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RESUMEN 

Los genes que cod1f1can para las subun1dades 11 (cox2) y 111 (co>.3) de la c1tocromo 
e oxidasa está:n presentes en el DNA m1tocondnal de la gran mayoría de los organismos 
eucanotes descntos a la fecha Estas proteinas hidrofób1cas se sintetizan en la matriz y se 
integran en la n1en1brana interna rn1tocondrial Un caso de interés son las algas de fa 
familia de las Chlamydon1onadaceas. en que el genorna ni1tocondrral carece de Jos genes 
cox2 y cox3 Esto puede sugerir que fas proteínas no forn1an parte de la c1tocromo e 
oxidasa y que los genes no existen. ó alternat1van1ente. que las proteinas sí están 
presentes en el con1ple10 pero los genes que las cod1fcan han sido transferrdos al nUcleo 
En este traba10 se purificó a la c1tocron10 e: ox1dasa del algn 1ncolora Polytornclla spp . y se 
demostró que an1bas subunrdades estan presentes en el con1ple10 enz1rnittrco 

La subun1dad 111 se identifico n1ed1<:intc el uso de un anticuerpo nionoclonal contra 
Ja subun1dad 111 de Sacrt1arc1n1.vc,,s cY.'''"· ·.·::,1•: Se cst;n1á un¿] rnasa rno!ecurar de 29 6 
KDa para esta proteína y se obtuvo la secuencia de su extren10 an11no tern11naf A 
continuación. se obtuvo la secuencia genón11cé3 y de cDNA del gen co,3 de Polytorne//a 
spp. De igual manera. se clono el gen co., 3 de C reínltardt11. otro ni1embro de la fam1ha de 
las Chlamydomonadaceas Se dernostró que el gen CO'l(3 de an1bas algas es nuclear Este 
gen predice la ex1stenc1a de una presecuenc1a que podría d1rig1r a ra proteína desde el 
citosol a la m1tocondria De igual n1anera el gen predice una proteina con 7 cruces 
transmembranales. con una estructura n1uy s1n1dar a la encontrada para la subun1dad fil 
en la estructura cristalina de Ja c1tocron10 (-: oxrdasa de bovino Se predice que la proteína 
posee una hidrofob1c1dad generar d1sn11nu1d¿:i que JLu1to con una posible presecuenc1a 
m1tocondnal, podrian ser félctores irnportnntes pnr.3 fa mtegr3c1ón exrtos~ de la subun1dad 
111 en la c1tocromo e ox1dasa de estas algas 

Por otro lado la subunidad 11 de i;::¡ c·.tocro•-:10 ,- o .... 1d.::is.:i .:j._:: .''..:_~ tu1nc·Jí,.1 spp se 
1dent1f1cO rnediante la secuencia del cxtrcrno an1,·no tern11n3f y nieciran:e una secuencia 
interna de Ja prote1na La band¿-¡ rdent1frcac1a con10 I¿¡ subunrdad 11 rn1gra en geles de 
pollacnfan11da con una niasa n1olecular de 1 S 6 KDa. la cual es n1enor a la esperada para 
la mayoria de las subun1dades JI <29- 30 KD<::i) Se df:.'rnostró que tanto en F::iolytornclla spp 
como en C. re1nhardtJi esta subunrdad esta cod1f1cada por dos genes en vez de uno, y que 
ambos genes tienen una loca/1zac1ón nuclear El gen cox2a codrf1ca para la región amino 
terminal y los dos cruces transn1en1branales de la proteína. y predice la ex1stenc1a de una 
presecuencra m1tocondnal Ad1c1onalrnente el gen predice una extensión de 20 
aminoácidos en el extremo carbo-..:llo tern1inal de lo proteína que posee una gran cantrdad 
de residuos cargados y que no esta presente en ninguna otra subun1dad 11 El gen co\.·2/J 
codifica para la región soluble del extren10 carboxrlo tern1rnal y para el s1t10 de unrón a 
cobre. Este gen predice una extens1on de 44 an1inoác1dos no conservados en el extremo 
amino terminal de la proteina Esta extensron no trene caracterist1cas de presecuenc1a 
mitocondríal que se procesa por peptrdasas de n1atrrz ni1tocondnaf Es una regrón con 
muchos am1noác1dos cargados que permanece en la proteina n1adura No fL1e posible 
detectar un transcrito maduro. producto de un procesarn1ento alterriatr'.'º que contenga al 
gen cox2a y al gen co.\.. 2/J Nuestros resL~ltados sugieren que an1bos genes se transcriben 
por separado y se traducen en dos proteinas diferentes una cod1f1cada por el gen cox2a y 
la otra por el gen cox2/J las extensiones predichas por cada gen podrían mediar una 
interacción electrostat1ca para conforn1ar a ta subun1d.:Jd 11 act1v<J en el con1pleJo rnaduro 
de la citocromo e ox1dasa rn1tocondnal 



ABSTRACT 

The genes encoding subunits 11 (cox2) and 111 (cox3) of the cytochrome e oxidase 
are present in the m1tochondnal ONA of ttie vast n1aJor1ty of the eukariot~c organrsms 
described to date. Th1s hydrophob1c proteins are synthesized in the matnx and assembled 
in the m1tochondnal inner menibrane An 1nteresting exan1ple are the algae of the 
Chlamydomonad fan1ily, 1n wh1ch the n11tochondrial genome lack the genes co><-2 and cox3 
This can suggest that the proterns are not present at ali 1n the cytochron1e e oxidase 
complex and that the corresponding genes don t ex1st. ar alternatrvely. that th1s proteins 
are present in the cornplex. but the genes encod1ng then1 havc becn transferred to the 
nucleus. In th1s work. the cytochron1e e oxidase fron1 the cotorless algae Po/ytorn~l/a spp 
was punf1ed lt \Vas sho1,,•,¡n that both subun1ts COXll and COXlll are present in the niature 
enzymat1c con1plex 

Subun1t 111 ,.-vas 1dent1f1ed \.V1tt1 nionoclonal ant1bod1es d1rected aga1nst 
Saccharornyces ccrcv1s1.ne subun1t 111 A n1orecular niass of 29 6 KDa ·.vas ca!culated for 
this protein_ an 1ts amino tern11nal sequencc \.Vas obta1ned The genon11c and the cDNA 
sequences of the Polvtornclla spp co .. :3 gene \.Vere obta1ned The con1plete co~3 gene 
from C reinl1arcit11. another men1ber of the Chfc:ur1ydon1onad algae \.VélS also cfoned lt was 
shovvn that the co,\3 gene 1n bott1 algae 1s nuclear Th1s gene p;·ed1cts a presequence that 
could target the prote1n to tt1e rn1tochondr1a lt pred1cts 0 pr:::itein -....vith seven 
transmembrane segn1ents s1n11lar to tt1e three-d1n1ens1onar crystal structure of tt1e subun1t 
111 from the bov1ne cytochron1e e o:..1dase obtarned by X-ray crystalograpt1y The gene 
pred1cts a prote1n w1th din11n1shed hydrophob1c1ty that. along v11th a putat1ve n11tochondnal 
targeting sequence. could be essential for !he su::cessful assernbl'¡ of ~...,e subunit 111 1n the 
mature cytochrorne e oxidase frorn these algae 

The cytochronie e oxrdase subun1t 11 fron1 Pol: .. tornelln spp \." .. 'as 1dent1f1ed by the 
amino terminal and interna! sequence of the protein The band 1dentrf1ed as subun1t 11 
m1grates as a 18 6 KOa prote1n in SDS-PAGE This s1ze 1s sn1a!ler than the ooserved one 
for ali the subun1ts 11 charactenzed to date (29- 30K0a) lt vvas shov1n that 1r1 Polytorne/la 
spp. and in C rc1nf1nrc1t11. tt,1s subun1t is encoded by t\.'VO d1fferent genes. and that both 
genes are nuclear-local1zed The cox 2a gene encades for the arn1no terminal reg1on and 
the t'vVO transmernbrane stretches of the prote1n and pred1cts a n11toc:-iondna! target1ng 
sequence w1th h1gh s1milanty to thylaco1d trans1t pept1des Addrt1onal!y the gene pred1cts a 
20 residues extens1on at the c<Jrboxy end of the prote1n This extens1on 1s h1ghly charged 
and 1s not found in anv other subun1t JI The co-' 2/J gene encades far the carboxy soluble 
end of the prote1n and far the copper b1ndrng s1te The gene pred1cts a non conserved 44 
residues extens1on in the amino tern11nal end of the prote1n Thrs extens1on has no 
processed m1tochondrial target1ng sequence charactenstics lt 1s a h1ghly charged reg1on 
that is present in the niature prote1n No trans-splrced product. wtirch could 1nclude cox2o 
and cox2b messengers was detected Our data suggest that these genes are transcribed 
independently and trans!ated 1nto two d1fferent prote1ns· one encoded by the cox2a gene. 
and the other by the cox2b gene. The pred1cted extensions from both genes could have a 
central role 1n a electrostat1c interact1on betv.ieen the two prote1ns to assen1ble ttie mature 
subunit 11 in the cytochrome e oxidase 
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ABREVIATURAS 

gen que codifica para la subunidad 111 de la citocromo e oxidasa. 

gen que codifica para la región transmembranal de la subunidad 11 de la 

citocromo e ox1dasa 

gen que cod1fca para la región carboxtlo terminal de la subun1dad 11 de la 

citocromo e ox1dasa 

subunidad lla de la c1tocron10 e ox1dasa 

subun1dad llb de la c1tocron10 e ox1dasa 

subun1dad 111 de fa c1tocror110 e ox1dasa de Ch/amydon1onas reinhardtii. 

DNA DataBank of Japan 1 European Molecular B1ology Laboratory , bases 

de datos 1nternac1onales para secuencias de nucleótidos 

d1et1l-an11noet1!-

dietil-pirocarbonato 

ácido desox1rnbonuclé1co 

desox1nucleot1dos de tnfosfato 

h1drofobtc1dad n1áx1ma 

hrdrofobicrdaC prorned10 de un segn1ento en una secuencia. 

isoprop1f t10-l '.-,_,-galactós1do. siglas en inglés. 

medio de cultivo Luna-Bertan1 

Espectron1etr1a de masas (matnx-ass1sted laser desorption ionization-time 

of fl1ghtl 

mesoh1drofob1c1dad 

mon1ento h1drofób1co 

DNA m1tocondnal 

m1tochondnal target1ng sequence. siglas en inglés de presecuencia 

m1tocondnal 

polymerase cha1n react1on. siglas en inglés de reacción en cadena de la 

polimerasa 

d1scnm1nant funct1on for m1tochondnal proteins. siglas en inglés de función 

discnn1inante para proteínas m1tocondnales. 

fluoruro de fen1ln1et1lsulfonllo 

subun1dad 111 de la c1tocromo e oxidasa de Polyton1ella spp 

rapid ampllf1cat1on of cDNA ends srglas en inglés de ampl1f1cación rápida 

de extremos de cDNA 

reverse phase-hrgh prec1s1on l1qu1d chron1atography, siglas en inglés de 

cromatografia liquida de alta prec1s1ón en fase reversa. 
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RNA 
RT 
SDS-PAGE 

TLCK 
TMPD 

x-Gal 

ácido ribonucléico. 

reverse transcriptase. siglas en inglés de transcnptasa reversa. 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. siglas en inglés 

de electroforesis en geles de poliacrilamida-dodec1I sulfato de sodio. 

Na-p-tosil-L-l1sin-cloro-metil cetona. siglas en inglés 

N,N.N',N'-tetrametil-p-feni/én-d1amina, siglas en inglés 

5-Bromo-4-cloro-3-indolil-fl- 0 -galactósido, siglas en inglés. 
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INTRODUCCIÓN 



1. La mitocondria. 

En este organelo se genera Ja mayor parte de la energía de la célula eucariote. 
Esto ocurre mediante el proceso conocido como fosforilación oxidativa. en el cual los 
electrones son transferidos a través de una sene de complejos enzunáticos que 
conforman a la cadena respiratoria Estos electrones son donados por el NADH o 
succinato, que provienen de la ox1dac1ón de nutnn1entos como la glucosa. y son 
transferidos a través de los compleJOS resprratonos hasta el oxigeno molecular. su aceptar 
final. La cadena respiratoria convierte la energia libre de las reacciones redox a un 
gradiente electroquin1ico de protones que se establece a través de la membrana interna 

mitocondnal Este gradiente contiene la energia necesaria para procesos con10 la sintesis 
de ATP. el transporte de substratos o la movl!rdad de la célula 

La cadena respiratoria esta forn1ada por cuatro compleJOS enz1mat1cos presentes 

en la menibrana interna rn1tocondr1al con una orrentac1ón especifica Los complejos de la 
cadena respiratoria incluyen a la NADH desh1drogenasa o complejo 1 y a la succinato 

deshidrogenasa o compleio 11. an1bos reciben electrones de substratos reducidos y los 

transfieren a una poza de qurnonas que se encuentra en la menibrana De esta poza 
recibe electrones el con1pleJO be. o con1ple10 111 el cual los transfiere vía c1tocromo e 
soluble a la c1tocron10 e ox1dasa o con1ple10 IV Este úttrn10 cornpleJO contiene al s1t10 que 
cataliza Ja reducción de O, a H,O (Capald1. 1991. Trumpower y Gennis. 1994: Saraste, 
1999) De especial interés para este traba10 es la c1tocrorno e ox1dasa o cornple10 IV 

2. La citocromo e oxidasa 

Esta enzima constituye la parte final de la cadena respiratoria de m1tocondnas y de 
muchas bacterras. Se encarga de reducir al oxigeno n1olecular y transformarlo en agua a 

partir de Jos electrones que recibe del c1tocromo e soluble presente en el espacio 
intermembranal. Acoplada a esta reacción hay una translocac1ón de protones desde la 
matriz mitocondrial hasta el espacio 1ntern1en1branal (Calboun y col 1994) La reacción 

puede expresarse como 

4 cit. C(rcu¡ + 0:- + 8Hº 

La composición de subunidades de la ox1dasa es variable. aunque en todos los 
organismos aerobios se ha visto que la compos1c1ón n1in1n1a es de 3 subun1dades: 
subunidad 1 (COX 1), subunidad 11 (COX 11) y subunidad 111 (COX 111). Se ha reportado que 
en mamíferos hay 13 subunidades {Kadenbach y col. 1983). en levadura hay 9 (Poyton y 

col.. 1995) y en Paracoccus denitrificans hay 4 (lwata y col. 1995). 
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En la rnayoria de los organosn1os. COX l. COX 11 y COX 111 están codificadas en el 
DNA mitocondrial Las subun1dades supernumerarias. que no son muy conservadas y 
tienen un cruce transn1embranal o ninguno. estan codificadas en el DNA nuclear. se 
sintetizan en el c1tosol y se importan a la n11tocondna (Capald1. 1990. Grossn,an. y Lomaz, 
1997). En la actualidad se conocen tas estructuras crrstahnas a 2 8 A de resolución de la 

citocromo e ox1dasa de Pnracoccus dcnlfflf1cans (lwata y col. 1995) y de bovino 

(Tsuk1hara y col . 1996) En estas estructuras se observa que las 3 subun1dades básicas 

de la enzima tienen un arreglo topológico n1uy s1111dar entre an1bos organisn1os Podemos 

decir que tanto las secuencias con10 las estructuras de l<:is suburndades COXI, COXll y 
COXlll están conservadas a lo largo de la escala fliogenet1cn En la figura 1 se muestran 

las estructuras cristalinas de estas subun1dades en la c1tocror110 e ox1dasa de P 
denitnftcéJns (b.-vata y c:>I 1995) 

COX /: Es una subun1dad altamente t11drofóbrca con 12 cruces transn1embranales 

y se encuentra n1uy cor·,servada entre las especies Aquí se encuentran los centros 

metcilicos que se encargan de reducir al oxigeno n1olecular Tiene un hen10 a que no 

interactüa directamente con el oxigeno. pero que transfiere los electrones provenientes de 
la subunidad 11 a un centro b1nuclear con hen10 a. y cobre tCu 11) Esta subL1nidad esta 

también 1nvolucrada en el bon1beo de protones a través de la n1en1brana interna 

mitocondnal que contribuye a la forn1ac1on del gr<:Jd1ente electroquin11co de protones 

(M1chel. 1998. Yoshikawa. 1999. Verkhovsky y col 1999\ 

COX 11: Es una proteina compuesta por tres segr.1entos una región pequeña 

amino terminal que se localiza en el espacio 1ntern1embranal. dos hélices 

transmembranales y una región en el cxtren10 C-tern11nal que es h1drofílica y que se 

localiza en el espacio 1nterrnen1branal Esta últ1n1a secc1on contiene a los residuos que 

unen al centro b1n1et8llco de cobre conocido con10 Cu .. e! cual recibe a los electrones 

provenientes del c1tocron10 e reducido Se ha reportado que e·..:rste una regrón aromática 

altamente conservada después del segundo cruce transn1embranal. cuya función es 
importante para la act1v1dad de la enzima (Overhottzer y col 1996) Esta región part1c1pa 

en la transferencia de electrones desde el c1tocron10 e hasta los centros rnetél1cos de la 

subunidad 1 Witt y col ( 19981 demostraron que uno de los triptófanos presentes en esta 

región es el aceptar 1n1c1al de !os electrones provenientes del c1tocron10 e reduc1do Tanto 

la hélice 11 con10 ciertas regiones del extremo e-terminal trenen un alto grado de 

conservación (Holm y col 1987) 

COX 111: Es una proteina altan1ente h1drofob1ca. con 7 cruces transmembranales. 

De las 3 subun1dades. ésta es la nienos conservad3 siendo la hélice 111 y parte de la Vil 

las que presentan mayor conservación No se conoce con certeza la función de esta 

subunidad. ya que no posee grupos nietéllicos que pudieran part1c1par en las reacciones 

redox. 
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Hay evidencias que sugieren que no es 1n1portante en el bon1beo de protones. 
pero que s1 participa en la biogénes1s del comple¡o ( Ha1!1a y col . 1991) y en el transporte 
del oxigeno n1olecular hasta el sitio catZ1lit1co en /¿i subunidad 1 (R11star11a y col 1996) 

COXI COXll COXlll 

Figura 1. Estructura cnstal1n;.] c1•2 l;:.is sL;tn1nidac~s 1 IJ ·r l!I de 13 c.~~~cron1:) 

denJfrd1cans (l\.vata y col 1995) 

3. El genoma mitocondrial. 

0•.::!35....l GE: p 

De acuerdo a la teoría del endosimbionte. Ja n1itocondna se originó de ancestros 
bacterianos cercanos a la familia de las Ricketts1as (Andersson y col . 1998). que se 
incorporaron a una célula huésped En la actualrdad la n11tocondrra es un organelo 
sem1autónomo. porque tiene su propio genoma que se replica y expresa. pero es incapaz 

de tener existencia 1ndepend1ente ya que a Jo largo de fa evolución parte de su genoma ha 
sido exportado e integrado al DNA nuclear 
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Los genes que aUn están en la n11tocondna representan información genética 

retenida desde el endos1mbionte ong1nal (Gray. 1989a. Gray. 1989b Leblanc y col 

1997). A lo largo de la evolución, casi toda la información genet1ca del ancestro 
mitocondrial se ha transferido al genoma nuclear y en la actualidad hay evidencia de que 

este proceso de transferencia alJn continúa. ya que en algunas plantas y hongos existen 

ejemplos de 1ntermed1arios de este evento (Brennicke y col 1993. Adams y col 1999. 

Figueroa y col. 1999. Kubo y col . 1999) 

El DNA rnitocondr1al tiene una gran d1vers1dad en cuanto a estructura. contenido y 
organización de genes asi con10 diferentes n1odos de expresión y replicación en 

diferentes organ1sn1os En 111an1deros es una genorna con1pacto. entre 16 y 20 Kb. y sin 

intrones. mientras que en [:'lantél~ r-uede ser de i O zi 100 veces n1.-:is grandE- con una 

mayor cantidad de genes retenidos y con n1uchas regiones 1ntergen1cas e 1ntrones 

(Attardi, 1988; Schuster y Brenn1cke 1994) 

Es importante hacer notar que los genes que codifican para proteínas muy 

hidrofóbicas con vanos cruces transn1embranales como el c1tocromo /J del complejo be~ o 

COX l. COX 11 y COX 111 de la c1tocromo e ox1dasa han perrnanec1do en el genoma 

m1tocondrial de la gran niayoria de los organismos eucanotes descntos a la fecha (Unseld 

y col, 1997, Gray y col 1998. Gray y col 1999) 

4. Importación de proteinas a la mitocondria. 

Como se mencionó con antenondad. la mayoria de las proteinas de la m1tocondna 

se codifican en el genoma nuclear. se s1ntet1zan en el citosol y se unportan a la 

mitocondna. Estas proteinas contienen señales que las dirigen a la m1tocondr1a Estas 

señales pueden ser extensiones en el extren10 amino terminal de la proteina precursora o 

pueden ser secuencias de am1noac1dos presentes en el 1ntenor de la proteina madura 

Las extensiones amino terminal. conocidas como presecuenc1as. son regularmente 

eliminadas mediante proteasas m1tocondnales De esta n1anera se produce una proteína 

madura. El proceso de 1rnpor1ac1ón de proteinas a la m1tocondna requiere una maquinaria 

proteica compuesta de por lo nienos tres comple1os Uno se localiza en la men1brana 

externa y otros dos en la membrana interna m1tocondnal Estos complejos de 

translocación actúan en conjunto con proteinas solubles del c1tosol espacio 

intermembranal y matriz m1tocondnal. La translocac1ón de precursores que contienen 

presecuencia se lleva a cabo nied1ante rnteracc1ones electrost.3t1cas de la presecuenc1a 

con los componentes del aparato de 1mportac1on La translocac1ón de estas proteinas a 

través de la membrana interna utiliza el gradiente etectroquin11co de protones y ATP. En la 

matriz rnitocondrial se localizan chaperonas y proteasas que permiten que la proteina se 

dirija a su local1zac1ón final en la n11tocondna (Veos y col . 1999) 
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Por otro lado, las proteinas de n1ernbrana interna que forman paf'te de la familia de 
acarreadores de metabol1tos (como la translocasa de adenín nucleótidos). interactúan con 
otro compleJO de espacio 1ntennernbranal y se insertan directamente en la membrana 

interna con Ja ayuda de un segundo con1ple10 de translocac1ón de proteínas (Endres y 
col .. 1999). Una característica 1n1portante de las presecuenc1as del prin1er grupo de 

proteinas que se 1n1portan a la n11tocondna es que. a pesar de que éstas no contienen 
secuencias de an11noac1dos conservados la estructura secundana es muy importante 

para su función Estas suelen tener 11-hél1ces <lnfd1hcas con vanos arn1noilc1dos cargados 

positivamente en el extrerno arn1no terrn1n.::il { von He11ne y col , 1989) 

5. El alga verde Chlan1ydon1onas rcinfJardtii. 

Cl1Ju111ydo1nnnas 1u111!1a1dt11 es un alga verde unicelular b1flagelada que pertenece 

a Ja familia de las C!1/a111ydo1non:uiaceae Se conoce la secuencia completa del genoma 

mltocondrial de este organ1sn10 {M1ctiziel1s y col 1990) A diferencia del genoma 

mitocondrial de plantas superiores. qu<e es circular y grande (200-2400 Kb). el DNA 
mitocondrial de C roinllardt11 es lineal y n1uy cornpacto, de solamente 15 8 Kb Tiene 
regiones no cod1ficantes n1uy pequerlas y no contiene intrones Cod1f1ca para ocho 

proteinas que incluyen ai c1tocrorno /1 del con1ple10 be. a COX 1 de la c1tocromo e ox•dasa, 

cinco subun1dades de la N.~OH desh1drogcnasa y una transcnptasa reversa que no 

presenta homologia con r11ngun gen rr11tocondr1ZJI de hongos. man1íferos n1 plantas 

superiores No se conoce la func1on de esta posrble transcnptasa reversa En este 

genoma se cod1f1can un1can1ente tres RN . .n...s de transferencia mientras que en la n1ayoria 

de fas especies descntas estan presentes alrededor de 20 tRNAs (Unseld y col, 1997) 

Codifica también para dos RN/-\ nboson1ales que se encuentran fragn1entados y dispersos 

en una región del genorna n111ocondnal (Nede!cu y col. 1996) 

La cantidad de genes que codrf1can para proteinas de la cadena resp1ratorra en 

este genoma es n1uy reducrda Estan ausentes todos los genes que codrf1cdn para la 

ATPasa. incluyendo a aquellos que norrnaln1en!e se encuentran presentes en el genoma 

mitocondrial de la mayoría de las especies con10 es el caso de los genes que codifican 

para ATP6 y ATP8. De 1guc:i/ nianera. estan ausentes vanos genes que codifican para 

subunidades h1drofób1cas del comple¡o 1 como NAD3 y NAD4L 

De particular interés p<Jra el presente traba¡o es el hecho de que los genes que 
codifican para las subunidades COXll (co<2) y COXlll (co-.:3) de la citocromo e oxidasa no 
están presentes en el DNA n11tocondnal de C rernharc!/11 
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6. El alga incolora Polytome//a spp. 

El segundo organisn10 que nos interesa es Polyto1nella spp. Es un alga unicelular, 
incolora y sin pared celular que tan1bién pertenece a la familia de las 
Chlamydomonadaceas (Melkonian, 1990) A pesar de que carece de aparato fotosintético 
y pared celular. Polytornclla comparte una gran cantidad de características a nivel 
morfológico, bioquim1co y molecular con C 10111'1a1dtn (Brown y col.. 1976; Mattox y 
Stewart, 1984; Conner y col., 1989: Melkon1an y Surek. 1995: Antaram1an y col., 1996; 

Nedelcu y col.. 1996, Atte1a y col . 1997. Antaram1án y col . 1998: el presente trabajo) De 
acuerdo a la hipótesis de Round. (1980). Polyton1cl/a y C/1/amydomonas compartieron el 
mismo evento endos1mb1ótico que d1ó origen a la m1tocondr1a La pérdida de pared celular 
y cloroplastos en Po/ylornella fue un evento secundario más reciente en la evolución 
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PLP\NTEAMIENTO DEL PROBLEMA 



Como se dijo con antenor-idad. del conoc1n11ento de la secuencia completa del 

DNA mitocondrial de C rcmlwrdt/J es claro que los genes que cod1f1can para COX 11 y 
COX 111 de la c1tocromo e 0)(1dasa estan ausentes Debido a que arnbas son proteínas 

muy hidrofóbicas. de acuerdo a von He11ne (1986) sería de esperarse que, al igual que en 

la gran mayoria ,:je los organisn1os descritos actualmente. estos genes se hubieran 

quedado retenidos en el genon1a m1tocondr1<:ll M¿_:'.is aún. se sabe que de igual manera. 

estos genes se encuentran ausentes de los genornas n11tocondnales de otros rn1embros 
de la familia de las Chlan1ydon1onadaceas con10 es el caso de Chlatnydornonas 

moewusii (lee. 1991 ). C/Jloro9onfl1n1 olongnturn (Kroymann y Zetsche. 1998) y 
Ch/amydon1onas cuuan1ctos (Oenovan-VVnght y col. 1998) Estos resultados sugieren que 

la ausencia de los genes co~2 y co\3 del genon1a n1rtocondnal es una caracterist1ca que 

comparten todos los rn1en1bros de la fan1r!1a dt· !¿:is Chfan1ydon1onadaceas. incluyendo a 

aquellos miembros incoloros conio Polyto111vlla spp 

En este trabajo se pretende demostrar que las proteínas COXI/ y COXlll de la 

citocromo e ox1dasa de C 1cu1/1¿Jtcff11 y Pol}'ton1cl/a spp forn1an parte del complejo 

mitocondnal activo y que los genes que las cod1f1can han sido transfendos del ONA 

mitocondnal al nuclear 

Hasta el mon1ento ha sido n1uy difícil llevar a cabo la punf1cac1on y caractenzacrón 

de los COnlplejoS n11tocondrtales de C t(}lfl/1..:ucft11 debido a que las preparaciones 

m1tocondriales presentan senos problernas de contarn1nac1ón por proteínas del cloroplasto 

(Atteia y col 1992 r-'\tte1a 1994) Por otro lado Polytornclln spp presenta m1tocondnas 

que pueden aislarse fácJlrnente debido a la ausencia de pared celular y de proteinas del 

cloroplasto De este organ1sn10 ha sido posible purificar al complejo be. (Gut1érrez-C1rlos y 
col., 1994) y a la ATPasa (Atte1a y col 1997) En este trabajo. se presenta la purificación 

de la c1tocromo e oxidasa de Polytorncl/a spp y se den1uestra que las suburndades 11 y 111 

de este complejo si están presentes A partir de la secuencia pollpeptidrca obtenida de las 

subunidades punf1cadas se aislaron los genes que las codifican tanto en Polytornella spp. 

como en C. reinlu1rdl11. y se demostró su localizac1ón nuclear 
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OBJETIVOS 
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1. Demostrar que las proteínas COXll y COXlll forman parte de la citocromo 
e oxidasa mitocondrial de Po/ytorne//a spp. Para ello. se purificará a la 
citocromo e oxidasa de Polyto111e//a spp y se 1dent1ficaran a las subun1dades 11 
y llL Para ello se emplearan anticuerpos generados contra las subunidades 11 y 
111 de levadura y se obtendrá la secuenc13 de am1noac1dos de los extremos 
amino terminales de estas subun1dades 

2. Demostrar que los genes que codifican para COXlll de Po/ytorne//a spp. y 
C~ reinhardtii son nucleares y no mitocondriales. Para ello. se clonara el 
gen cox3 de Polytor11c//a spp empleando 1.:1 secuencia del extremo amino 
terminal de la proteina para diseñar desox1ol1gonucleót1dos degenerados El 

gen cox3 de Polytof11clla spp será en1oleado con10 sonda para obtener el gen 

cox3 de C rc111ha1cft11 de una b1bl1oteca de cDNA 

3. Demostrar que los genes que codifican para COXll de Polytornella spp. y 
C. reinhardtii son nucleares y no mitocondrialcs. Para ello se clonara el gen 

cox2 de Po/ytornclla spp Se empleará la secuencia amino terminal obtenida de 
la proteina para diseñar desox1ollgonucleót1dos degenerados. Una vez que se 

tenga clonado el gen completo de Polyto1nella spp éste se empleará como 
SOnda para Clonar el gen COX2 de C T01f11J<Udftl 

4. Analizar las adaptaciones que sufrieron estos genes para una 

transferencia exitosa al núcleo. Se analizaran algunas características como 
el can1bio en uso de codones. la adqu1s1c1ón de señales de pol1adenilación y de 
posibles presecuenc1as n11tocondr1ales Adrc1onalmente se anahzaran las 

propiedades de h1dropatia de las proteínas predichas por los genes cox2 y 
cox3. 
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El capitulo 5 presenta el articulo "Unusual location of a mitochondrial gene. 
Subunit 111 of cytochrome e oxidase is encoded in the nucleus of chlamydomonad 
algae·. En este trabajo se demuestra que la subunidad 111 de la c1tocromo e oxidasa del 
alga incolora Po/ytornella spp. si esta presente en el complejo enz1mat1co. Se obtuvo la 

secuencia de cDNA del gen cox3 que codifica para esta proteina al igual que el gen cox3 
de C. reinhardtii Se den1ostró que cox3 esta cod1f1cado en el DNA nuclear y no en el 
mitocondrial, y se analizaron algunas de fas modificac1ones que este gen sufrió al 
exportarse al núcleo y que deben contribuir a fac1htar la 1mportac1ón de la proteína a la 
mitocondria En este traba10 se cubre parte de los ob1et1vos 1. 2 y 4 

En el capitulo 6 se presenta el articulo en proceso "Structure of the nuclear cox3 
genes in green and colorless chlamydomonad algae" En este trabajo se analiza la 

estructura genómica del gen cox3 de Polytornel/a spp y C. rcu1hardtii Las características 
de los genes reportados apoyan la localizac1ón nuclear en estas algas. El análisis sugiere 
que la transferencia del gen cox3 al núcleo. asi como la adqu1s1ción de una presecuencia 
mitocondrial se llevaron a cabo en el ancestro común de Polyton1ella spp.y C reinhardtii. 

En este trabajo se cubre parte de los objetivos 2 y 4 

En el capitulo 7 se presenta el articulo en proceso "Subunit 11 of cytochrome e 
oxidase in chlamydornonad algae is a hcterodimer encoded by two independent 
nuclear genes". En este capitulo se demuestra que la subun1dad 11 de la c1tocromo e 
oxidasa del alga Potyrornel!a spp si esta presente en el complejo enz1mat1co En este 
trabajo se clonaron los genes que cod1f1can para la subunidad 11 tanto en Polytomella spp 
como en C reinhardt11 Se demostró que en estas algas. la subunidad 11 esta formada por 

dos proteinas diferentes. COX!la y COXllb. que se codifican por dos genes con una 
localización nuclear. Se analizaron algunas de las modificaciones que estos genes 

sufrieron al integrarse a este genoma En este trabajo se cubre una parte de los objetivos 
1. y 4 y se cubre el objetivo 3. 

17 



RESULTADOS 1: 

Artículo publicado en Journal of Biologica/ Chemistry 
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:,:!.'.".·t.'.':.! :,1i:.!ll. F ..... :'1:.!.-,.t;:.!:! !""•lill. E-111.11! dl1.1!¡.t.•">'"1fi-..,.d ""·''" "'" 

•111tl>:'\."A 11 ;1nd .;11.- -.ynth1·-1;-"d 111-.1d•· th<' 1ir·¡~ant•l11• ! 11 "["h(' .... 1· 
.-.uln1n1!"• aro· hornolo~'.IHJ'" to t!1.- thro· .. 1n.iJnr polyp1•pt1d1•s of 
\,;1ct.-n.1! t."\"t"t·!u·on>t· ,. u-...1d ........ 'f'i1<·1··· .. r .. ··lt.,111: ,..11111l.1nt1t• . .¡ 
1n tJ,.. ¡n·1r11:1r:o--. ~,·("fJ!l'l.1rv 111.! !.·1t1.d\ -•1·u<"tur1·~ ,,f tht-,.. .. 
~ul111n1t,., .t.- <'V1dt•1h"d by tiu· 'f".1~- cry:-t.lllograph1c inodt•l,., ut 
.-yt1u.!1n!lllt' ,. <JX1d:1-...- .. frlJ/ll /'r:·,~,.,,,., to.' ,f.-•:1tr:,'1,c:n-. ;1nd bu· 
vin.- ll•lT<l< h<>t1•lr·1.1 t:!, :i• In ;1dd1t1nn. a v.111.1!,J, .. -1·t uf nuclt'ar­
••nuul••d '-Uhu111t...; th.1! .. xh1!r1t •·1tho-r no tl".1n-1110·111br;1no• >'trt·t<:h 
t1r .t ~111¡.:I .. tr;111ó<n1••tnbra110• .... tro·tt·h .11.- -.:-·nth ... .;¡;_,.,j 111 th1• cy· 
t••pl.1-111 .1nd 1111port•'d 111t" rn1t.>ch<>ndna (·1 • 

:\ ,.!flh.111¡: ,.,.·.;unpi•• of -.1n1pl1citv. 111 .-1.-•· and 1.· .. rnp"=-1t1011, 1,.: 

ti1" 1 f"1.., ki],J!.,,_,. 11~1 ... ar. d"uld.- .-tranc!.·cl n1tJ):--.,';'\. fron1 th .. 
i.:n· .. n ;,J¡;,, ( 'h/o,•1\.,J,,,,1"•1.:-. ,,.,,1 ituriltll 'l'h1 .. , ('fllllJ>.H"t and 

h1~:hl~· d;\.t•q:•·d 1n1to<·hondn,t! 1:•·11<>1111• h,1'- i,,.,.ri "'lt1n•l_\" t.t·· 

q11.-11c.-,I :·, 1 ~ .. \·1·r .d 1:.-11.--. th.1t ,.,,, ,,.j, . .-- ... .-nt1.•I Ct>lllJllltu·nt . .; of 
t•\.,d.1t1\·,. p!10-p!u•ryl.1t1on t.h.11 .1r" u-u;dlv 1 .. und 1n nuto<.:hon· 
dn.d ¡.~t"!H•lllt·- .tr.- ;,i,,.,,.nt 1n tl11' :nttJ:-..: .. \· 11a<Í.'f .1nd 11ad-tl~ 

'"'H<>d1ni: .-~1hun:L ... :) ~1nd .:J. of :'\."AI>lf-ulnq111n~,¡ u-...1don•du<·· 
t.1~" '· < "1.:.' .1nd , ,,.._:; lt·11cod1n¡'. 1 '( lX 11 .1nd e 't lX 111 • .• ind nt¡iti 
.1nd i::¡> ..... ',.nc .. d1ni: -1il111n1t.~ 'J .1nd .·\1•/. <•! !ht· F,, port1on cif ;'\.'rP 

Th.-~·· ¡:•·n•·-. .1ri· ;,J ... ,, .1b- .. :it 111 th" :ntl >:'-.".·'\.-. of th•• 
t ~ ••.. ,.J_,. ro i.1!••d .t!¡:.1.- ('h.'an1\,/,,!l:.•·1u"" ,1,11th1: 1ti1. ('h/<1n1ydr>· 

-; ' ( '!·! ."·:·. !, ".1•'1"1' '""' :. :. ·.~:¡ ...... ;¡;1d 

('/11""'';?·••,;:,1•; ,·/ .. n;:•1t1.n1 ·'.I• ·r¡,,. .ih..,.-nc" ,.f t!n~ .-..-t "f ~:•·n••s 
···.-111- tP ¡., .. 1 ("O!llfllt\11 r ... 11111·· .. t tlu· .di.;.u· fr0>111 th·· L11nily 
( 'hl.1::1."d"n1.,n.ul.u·•-.u• .111d --.t1~:1:,.·-t- th.1t tl11· •·011ipi.-xo•.; th:tt 
l'·11·t1c1p.1!1· 1n ""-1d;lt1\.1' phn-ph,,!·\. l.1t1"n l.H·k , . .,111•• of tlu•1r 
··!;1 ..... u-.11 polv¡ .. ·pt1d" <·•111-.tlltJo•11t.-. nr that tlu· <orr.--i,01uf1ng 

~:"!\''·' \\'"''" t1,1n-f.-rn·d to :111• fHH i1·1.:-. 
·rh•• ;iJ~:.11• "f !ht· 1.·ulorlt•,.,..-. 1:"11u- /',,f_,t••n1.-,'l.1 .1ro· 1111•1nh1·r,.; of 

~¡ ... Ln11dv Chl.1111_;,lun1u11.1tl." ,.,,,. • l!IJ tli.1t d1'-·•·q:"d hon1 th.­
{ ·1,f,1~·1\1f••n:,,1:a" !:n•'.I¡.;" h~. ].,.,,11¡.: l><•th tln· ····11 \\'.111 .1nd tlu· 
ph•'!"~.vntll .. ~i.· ,q1p.1r.1~u ... • 11 • Th·· ,.¡.,.,,. 1 .. !at1<1n.~l11p h•'l\'-'(•1•11 

