.:uf1irol••111 l""r 
buc1/niu·•:!~udJ•.:-Oho"n ul•u "" \\<·•1'·111 t.! .. 11.r ¡•,,/11 .. m•ll<i ¡.,,, •20 
111: hl 11n•h 1n/i~•"• l 1l1 ... .,.r.1U:J wolh .m\lho"l"·• ,,,.,,.,¡ ••1:-•i1"! tho: punfoul 
•uh11mt.< ll/n"'" /!~1ul ti'"'"'" llfn.n> !loc·/',J11"""/l<1 •PP l1r,'"'"" 
~!··~ 

~11p. /,.., compk•x. l"hc anlo\Jmhe~ "etc !uuml lo¡,,. mono,po:citiL, 
1c.ict111¡¡ rad1 nm• n._:nm~t iL~ corrc~pondm¡: l,,1ml m llu• t•l1~·
lluphor1·til [lo!llern 1F1¡: íifJI. Tlw:..·;out1hotli<'-1 dod niolno~·· 
rcnn w1th thc cun• prntcin~ uílhu l~·<·fheart cn7.)llle. 
Mol~ru!nr ,\f<l•~ uf ¡1,.. ¡.,., tu1u¡1ft'1 fn"'r f'olyl<>m1•/lo ·•Jl/1.

ThcllU<l\clU,ll.) htruclur.: uf/'"' uomplu~C> h.t> liccn .¡ m.1\tcruf 
ddo;1te, buL 1111veral pn.•p,1n1tiu115 frum d1fl1·nml ~ourct"I are nl.i· 
tamcd .l1 dimen; Cdc Vn<'~, 19%1. Tlu• nwlecul,1r ma.~s nf tlw 
inL'ltl /i<, cumple~ frtini l'"/}·111111¡-//o h¡Jp. ";'~ aH~ny1·d IJy ¡:el 
mtr.1tiund1rumato¡:raphyandru111pnr .. d>1ílhtht'unctih!..'ll1ll·tl 
for lht• i,,..,flu•art 1•091111.' lF•!l. 7!. Thc· 1·~thnatr1i umli><·ntno 
mllM1l1fthcbi>eíhl•¡jrthc 1 rnm¡1!t'l!\\,1~foundt.uhi:f1:17,600Uu 
I¡¡ diml·r!, v.·hrn·n~ thf' rnu· frcm1 1•,,/.~1.,m..Jfo v.u~ 2'i6.:JUO IJn, 
do~cly ~imil,1r to lhc 11um oí Uw a¡o¡mrcnl mol1'1.uh1r m¡i,;c~ uf 
lhc JO~uboniL~.u ¡ml¡:l'<l by polta~ryl~nudc l!"I cl.,l"1n•J>hoTl'~i" 
C!li2.li00 l.Oa! Tlii!< rc:<ulL ~um:.,~t~ that thc ><iluhih1cd ht· 1 
cumµln írum HA.>lmu.·l/11 ~pp. •ccm~ tu 1·~hib1l 11 mmmrncr11· 
.ln>ctur"' ln!nci.l11111ly. tht· l~:cf"ILl":ort ami N. r•n·""'' 1•nr.ynw>< 
bch:1vcuij duncn;,cvcn v.h1·n 1solnh>d !11\h dlffrn:nttlclcfl:c11t.\L 
C\"UI\ Jur,<1Wff u/., WTi; W1·1~'' :oml l\11lh, Hrl!!; dt• Vrics. l!ll>Cio. 
Furthcr t''f"'rimi·n!o; of ~l'domrn!:i!i"n v!"!ocit1·. mrrt:'cl1•d for 
huund l1ridt1 und dckr¡¡cnt, ..,.¡11he111'tl'~sury tu 1h~l'!>M llw 
quóllcrnar} ~t.mtluro ufthc h1·, c11mpk•Jt frnrn ¡•.,/v/mud/n "Jlll· 