~!!•· ¡.:•·111·r.1 }'"!_\,.,,,.,,·//,: .1nd ( 01;;\;,·1-,,f.,,.,, .. ,"1.~ :-.. .~upport .. d by 
JHl!llt'f(•U" 111nr¡.J1,.!<1;!1C.d 1 IO. )~1. rno].-c1Jl.1r 1-!"flt"tu: 'J:)-lfjl, 

;in<I h1•wh+'11.H.1l ! 1-¡1,.tud1t·"'· 'l"h1-: col•>rl"'"'"" ~1lg.1 h;1.s h•·••n u,.t•d 
t<> ("h.1I".1t·t•·n.~•· thl' 1111to1.·h•11ulnal <."1>!11pl1•x1·~ uf" tht• c.·hl;uny<lo· 
n1on.1d .d1!.1t·. b1 .. ·.1u,..1• th••rc· i.. fH• 1nt .. rf1·r,.11c .. hy thylaknid 
._·.,111p<!11•·nt"'- or b~· tlH~ CPll H'all dunn~ ¡n1nfi,·at1<lll 11'7. lHJ In 
th.- <'XfH•l 11111·1H- d.-.-cril><'d ¡,..¡,,\._._ \.\"" n·port tl11• 1~olat1on of ;111 
.1ct1\"<·. cy-.1n:d•· ,. .. n.-:1t1v.- ,._,.,,.,¡,,-.,In•·, n\.1<L1-" fron1 /',.f.\tr>· 
1•,. l/1: .-pp t h.it 1·.,nt.11n~ 1 '(IX 111 "J"h.- '<l! r···~ l"':id111~; 1· I ):--.,';\-.. of 

'Tt,.. _.¡,¡,..,., .. 1!1"" .. ,, ••. ,~ ,. .. ,. 11·,•.11:-.:A. 11.1!•" t .. ,,irlz 1 . .! 11:'.\:,\.. t'r-CClX 
llL, ,: .. , hr"n'"" ""id.i~.- ""'"""' !!I .,,,.1,•111 IH!lll ( · ,,.,,.¡,,,r.,"r11, '"" 
... ,11. "~' .. ,,hvdz "l'¡..,¡,,,·.t\, ~.1'l':-•. 11111<>< ¡,.,n.t• 1.tl t.1r¡..:1•1u1¡.-: "'"'llH'll("<", 
l'l'H. p<>h•n•·r.1.-•· rh.tlfl '"·"!'""· !' .. ('tjX !11. •·:-tochruna• .- oxuia.._,. 
-•·"'""t :1 ! 1""1•·111 :,,.,tl }',..';f .. 1•,, /., "l'I'. IL\I ·¡.;_ 1.1¡n.I .11npld"" -•l1•111 of 
<.ll:--,;.\ ,.,,.i-, 11 · 1n<·.111 l1\•li"¡'I"·!""~'" .. : a :-.-qu•·ra·.- ~ .. ¡.:ni.·nt, 1.ll. 

lhn ¡•.>¡tt•• h .H.Hl.~hJ,. '"' luu• ,11 hll¡>-'r•••.,..,...jl1<..or,; 

I '7 



C-0..\.·3 Y."t.•rt? clon ... J and :·«••1u,.nct"ti frn1n buth /'.i(\. /11n1t'l/u "'PP <1nd 
C. rrinhardt11 Ev1d1•nct• 1,. pruv1d.-..i t.hat 111 tho! .... •· ¡1)..:.u.•, tl11s 

i:ent_• is not lo•.:~d1?.1"<I 1n tht• n11tochn11dn.al 1:•·non1 .. hut 1n th•· 
nuclear C•'ll•HH1'. Tf11,. cont1·;1.'it ... "''lth tfu· 1< ... ·.1t1un 111 tlu• n1:11ur­
ity of.-uknrynt••"' ·ro cH1r kno .. •d.-d¡~•·. th1,-; 1-. tht· lir.-.t 1"• •• u11pl•· uf 
u ''º·'·3 ¡..:ent.• that is fuund 111 tlu• lllH:l ... u- ¡..:1•11.,111 .. "f"lu·n·fon_., uur 
datn indit·~ttt'"4.I that tlu• trotn~.tO·r ~·f th•· ,,,.;; g1•11t· 1...-c11rn•d 
bcfore tht• ¡..:.-nu,.. /'n/\ fpf•1t•flt1 d1\'1•rg1•d frunl th•· ( "li/<lffl'\'d1u•1" 

nas lint•a~1~ ~1nd thill ,.,\H"h tr.111,..ft•r 1,., .1 ,· .. 111111 .. n lt·,itur~· of th .. 

~~~,!~~~:;·~~;:;~;llf; :'. :: . :.~-~ ~-.~,· · 1--!:·:: ~: '. •. 1.-:~(-~~:!::~ :·,· .. ;.: : : :.~ .. : ~~;;:J.~ 1 ~;·\:: t : ~ ~-;: 1 I~:; :~ 
dinlin1:.la~d .. -,1lul""" f,11· • JI· ,,n,111i.._-.,,Jl • 1~1 1 , HJ1 .. 11 ··u1np.1n"I 

\.\"Íth lh<"ir n11tu1.:hondn.d t·ounto·rp.1rt. .. u1 t•!lu•r ••l~~.1111-.10 ..... 

EXl'i':IU;\J¡.;:-.,: r.\I. l'HI 1t ·t-:111 HL:-' 

Struu1 und <·:,/t1.ri· (-..,,,;";t:.>"t,.,.-/',o/,,r.,,,,,.;;., -.¡·p el~'""'''· Efi 
Pnn¡.:t<ho•irnl ÍT<Hl1 !h,· ~.11nrnin11 1: '''f1 .\\;.:•·!'.hll'111111·11 1 ; .. iiu1~:•·10. (~,., 

nuu1...-J. "''ll'l' •~r"'"'n º" ,¡, .... ,.,.,i.,.,¡ f'''''""''.,!' , l ~ 
/teolut1n'1 ,,,,,¡ .... · .. !,.f·,/1.·.i!;"'' "·" .\t1~'" h.•·=·~"" ;\~·'"' l¡ .. n,J1 "' !""" 

¡•.,1_,,:urri.-lin -.pp "",.,... ohl.Hru·d •• nd -.pJuh:!1 .-..,¡ "' th .. 1•r•·~•·fl•" ,.f ! .. 111 vl 
u111ltu .. u!r 11-< d'"'' ,-,l..-d I"''' ·"""':' l" 

l.~ .. t.it:"" ,,¡ C ·,:.-. 1,""''·' , (J.,,!,, ... í''"" J•,,¡,:,.,,,,.;¡,, '/';' -- S<>\uln;,_.,.,¡ 
nutochonJnu "'••n· duitv ... •·d .q; .. 111-.t :-.o n1:-.~ T11-. ¡¡e·¡ ¡di r< !••, 1 1u.~• 
:0.1¡.:S('l ... 1 m .. 1 pht·nvlin1·:h,·: .. ulf<>n\l l1uor1•!". ;111d ;.,, ,.¡:·ni! uf."•"'¡• 
tasyl·L-lys1no· c_}¡l.,rurnt•tln·l k<"lnr>•· •T:'-1 i..,:i,-11 '""~-•11111;;: t<•!! n:\I 
Nnc:'I. 'nu• n11,.,tu1"P ,,,,,,. ta~·-11 I<> 10''' ... 1t.,•.1tu•n ,,¡ .•nu1""'"1!11 ,_,i!t..t.­
and l ti"; sud1u111 chul1<1<• .11Hl tlu·11 ,,.n1n!"i:•·d ,\! 10 lt<}!J • g h•r lt> tll1n 

"I"ho• rc."lu!t:1nt ¡::r<'<'ll P•·ll••t '' ,,,.. ll'!"l'l"'lldo·d 111 T~I bi:th·r (n1::,.,1un~: 
100 m!l.I NuCI nn<i J,1ur;.·I rn:1lt<i-<1<h·' 1 :.!'O' 'l'h•• 1111,.!1.t•· ",,, ••·n1nf•11:•·<I 
"~ l'i0,000-.. ~- :111d th.• .,,.¡ .. -r.,,1\.1111 ,,,, .. ,¡,,,;,_.,.,\ .t1::.::1-.t I" ,,,:.,.,,,.,.ni 

T~1 buflO•r Th•• <...t111p:1• ""'""' .qopJ,..,¡ 10" lll·:.,i-; (\«•~:··! "' ,·,·!ur1~n '"'l' 1,:. 
1bn1t•-d ...,·1th ·r~t hul!o·r '""!-'•H>n;! 11 )', l.1ur\l p1.i\t"-":" Ttu· ,,,¡., 1,,n 
..... n,, .. ,.ll,.h•·d ,,.,,¡, tt1r•·•· 1,..,¡ ,.,,:.,,,,. ... "' 1),,. , .. ,n:o· 1 ... !~··r .1Pd a !n .... .. 
J:r<1da•ut !n>nl 11 :,, lll>J 1n\I :--.:.1f 'j ",,_ .1ppli••d .\ ("\1<><. ln·nriw, ''":.! ..... . 
1•nr1cho ... t fr,u:;t1on 1d.-.,11fi,.,J b' "1'''(·11·., ... <"P.·" ....,_.., "h11.-d ''nh tlu· -..111"· 
••qu1libr"t1n11 l·~llfo•r th.1t c .. nt.1:111·.t :.::0<1 ru·.1 ~~. 1 1·1 ·¡·¡.,. ·-.11np:1··· ,,,.r,• 
COIH't~ntntt.•d hv u!~r.1!~ltT.•tl"ll ''" .111 An>w .. n Y ;\l l 1>(1 filt•·• , 1nd -1,,. ,.,¡.al 
--70 ·e unt1l u .. ,. 

l'ur1f"ic·nt1<>TI ,,,- <» r. ~ 11 '"·"'' ( 1, .. (.1 ·, :,,..,, 11<•' '"· //,.,,, r .\l1t ... ;,.,., 
dr1a-Bov1nt• h,.;orl ("\'\<>• hr•>lllo" ,. uJ<11!.1-.•• '' ..... 1•11t1fi 0 -.! ·" ,·,.rd1n,: In tho• 
n1 .. 1ho.-i of {'¡1p.ll<~: .1nd fl"' ,-.h: ':.!"· -tt": -.:<•!• l 111 -•1. i!: .1:1·«·•·:~ ,1! 
-';'O•(• un!;]., .. ,. 

.-.:.¡,.·rtru,,.-.,1'" nrid .·\,·t1< <l> ,\!,·.: .1,n·"'•''•f .. - ~ '\1'" '"'""'' .- .,,,,¡,,._,. ,,.. 
t1\·1t;.- "'.,. ... ITH'.1 .... IU .. d -.p.-..:tr .. ph"t"""·:ri1.ill-. "' .l !"in.il ,,,¡,Hl"' ,,f.~ uil 
th:1t had .'.:>O n1'1 Tn-.·llt'l fpll :-.()', l •n-.1 ;'1.1 1;:--n,." l ,.,, 1:n•] d<>,J, .. ~¡ 
n1nlto><1d ... :.!El''" .1n:1u1\•:n .• u1d ;ill •·'' r•·<lt1t•·•I ,-,-~,., ¡,,.,,,,,. 'Ih.­
reuct.1on .,.,.a .. J'l,•rtt•d loy .uld.Ll1<1/l o! th" t'"'-':'-fn•· .. 1nd t/1t• ,,¡,._,,.l>an~•· 

ch<ini:::•• nt 5;-,0 r.rn "'·'"' f"!:"""d l'vl•"-hro11l•·" ,.,,,,r,·n•r,1!1<'11 ''"'" c.1l 
culatt.•d usin{! tlu· ''"-tuu:t1<>11 c.,..fr¡,.,.., .. t lt'i :-. rn\1 '<:•n '•'.!l 1 anti c\to­
chrorno• ,. d•·t••rni•r..o~inn ,, "" dun1• a-. ,¡, ... <"1"1! .. ·11 I"''' ,,,,¡_;,. '~:.::. \'1-.i!d+· 
!IJM.•ctrn 1.o. .. n.• rt-.·ord,·<i ,1t roo111 lt•nlJlt•r;1tur•· "''th .1 l>\\".~.1 l"'\'¡"\'1" 

.Sl~:'-1·,Anuncn .. , ... ("t r->pl1n!<:nH·t.-r nH•dtfio·d '' 1t h th" f J!.iS 1 J\\':.! Corn o·r· 
:-100 anti 01.IS -..oí~w.tn· •I Ir•:"ª' ln-!r<:llH"nt ~\'-t•·:i: ln• 

J •.,1,, ncr-. !ar"" f,· (;, ,' ¡.·;,., r •",, 1," • ,. , ; ., / ,,. , '"• ,, ,.' ;,,: " •, ¡ }'' ,,~. 1 r¡ / ¡, 

t•·rt>1U1<Jf,.,,1-l'ulvacrylan1•d•· ~:,.¡ ,.],.,,tr .. plo,1,--,.,._,... na-. ¡ .. ·r~••r111 .. d "'d.­
:«cr1~d hv &ha¡;:1:•·r ,·ro! •..!,I'. u-..11~: 1 ~·n11n tl,.,t... ~; . .i, J:•·:~ ,¡l>'> 
acrylarn1:-i._• 1 (:;,.¡., "•·r .. li>:•·d ·••al "«•11><·d ,,._ d,. .. , 11J .... ¡ :11 t 111· , .... na•"" '"'k 
,\,ppnn•nt ntol .. cular n1a._._, . ._ \'\'t•r,. ca!cul.ot•·d ""~"d •>ll th" n·¡.,>rt•·d 
n10J .. cular n1a.._,., • .._ of ¡,.,.. 1n•· ,·vtot hr .. nu· ,. '""'"!,, .... • .'. I · lu.rn1•ll<.!'1Plt•n,'. 
.... -n,¡, carru•d out u-. 1n l;uni:;d1·J.: lialphl'n ,·t ,,¡ •'.!">' An1;t,..,.¡, ..... .tg.1111~~ 

yea:«t. (:()X 111 '"""' nbt.ull•••! frn•n ;\l,.il•·t•11L•r J•,.,t,.·~ '!-:HI'."'"'· ( l1·t·¡! >11' 
1'rnt,..1n runc.-nti-a~1t>1i.- '"'r" dtt•·nn11,.·d "'~"rd111~: to ~T.1rl-..""¡¡ .. r ni 
c:;!fil 

,>.;,•qU•'t1t1t1g <>/' .--:,,¡.,,,,,: 1/1 ;,, /",{"¡"•· /},' ·r:,.. 1"'"Í.1!l"'1 .,¡ 
poly¡ ... ~¡1t1d•· .. !<'r :"-: :.-r:""' i' '""!'•' 1" :r ,: '' _,, ,, ',. d . ,.,• <!" "'' ;! .. ·d 
pr .. V1<Ju,.ly lP;i ~ 1 .. rnun.11 "''l"''"n•¡: ''·•~ ,,.,.,,, .. ! < "~ hv 11:- .1 
ll'/\J;iycr on 1•n ~'pp\,..d B"'"-'"'-'1"111,.. =-: .. quo·•H ,., "' tlu· ¡ _,¡.,,.,.:""" .¡,. 
:..11cT'O'.'<équ1•n(.lJ-.:'•" d•·s l'ri.l•·1nt·~ •!11-.11tut l'.1-..t1 .. 1r. l'.11:-.. Fr:Hlt•'' 

,'\"1~clo•t<• Ar«/ }'r"l""''f"'" __ -¡-"""!it•·r <'ultu1.--. "! /',./,f,,,,,..¡¡<1 "l'i' 
J:r0'-1.'ll fur 7:.! h w.-r .. n>llt•(l~·d .outi ro· .. u-<p••nd.·d "' 10 rn\I Tri-.-111~1 •pll 
M 0). 100 m!l.I :-.;aCI. JjJ 11\:'l.I 1-:llTA. :!'t Tr11un X-lflll, nnd t'': SllS Total 
(_);..;'.r'\ WD"I l.·xtract.-~l frnrn br.,k•·n c .. 11-. 1"·" ¡ ,.,,..,.. ,, d h pl,.·noLcldorol .. 1 ru 
I · J und 011co· '°' 1:h .:hlor.,f<•1·ni ·r¡,., aqtu•uu,. J•l1 .• -.. .. """ I''"''' 1¡i,:ato•d "'1!h 
:J '' sod1urn ,u•(·l"t•· 'J>ll ;, :1, 111 llH• l'"'""'"lln• nf .. th.111•-l .. 11ul th .. ¡..-11.-t 
...:LI" r .. !'>11-.¡ .. •nd••d "' \\·.11.•r h•·" "~ 11t1cll'.1"'''" ·¡-¡,.. 1111"!<"•· "a·. 1nc11!..ito·d 
111 th•· J>1•·-..-nc•• ul :.! ;, ,.,: ,,¡ !!:';,,..,,. J 1~.,;,, .. , •. f, .... '1i.,, ¡,.. ;1.¡,,¡,., 1d:11· H: .. 

ch .. nucal!, ! íur :J h, arut llNA "'"ª" ••.,,.truct ... I nll<I pn·n¡ut .. :••c! ª"ni.ove {~. 
,,.,,,1¡,,,.fru ·~·JI .. .,..,.,,. c: .. !l ... ·tt·d and "'••slu••t "'"h ·r¡.; ¡,.,rt.·r un.! ,. .. •u.i· 
¡ .. -ntl•·•i 111 IUO 1n._1 ._,.,11u111 ntr.•lt• lpll 7 Ol TI,.·,,.¡¡., ""•"f<• frur.,n 111 

l1<¡u11t 1>1lro1:•·11 .ond 11a·ul1,1t.•d J[ (JO ~l· '"' 1 '> "''" ''' th•• ¡>r•· .. ••Hn• of 1 
\•ti!unu· of :!'~ SllS Tut.tl u:-:,\ WU!i t•>r.ln1rl•·•t 1111d '"''<-llHl.o! .. d tru1n 
l•ru'-..-n ._,.\¡,.. ;,,. "'""·•· 1 .. 1 • .J J,:.,;,\ !1<1111 l'<•.'~l""'"¡¡,, -.pp ~ ... ,,. u!.t,,1n•••i 
u-.1ng th•· ku H:-.:t•u>1V ~luu l{H (tl1a¡:1·n) 

(·:,,,.,,.,: ,.,,.¡ ·"•'<l""'" '"~: .. f tho· <; •. ,,,. , . .,,,·¡ f'•''" ¡•.,:,~,,,.,,..¡/., ~/'!• ,_ .. ,\ 
1:•·11<•1111•- /•,,f,f,,,.,..¡¡,, "l'J> nu .. I tr.•¡:nu•nl .... 11-. ••fl1¡d11"u-d !.:-· l'l"H º'"'"I! 
l•~o d1·1:•·1u·rnl•· ulij;•Kh·o"y11ucl"''t1do· .. 'l,u· fir-.1 ''"'' u,4,. ¡.,,,.,.tJ ,,., tlu• 
~ -1.-r111111.1l '''"•ll"'''''" ul tJ,., pr••t•·i11 :-:1 l.\t il ll ll_...,¡• r, ·¡e·, t "/T1 e ;,\1 c:n:·, 
1;1'·l·-r· t:t;,,:.#r' 1 ·.\ c·-r, t·A·t"JT• 1-r .. c·.#r, Tt'•t'!"T· 1·<' :i ·n,. ...... ·ond 
<>IH· .,.,.,,.., h.1-..·d "" an >l>l•·r11.1l t.;¡:hh •<•fl""r••·d "'''l"•·n•·•· <>! llH• ¡>rnt.-1n 
\\'Jl,t··,'.\t,\'!1\'\'\\I, ;, Af; {"(',\ «;1,.\1AC 11;IA•.\I' o1;1,\1TC c(O/Al...-\C 
<t '. t; ,,\• J',.\' ' ( ;',\ ;'! 1; ( "(' :! f",., f'I "H a•nplilir.1t•"I' 1¡-.,11g \.·•·lll pnly111-
••1,1-.o• .:---.;,." Er,¡;!.or.d fl1•>! .i,..,., -..un¡ih·-. ~,.-r,. d··n.1tu1 .. d f,,,- ;, 1n111 al 
~·; •¡' .<nd ,.,,1,J••< l<·d t<1 .11' < \.,.¡,.._ ul l nun d .. 11.ttu1a!1"n a~ !l 1 "(', l rnu1 
.tl\ll•·.il111¡: "I -l~l- r-,r; "\' "'"l :.! :.:•11 ,.,l.·n•""" HI 7:.! ·¡· ;\ 7k0 11uc!t·ul1d .. 
pf<•duct c••l>t.n1111.;:" tr.,1-rn1•nt .,! !I,., • •••./ ¡:""" ~' ·'" ,,/,:,,;no-.i aod, ]11111•,j 
""ni, tho• l't;E'.\1 T t" ....... \".-,·1nr _...;,.'<!••f11 fr'"" l'r•'"'"l"•I 

1 ··"''"">: ,,,,,J .-.·.··;r .. ·11, 1ng ,•! , fl.'\'A .,,. ,-.,.:1 ,.,,.,,, ¡•,,¡~t'"""lf" 

'/'/' , !1:".'A '""!'"'"•" Tn•1n, .,,:f el I;'\;,\ fr,.rn /' .. !,: .. "" ¡[,¡ -.pp """"' uh· 
: ... ,,,.,j ",¡¡, ·, /~\• 'L J't 'H •.!7• u .... 1;¡.: ¡.r111;,·r.· t,,,,.., . .J rHJ tlu· 
1:,.nunuc "''''lll>'IH•· «i•t.1:1u•d al,.,...,. l-'11·-.t ,.,1r.u1d <llN,\ l•·1npl.tt.•,. "'••ro· 
¡•r• i""''d fr•>111 J :.: •·~· <;! \ .. t.•i H:-.:,\ "'lth :"-tul.,,,. .• , r'"'r11u• lo·uk~·1111.1 
\1r" .. ,,., .. ,...,. t,,.,,.,,.,.,¡.: ... .,. !ro"" l'n•:t11·~:a or ll; ... pi.ty 'J't¡o·t•no li:T frun1 
llt .. p!.1\ ~\',.lt·n,., l\ov'.o·• 11 ,1nd ,, ... ,n.: uh¡:<> <!Ti,.d.•pt.-1 "" fir.-.t ,.1runrl 
.. J 1:-,:,\ pr 1nu·r • ,.1, 1:,, ,! ! , .1•b¡.t•·r. !, .1 ;At ·TI ·e-; ,\_tiT 1 ·1 ;_\ t ".\T 1 ·1 ;,..\ ·rrr 
1·1·r ·1·r1· ·r1·r ·1·r¡· ·¡·¡- .l · Fn.-- .1 •·nd -.·lJS,\ .. -1<.1e111 1: ,.1q:u tlT/ad.•pt•.·r 
,.,,.¡ HI pnn,1·r'1 1;1"A'!"J",\C'l"I'l"1;T1'1"Af'.\("T1;c.1· .,...,.,...u,...·d ,\ 
l 1 •• dc.t .. 1,.•· pr .. d:H! ""~ an1p!1f11'<I :-.;, ... ,,.,.¡ J'<"H ,,...,.., do>rH· "•th ¡11·u1a·r:« 
H:.:.t, 1;ATc;1;1;c·ATl;1',.,'J',\1'1't;A·11; .~ ,,.,,d H.i•"• l',\T<;AAC>AA 
1 ;, ;·r 1 ;1 ;·r Ac "t • 1;TA1 ;1; .! • t•>, .. ri1i1 '" ,·.,~.1 ,d.-nt1t v 1-·,., .-, .. ,,.¡ ,·Jn11ir1i-:. 

-',,.,:,•,\>la::""·'" .1!!."h"d '" !" ""d ..,..,·1tl1 !"1nn11.d 1r.110-.f1·r.•··•• frorn 
H,,,.¡.,. ·'!• :.·-:11! .. r H, . .,·1 ... ,,,,.,,¡, t"u1 l'~"H 11111¡>?1f""1,,,ri ¡•ri:110·r" H: ('1'­
t'.\T 1·1-;1; TAT t;<",\ 1~;4· ("('.\ ·n· .1· witf> nll>:<> d"I .• d.•¡1:•·r and B:. 
,,·,. l"A,\ C1;1; .\Tr· 1·1~\ ,.\1;.\ ,\•'.\ _,¡;t,; :1 • .... '.\, ,,.J, 1p••·r !.,, ,.,.,..t .. d 

l't '!{ "•·to· .,.,, .. ,¡ .\ t.•I'> ""' :,,,,,,,j,· l'l'i{ !""'"" 1 ""' ol,1.t:1H·d Huth 
lt.\• ·1-: pn><ha·!,. "•·r·· e~,,,,,.,¡ ··••111. :lu• ¡>t>t-::\l·T • .,,..,., ,,.,.~,,,- ,. .. ,..t.·nt frnn1 
l'r.,11io·¡:.1 Tht· • 11:-.,;,.\ ""'l''"'•u'""' ·'' '"n!iruH·d •hu1¡! p::11;0·1·-. Bti ,_-,..t;.·\.(0 
l fTt- ·¡ t ';\ 1 it 'T T• 'T T.·\,\. t;t ;1 ·TI' 1 ,,.,,¡ 117 :.· .( '( ;~ ,\.TA ,\C'I; (•e_;,\ 

.\1 ;·:· • '.\• · !'.\ .l !·',., l'< 'I{ :ini¡.:.~·" .t!'""· -.,.¡1.¡,.,", '~•·f•· d•·ll.otutt·<l lor ;, 
1!!111 "~ !• l ~,' .11.d •.q:t•;,., ~··d '":<ti, . .,.,¡.,..,<•: .f,"",-. d"'"lltJI I~'"" at •¡ ~ "(". 1 
ITllf• """""!1111: .ot 1.., '1 , :HHl :.! -, n>111 •·..,!•·11~1•>1l .1! 7.! · ( · l"r11n .. r'< ltM 
•'» .\Tli:\1;1;·11·11·.\1;1-1·rc·rr.\.\t;1;<'T•'. 1 ... ,,¡ 11•1.,-,. c1;c;ATA 
Al'(; f '¡ ;.\ ,\! ;·1· (',\e··¡ .\C ·.,¡ • ".-r.- "~"d t" .1fnplih tt. .. < Ptllp],.t,. r•n::J 
, ....... 

''""'"""- •111.f .• .. ;,.,,,,. 'I• '""-' .,,.- '1 1.V.·\ "f ,-.,,:¡ '"'"' ,. ";rr 1:op,/t11---•\. t• 
r,·u~l,,1r.ft;: t ll'.'.;,\ hl•r.u--, iri •;:t 1 rl ':.!"" • u,. .. -..~ ,..,.,,..,j u-in¡.: th•• ¡•.,/,to 
,.,,.!:.~"'PI' 7"'0·ha._ .. ¡> 111 !'( ·n J>r<•du,·t n>rr.·-.¡,,•nd1ni: t,," 1•<>•t1o>n oftl1t• 
1:"11•••111•· • ,,.:1 J~•·ru• l-.1¡,!ht i>'""!''" c!on.- .. \l'l'n• nbt:•1111•(1 t1·on1 ;, • 104 

p!: .. ¡01t··l1•tl 11111: unat-. .. c••'•·ru·d ·¡-"'' do'<'"'Y''l1¡!••11ut.·l•'<>t:d .. ,. h;o,_,.J 011 
A¡;,1'1 -..·qu•'•H•".'- """t" ""''d to 1d<'nl1fy tlu· !"fll!''"l l'"''I"" cluno•-< ,for­
•~ ard, ;"'»._.\(";f •• \Al;·¡~¡ C - ,\~ ;¡' t 'TI; 1 ;1·r A.·\t; T :1 .irl'I r•·vo·r--o•, r> -C"T'T 
,\T10 ,\,1;T ,\·¡-¡- T•'T ·~,-,. At>t; 1»1".·\-:1 l'h->1!" 11:-.:.\ fr,.n, 11,.. clu1u­

'''n!.1a\u,1: th.- L.r 1:•· ... : ,Jl~., ~' >- '"'"l"t•·d -...11h !lw ll'"l~•·n Lu111bd.1 
~-1:111 ¡.,;,t ·rh1• • ,,,:! ,,::•·n·· "·'" .. .,1 ... ·!nn,.,j 11>!0 ¡d~l•1•· ... , r11,1 ·¡-¡.,. :,· 1•nd of 
~·Il:-.0.-\. "·'"' <<>tH¡•: .. ~ .. d 1., !!,\("}-; l'CI: rtl1.- ¡1rt11u·r,. ""'"¡ ''•'r•· f.,,...,,,.unl. 
oh¡:" t!1''.1d:11i11·r. ;u,.l ,, ,·,·r--••. ~, -T•;C Tt·t· ATl; 'J',\t; ,,_.\t' Tr:t~ T'TC: 
(;. ¡ "l'lu• ""11"""(''"' :,,, r10·-.t••d l't'H "•·••· f,,r ... .ird, <•!•¡-·> .utapt•·r. ¡11Hi 

n·v1·1·~,., .-. e;·¡·¡- 1 ;1;i ~ 1; \! · e •Tt; .\ti\; t -n; e'..¡·' 
,.._·,.,,,,,.,,, •. A,.,,[,.,, ,., s,;,., .. :O:'"l"""n·-. ,,,.,,. '-"'"l"'n·d ""'"'í! tln· 

l ;t 'f; S••o¡u•·1:, •· ,\11.tl• ... , ... ,-.;.,fl" ,,,,. I'." k"i:.- •I ;,..,,.t 1<-.. l ·"n1put.·r t;ruup. 
:'>T .. d:-"11, \'.', ·• r ""·''' .;'t• ,'\.li,:nn1 .. 11:-.. .111d < .,r,·.Tr"' 11"'' uf tho• .-l.1 
d .. r:· •:" ,,,.,,. < ·"' ,.. ~ "'" ",:h .¡, .. 1 ·:,:-.:.il X l'"·I'.'·'"· ''i•I• u-.111;: ..,, .. 
'I"'''•' •·- ;i: th•· ~·-•1-.-p10: d.1:.1 lo.1nl-. ;\lit<>< ¡,,,¡¡dn.1l l.i1,·•·lllll' -•·q1u•nC•·"' 
,._ .. ,.. <11: ,:~~,..,¡ .11,d l'""!.t\•·d u-.1n¡:: :'\.T1tol'rn: 11 1,l} \, 1n._ludini: (,,J.:ula· 
!!'·n· <>! l>'·dr·'I,¡, di;, 11,..,,,.·n: ,,,Jf,_ l11J:h ],~: .J /,~,:, .. ¡•h"I"•"•'.'.• •· 11"~. 

ª"'! ,.,. "'11 l'1••t"''' '''"'"ll:<•111IH.•r1•· .. lro•t•·J,.·-. """' ¡111•d11 lo·d u,.,111¡: tlu· 
p1·0;:1.1111 ·r,,._Jl'11·<! 11 r;¡:,!. ·r·hn·" <lllllPn,.1011.1! -.1rutlu1.- """l.•ll1n¡:: "'"·"" 
c.arri•·d ou: ""'"¡:: ~\\'!~_..; '.\1UllEI. 1:1:11 

/J.,t,l ¡¡,, .. ,. ,\,', ,.,_ .. ¡,.,1 . ..-,,,,.1,..r., --Tlu• 1111cl•·•1t1do· .... ,p11'fH'1•.- d1,.cu,.,..~·d 

tn 1111-. l"'f"'r v.111 ;1¡>i'"•1• 11\ tlit· lllll\.l/E;\1Hl..-'l'rt•nHank"'" n11cl••ut1dt• 
"'"<'''''"''' dat" h.1·,,. llfh!.-1 1 f1,. a< <-•·- .. l<•ll nu111l .. ·r""' ,\l·"'.!:I 1;'", 1 1 10·•••."l cl>N1'\ 
"''"';•:• ,,..,. 1,.,,,. /',,.'•!""'' r:,, 'l'l' ' .1nd ,\F:.!:1:1'".J.'"o ,,,,,:¡ t·llS .. \. "'''lll"'''-""-' 

''""''·, .. ,,,,,.,,,1:11· ~o 
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Fito l. Vi!'lihl~ sp<i•c:-tru ur c-ytul•hronu.• r uxidu .. <1· frurn /'u/_.,.,,.. 
ns..-lla "'PP· Thc cytochrona• ,. u-.;1d.1-.1• v.., .. 1i;lut1·d in :,n rn'I Tri.., lf{'I 
(plf d 01 cnnt:un1n~ 1 fll\I :\li:=-'ll 4 anri O 1 n1¡; 1ml ,.f l.our\l n111l1u ... 1do· 
Brokrn lu1 .. s. u•ud17.•-d ,.,.unpl••. "'" obt.n1H·d ( ·,.,,1111i.v:" ~ l1•1r, c:-to,;hr"ll"' 
C' o:indus .. full.Y ro..-tun•d 111 tht• pn•-. .. n.-.• vi ;o -.1nall "!Tlount ufd1th1on1t<' 
/ll"Cl, "nlari:.-na•11l uf thr· ,, ab-.•>rp!li'n l> ,,,,!.., ,,\ th•- ,,,.,tf,.-,.d .•n•I r•• 
dueP.<i sami•J.•,;; 

HESl"IT:--. 

lsolatiotl anti ( 0 hr:n1, :,·r1.::c::1"'! <•.':In· C \¡,,, hroirn.· • ( >udri.~·· 
Coniplex fro1n: /'nlyfo1'1 .. l!a -"/'i' -- ( ºvtn1·h;o11i•· e "'1tLt>-•' ...... ,_ 
purified frorn tht• colnrlo:.",... .ilga /'.,:., ,,.,n,·llr1 -pp TiH· cu111pl•·" 
c.atnlv::o:~d l"h.•ctn1n trnn:;fpr fro~1 hnr,,._._. lll'.1rl r\·to<·hrnn1<• e to 
oxyg¡.n '"•ith a "'Pf"ClfiC' ar-t1v1ty of :! "' 1u1wl (J.-trn¡.: nf pr.1t•·in/ 
n1in. an act1v1ty thJ.t w.1.=. con1p! .. tt:I . ..- .1h<,>lish .. ·d by c;.-L1t11dt> or 
uzido:.• ldat.a nol ,.,hu .. ,;nl Ab,.,01·¡1t1on ""ilt·ctr;1 of thP ~;;.·t•><.:l1ron1t•:­
of t.hc con1plt-x ~1rP ,..:.ho .... ·n u1 Fi¡.:: 1 "flw ox1d11:1·d (·ornplP'­
di;opJ .. yl·d ~' niaJOr ab:-orhanCP p1•.1k in tlio• ~nret n·¡..:inn .1t ·t:!-, 
nm; after n•1..hu:tinn \•;1th d1t!liu:n:1·. th•·1<· \\.1- .1n 1ncro·.•-•· in 
intt~n..-ity ¡1nd a sluft of¡t,.. n1;ix11n.1l ~1b,.,,>d1,1nn· to .;.i:-, nrn Th.­
u·absorption J>1•ak PXhih1tPd •1 n1ax1t11un1 at t;u.-1 n111 1n 1t.-. n·· 
duc:cd fonn. ~lnft••d ·I ~f, nn1 tou:,"\r·d th .. n·d \\"h,•11 cn:npan•d 
'"·ith lh•~ aL:-orplHHl ,..:.¡)4-.,;trutn ufc:vtochr .. n11• e "x11l.1,..,•• typ1• (Ja, 

from other i-<pt•cit•s r\. n•d-,..,h1ftt•d n-.1h-<>r1'!1"n P•"•k ;it f>CHi run 
\.\.'as nli-:o do•,..:.cr1ht•d for n·duC•'d c\·tochn1111.- , ox1d.1:->•• nf ('' 
n.·1nhardr11 4 :1-1 ¡_ Frn1n tht> d1fl1•n·1H·•· -p•·ttr.1 ! l'·duct-d w1th 
dithinnih• rnirlll'-' ;11r-ox1d171•d 1. a h•·nu• t ont .. nt nf ;f o:l 111110\ .. f 
hPJ\lt• altng of pn1t ... 1n f"r· th" 1...\t•u.h1n111•·, "'ul.1.~P uf l'n!\!•• 
tn•·llu spp ....... 1,.,, ~--.1h:ul,1t1"d. 

1'hP cyt1H·hro1n .. e nxula .... ,. uf/'"!.'~,,,.,, /,',, ~pp •·:-. l11lnto·d ...,,.,_.,.11 
polyp.1:•pt1d.-,., \\"ltl1 010!1·1..ul.11 rn.1"'-"" u! ,"", .• ti. :.;!11), lH ;;_ ¡.; ;,, 
13.4. 10.8. nnd ~t ti kDa ( Fig ~·\ • Titt• :.!~J 1>--kD.1 h.tnd wa-< 
1d~ntifit•d ••"' subun1t 111 of cytochron1 .. e nxu:Lt .... t' C"'t'l' l>1•lo\\'I 
1·-.,.0 ndditiunal b.1nrl . ..; '""cr1..• pn•,.,.•nt 1n tl11>1 pn•par;it1on, \\'lth 
;1ppan•nt rnolpt·ular n1a;<....a•:-< of so O and ·t l S kll,1. 'l'h••i-<p ba1nl-< 
\t.;rort• con,..id.-rt-d c-ont;in11nanL-< and ...... ,., . ._. not furtliPr 1:...:plon•d 

Jn IOH11UIH•bl<Jt:-l. t.h1: :!!J ti k,.1),1 pulyJ}<l'¡ttHh• of /'u/\ f<>u11·/lfl 

~(llL l')"1t..,·l1rurn1• r ox1d.a'4t' t•1".h1hilt•cl t•n1,..,...n•act1v1ty \.\."ith an 
antd.od __ v ra1st-d <•~<un;;t (~(>X 111 of ..... ·.-,ccht.u1utl.\'Co'h c·o•Tt'Uuuu: 

(FiJ: '2.lt. l1Hu' :11 'l'h1,. h.1nd h.nl •• rnolo•t·ular UIU!'>.H ~11111b1r to 
thut of th.- corr.· ... pond1ng huln1n1t JI l of c~·fo{·hronu• <" uxulul'!c 
fn1111 yo-.1i-:1 1F1g '2/l, lu110' Jl Tlu· '...!!I 1>-kI>.1 poly¡ .. •pt1d1" uf/'uly­
t11tno•/fa :<pp ""''ª"' 1•,c1 ... 1"d f11>111 llu· i-:•·l .11ul c•xtraclt·d ·r1i,. pun­
lit•d polypc_·ptadt• ,.,t1ll ... Jiuw.-d t.·100 .. ~ n·act1._·1ty \\.'lth thP anti-­
_\'t•a,..t ,i\ntdM .. Jy tF11: ".!IJ, Ion•• :'J .·\ccordu1g:ly, 1l ...._.,,,. l'>UhJ•'<.."tA•cl to 
N"-t•~r·n11no1l ,..,.,¡iu•nc1ng. Tho• :..;.t•·rn1111.1l t-Pt¡ut•n.::1..• oht..atno·tl 
tSSDAí;I 1111-""'PHl-:HYL\'1 -hn\\o·d I•" ,..1mil.111ty w1th any utlu·r 

('h•ll<J• :.-r1.:;11t1<Jtl u(:; .•. ,,,L/ (,",·•1•• f'"'"I /'.,/\t .. n10•{/u .-.¡1¡1 Uflti 

rh•· ,.,,l;I, JJ.'\'.·\ ,-,.,,,,¡ (' ,,·1nli.i1,/r11 ·r~,·u .!1•g,.nPr.1t1• d•·oxyol1· 
¡.:unuclo•ot.1th·,-. "•'rt" d1·~1~;111·d ¡,_,,., . .¡ <>11 th•• :-..'-t1·1·rn111:al "''~tt1t•nn· 

ufC<.JX 111 iro111/',.f.\t"n1.·!lu "'i'i' •i'o--('ClX Ill1;1ndon <1 lu1;hly 
t·onsPr"\·,.d 1nt••rnal .--...••¡u1•11•·t· 11f ('l tX 111 pn·:-<t·nt 1n ú1ff1•n.•nt 
organ1i-<111:-. \'l.'1th th, .... ,. 0!1g11n1nl•·••tl<I.- pnnlf•r,.,. a l'<~H an1¡ili­
fil·:1t1nn produ<"t ,,f 7Hrl lltil J.-.,11.i ..... \Va~ oht.11111·d u .... 1ng- tutal 
IJ:.:.-\. ?ni:11 /•,,; • .-,,..," ::.i -j•J' .1· ,, '.• nq,J.,~o· Ti." IJ.'-':\. -.1.,.¡u ... nct· 
obt;111u•d f:n111 th,. .t1nplifi,.d p1od.H t .. .,.1- pn·dllt"d to o·nrod(• ;:1 
l"CfX lfl l•I•"•·::: l'J.1~ --•·•¡•1• lll•· '.\.1-- ,._, . .¡to d,.0-1¡;11 prHllt'rh fur 
u"'t' 1n ;-, ;ind ;¡ ·l< .. :\<'E u-1n1: cli:-.:~\ 1n.1d•· fr.,rn /',./ytonu•fla 
:-.¡1p tot;tl H:-.:.-\ 1:!:'• 'I'tu• n~•·rl.q1¡1111;..: l·IJ:--;J\ tlo1u•'"' thu.s ob· 
ta1111•d \\'t-11· ...,,·qu"n'-·•·d and .t :ull J.·11¡.;ih cJ):-,;,.\. ~•·<¡u1·nc1· 
1lJI>B.J1"E:\tBl.'(;,.nB.1nk 1 :1.t .u·,, . .,,...,1.,n n111nb•·r AF:!'.$:3."". t.; 1 v.·a~ 
ohta11u·d 'l'h·· .unplifi. .. d 1;t'IH11111<:: fr.i; . .::111,.nt ...... ª,,., ~1bo u:-.•~ ª·"a 
pr11lJt· tu .. ,--n'i•n a .~¡.::t IO ( 11:---;_.\ l1hr.1ry frorn {'. r,·1nlior.Jtii, nnd 
~·1¡..:ht po-.1t1v1• pl.u¡ut•-.. \\t•rt• 1dt·11t1fi1·d. 1:-nl.H1•d. ;uid 1">f.•11ut>nc••d 
Th1• el.ni.• <unt.11n1ng: tl11• lun~:•·Lt ._·JJ:--.=.--\. \\,1.-. 1dt·nt1fi~·d by PCH 
;011d -•·•¡tH·rH •·d. c11nfir1111111: th .. rl '~--\. ¡1-. 1·1n·od1n;::: ('(..)X IIL 'fho• 
o\••rl.q•¡unh 1.-¡:1,,n~ uf tJi,. ~:"ll"llll<' and (l>.'-.:A "'t'({\H•nce,,., Wt>f"I• 
:d .. r1t1<·;d Tl1<· .~•·qtiP11co• ofth.·' on:i t !);'\;:\ frurn (' ro·ir1hur-dt11 ¡., 

not ,.,h<>\.,_n ln1t 1- ,t\·,11!.dd1• 1!1 IH)I\.J/l·::'\tBJ..-"(i.-11H.u1k,-M w1t!t 
.HC•·.~"'1011 1111111h1·1 .·\F'....'."f.l.'",J.-, 

·r1:1n•.J;,: l••n ,.f t!1 .. ~ I l'.\::\ - '''i'"'n<·.-~ ¡11···du t" " rnatun• pro-­
t .. 11: "' ...:·~:~ '' -id~1.-~ \\;ti," 111.,J. .. :ul.1r 111.1-,.. of ~~1.!l7"'\ J).1 for 
I'- t '¡IX 111 .1nd .1 no.1~ Ul•" pnl\'¡,..·p!.ld•· o! ~I:! ''""'i<!u•·- ! :!!l,!•fi7 
!l.11 f,,r· 1t-. ,;,,_,. n·J.1t1\"1• (' '•'l!ilun,ltu 11"r l'tJX IJJ1 C'umpar­
'"'"n ••! !'.- ('(1:-.,: 111 ·.~1th ('r t'1JX l!I 1nd1c.1tt'd tliat th .. first t7 
11"~ 1d,1•·-. ••! t !io · 111.tt' 1r .. (·e 1:\'. 111 -.o·quPnro·-. art· h:¡~hly cnn,.,rn•1..•d 
¡,..,\.,_,.,.¡; ¡·,,¡.,,,. .. ¡,•/;,; o-p¡• .olld (' 1,·u1Juu.!tll hut an• nut prt.•., 

o·nt 1n th•· ('( 1:-;, 111 '"''''ill<'IH't' ol tho· ('hltJr11ph\'t•· al¡.~a l'r()fotlicc-a 
1• /< J:.·rhcJt•:u Th1• ;dq~nlllt'lll uf tiH· ""''"r.11\ .orn1nt1 acid ~(~· 
qu.·r1<·.-~ o! i'- 1_·( IX 111 .111d ('r-t'l)X 111 1F1¡.: :{ __ -\¡ n•"'t•a!t.·d an 
1•knt1~ ... .,f 1;1 .. ~.,; .111d .1 -.1:in!.1nt..- uf 7:f !'" 'I"ht· !'>1111tlantv 

¡ ,,.~ \\'• ., :n t ~1 .. 1 \'- < • -u ln:n 1 to- 111 .,f t h .. ~·yt• •<·hrornl' e oxula.s•• 1.s ve,.;.• 
hq:h .tnd 1·:..t•·:1d- .,,_·,.r th•· (·on1¡il+·t•· prot1·1n -.t•qu1•flc-•'!'<. 

T!1" /",.·\:<>••,,}/,: :-pp <"l.'f el>:--.=.-\ cnnL11n.- .t:l npPn n•ad1nj'!' 
Ir.un .. (t! l l ¡;¡ h.1-.t· ¡1.11r-.-. <1Ur 1d1•ntlf¡.._-¡1t1nn of th•~ :-0: h•rrninu,..of 
tht· 111.1tu: .. ¡;n•~•·Ln ,,,.. .•1111110 .1c1d ~l~J •• di<>\\".- u,,., to ¡>n•da·t a 
!11"!-.lf!ll:lO .1nd 1111!1Kh<indri.d t.1r).!••t1n~: ~··qu .. 11.-.. 1:-.1·rs1. In e· 
"'l'1hur.fru :J,. . . ·nl:i 1..·J):--:~\ cnnt.1111.'- .111 op•·n r.-.1d1ng fr~111H• of 
] ¡.¡1; h.1-,. p.nr.- .·\-...-..u1n1n•: that th•· :-.:--t•·rn11nal -Pq11<>nc1• oflht· 
rn.1t11r .. prnt!'lll tor11•,..po1Hl.- In that of /',.f..-1,,,.,,.f/c1 ~PP-· thf"l't' 
dtflo·ro._·nt .r\.T(; t•,..fnn- could n1rn•-.¡,.1nd tu tl1t• 1n1t.1,1tinn nf tlu• 
~tT~ ·¡·1¡,. 11p-tro·.1n1 1n,.th1u111111• pr .. d1<·t-. a l'n•-t·qu••fH't• uf JO~J 

.111111.<> .I< id-., •.h•· -"L"nd lll• :!11t>nn1<· ¡no·d1~t.- .1 !'"11 r•"Hdut•,., 
:,1T;--; .. 1ni! :t .. · ,¡,,"·11-~r··.1111 <1n1· p11·dHt .... 1 ¡•n·-•·<¡ucrH·.- of ·HI 
.11n11H• .1c:d-.. I• 1·· k11<i\\ 11 1h.1t tt. .. . ~•·qu .. 11t·•· ,.,,1t·rn1111dnq! i-:tar't 
,.,,!,ir• .il!•·. :- ~¡,.. o·:f!, n·Jll'\' <>t' rr.1:1-.l.1tu•!•, in (' r-o·rnhllrtÍfll 

tlwn· 1.-. .1 n>11-.pn,..u- 1•f !.•~'('J.-\1.\./t'uJ'\/Cr.-\Tl;!(;/C1<.:'<C'/(~J for 
tli<• -.tart 1._·,,do11 1:1;.i J\.Cn)rd1n;..: to lht•,..,p cL1ta, tlu• up~trt.•lH1l 

1111•lh1<1111n .. th;it pn•d1ctl" .1 '.\tT~ uf 110 a1111no acids i,.. appro­
pnatt• for tr·.1n"'lat1011 in1t1:1t1on :-:1tt> 

Tho· ;1l1¡..:111110•11t of th•· pn•-.1•q110•nct·~ .,f P.-<-('ílX 111 ~utd Cr­
l'(JX 111 r"\'P.11.-d -1.-, ·l'i id .. nt11;. and .1 ;-,o!"•': ~11nd<1rity. This 
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A B 
2 ,., 

fo'to. 2. Subunit cornpo•idon and hn· 
munoblot analy•i• ot thc cy-1.ochrun:Ht 
e osict.a- comple• t'rom Pulytonirlla 
•PP• A, t.he cytochrome C' ox1dn1u~ prropa· 
raoon WWI analyzed on a lti~ ncryl1un1dr 
gel ata1nud. w1th CoomaAa1u Bnlhnnl Ulut.• 
(23) and con1pan•d w1th thu bov1nt'I rn· 
z:yme. Lanr 1, cyt.ochronor C' ox1d .. ,..., from 
Po/yto~llu •pp c.?O µ¡; uf protcl.'ln) Lane 
2, cyt.ochrun1e e ux1d1uon frum t-•f·heart 
nutochondnn (30 µJ: oí prot-t.•111). ala four 
rn.ivor subunit.. ure 1nd1cut...d. Tiu:! appn.r· 
ent mol~ular mau'"''-'" nrr HhO""'Tl 111 kDa. 
B. blot immunoa.tu1n..J w1th 11nt1bodie11 
raised npmst COX lll from S. c-~rr1.1u1De. 
Lanr l, }TfUll cytochrom"' e u:iuda1u• (20 µg 
ufprote111 perla.ne). Lanr !!, punfi1.-d COX 
Ul from /•o(vtun:,,.//Q app. Lu.nr :J, 1aolated 
cytochrome e ox1da:tt.' from Polytumdla 
11pp. 1::?0 µJ: of prut....1n/lanrl 

I KDol 
so.o-

2 3 

54.6--+ 

41.e-

--:r 
29.6- -n•m ---
18.6--+ 

i4.~~ 
13.4~ 

- :rir 

10.s-
9.6- -

values are much higher when t.he first 17 residues ?\fRSQLLlK/ 
RlALTRAPAGFS nre compared or whcn the 8-residues region 
ALAALPPRjust befare the mnture protein is compnred. Thc..<1e 
sequence.s must play an import.a.nt role in the processing ofthe 
MTS or in the import of COX 111 in these algae. lmmediute1y 
upatreazn of t.he N terminus of the mnture protcin <ns dcter­
mined by protein sequencing of Polytorn~Ila spp. COX 11 J) in 
both algae there is a methionine that could have heen retained 
from the ancestral mitochondrinl copy. 

A cladogram was gcnerated with COX 111 sequenc!.'s from 
different organisms (Fig. 38). The result obtained showed thnt 
Ps-COX III clcarly affiliate>t v.ith Cr-COX 111, but surprisingly, 
these chlamydomonnd COX 111 sequences appear clo.se to yeast 
COX 111 sequences and relatively far away from thc m1tochon­
drial COX 111 sequences from otht•r nlgne and from plants.. 

The pattern of codon utiliz.ation for thc cox3 gene of Pol_~·to­
niella spp. wa.s compnred with the patwrn of codon usnge of 
known nuclear and mitochondrial genes of th1s alga (Table IJ. 
~in ot.her nuclenr-localized genes, there is a significant bias in 
each codon family; this is beca use triplets that cnd in A are rnre 
in the nuclear genome ofthis algn (14). The codon u.sagt!' ofthe 
c0%3 gene of Polytomella spp. is typ1cally nuclear and different 
from mitochondrial codon usage. A similar analysis wns cnrried 
out for thc cox3 cDN'A from C. reinhardtil. The codon uaage 
pattern was similar to nuclear codon usage and differed from 
codon usage in the mitochondrinJ genome. In nddition, the 
po1yadeni)ation signals TGTAA (35) werc found at the end of 
the cDNA sequences. 

DNA blot analysis wa.s carried out to ascertnin that the cox3 
gene.a were encoded by the nuclear genome. Total D!':A isolated 
from Polytomella spp. WDJ! eJectrophoresed through agnrose. 
The mt.I>NA separated ru1 a diacrete band running below the 
majar band representing nuclear DSA. The DNA from these 
gel• 'W&.a tra.n.8ferred to nylon membranes and eubjected to 
hybridization analysis Mth a battery of probee from mitochon­
drial and nuclear origine. The amaller band hybridized with 
three ditrerent mitochondrial probca (Fig. 4A> cobl, encoding 
cytochrome b from Polyton'U!lla app. (36); nad4, encoding aub­
unit 4 of' NADH·ubiquinone ox:idoreductasc from Polytornella 

spp.::; and coxl, cncoding subunit 1 of cytochrorne e oxidase 
from Polytumdla spp. l lSL In contrast, nudcar DNA hybrid· 
izt.•d with thc followinJ; nuclear probes: Cytcl, n partial se­
quenct! ofthc gene encod1ng C}-toc:hrome c 1 ( 18), and TubBJ. the 
gene t.~ncoding JJ·tubuhn from PolytoTT1el/a URihs <now renamed. 
Polytorndla parva l 1141. '11w cox:J gene hybridizcd with t.he 
majar DNA fraction and not with thc mtDNA band, confirming 
it.s nuclear locnhzation. A similar annlysis was cnrried out with 
total D!'JA frorn C. reinhardtii <Fig. 4BJ. Thc smallcr band 
hybridiz.Ni with thrce d1fferent mitochondrial probc8 from C. 
reinhardtii, cobl, nad2, nnd co.:cl (5}. In contrnst. nuclear DNA 
hybridlzcd with the following nucJcnr probes from C. re1n· 
harcltii: the gene Cyc enc-oding C,)""tochrorne e <37), the gene Fes/ 
rncoding the Rieske 1ron·sulfur protA•1n C3Rl, the .:ene AtpB 
cncoding tht! f3 subunit of thc ATP synthasc (28J, and the coz.3 
gPne obtaincd in this study. 

Hydrophobicity and lrn.portabilzty of the Nuclear·encoded 
Subunu 111 of Cvtochrorne e Oxzda.'ie from ChlamvdoTT1onad 
AIRae-lmport st~dies suggcst that the highest avcr~gc hydro· 
phobicity ovcr 60-80 amino ncids of a polypeptidc chuin 
ft<-rmed mesohydrophobic1ty), along w1th the mnximum hydro­
phobic1ty of likcly transmembrane segrrwnts, are useful indi· 
cators ofthc likclihood. that n prot.ein could be import.ed intc.i the 
mit.ochondrion < 19). The prcdicted Ps-COX III and Cr-COX 111 
subunits were tested for their physic11l charnctcristics in silico. 
The cornputntional analyscs suggested that both protcina con­
tain a bipartitc :\.ITS. The first 25 amino acids nre predicted to 
be a ~ITS, whcren.s the segment up to rcsidue 50 is pn.-dicted to 
be a mitochondriaJ inner mr.mbrano signal that should dircct 
the peptide to it.s final location <Fig. 5). Both COX 111 po)ypep­
tides were compored with those encoded by other complete cox3 
genes in the dota base; ali are locnted at mitochondrial ge­
nomes. Fig. 6A shows a tnesoH versus maximal local hydropho­
bicity (<H>> plot for ditrerent COX 111 aequencea. In compar­
iaon witb ali their mitochondrial counterpa..rt.8, Pe-COX 111 and 
Cr-COX 111 display both dec-reaaed local hydrophobicity and 

"S. Funee. A Ant.aramian, and D. Gonz:élez-Halphen, unpubliehed 
r-ulta. 
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F!r. 3 S.r<1urnc<• .nliJ:'rUT11l"nt Knd ph)·lo.:;enc-til." 11nnl'·"i" of <"Yto­
ehrom~ r oxidu .. •• Huhunit 111 "'"-''-lut.•nco.•s. A. ""-"-IU•·nc•~ nl1i;:n•nt•nt uf 
COX JJJ from f'<J/\·ttuno·tln '<Pl' (}',.,•. (". ,.,.,,.J,ardtu 1CrJ. Hll.-l /' i. rch,·r 
lurmi1 1/'it.J i6'.!I ;-;uml.._•rini: 1 ... rt.•ff.•rn•d to th1• i'ol_..,ton1..J/u spp t.f.•· 

qut.•nc ... JJ/ucl.; tnnnJ:/.-, ind1cat•• rn..,.tlaion1n•• n·~1d11~s pr••i-.. nt 111 th•• 
pul.ottl'-'~ :'l.IT'S ;u-.¡u••nc'-'" 'J1u• ¡,,..-., . .J r,·J:'""~ 1nd1cut..• thl! !'>J.t .. ·rnunal 
..... ¡1H•n("r ofCOX IU fro1n /'<>l)t"nro·lln "1'11 d••t.•rmi1u•d by J-:dn1an d•·i.:· 
rJd~ttu>n 1111d 1111 hornoiuJ.!uus n•i::u111 1n c·. r1·111l1nrdr11. Th•• ,,,,,f,·rft•,.·d 
·"•'t/LI•'""''-'.,,. .,}un•:n 1n /,.,/<{ ur•• h1r::hly roll'<•·l-..'o..•d 11n111u• ncuJ .. pr••,.•·nt 
befon• the :,;.trrm111al "'"1uo·nt•• .A "'1<·r1."fJ, .. d1•n<>t•· ldt•ntu ni r«'ol<l•u•.., 

T'l.111.1 1 
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1n1.•sohydruphnbicity. Th1:. ,.,tn·n¡_,r-t~u·n.-. th._. ub::>t.•n.•01tion that nii· 
tochondrial irnport.t>d prot1·1n!"' ha,,·1• di1nin1.;.ht>d physical con· 
str;tint~ (<Jf> and f71t·soJl1 n·lu·n C"ornpan•d '"'ith polypeptid(·~ 
Pncodt·d liy rnit0<.·hundrial i.::•·n1• ... Th1.• ti¡....ruro• pn•s1..•nts t.ht> r .. ·­
~ult.s u:-<ini:: thto -'"'C•tlt' J>Hlf--r 1:1:!•. but ... unilar rp..;uJts wPr•· 
oht.:1in1•d with tJi,. .... c.tlt• t;1-:s and \\·1th otht•r ~cal.·~ ba.-:Prl on 

phys1co .. ·l11•n11c.;1! a1111no ac1d pr••¡•••rt1"·"" ():'\IJf 1ir KJl ':1~1\ íro~­

,.,ults not :-huwn > lt '" not1·\'l..<•1·th_\ ~hat all ( ., JX 111 pn1t1·111 .... that 
~ITf.' t'tl("Odt'd 1n th1~ 1111toc-hnndnal ¡..:: .. nonn• ha, ... h1ght.•r hydru­
phohú·ity ,,•altu· ... and aro· i:roup•·d in th•· upp,.r r1¡..:ht corn1•r of 
tht.• h"Taph 

flydrupathy prntllt_• .;1naly:-1.-.. ('.l?'TIPd out \Vith ddfr•n•nt ~l'!il•• ... 
1:1:?1, pn•dic-h·d .1<1'\'t"I\ tr•11•~r11<·:nt,r.1n•• i-tro·tch('i' for (•()X 111 
pol_v1u·pt1<l,.,., fnHn hntli .1!i,: ... · 'F1~: íiH1 ·rh1-. -'"'UJ.!J..:l-. ... t. ... a ,.,truc­
l11n· of th,•:-•· pol.·.·¡,.•ptid•c:-' ~:n11i.1:· !o tht· nn,.,., dt•tpr1111n•·d 1.,....-

·¡-,," ,f,,:.' 1nd1t al•~ '<ILJ!l!:ir rt•-.1d1.o•..; -""l'"'':~··· '-"'"f>·'\rt,nn-. n,ad•• \~1th­
••t1t n111 .. id1·nfl¡! th" put,1tno• pt•·~•''l'--" n,, ... -.h,,,,,.,¡ ¡¡,; :;·· 1.-! .. nt1tv and 
7.f !•', -.1n11J.,r.!.\' '••·t,'•'••11 /',,,',,.,.,,,. : .. , ... l'i' .111<1 l • rc·111huu:'t11. 3:1 h'• 
Hfte1il1tv aud 4:.! 7'• >o1n11lunt.\' t>t•l""'• .. ·n /• .. ¡,,..,,,.,·flu "l•P nru! /> 1•·u·kr•r 
lu1n111, an<I :¡;) 1i•; uJ.•11t1tv und i1i !>', ~una/nn~y l•t·tW(•••n C' rt'•'1hnrdt41 
.irul J•. ll "J;.·rlu1T1lt1 IJ. ph,.., !u1; .. n .. t" ¡n"I.' ,.¡s of ,-ytocl1ron10• e u"1d:1",. 
,..ubuntt IJJ .. ,•<¡u .. nc•· 'l'u con,..:ru.·t th" d.1cl,,¡::r.1111. tht• anunu ¡¡cid,.,, •• 

:: :~;·.~:·, :; 7 t •;;q~:~ :\•1:~:: ~· 1.1.';; ,i'· t ~:~ l<~;:,~:·, ,:::~1,'.~': ::,! ~lJI !,.:'{'~;; ;;::~¡ ¡:;~ ~;;:~. • -~'.~~,~~ 
.. i><>nd111): uu]\' tn th" n1.1turo· pr<>lo•111 ... 



Transfer of the cox3 Gene to the Nucleus 30149 

A 

B 

FJo. <&. The cene couc:J i• nucl~•r-localiz~ in Polylo~lla •PP· 
a.nd in C. rTilah.ardrSL A.. 30 µg of totn.I DNA frum Pu/ytorn.-1/a. app. 
'W&a run in a 0.7% agaroae. t.'l!'I. Thu gel trunafem>d to a nylon men1brnnt• 
a.nd hybridiz.ed with diffl"n!'nl nucleftr and m1tochondnnl proJ.>t•a do· 
9Crlbed in the text.. Arrou.i• 1ndicat.- t.hl" po111tlona of nuclf:"nr ONA and 
mtDNA. B. 30 ~ll oftotal DNA from C rrinhardtu wl"re run mu O 7'l> 
~gel. Hybndizat.ion analya1111 wna cam.....d out w1th d1ff ... f'l"nt nu­
dear and rnit.ochondrial prubes aa 1nd1cat.ed (aee t.ui:tl. 

t -~Ta.11..P~SAQQ•~.a.ou.Y,,~·-·v••P010~1.r•cru.v-.rr •" 
llltll• llJllJlll' lt' 1. 1 1 1 t•. ¡ 

1 ~L..l..-,,t..-.A•~•5·0--~t.-....CL~U.1ICl.1.Q6.._.~~·.._.._,..,.,. '>• 

~- ·~ -. .,...,,,~ .. ~-~~~··a-· ~ ... 11 r ti 1 "1 ,. 1 r 11111111 1>1 1 

··~~~~··· 1.• 
~-' ~~~l.4~~11J.M~J ""' 

l ~.,-~~·--....•.-.oi..l~........... .... '"º 
Fto. 5. Comp•riiM>n o~ pl"l"'~uen~• in nuclrar enc::odN 1nito­

chondrial protcoiru in Polytom~llo spp. and C. rrin.Juu-ddl. lden· 
tical and •imilar re1udue-. are de-r.oted Wtlh •lrai.ght vrrtU:ol I~• and 
douhü dot•. reapectively. Only lhe aequrnces from PoJytnl"T'Ulla •PP· (P•) 
and C. T'fl"inha.n::ltii (Cr) are compared. The- aequence. ~bitc.-d 45.4% 
ident.lty and 50.5'Jb sim1ln.rity. "lb.e arrow indicat.e• lhe ai.te wh111ni pre­
.equencee are cleaved by t.he mit.ochondnal proceaaing prot.ease. The 
N-terminal ~uences of the mature prot.eua are ahown in bold cha.r­
ackrs. The dat.a •hown for the a aubunit oí ATP .yntha- (CraATP> and 
the R.ie.iike iron aulfur prute1n (CrF~S> ofC. rrinhardtii were t.aken from 
Nura.nj and Franún (63) and from Atteia and Fra1u:én (38). re.pec­
t.ively. The ~ 1nd1catee conael"Yed. r-e.iduea befare and alter the cleav­
ap cite according to the conaeDAu.a M"quence R(A/Srr)(M/F) l {A/SI 
GJS<ll/HJA (45J. 

x-ray crystallography for the bacteria! and man:una.lian COX 
111 subunits (2, 3) . .A8 an initial approach to gu..in in.sights on it.s 
topolOgical arrangement. Ps-COX 111 wa.a modelled. over t.he 
t.hree-dimensionaJ structure of the bovine COX 111 (3). The 
predicted st.n.lcture of Ps-COX J 11 shows an overall topology 
similar to the bovine COX 111 but exhibiting short.er or incom­
plete transmembrane stretches a.11 compared ~ith the bovine 
counterpart (results not ebown). Altogethcr, these obeen.·ationa 
auggeet that the cytoplasm.ic-synth~ei:z:ed COX III polypeptides 
from chJamydomonad nlgae a.re imported into mitochondria 
and a.aaembled in the inner mitochondrial membrane, with a 
topology similar but not identica.J to thnt ofita mitochondrial­
syntheeized countcrpart.a in other orga.nistn.S. 

DlSCUSSION 

Su.bunit /JI Ja a Bona FU/e Con..titiant of Cytochro~ e 
~ from Polytornella app.-Cyt.oc.hrome e oz:idaae from C. 

~inhardlii ha.11 b6en purifiod. and partiolly characteriZ6d (34, 
40). In thoau worlui, t.he prcsence of Cr-COX 111 wa.s not atiCer­
tained. In our hands, Ps-COX 111 wwt prescnt in the intact 
cytochrome e oxidase of Polytomdla .spp. and WlUt ehown to be 
n. bona fid~ constituent of this c;on1plex by immunochumical 
analy11is. The.-efore, wo suggest thot this subunit muet exist in 
t.he nutochondriul co1nplt!Xe..<1 of ulguu of the family Chlan1ydo­
monllduceae. f\.lort.'()Ver, becaust• the corresponding gene Ui nb­
sent in Lhc mitochondnal genon1es oftht"se ulgue (l{.uftt. 5-9 u.nd 
thiH workl. it is likely tht1t it wus trunsfcrred to the nucleus 
t-arly in evolution but prt•viouH to specintion. 

COX JI/ /$ 1''1/udear-~ncodrcl in the Algae of the Pami.ly 
Chlan1ydomoriaclacea1."-This work nlso dcscrib(•s the cJoning 
and cornpleu~ sPqucncing of two new mcmberN of tht.~ cox:J gene 
f11nlily from two chlu1nydornonud uls;:ne. lJp unt.il now the genes 
that encode COX 111 have be .. n found only in n11tochondrial 
genoml":oi. The gene co:.r3 í.-,i found evcn in tlH! rnost rt.-duced 
m1tochondrial genome known to duu-, that of Plasrnodium fal­
ciparun1 ( 41 ). The cxint~nce of n nuclear-encoch>d ro:.r3 gene was 
propo.<1t_oel for thc lycopod ._.,'e/a¡;r1nel/a, bt..""Cautw ít wna not prcscnt 
1n t.he mitochondrinl genomc (·121. Jlowevt~r lhr•n• itt no .-.vidence 
for i~ presencc in thc nuclear genomt-. Here we show that the 
cox3 gene iB nuclcnr-locnJi:z:ed in the aJgae of the fnmiJy 
Chlamydomonadaccne. ns shown by Southern blot hybridiza­
tion (Fig. 4}, the presencc of a biasf..'<Í codon u.sage typical of" 
nuclenr·locahzed gu.nrs in chJamydomonnd a.lgae CTublc IJ, the 
prcsence of n polyadenylation signul TGTAA usual.ly found in 
the nuclear-Jocnli:z:t.-d genes of thcse algac, t.he existen.ce of a 
srqucnce cncoding a put.ativu bipartite MTS (Jo"ig. 5}. a dimin­
ishcd <H> nnd nu•soH of thc predict.ed protein prod.uct CFig. 
6A 1, u.nd t.he prescncc of int.rons in tho corrcsponding co:r:J 
genomic st-quenccs.::i The cox:J gene is exprcssed ns dcmon­
strnt.00 by Nort.hern blot hybridization (dnt.a not ehown). In 
nddition, the corresponding subunit is prcsent in t.he mnture 
and iaolated cytochrame e oxidase compJex from Polytomella 
app .• as shown by N ·terminal sequencing ond immunochernical 
nnalysis. To our knowledge, this is the first report of a nuclcnr­
locnJized and active cox3 genE>. Sorne portions of t.he cox.3 gene 
of C. n:-inhardtii described in this work are sim..ila.r to threc 
cDNA sequences (AV386752. AV391757, and AV393074) re­
cently dcpo.sited in the expressed sequence t.ags data base (43). 

Ot.her orgnnisms that lack tht" cox:J gene in their mitochon­
drial genomcs are tho chlorophyte alga Prdinomonas minor 
ond the ciliates Paromecium aurelia and Tetrah_vmena pyrifor­
mi.s (4-4 ). lt is possible t.hat these organisms may have abo 
transfcrred their c:ox:J genes to the nucleua control. 

Nucleotide MX¡uences encoding putative 1-fTS were identified 
in the co:r3 genes of Pol_ytomella spp. n.nd C. reinhardtii. The 
MTS of Ps-COX 111 n.nd Cr-COX 111 show sorne similarities W'ith 
tho mitochondriaJ targeting sequencc of thc Rieske iron-sulfur 
protein from C. rrinhardtii (Fig. 5). Th.e MTS sequences from 
chlo..mydomonad algno a.re rich in alanines, prolines. and 
charged amino acids. Titeso sequenccs predict an nmphiphiHc 
a-helix structure in the N-t.ermina.J regían. In addition. t.hey 
share a similar sit.e for clenvage for the :rnitochondria.l process­
ing peptidase, which seems to recognize the con.sensus se­
quena! R(A/SIT)(~l/F) J. (A/S/G)S(D/JUA C45). 

Characteristic.s of Gene Tran.sfer from. the Jlfitoc:hondria: to 
tM h~r.u:leus in the Algcu of" tlu! Family Chlamydomonada.ce-~ 
The t.hcory of the origi.n of mitochondria propases that t.here 
waa a gradual tra.nsfer of genes from the original bacteria) 
endosynibiont to t.hc nucleus (46). This tra.n.Bfer is an ongoing 
proceas, a.a exernplified by the prcsence of genes encoded in 

ªX. P~rez·MIU"t..ínez. S. Funea. E. David.son, M. P. King. and 
D. Gon:r.aJez-Halphen. unpubliahed obeel"Yationa. 



30150 

1-"'la. 6. l\.1C!"a0hydrophohicity and hy. 
drophobiC"ity plot• or L")"tochrome <" 

ox..ida-. •ubunlt 111 f.rom di"t.•rt>nl or-
1ranisna-.. A. m1•sohydrophob1c1t;.• 1~r1<'4s 
rnsuunutl Jocul hydrophuhint:. plot íor c"·­
~hrume e ox1dHS•• 11ul.un1t lJI from d1f­
fe~nt ori..--anisn1s us1n,:: thr PH.Jf-•r ,.cl\h•. 
Prote1ns an..• d1$tribuh'<i un tht> cibcisAa 
u~rding to tht•ir 1nax1mun1 hyt!rophoL1c-
1ty "·nlue and on t}u• on!1nat.e nc»ord1ng" to 
thot• hydruphoh1c1t.\· of th•• n1o~t hydropho· 
bic ~~..:ment Tlll' Lou11d'lrY .. :n~ <:nku· 
lntt"d U1'1 in Claros •. , u! '1~1) Th1~ 
(0.-nllnnk ,,,.,, llCC<'",.l"fl nu111t"-•r-. uf tht• 
nuclrnr <.. .. <._)X 111 '"'<¡U•·nl'.'•' .. u,..o•d to 
con.struct th1~ i..'T.•1•h .,..,.r,. ,.\, .. \,·..:1!<'J.1." n> 
lu.n1nuru1 ( L~-tt>70:.1, n. Cu11d1.ft1 J><U<lp'!;l· 
/n!<L'tl 1X7!';6";"9•. C. ('h<>n.! .. :,,· <rt~P"·' 

¡J>.IS.S7:!1. V, li.·l1 .• •1fh1'. U'111UI•.~ 

IX~7fi6!J1. 1'-·. ,\/uJ:'l,.f1<;; ¡.:r,11¡¡/l/Ioru 
(ZtiS1~71. ¡.·. Zc·a "'"~" ,;.,:;,J•.1.-.:-,¡_ O, (J,.,,.,_ 
thcra f,.·rtcr,nnn 1xn.¡;1->·l 1, //. /•,:cn·,·//u 
httoruÍl.'i <Z37~Hj7•. /. /' u·i.-ho·r!u11u11 
~,,~176~01. J. (;,,.,,,-,¡,p .. , ¡, ..• ,,,,,,·;fÍ"''"' 
li\FI 1:-111~1. ñ..". t Jr-..·" ~.:tn·u , X l "'i0.10•, !.. 
~·.-1u.zo,.arclH•r"""'"'º" /""'' •.,. 'X i11o..;,:¡.'-i • .• \f. 
G(l·t·1r1t• ni.a.x, t-oyl>t•an 1:\:l!",]:ll 1, .V, \.'1cl<1 

faba tX516~01, O, Tr1tJ<·1,r.-1 '1•'!ff11·uu1 
rX15!•-t·ll; J>. C- ,•,·1nhard:11 •.·\.F".!33!',15. 
th1s workJ. e;. P<•l.lt.,,..:.•llu "PP 
rAt"'23:i514. th1~ "ork1. und R. //,,mo .-.n 
pi.•n.JI, humnr1 tJ''00-11 t J IJ. h:,:drn¡mth.v 
plols c-ompnnn¡.:: th•· tlt•du<:••d C(_)X 111 ,..._ •. 
qut"OCo..'!' of /'nlytor1t·/,',1 -;pp 1/Il nrid 
C rr1nhar</tll l.r\) Wllh tho• 1>n••'< CIÍ th .. 
bov1n•• t•nzyn\c 1/JJ an<l /' .J, ,.,/r.;/l.-an.~ 
(C) EU't" 11ho"""º· IJ<'ack /,., • .,.., w1th ron1an 
nu,..,i~rul,; indicale thv po .. 1t1un11 ofct"rtoun 
lransmembrnne 11tn•tcho..•s tun.••d on the 
cr;..·st.allof:"r"aph1c 11tructur•~ uf hov11w COX 
111. Grn_'l' bc•x~·.s 1nd1c-.'lt.• calcul.1to-.J tran!'I· 
m••rnbrn.ne- RtrPtcht"N. 
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both thr. n1itochondrinl ,1nd tht• n1H·lt•11r !:t-110111t•¡.,, i.t' .. A·rr• !"'Yll 
tha:I~ subunit 9 ofl"-'..-urt>.."J.>ºro t·ra.~·"" 1·171, nnd lX)X 11 ufsorn•· 
lcgunlin<>....,ne t481. In ~c.,..t•ral s1~·cit•."I. r.h<• proc1•li.~ of 111ov1n1-: 
111.itochondnal gene:> to tlu• nut.·h•us n1a.v h;:1Vt• .;1 st•h"C.·t1v1• ad· 
\•ant.:i~c. bt.•cuust" nuclt•ar ,::-t•nt•:-4 t>xh1h1t ¡1 lo\.\'1•r 1nut11tion r.atP 
and th1.! nudPu,_. :.t•t.•n1s to huvP a fllort• ,.t•ph1.!-<tu.·.¡1l1_•d 1 >:-.:A 
rt•poür ~ysh~in than rn1tochu11dr1.1 t-1~1) G•·n1• tran . .,ft•r fnnu or· 
~nn1.•ll•-.:o1 to th1• nuclt•us 1s ulsv thought to incn•a,.,;•• 11,.., nth• of 
n:•c-oni.bin.atior1 dnd rt.•du<.·•• ¡n·cu111ul:1t1tir1 of do•l••t••riou.- ntuta· 
tions (501. 

'l'hP .-ut":I ~L"l\P ll"itn.-ft•rn·d fnin1 tl10• 1111tochondn.1 t<• tlu· 
nuch.·us 1n thl..· t.•hJ;1n1y<lll11111nad <1lga.- ,.,;.1t1~ti1•.-.. 1na11.v uf tlu• 
c-ntt,,rin 1u•t'"•"•"ar:v filr H ~:,.n•• tli;H ho1."' bt· .. n tr.111,.;J,,,·at.-d fnnn 
th'-• nutochondria! to th.- nuclo·,1r gc·nonn· .• ,,... J'll'l""''t•d hv lh1·11· 
ntt"kl..• ''fu!. 14:!1 01nd hy CJ;1rn:- 1·! ul ! l~I, It .1t·q1nn•<l .1 pt••,._,. 
qu1>nc,• !or t:1rht't1t1t: ln~o n1ir.,L·h1tndt L.1. ch.1111:.-d 1L-... u1du11 u ..... 
ugt•. acquin•d a pol;.·ad1•nyl.1t1on :-1gu.d .• 1nd dun1111 ... !1t•d tho• 
<J:f-- and rt11·~0JI of1t.o.: prnti-1n produ1·t In .1dd1t1on. !11t• 1·or1.­
spondinR n11tochondn.d l·up;.· that pn·.-.111n.1hl_v •·xi..t1•d h.1-.. n>rn 
ph.•tt.•ly U1,,..1pp~·an·d, ¡.,t1gl~•·:-t111g th.it th1~ tr.111.~f,•r ,..._-_-urrt•d 
1.•arly 1n l"Volut1on 

Tht• h1gh St"•Ill'"nl'•' ,.:11111!.1n1y found h1·l1.\f"1·n .1 í<'¡.!'11111 .,f !ho• 

put..ttn.·1.• !\fT.S 1•ncoth•d h.\" tln· c·ol.l g•·n.-.... fr.1111 e· ro·:nh.-:rd:n 
and 1~0/yrun1..Jla ... pp. 1 Fih :t-\ • s1ig¡.;.-st.-. th.1t th•· tran,.,frr ofth1:­