Ami1Ju•frrm11111l .Sr.1¡m·nn· ,\m1(>.,j~ n{lhr. Sr,buuih {mm llw 
lw1 Com¡1/,r-1'11rllicd ~uhunit~ ll llnrc ¡1rutcin lit alJd IV ley· 
lochrnmul 1/ wcre ~uhj~.,_1.4,.j lo .1minu :ooi<l 1mal)¡.i,. .uul tu ILIJ\i 
no·lcrmlnu\hl'qucncin¡:ulll'rtrnn,fortn:.1PrnD111tt.mcmbrun ... 
Thc idenliín~l rcsiduc~ ore ~huwn in 1'.1blc 11. lnten·stinr,ly, thc 
:1rnin<>'ll'rrnim115cqu.,ncc af•uluunt 11 ~ho.,..l·d !'>Cqucucc sin1i· 
lunty with 1bidu111o '1.·H>-2:-i~ 1LP,\T,\l'\.~.SJ hÍ '"'" ¡llútcm 1 uí 
thc b<.·1 cumpk.: írnm N. <"m""' t&hultccl ul., 1989). Portlicr 
~··qucncin¡; oí ~ubunit ti frorn t!w lw1 •wn11le>t from Pu/y/!1mrlta 
~pp. w1ll be fl't¡ui1ccl to B!'>~es~ thc pn.~iblc ho1nulo¡zy bctwl..,n 
lhc:<c1w1ly1ieptirlc;i. 

D1Tnt s..,,,,,.m.., Analy~i~ 11{ lhe lleme ílimlwi: Sile <1fC.~1!1 
d1m111e c1 fnml p,.tytunl!:f/<J ~¡1µ.-11tc mnin1>·lcrmi1ml 11.C• 

1¡1111nl"t'ofcytod1runu.: (•1 ullnv.ed tlmdc~ir.n uf1>nu deu>tyo!igo-
nuclL•otüfo, wil.h the codun u~.i¡::c for /! n;:ifü ¡1rnpt111ed by 
Cunncr d ul. l IU89!. A ~1:rnml d1'U'yolir,ont1dt~1lidc v.a:i de· 
~•i::nt•d b:i•td nn the hii¡hly wu~u,....cd M'l.(UctKe uf c1 tyrc ryto· 
chrnm1·s t.ownnl thc 1.mbo1\yl tcnninus uf the pmtcm: ¡f; nr 
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Ve/Vo 
>".ll'u 1,Curve ulM'l1 fur lt1t1 "tlm•llon oJth• molrcular rn••• uf 

thC' L.1~1 111alto.lde-.oluhiU1.,.Z At-, co11:1pku• tnrn bfff burt 
(d)11mflro111 l'ot,1..-tta •PP• IB/ by""'' Pllnt\an thrum•t<>t:· 
nphy MS..phac-1')'1 s.300, Mal-!•r mau 'land•·rih "'f"' th• 01"'• 
de...:ribt:•undrr•l-:•pcnmrntaff'n:ttdutn"º 

DJYEDGTPAIS or TIOiPu•ka et nf., l9flS/, Usin¡jtln:5t,, dL'l.l1)'1r 
lii,."flnudclltidea, total DNA from Polylowlfn •PP. Wll~ 11ul>JCdf'd 
lo ampl1ílailion b)' l'Glt The ~rimt•n \!oCre C'llJll!t°lrd to nmpllf} 
H MiQ.b-u,,pair frnwmcntufllm C)'toclmime t-1 l:Clll', hut mste;:id 
a 8U!HoM• pair íru¡,'l11cnt Wl15 nhlnincd (dal:i ~ic¡iplied 10 r1•· 
vit101cr11 but nnt ~hownl, SU(>f:+"11lln.t1 th~ pr.,i>enee of i111ronJ m 
lhccylu:hruuu:~ L1¡;em•.1111' wn~ ~mfirmcd by d1rttl ,equ .. nc 
in¡; Qf tlti, PCR nmp\ilkntum iirnduct'I. <ThL" .n-qul'nte uf th~ 
rull·lc11~h llpen tr.11din~ fr.-imto ¡~ i:um:ndy ito prvr,reu nnd will 
h... thc 1ubject uf a fu tu re p11~r). Nudeotidcs wrrc trons!alt-<I 
usin¡;: ll>l~wdon u~u.i:~ Íllr Po/y(f1mr/fo pro~ by Ctmnnel q/ 
09119). Tht dcduced .11min11 acid 5'1l\\e11ce for th11- pu!nllve herrw 
bini\i11g kili;! oí thl' 11poc}'IQCht11mfl c1 b i;hnwn io Frg ~ ,\ 
diuuitnl tOlll\Ctl~U5 bímhn¡;: ~ilc farl' lypii cylochrnml'i;, CJ..."t'CH 
WllK <'.l/1~1incQ for the lljl()(.)'lochrnmc I'¡ OÍ }~IJ)'ivJll.-l/CI ~JIJ'· 

w .. hiJvc p1.1r1licod for lhc fint time 11 bt°1 rnmpll'll. írorn Hily 
fo.,,d/ri •flf1·· lf Ghlorophyr .. 11r. nfthe onlerChlamydom<mndall'~ 
nnd lh' f1unily ChlumydomonKducco1c (Mdt.~riinn, Hnm. Tfli$ 
eu!orle.., q1tndril101:eUM<! M:<:lt!t tn 111' rlose\y rtol11tcd to tlw 
gcnu~ ChlD1tJ)Yinmono~ IMl'lttUl nnd Stf'Wllrt, 1984.!, ~hunn¡: 
rnmmon rnorphtr!o-«irlll nnd funct1on111 1 ... 11tt11"<!5, ;.,.. thc fln¡;,.I· 
larl\)ljlllrntu1ultr11~trucrurn/Jlruwnrlal, 1!1761,th,. lncomm 
ufUibmiijor ce\\ or¡:anrllr~. tlw ptt'!<l.'11t1· ofn ,JM'Ci11l intrnmrm· 
brant 11rr.:I)' fthe hn1ctlet) 11t tlu· fi11r,el!ar 1111~1·, imd lhr 1111ttern 
or mit~i11 and cdl dh'isl1m." Thu~ il i11 hclit11ed thut thc g1mu1o 
PoJ,t•¡r.o.ella may havc cvolvl'd ftom n Chlomydomur1<1s·hke 
¡mxurror by IO!lsing th~ c1<ll w111l 11:nd thc pholo~ynthelic llfll'll· 
utus (Round, l!l!iD; Connrr ti al., l!!Sm. Mol«-1d11r 1>v1d1:nt<" 
1uppcirtini; li11: d<J~ rc!.:iticnJh/p lwt .. ccn the"• tw<1 prot«ti~U 
indudtt lntrnn nurnbcr ami {1!1tcement. nf the JH11huhn..,11ooJ· 
in¡;- ~M'll, lhe hom11l11¡:)' or the <f~duc1<d amirn¡ -11dd .11equent<·s 
frnm lhe1e i:;too~lmore thrm UR,, 1eqUl"lltt! iimilarily), nnd th" 
codon u1111¡;c bfos(Cnnocrclal" 19!19). Comp1m~un 11fthl' }8 5 
rDNA J«;JUllnt<>ll nho lndkah•5 thllf Clifom)-d~mon.as nnJ Poly· 
lomtltn uru proiumably monotihylct11: to Ch11 tt•chuion ní la1.n 
~uch tu Sp¡?rm11fw<1pi1, nu11nJ1~/lu, 1m1l 1\1l~romo<1<H.1 