J!l'Ot.' frunt thl' n11!ochondn.1 to l11t• 11uc! .. u:-. .uul t!u• nirn·-.pond 
ing acqu1=-o1t11H1 uf th<" pn•,...1•q1H·11c1•. 01..·c1H·1··d lw.·fup• th•• /'o!yto 
n1e!la color}l'¡.,¡., ¡:t>nu:- d1v1•ri,:1•d frnrn tht> n1.11n Cl;/our1_\.dun1<1•;01.-. 

photo.,.ynth••t1~· !int•.1µ:•• ( >tht•r"'\\'1-•• !l'l n1n'"'•·1·\.·.1t1nn of tho· pn· 
~t•qUPnc•·:' wnuld IH• •·xpt•cto·d ·riu• dr.10-:ec ch.1n¡;1· 111 et-'d"n 
Ui<OIJ!(>, ",..hi~·h h OHJr•' n•rnar·k.1hl1· lll th•'.-•· ;:d¡:.~.u· hPc;nl"'P of llo< 

h1ghly b1:1. .... d nut·h·.1r t·ndon u .... .1¡..;t· • J.i 1 •• iJ . .._,, :-.u¡:g•·-t.-. th.1t tht• 
tran:;ft•r ufthl' t'(n3 i,:1•111• •n the:-1· nr¡.~-;1111~rn.-: n•·curn•d ,.;1r!y l!l 

t·volut1on. "~·ho·n th.-n• wa'· ;1 111.1.-.-.!Vt· tr.1n- l••r uf ¡:t·ll•·:-. fnirn thP 
protonlitoc.:hondr1<Hl t" tho• 1111, J,·u- • .¡1; • ·rh1.- ¡J!·uc,.,.,,. n11;:h? 
hav1~ occurrt•d lH·fon• tlH· 1•., .. t t ·r.-t.1<•·1Jc<- 1•r;1 1íi:1 o:· 111<>1"•· 
rnilliur. .VP;:1r:- :11.::;o'. \\"l11·n th.- rl<>11phnr.,·._\-11th•·t1c ~1!g.1.- ;1n_• 
thou¡_;ht to h;1vp dt•nvo•d tro1n tht• i:1•·1·11 !111""~~""' e 11 l Th·· 
phylogpnetic an.dy~1" (.1rn.-d uut \\lth tlo•· pn·d1c-h·d e·~''.\ 111 
.o;:1•qu1•nc».'"' 'F1~; :~IJ1 ,.,Jiu\.\' . ., -.:1111Jar p·:-:Jlt- lo tl1n-1• nht.nn•·d 
'\.l.•1th clas;-;ic,1] 1111tnchnndr1.d p1ut1·u1,-, l1h.1· ('t IX 1 · l:J•, ul •'_\"l<> 

chrun1P h i31l1 .S.•qu1•flc1•,.; fnirn th1· alJ-:".H' of thc• ¡..:o•n.-r.1 /',,,'"''" 

;;~~~:J!~~:t~~;::~:;;::i:~~r1nnflS tt'nd to ,-tning!y ;1flihatt' in th"'"''" 

/tr:por:abday e•{ ,'\
0

11< /o'rlr"'"•"<xf1·d ..... t.h;t~llf., U//<' .\flfu< h"'I 

dria: .~ubunlt JI/ r::~h1h:ts TJ11n1n1 .• h,..f / .... ·al · 11 · ar:d /)1n11r1 

ish._•d rT1t_'"$.o//--\\l1_v h.n··· ,:0111•• ¡..:••111·.-. n·n1.11nPd 111 th•• rn1to­
chondri.al IJ;\."A"' (hu• 1•xpl.1n,1t1on h.1.- 1>,.,.n tho• vari.1t1un of th1• 
g'('nt•tir cn<ll' u1 rn1tochondna, \'-h•·ro· tho· t11¡•l•·t l '< ~ .. \. 1•nn>dt·.~ 

tryptophnn 1n-.t1•.1d of a polypPptuJ1• ch.11n tPrn11nat1on .-1¡__:-n.ll 
{5ll. AnothPr Pxplanataon '.:'ll+::'C:.l'"L· tl1.1t or¡.~ant•llo• S!Pllo1110· . ..: 
ha\.ºl' per:ooi~t<•d b_\· t•ncnd1n¡_; ~:ru1..·tur.1l prnto•en.'< th:1t rna1nt.a111 
rt•dox halanc•' \\1th1n !ht• J.10.·111·ri.:,.1u: 1n+·n1l1r.111 •. ,. •:•:2.• :\.lt•·r­
n.ati"·"ly, 1t Ji.i,., b~·•·n pro;•o.-.1·d th.tt tJ,.. i..:•·nt•,., th.1t n•rn.11n1·d 
Iocalizt•d 1n th1• 111itochondn;d ~:1·ll1>Ul•' .in· tf1<>··•' that •·nend•· 
highly hydrophoh:c pol\·topic prt•l•·in,.... <"<•:it;1111t11i.: \'\º nr 111•>f"•· 
ht•l1c1~.'< that .;,p;1n tht• n11•n1hr.1n1· •:-,:~• T/11- :-. h••• .111-·•· tl11• prt·­
cncr of .t l.lr¡..:"r n1n11b"r uf hydrnphohK -.t'hllH·nt.-. 111 .1 pul:,·po·p­
túf.._. could 1nip.111· 11,,., 1111port ir1t .. n11:uclni11dri.1 ,,-,; • of" t'.1u-.1· 
1n1.;;t.:1r~t·l1ng: tu tlu· •·nt!npla.-HllH' r•·tu \il11111 1;;:¡¡ ~f.,11·ov,.r·, th.­
.!'<_\'nthc•!ii:' of hydrophol11c polyp•·pud···"' 1n . ..,1d1• tli•· 1111to,·h•lndn.1 
rnay cn><ur'• th1•1r ¡11·up•·r 111!'-••rt1on 1n tlu• 1nn .. r n1••n1hr:1111• ;1nd 
the t·orn•ct f<ljH1lo¡:n:.tl ar 1·.1n¡:1·nu•nt n·qu1n·d for \'1'C"tor1 . .J ¡>rn 
ton tran."'l"c.1t1un 'f"'"" d.1,..,..1c. .-x.1111;,J, . ._ .1n· tll" eytnchn11n,. ;, 
g1..•nt• ,,,f,J'. o\h11h <'lll""dt·'• .in '-.l1.n.~11u·111hr.1n•·>-tl•·t•h 

f'O!yp•·p!.1d•·•.-,_-,,,,111d th•·,·ytou!irt•rn•·r '>'.:d.1--•·-1dn.i-.1! J ,,,¡, 
\\h11..·h 1·n1.-ud.·~ .1 ¡uot.-1:1 \\"lth ]'..~ 111t·:11br.111••-;1-.-•wz.d••d h•·l1<·, .. .., 
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(:2. :.JI. Both ,.;t•IJl•.-. an_• prt~M·nt 111 .aJI 11utnchundr1al J.:t~IHlln1·,.. 

ch;1r;irtPr1zt•d to d.1t•·- ()lt11·r· g••lit"• that 1•n<.·od1• hi~hly hydro· 
µhobu: l"'''"'PPJlt1tfi•>f Hr•• .1IM1 pr .. :-..-11t 111 tl11· 1n;1Jorit:-.· of n1tJ).!'//\_-. 
e :,t; 1. t ,. atpt; l t._•111·oding 5 tr an,.rn••nll•r.uu• h··l1ct•.'< '· ritp."' 1 .. ucod 
1111-: ~ tr.in-.;f1H•1nl>r<t1H' lu·lin•:. 1. riud 1 1 t•n1·ud1ug H -H tr,ui:.rnl•n1· 
h1 ,uu• h1•lu-••.-. '· 11ud:.! • t·n1·od1n¡.; 1 ;¡ J ·I t r.111~n1o·u1t,rant· lu•l1c1~:.1. 

nud:J i .. 11c•"-Ílllg ;J tr;111,.;1111•1ubr.111•• h••lu·1·,.,1, riad·I len1..·od1r-.f! 
1:1 1·1 tr.1ns1nt-1nl1raflP ht•lin•.-.1, 11<11!-JI. •t'fH't>din¡.; :J tran.-111t•n1· 
hr:111<• h1•l1ct•:..1. na.IS <•·nl·ud1n~: 1:, lfi tr.;111.-n1._.1nhr.uu• lu·hn•,.,J. 
tl<ltfli !1·11cod111¡.; r. tran.-.1111•111hr;111 .. !1•·litf'.' '· ··•n.:.! 1 .. nccuf1llJ'. :.! 

t:a11¡.,rn1•t11lir.1n•• h•·l1l'••-.1 . .ind n1\."{ '"rn·ud101: 7 tr.111.-1ut•1nlir.11H• 
!11·!1c•·'-'J 

ln _\•'•l"T. ffz 1·u., :-.tudn•-. ~~·¡t/¡ (\.l:n¡d;t'IT!:,a!ly -\'11!lu·-17t«f 
¡ nn.~tr lH·L- <>! \-,11-1.i/1!.- lo·ngth.' uf .t¡>nc:--·t o•:hr <>JIH• h. :-h1>\'-"•·d that 
1n n11tn• hun,li 1-1. th•• 11nport "! ¡">!·.-¡.,·¡·~:'!"- \•.·::h rll<'I-•· th.1n 
t!1r•·•· "r l••lir tr.111sr11t•rrit1L1n1· lwli••·· 1.., "'tror1¡..:l_\· l¡¡ndo·n·d 1 J!)• 
.·\.11.1h -.¡o< "f ''"lll•'llCt•,.. fro111 11'.~•·!1·.tr·•·lleod"d and n11tocho:idr1-
.il •"lll•"l"d 1111!och.,11dn.il j'r<>t~·a1- -u1:~:·-.-1 .. d th.1t ¡",,_. \.'alur:- <>f 
•·;,•_,.,¡ ¡ .111d · IJ ·.in• rnnrt· u-.+•ful 111d1,.a1 .. 1·- th.1n til•· nurni .. ·r of 

tr.11:-:i1.-111!ir-;11u· n-¡~1<>1:- 111 dt•lt·11n;n111¡! \\"h•·tho·r a prol~·111 

.-uu!d !>.- 1nq•nr~.·d 11ltu tlu· 1111t.,,·!1.,ndn .. 11 I! 1:- k1J1J\\'n tfiat 
!lll: .. , ¡,.,ndria rt•,1tld_\' 1r11port pru~o·in"' o\ 1th -•·\·,.r,d ::-an:-.tn••n1-
l>r.1n•· ,-,111·!cl11·-. f.ir t•Jo..1n1plt• th•· .id1·111n .. nlH l1·11tzd1· tr.1n_-.Joc;:1-
t"r. 1fth,·y J><•.--.1-.- l"H lf-. ;ind ]nw .-n.--.,,ll • J'.I• JJ.,\\+'V•·r. !ht· 
1111¡>.,rl p.1tli\\'.1.v of th•· tr.1n-.J.,~·.1!t.r· d1!!i·r- ,:r•·.it!\' fr-.,111 1111• 
-l·o11-•·r•·.1t1v1· 111tr-;:11n1to<·hundr1.d -<>rt11tg p.i!la"' ;n·:· 1n \.\ hu·h 
poh·¡><·pt1d1- .... 1r•• tran:-fi·rr.-d to th,· n1:toclu>odri.d n1.1tnx -"'Jl;H'I" 
.1nd ~h,•11 ;-.ort.-d to 1L., fin;,! n1<•1nh!·.1n•- d<-~\111aT1"n •.J7•. \\·,. 
h;o.·poil11·-1:"" th.1t !IH• l.1t!•·r 1n.1;.· tot· !h•· l!H·ch.1111-rn ft>r tt1•• 
t.1.,~:··1;.--1- ": !!"· ('"l)X Ill pr .. 1•·111~ d. -l-rd .. -d 111 t!i1:- \\otk 

·rr;1n.-1.·r ,,! ¡;Prn•:- fronl or¡;.1no·IJ.--. ~'' th•· nucl.-11- 1nYoh·•·,, 
-1·\·•·r.11 -~«p~ ;~, <J' th.- t':\.J .. 11! 11f!l1•· n1a\1·1( ;11..·1d 111ul•·l"l1IP .1 ... 
{);"\;".-\ ••r H:--;_.\ 'l'"''. fnl tfl!•·,::r.1:1011 1ntn th1• n1J1l•·u ... l•y 11onhn-
111oln1"•t1 ~ 1t·1·u111'11n.11100 1 .-•. ~1 or by,, < .. 11i:11n;1 "lld ·J'1i •1ini:: flll't"h 
:in1,-,1n .. -.~J•. '111 • .1< i¡u1:-1t1on of .1 J•P'··• q111•nc1· lo:.- d1q1i1.·,1t1Pn of 
t''l.:l-t1n;: 1-11·.;:1•!10~ '1>;11.il~ (1)0•. '1\ • .itqi;1-:1; .. :1 •,f;:1 l'~"rnot .. 1· .• 1 

nbo ·•·In•• h1nd1n¡~ ,.,,t••. and ;a poh·.1d.-n.vl.<~H,n -11:11.il ;.;!11, <vi 
cl1.111,:•· 111 L~•dOJn 11-.1¡.:::•• (.;91, 1v1 • n1,,d11·., .i:~·or: ,.f tlu· nucl.·ot1d .. 
-.,·qu,.IH'" r., ,·1~1-.,,¡,. f.,r ;, pohl"'l'tul.· \\1•~1 -ll:n1rll-!H·d lt•tal 
Ji:;.drP¡•IH•l>1c1t:.· • J{ • • and d11111111~ho•d l•!•""IJ. \.\}¡¡ch Hlil_\º aJ. 
l<'\V tiH· unport ,,f t!1t· prntt·1n produ<'t.- llltoJ n11tu.:.:li.,ndri.1 • l!t•. 
• \.'ll' ir1.1t !1V.1t ion uf thP 1n1tol l1<:1hit 1.il t_:-t"JH· <"u¡>•:. and rv11 ¡ "''''P 

~,¡,_,. !"-·- ofth•· 1111t • ..:·hondn.i] g.-11" 't>l • 

l)ur <L1t;1 ,...tlJ>pt1rt tlu· hypotlu·-.1.·· 1h.1t th•• 1:•·ll•'.- th.1t t•ncodP 

pr<>!t·1n-. w1th h11-;h ·· ll > and h1~~h """""JI h.1v1• n•1n.11n1·d 1n tho• 
10111,,,:h•>ndr-i;1J h•'fl<lllH'. ,,.-}H•n•:1.- thH-•' 1'.•·11•·~ tl1.1t •·n,·1..:lt• pro· 
11·111~ \\"1th !"'\"val u•·"' nf · 11 · :1nd r·:, .• ,.11 h,1\·,. bt•t•n +'Xpnrtt•rl to 
th•• nlH"lo·u .... ;1nd thc-1r pn1tl·1n ppuJ,;c-!"' 1n1port1•d b.1ck 1ntn 
1n1t<1ch<>ndna r l!lJ ·r1¡,. str-:1t1•gy 11_-,·d h_v tho· .d~;at- .,fth1· f;unily 
Ch!a111·. dn1non:1d:ic1._1t. ,.,;p•·n1.-. '" 11\\"nl\."t• t!11· ,tc·q111-Jt111n uf .1 
l.1r;~1· .. nd J><i-...-.dil..- l11part1!t· :-.tT:-; ,111d -l ]<1\\•·r 111~: nf · 11 - .1nd 
r•i-·~,,J I 111 lh•· r·1 IX llf P<l!_\'l"'f'lido•.-. "h1< !1 .1!•· r•"j'l:r~·:u.-¡¡!-. fo:­

tli•· pn•;><·r 111,.Prtinn ofth .. prnt••1n 1ntu !!11· 1nn .. .-h .. ndn.il 1n1u•r 
111•·111J,r.1n.- \\·,. hyp<1tho•s1z" th.1t th•• lirnztin,.! ,.,t,•p 111 g1·rH· 
tr·.11:,.:-•·J (1.,111 or¡..!all•·llo·,.; to tJi,. nut"l,.11~ h.1~ n"t h•·•·!I tl11• dil1•·r· 
.-r11·i-- ::l ¡'•·n.-t1c ',.,¡._. hut l11nd1·;11H·,.,., ro th•• llllJH>!°t 1nto rh .. 
1111to1·h••11dn.d inno·r n1t•n1br.ir11• t•ol_,·toptc JHOl1·1n~ \\."hn:-<' nll"lll 
l,¡-,11H• :.,p.,Jo¡.,:;:v 1-. .1 crincal l •'<¡uir•·111<·1ir f .. r ;~ - • ,1t.1h·1 '' ,ll·t1\·1t_\ 

• ""'l"lor1.il J•1<1!on punq>11u..;1 
llyclrni';1t!i\' an.1lys1"' ufí'r-('l)X 111 .1nd l'~.(.()X 111 -'li•>Wt•d 

t!l'· pr<'·-•"IH,. ,.f .-.P\"·ll ¡nlt.111\t' tr.11i.-i111·111!ir.<n•· ,:tr1·Tch1·s "I'ho• 
h_\·dr .. pll•1l>1c1!_\· ni tf¡, .. ,,. ,_, • ._.,.,1 ht•ht"f·~ :-•·•·rn-: :u h1• Jo\\·1·r 111 th1• 
chl.1111.\'dn111n11."I .1)¡:;1o• \.vhpn c·11r11p.1n·d \\ 1th th•· /' ,/,·•utrr/ic·rrt:.~ 
nr th•• l••l'.111•· -u!nnn!-. lF11: liHJ 'f'!u,. 1- 111 .. 1•· 1·\.·ul•·nt 111 th•· 
11,1 .... ,i.:1.• n~"•n.d n ... dt·l f,1r !'.~ce )X 111 t,.i1:t 1q.,•11 :h.· l'ry-.t.t/-
1 .. ¡:r.1plill. l·o.,rd1 n.1t•·~ of 1L~ hn\"llH• l'<>!l 11: "' p.11"! · :11 1 n '>11r n1<,d1·l 



3015:.! 1'rons/l•r o{ tht• cox:l (:;ene tn tlu..• Nuclt•us 

(data not shu"'·nl, shortt-r transnu•1nbrant• :itrt_•tcht•,. Hrt• uh­
s.t.'!"'"t..>d. ilS '"'"t•ll a~ intt•1Tupt1uns in tlu.• 1niddlt• t-t•1.:t1un nf th.­
nh•mbranc hPlit:t•s. ln oultl1t1on, hclix VII uf tht• l':..-('(JX 111 
prou..•in i:. anly half tht• i<Í7•' uf tlu• cnrn•,..ponrlang ht-liX in th1• 
b..-..vine polyp.._•pt1dt• and 1nny not :;pan tho• n11•1nhran1- h1l¡1y.-i 
'1'he ht•lin•.!'> that an• in rn11t;Kt ,..-1th ('(>X 1 Ou•Jicp ... 1 and 1111 d" 
not t:'Xhib1t l'ln1ctural 1nodtfil·at111n,.;, ,..uggt•sl1ng th.1t tho• d1111111· 
1~hed hydrophobic1t:v uf t.'( lX 111 1s >-lrun•:•·r 111 thu'·~· n••!lllfl,.. uf 
the prutcan that ,..p .. rn nut to ht• 1uvolv1•d 1n ,..11b11n1t .,..lllH1n1t 
1ntt!'r~u;ttons. 

.-\,·Jr11Hu·l,·tf¡.:rti.•11:,.--\\. ... 1lo.1nk !)r .J d",\l.>'1.t•r oln:-tit"! l'.,.,1 .. ur• I••! 
o.•xr"'•rt lu•lp 1n "''"'IU•·n..:1ng ¡wpt1d1·""· l)r-,. .\ ,\nt~1ran11an ,.,,.¡ H t ·.,,.,., 
t hu1t1tuto d._• l"1-;i.ilo~~1n (_'••lulnr 'IFC '· l'111' .. r .. Ldn<I :-.;,.,·1011,,J ,\ut,111<>111.; 
de !\lo.•,1co !U!'>:A:i.1 !\h•'-l<"ul lnr purtno¡.,1t1un 111 t),.. 1111t111! -.ta¡:•· .. ni t)u .. 
pl"OJL-Cl. Dr l..(; Fnut .. •·11 •<iot,·h·>q: l'111v1•1-.11'.'·' lnr ti"· k1nd ¡;l!l <Jt tlu· 
,·lJNA l1hrurv of(' n·u1J,,,r<ft,., Pr-. l. (l11,:.1v, :i.1 :-;., ...... 111d (; ¡•,,.1,.-
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curry'ln.: 1n1t111l 1111111unnb;,,t .111.1h,.,,,;. •·•nth tlu· !..itt.-r'.' ,,¡ .ont: t'llX 1)1 
nnt1bo."><l1t.,• .• J H.a1111r,..1! for ho·lp1n¡;:: ll .. in thl' ,·"u"<tru~tu•I! "~ th. ¡•.._ f 'f ¡:-_ 
Jll cry .. talloi.:r.1ph1~· 1n<>do·l. 111 '\ Z Zh.tn¡.; 1.\lv:•·cui..r i'ruJ.,.~, :"' 
c:,lhn¡;: our ntt<t-•nt1on tn tht• Tih>IH><:lun"l ant• 1·11X 111 '.'•«•-.t "'l!1l>odu·,.. 
und se,·ernl colleng"ue,. nn.l n•,.,•.1n·lu·r~ -... hu kind.!v ¡1rov:do·.J u .. -... ith 
l1NA probt•s t.hut wo•n• u, .. ,.¡ ;n th1>1 ""<>f'k lln. T IJ Fux •l'nnH•li 
L'n1,.·rn11ty}, L ·t..O Fran~•·n tl~ut<'hor-J.! l 'uiv1•f'"lh't, '" t;»rc·,_, llor'llll•Hl 
tl!n1vt-n11ty of Ilhn~H,.). H. H trt•n111 ... tl 1111v•·r,,ily nl ll\1n"1-.', :i.1 (;nl<J 
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ABSTRACT 

Tht." chlorophytc algac ,1f thc f;1111ily Chla1n).d\l111onadac1..·a1..." shan.: a~ a co11Hntu1 fcaturc thi: 
lacJ... nf lhc coc.; 1!1..·nc. t.·111. .. ·c.Hfi11~ ~uhunil 111 tlf l.'.\ llli...:hnun1...· ( · (1,ida">C'. in thc..·ir· 111ih1...:h1111Lfrial 1!CJH1n11.:~. 
Rcccntlv. it ''ªs-sho\\n 1h;11 11~ .... c<>cl' l!.1..:nc is 

0

11tH:k·ar c.:n .. :od1...·d in,,,,, 11h.·111h1..·r·~ ,,f 1111., f;1~11ih·: 1hc 
pllL'HllS)--nlhctic alg~1 <_'hla111.1·clo111<J11u' ,.,.f111!.11·d1ii and 1h1..· 1...·11lnd'-":-.' al!!a 1•ohto111.•//" -.pp. In thi.,. -,,od •.. 
thc ¿.?.<:non1ii.: s1...·qucnct:s ,.,,- thc cn\·3 !:!'--'lh .. ""> 1..1f thc .... c 1,,,, ~h1-..cf)o 1·1..:l.111.:d algac arl.." n.:p1111cd 111<.: cocl 
g\."ncs (lf h,llh ( · rci11hard111 and 1'11(l1u111,•l/,1 -..pp .•• :nnr.1111 -t 1nlru11' in tflc rc.:!-'-i1111 \...'lh .. 'Pdin!! rhc 
put;ltin: lllih1cflondrial tal"gCling St..'<.Jllt..'llL"t..'S. rJ1c~t..· -J i11(n11h :--.Jhn\ /1n\ idc11(iti1..·..., h1tl [JiL"JI" f1h.:ó1li1H1°"' 
\\.'Crt..• C:l'lll'SCf"\t.."d in horh coLl l!t..'ne:--.. TIJ1..· 1."P\·3 l.!Cflt...' uf ( · l'c!llihur./111 ha ..... ¿:; •1ddi1io11al 1111n11i.... 111 thc 
rcgillll t.:'l\l. .. '"1.)ding. tht..• inatun: pl;l~pt.."Jllid1..· ,,f...,uht;n11 llJ .,fc~t111.:hr·111nc 1" P'\.id<ht...' .o....;equt..·111..T anal~...,¡-; ,,f 
intron (t uf thi.: o.·o\·3 µ.t..•nt..• 1lf e· r.·11J/1,¡r,/f/1 1·t..·\ c..·.tft...·d ...,j1nlfarit~ \\ itll t\\o .... trTtCIH ... ..., nf nu1..·lt:ot1dt:s 

pn:scnt in intn,ns nf ...,c,1..·ra/ 1H1t...·lt..-ar ~1..·n ........ frnn1 ll1i .... ~rt..·1..·11 :th!..1 111 the 1najt>nt: ,,,- 1'11..· ... - ..... plu1cd 
scqucn~i..·s. thcsc intt..-rnal <.:1111 .... c..·r·\1.:d ........ ·qu1..·r1t..:~ ... ;1rc.: hh .. :0111..·d nt..·ar rile 1· t.."lld lll 111..·.;11· !lit..·:-)' end t1f tite 
intn.,ns. Basc...·<l on rhc.sc.: dara. ''e prt"P<'"'C' tllat thL" i.:1111 lr·ft...·..., ... ~c .. :n11 .... /'uh 11 •111,·//<1 ...,t..·p.11.itcd fr1 •rn llH .. " 
n1ai11 phPt<'~~nrhctic linL·a~t..' 11f( ·1;1~1111ldo11101111.\· aftc..:r tht..· ,.·,,,.3 ,;.'.C..:llt.." '"ª..., 1ran...,ft..·1Tcd t1, tht..· n111.:k·u:-.. 
·rhc data also suppcit1 tht..• t.:\ {llut i1111ar~ li~ JllllhL":--.i~ ("l( a n .. "t:L"llt ~•cqu 1sit1¡)11 nf intn lll..., i11 r · rt•111h,11·clfli. 

Kc~·,1n>rds: c·111t1111_rdo11u111'l."ii rt..•i11'1ur1/tii / (.•\'oJurinn of colurh .. ·s ... ~•1!..!~•l.' / intrnns / rni1oc:hond1·i:.r 
ta~<.·tin~ signals I Po/_1·1tn11<•ll11 spp. 

INTRODUCTJO:--; 

Chlorophytc: ulgac nf thc.= fa1niJy 
Chlamvdornonnd¡1cl.!ac im.:lu'k severa! 
photos)·ntht..•tic t.'lrganbm~ nf lhc...· gcnc1·~1 
c·1t1c1111yclo111011C1•i. ( ·1r1oro¡.:011i11111. ( "/¡/ort1111011<1.\·. 

Lohv111oua\. /.Jrachio111u1u1s. and 
S.1>crr11a1<cop\I.\. and t\\.() µt.."nt:r·a llf t:llh"lrlc:--.s 
nl.g.ac .. Polyto111a and />0(1·10111.·l/a (\.Jc/J..111tian. 
1990). Thc t:hi~ ..... · ph~ h1!.!.1..·n1..·1k n.:l;Hitlnshir 
bCC...\t...'Cll the :.!t...'llC:r;1 ( "/¡/,11111·.lru11r111<1.\ ;111d 

F'oln111nelf11 ¡..., ~upp\)!"11..·d I~: :1 l~u~c b.1d~ 1,f 
n1orpholo.;;i• .. :.. !!t.."nc...·tic. ~111d hi,1t.."'.h1..•11lical 
cvid1..·11ct..· ( \.lalttl.\. .ind Stc\\art. l 1>S-L ( "u1111t..·r 1·1 

al ... 1989: \.lc/J..t111ia11. J<JQO: .\.klJ..l,11ia11 and 
Sun:k .. 1995: 1\11tara1nia11 1·1 u!.. JC)llfl: :".:t..·o.kku 
cr al. 1996: ,.\ncia et,¡/. J')lJ7. l 1 c.."-rc...·/-'.\.Janí11L'/ 
et uf .. 20fH)). ·1 h1..· ct1h)1·J....-...,s :il:...:a ¡..,. rhntit.dlt to 

dcri\"c frl'lll 1hc 111~1i11 ( ·111.1111\ 1/n111<111u .. fi.111. .. ·aµ.c..: 

h) a ~L"L"lllld~11·~ C\nlutú11wr)- pl°tll..""1..."S..., 111 \\hich 
thc phorns~ tllhc...·tic app<.1n1111 .... ''"ª~ ln:-.t ( R<1t111d. 
19110). 

Thc rniroi:hondri:d c:c..:11on11. .. •:--. tlf all thc 
1ncn1bcrs of thc...' Clila1n)odPr~hu1;1da~c~1c farnil~ 
th~ll ha\c hc...•t..·11 char011..·1cri/t...•d 1t1 date Ja~J... ..,;lllllC 

of thc _;.!c...'IH:~ th•lf ;irc..• 1...·111111111111')- f111111d 111 the 

rnilot:hnndrial !-!L"l1n111c 11( lhc..: 1n:1jorit~ of 
c..:ukar·~ott:'"' 1 he: 111i ........ i11,:.? .:...:1..·11t...•..., 1111..-h1dc l·o,._,_ 
cot·3. ,11¡i6. ur¡•.\". 11u,/3 :111.J 1111,/-1/ <<Ira~ and 
Bt..lt..·r. J l)~8: \.fid1;11..·l1 ... t'/ ,¡/ .. J l)110. < ·,dJc..:au.'t. t'/ 

11/ .• J<JlHJ: Tt1n11cl ,., ,,/ ¡t>i;:;_ l>t..""lld\;111-\\.righl 

1'f o/ 10<18: 1'.n1_,rn.i1111 .intl /e1-..-..·h ... -. JlJtJ81. 
H.c..:cc111J~. \\1..· li;1\1..' ...,/1t1\'-ll tlJ.1! in tlic ~r1..·c..·11 alga 
( · r1·11tl1ur,/11; :u1d 111 tll1..' ~n/,1rk·-..... ;tl_;.!a 

/'u/11111111•//,1 ...,f,J' lfic , ,,\ .' ~~L·11· .... · 1i~1d bc..:l..•fl 
11·.111..,.f1..·nL·d rr·,1111 t'11..· 1111t•'~/p111d11;i f(l the 

11111.:J....·11-.. t 1't..~r1..·..--\.J.1nin1..·/ "' ,J/. 2t111111 \\ ..... 1i1·..,;t 
Ctlllfi11111..·d h~ Jlfl!(Clll p1111(1 .. :;1tlt'fl ;111d 

...,t...'llllClli..111~ t/1.Jt 1hc C< >.".: 111 P'•'lt...·111 \\;t..,; 

pr·c... ...... Cllt 111 Thc 1..·;..tt1dHPllll..' ~· ''·'..ltLI:-.• . ." 1..·u111pk0
.'\. uf 

/'u/i"ffl1JH 0 f/,1 ""PP· \\ 1..· tl11..-·n c..·ln111..·d and 
.... c..·qtu.:11-.:l..'"d ;.:fJ:-.:.\:-. 1..·111..·11~!111_!...'. <. ( J"X fil ;ind 
..... J1tn' cd th;1t tht..• t.."'.t 1n 1..·...,p1111di11g ~1 .. :111.:..., \\ c.:1·c 

11111..:lc.:a1·-/1l1.."<lli/t..•1f. f lit..· 1..·li.ir;n ... ·11..·ri-..til..·-.. 1lf tf1c 
11111..:ft...·off hh .. -~ili/c..:d ct1\·3 t!C..:111..·-> •irt..• in a-.:conf;111cc 
\\ ith th1..-• c..Jiffcrt...·ru .... raµc.:: nf µc...·nt..· tr:11hfcr fnllll 
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th1.• rnitochont.frinn h> tht.." 1111..::k·u:-. pn)plhCd h~ 
BrcnnicJ....c 1.•1 al. ( J lJ9J,). Clan.,..,. et al ( l 'Jt>:; ). 
and ?\.tartin ;md 1 k·1T111;11111 ( 1'>'>8J.: il thc~ 

ucquin:d a nuclcl'tidc scquc111, .. ·c c111.:,,di11g. a 
put.:itivc rnitod1011dri:1l taq .. :.ctin~ :-.cqucncc...· 
(~1TS). 11) thc~ c'hihit .1 1.:odo11 t1'>;1~c.: pattcn1 

'\Vhich is t~ pi¡,;alf~ nw.:Jc:;u·. 111) tlu.·~ ai:quin:'"1 
pol~adcn~ latit.'11 ~1!!11;d..., t~ pi.:;1! ,,f 
chl;111l)o"<.tn1nPnad lllh:lc...•;u µ.ene...·~ th:it difti.•r fnllll 
thc Ct.'lllsc...·nsu..,; in nthcr· c:uh;1n ''te...·-.. and 11· 1 th~ir 
dcduccd pnHcin fH"t\du..:1-. ~'illh1t an tnc...·rall 
dimini~ht:d n11. ....... ,,h:'dr\1p!J,,h1 .. :Ít:' "'hc...·n 
~nrnpan.:d \\ ith thc...·ir t.'t1u1111.:1 ¡i;1n ... c...·1i. .. ·,,d1..·d 111 
thc: rnitc.._H:ht'lldrial ~crh1111c...· 1 P1..·1c.._'/-:\lani111..·, 1'/ 

,1/.. ~O•H}). 

In thi~ "'--llh. \\1,; dc:-.i..::nhc tht.: .:kH1i11g. 
and charactc...•ri.,atit'll t)f thc.: ~cllt'llli>.: ... c...•qucn..:c..."-. 
of thc co \"3 1.!,c..."lh ... ·:-. frn111 ( · re111'u1rd1Ji and 
/>o/_\·to111el/,1 SJ;p. Thi"' ¡.,. th..: fir ... t r..:pt ... rt of thc...· 
gcnoruic s1..·quc.:1H.:c...·...,. 1..'f ~-oci ,;.!"-"ne ... that are 
locali.rcd in thc 1..·cll nui:l..:11-. 

:\IATERIALS A:"I> :\IETllOllS 

,\·1roir1 UJ!tl c11!111rt• t"ollc/111011\· 

Pof1·10111t·l/.1 ~pp 1llJS~11. (j l11i11~ ... la.:i1111 
fn...1n1 tia: San1111lt1nt.! '1.111 ,-\J~1...·nh.11llun:11 

(Gottin~c:n. Cn:rrnan:-- l. -,,~1-.. .!--'-'''" 11 a: pn..-' iou...,.1)­
dcs\.'.rihcd fCiuti1..~rrc...·/-("irh.-. c.'/ .ti. Jl)O.f).. ( · 
rt!Íl///(Jrtft1Í (" l CC} .2) 111( · ) \\ ~!-. '1ht~IÍl11.."d fr1..Hll 
thc Chlarn~ dnrnt111~1-.. < ii.:nc...'ti. .. · Cc...'lllc •. T f 1 )uh e 
Llni' c...~r~it' t. ~111d "";1-.. ~t' •\' 11 ;1-.. rq,t•rh.:d h~ 
Rochai' ;./al .. ( J l)X,S t 

\"u~1~·1c •"- h/\ ¡•rcr¡1r,1t1un - l ntal IJ7'.-\ 
\\as oht;1incd fn)fll hn,h.cn c...·c...·11...,. of l'oh·10111e/la 

spp. and ( · rc111hanl111 a-.; t..k .... .:rihcd ( l'Crt.:z­
:Vlartinc./ t'f al.. 2000) .. ·'\11 c.._"llht:r standan.J 
n1olct.:ular hit,log~ tc...·...:h111quc...' ... ' 'en: a:-. n:portcd 
in Sarnhn,nk .... , u/.. ( Jl18t)). and 1u1L·lcntidc 
scquencing "ª~ pc1·fur1111..•d h~ thc h.:imrncl 
Canccr C1..."lltt.:r 1 )'.',;..\ '.'--t.·q11cn ... ·i11~ Facilit=-. 
Th0nw~ .lc...-ffc.:r-..111 l '.11l\cr- .... i1:-- .. 

( "/011111:-:. an<I '"'flt<'ll•'JJJg of ,'.!.<>11n1111c 

c.:ox3 Jro111 l!.!..!..ú.:..U.J..!...'_l_t'_/Í....1 -'"I'/'.- J"hc gc.:11nn1k 
s~qucnc.:c <lf tht.: c:ox3 gc...•111.: of 1~0~110111e//a spp. 

"ª~ l'htainc...·d by J><...'R a111plificntion using llot 
Start J aq Pnl)l11t:ra:-.c ((.)IACIE~) • .and prin1crs 
dc...-:-.i~nc...•d h) hyhrid i/c nn thc start and cnding 
rc...·g.i<111s nf thc t.:(1di11_µ ~...:qucncc of thc cox3 
c:D;"\.;.-'\. rt1c: ft)n,anl prin1c.:r wa::-. S"-CGT T-1-r 
rlllJ T('/\ ,.\(; l rll .. ·\ :\.'\-J". and thc rcvc:r~c 

p1·i111cr ":1-. S"·<il' I C:\.I <JT.-\ ..'\CT ATCi CCA 
l.":\.·\ < Jt\( · .. 3·_ 1 ot.11 I>~.-'\ \.'~b dcnaturcd for 5 
1ni11 al '}.¡ '-<. ·. and ...,.11h_i1..·ctc...·d ll' ~O cyclc.:<i of 45 
~c~. dc.:11:i1ur·at1Pn at o.t l ... 1 111i11 anncaling at 
:'O C. a11d 2.:; 111i11_ c..."'\tc...·11...,.1011 at 7::!. ''C Fivc 
ditli.-11....·111 .... in~lr.:-b~1n<l Pl'I{ pr~1dt1ch \\ere c.:lt111cc..I 
111111 ¡ilil·\J. 1 t."d':' \'c...·..:tt'r ~y~tt.."111 frorn 
l'f\)lll1..·~·' .1111t ...... ·q11r.._"Jh.:l:d 

( "fc•11111.e ,,,,,¡ '•'1/ll•''h 111).', u/ ge11011tic 

t·o\·3 /ro111 t' r.·urlturd111 • ( .. ,·,·111'1c1r,/1¡j co\·J 

µc...·ntitni ..... · ... c:quc...·11..:c...· \\a...,. uhlaÍlll.."d ln 
~1111plitic-ati1'11 11f thrc1...· tl\t.:dapping PCJ{ 
pn1dt1o...:h. u:-.inµ J f,11 St~11·t ·1 aq Pulyn1cra<;c 
t<)IA<JF~>- Thc -..c...·t:-. or pri111t.·r~ uscd "ere: 
F' lf"\\ anl 1 :". -:\< fl.. < il ·e i .·\(·e CiGT GA/\ 
.-'\CC .-'\<1-3". Rc\c...T~c...· 1 :-:.·-T<.J(i A:\(j CiGG 
T<jli L'<J<" 1 J"(i L't..'<i-,.: 1·,,r .... ;11-d 2: :;·.ce .. \ 
.. •\( i(j '\( ¡,. rcT :\C.-\ re J( i :\<IC AC-3". 
1'.c..."'er .... c2 :""-("l'I l<i(1('(_"_·'\<.·<..·.\ f(j(J('CA 
C< i"1 l ti< i-1': 1 ,1r":11d _; :;· .. ( i 1 t.i Cil'Ci CT<i 
t_,.'\t, ,.\J(. ( .·\<i JCi<i (· .. ~·. H.1..·,cr:-.c J: 5·_ 
e re j CC.-'\ l·:\C ·\C:\ l '(·e Ci 1 e ·\T:\ CG-3". 

1 \lt,tl !>'."'-..::\ "'ª.., dt:natur1..·d for :"' 1ni11. at 
9-l'. ·c. and "uh.ir.:ctc...·d tll 10 L:')Ck.-.. Pf 1 min. 
dc.:11a111ratio11 al <).; C ! rnin. ;111111...·aling ;.lt 60 
·-c. and 2.:' !11111. 1..'"t.·11 .... i,•n ~tt ~:: ·c. PCR 
pnH.lt1ct.._ "c...Tl.." cl<111r..:d inti' p( 11.'.\1-·I c...·as)o '\.'cctnr 
S)o .... tr..:111 fn,111 Pn)111t.·_;,:.;1 

ThL· µc1h1111i~ :-.c...·qu1....~ni.::1..·...., nf thc co\·3 g ... ·ncs of 
Pof110111l·ll(1 spp. and < • reinhurdrii are not 
~IH.,"ll. h111 ~11·r..: ª'~1ilahlc in thc 
Dl>BJ 'F:\JBI. ·c,c11H;i11h. dat hank. undcr 
n..:cc:-. ... inn nw11h1..·r-.. .. ·'\F2Sl10::=; ;:111d .-\l-'286058 
rt.: ... pr.:....:ti\ c...·I:'. a11...J f1,1r· r·c...·fcrt.:1....·...,. 11 l·'i!!urcs ...\. and 
B t)f addil Íl111al rnalc.:rial. 
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RESULTS AND l>l:SCUSSION 

7/1t• C0\"3 ~t!JIOl'1ll' .h'l/llCllCt.'S of 
chh1111ydo111011ad 41/g,1t• t.:0111au1 ·''°''•.:ra/ 111tn111.\. -
Bascd c111 th'--· ~c-qth .. ·ni.:c' llf th11.,,.• ... ,,,3 i.:DNi\. 
clones frn111 Po~1·10111el/,1 :-.pp. a11d < •. rt•111h11rd111 

(Pén .. ·z-;\L1rtin..:.I' l'/ .ti. 2000). 
i..h:o~=- l1liµl111ui.:h..·l1t idi..• p1 i1ni..:1 :-- ' ' 1.:n .. · th..·:--q.!nL·d 
and ll"t.-"d l\.H· P( "R an1pl1tl •. :.1til111 tlf th'--· 
i.:nrn.::->plHlding. p.t.."lltllnii..: i.:nd111!! rt.:ginn ... f dat:1 
not :--.htn.'11). \\'IH .. "11 l'uf\·tunll'l/<1 'í'P i.:n:--.; .. \ ''·':-­
uscd as t..:1nplatc f1.1r a111plifii.:¡1tllll1. th1..· pn.·di..:h .. ·..I 
l.~ kb pn:u.iui.:t '"'ª"' t1!Hai111....·d In ..:tintra-..1. ''IH:n 
h1tal g.c.:111..nni...: n~.-'\ \\.;b 11 .... 1.".J ..... h:111pLt11.: .. t 
laq;...:1· :.n kh prtidu..:t ''ª" ,,Jlt.1i111...·d \\'hi..:11 < · 
rt.·111itord111 ..:l)S.-\ '';1.., u:--1.-·d ;i ... 11 .. ·111pl~1h.: h• 

atnplit~ thi: ¡,;,--.111ph:t~.: 1...·l 'dlll;..'. r1...·;..! ¡, ,11 , .. 1th ~ 

diffc.:n:nl prinH:r pair~. dt1 t..•...;1in1.1h.:d ~Í/c.: (lf I .::'. 

J...b ft.-,r thc n1RS,·\ , .. ,1 ... Pht~1i11cd. "h1k ~t..·1H•1111¡,; 
DN.A gavc risc...• to~ an1plii:,11h r..:111..·i..:ting_ ;1 t<ital 

sizc of 3.2 J....b for thc: µ.i:rniinii..: -.cquc111:1.:. 1 '11.:-.c 
rcsult~ ~ug~1...·~t1...·d th1..· pr1...·-..1...·n...:1...· \•f 111tn•1h 111 
thc...•sc: ge-ne..·-.. Thc- Pl "I{ fra~1111...·nt--. l•ht:1in1...·d fl\)lll 

arnpliti1.:•1tic111 uS111!;!. !;-'.Cll•'lllh.: 1 >'-. ·\ \\1...·1c .._·l.•ni.:~l 

<lnd st..•qth:n..:i:d ·\ i..:l)111p.111-.,•11 ,,f tlt1...· ...... :qu ... ·1H.:1..·-. 

"" ith thc co\·3 ..:f >:--...: .·\ :-.L·q11..:11 ..... ·L·-.. p1 C'- 111u-.l:-­
ohtaini:d ( Pcre/-'.\lan11H.:/ i·t ,¡/ ~01H11 

~onfirnu:d that thc.:~ r·crrL·~ ... ·1111...·d .._.,,, ~ _:,:1...·11..:-. ;u1d 
alkntrr.ed identifi<.:ati()!I ,,f 11111 .. 11·. in th1..· µ.i.:1i..1111i..... 

sc4uc11ci:. Fi~un .. • 1 ">h•'"" tlic ''"1...·1.111 ~1...·1H•111i.._· 

org.ani/ati1..1n 1..1fthe l'-"P, º'3 ;...:1...·1H .. ·-.. 

'/111· ¡10\1/llHl ni 1111r1•11' "'"'-' 

r..·011 ... er\·e,/ in tire th·o 1._·/;/<Jun ,¡, 1nr1 •11c1d ( ·, '\·3 
g ... ~11~.··•.- -rhc intron b,")und;H"ic..·-.. ph.1:--1...." .... ;111d -.i/1...·-.. 

f{Jr both co,·3 µene-. ~1rc "h'"'" 11 in ·1-;thk t 1 lw 

'-"OX3 !!elle uf f'(llt /OIJh·flu -..pp .... h''"".... thc 
prr..:sr..:n..:c.: of f'1ur intr1111-.. 1111111b1..T1...·d 1 t\• i. th;1t 
rangc in SÍ/e fn'lll ~ l ll' -l·l·l ti:i...-k·,•11.k--.. al! ;1r1...· 

locatcd in the rq;iPn c.:1li..:,ldlll~ th\..." p11...·-..._·qw.:11cc 
that ftu1..:ti\Hl" ;i-. a \.11 .._._ th~11 i-.. th1•u~h1 hl 
dircct ~1nd i11 .... 1.....-1 ...;ubunit <·e l.'\: 111 inlll th...: 

111itochnndrial 11111...:r 1n1...·111h1 ;1111..· 1 hi"' 
prcscqucncc.: ¡..., lh_ ... l ¡nc-.L·nt 111 th1...· 111;11u11 .. : (·e >X 

111 pn.Hein 11f f'u/\·11111r1·/l,1 -.pp 1 l'1...·re/-'-la1tí111.:/ 

et al . .::'.tHHJ). In c,\lll1a:-..t. th1...· ;;....:1h'll\1c .... 1...·qu1...·11 ..... ·i: 
nf th...: ._.,,,.3 (ll < • r,·111/r,11-dtu ¡..., i11t~·11 upt1...·d h~ t) 

introns. 1H1111b1..•r1..•d l tü 9. 1·a11:,!ill~ in !".i/I.." Ji-0111 

l JJ to J:!1 lllh.:lcotidcs. Thc tiP-.l -l intron' an: 
:.tl.,.n locatL·d in thc rcgion c.:ncoding. thc- !\1TS nf 
thc e·. reinhardtii C(JX 111 P'-'l~pc-ptidc. Jntrons 
5 to ') ;_u-e di.,.trihUled ah111g thc- nuclcotidl.! 
""ClJUt."ll<.:'L' that Cl1C~Hic...·:-.. thc lll:tt11n: ("():'.'\: 111 
:-.uhunit. 

Fig,un .. • :! ~lhn\-. an ;tl1J.!lltll1...'11t pf thc 
'.\l"I S.,; 1...·11i:t1dcd b=- hllth ,·11\·3 ~1...·11cs tu 111di~ah: 
thc p,1...,1til111:-. l1f intnlll'> h1...·t\\.r..:~·n 1hc...,1..· n.:ginns. 
·1 he (,•l.'.ation and tlic ph;1,c-. uf in11un~ 1. -1. and 

·l. -.hin' tli;tt th1...·"L" intrPn' ha" c.: hi:L'fl Clllhcn..ed 

hel\\.1...'1...0 11 thc l\''' ~rccic .... lnt11.111 2 ha' abn a 
l.'.lllh1...·n cd pha-.....:. hut it-. pP-..it11.\fl ¡...,displaced by 
th11...·1...· 1n1..:ktotidr...·:-. rl1i-. -.u:-z~1..· .... t... th;1t ;di thr..:-...c 

lllll't•ll:-. \\.1...•11...• ~ld.JlllH.·d .llt1...·1 tlH.: < t•\3 ~Clll." \Ir.a" 

tt.111-.1 ... ·111...·d h' thc 11u1...·k·u-.. i11 tlir...· l.'.1•111111\-.11 
a111.:...:-.tt•r. liut b1.."f1.1r·e..: /'o!tt11nt.·f/,¡ d1\\.."t·ged fn1111 

thc 111:ii11 e ·¡,1,1111\·,/u111uno' li111...·ag\..". In l.'.lllllra ... 1 

IP th1..· CPll'-L"r" ..:d k11...·;HiP11 1.•f th...: Ílllíílll .... 111 the 

'.'\1TS 1...'fll.'.1.\ding n.:gH•IL thr...·ir nuclct,lÍlJe..: 
-..i.:q111...·11 ... 1..·•, a11...· p1•lit·I~ 1..·(•11-..1...·r'-1...·d b1..·t\\.1..·1..·11 thc">t: 

;d;.,'-;11...· t I:..·-..., 1h.111 •S"" 1d1...·nt11;. J. 1111-.. i... l1h.1..·I)- du1..· 
h1 ti\.._• 1.1p1d 1·;11c ni 11ucl.....·~•t1d1...· -.11h-.t1tulhlll~ in 

11111,•11-.. ""'ll"'\.." 11ti...:k·nt1de .... uh-..til!ilH'll rati..: j..,; 

1...·-.11111.1to.:d '" b1...· 1~·11-f1.1ld li1~'11...·r 1h;111 th;tt in 
1...·,1.•1h (! 1-..·. ,·1,J/ .. ]•)O-) lt i:-. h1...·l11...·\ed that th1...· 

\.."\11lu1i,1n;i1·:-- -..1...·p;11;1t11•1l 111 th1...· ~\.."THI~ 

f',,/\tn111,·/f,1 fl•llll tll1...· 111.1111 C "/:l~111n,/n111nn~1' 

lin1...·.1:.!r...· ~'...:...:ttnl."d :1h1•1tl h:'i 1111111<•!1 -.....-ar .... a~o 
1 Rt1t1111!. ¡ 11xo 1. \\ i..· c-.ti111:1t1...· that th"- pc.:ripj :..,r 
111n1..· ¡.., .... llnl..:icnt \tl ;i.,,:.._-,,unt ft>r th1...· di\.1...T1.!t:11i:l." 

,11 -.1...·quc1t..:1.." -.i111ilarit)- hL"l'-'i.:<-"n thc < tn:3 i1~tr1.."ltl'.'. 
1.1f /'11/\ tu111~·/I,: ande 'h/c1on·cl(/n1rn1u' 

1 he pr1...·~e11t..:1..· nf -.1111ilar i11tn111 po-..ition"' 

.t11d -..i111il.1r '-11 S ~·11..:nd111!-! r1...·~it'lh in th..: l\.'-tl 
, rn3 !..'.1 .. :11i.:-.. ,,( ...:hl<111l\.d•11n.•n;id alL".:n:_ -.th'll~l-.. 
-.upp11-n-.. th1..· h~pnth~ .... ¡ .... that th1...." < 11\3 :;c1~i.:·s 
\.\ere tr.111:-.t~:rT1...·d fn1111 th~· 1111t1,.._·h11nd1·ia tn thc 

nu ..... ·k·u-.. h1...·f,11i: thc ;!'-'lllh 1'11/1111111,·ll..1 di.,,..:rgc..•U 
frllll) thL" ltl:lill ( 'ft/¡111/\ ,/, Jll!IJ/hl\ ill1l."o:l1.!\..". 1 hL' 

1\.\.1.l ( 1n3 ~c111..·-. uf th....-~1..· clil.tlll\.d1•1l1<'n~;d ah!.al." 

nHi....t li:""~· a .. :qui1·1..·d th\.: l'L"J:-'.h;ll L"lll."\•ding ~he 
\1 f"S ;111d thL•j¡ r1...·-..p1...·...:tt\.L' i11tn111-.. hi:t~-iri..• 

~p~·...:1.ilhlll. ;111d b1...·l<'ll." th~· -.i.:p~11atitlll '1f tJH.: 
,_:~,kn 1...:-..:-. :;..:1111..., l'ni111 111~ plh•lt):-..ynthctii.: 

li11c~1~1..·. 
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Thc pn.:sctu:c of 5 \.·,tra 1111r,1n' in tlu .. · 
(:h/an1)•do111ona"' CcJ\:3 µc...·nc ~uµ_µc...·'t' that thcsc...· 
introns originatcd <lurinµ thc pc...·ri1..1d that ncunc...•d 
aftcr thc divcn.?.c111.:c llf tlh .. ·-.c t''n 'Pc .... ics. 
Altcrnativclv. bt;t h:-;, likcl, .. th.._·, "1...·1c ptc ... t.:nt 
in thc con111-1c111 a111.:c,h1r an .. d th1...·1·1 h, ... t f1,1111 thc...· 

,-vx3 g.cnc 4...'lf l'of1·10111<.'/l,1 'PP < )tH: µcnc1·al 
fcattu-c tif ( 'J¡/a111nlon1011<1s l!'-"111..·-... .-... that i11tn1n-. 
are oft.cn stnall. ~' ith an .:n 1...:1·aµ1...· .... 1/t.." 1..•f ~ l'J bp 
and ranging. fH11n 57 bp tt1 1'1 S hp (Sillln". 
1998). Thc <.."''1h1111y.lo111on," inti.11i... in th..: co\·3 
gene rangc frn111 l.>> to :; :::'. ' bp 

Tite '-41Sl 1n•1_j1..>1 it:-. l'I thc 11111):-...;_.'\.. 
cncndcd (.'o\·3 !;!t.."ll\."'... 1·t..·plH·t1.:d tl• .. 1.11c L1..:h. 
introns. \\'e- C'"-•Hni111...·d lht.: l,1..:-.11i.in-.. ,,f thr...· 
introns in thc c~..:cptit'lll .... h' d1...·tc...·r11111h .. ' 1f 1ht..·1c 
,,..,·as anv e' idcn~c.: 1..'f i.:1..1n-...t..·1·, .tlh'll "1tli th ... • -.11r...·-. 
ofthc L'hlan1v1..hll11 ... 111ad 111t11..'ll' l lii..· h1:-. ... '11h:-.t1...·-... 
Pe/lio cp1pl;_l·la ( i\ tah:h. l'/ uf. 1 t)l)(,) a11d 

~\tarc.·h,1111ia pof1 "''"'/'¡,,, ( < 1 .. t1 .·1 di.. l l>'l2 1 

contain llllC and l"l1 intr ... ,11-.. 11..·-...pi..·...:ti,c...·I)- i11 1l1c 
111itochondrial co\·3 _:!.Cllt...'. 1 hi..·-...._· intn)lh art..· 
prcscnt in diffcn.·nt pn...,,itil11l" fr1,.11n tlllhC.: in tht..· 
C~h/a111\·do111011'1' and /,(Jh 1n111.·//;.1 1111...: k·;lf" '-, '' 3 
genes.· Othc-1· c'amplt...·...,, :u1..· lht..• pbnt 
Lycopodi11111 s1¡11arro.\Ufll 1lli1..· ...... ·I ,·¡ ,¡/ 19l).l¡ 
and thc.: VL·ast L1rrnu·1<1 l1ro/\ fil 11 ( '.\1:11·-11111-.:1 ,·/ 
al .. 1<>9:1) cocl g1...·1h: ..... "hi..:h i.:1..•nta1n ;1 -.in;..."k 
1ntron in po~itit'll" 111..11 i.:1..111-..1..·1·,cd h1..·1,1.i..:l.:"11 lhi..·111 
nor "·i1h thc < "lt/c1111nlu111"n"' a11d !'oh tu111l·llu 
cenes. Thi..: 1..lvt.:rall dat¡1 -..u!:!µ1...·-...1 1hat 11111 ... ,11-.. 
~'ere in".:rtcd in thc 1n11:J..:~u ... ·ni.:.11..k·d l.,,,.3 µ1..·11c...·-.. 

alter thc di,cq.!1..'IH.:c...' 1..1f thc d1l.iH•pli;oh: alµ~te 
fron1 thc e' 1..1lu1i,,11;11")- linc...· l1!" pbnt... 

.\f>/h·111g /lf/J("/t•1n' ,u¡,/ llllernd/ 
COll ... Cr\"t.'t/ .\t'lfllCl11.."l'.\ 111 fft,• l (J\"3 .~_:,•17,• 111/l"IJJI". -

All thc intn,n:... in ~hla111:-d1'11lt111ad ,·o\·3 !!Cllt.:"~ 

shov1.· ort!H."11..ic'IX spli..:c "iti..: .... C'.hihiting_ Ci r at tht.: 
5 · cnd and .-'\.Ci at thc .~ · cnd 1 J"ahlc 1 ). ·1 he 
splicc junctiun ah;o i.:1111f,1nn-... ¡,, tia: cla..:.-.ical 
scqucncc.:s r'\.Ci. CiT ~1t thr.: .:' · ...:nd. ;Jnd .-\.( i ·c¡c at 

thc 3 · cnd dr.:~crib...:d ti.1r th..: 111ajorit' of 
cukan(1ks ti.e..: ('/ al. !l)'1J: 1 ...... r)¡...,ct. and 

Pip...:r;10. J t".l95 ). In ( 'lr/a111_i d1u1Jc'Jl".'· ..:t111:...c11:-.us 
~t.HlSCI"' 1...·d scq lll:lh..:i..::-. '.'>lll"n 'LllHI i ll~ t ht..• ... pi H.'. i 11~ 
sitcs hon e hcc...·n idcntitl..:d: 

(C/,.'-)(.·\./C)Ci..l.CiTG(:\./C)Ci f..,,. thc 5' splicc 

.... itc. and (<i/.·\.)l . .:\<"1..1..((i/A) fnrlhc.: 1' .. plicc.: sitc 
(Siltl,-,1,,, Jl)'>X). J"hc splicc _junctin11~ of thc 
i11lftllh 1,.1f thc '- o\·3 !.!CIH.- 11f ( · re111'1c1rd111 also 
..:.1nli.,r111 1'' thc-....: i.:t.in~cn~u-.. ¡,:on~crvct..J 

...,,cqu1..·1Kc-. ·1 h4...· sc-qucnl..:"t.."' .. urrnunding. splicing. 
... i1c .... in tht.: ._·o\·3 µc.:111.: of ¡•,,J_110111cll11 spp. ~IHn\ 
.... llntL• difk·r1..·11i.:1..·-. "ith thc.: l.· re111h,1rdti1 
ct111-..i..:11 .... u .... -..pli...:ing ... itt.: ..... ~ind L·1n1l"l1nn 1tlt1rc to 

tht..~ ~ih:-.. ( :\. ·T )< i.l..( i 1 :\.·\ fp¡ tht: ::;· ... pi ice sitc 
;111d L\.l i.!.tl 1 .-\) f<,r thi..· .~ -.plii.:c "'itc. 
:\ .. tditi ... u1.1l t!l..."lltllllh.: -..1...·qu1...·nc1..·~ t•f i'of1"/nf11c.•lla 
-..pp. _;.!e111..·-. .11 .... · 111..Tdcd 1,1 i..·-.tahli-...h ca111..)nical 
.... plii.:in_:.!. -...111..·:-- in thi:-- l•q.!d11i-.,11L 

l In ... 1 ... tliL' 111-.t d ... ·-.i.:11pt1l•ll ,11 nu1..:lcar 
;...'.t...•tll'l1l1i..: ....... :~¡uc111..·r..·..., pf, "' 3 ;...'.t..•nc-, 111 lhc cast..~ 

1,.1f l'ohff•nr.·11..i "l'P. 11 ,.., ;tl-.11 thc tJ1 .... t nuclc;:u· 
....... ·qur...·1i..:l: 11..·¡1,q!1...·d ft•r th1-... i.:til,11!1..·-. ..... tlt-;.1c. (" 
,.,.,,,J,,u·,/111 1 ... 1-.1111,•,¡1 to ..:1•1llai11 .i hiµh i11tron 

.J1..·1i....11:-. 111 i1-... 1111.,·k-.11 ~l.:"11111n1...·: a11 1..•-.11111ah: <..'f 
~ q 11• -1.::: i11th•1h pcr kh .. ,r !:.!...:'lllHn1i.: -...t..•qth..:ncc 
h;1 .... hr...·1..·11 .:;1kulali.."d (S1ll111v •. ¡qqx: Funh.c c.'/ 

uf. JlJ'>l)t. \. 'ah1r...· ••f2.t.> intrPn-. pcr h.h ti.ir thc 
e· r.·01'1,11·,/111 .. ,.,3 !-'-c..."111,..· "ª...,, tJb ... ..:r·vcd. In 
.... -~H1l1.1-.1. thi..· 1nit<1i.:lll~11dri.d ~e111..1111i..:-.. 1..lf 
l"h\;i111)-d1>1ll••ll:td .il!-!.11...." u-...u;1ll;. ;ttc 1u1t 
tl\11,."flllflh:d h'.'- Íllllt'll". "1th tl\1...· 1,..·'....:1..·ptHlll t'lfthc 
~ ,d• ~~t:111..· 111 f. \!111rh11 1l .1dkal1.'- ,·1 ,,¡ l'>tJO): 
,,,,¡_ n.:.f"' . . 111d coh ;.:c...·111..: .... 111 (" ,·/nn,1.:.atlllll 

(!-..;,11,:--111.11111 .111d /r...·t-..ch ... •. \lJlJX1. co\·/. 11ad/. 
11 ,,,/5 . • ,1!• . .111d 11l11i....11111;1l R.....::\ ....:-11,lin~ n.:ginn~ 

uf ( · 1·1n.:111Jh'fo' ( 1 )r...·1h '' an \\"nt.!111 t.'/ 11/ 

JtJ'IXJ. .1n~I .1 d1..·;..!r...·111..·1a1i..: ~rPt1p 11 i11111..•11 in thc 
111111•111....·-....... 1nil•••.:l11~11dn.d !.!Cllt'llle of (" 
rt'111ft.1r.l11: f'.'.L'd1,.·\...:u .ind 1 ce. Jl)'>X). 1 he 
¡1;1111:11 ··1..· .. p1c11..:r...· ~,f tllr...· nlllJ'-:\. ,,1 l'oh·11J11h.·lla 
-..pp .. d-.11 i11d1..:.1lL'-... lliL' .ih-... .... ·11...:t..' ,,f i11111..•11-... 111 thi~ 
•ll:-:a i 1·unc-.. ,., ,¡/. llll1'tthli-...li1..•d r·t..·-.til!-...L 

)11tr,111-... ~ lll t) f(1u11d Ín lhi..• Ct!\."3 g_cllC.: of 
( · rl·111/i.1rdtu ;u·t..• di-..11 ibutt..·d al11ng. thc 
,t..·qt11..·11i..: .... · t..•ni.:ndi11t! lht..• 111aturc.: ( "():'\'.. 111 
pl1l:- p(,.·ptidc ( Fi:.!,U;.... t ). ¡:,c....-pt r1..'r intron 

11u111hc1· h. llit.:~t: intrnn.., d,1 nnt '°"hn" ~i~nilicant 
-...cqu ... ·111:1...." -...i11nJ;11 it:-. "i1h 11thc1· intrnn-.. in !he.! 

1..btah~a....r...·-1 Fi~lu·t.· 3 ). lnt1 tlll 11. thc l.u ~c...· ... t 1,.lllC in 
tlic < · 1-.·111'1,,,·d1u, ,,,-3 :.!C.:llL". :--lhl"' l'-'" intt..·rnal 
...:u11'1..·n t..·..1 -......:qui..•ni.:i..:'°" (tCS) ti.n111d in :-oc' c1·al 
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Ínlf(lllS llf ( ·. rei11'1 .. 11·d11i and nf mcmbc1·s nf thc 
g.cnus l"o/l·ox (.T:1hlc JI and ·¡·Hhh.• 111}. In tlif..'" 
n1ajoritv ,,f tfH..,..L. C 'lth1111l·donu111,H and l'o/l·o,· 
g.c;1cs. itu:sc JCS an: k'ca.ll.•d nc:;ir th1: 5' splicinf! 
junclit.'lllS (JCS 1 ), ,)r 111. •. ·ar thc..· -1' -..plicing 
junctions (ICS ~). 1c·s :: "ª' JlfC\. i(1u-..I~ 
t.-ib~cnc:d h)- F1111J...L• t'/ o! .. ( Jl)lJ•>). ''"L"ll 
C4,.'llllp~lrill!! ;111 inlf'llfl frpm tl11. .. • ,µc..·11c..· CllC\ldi11~ 

acc:tolactatc: ~yntha~e \.·\l.S> "íth an i11trt111 of 
the !..!c.."nc enc1..1di11!..! 1.:0:11l'h.111i..: a11h,dr;i-.e tl',-\1131. 
Thc:~e ~1utlll1r~ ¡;rop1..1-..cd tliat .thi-., 1Hi..:k·11ttdL· 
strctch 111ight rl.·pn:sc..·nt a ... c:qUL'llCl.' 
cncn1npa..;~i11µ. a hn:t11L·h -.itl.· \'lf th1..· .... 1..· 111t1Pn..; 

(Jthc:n' i...;.c. it 111;1~ n:pn:-..c..·nt ~· -..iunal nr ~l.'[ 

unh.lh'"ll 1111p\1rt.11h.·c 111 tlh: H.'-\ ... pl1l.·111~ 
pn._-icc..·ss or in thc e'flfc...;,~ll'Tl tlf gc..·111. .. ·~ in ( · 
reinlllu·drrt rhr...· I<.. ·s ... n.:1u1r·tcd in 1hi-. "tir·J... 
difl\.·r from ~lflPthcr ICS prc...·" il't1sl~ tlh-..enr...·d in 
th:ll thc). lacJ... thr...• c\111..,,c11 .... 11-.. """·qt1l.'ll..:L· i'( 'TAC .i 
Jocatc:d 15-.:' 1 hp 11p-.1rea111 t'lf thr...· 3' :-.plic...·c...• ...;.itc 
in 5(l nuclear intnlns ,q· l ·¡,¡,,,,n ./11111011.J' ( 1 l.'l." 

eral. ¡q9¡ >.Thi.:-..l.' rc·s -.c..·c..·111 tt"' br...· prc...· .. LrH in 
thc lar·!!l!'r intrun..., t°'f ;,1 ~ ... ·11c..:- tlf i11 111trt11l~ lhlt 
~1nalkr· th~1t ~12 hp. 1111-. Pihc..·1,.1I1<..111 i... 
con~i~tc:nt "ith thc...· fa ... ·t 1hat 1111...· .. c..· l\\l) ll "S :u-i.: 
prc~cnt t'llll~ in i11tnH1 6 l'f thc...· ( ·¡,¡,,,,,, ,/unt"ll..t' 

cox3 .=!l.'lle. \\hich i:-. thl.." L11~L ..... t i111111:1 l ~:::::; hp1 
h is i111pPrta11! 11.1 111-.1""· th:11 1!i.._· r·t...·l.1t1\ •.' ¡~.,...11i1'11 

llf f('S 1 "lthi11 thc..:- intrPn ¡.., 1i...u;ill;. 1..·1•1p.,..,·ni.:d. 
bcing 1H .. ·a1· thc :' · end. 111 ... , 1111t..· c..·,,1111plc..· .... in 
·1·1.t>lc- 11 .. th..: .:.cq11L·111.:c...· llf liiL· I(."\ ! , ... i11\c...'r1L"d 
"ith rc~pcct tn thl.." <-"º"-' lllll"l'll h ....... qucrh .. ·I..". In 
thcse ca~r...·-... thi: rL·lati'e rl'"itit111 1lf thc: ll'S I 
\Vithin thc: intron j, alsl1 irn c...·rtt..·d ;111d 1:-. (n1111d 
nc~U' the T cnd llf thl.' i11tn111 

Thc .._a1ni: is uh:-.i.:n ni tlq· f( ·s ~ ( -rahll.· 
111). In thb l'."a:-.c. tire ...;.cqu..,·11..:c ¡ .. prct~·rr...·ntiall~ 

found near thc 3 · l.'lld nf tl11.: i111r·\1n \\.lic...·11 thl.· 
scquc11cc of thc l('S .::::'. ¡.., i11\ r...Ttl.·d L"lllllp:trc..•d l(l 
thc co\·3 intn111 6 ~c:q11clll."L'. the rh1~itil>l1 '"ithi11 
lhc inlrllll i~ alsti i1n c...·rtc..·d and it ¡, prc~..:111 ncar 
thc ::; • r...·nd l"lf tl11.: intrt111 1 ht...•...,t...• ll ·s are 1101 
J'li't."~Clll ill ali ( •1t/1Ull.l1fun/f•lltl' ill11"1ll1'. ht1t thl.':'-
111;1). pla~ an i111pt11·ta11t n: ... •lc: f\1r· intron 
processing and gt..'ni.: c.,prr...· ........ 1,l1l. 1 hL· prc~i:ni..:r...• 

.._,f f('S in intrn11 .... i-.. ahli a ...:.1n111i.in 1'1.:alltrL' i11 
yca~L :\lthnugh rc:latil. c:l~ tC'" inll"Pll~ are 
prcscnt in thc full~ -scqm:111..:ed gcnornc of 

,\"ac1..·'1.:1ro1111·c...·,•.\· <-'t•re\·1.,ia .. • ( i\n .. ·~ et al .• 1999). 
thc µrcat 1~1ajority nf tlu:m (21..J out of 23 1) 
l...'.tllltain ;1 7-nuch:l>tidc JCS, "'ith thc C('lllSCllSUS 
"""·quc..·111. .. ·c TACT1\r\C (Fousl.·1· and Friesen. 
l l.JSll; Spin.l,.'.ol;1 t'/ al.. I q<)l} ). 

.-\ 1nodd fi.11· thc .... ..:raration of 
¡ •, 1/\ 111111,·lla lh lJ11 t h..: 111.1in l 'h/11111nlor11011a.'i 
pfi,1111-..:'-1lthetic linc..·agc amt thl.' late acquisition 
PI int1u11-.. in tlu .. • ( "/¡/,n11nlu111011u' cu,-3 gene is 
.... JH1\\ll in Fi:,!Ul"l.' ..a_ .·\ltlr•111~li 11 i:-. irnpo-.;..;ibk to 
a-.,l..'.l.'rl:1i11 an i11tn111-lt1..;.., .1~;1i11-.,t ali intron-gain 
t.."\ 1dl1liP11ar:_.. -.1..'.l."ll:irit' ft>r ... !d;1111:_.. d,111h111~1J co\3 
~t...·11c..·-.. TliL· d;11;1 .. lttlfl~!I." -.11~~1..· .. 1 :1 latc...· intrnn 
"l:q11c..·1i...-c..· .1..:qt1i...1t1t1n 111 rt·1ohanl!11 thal 
ti..._· ... ·utred afti.:r· lhc ~t...·paralit111 tif lhr...· ..:oh..H·lcss 
_;.!c1u1-. /'oh101111·//o frlllll tlll: 1nain 
< '/r/a1111d¡1n1011'1' plll"lP..,).11thc.:111..: lincal.!.c. Thc 
d;1ta a1c..· in "!-!.'C..'L'lnr...·111 "llh rhc ... u~µl.· .... 1inn uf a 
l:ttr...· 11l'....:t11L·11i.:i.: 11f 111ul1iplr...· 111tn•n jn..,crthHl 
c..·,c...·nt-. 111 lhl.' c...·\1lf11ti1111 ,,f l..·11h..ir\1ll1...: ~cnc..:--. 

1 l'alr11...-1 and l .1':-".'d,111. 1 qq t ). ;111d ,,-¡..,p "' it~li thc 
pn1p1h.;1I ,1f !·11n~c..· ;•/ l¡/ 1 1 lJ'Jll J. ft1r thc late 
;1 ... :q111-.111.111 ~if 1111r1111 ... in .i..:i:lliL1....:t.1tL' ..,~ ntha~e 

)-!L'lll.'' 111 < • rt'11t/111n/111 ;111d Íh 111ultic..:cllular 
r..._·l;1t1\c...' I"r1h·11\· { <.1l'/1•r1. 1 h.:- pre-.cncr...· (1f Íntr1Hlic 
'L·qur...·11...:c..·-. 111a:- hc..· rl.'qt1Í1c..·d !~ir tl1c :1dl.'quatc-
.._·,.¡ .. 11.:-.-.1.111 ,.¡· ··<>lllo..' :--...:111..·-. Jll ' r,·;n/z,u·(//11 

t 1 11111h1cr:i... .·1 <1/.. l lJ1JS 1 l lic..· ..:.11np;1ri ... u11 nf 
',,,.; -.1..·q11c...·n..:.._·.., 11! /'ult1u111t•f/,1 "PP and (" 
r.·n1'1.11·,/!:1 .tl .... P .... 11g.~..: ... 1 ... th.11 llllrPll acquisition 
in l • r.·111h11rJ111 \1curr·c...·d rc...·lati\ c:I:_.. rcccntly in 
l.'"''lll!Ít)Jl. 

ACh'.;-.;O\Vl.EIH;;\l E:"TS 

·1 he.: authur-.. arL· inlkhtcd to :\1. 
\';i/qllr...'/-:\cc" cdll fnr tc~lmi~al ~i....~islarlc..':C and 
ll1 llr-.,. ,·\. /\ttcia ((FC. l.''··\\.1). D.\V. 
Kroµ111a11n ( Purduc l lni' cr-..ity J. :\. ( .azca110-
.. \rauit1 (FacultaJ de Cicrh:ia~. t_;,:\;\.1). and F. 
l<.cciifa..;-Tar·~a (IFC.. l ''.\:.-\;\1) fpr hc:lrful 
di ... cu:-.-.ion... and crl11..:;il r·l.'\ ic...·,., .._,f thc 
111:1111i....i.:1·ip1 1 hi..; \\11rJ... \\:1-. ... 11pp11r·1c-d h.'.'- grant...;. 
r\\·011-:-r,.o¡ frtllll ~llf l·li;.:art~. l 'S!\: ~775-lN 
fr11111 C< l~:\<. ·).T. !\1c'.'..ic ... • .• md L':'.0250X fron1 
D< i.\P·\. 1 ·'-..\\.1. \fe'.'..i1..·\, 
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-¡·~ihh.• 111. l111t..•n1al 1..'\llh1..:n1..·d ...... ·quu1..·11 ... ·1..· 1fl.·~ :1 f,•111HI 111 e ,.,,111/J.ir,/111 ,·1,,3 i11111•n (, lh;1t ¡, prc ... cnt 111 
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3' cnd ofthc intrllll. -
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The in:.u:tiv;ttion of thc original 1nitochond.-ial gene and its ~ubsecth!llt dissapcarancc must hnvc ocurrcd 
once thc nuclear co\·3 gc...·11c- copy hcca1nc ;:icti,c. F .. ,r ~i•nrlidt~. thc 1nih..,du . ..,11drio11 (1nt) and thc nuclcus 
(nu) ar\!' sho\vn out of thc ccll contc't. 

39 



Tabk l. 

lntron Ps 

'.! '.! 

1 ~ 
o 
::! 

15 
16 
l 

! 7 
8 

! 
q 

40 



T:thlc 11 

Table 111. 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--~~~~~~~~~~~~-~--~~~~~~~~~~~~~ 

ICS ::?: ATCATGAATGTAACCCC 
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Po/ytomella spp. 
200 bp 

2 3 4 