Thl! biodu:mkal du1ri1cterir.«ti11n oí the mlll1Chondrfol rr•1•1· 
rulory com¡1!1~nll hat ho.,.n 1hfficult tn 1<d1k~l' ln Chlamydcmt>
l'llU IMJcuusc of lh1t !~rite ront.nminnhon by rhluropluc prul.l>ins 
during the purifkntinn proet'dutts tl11mi1, 1989). Nc\'t'rOw
!en, 111m1e mitochondrínl proteius th1d topurify with thylakoid 
mc1nbrR11~s luoc btocn rncntly idt!ntiftc-d, inrludmr. cytti-

chrnrn11 e, cytochrmm• b. uni\ tlm ll·suh1mit of 1heArl'1.1~., IAt
lllin d al., 19'!t'LI. Ali' nol~d, l~o di~tinr~ Íc<\lllr>•11 of thc ¡:mm>1-
/Wylotndla nJla .. l'd die so/11biliMtion i\fltl JlUf\Íltation 11( the 
~ytDChl"Omefu:, ccmplt>x: tlu~ !n(k ofthe ¡::lycoprult•iu typl' rl'li 
wAll (nnkcd ccll11l 1tnd thc lack nf 11hoto1yntlwt1c pr¡:¡mt<nL~ !cul· 
orlen tl'\IK) The mcth<r<I for lht> punlicalion nf th~ 1..:,mp!".., ¡~ 
re!1ttiv .. Jy timp\,. lilnti hiith!r rt!producibfo, iuvu\v1111: 0111} tlic 
wlubil!Ialim1 ,.r m1tuchnndria fol!uwcd hy •• .o¡m¡:lr lhronrntn· 
K"fHpluc ~t11p (l.jmr¡:d1d1l rl ol., 19~91. 111c ~-:i.!uc of Uri~ lt'th· 
niqur, wh1d1 h1u bl't<n uo<x! in 11i., 1..ulnhon uf b, 1 rom{l!"""" 
frnm d1ftertnt i.uurccs mdudinr, bovin,,.. it·nst, anti phhlt•>l"ll• 
tht'tie bnctr.ria, h11.t l!t'en ciu.endrd ln thi~ work '" 1)ie punfü .. 1-
li11n uí thi5 ff'-~¡mutory tmn¡ile:t ímm ptulo1:t15U 

To our kru1wlcdi;. .... \hih is tlie lir~t m1k>rhflmln.•l lx. 1 C't>mp!1•Jt 
,,..,¡ .. 1cJ (r.:im :• rrutoctisl ~011rc1• whidt ,.duLib hl¡;h rntc" oí 
ubíq11ino!-cytod1ronw e rcduct.11~·~ 11d1v1ty 1hu 1u1Hr numl'I·• ut 
32.[1 11· 1), °""~1livc t<i lh" d11•~1c ell'tlron t11i.n~p.1rt mlubiMr5, 
antim)·cm uml tny1.olhí11lol. ftum Ow pre~·iou\b nporh•d <fol.1, 
turnuvcr m1mhn.s 11! 2.fl s·1 for thc f;. 1fru<1/11 bc1 con1pkJt 
CMuk11i rt u{., l!Jl:l!lR/llnd r.f J.9., 1 for th" C filM1<r•1'rln ¡,,_., 
("i>mpl~ crnti .. t 1111d UaJdllk, 1!192) m11y be t'Slim~tmJ. 'fhc~c 
differt'nw,. m tl11! nc1iv1ty rat~~ 1n11y bt- lwcJ>u,.., 1Jf thti dt•\\·1· 
~··ntsuscdinthC>solub1Jiu1liunn11dp11riíicat11111tlftlmtumplloK. 
The r:. wntÍfis cnmpk.., Wll:l sulul>Jlited i11 lht! pn:~r1t·•• nf Tri 
t1<n X-lOO, 11 nun·iomc cfoUlrllCllt th111 1» kno"'ll "' 11itoWt1at" 
p11rt1nl1y t/1c Riukc lypc irun·~ulfur prot,.iu fmm lhC> r .. •t nfllw 
11<:1 eomrilrJt nt rc!alwt:ly J¡J,¡:h conccntrntioM ff~f!¡:¡d d nJ •• 
l~:J) 11w use oí thr 1wrltt'rwmc dr1rrgl!nl CHAPS íur 111<' 
"11luLi!i111lion oí the br1 "1mplcx frnrt< Cri1l11dio nldy 11hu ha•··· 
111h•lf't1~nuus eífoct "" tloe attwil~ 1>flhe rompl!• ln lhi~ \\urk. 
lhe 5oh1l11ht.ntíort <Jf m11-0t)1ondmt Wll5 c:irncd uut 1•mh Hw 
rl1l11 .. n11ie drttr¡;ent laul)'l niuho•idc, whith hu prn•·ctl to ll<l a 
~uitab!., "~~·ni in th~ h.oh1líon 11fl11~h!y ac1i..,.hc, comph•w11 
frnm d1\'Cr5l' btolc'f,'ie.il $01lTCeh1LiungdHhl ~t nl., l911!); ,\ndrcws 
d u.l., 19!lfH Híi;h C(lfitett!r.1hon" 11f this d~l~•i:~11t w1•fi> rc
r¡U1rt•t! tD sriluluh1.~ the mil<l<"hm1dria of l',,l)Jumt'l/n "l'P' (2 m¡: 
ofdeltrgi•r1tlmr,níprnt1•inl;ntv1-ttlw!e,.11,m1!.,....~ufub•q11innl· 

~) loi:hrmnc r '"<lllcllt5-' nd»ily w11s 11h~crvcd in 1111~ ~kp. On 
thecontrur:..thed1•l0>rl!Cflt$l"t'msl"i1ct1v11h11hcbi. 1 rom¡ilt!x 

Thc si:e and ll1Jr11bcr oí ¡>mt...Ln s111Junitt. in lhu •~ilakd unn· 
ploll un• doscly smn!,.r to othH pn·1·íou1!y rr¡wrtc-d m1lm:hon 
•hui\ li1. 1 ~";r.p!n•·' Of~l'"''i.11 inll'r~,;l iR thl' pr""''n<:c of on!y 
t>1·0 hich rnol("Cul"r "'ci¡:ht suh<Wib kno"'" "" Luh. prr.\rir.~ 1 
nnd U. whid1 MvC> ~~n tomidi:rtiti bmw (id<' ~uhuni~~ of th1• 
br1 rnn1p\cx. "fh~} ""'absrn! itt llu• prt'patnti1111~ufprok<lf}<Jtil 
lx.·, c.ompl,.xc" but pn'i;cnl in ali nf thc bc1 "'m¡t!cxci from 
mitnc:lumJri.-il 11<1un:~1tHnu!llu.1 r( 41., l9J!:J; 'J'rumpow .. r, 199111 
.\[th11u1:.h dw.r <.lo n11L ~~rrn to funclim1 tJm:c1!)· i11 lh1• ~at.:1\ytic 
nctiv1ty.th4'ftmtthm1r;httoj?J•rtic1pall'durin~thehiu1>c11,,1i&of 
lht1 tompll'l<.15thultP da(., 1!189. llrnun ti ni, J!l<J2; St:hmitt 
nnti •rrorripowl'r, 19!11;Gencíc,.I n{, 1!1911 fo 1hccn~" hfhi¡!f1er 
Jllnnt br1 l.'UTI!fllcxe~, as in polato, llw cir.istenr" .,fthrcc difT~r· 
"nl<"Oregubunilllh111~11nt11.en·tdlll.,rry,1of.,l9fll;Hraun 
11nd Schmit1, 1!1921. lnwrc•lini;h. thc l>r 1 rnn1pltK ísohttcd 
frnm Crithidia ~lwwtd nhn th~ hii<h mulc.'Cu!;:ir W<'i¡:ht sub 
11.nils, which ha•~ becn drscnlll'd º"cor... proldl!~ 1Prit'8L mul 
Jl.11joluk, l!l92).In::tdditiun,thcl4·1 rwnp1uc1frornl11"'klllcfo. 
phulid lipt."<:ics 1A1ihma111a :inri 1"t)11qrro1omn hu\·e nlso thfl'li 
C1!f'e proteins.3 'f}¡e h<, l'DJnplex or Pol)furm·{/q ~l'I' rJhib1ttd 
only lwu h11;h mofrtul"r 1<c1¡:hl HubumU tv•n wh~n run in tw11 
dilTcrcnt el!!<:lrllphCtretk ~yhtt:nT:S ll.i..,mm)i, H'l11l, Schllr,¡;er rt 
n{., l!t71H. "-'hen Wc~lcrn b\ul» 1<'1·rc derorictll:d "'ith ion 1111ti· 
hody rnísed 11i;uu1d a miil1Jrr oí aubumtJ; f and 11 fmm thc bet>f 
ht>art be, cumplt1., trnSi·l°Cll;l'.°linly w.:n ol,wr..-cd a¡:nio~t ~ub 
1mit JI of l'olylmudfo ~PI'· fdntn nat ~hnwn). A1n11111-term1nbl 
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f°•• ll.Comp•nitl .. etableofh•nsrblndin11'•LlC'•ln.:j1lochnimc 
.,, 1e.que1u.,.,., !ro111dUfenml1pn:lh. S.."lucn<.>!duw "'<"' 1..>kcn ftnm 
lhauJ~ll rl al. 119881, Mulrni <'I .,¡ (L9A!lhl, ~nd l'rl<"•I ~nd 11.,jduk 
1199'll Thu •<~111ena:i for lhe hemt bindmr. ••le for th~ C}1oohrom~ f. 