~~~~f'.::=:====:::::::--3·1 

Ch/amydomonas reinhardtii 

Polytomella 

Chlamydomonas 

Polytomella 

Chlamydomonas 

Figure l. 

' ' MRSQLLKALTRAPAGFSAQ·.::is ::·t.: ... i.LP..::?·.:; .. -... ~.; 0

!° F:?T~}- - -s· .. ·.ss F( ?KE2~=- Fh'.G?:3i-.. 
l : 1 i ! ! : ~ ! J 1 l l 1 ; l ¡ 

MRSQLLRFLTRAPArFS-QE•:; ;.QT\ I.?;,G :.T ~' G;::,sc.; Ll,<JSSJO, 'I'{Ql,,:s ,,J, ?P.e;:.:; 5 5 

\·'?J"i. .. :·; .r'- - f""_.-._•~:; L- - - - -.:.._~ ~- :--¡ 1.)E:-.::..:.:-~:--~:;·: r-:.: .. v- !·:.:,:.~i--':·.·::. ~ALAALPPR-.- -t.:::~-: 
! : 1 ! l 1: 

FG ~,-"..=-... LP LS :-··.""'lC~~ U·~.:iT L;.,.s.,-. .. ~:;,_-;r-:.:.-':-::-::=: ::~ ·:·7:::;;;.i..:-... ·:>:..1 !'Q\' Pt !ALAALPPR,.;l1::-:.: : 10 

Figure 2 

42 



GTGAGT.Z\CGGCAGCGTGCGCTAGGi".GCG.Z\.Z\,GGGAGGGGGGAG.Z\GG~Z\GGGTGGTCCTGAGG 
AAGGTCAGGCACC.n.J\CGCCGTGCGGG/\TGG.n.Gcl\TGG!'-.TTGAGAAGJ\GCTGCGGCAGCAC 
CGATACCGATACTAGGTTGCATAGCAGCCACCGGGGCCCCTGGTGCACAAACCATCATTC 
CCCCTGCATCCCTGTGTCTTGCATCCCCGTCTATTTTACTTGTGACCTCCTTCTTGCCCT 
TCTCCCCCAAGA TTGCTT ACCGTA TT-l'CC1-:... TTTC'I''rGGCT .l'·~A"l'CA TGAA'rGTT.-..r-'\CCCCITc 
CCCCTTCCGCCTCGCCTCCGCAG 

Figure 3 
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RESULTADOS 111: 

Articulo en proceso. 



SUllUNIT 11 OF CYTOCllROl\IE e- OXIDASE IN CllLAMYDOMONAD ALGA E IS A 

llETERODll\1ER ENCODED BY T\VO INDEPENDENT NUCLEAR GENES 

J"<t1chitl Pérez-ftf11rtinez1, A.1111itl rlnt11ra111it111'. J.\lirit1n1 ,,_,,í:.q11ez-.Acevedo1, So/edtul F1111e.\·1, Elena 

TtJ/ku11ol•a:, Jacq11e.s ,r.,.tltt_l'er' .. ,\/11111ud G. C/aro.\·4
• Et1::11r D1n•itf.,·011:, 1\lic/1111!1 P. Ki11g:, ""'' 

Die;:a Go11::.tile::.-J/11/plle111'" 

{/) Deparltul1<!11to de (h•11r.;lic .. 1 ,\/olc.·c:11/ar, /11s1it11/o dl..• ¡.-i.\io/ogía Celular. Lúi\·er\1thul .\'1.1cio110/ 

..-h1tó110111a dt! .\/J\.·ico. Apartado />o.Ha/ ";0-~-13, ;\/t.;.\'ico 0-1510. [.>.F. f:\/exicoJ Fe/· r5:5J 6::-56:fJ; 

J-:4.. ... Y: 01 /-(5:!5> 6:!:!-5611 or Ol J-r5~5J 5-18-03.\'-::'. E-nu.Ji/: d/10/plu·11~f·ijfsiul.1111a111 lllX 

(:!) f;Jc.~part111e111 <~I /Jf,,c/Je111is11:\· and ;\/o/ecult1r J•'1Ltr11utc<>l<1g_l'. TltrJllt1..H .h.~11¿.,._,,Jll lhti\'i.'r.••Íf.\·. 

/1hi/adclphia. PA f l. ;5i.-I). 

(3) Lahoratoire de .\/ir.:ro.•;J,¡1".'flt."ag,• de.\· Pro1<.;i11cs. l">(.:l'ªrtc.:111c:nt de_,. /Jiotcc/1110/ogies. /11.\'lillll 

Pa.,·fL•ur. Par is ( Frc.111ce). 

(·I) lJepar1a111e11to d,• Biología .\lolec:ular y /Jioq11i111ica. Fuculrad t.IL• ( 0 ie1h·i,1.,-. L"11it·er,,·idacl d~ 

~\!álaga. E-29071 .\fúlaga r~\f,ai111. 

(•)To ·who111 proofs are to be addrcsscd. 

H.unninJ:! hcads: Cox2t1 nnd CtJx2b ~enes in chlarnydo11101uul al~nc. 

Articulo enviado a la rcvistn "E~-1 BOJ.•• el 16 de octubre del 2000. 
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AllllREVIATIONS 

1ntDNA 

MTS 

PCR 

SDS-PAGE 

<11> 

µH 

p(DFM) 

tncsohydnlphobicity 

r11itochond.-ial DNA 

111i1ocl1011l-11·ial tar-gt:ting sc<.1ucncc 

poi~ 111cr¡\sc drnin rcaction 

sodiu111 dPdccyl sulfate polyacrylarnidc gel elcctrophoresi5 

rncan h~ dr ... ,phohicit~ nfa scqocncc scg.111cnt 

hyLlroph ...... hi..: 11101nc11t 

discrirninant function fi..'lr ntitochondrial protcins 
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ABSTl{ACT 

Thc 111it11'\chc1ndria1 gc1H1n1'--·" tlf chl~tll1) d(lflhlllad al~ac lacJ.. lhc gt.•nc ... cu\·:! and cox3 lhat 
cncodc: cs!'tcrHial co11"itilt1L·r11 ... tlf '-"' ltl1,..·hn .. 11nc ,. o~ida"~ ( :-.ub11ni1.., CC>X 11 an<l l "(JX 111 ). Rc..·l..'.cntlv. it 
"··as shc1\\·n thal 1hc.: co\·3 !-!t."Ju.· ha~ h ... ·cn 1ra11'lt.·1Tl..'d fl1 tli1....· 1un:lctJ'i in l\\O 'íH."1..'.ic-.. 1..1f thL.0 .Sl.." algac..:. Jn 
this '"ürk. thc: partial 111·i1n•u-:- -..tnh:llllt.." tlf <."<>X 11 nf /'uhto111t_•l/a -.pp. \\~h oh1ai111..:d hy a111i1h . .."l­

tcrrninal scqw.:n..:in!! and ink·rnal "''--·q111. .. ·11..:t.· anal~,¡..., ~1ftc:r· ptPtL.··d~ ~¡..,_ Thc p~u1i:ll "'<..·qucn..:t.•-. cnahlcd 
us h.1 clnnc...· tJu.: g1,..·11c..·-. cn.._·(1d111g. <·e)\; JI in /'oh101111·/lu -.pp. ~1nd < "lt/a1111du111011•t.\ reinltardrit 
Evidt..•nct.• is pr·l°'' id~.:d titar 111 thL.•...,t..· t.:hl~ull.' dlllll•1nad af,;.!;u.: tlh.: co\·_.., µc1u .. · ... an.: ind1..·rlt.·1alcnt and 
localizc.:J in the nu.:k·u... J h1..• (.,,,._:,, ;.?.l."111..· 1..•111.:11dr...·..., t!il.." ¡1111i1H' h.:nninal purtH'fl tif ... uhunit 11 of 
cyh)chn,111c e tl~it..la:-.c (C'C >., lf.\L .111d 1hc r..·cn-:b gr.:111..· 1..·11 ... ·\1lk., 1he carhn'.\.:- terminal 1c~io11 tlf thi~ 
protcin (("().'\: JIB) ·1 hL· .._-,,\_ ... ,, and 1·0\·_ .. /• _;!enr...· ... ~11·1..· i1ak·pL·11~k·n1/_, 11·;:11ht.:rihr...•d intn 1nr.:-.. .. cngL·r R~:\'.'> 
~tnd translah:d inh' -..t.•par·~1rL" J'•''-' p .. :f'I idL".... J >irL·cr prnt1..·111 '>1..·qt11..·11t .. ·111g ... ugµ1..·-..1s that thcsc l\\ n 
indc.:pl.'ndc..•111 prt,t1..•i1h a ... .,c1nbk 1h111~;..·11\ ;1k·11tl.' 1n tllc inner rnil .. h:b.indr i.tl mc111bra111..· td furn1 thc 
nwtun: <.."();\°JI ... ubw11t 

Kc)"\\'ords: Clt/11111yd1111101u1.\ rciuhardtii I tlll."sohydrophohit:"it)' I 111itochorulrial t;1r.,::cting 
SiJ::n<.lls / Pt>/_l•10111c.~//a spp. / rransf«..·r ofn1itochorulri:tl :.!l."n1..·~ lo lhc nuclt.•us / 

li'OTRODl!CTIO:" 

7'.titl>chondria are tlh'llght ltl he 
descended fron1 fn.·e-li\·in:; ti.-pl"tllnhact1..·ria 
(Gra) et al ... l\Jt)S). Afr1..·r· tl11..• 1..·11d.':--.'lllbintic 
11..•vcnt lhcrc..• '"ª~ a rna ... -..i, 11..• 1r·a11s1i..•r 111' ec..·nc...·-.. 
frnn1 thc pn1ttHnih1.,,:IHH1dri1111 h' tlh.: 111u;lt.:u ... 
tGrav. J 90~ ). F1..·,._ 1-!L"flc:-. ft.·111ai11 in 
n1ítoi.:::IHHH..lrial g1..·110111c~. f lh1-..c tfi;1t tcrnain ... 
cncodc css<,;-11ti~1J cn111p1t11L"lll-.. Pf tia .. · prnlc1n 
synthcsis 111ad1irH.'.T)o and a l11n111..· .. I set nf 
pol~pcptidl.! :-.ubunir...;. uf pr .. irtin 1t·;1n .... h1c;lfin_;..! 
co111plc'.\.c:-. 111 11'\..it1.:1t1\c..." ph,i...pfH11:,.bri,111 
(./\tfan.Ji and S~hat/. /<>XX) l IH ... ...,~ /11~hf\ 

hydropflpf--tj;,.: rt"ll,\ tnpi;,_: ffftlf;,.'lf)--. L"t'Jlf,f/11 !\\p tll 

n1orc trans1111..•1nhr;1n1..· .... 1r 1..·1 ... ·Jic.... 1 ' ... •n J h..·1_¡1111..· .. 
1986: Pr1pt.1f anJ de.: \'itr·:,.. J 1 JtJtJ 1 1 lic...· cf¡¡...,-..i .. .­
<:>ct of _;!CllL""' cllC\•drn~ 1•:\.1d~1ti\c 

pho.splH1r)-l•Hil1Jl CP111p1'lh ... "llh thaf e,1-..t 111 1hc 
rnitoclhu1drial gl.!11P1111..·..., 11H:i11lk· ~·o/• t1..·11<..:l1dinµ 
cytocJ11·i...1111c.: /i of th....- be 1..:11n1pl._., l. ,_·11\ /. cu\_ .... 
tllld cuci (c11c,1di11!:! .... uhu11i1~ ( <>X l. C< >.'\ ff 
¡111d CU..\: 111 11( 1..·;. 1111..·lirn1111..· ' ''""ª"L") . .. n¡16 
and u1¡,.\" (i.:nct1úi11g ~ub1111it. .... a .111d :\hl. of tli1..: 
f-'l, pnrtillfl «.lf ,.\TI' "')>lll/ia .... L") ~111d 1111.//. l1í1d:: .. 
nod3. lllld-1. llC1d..J/ .... nac/5 t111d 1141dfí ( 1..·ncoding 

:-.uhunih 1. ~. J. -t. ..tL. 5 and 6 of Nl\f..)1-1: 
uhiquilhlflt..' (l-'idon:duct.asr...• ). 

l hl.." 11·¡u1:-.ti:r (Ir 111ih1d1nndrial 1..!cnc.:s to 
1111..· 1111..:ku:-. i:-. an n11µl1i11µ pnH..:c~:-. (Pahncr. 
ft)'>I 1 . .i-.. C'\1..·mplitl1..·d h) tlu.: prc~c..·111.:c.: of g...:ncs 

L'llCPtkd in hoth 1hc 1nitnchn1Hfrial and rhc 
1111L·k·ar ~1..·1H1111c'.'i-. '.'>Uclt ª"' ~uhu111t 9 of . .\TP 
...,_, 111ha"'L' fr111n .\·r..·11rt1\p/Jr11 ,_·r,1\.\11 1 \ an d1..·n 
Bnoµ;1an 1·/ uf.. l 1JX21. 01· ( "< >."\ 11 in tlll .. • farnily 
lt..·~11111111~1-..aL" ({.\1\1.:lh1 ;1nd <Ira_\. 1992: /\dan1s 

1•/ ,¡¡'. ¡q•)()J 

1111: tlic t~uni 1:-
·11l;1111.:dt1r11,,11;ida.:r...·.1t: 111 lhi.:ir 

11111~11...·IJ,,11<..fl i;i/ ~ClltHll\.." "'l'lllL' tlf thr.: L'.fíl-.;:-.i1..·;1f 

:!.r.:111.: .... 1/1;1t L'111..·t1dc 1..· ....... t.·11rial i...:t1n11H'11t:nr ... 1'f 
11,idatJ\1.." rl111sph1lJ"_). lalÍtl/J: llctcl3. 11ucl-ll. r..'<'\"2. 

.. 01·3 .• 11rr-,_ and '''!'' t \fi1..·haL·Ji ... et al.. 1 <>90: 
1 k•1111\ ;10-\\'rigflt et al 19'>.'\: J...:r·o: 111;11111 anU 
/ ..... 1 ... ...-hi...·. J<)(}8). In l'\\(1 1n;..·n1!tl .. ·1:-. 11( 1Jij..., t~1111il~. 

< .. r,·¡1¡/1"rJ1i1 .111d /'oh /ullh 0 ll.1 :-.pp .• it has hccn 
...,Ji11\\11 1h;1l lhi...· ,·,"·3 g1..·11t .. · '\'\;1..., 1ransfL"tTcd {(l the 
rHu.:11...'u .... t 1'1..~IL'.t:·.\f;u-11111..·/ ,_.,al .. 2000). and that 
1lic ... -11ni...- ... p1111di11g 1nih1i...:IH111dri;ll c11p) had hi.:cn 
ltl'•>l. 
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Scvcral rnitodhllh.tr-ial cci1npk·.,c..·~ h¡n e 
bC"cn isolatcd an<l charactc..•ri.l'~d frorn tht.: 
colorlcss alga /'o~\·to11h•llc1 .... pp .• 1 i.:ll'~"-· rcl:lli\c..• 
of (_-.hla111_l'tlon1ona.' (( luti"-·nc..·.I'-( ~irh" ,., al. 
1994; Attcia ,., ,1/.. l'·>l17). H.c..·-.:c..•1111:--. a11 actÍ\.c..'. 
C)'D.nidC"-sc-nsitiv~ t..."). h1d1n llllt...' (_''1da-.i: 
prcparati'-"ll '"ª" ohtaint...·d frt1111 /'(Jh 1011u·llt1 
spp. (PC-rc/-!\larti1h .. ".I'. ,., .d .. ~0001 In tlii-. "'-l'lk 
thc..'" pn:scnct.: of Cll~ 11 111 thi ....... ·l•111pk·' "'ª' 
cstablishcd b). :'....:-f\.:1rn111;1J ~•llll t11lt...·n1al 
scqucncc- anal).~is. l·.v11..t'-·1h:c..· ¡..., pr~•\. id1..·d that in 
both /'o(\10111t•!/,1 spp. ~111d ( · r,·;11'1.u-,/111. ( '( ).'\: 

11 is c..·ncnded h). '"''' d1tt"• .. :n.:11t ;111d -.cpar~tle 
11111,.:k·:u· ;,!Cllc.."...,, nhi\,.·h ""\,.·r1..· 11:11111..·d , 1•\_ .... 1 .111d 

cox:!/1. rltt...·-..c..· gc..·n'-'' 11hÍc..'l"t..."lhh.·11tl;. 
locali.l'cd in thc 111h .. :k.11 ;.!1..'ll•'llll..'. , o\_.,.1 

cncodinl-! a pn)tcin '-"l.JtlÍ\.;1k·111 tP thc..· :uni1H' 
h:rnlinal p,,rtinn nf ~uh111111 11 llf ... ·;.111..:hfl11nc.:' 
o~idasc- ((__'{);\ ll:\1. and lfl\::h t.:n..:,,din~ ·' 
protc.:in t.•qui\. ah:nt 1t1 thc •• .-:ffh1'''.'- t..:nninal 
rcgion of thc s:unc ~ub1111it (l"< ,, IJB). \\·c 
h~ p .. Jthcsi/C tliat 1'1..:-....: -..~·p.11 ~llc..·. 11Hkp~·11dc111. 

and ;h:ti" c.: gene~ ~¡,e ri~'-· tu an 11~·11..•r1Hli111L·ri..: 

COX 11 ~ubunit that rc..·-..ult-. lll'lll th~· fhlll­
co,alcnt a-..~c.:mbl;. l)f th..: <.·e >X lf .. \ 0:111d ("(>X 
llB polypt.'"ptitk~ in thc.: inncr 111itt.,dH111drial 
111c1nbra11c. 

RESl'.LTS 

.':11h11111t 11 ¡_, ¡irt'.'l..'111 111 th.· e\ /o. '1ro111t• 
e o\·ida.\t' co111ph•\· /ru111 /'11!)·101nt·f/., _,¡1¡•. a11.I 
exhihlls ,, /ou·er ap¡hzn•nt 1110/t'c11/.:.1r 1110 .. ' ¡/¡,111 

il... co11111er¡h1rrs 111 urlr ... ·r org ... 1111.,111 ... -

Cyh.h.:hrn1nc- e t_):\.ida.-..c frn1n J>11fl10111...-//,1 ~PP 

"'ªS isolatt.:d as pre\. iPu~I;. 1...k~~rrbcd e f>Crc-/­
i\l;irtincz ... ·t ,¡/.. :!000) 1 h1..· !'nur larµ..:-.t 
polypcptidt.:'.-t ""ith app~irt.·111 llh,Jc..-~·ula1· 111<1!'--.'-... 
of5-l.6. 29.6. 18.h and J.t_:; l..lla \.\.C.:íL" suhjcctc.:d 
to Edman lkgradati(111 (Fi:..!lln.· ) J 1 hc 5-l.f-, 
kDa pnlypcptick \.\.~1~ idcntitic..·d a-. ~uhunit 1 
hccausc..- its apparcnt 111uh.:...:ula1 111;i-..-.. i-.. ...:IP-.t." t11 
thc rncilc..-i;tilar rna~~ p1'-·d1cti.:d fn,1n th..: 
mit1...,ch1.Hlllri•il cu_\ J :;.1..·1h.: -..cq11L·11..:c..· l :'-!.:'X l D.1) 
(:\ntaranlian e/ u!.. 1 •)ll(1 L Sl1hu11i1 1 ,-.,f 
J•ufy1u1111..•//,1 spp. ( P....-l ·< >.\.: 1) L'-'hihitcd a 
blod .. c<l 7'-tcnninu-.. 1h1t ... u:-...:cptihk 1\1 Et...l1na11 

dc..·!!1·ad•1tion. 1 hc..• 1'-tc..·r111111al .... cqu'-"lh.:t.: of thc 
:!:'>.6 k()a poi.\. pc...•ptidc.: has h'-·cn prcviously 
idcnliti'-·d ª" -.uhu11i1 111 (l'-..-Cl>X 111) (Pén.:.I".-
~1art111c..-/ t"/ ,ti. :.".0(1()) 1 he ~-t1..·n11i11al 

'.-tt."qll(__"IJL't.' l)f lltt.• 
d..:ten11111'-·d. hui 

1-t :' J...l>.1 p,d;.pc.:ptidc ""ª" af<..o 
d1d 11111 -..hl''" ~i111ilarity \.\.ith 

,)!her -..~·quc..·11~·t.· ... f1,11n ... -;. 1l1..:l11l11nc..· <' c.1,ida~c.: in 
t hi..· da1;1 h:111k 

j IJ'-• '.',; lt..'lllltll.li ''-'lllit.'llL"t.' tlf fhl.• J 8.6 
kll.1 fh1/;.pc.:pt1d1..· 1 .\l'\',\\\t.>1-<il·<_>DSATS 
<):\<).-\ "";"" 111;11 kt."dl;. -.11111!;11 111 l.< >X 11 frorn 
•'tli'-·r 'i"'--'"-·i1..·-.. l '111-.. tiiL' !X 11 h,()~1 p11l;.pcp1idc 
\.'o,t-. 1d ... ·1:tlfi1.:d ,1--. --...11!'•11111 JI ,.j "-'.\t"...:l11·l11J1L' t_ 
• ,,,d,a-.'-· '1'-..-l < )~ 111 .. d1h,ot1~.d1 1t e'hihit'-·d a 
... 111.dkr .1pp.1rt.:11I lllld'--. .. 111.11 111;,i-.-.. tlian <.."(>X fI 
fr,1111 r11;11nmal-.. :uid ;.c~i...!. '"liid1 h;1\c :1rparcnt 
llh1lc1..·ul.11· rn.1v-.l."" 11f :•>-:;() J...l).t. ¡:,,r thc saine 
l S. h h.I l.1 ra1I~ P'-·pt 1 .. k. -..t.:i..:und ~cqur.:nc..: 

:\11) .. \Jl'(iR<I< 1 1"'-()f\\ 1 11'-.:l{f·(i nas 
d~·ti..·1111111'-·d 111 1hi..· -.,!111c ,,,,.-;i..._·111111 llf J:d1n;111 
dt.·;.:_1.1d.tth•ll l '11-. -. .. .-qu'-·11 .. :1..· 1cpr..:-..c11tcd lcs" 
lli.t11 :'Uº,, 11ftht.· pr••t ... ·111 ¡i1 ... · ...... :11t 111 tht.· IX.<l kl>a 
b.111d. Ir ;:11-..u -..IH•\\c..·d .t ~11..::11 ... J111ibrit;. \.\ith a 
....... .-qu'-·11<..'L• 1 1 f ••tl1 .... ·1 <_ < 1'\. JI P•'l:-- pi..·pt1d'-·-.. 11i.:a.- thc 
L'\llhl..'lhlh Ct'Pl'L'I' b111d1n~ -.iti..· lt ""a ... thus 
Ítk·1111r"ic..·d .1-. .111 111tc..T:i;1I lr.1~~1llt..'llf ,,f p..,.('()~ JI 
\\.'-• t!1 ... ·1cftHl." ..:1•1l\..J11d,:d 111.11 f'-.,.(. "( }.'\: JI '-'il' 

p.1111.dl;. ... k.l\t.:d d11r111:..: 1 ,Jina11 dt.·µr·:1dation. 

< '/t1n111g .111,/ ,, 1¡111·114·111_..:. uf tht' <."!!Y:!.f?. 

.!-.'•'J/t' /111111 /'1•f)fr1111,·//,1 '/'/' ,111,i ( ~-!_·,·1!1'1a1_·,f.r_i_i. 

- < 111 tli'-· h.1-..1 ... ,,f tll..._· .11111111• :1..:1d -....:qucncc"' ,1f 

J•-..-c< ):'\. JI. '"''' t_k•1-;cncrah: 
\111;,!tldC1'').llll...:k·pt1di..•-. \\1..'11..· 1...k·-..i;,!flCd. ,\ PCR­
;1111plifi..::tll\lll pH1d11 ... 1 ,,J :;110 hp ''~'"" c1ht.ain~d 

t1-.i11!-! h1Ld 11'-.:.\ fr,•111 /'u/1r .. 111t·lla ... pp. a..,; a 
tt.·111platc..· 1 hc..· h;i..:h.n .1nl ldi~t'tk1''.'." 1nu.:lcc,tidc 
H 1. dc-.1;..!11c..·d h.i-.cd ~'11 thc 111tc..·r·nal ~c..·qucncc 

'\1D .. \IPC id{ 1 1L:--....:<.>. h;.hridi/i..'d ""itll thc 
t...'llfT1..•-.p1'1hl in,;! 1·1..·gil •n t lf lht.• _;.!1..·111..· l n 1..:ontra•·>l. 
thc..· l1•l\\..trd dc,•''.'-l'li:.:\'llllL'k't1tid1..· Fl. bascd on 
tltt.· :":-tt."1111i11;d -.cqui..·11...:1..· F.\PV.-\\\"()LC;F 
h). '111d1/<. .. ·d 111i-..pcclli.:.tll: \ .. llh ;in 1111'-"'pc..-ct~d 

rcg11111 \H thc..· ~;1111'-· g1..·nt.· 1 hi:-. ~a\.t.: r·i:-.'-· to a 300 
hp ;1111pli..:llll t1t';1 pt1t.1IÍ\.c..' ,.,,,_--. ~t.·111..· 1~11..:kill;.! th1..· 
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rcgion th:1t i:ncodc .... thc N-tc:rminal scqnc1H.:c of 
Ps-C():\: 11 t.ktcnnincd by Fdm~tn cfl.:g.radatit.'11. 

ThL" a111plific...·d frag.111C"11t ''ª.., u,c...·d a'> a 
probc: lt.' .-...:rc:c..-n a 1ni11ilib1·;11~ 1,f hltal l)N/\ ,,f 
Poly1u111ella spp. Ct_lll.">lltt..:tc...·d f101n /'\ti d1µ.c...·!-.h 
of thL· appn1pi;1tc ... 1/'t.: ..\ 2 hb p11 ... iti\t.' cfP111..· 

''ns idcntili1..•t.L i-..olat..:d. and .... c..-qu1..·1Kcd 1 he: 
gcrllllllic scquc..-ncit: t.--iht~1i111.:d 1..'lh.."lldc ... a pa1·ti~d 

scqucn..:c...· t.lf p,_l "( l:'\. 11. CP111p1·i ... 111:,: 1 ¿>_, 

rcsiduc ... t.--if thc...· c;1rh11'~ t1..-r-111111~d pt>r·tll111t.lf1hi' 
suhunit. rh1..· t,l' 1..·rall llf!-!:IllÍ/ati1lll pf 1h1..· gt...•111....·. 
11a1111. ... ·d 1.·11\·:!h ¡ ...... 1i .. ,n11 in Fi:.!urc :!. rht..: '.".."-
tcn11i11al :--1..·qth.:11 ... -.. _. ,1f th1..· l' .... -l. 1 •-'. 11 .. lt..-11..·11111111..·d 

by Ed111an dc...·~1·;1d.111 .. 1n ''~" 11.~1 i .. 1u11d 111 thc 
<lcduccd pn1tci11 ..,t...·qu1..•1K ... : '."'..:' 1..·rthc...·h:~.... 1hc 
prcdich...·d pn1tt...·i11 ..:(111tai11.... th1..· ._·,111 ... 1..·11 ... u-., 
scquc1h.::c (i<)CSL(I 1 )l'lJ. hllt''-'ll 1,1 be.: tlie.: 
binuclcar .:1.1ppe.:1· bindint-! ... 111..· .,f ('l ):"\: 11 
(Tsuhih;u·;1 ... ·1 al .. J l)l1t1) 

c::-.111~ p111111..:r-.. h.t .... t:d •'11 1ht: ~t...'lhlllli..: 

ch."1111.'.' -.,1..·q11cn1..·cd ab1,,..: ~1 f1.1~111c11t 1.•f 1h1..· 
cc.--irn:-.,p1.'11di11:! ...::():--.,; \ \\a .... ;u11¡il1llcd fr1•111 t\•1al 

R~.-\ fr\"llll l'nf\11111i.·llo .... pp. li...in~ R 1-Pl 'R 
·rhi.: n.:1nai11dc1· 1.lf th1..· c..:I):"-.·\ -..1..·qu1..·11i.:t...· , .. a ... 
nhraincd l~illo,,in~ :'"-f.:. \('I· 1"h1..· ..:Ir<.\ 
.,..,htai111.:d \\;\.., ShX-bp l1•n:....• :111..J L"l•111:1i11r..:d ;1 
dc:du...:1..·d n:adin~ fr.1nH.' 11f 1 :::._-, ;11ni111' ;h.:i1.h. Th1..· 
Ja<..,l J 10 rc .... iduc .... -.,ht1'\1..•d ll\1111llh1;...!~ "itli th1.: 
cnrb{1,,~ 1 11..·nn111i 1lf 111:111:-- Cl J:\: 11 p11,tt...·i11 ..... In 
contrast. th..: -l> 1e.:-..1d111.:..., .1f th1..· ;1111i1H• 11..·nninal 
rcgit_lll l;Kh1..•d h1lf1lPl11g~ l1' ( -< l:\: 11. hut 
rcsiduc ... <)h ti• 1 1-t ""-"r1..· id1..·111i...:;1l hl 1hc 1ni1111r 
~cquc11c1..· '-.11) .. \IP<il{(I{ 1 )'-"<)l\\"L rl:"-:Rl·:<i 
obtnincd fn1111 dir1..·..:t prPti.:i11 '.'>L't..jllit.:11.:in:-! Tht...· 
e[)?',.\ ... t.:quc1h.:..: ..: .. 111flr·1111..·d th1.· ~1..·11p111i...: 

scqth:ncc..- c•h1;11111..·d l~n th .... · • • 1,_ ... h ~ ... ·111..·. a11d 

indicatcd th1..· ab-.,c1t1..:..: Pr' 1111n•11-., 111 thi...; ~t.."'111..·. 

·1 h1..· Pl "R .implifit...·d fr;11-!rne.:11t l'f thL' 

cox.:h ~t.:111....' nf /,11/\ lr>111•·//;1 "PP- "ª" ;tl.._..1 ll ... t.."'d 
to ~crct...·11 a i'.;!l 1 O el)'-.:,.\ librar·~ uf l · 

reinliurdrt: :ind 10 po .... it ¡, 1..· plaque.., "' \..'l"C 

idcntitlL·d. i-..lllatt...·lL ;1nd St.."'l..JllClh.:cd. Thi-.. cl..>~1\ 

crJ\.:n st...·quc1h.:l..'" c'hihi11..·d s::;'~" idcntit~ and 
9:!~'o silnilarit)o "ith tht..· one.: Phtaint...•d fro1n 

l'oh·ri 1111t'll.1 spp.. 0111d rcpn ... ·-..cnt~ a g.c1lt.: 
cncltdin~ 1hc C-1\..·nninal pnni(ln of ('(),X 11 
frotn ( · r1•111/Jurd111 (t'r-l ·( )~ llB). ,·\.<.;(.;heme of 
lhe :-.tn1...;tu1c t.)f thi..· ... ·o\.:b •.:U~1\. frorn (' 
ri·111'1~11·.lrt1 i:-. -.;hu" n in Fig.urc 2. In ~uJditi()I\. 

1lu: l·11\·_-.¡, ..:!)'.'.,,:\ f1,1111 l · rc111ltt1nlr11 '\;.t"i tt ... L.J 
h' -.. ... ·rt...·1.:11 .1 l~:\l' !-'.1.."IH•1111 ... · lihr.u·~ ,1f 1hi~ l;_!rccn 
;d~;1 1111 ... ·1..· P•'"iti\.t..: ..:l1Hl1..·-.. "-1..·1·1..· ide.:ntitieU. and 
lllll,." ,,f tlJClll \\.S.._, ''-'tlUt.."llL't...•d. rhL' !!C'llOtlliC 
....... qut..·n .. :e • 11" tliL· t."• •\.:h ~c111..· t>f l · r1..·i11har,/1il 
:-.lh1\\1..·d 11!1..· pr1..·-.,1..·11t..:1..· ,,r ,111c intrnn uf 187 bp. 
"hi1.:h i-.. ln...:at1..•d at : 1 nuclcoridc-.. up~trcarn of 
th1..· 'h•p c .. d,111. .-\ltu~1..·1h .. :r·. thc-.,c data 
-..u_;.!~1..·-..1~·d tl1.1t the.: ... ·u\_.., :....'.1..·111..· '1.1...t hi..·cn ,plit int1..1 
l\\11 ~1..·111..·-. 111 /',,f\11>111,,//,1 .... pp and in(' 
r.·111/J,1r,i111. :111..I tlt1..·11..·f\,,1..· that a111tlhcr g.cnt.". 
1.."lh.:t1d111;; fpr th1..· '."'-11 .. :r11111u1~ \•f tli...- proh:in. 
re111;1111ed tl1 h1..· l~'lllld 

l ·1,,11111,..:. "111/ -'<'•/ll1'11t.·111g o_/ rhc 
.·o\::a g.·11,· troot /'o/_\ f1•nll·ll.i -'/'!' 011d (~ 

r,·u1'1.u·,/1u - 111 onk·1· "' i..:lonc..- tlH.: t!,1.!JH: that 
1..·111.·l'llt.·d 1'11..· "'...;-tcnnin;d 11..·;!i•'ll 1•f J>...,-('():\: 11. 
nc ... 11..·(I f><. • R ;11npl i fi..:;111• •n ".1:-. ...:•11 r i1..·d 1.1ut '" ith 
pri1111..·1-.. h;1..,cd ••n tl11.: "'-.;~11..·1·111i11:1I ... \...qlh.!11•~<.: of 
th1..· pn,1ci11. l)I J~:\.·I ...:.c_•,-'\.t_i .. \. f 1 3 p1·i111cr). and 
''11 ;111 1111 ... ·111;il L·,111-.1..·r"\ vd -.,1,.·q11e111.:e.: 111 :-.c,t...·ral 
(."<)' 11 p1>l~p1..·p1id1..·-.,. p....:f· \l I Y~IB-1 pri111e.:r) 

l '-.;in.;..:...:()':\ ,,f /'0/\111111,·l/<1 'PP· ;¡-.,a tcn1platc. 
;1 250 hp PCR p11>dt1i..:t "·¡.., \•hL1i11i.:d: it 1..·11¡;,1dt.:-.. 
a .... i.:q11...-ncL" "Jii ... ·h 1....·,Jt1li1t-. liq:h -.11111bri1~ ,-.i1h 
Plhl.."r • "' .:' gi..·ne.: .... ( r1..·-.ult-., tll1t .... 1111\\ n). l : .... ing 5' 
and °'º -R.\l ·¡·. th..: t..:\1111pkt1..· 'l..°ljlll.."111.:1.." uf thL" 

i..:11nL· .... p1111.!i11g i..:()'."...,.\ """' ,,ht;1111t...·d Tlii-. 1...·D>.':\ 
l.."TH.::Ptk·d th1...· :-...:-t1..·1111inal ... t.:qt1ct11..::i.: 
F:\P\'_.\\\'t)l.(iF d1...·t1....·11111111..·d h~ l·.drnan 
dc).!1;1,l.1t;,111 1l1r th1....· IX,, kl).t p .. ·.J_:..p~·p11d1..·. rl11'> 
..:-1)'-..;_.\ 1..· .. 111tai11...-d .t 1"1111 11..·:1din:.: frarnt...·. "ilh a 
'top ..:pd,111 anda pu1.1tni.: p .. 1l~ad1.:tl'.\latin11 
"'t-!ll•tl. 1"111-.. ~1):-...: ·\ "ª' 11.11111..·d • "'·::o . ... int..:t.: it 
1..·11cud1.:d th1..· "-.;-11..·1111Í11;1I ¡~.•1ti1111 l'f thc Ps-('( >X 
11 11 1.1t....·111 cP ... -co>.: 11.\). ii... t.ncrall 

1'q..!a11 i/al ¡, •11 .... !Hn' 11 in Fi:_:u re ::? rl1c 
pn.:d1c11..·1..l 111at11tt.: p1·.,i...·i11 1.·n..:11 .. k·d h)- thL" coL:!u 

~c111..· ...::t111ta111 ... t"'' pulall'-t..." tr·ans1111..·111b1·<.1nc 
:-.lr1.."t..:ll1..·.., fn11n 1·t...·-.,id111..· :x 1,1 -lX ;ind fn.,111 69 to 
89. and thc highl~ Cl"lll ... c.."r" t:d SClJUCllCC 
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GRQ\\'Y\\'SV prcsc:nt in ~tll scqucnccs of C()X 
11 subunits kno\\11 to date. 

Thc l,o~\'/cn11ellt1 spp. cDN.1\ nf thc 
cax2a gene cl1ntains an open ..-1..·ading. fra1ni.: t.'f 
816 hp. pn:dicti..·d h.1 Clh.:t.)dc a pl"l1!c.:in nf ~71 
arnino acids. ( lu1· idcntificatinn ,.,f thc a111i1ll1 

tcrn1inus of thc n1atun: pn1tc111 ~,.., a111inn acid 
131 ~ allo,vs us tl1 pn ... ·dict thc pn . ."~CllCL" llf a 
MTS. 

P..-irncr:-. \'-Cn.: t..k~i!!m.:d til1 tht..• 5' and 3' 
cnJs of thr..· coc~a el)~_,\ .... r..·qt1L"llL·c l'r 

Po~\·to111ell.1 spp .. and uscd tll amplit). th1.: 
COHC~f'h.Jlldins gt:111.: ti....in,;;. h•t:il tr ........ \ "' 1.,:D'-.:.·'\ 
frorn thc cnlndc....... al!!a as a tr..·111pl:th.· 1 h1.: 
corrcsponding µ,r..·1llHnic f'('R pn•dlJl.;t l•f 1 :'S."~ 
bp ""'ªs clonc.:d and ~c.:q ~11.:1KcJ Thr..· µc111._1111 i..: 
cv.'t.::!a g.cnc cnntaincd 6 i11tn111 ..... 

Thc 10-~7 bp l'CR ~1111pli1l1.:d cl>>-:A 
f..-agn1cnt nf thc 1..·11 \·::.1 ~r..·nr..· ,,r /'11/\ 1011h·l/,1 ... pp. 

,,·as ab1.1 u ... c.:d ''' -:.crc1..·11 ~1 ;.~~t!O ._·{)~ \ lih1.1r,:.. 
of ( •. rcinhanlui 1 he..· lo.u-~t.:-..t !'hhtti' 1..· plaq11r..· 
'\V3S subcloncd int., pBlue'.'>..:ript. and .,,c..·quc..·1Kc..·d 
1-hc con1plctr..' .,;cquc..·111.:t.: ";1:-. l•btainc ... t h~ :=;;·­
RACE Thc e· rl·ndr.11·,l¡¡r ..:!):--....: .. \ l.,,,_ .. ,, ~c.:11c..· 

cncodc.s thl." l ·, -t ·1.. >:'\: 11 .. \ Pl'I;. pcpl •~k: 1i-. 
p..-cdictcd antÍllP a...:1d .... 1.:qu1.:1i.:r..• c:-...híbit... :'.' ~ 9"., 
idcntit~ "ith thc ..,L·qtl1..'th:c..· p11..·di..:t .. ·d f,,, th1.: 
t.~()X llA pr.lt1.:i11 fr,1111 /'uf.1111111t·l/,1 '1'11 I h1..· 
º'·c..-all or~~111Í/ati"..,11 l•f thr..· cut·_".¡ ..:!):".:\ fr•Hll 
c.::·. rei11harl/111 ¡._, .... hn" 11 in Fi!,!un.• 2. 1 he e· 
re111har,/111 c()'.',;,\ ,,f thl." .._·ut.:<1 ~L"lll." ..:l111t;lin .... 

an npcn rcadin~ fra111c..' llf s~: hp. c1h:l•d111~ a 
protcin l-...f 2X-~ rc..·.,;id1J1.:..... !"he lipcn r·cading 
fr¡1111c pn.:dicts ~ n1c..·thi1..1ni11l." rL·:-.iduc'.'o that L:Puld 
corrcspond tCl thr..• initiatit-...n nf thc :\1TS. \\'ht:n 
thc third n1cthinnint: ""ª:-. cnnsidl."n:d tti bt: th...: 
first translah:d rc.:-.iduc. thc pn1tr..•i11 c'-hihih:d a 
possiblc mih1i.:lllHHfrial lt.•...:ali/atit.)ll 
[p(DFl\.1)'--"0.77JJ. and alst) pn:dictcd a bipartit1.: 
:1.ITS. 