ín1m l't•l)t'"'''"ª ~pp. 1~ !.he onc obt1med m th11 wnrk Tio~ pr.,t<><.1»\ 
~pl.'CIHllrL·l>ru...Jwath ada•hi:d linr ~nd thc c.1nunu;;1! lu••n•· l11nd111¡; 
111tc1 w1th "n>nlinurul~ liM 

11...quenw on11ly~i8 flÍ suhunit 11 ímm l'ulylunw(L1 ~1'11· i.ho ... cd 
111.!QUl'flCl' 111nilanty v.ith Rubunit l oí thc b.:, c-umph•" frnm ,\'. 
cm ... a, wh1ch h118 bi~n 1dcntificrl 11b u ¡m1t.cas1H'nlmncin¡: pro 
t.cin ISchullL' rl al., 19891. In ndd1tion, mnno~JIN1Ílr r.unvrn· 
tion:al nntibodir.H v.crn rui~cd 11¡:ain~l huhunit.;; 1und11 ímm thc 

'l>r 1 complrx oí /'o/)/Omrlla KJIP, ... hich n!'artl'd w1th ttwir rn
llpl!'(tini hi¡:h mnlL"Cul.arw1~it:ht urlmnlts \\lic1111sh:1ycd in Wcst 
t•m blots but did not cross·r<'att with the corc pr1>\1•in~ fmm th1• 
!lef'f hcnrt br1 rompfo.-. Thi" indirntci< thal 11\tlmu¡;h tiubunib 
IV rcytochrumcc¡I. V tKrcskl' typc 1ron·~11Jtur prnh•1n1, nnit \°J 
11h11rn cnmmon crmhl!l"Yl"l unli¡tcniL cpil<l¡"'a "'1th tlu: l>ct•fhLart 
cniy111c, th<> ~·ore protcins lsubunila 1 nnd 111 ~hnw ],.,.~.'<true· 
tur:il simib.rity n~jud¡;~tl by tlwir nnmumK·lwmicul bcha~ior in 
Wc•t...mb!ot.5. 