!he "º':!a ,u,,/ ""'·:!h .1~ .. ·11,•\ flf 

e,~/J.'('!!'-!t'.l/u ·'!'/' and <' 1-.~111h.1rd1,, 
1111ch•,11·-ln,·11f1:c,/ \lfl.t:l,·-1·0¡1·' g.·111'.\. 111111 ar<' 
jú11 .. ·11011a!ly t'\"f,,.•'\\t.'d- S1•uthr..·1·11 hlot analy~i .... 
"ª:-. ..::arricd t1t1t lt• a~ccna111 rhat thc c11,·:!c1 and 
cot·_ .. ¡, ~r..·nc" ,1,c1c..· 111i...:lc..·;11 1.:11c..·,1dc..·d_ Fig,ur·t.· 3.-'\.. 
!-ohtn\ .... l\lll.." l<111c..· 1\!" ;111 aga11)-.1,; .).!el ..,,hcrr..· tPt~11 

l)~.-\ i-.Pbtl."d fr11111 l'n/\11•111<·//,1 .... pp. \o,,a.., run. 
·rh~ 111tf)'.'.,'..-\ rc..·;id1I~ -.c..·p;1r:i11...·d "' a di,..:rctc 
band 1u1111in:.! !ic..·ln" lli ... · 111a_jp1· hand 
r..:prc::-.c..·ntio,;.! 11u..:lc.1r 1 r'- ·'\ 1 Pr..·1c.."/+,tarti11c/ et 
al .. :<HHl1 lhi.: 1111t1h:l1<1nd11;1! h:111d Ji:-hridi/cd 
"illi .~ ~11\I ~t·nc.: p11•iic.." 1\11Lu-;11ni:111 t'l ,¡/ __ 

! t>"lh l. "111 k tli~: 1111 .. · !1.·¡11 1 >:--....: '\ h:- hr 1d 1/c.:d "ith 
1!11.: ~c.."11 .. · ,.¡ ¡ ;-tt1iiul111 l!••lll /',,/1 lun;.·/lu dgli1.\ 
t<..."l1n11c..·r ~·1 al. ltJS">1 I h'-· , ,,,:_:,¡ and <.·,n·:!h 
gc..•111..•:-. '•f /',,fl'l1 •n1<'fl,1 ~PJ"' h:- br·id Í/c..'d "ith thr..~ 
111ajl•1 D'.'.'.A f¡-,1._·1111n ,111d 1t.•I "ilh th1..· tntD:--....:A 
hand . .:ontlnnin..: 1h 111i...:k;1r l1,._·alÍ/~1t1(lll. A 
.... in1ilar <tn;il,:.. ..,¡ ... \';1.., ..:,11r1c..·d 1•11t "11h IPtal IJ:--.;_.\ 
fn1111 e· r1·111/J.;r.Í!Jt t Fi!,!ttn: 3.·'\. richt p~uu.•I). 

lhl." .... rn.llk·1 h.in.t h.'l..,1Hl1/cd , .. ith thc L-o,·/ 
llllh'c..·IH'lld1i:tl pi.1!,1..· !11•111 < 1,·111/J,11·,/111 (lira)o 
and B~·c..·r·. Jl'XX1 In .._·1•nr1.1-.1. 111i...:k.ar D:--....:A 
h:- hridi/c..·d "i1h th1.· ~c..·nc..· c..·11'-·,1d11l;.!, c:- t.)chrP1tlC 
e,,( ( · r.-111/Jur,/tu 1.\11L1ti ,·1 ,¡/. 1t~XX1, ;1nd thc.: 
l·<n-"'o ;111~! '"11\:1> ,:..·1..·111..· ... ~·f tl1c..· -.;i111c .11.!!a. \\'e 
._·1•1i..:lud1..· 1il.1t tli1..· l 11\_ ... " .111d • <>\·_'"'/! !!r..·nc.:s an: 
nu..:lc..·ar c..'1h.:(1dc..·d 111 h1 1 th /'ui1 lr11n,·l/,1 '.'>PJl· and 

l't'lfJ/1,11·,!111 

1"11 dc..·11.:1111111c..· rt" 1he 1.."'-lf anJ C<J\·::h 

µ..:111.·" "1.·11..· ¡ir1.:-.cn1 ª"' .... 1nf-'.,k· ~upi1.:., in tht: 
!!l.:'llPlllr..·-. •ll /'uh101n.·l/,1 "'f'J"'. and ( · 
re111h1.1nl111. add1thHlal -.uuthc..·r 11 hlnt ~111al~ ..._¡s 
"ª"" pcrf1,nnc:.t. 111tal f)'-..;/\ t)f l'••h1nnll·//(I 'PP· 
and Of ( • l't'llt/Jar,//tÍ "L."íc..' di!,!L"'tr..•d \\ith a 
hattcr,:.. llf diffi..Tt:lll rt:-.tr1..:tit111 L'll/)o 1111..· ... and 
1..-an..,f\.-rrc..·d 111 n,:-11.•11 111c.:111bra11C'.,;. Thi..· ...,,,uthcrn 
hll1t 111c1nhranr..·-. \\1.:11..· pr1•ht:d \\ ith thc 
radiuacti\ r..·1~ bh1.·Jkd ~ ,,\·:.¡ ~111d '11\·~h PCR 
fragrncnt.... ,.,f 1.:ad1 alga. 1 h1.: r1.::-.t1lt .... l)btaincd a1·c 

:-.IH.""l in Fi:.,!un.· ·'· P;111t.•l B. Sinµk 
hyh1·idi/~1fi(•ll h;111d-.. \\c..·1·1..· (1btainr..·d fl1r thc..~ 

C:flX:tl (111.f /}lt' <. f1\::/J ~1.:'llL':-O nf f'¡1f\'fot11t•f/a spp. 
¡uaf llf < · rL·111hunlt11_ 1 hi-. '.'oll!!!!c .... 1c..·d 1hat huth 
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genes ""en: prcscnt as :-.ingle l..:'''P) g.cth:s in 
thcsc chlmnydo111onad nlgac. 

T ... 1 cxan1inc thc.: C'-pn ... ·~,il1n of thc l·o,·::,, 
nnd co\·~h genes 1..1f />o~\"fPtllella :-.pp. and ( · 
rt"inhardtii, lt.."ltal RNA "'·as c'tra~h.:d fn11n h"1th 
o.1lc.ac: and :-.ubjcch..·d tn th.11·tht..•n1 h' hriLli/aliPn. 
Tl;c cox.:o a;h .. t cu,·::¡, ~l.'th_ ..... lll: bPth al;;a'-: 
gcncratcd tran~cripts nr thl.· ... i/..: pn.:dickd h:-
thc corrL·splitu.Jin~ ..:DN:\ :-.cqu1...·111.:l.'.., ( Fi!.!urt.• -'· 
Pant.•I C). lt "·ª!"> nut pli:-. ... ihk h.1 dct1.:d an:-­
trans-spli..:cd 111RN:\. pn,du1...·1...·d h:-- 111'-' 
pl"OCCSSillg of Ccn::a and Cu\.·::¡, ltl(.'....,...,(."ll!!l.'I'.'> h'.°' 
lh .. 'lrth1...•r11 bllit anal:--:-.i .... "''. b:- Rl-P<.."R tn."-ulb 
not ... tHH\llL 1 h(." 1.'0\.':l· ;.!Cll1...." 111 /'uÍ\/Ollll"l!t1 

spp. c::\.h1hih:<l a doutil(." b~111d. lt , ..... l1kl.'l)o thdt 

thost.: ban<ls c...-1rrcsp1..1nd tn '"l' 111R".'-..:.-\. .... 
Pl.'lpUl.ation~ "' ith p1..1I) ;;.u .. h:11i111.: cli.1in:-. ¡\,..:at(."d in 
two ditlCn:nt p(1siti(.111s. In fa.:t. tli....- µ.(."110111i1....· 
scqucni.:c or thi-.;. Cul::f• ;.!t.!lll..." c"\.lllb1tt..·.._I thr1...·l.· 
p1..lssiblc putativc pl1l~adc11)- lati<'ll -.itL" .... in th1....· .";' 
11011-codin!-! rc!!i1..ll1. 

:\.11 additi ... )n;tl t.''- 1d1...·11..:-c f1'I th..: 11111.::IL"ar 
locali/alion anJ C"\.prc-.,....,lllll .._)f th ... : .._ 11\_.,11 ;1nd 
co\.·2h geth:""" i:-. 1..h:du..:(."d frn1n thci1· p:lttcrn .... "'r 
codun u11li/atinn. \\h1..:h ;tr1....· t:--p1..:;1! nf 11uch.:a1 
!:!Cncs frnrn the-..c al!!;lc Th1...·r1.: ¡...., a ....,j~nifi..:ant 

hia:-. in cach ..:01..hln fa1ni 1:--: thi-. i.... b1...·..:.ui....1..· 
triplcts that cnd in A are .... .:;1r..:..:I~ prt.:!">Cllt 111 
thcsc genera of algac t<.."1..llllh...'r .._•r ,J/ .. JlJXl>l. In 
addition. thc c.1..'11'1...'ncd poi_:.. ~u.kn)o btilHl :-.Í¡,!11al-. 
TCiT:\.:\ (Siltlo"". 19'-J8). pr·c~cnt in thi: \.;1:-.t 
n1ajori1" nf nuckar µ.1..:11'-·..., in thc 
chiant)-~io1nonad fantily. "'-"l'l-' flllltHl to"ard'.'-> 
thc 3 · c11d 1..'lf thc cD~/\ .... cqul'.'11..:1..·:-> .._,r .._·n\·:u and 
cox:h. 

l'r11nc11:1· _,o·ru·ture.' ol < '( )_\· 11..J 
c111el ( ""( ).\"" 11/J po/\pt:¡>JJde., e11.._·o,l.·.I /q· the 
CO\'~~!_ c.llld ~.Q_y_;_/!_ gcllc.'.\' <~f f.'!J/_J_/UllJ•'l/U '/'/' 1lll~f 
e·. reil~.bardtji. -

Tran:-.lati'"'" 1..1f th...: l )~:\ !'-1...'qlh:n..:c .... of 
thc cox:!a genes fro1n hnth alga(." pn.:dict a 
rnaturc CC):\: 11/\ pn.itcin ,lf 1-l I 1·L·sidu1...."'S 
( 16.:!23 Da for /'o/_\"/<J11n•l/o spp. and 16.5-13 Da 

fllr ( • reinhanlrii) 1 he alig.11n1c111 of tht.•st.: t'"º 
pn .... dictt.:d arnino acid .-.c..·qu1....·rn.:c.-.. rL·vcalcd an 
idl'.'nti1:"- t'f 72l~-u and a .... i1nilarit~ t)f 8)~/o 

( Fi:,!Un.• -1 ). lh,th ... cqlll."11..:c..· .... a\...,d c'hihit highcst 
-..i1nil.1rit:"- '' ith thc S-tcn11i11al p•1rtinn nf thc 
C< >)t..:-11 pol)p1.:pttde 1...•nt..'Pdl..!'d b) thc 
1nih11...·IH111dri.1l 1·,n-""' ~1..·1h: fr\1111 thc chh1nlphytc 
;d!.':1 /'rf!t111lte' ti \\ ¡, J.,·,-'1,111111 ( \\.lllff et ,1/ .• 

J lJlJ-l) ( .... ..:e l•'i:,!U n.· -1 J. ·11w 211 rc ... idut.·-....i rch.:ht.•s 
1,,, • .-~1t1..·d at tht..· C-1crnii11i or P-.-l. ·e l:X 11.-\. and Cr­
l.'< >-' 11:\.. hi!!-hl~ c1n11 .. :h1...·d in ch;1rgcd rc ... iducs. 
c"\.h1hikd hi!..!11 .... i1nilari1' hl.'t"'-"l..'ll thc1n. hut no 
.... i111ilarit:- '~ith ( ·l >:X .11 .... t...'qut.:n..:e"" frn1n /'. 
11·/, ·J....,•rlr,:n111. 1 ·:'..!11<1 111n~111~ 11/,11a ('?° fn.ltll othcr 

t..'r~.ini .... in.... 1 h1....·rt.·rp1 \...". th1 .... l11µhl:-- -Lhargcd C-
tc1111i11;d r...'"\.lc1i....inn ,,f .::o f1...." ... 1d111...· .... in thi.:-....c C"<)X 

11:\. l'l"l"'t1..·in.... "''-"Cllb ll1 he uniquc to 
chla1n~d,111h111ad al~a1...· 

lh1th ._-,,\.::¡, ~1...·11(.' .... ha'l'.' •'PL""ll rcading 
fr:unc .... that !'lt.:di....:t <·e ,:X llB prutcin-.. pf 153 
f(." .... 1dt11.."..., t\ll' hnlh al¡_!.;11...." 1 l 7 .~5lJ J)a for 
/',,h·r"m,·11.i "'l'P and l ~.:::'o l>a for e· 
r1.'tn/r,J1,f1n1 1 h1....· :dÍ¡_!.111111..:nt ,if thl.·:-.e t"'º 
p1(."d.11.:t1...·d .111111111 ;1..:id "·-'qt1c1h.:c .... ,.._...,...._~alcd :in 
id....-111it: \·!" x:-;" .. and :1 .... 11ndari1:-- (,f 92°é1. Bnth 
.... equL"n..:r...·.., c'..l1ibii: hq.d1L· .... t .... 11nilant)o "ith thc C-
tcr11u11al fra~111cnt \ti <.. ·< >.'\. 11 l..!'th.:1ltkLI h~ thc 
1n1h• ... li1..)udnal <-•)\_ ... ~..:n...: (i,•111 tli'-· Llih1n,ph)otc 
alµ.t /> H /, Á.t·rh,111111 ( \\ l,\ff ,•¡ u/.. J l)94) 

1Fii=,urt.• ..JL lh(." pr...-.._ti..:tcd p....,.(_'():\: llB and l.'r­
l'C >'.\: llH ..:nntain th1...· 1....·iµ.ht in,ariant rc~iducs 

li<)C....,Ftl l )t'l.I th;1t :1r..: h.nn\\11 tll he thc 
liµ.;111d.... t'f tlic b1nt11...:l\.::u ...:Pppi.:r t.::l'.'llh:r 
( 1 ~uh.ih;11·a ,·/u/. \99:'i). In •. :,,ntr·;i....t. th~· llr""t 43 
1...-~idu1..·" t'!' tht..: p11...·dll .. ·11..·.I pn..,tL·in.... highly 
l'.'IHll..'.lll.·d 111 ...:h;1r~...._·d n.:-..1dw .. : ..... ...-:-..hihit(."d high 

:-.i1111larit: h...._·t"\\l.:'c...:-n thl.'.' t""'' ...:hLun:--dt11nonad 
:--,(,."qt1~·1Kc"". but llP -.i1n1brit_:.. ''-ith CClX 11 
:-.cqlll'.'11..:....-~ frpn1 '-'t!H.."1 Pr~.1n1~1n .... Thi~ highly­
....:h:uµ_i.:d :--.:-11...·1·n1i11al .._-,tt..·11:-.i\•n \lf ·L' rcsiducs in 
P:-.-C( l.\: llB and l '1·-C( >:'\. llB .... C(."111:-. als1..' 1n b1...• 
uni1.Jlll.' h' /'11Í\ to1114·/l.i "PP· tllU/ < • r~·1nl1t1n/Jii. 

nc,c1tli1..·li:"""· 11 d1..'l."-.11·1 .... l.' .... ·n1 lll \.'ollft11·n1 tn a 

l.:(.Hl,c11ti\111al ;'\.l IS t:--.cc bcll"'- ). 
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\\'"'-• h.:td pn:vil.-lll ... I~ nhtaincd prot&:in 
seque ne e data fro111 thc rcgion nr a 
poly;:1cryla1nidt.: g.cl ...::ci1Tc-.,pP1u.ti11µ. tn a ~tain..:d 

protcin "ith a 11101'..·..:ular "cip.hl uf 
npproxirnatCI) 18.6 kl)a rtti.._ ~'"-·qth.:ui.:c 

corrc$pondt.:d 1,-.. thf..· prcdi..:ti.:J an1illt.\ ai.:id 
sr.:quc11~1..·s fr'-'111 bnth L·rl\~O and co\·:h µc1H ...... 
fro1n /'o~\'/rJtm._•1/.1 ~pp. lii\c-11 that thc pn:di..:h.:d 
111olccular '\'\(..'ighh ,,f thc 111atun.· C< lX 11/\ 
subunit is 16 . .22;; l)a and that llf tl11..• full lcn!-!-111 
CC>X 1 IB is 17.:;1 'l 1 ).1. it i.... li h.1 .. :I~ that thl.' b~md 
''e a11;1\:o- ~cd prf..·\ i1..lu~I:-- .. :0111:111\1.:..l lh'th 
subunits. J)ut: h1 thc pr"-·...,'--·11...:1..: ,1f nc" ...,l..·qut:n...:c .... 
in C<)X 11.\ :111d l '( lX llH th.1t .uc..· 1h1t pr1..· .... 1..·n1 
in othcr l°(l~ 11 .... 11hu1111 .... 11.'111 ••tl1cr '-'':.!.tlli-.111'. 
it '"¡'' 1ll.'C..:l..''-.,ar). l•l ~1-..~....-rt:1111 'l.\!11...:h -..1..·quc111.:1...·-.. 
pn:di..:tcd fr,1111 l·Hlth .... ,,\_\, .1nd L 1>\_ ... ¡, ~'--·111.: .... 

"en: pn.: .... clll in tlll.· 1n.1tu1..: l.l>>\. IJ..\ .1nd <_'(>>.: 
lll3 protc:ins. 1 h'-· 18.(l h.lJ:a hand '"•;1-.. J'llrill'--·d 
fro111 poi~ acr::- l:1111id..: ~e:!-.. ;111d ... uhi'--'•.:l1.:d t.' 

tryp~in digc:'.'>ti1.'ll and i !PI l- -....._·p:uati•'ll. 1 lle 
tryptk pn,dw.::t .... \\l..."l'L" 11.,;nk·d üfll•' l ll'I t · 

colun111s. and Sf.."\l..'1·~11 ,,f th1...· rc..· .... ultinf'. fr;i..:th1n-.. 
'-'C"rc '.'>llhJt:i..:tl.."d 11' a1n111<' tc:1111in:1\ -...1..·qul.·11 .. ·1..· 
analysi.... t...,..._.'--. ;\. lat1...·11.d-.. and '.\tctlH'd' 1 
Scqucn..:c.._ for b\lth 1>-..-t.·< l:\: IL\ and P-..-t '< ):\: 
llR ''-en: fnund. i11di..:;1tin~. lih." <.:••111i~1·ati1.1n .-¡' 

thL.'sl..· t\\1.l pn,tt.:in~ 111 t!ll..· 1 ~ h h.I>~• h.111d 1 h .... 
data ,,btainl..."d i-.. :--u1~111t.11 ih:~t in Fi~un.• 5 1 h ... : 
purific:d 18.(l kl)a ¡,...,_(__.( )"'\. 11 p\d.::-p..:ptid.._· 
als1..' ~ubjc...:tc:d h' c11d11l::--.111-l · d1:-!1...'-.th'll .1nd 
SDS-P:\(iJ' "lhc d1:;1...·...,tiPll patt1...·rn :;.1'1.1...0 1i-.c: t.1 
7 p1.."'l~ p1.!pti1.h: ..... ' ' itll appar...:11t 11\\l\c....:ul;u 111:1:---..1...·-. 
of 16.0. 15.0. l ~.::::. q_11. h.O. -:- O .111d -l:;. hD.1 
tdata ll''l slh-.."11) .. ·\11 - P•'l:-p..:pt11..h:°' '1.\.l.."lc.." 
suhjc-ctcd h1 l-:dn1a11 d....-µ.1adat11111 ~-t..:rmin~tl 

scqucnccs cPuld bi.: Phtai111...·d tui ali thL· 
cndolysin <._~-dcri\i.:d fra~111..:nh . ...:x..:q1t f,lr th'--· 
16.0 kDa pP1ypctidc. \\ hi...:h c'liibttL·d ~l blod .... cd 
N-tcnninus. Scvc1·al ,,, ...... f"1~1pp111t-!. :'.'>1...."qlll.."ll..:c-.. 
wcn: nbtaincd fl)r thl.." 1r::-p1i...: P''-'du..:h and fpr 
thc cndol)sin-C frag111c11h ,,f thc pn'll..'in. ·1 he 
ovcra11 data i~ M11111nari.1..:d in Fi:.!_nr1..· S . ..\ {l1ta 1 
of 15-l rc ... idlll:'.'> out llf tli..: 2'>.t n: ... idu1.:-.. 
prcdi~h.!d hy thc .._u.,_:., ~1nd l ,},::h ~..:nc-.. "ere.: 
idcntificd in th1...· 18.(, kD:i l':-.-C( ):\:. 11 
polypcptidc h~ d1rci.::t aminn :1..:1d ~cl.¡llcllcf..· 

anal~~i~. No ditfcn.:ncc ''ª~ fnund hc.:l\'l.ccn thc 
prcdi..:h:d '.">cqui:n..:cs and thc Sf..'(_1uc.:ncc~ 
,1htai11c:d h~ 1:d111ann dcµ.1·:1datic•11. \\'i.: t~u.:rt:f,1rc 

pH1posc that thc: 1..·,n.·;!,1 ,and L·u\,]h µl..•ncs c11..:t..1dc 
flll l\\.ll diffc:IClll lt.:~IOlb ,,f thl.." (_'( )~ 11 !-.Uhunit. 
C<lX JI,\, a ~-1crm111al pai-t 1-t \h.2:.:; Da. and 
('():\: llB. a C-tcnninal p:1n 11t" 17.219 l.>a. 
l l1f..·...,.._. l"l' pl1l:--P'--'Pti,k·-. .trl..· u11r'--. ...,,,J,cd h::­

SI )S-P r'\l i I· .. and r un \ll¡._!clht:r ~"' a hand "it h an 
app:tr'--·nt llh'l..:...:ular 1n:1-.,.... Pf l X.(, h.Da in 
dc11aturi11g µel.... In ;1dd1t l\HL thc (_ ( ):"\. IIB 
pPI:'.' ¡K·ptid..: t.."111..(llkd h: tl1.: L Cl\}/i !-,!.l.."l\C lllllSt 
h;t\.<....' a h\111 .. .:kL·d '.'-.:-tt..·11111111h ('.\lS:\.l>Kl)<_>L). 
-..11i..:c 11111:-- th1..· 
1 \.!'\ \\\ l)l lil 

1n;q1>1 '-.-tl.·1111i11.il .... ....-qucncc 
,., ( ( '~ ll \. 'l.\,h 1il.:l1... ... .:t1...".J b;. 

dtr"1..· ... ·1 ;11n11ll' tc1111111.tl -...._·q11cn,:t: :111:11:--..i .... 11f thc 

1 X tl h.lla p,1\::-pt..·p11<k tL11i...k1rl.·d to P\..'l)l; 
111c111htallt.:-.. l h1...· 7'..:-1t..·1111inal ... ._..qu...:11...:-'-' uf thc 
I' .... -<. ·{>X llB ";h 111...·\cr '-kt1...·...:t..:d. mu-..t p1·nhahl) 
du1...· tP tlil.." ,,, ..... ...,.._.11...:e 11! .1 hluckl...."d :---.;:-1.:nninu~. 

:-..ince thc P-..-(_.{)' llB ... ...._·qu'-·11...:e \\.a~ ~1htaincd 

.... 1~1ninµ ~\1 a111i1H1 .u.: id .\:-.p°"' 1•f1111c: ,1fthc tr)pti..: 
l1a~ml..·11t:-.. D-t)-l.-K. thi-. 111~hcat1..·.., that th1.: Ps­

c.. ·< ):\:_ llH pt,it...:111 d11c-.. 11111 IL1\I..' ;1 i..:l1..."a\;1hlc 
,¡ ¡.., 

!,1 ...:11;ltlr111 tli.11 p-..,.C<)X 11 i~ 

1....·1,11 .... 11tut1...·~I h~ l'l.\11 i11~lc..·1•'-·11,k111 (Hll:O-pt..•ptid..:~. 

th.._· puril-tl..·d ..:~t1•chn'lll<.' ,- 1•,1da-..c: ~''111pl1..", 1lf 
/'r1/1 tu111el/u "PI' 'l.\,1-.. -..uh_l'-'Ctl.·d tu l lPl.C 
-...:p.1r.1till11. :\ l' h.l l.1 pul;. pcptidc..· "':l';. -..t.."kdcd 
;111d ~ubje..:t..:d h' u·:-. p .... 1111.1;11"111 and 111as" 
-..,p.._·,.:tn,111ctr;. ;111.d:-- -..i.... 1111..." tr~ p:-.111ii"cÜ 
li-:t:,!lnt:nt-.. c:'hibitl..."d 111'1k·..:t1l:11 111;1-..,-..c..., that are 
altnP~t ident1cal 1,1 th.._.. th1...·11rc:ti..:al 111nlcct1l¡_)r 
111:1-...-..t..: ... 1..."7'.pe..:t..:d fl--ir 1•-..-(·l ):\:. llB. ª" .... lh.-1"11 in 
Tahh.~ t. 

Thc '-'' i.:rall dat.1 prcLli..;t t·wo 
11''1::-pc:ptidc~ (,f \-41 and l :'.1 n:sidui.:s. "hich 
"1.'llld :1 ....... ..:111hlc togi.:tl11..:r· ThL' IH'r111al C()X 11 
.... ubunit c:-..hihit-.. t\\.n tr;in .... 111e111h1ant: "trct..:hcs. 
and a hydn.lph~ li~ ri.:µinn "ith thc.: .,;'--'nsc.:nsu.., 
cnppt:r hinding -..ite. 11:--dn,path;. protllt.." 
anal~.,..¡ ..... 1.:arri'-·d lHll "-llh thc "'-'pPs-c.:d 11 
atµ,.,rith111 and \\ ith dift'crcnt -....:ak·-... p1·cdkted 
1"1..' cb ........ i..:al tran:-.1nc.:1nbrant: .... trc:t...::IH..~s fl.,r thc 
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COX llA polyp'-•ptidc-. f11.:1111 b,llh alg;u.: (d;tta 
not sho""'ll). This su!!gc::-.t:-. a :-.trudurc: :-.i111ilar td 
thc onc dctcn11inc . ."d h)- X-r~I)- ~r)- 'talln~r;.1ph)- nf 
thc bactcrial and 111a11m1.tlia11 (."():'\: 11 -.uhunih 
(lwata et al.. l9l>:": 1-..ul...ihar.i L'I ,,¡. JtltJ{,) \\c 
hypoth..:si.1'-" that tlit.· 11111qlh.· \...·;uht1'~ -tcr111in.tl 
cxtcnsion c1f l"ll:X 11:\ 1n;1~ 111tr..·1.i....:t "1th lik· 
uniquc ~-tcr111111;d \..·,11..·11-..1\111 .1f lh\..· l.(>., IJH 
prntCill. rhi' i11l\..•1-.ll.."ll<lll 111.t~ .!...!Í\,C.' l l'l..º (tl {]¡\..• 

pn.1pcr as~c1nhl~ l•t" thl..· '"''' l'l l'- 11 -..uhu111t 
rcg.ions in thc nut1h ... -IH•ti..li 1.d i1111c1- 111\.."lllhr:tn\..· 
:\. 111odcl ha-.c:d ''11 thi:-. h~p,11Jic:...,1-.. 1-.. -..lhl\\ll in 
Fi~un.· (t. :\1...·c:,1rd111~ 111 thi-... 11h1dcl. 1'11....· l..'"'lrd 
loop fc1nnl..·d h~ th ... · 11111..·1.1\..·111•11 Pf th1..· ~­

h:nninal and l -IL·111111i.tl 1...·,11..·1i-.1 .. 11-... llPI 

dc..;crihc:d bt.:f111c f,,r .111~ ... 1d..,u1Ht ti ,,f 1>t'1l..·1 
cukal")oti~ pr,1k;u·;.11ti. . .: ,,,~¡111i-.11h. , ... 

topoh .. 1g.ic:all:-i di~tant fHnll thL" -..ill..· pf 111IL"r.11 . .:ta111 
of St.."'llublc l.:~ h•dlf-•lll\L. l.: ...... itli thL· l_'( ).\: 11 
suhunit. and i-.. th1....·t\:f.111..· th••11~'11 lll'f tl• 111tL·rf1....·r\..· 
'\Vith thc a~ti\. ll~ •'I thL· ... :;. t.•~fu,,nH: •. : t''id~t-.L" 

complc~. 

··t 
11zu.:l1..·t1r-t•ll1.<1,/.._"¡ .. :1!•:11111 11 ('t ,·1/11. hrr1111.._· , 

o\·ida.'i.l' /rt•111 ,·/:/,,.n1,i•>011111,1.i ,tf_t.:.•h' - l hL· 

prcdictt.:d p...,_('(l.'- 11\. 1• ... -t.1l:\ Jlll. l·1-t-1l:'\. 
11:\. and l'r-C( l:'\. llH l'JZ••:t..·11,..., \\L"f"l..' t1..· ... 1\..·d f,,, 
thcir h)drt..,plh•hi...: ... :l1:11a .... ·1L·1i ... ti....: ... ¡111d f1'1f. thL"ir· 

pn~siblc i111p1•rtab1lit;. inh• 111itt·~lh1thina. B1qh 
J>s-Co:\. IL\. .111d Cr-l ( •.\: IL\ pn1te111-.... 
conlaining. l""u putat1" e tr.1n:-.nH:111br;111t.: 
strctchcs. c:\.hibit1.:d 111c ... ,,h~ dn•plhlbicit;. 
pattcrn~ ~itnilar h1 1•tli1..·r l l J.\: 11 {h•l~pL•p1i1._k-.. 

fronl othcr nrgani-..1n-.. lhat .11c -.;.nth .... ·-..1.1\..'d in 
1nitochondri.1 ( d<1t:1 tHll :--.IH"''- 11) 

Ps-CC1:X llH .111d lt-lll:X llB. tli;tt 

contain no tra1hrnl..·tnl.,i·.111L· -...trl.."t....:h. 1.:':\.hibitl..·d 

vcry lo'" .:...11> and n!l''º'I ";liuc-.. a11d "-CíL" 
prcdictcd h1 hL" 1111p,,rkd rl..·ad1l~ i1111• 
111ito1.:hondna (data 1h1t :-.h'n' 111 7':c' l..Tth1..•lc:-.-... 
thc cxistc:ncc llf nulllt.'fllll' 11cgatn l..·1: 1....·haq;.cd 
a111ino acid-. did 11'1t ;dhn\ .a ....:k·;1r prL'"•ii .... ·11011 ni 
;i nlilncht"llll..lrial t:ll'~cti11µ. ... cqu1....·ni.:1....· rhi .... ¡.,, 
bc...:au'c tht:)- du lh•t IPl ll'"" tllL· 1n:1i11 
charactcristics nf :'\1 r-.; ... : tht.: paw .. .:ity lll a~idic 

rc.:-.idut.•s and ~1hund:111...;l..· 1)f ba•iic n:sidtu:s 
(C"lan .. b et aL llJ'J7). lh1..,,c..,cr. hnrn po~ition 
19 tn -t-l. thl..· N-ti.:rminal n:~ion of P:-.-CC)X llB 
pn:-....,c-..e-.. a p1._1-..itÍ\l..'I: i.:hargcd arnphiphilk 
alph.1-la:li' \\,ith :t li1ch l1:dn•plll1hit.: 1110111cnt 
tpll tr,1111 _:';.')8 111......, l:::) :u1d a \.\.."í)- h;.d1·oplHd'"lic 
Lt...:t.' 1fH11n -; ..:;¿;, t.i ti>:°") In ;a -..i111ílar "'ª)· th'-· 
'--t1...·r1111nal rq!Í••ll 111" Cr-l'C l.\: llB pt1..,~c~cs a 

p11tat1"t.' a1npl11plid1..: lit..·11' fn•n1 rc..,idw.:~ 1-1 to 
;:: ""1th ~di 1.111:!ill~ ll••lll 7.9:; t..1 8_9;:! anda 
h;.drdplh.1h1L' fac1.....· 1fr,1111 -~.70 h• (i.-l-l). lhc 
a111phiphili..:1t~ ¡..., 1..·-. ... e11tial t"11r thL· function of 
thl..º'L" -...\..•qucm ... ·'-·~ :i:--. '11 ~ (l<.ui-..t.• •'!al.. 1t)88) ... 

l>ISCl ·ss10-.;. 

< 'l fucltro111,· O\.J,/,l\e ,·11/Jlllll/ f/ i.\ 
¡n·c.'\\'ltl ti.\ !H o ¡•rolt'lll' 111 tite l.\u/aied' 0111¡1/ex 

from t·~.1/_111_)_111~·!/,1 .. ¡1¡1 - The c:\.i-..tt.~ncc nf CC1X 
JI in thc C:)-hl~hn1mc ,· u'ida-..c ~t1111plc:\. frnn1 
/'0J.11onh'llt1 :-.pp ""ª" 1..·" Í(k·ni..::l..'"d hy ~-tc.:rn1inal 
.;111d interna! 'l.."L)lll..'ll....:Ínµ. t•f a n.:gitu1 pf a 
P' ·I~ ;11..:r~ la1nidc _!-!-l...¡ i..:1 Hn_·..,p1111d in;; tn a 111as~ oJ 
1 S h ~1)~1 1111 ... h .1 n ... 1t;il-.J;. h'""'c1· apparcnt 
11111k-..:uL11 m;a ........ 1 .... ,iud~1..·d h~ ~DS-1':\CiE a:--. 
c••mp.trcd 111 2'1-1(1 h.l).1 :ea ..... t and 
111.111u11:d1.1n en/;. 1111..·-. \\ L" -..Ji,.,.,1..·d that thc 
!'u1H:tlllll ,,1 (_ ( >.'\: 111111111-. 1•r~d111 ... n1i~1;1kl..·11 h~ 
t ... ._,, ¡lf'Pll..'llh p.,, ... (_.l>.'\: 11·\ ;md P-..-C"fl:\: llB ,)f 
.... 11nil;11 app.1r1....·11t 11111kc11L11 rna-..-..c .... 111 SIJS­
p,\(if·: C< >:'\: 11 1 .... ...:P1bt.'n\...·d in l..'.:tod1rn111c t. 

t,.,fda!->C.:..., thrnu~hll11t tht.· ph)- l\11-!cnl.."liL' ~cak: 

al1•11.:;. \\. itli C< >:X 1 .111d ce >:X 111 it c11n.,.tilutcs 
1!11.: 1n.1i11 ... 11u...:tu1;d 1...·P1L· 1•t" tlic 1..:t11nplt.:x. 
< -~IPt:hn11111..· t '''1d.1-..c (1.•111 < · r.•u1h,u·,/ti1 h.t'.'­
bl...·cn puri til..·d and ¡,:i: t 1:111' ... -hara.....:tL"1-i?cd 
i ·\.ttcia. t 1>tJ.i: l~c11111•u11 ,·¡ ,,¡. 1 l)t)) l. In tho...,t: 
"\"l..urh.-. ... a!--+.:-' h.D.1 h.1nd 111 thi ... ptcparatiPn ..... a-.. 
i ... k11t1lit.·~i i11111lt11H1..:llcmi1..::1'l;. ;¡..; l ·< l::X 11. and 
-.....:-1L"1·1ni11al ..;1..·1._p11..·11..:1....· "' ;i-. \1btai111....·d. Tln.: larg.i.: 
d1fl".._·r1..·11~1..'-.. 1·l..'JlPT"lL'd t.11 ('{>:X 11 :-.uhunits 
lhL'h""-'l..'.11 J.t :" a11d IX.(1 h.l>a1 L"'cn1pli( .... thc 
.._ti!"k1l..·n..:\..·-.. in 11h1h1lit:-. ,1f thl..·-..L· -..ubllnih in 
d1tt'c1t.·nt ..... l)'.'-..-1'\.til ... )--..IL"llh 111 add1ti1)11. thc.: 
d~1ta -..11~~c.:-..1 til;1t th ... · 111111i111t11n unit of 
C)-t11...:hf\11lll..." e P'-.1tL1...,c. 1 1...· .. th1...· c:11111pk·' fonncd 
h: {_"():'\'. l. ("(_ ):'\: 11. and (_"(>X 111. ¡~ C(.H)S(,:f'"' cd 
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all .ih.)ng thc ph=-- ll1gcnc:1ic si.:alc ( Sara~h..·. 19'>0 ). 
i11ch1din~ thosc: or~anis1ns that (Í\l 11tt1 cnntain 
thc cox.,:'~¡u1d co,·3 ~enes i11 th'-."i1· nllD!\:.-\s. 

("(J.\· 11 Ú llllL"/t.•1/r l'lll.."Od,·d 111 

thc algac '~l t'1t.• J,11111/_1· ( ·1¡10111yd, 1111< JJ1a, /,1t:cae 
This '"-"'rh. t.k~crib'""•-:. th'-.· st:qucncc-. llf ·l ne\\. 
gcnt.•s nf tht.· 1.-·o\·~ t:1111il~. bt:lllll;!tng hl t\.Hl 

chlann·<.h.1111n11ad all!al..". rh(.· e.ene~ <"(}\",:,, and 
cox.2b-fron1 l'ol_1·ton~,·!lt1 'PP· ~~nd C · r,·111hardtti 
·wcn.: f1..1un~ tu h~ 11t1clcar-lrn.:ali.?:'"""d. a-.. 
cvid..:111..·t.·d b~ ,,iuthcrn blut Ji_:.. hr idi/~llilHl 
(FiJ.!un.· 3 ). a lii;i-.cd ..:l)dnn u-..~1.:-:.1...· 1_:.. p1..:.d l)I 
nuck·ar-ll1 ... :al1/cd µ.\..·111. .. ·-.. in .._·hl.11n;d,l11h•11~11..t 

al,g.a'""· a11.J th\..· pr1..•-..1...·11..:-c: llf ;1 p\d:.1de11:- L11i1111 
signa! 1 (i L·\.\ u-..uall:- f~ntnd 111 1Ji1.: n1i. .. ·k·~11-

locali.red gcm:-. o!" th ... • ..... 1...· .-d!-!a1...• 'Fi:.!un.· :! 1 
Scvcral ranial 11' •. .-rl.1ppi11!! -.L'"qw.:1i..:1..·-.. ,lf tht.:" 
cox2a and ~ll:\.~h !-!en1...·:-. frlllll < · r,·111'1.1rd111 

rcpon..:-d 111 thi-. ''tork ha1,,i.: h\..·r.:11 r1...-..:1...·111l:­
dcpl1sitc:d in thi.: E,pn .. ·-..-..1...·d ·1 ~l~'.-.!."-'•i "i1...·1..¡u1...·1H..:1.."' 
data hase (~\.,.~1111i/u .. ·t cJ/ ... Jl)lHJ; < •f•h-..111;111 .. ·'\ .. 
D;:n ic..,. J .. J--1,,.·der:-.pi1..·I. ~ .. l lani:-.. J'. 1 1...·frb, r1...·. 
P .. SilfhH.,,(~ .. Stc.:rn. D .• and '.'-ut/)-1...'.ki. H ... 
unpubli-.hi...·d r1..·:-.ult-. ). 

()tllcr c.'\.;1111pk·-.. l)r ft11l<..:t1tl11al µ.1...·111...• 
transf..:-r llfCfJ\._ ... ;!1...·111...•:-. lll thc nu~h:u-.. ha1,,1...· hel.'ll 
rcportcd in "'t.:' i.:ra 1 n11...·111h'-·r.., lif th1...· k·~11n111ah;ic 
f°;unil: (.-\danh. Jl)l)lJ). <>th"'"·r tll"_;.!;1111-..111-.. nlhl-.,1..· 
n1itu~lll111drial _;.!CflllJJlL'"S ha\.e h ... ·1...·11 ...:1•n1pleh.:l:­
scqut:ncc:d and la .... ·k thc 1..·11\·.,:' ~t:lll..'. ;ne the 
apicornple.'.an pn1h1/¡l~111 l'l~n1nr•il1111n 

_lá/cipanun ( 1-"1...·a,:..:111 t'I 11'.. 1qc¡:1 ;111d th1...· 
chlornph~ti...· al!-!a l't·d111011101111' 1J11111ir 1<.ir·a~ .. ·r 
al.. J()'>Xl lt i-.. lik1...·I:- th.tt the:-.1..· ''r'....'.1111 ... 111-.. ma:­
h:.n e tran-.,fen·l.'"d th1..•ir co\~ !,!1...·111..· ... tu run.:k;u 
contn1l. 