'111cpnrti11lhcquentt•nfthc¡:rnclhutcndcftÍUrthcm1tod1<1n· 
drial cytochromc c 1 in Pof)Ulmrllrr spp. wns fomul tn ¡,.. 
CAACll, idcntíml to !.he h"'nc 1'indin¡: ~.ik fm.md in S¡¡c,Jwru 
fll)'t:f'.•ttrruúint•. Thl' atypicnl chnracll'rimcs ofr typ<> q1o· 
chromeOJt cand c1) dcsr:ribcd für ~omr ¡irut.uzm111 &pcl·1c,., maiuly 
nn11sy1111netrk3].,.pc3k5hiftrdtothcrl>d,11ndthrh"mer,ruup 
ntt:i.chmcn! lo tl-.i: OptX"}1ochru:nc thrm¡¡:J¡ a ~in¡:!c thiocthcr 
bnnd ll'cltigrcw d al., 19751, mny he 11~ril1Pit only to Urn try· 
11anM<1muLid urul •~111:lcnoid &J'<'<'ir~ lntcr..-~lin¡:ly, thc Eu¡:lc· 
noidmandChtamydo1n11nadalcsapP<!t1fascluwlyrrlatrd "P"· 
CÍM in n phylni:••nctic 1m11lr11i~ h~~rd on thc infcrrcd mm no :icid 
M't¡ucnccs írom thc genes psb.A lphotosy,\.cm 11 renction Ct!lllf'r 
protcin D lJ, rhd., nnd rbcS (thc latt,ll 1md 1mrnll ~uhomb nfthc 
ribul!IM! Lispho~phaU! cnrholl)l:l!.Cio.-yr,cn:isc ho!nenzym11J, 
whkh p11rtici¡w1tr. in thr ¡>hol.ol)7Lthctic pru<.-c1111 tMorden rt al., 
19921. In thiJ. wnrk. b1urd on the 1pt-clm<r.npic chnrntll'rihtics 
nnd the p•rtinl hcquunce nf thol ¡;ene, W!! ¡;how th.it !he hcmc 
liinding aitc oícytochrome L- 1 uíth1! oolorlf'~\ flo¡;-,.11at.e Pol1to
mdfa 1pp. contoin~ tJ1e cla~sir.ol cnnt.1Jf1Mlb ~cqucuet: CX..\'CH 
und that itthcreforcnppc11rstolicmomcln~ .. 1y,...1n1ed t.<Jt.hc 
ono fomitl in tmimal~ and funb.¡aml clcurly dihtincl frum the 
phyla Zoom11atigin11 f..,hith indudcs thf' cl:m1 Kindopln~uda) 

9 111 11 ¡~ ll -ru,-------i;;---
,.,, 

nnrl Enr,l1•nirln !~"ic. 81 A~d11ti1:u~~t.'ll hy Prtti¡~w 11979),bascd 
onlhccompari•tmoíi;everalao\ublectypecytochroml!•,t.he 
sin¡;lo thilll!ther bond is nut. •I f:•!rlo:r~I fo1Uuru of proto1oon 
cytochrurncb, .111d thcluuoíoncoíthocy•lclnes on 1hehemc 
hindin¡;o !!!Ir ~Pf'ms toh.i•·1• •>e:L'llrrcd nnlynntcln lhelinclc:id 
iug to thc kincl.IJ¡1]¡¡5t1d 1~1t's :ind tn thu Eur.lrnnids. The dtil.> 
nbta!ntd in lhe ptt:M·nt .,.,,rk fnr n mcmbranL~bnund c1 lyp!! 
cytochrotnt' rrom a diífrrrnt prol1170/lll :mura! blnmgly ~uppot1 
thiRcunclusinn 

Athuw/ot<l¡:>mriit~-\\\· .ore ~rntcfol to füuy S~mand:ir, K:ithy St.ono, 
andl\1•nV.ílh~m1frmntlonW.M h:1•ck Fnund•hnnlhotcchnolos:y llc
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