(_'(J.\· 11 /\ e111.:ri./e,/ /•.1· tH·o .li\ll!l.._1 coul 
st!purate gc11e.1o 111 thl· ll/g,a.• <~! t/r(' /,1111ih· 
C~hlu111.nlo111011ada1..·eae - Thc ('()::\ 11 :-.uhunit" 
of bt>th Poh·1,wll'll,1 .... rp. :111d < · r.·111'1.rnlt11 

\\.ere found t\1 h~ cnc,idcd h~ t\.\•l d1:-.ti11..:t and 
scparatc geru.::-.: <-"º'-~" cncnt.Jc-.. th\..· :--...:-tcnninal 
pan of thc =--11hu11it. i11..:ludi11~ t\\\) putati' 1...· 
trans111embranc :-;tn.:h.:hes and th'-.· hi!!hl~ 

~onscr·vcd anl111;1til.'" 1·1...•µit111 tiH.C)\\'Y\\'SY. and 
co,·:?h e11C.:lldcs thc (>tcnninal part of 1hc .... une 
pol~p1..•ptide and lhc hi!!hly CllllScrvcd 
OC.)CSF( 1:1.)L"(i -:.ig.naturc that ..:on .... titutcs 1hc 
con:-.cnsu"i hinding ~i11...· of thc hinuclc:tr coppcr 
ccntc1· i11 CC>X JI ( 1 .... uh.ihara t'l al .. l<JtJ5). ·¡he 
dcdu~cd prirnar)' "'"-"l¡llL"l1Cl.".., of J>:-.-CC).\:. llA ¡1nd 
Cr-C<>X 11.·\. ;111d t..1f P.-..-("<>X llH and Cr-C<.>X 
llB. "l...'n .. · f1.H111d hl h1...· hnnll1IP1.!olb. No 
C\ idclll'.'1.." fllr tlJc r111...·-..c111...·1...• of hi_; .. !J~cr Jcn!!th 
mR~.-\...,. \.\a-., t"nund. tli;11 could ...,.UJ:!!!"-"...,.t ;1 
tra11spli1...·i11J:! 1111...·Lh:1ni-..111 gi' 111g ri'."-1..· to ¡1 laq.!L"r­
:-.i/t.." 1na1uri.: 111R~.-'\ that "'1.)tdd b1...· trall~l.:ribcd 

i11t11 :1 túll-h:11~~1h ( ., l' 11 -..11b11nit. \\ 1...· ..:•'11...:ludl.'" 
tli.1t tlie to\_ .. " .1n.! ,.,,,_ ... ¡, ;...'\.."ll1..."" en .... 1.1d,.: -.,eparatc 
f"L",¡!ll111-. ,11 tli1...· ...:hJ.u11:-d,11111l!1ad <."<>X 11. 
1 hL'"r1...·f~lJ1...·. \\.._. -..11~;..'1...·-..t th;it 111 tlil..!'-..1.." al!.!al..". thc 

(. '< J:\: 11 -.,uhu111t 1--. 1..·11 ..... ·Pdl.."d h~ l\1o1• g.cn..::-.. 
-..:-11th1..·-..1/1...·d ~1:-. l\\1) 111d1...·pL'"1llk·11t pPl_:..pep1idc ..... 
1111p111·11.."d ÍlllP 1nitt>• . ."lll111d1 i<1. ~111d a~..,l.·rubk·d in 
thi.: 111ill•chl)fldri;d 11111cr 1111.'"r11hra111...·. J hl..!' C< >X 
11:\ p1\•11...·i11 1,)t" chl.11n:-d1•11h111~1d al~a1...· \.'."lllllairi-.. a 
:'.11 1t.."-..idu1...· t.."'\.t1...·1hÍ1•11 hn1oard-.. tlu: ..: .. trbll,'\.)o­
t1...·ri11i11u ... tll.1t c'\.hihit-.. a l11~h dc11-.it\ nfchar~L"d 
arnitll• :1c1d-.. ~111d th;1t -..1..·1...:111:-. h• b.i.: uniqth.:~ to 
tli1...·-..c :d;..'.al...". I '11...· < .< >:"\. lllJ p1.ll~p1...·ptit..k cn11t<1itl'• 
a -l-~ r1...·-..idt1L· 1..."'\.l\..'ll-..i,,11 in 1h1...· :11ni1111 11...·1·n1inth 
that al ... n c'\.l11hih a l11g/J dcu-..it;- nf d1:1r!:!L"d 
a111i11t• a...:íd-.. :111,l th;1t 1-.. ;1hl1 uniqui.: IP tl11...''.'ot.." 
:dµa1...· \\ ..... li:- p1'1!1t,; ... i/c that th\..·-..c t\\ll 

C'\.l\..•11-.,IPll.._ .11'-.• lll."1.."1..'-..-...11·:- hl fll<llllt;1i11 :111 

in11.:r;11...·til'll h1...·t\\1...·i.:11 tli1...· <. ·( >:'\ JJ..\ ~111d thc C<.JX 
11 B p\ iJ:- pcplit..k:-. i11 1111...· 11111cr 111itn..;l1Pndrial 
llll..."!lli"tJ·.1111...• 

1 hi.: pr1...·-..1...·11...:i.: tof .i µ.cn1..· di' idcd intu 
(\\1) ini.k·pendcntl)o tra11-..t.."rihL'"d r1..·adin!.! frarncs. 
11~1.., ~d:-..,1 hc.:l.'"11 lk·:-.cnhL'"d f\)r thc.: 111itudlllllt..irial 
lldd/ !!i.:111..:~ of ll•trol~1·111c11ll l'.t-rUur1111.,· and 
/'ura111t•1.:iun1 ,11,,-1.•!to ( 1'.dq\ i:-.t et al .• 2000). and 
fnr thc 1-ap1...·:-.1..·1...•d 111ito...:IK111drial !-!L'rl<.: l.'llCl•ding a 
homoln_;..!111..• pf tli1...· h;1ctcri.tl pr11ti.:in Ccl J ( l l~mda 
1...·t al.. J l)<)(J)_ ·1 hi-. d.tt.1 h;1s kJ th tll 
h:- p1lthc-..i/\.." 1h:1t h1o P irak·1K·1Hk·n1 c·u,·:!a and 
<:o\·_.,,, _:!L'"lh.:-.. alr1...·ad_:- L'".'\.Ístcd in the 
111ih1.;l11•nd1·i;1I ;.!l..'IHllllC tlf th(.· CllllHlllHl anc.:cstt.1r 
of chl•un~dt.•llh•n:td al~ae. and tliat thcse genes 
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Thc firsl -l.1 n.~-.id111...·:-. 111 tli1...· p1t:di..:11:d 
Ps~Cl)X IJB and Cr·-(º(l.:\': JIB 1,..·nc,1lh.·d h.\ th1...· 
co,·2h gt:-ncs. al1lu1u~h 1...·,hibit111}! hiµh 
sirnilarity hctv~1...·1...·11 th..:111. -..110\' "'' -..i111iLu-it~ 
\Vith nthcr J...rHn\"11 <.."'(>X 11 scqucncc-..: th1...·fl.:fp11,..· 
thcy sccn1 to hc u111qt11...• 1ll thc chl~t1n~d,1111n11ad 
algac. ."\l1huu!!h th1...· ,,,.._.,·;di ;.111111111 .h..:id 
COl1lf'H.'lsitillf1 i~ lhll appn,pn.ih: li.11· a \.·l..:ar 
prcdictic1n 1..lf a :'\11 S. Íl ¡..., ptt-..-..1hk· tliat th1,..· .i ~ 

strctch rna~ functil•ll ;h ;1 11,111-1...·l1.::n.;1hk \1"1 S. 
"hich rc1n;.1in~ asan i1ll1,..·~ral p:11t ,,f tlK n1;1tt111...· 
CC)X 11 subunit aft1...·r irnp,H"t and a-..-..l.·111hl:-.. ;i'.'­

\V;1s shi.1\\ n fn,111 dir1...·.._·1 -..1,..·quL·11..:l.· , ,j" 1 ript ii..: 
fragnh.'111' ,,f tln .. · !'-..-( ·1 l:'\,ff \\·,.: Ji;. p••th .... ·-..1/ ..... 

that thc C< lX llH p,11~ p .... ·p1id1.."-.. !ll~t~ b-..· 
ilnportcd d1rc..:tl~ 111!1• 1lie 1111h1..:lh•11dri.1I 
intcnnc1nbra111,..· -..pa....:l.·. ;1-.. d .... ·-....:111'L·d f,•r -..nfuhk· 

cytochrnrnc (.' 

rhc p!.l."-..l.'tlt '-\ l1r·h, -.,ll~~l.·-....t-.. .1 fl¡ '' L'J 
stratc!!~ u1il1/..:d h~ d1b1n:d,•11\\•11.id .1l~;lL' th:1t 
afh.H•d:d fun..:tinnal tran:-.tt.·r l•J .1 1111tu....:hPth.l1·i;d 
!!c...·nc~ tn thc 11u~lc1i-.. lt 111,l•h. .... ·-.. 111..._- d1' ¡....,¡,,11 ,,, 

thc original ~en..: inlo I"'-•' ll\.'\'- and ........ ·p:u-;itc 

gene:-. that 1,..·11¡_:-.._1dc: {\\•) i1h.k·pl.·ni.h...·111 prnti.:111-.. 
Thc l(l\\" h~ dn 'flhPhil.'.11: r.ira1nc...·tl."f"-.. e,h ih1t1,..•d 
hy thc pn ... t1,..•111 1,.."lli.'.'1•lkd h:-. 1!11...· ,.,.\:h :..:.c11L· 111;1~ 

grcatl). f"'.;.1..:ilita[L• lhl.·1r i111p11rt 111t.) 1n1T1•d1•111dri~1 

In addition. tht: prc~t..·11..:c...· lll u111quL· ;111d l11~hl:-­

chargcd ~cquc...·nL·c~ in lht..· ( ·-tc...-r1111111i-.. 1)f tht..· 
polypcptidc l."'ll~1)lkd b~ tlll.· ._·rn·_ ... ,, g.t.·n .... · a11d 111 

thc N-tcnninu':> of thc lh•I;. pcpt id(.'" (.'"fl..:t.•dcd h~ 

thc cox~h gt:nL·. ~11ppt--.rf' thc h;. pl•lhc:-.i-.. t.•f an 
inh.!racti1,..'lll of thC~t..' f\\l' hL0 lcn1dÍJllt.0 i-i.._: J1t"t.•!t..•i11-.. 
in thc inncr mitt.KhPndn:il 111t..·mhr;mt: th;it .!;!Í\t.' 
risc to a fully-fu1Ktll111al («>.'\\:JI -..11hu11it. 

l\lATEHIALS A:"I> :\IETllOl>S 

.\"1rc1i11 a11d '-·1d111rl" con,/111011.' 

I'o/\·10111el/a spp. ( 198.XO. F.Ci. Pring...;ht.~i111) 

fro.=i1 thc Sainmlun~ \un .. \lg.cnh.uhLII"Cll 
(Gotting.t:n. CJ(.!rman:). ''-d' !!nH\ll ~1s 

prcviously dcscrihcd C(iuti0rTe/:-( 'irh's l'/ al .. 
199--1). 

P11r~/ic.1/1011 t~l 1 yt11chro11h' e o\·ida.\e 
anti ¡1rn1<•111 det<•r111i11,111011. -C) tochro1nc e 

ll:....ida:-.c fnun /'o/\'/0111ell11 'PP- wa...; nhtai11cd a~ 
p1·c\ lllll~I: úc-.crih .... ·d ( l't..~n:l'-;\.1artínc/: el al .. 
2000). Pn1tcin ''"ª" i.kterrnirn.:d it" dc~cribccJ by 
~tarh.\\1.:ll et al. ( jl)/8). 

l'oh·ucryl.1111ul.· g,·/ e/;·, ·1rn¡1hnre.•oi.\·.­

l'nl~ ;1cr~ lamidc ~el ch.:..:lrnphon.:-.i"> \\·as 
Jll.."1 l~\flncd .i-.. in Sch~t;.!!!1,.."1· .·t ,,¡ ( 1 ()86), usin!! 
1 .2 111111 thid ... '.-.lah !!el-. ( 1 hº ;> a....:r) la1nide). Cicls 

\'-Cll.." fl,cd and ... t.1i11t:d a-.. dc'-....:ribcd in thc samc 
, .. • •rh .-\pp¡ff1,..·11t ntl iJ .... ·1..:11 l;u- 111a-.-..1..·~ , .. ere 
..:.1kul.1h.·d h:i-..t.·d 1111 tli1..· 1 .... ·¡111rtcd appotrcnt 
rn.,k....:ul.u 111a-.. ... c-.. t'f h.i\ inc.: ...:~ tP....:hrl.11nc ,. 
,,,ida-..L· 1t';1pald1 1'/ ,¡/ l98S). For lr)ptic 
dí~t..·.,tin11 a11:d~ :-.i-... gcl-.. \'-Cf1,..· ~taincd "'" ith 
:\1111,iP Bl.h .. J... ;ind till..' p-11~ pc...·ptidt..· uf intcr-..·~t 

,\.h .._.,....:1-.. ...... l fn•nl 1'1 .... · µel 

:,;l'•/l11·11 ... ·1ng ,,1 ,11/1111111' h1· /:ºc./111a11 

,/,·.:..:1·,1.l.111u11 - 1 hL· h1)lalh•l1 Pf p,)f~pcptidcs for 
~·-tc...·1111111:11 -..1,..·qu-..·111...·in~ \';1-.. d1•11c a'.:'> prt:vinu-.;I~ 

d....--......:ribt..·d fliutiL~rrl.'/-<..1rl11-.. t'/ al .. )9'-)4). ~­

t..:rn1111al ... cquc...·1H.:i11µ ""' ... ~arricd 11t1t on an 
:\pplil..'d Bi.t-..: -.1c111-.. Scqucni.:cr <ll thc 
J_ah ... 1r;1hHt1..' dL· \.11..:r11-..1..~qllt.."fl>¡.';1µc de-.. PnH-..~inc!'-. 

l11-..111u1 P:i-..1<.:11r. Pari-.. 1 l·r:arh.:'-·1 

/r\j''/1/11/t.\/\ ,111,f .\t'1/ll•'f1C<' <lfhlft·.\t.\ f~/ 

¡1uh¡'1}'ft,/1·' ·\ IS fl h,().1 p••l:pepti<lc ''"ªs 
puritlc.:-d tr<llll p1tl~.1<. ... ·r·~ bmidt..· i;eb and 
:-.uhj1...·L·tcd ti• tr~pti..: di~....--..ti .. 111. I he tryptic 
pr1'dn ... ·t.... \\l."fl." li1;1d1..."d i11111 t\\1) dif!L·n:nt llPLC 
..:ul111111i-.. IH-.... \1·-t.·l·l ;111d llF.-\L-CIX. From 
Titl.· I>F .. \1--CIX 111'1 e ~·'llllllll _::;,:: rnain pcaJ....s 
"t..·1 .... ·1c...·-..,·hL·d J>caJ...-...L-.<>.10. JI. 13~ l·L 17. 
: J. :.::-. :.~. _:.:_ .::- 11 ... ~ J ;t11d 12 l IHllnhercd 

pn1~rc:-.'.-oi'l..."I). in thl..' l'rt.kr pf clutinnJ '\\ere 
'.'-UbJcCtt.·d t•' arnillll tl."rrni11;d ~cqt11.."IH;e analysis. 
J·n•1n thc IJEAE-Cl·l llPl .. l' Cl1J1111111 IS pcaks 
"t.:rt: rcsoh l..'d. T" \'! tr~ pti1.: frag.rncnt~. pc.:lks 13 
and 1--L ''crc...• ~c-lcc!cd ft.ir ~-tcnninal scqucrn.;c 
anal~...,¡..., 

.\'ucll'ic: ac1t/, /Wt'/hll"•llio11 - Total DN.•\ 
<111d total B.NA from /'of\"lomella spp . .and e· .. 
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re111hurdtii \.\ere l'hlai111...·d pn .. "' itH1sJ:i-
dc'.'-.crib1...·d (PCn..·.t"-~1ar1in1...•/ ,., al. 2000) 

Scqth:ncing ''ª!'. i.:arricd nut h:o- thc K i11u111...•I 
Cam:t.•r Ccntcr J)N.r\ Scqu1...•ncin!! 1:~11..:ilit). 

Th1.."'1n;1~ Jcffi.::rsl'll Unhcr~ir) and ;ll thc l.1nidad 
<le Bi1..,lngia ~1nkcuJ¡11_ 111-.titutn de 1·1-.iofL,µ.1a 

Celular. lJN.:\l\1. ~t1...·~i..:l1 

("/011il1g tlll1/ ·'•-./Utº'1t. 111.t! o/ !lit' ,.,,,·:}h 
gt'llt.' _lro111 /_'o/_) /0111,•//,1 ·'!'!' · ( Jl..."lltlfni..: 
l'oh·10111c:ll.1 '.'>Jlp. ,.,,,._.,¡, fr.q.!11\1..'lll v1.a:-. ~1111pl1tl1...·d 

b~ PCR u-.111~ l\\tl d1..·;..!1:1H.:1·~111..· 

ch:<."'~)L)ligtlfllti.. .. ·k•t)tidc ..... 1 he fi ...... t t'lfl1.." \\~a... h~1,cd 

1..ln thc intenta! ,1..·qu1..·11..:1..• llf th1..· prl1t1,,.·111 

<..>DS!\TS<).·\<_l.\ ( 1 11 :"- t .\1 .·\ · < i) < i.·\fl' · 1 1 
t\Ci(C~Tl CiCcC· I l .-\t'(.-\· 11 .-\<.ó(l" 1 l 
Cr\(U--..A) <_iC(t"·· f) <'·\(.·\·(i) ti -3·. lh1..· 

SCCtJTHJ OllC \\a-. ba ...... :d tlll tht.-• i1111..·n1al -.1..•qucllL'I.." 

tlf 1hc pn.1tcin :\1J),.\li'<il{l 7'(.,l íBI) 5"-l"<i 
(G...,....ArrT (C•TL·\.·\ (·\•li)l'(j (.\·JICC 

(i\+T)CiG C·\tti>:'\I 1.-\•<i)t1l· 1.-\·(i)fl. 

CAT->'. Fc1r PCR arnplifi1..·,tt j,111. 1,11.d D'.'.." -\ 
\\a:-. 'k·nat1H1..·d ¡;.-,r 5 1111n .11 ''·l l .• 111d .... 11h1l.· .. t1.:~I 

to 3:5 C)Cks of J 111i11 d1.:11.1tur.11i,,11 .11 "l l·. l 
1ni11 an1u:ali11~ ;Jt 50 l ·. ;111d J 111111 1.."'t1..•1h1t•n .u 
72'-'L'. rhc r1...''.'-lllf111~ _";()() hp pr 11dt1<.:t i.:11111~1111i11~ 

thc ..._,,,,:/! g.cr11. .. • ' 'ª' ...::l1•1H.:d 111 p\.11 )'.'-. hlt1l> 1 
(.•\n11..·r,Jta111) ...;nuth1..·:11 hl,1t .11:.il: ,¡ .... \\ ith t••t.d 
D~A frl,111 /'o/\10111t·f/,1 .... pp d1~l·..,11..·d "1tli ¡•,,¡ 
"as ...::;11Til.."d , Htl and :1 .: h. h 1-.~1nd "".1 .... i.h..·111 !l i ..... ~l 
ancr pn)hin!! \\ith tli1...· ~!111 bp IJ.l;..!lllL'llt 

Po~,·10111ella J)~ .. \ \\;1-. d1:!1..'-.,t1...·d "ith p,¡ 1 :111d. 

aficr a!!arn~c ge.:! ck·..:ln•pl111n: .... i ..... fra_!.!1111..·ni:-. ,,f 
appn'.'-imatcl~ .:J...h ''i.:11..· pu1·ifll.;"d :111d .;JlHJ1..·d 

into pBluc:-.cript \.CC[1'r 1111..., .... 1.1ed lih1ar~ "ª..., 
pn."lbl..."d \\:ith th1..• 30!1 hp fr:1_:..!!ll1...'11t le' itknti(' 
clt.lncs ...::ont.t111ing th1...· ,·,q_-..¡, _;!1..·111..· .\11 .... 1a11d~u-d 
mokcular hioll'lg) 1L.·ch11iqt11..·.., \\ t.:T1..· .i:-. lk-.t.:r·ihed 

(San1hrt .. hlk et al.. l 9~ 1 )) 

("/tJl/11/g tlfhl .\L'<j/ll'/h'JJl_t: Of flJL' 1._"(}\"::h 

c:/J.\'.-1 _/ro111 C!.._'1JJ01~~··N<_1.'/'I' - rl11..· ,·o\·.!h cD:"':\ 
scqtu:ncc frc•!ll /'oh !<•111,·//,1 ~PP \\ ;:i.... ,-..b1ai11cd 
\\ith 5· R:\CL-Pl"R (1 r~·l1111.i11 .. Jl)l>:;; lblllJ.! 

pri111l.!"rs ha:-.t.:d 1111 1111..· !:!Cfltll11Í~ ::'i:qucncc 
(lhlaincJ abtl\C. J·i1·~1 -.1rand el):".':\ kn1plalc~ 

\\en: prcpart.:d frorn 1-2 ~lg_ nf total R~A '\'\ ith 

~1-l\11.\' 1-cvc1·~1..· 11·a11 .... i.:ripl;1:-.c IÚllll PninH.:ga. 1\ 
pnl:i- di" lail "ª-" ;11._flkd I•) tlii.: ¿;• cnd of thc 
e f l'.'.: A "ith a t1..·n11 i11;d tr~111-.l\..·ra-.c fr-0111 
Budlrinµcr. J."1._H"\'\anJ pr1111i:r· "ªs oligo 
dT'adaptl.."r·: 5'-<iAl. 1c·c¡ ,·\<d C(ii\ Ct\T 
l '< ... \ 1 T !' IT 1 11 1 1 1 r ·1 1 r r l'-3'. ami 
rt.:\.1..·r~c prin11..·r <B2l ''ª .... ;;·- .. \(il · T<iT T"'TA 
.-\li.-\ CC..\ 1<.i:\ l' J 1 < _,. :\ 550 nt PCH. 

prl,,lu...::t "ª..., td1t.1i111..·d ;111d ..:J,11h:d inlo p(jE.\1-T 
1..·:1 ....... ( Ptl'lllC_;.!~11 

< º/011111;.: 011,/ '•"fllc"lh 111g r~f t.-r~-~· . .?__,_1 

._ /J_\ .. 1 dll.Í '--:<°!l•J/11/(. ''"fl1t"ll.._.,., 11/ f',d_1JullJ_t_~IJ!:.! 

'PP· - 1 h1..· el>,,\ -....:,¡i1"'"·111.:1..· 11f Th1...· /'uh"fnt11cl/a 

:-.pp. <.ut_,, ~1...·11..: 11bta111cd b~ PCR 
:11npliti ... ·ath111. Fir:-.t .... 1r~111d .:J)'."'-..',.\ tc.:rnplatcs 
\'\t.-'11..· p1cpar1..·d ff11111 1-2 P:--'- llf ltllal R'.·'\ \\ith 
'llf'L't .... cnpt 11 re\er .... L· t1.111-.c1-ipt:1<.,L" frnrn Giben 
HH.l :rnd h~ t1:-.i11g 11ligu d r atbptc..·r a-. thc fir·-.1 

-.11·and 1,,_·f>'-.; ·\ p1111l1..·1· \ • 11\_-..,, fl".1;,!lllClll "ª' 
arnpliti1..·d 11 .... 111~ t\\ t• di..:gc.:ncratc.: 

d1..•1._n,:i-1•l1g••llll..:k·t1!1de' l lil..' lir'I 11111..· \\a-. h~.i...1..·d 

•>ll the :111111i.1 t1...·1111i11.1I -.vqt1e111..-1...· 1•t" 111...:: rnl1!1...•in 
.\P\'.\\\"<JI <1 tl-·::1 ~·-<1.·\1<1·.-\1 Cil'1T·Cl 

c . .._ 1 1 • <" 1 c i 1 ( 1 ·t.· 1 c 1< .! ·r · t 1 1 e i<"i C:\(_j 

(. ( ¡ f" · ( j' ( i< 1- ... J !il." '"'-"·-·,111d jllh." ,._;¡..._ h;1 .... ed Pll 

lll'-.' 11111.."!11;11 ...._,,11 .... 1...·r, 1..·d -..:q111..·n~t.." 

t... 'd< i1 f1)\\ 'r \\ i H; 1 -<e '\ ( \-<1J-I ..\ t'C.-\ 
t l t 1 '.\·ti 1 J <, 1 \ · 1, • 1 1< ·e· 1.-\ • < ¡ ).-\·I 
1 \·<1;<1< ( _-;· '-1...·-..11..·,f l'l.R \.\,I' d1111.: \\ith 
,fL·;..'.:...·11L·1.111...· pr-11111..·1, h:i,t_·,f ,,u lite .1111i11n t1..·rr11inal 

,l.."qt1c11i..:1..· p( tlie rrPtein t)IJ'.'-..-\ I S().-\()A (F~): 
¿;;·_l._,\{i Ci.-\1 J ·C) JCiT·<'> tiC<T-•C) 
.-\c·11-CJ ll.j J ·CJC·'\Ci<iC1·1 ·C)C:\Ci ti->·. 
;111d l'll tlll..' inle111al ..;p11,1..·r, i.:d -.L·qucnc1,,.• 

P'-'l·:\l.JY..:; tHlt .:;;··<i\(.\·<i1 ·1 .. \(.·\--Ci) 
;\(ij:\·(11 :\li(:\·lll (1{"(,·\·<..11 .. \.-\( .. \"'(i) 
ti·\1:\·(1J (lli-.•· F1~r P<.'f{ ~1mrliticatinn. 

-.:1111pk, \\1..·r1...· d1..·11:1tt1n.'d lit! ~ 111i11 :al 94·~c.·. and 
-.uhj1...·t:11..·d lll 30 t:)'-·fc..-..._ ,,( .¡..:;; ~t:..: 1k·11aturatit111 at 

''·-l C. 1 min ~111111..·alin.:.: al _..::;,11 { ". and 2 min 
1.:"'t1..·11,i,1n at 7~:c .-\ :.':511111 prudu~t cnntainin!! 

a f1;1g1n1..·nt 11f tli1..· <"O\_ ... ,, !-!l.'111.." "';1..; l'htaincd and 
..;l,1111.:d llll\~ plrl·.\1-1 1..·.h) c!•nlllll..'!!~I). Thc 

ctunpk·h.· clJ;-...: .• \ ..,1._·qu1..·11..:1...· 1"11•111 th1..· 1'11/\"for11ella 

=-'PP- l·,n::., ~cn1...· '""ª' ••hl;ii111..·d \\itli 5·t,r J" 
f{.-'\Cl·.-PCH. ( Frt,hma11. Jlll)~) using. pri111c1·s 
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bascd on th~ 1..:f)~A ~L·q 1tL·111.:L· llbta incd ahlY\ L·. 

Für 3~ cnd cDNi\ ...:-lt.'11111;.!. tll1;."tl d J";adaptL•r· and 
primer F4: 5"-TCC T<."J \(·e·:\(".-\ l"l"(J Cl.:\ 
C'C'-.r \\ CrL" u-.L·t.L 1 l 'I , ... _ ..... ft...•d l't · 1.:.. a..J.tplt."f" ( 5'­
GAC TC<I .:\(if" ("(J\ t.·\I <."(i,\ -3º1 .u1d 
primer F5: :''"-:\.l" I .·\t" \ (_" f A.·\< il. A.-\<i ( · J"l" 
TCC CTCi-3" \\Crt.: u-.t...·d ·\ t>lllt n1 1,t.H. prtldut...·t 

coruaining. thl.." 3 · t...·nd t\f tiit...· ( 1n::,1 ..._·f)~_.\ ''ª' 
ohtairh .. •d. l-"l1r 5"-cnd t..."h111111~~- a Jhlf~(:\) tail ''ª' 
nu~chcd h.l ::;· t."1hf , .. 1111 t1..·nn111al u·.11i....h:r:1 .... t...· 

from Bc1cf11·in!-!t..."C". l-.11 l'CR .u11pl1li..:.1th"'ll 
primcrs BS. -5"-f"l".-\ (iti<i \ti.-\ (it"J l<i<.. 
·r-rA GTCi ·1 :\(1-3" ,, i1Ji ,.11µ1' d r .1d;1p11:1· .u1d 

B6.5"-TTCi<ilC1<1Ct1 \Ili /(1t1 1 \(1.-\l1l1-

3· \\ith ad.tptcr ft'1 1h: .... 1e~J Pt "!{ \\t.."lt...' 11 .... ed \ 
750 nt Pt.'R pn,d11d ''~1 ... ••bt:1111cd f{11th R.\Cl-
products "t."n.• ._:J¡111t.·d 1111'1 ptil-.\1-1 e;i....:--

t"Prornt.'~.z1.1. P1·in1t.·r-.. 1 (l_ ~ • -. \ -\ 1 < il · 1 <.·e i<. · 
CC.-\ CiCti 1 -\·l e-•· .ind H ....... _:;·.\.,\·\t.<. 1 
TC.~.·\ Ct\C .·\l "C l ·.-\ f" -\t 1< i e·_'· \\t.:rt." lht.·d t\l 

.;.trnpfi(v thc: úHllf"'kh.: 1,,.·f)'.°'\,,".\ 1 1 !" l/Jt...' < r•\_.,,¡ _;.!t."llt...' 

For PCR .z1n1pl1ti..:~1th'll. · •. 1111¡.,k·..., \\t:r .... • dt.·n;11l11"ed 
Ji...--.r 5 111in at 9.¡ ·( ·. <tlld .... 11h1t.· .... ·1"·d f<l ~o"-.:' ..._,i.._ • ..., uf 

-l:' 't..'C dcnattu·ati•'ll al •i ~ l ·• 1 111111 ;11Hlt.'dli11;_!. ;:11 
so·:c. and 2 ~ 1ni11 t.""t...'11...,l•l/l .11 ~: l, ·\ X:"O 

PC~R produ..:-t """ l'ht.111Jt..:d 

fllt." ,;.!t.'lll'lllh .. ." ....... ·q11~·11 ... ·1 • .' .. r 1h~· 

/
1u/_lto111t.·!l,1 'PP· ,.,,\_',: _:..:t.·11t.· \\;t·· t'ht;1ith.:d b~ 

PCR ampJífi •. :atil.111 '' i1li !lit..· .... ;11nt.· pnmt.·r·..., and 
co11ditio11:-; ust."d :ditn.t.· ,,, 1•b1:1111 tht.· .... ·l1111plt."tt..' 

cox::a cD'.-\ :_!t."llC . .-\ 1 '' KI., l't. ·i.:. pr1•dt1..:t \\:ts 

ohtaini:d. B,"lth ...:f)'-.,_.\ ;11hl _:..'.t.:1h11111..: ...,.._.quc1H.:c .... 

of tht.: Cl.Hllplt..·1i: ,·u\·::,1 ~t."llL" frPfll /'uh111111ellu 
spp. \\C:n.: cl1•nt.·d 111T1• p'.\HlS hluc-1 
(.-\1ncrsham ). 

( '/011111g ,111</ \o'{/lf•'llt IJl_t:. ol 1'1,· e/).\" 1 fJ/ 

the ~""..f!_r_;!J!. g.·ne o! < • r,·1n/!,n·,/t11 - Tht.• ~D~.-\ 

s~qucncc frnrn thc co\·_.,h g1..·11t.· "ª' oht:tint:d h:­
scrccning a ( · 1·,·111/Jurdtit 1..'.D:'\.'t\ lih.-~iry in 
i~gtlO (F1·an...-t.~11 :111d Falh. llJl.J2). f"ht.• 
Po~1·10111t!l/o ·'PI' _100 hp Pl "H. prt.Hluct 
currcspondin~ tP a pn!1i<>11 \lf lht.· .:;.~1h1111i..; 

cox.2h gene \\.as tJ:->t.•d a-., pr(lbc. ·1e11 pl.lSiti\c 
cJonc-s \\t.•rt.• l1htainc:d frPrll .:' ' 10

1 
pflr 

scn.:cncd. T''º dc.:(1~y(lligt111ucft.·,Hi1..k·~ ba~'-·d 011 

i.µ1 l O -.cqut.·nc1..:s \\t..'l"I.." li:--.1..·d tn idcntify thc 

l1'll!!1..·..,t Pl"'Siti\t.' t..:l,111e-. (!~11·\\anl: 5'- ACiC ,.\A(j 
I re· .:\(iC ('JCi Ci"I J' \_,\fi ·1 -3' ~1nd n.:\'cr~c:: 

:''-e J'J" ,.\Tll .-\<iT 1\·1 J IC r TCC ACi(j GT.-\ 
- ,.,_ Phaµt.· J)~,\ frp1n tht.' ..:l1111c 0.:1.1111.aining. thc 
laq.!t.·~t cDN.-\ \\.:1 ... ¡....,,1a1cd \\ith 1hc <}IAGEN 
1 :11111-,d.1 ~l111i Kir 

.-\ HAt. gt.·11c1rni...:- lihr~ir) fron1 e· 
r1·111'1.ir./fJi ( Lt..·feln J"t." ;:i11d ~iltlu\\. 1 <)C)C)) \\:tS 

.... cr·ecncd oH < it.•fh'fll'-" ~) '.'>lt.·111" u.., in!!ª"' prnbc thc 
< · r.·111lt.ird111 t:. o\·_.,h ..:1 )~.-\ ~t.·qt1t..'1H.'C: nhtaincd 
;lh\1\.t." rhrt..•e p{1-.iti\t...'' .... ·l1111t,;-.. \1...:rc l1htaincr..J 

.md pl.1-..1111d 1 >'-.',\ \\;h 11..,cd f,,,- dircc.:t 

....... ·qut.·n.._·in!! 1lf 1•1H.: "' 1!11...· ..:lo1nL'-.. 1 ht.: pri1ncrs 
u .... t.·d f~H" din:ct .... cquen ... ·i11g \\t.."rt.": .:' ·-( JAT GGA 
t · .-\ 1 · l ·t · _.\ < i .·\ < · < · rl i < i 1 f" t.:\< i < i-3. ~ 5'-GTC 
c... 11 <1:\<i c·1c .\<i< .. ·\l'<i <f .• \.-\ C(i-J": s·­
<"<i.·\ <iC:\ <iC:\ <iC.-\ li.:\Ci .-\C:\ ('TTGG-3'; 
:' ·-l ··1 .-\ C":\ 1 < iC J" C:\C < i( i.-\ < iCiT <IC:\ GC-
3 ": ::;·-l"f"J <iC'l l J(. ·\tic· .-\T·r CTT C,YJ 
C<ili-3": and :'"-ICI C1li:\ C.-\Ci Ci.-\<i :\CiC 
.-\CiC li lf I C-3· 

( ·,1r.,::.·:-...· un./ ·., .. ¡111·1i.·111;.: 1J/ ~_.,_,_-.;_:!_<_! 

1 /)_\".·l t111d .o..:e11n111/i.. \1'•/ll<'JI("{'.\ of (~. 

r1·111/r,1r.l11i - .·\ < · rl·111!1t1rdn1 ..:{):''<.-\ lihr·•tr) in 

/.~110 tl·r·.111...-C.:·11 .t11d l .i/i.... 1\J'l2) "ª~ -.cn.:l..."nc.:-d 
1i....i11µ. the /'uh tu1J1e//11 '!'!' S:'O hr J>CR prollLH.:t 
..:1lfTCSjl••lllfi11g 111 tl1t.· t.:f)."--,: .\ ,.,,,-:;"' _;.!t..."flt..•. Sc\Cll 

pthiti,1..· t.:h111t.·-.. \\t..."r1..· 11ht.1111 .... ·d t1d111 ~ '\. 10
1 pfu 

...,\..-rL"t..'11Ct.L f\\t• de\'':'.-\d1~··11u ... ·lc111ídt.."-. hascd nn 
;_µt!O -.;cquenct.•..., \\1...·1e 11...,t.·d 111 1dt.•n1if~ the 

¡\,11~1...· .... 1 p1P·1ti,.._· clnnc..., 11~11\1.;11·d· :''-.-\CIC :\AG 
1·1c .·\liC t."J(j íiJ J .\.\(, T-•· and rc\.t.Tsc: 

s·-c,. r 'n; . \< ¡ r '1 1 1t·1 1 t ·e \li<; GT.-\­
-;· l. Ph;1~e [)¡-.... -\ fr1•111 1/i.._· \..·J,1111.." .._·11ntai11inl-! thc 
l.1q.!t..."-.,1 cD'.'.'.·\ ,,;i..., i ..... 1l:itt.",I \\ith 1li1..: C..>l:\CiFN 
l.~1111hd;1 'fi111 Kit. 1 he 1...·11\·,:., _;,!L'l1t.: \\.as 
!'>llht...'.iPflt."d 1111,1 pBh1t...·..,i.:ript. 1 lit..· 5' cnd nf 
cD":\ w;i .... t..'tHnpktcd h~ H ... \(·¡-: PCR (thc 
pnnu.:r~ li...t.·d \\crc Pli;!P dT/ad:tptcr aniJ S'­
(-.\ .. \ TC:\ TCi<i CCI <i .. \Ci c·,.\ci TCi(f-:i". For 

Jlt.''lt..'d J>CR tite ad;1plcr p1·imcr and thc pri1nt..·r 
:''- Jll<i "f(j(J Tl".-\ (i(ll. t·c·:\ <11\Ci ('-3' \•-.c.:rc 
1i....cd. 
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s,·q11e11<.~e a1u.~~\ ·s1s /\. 1ih1\.'.lh111,fria 1 
targctin~ scqtu.·nccs \\ere: analy/.cd a11d 
pn:dictcd using :\.1ih,Pnlt 11 (Claro~. l'"J'J:;). 
including calcuLations ,,f h~ dn.,phohic llll'l111.."1ll 

(Jtl-f). Tite sarw.: pro~1·a111 ""'ª"" tl" .. cd to c~lk11l;t11..· 
thc scg.rncnts "' ith hil;-!h h1..:~il h~ ón1ph1 •bic it~ 
(<11>) in " di~tarH:c c,1111p1 i .... in,;.! 13 tu 17 
n:siducs. and thL" "h''"l I '"ª' \.·qi111;1t .. ·d h~ 
scanning. i.:a\.'.h .... cqt1t.·111.:'-' tt.'r a 111a,i1n11111 
a\crag.c h~ dn1plll1h1..: it~ lll\.';i-.un.·d in '' i11d11''..,. 
fro1n 60 h1 80 rL·~idw..·s and .t'\ '-·ra~irtg thL" \ ~ilu'-·..,. 

(Clan1s and \'1111.:c.:11..... l'>q(l¡ :\J,~r'-· 

hydn.'phnbicit~ s1.:ak·" \\L"I\." i111..·lutk·d tu r ... ·du..:i.._· 
thc pn...¡:-.ihilit~ ,,f hi.i-.. l'rut...·in tr·an .. 1111.:nli,1;1111..· 

:-,trctchi.:s \\en.· pr'-·d1'-·tt..·d u .... in;! th..: p1''!-!'·lln 
T0JPrcd 11 (Cl.:1r1''> ~llld "''ll llcij11'-·· ! 1>1J . .l1 
Thrcc <limcnsinnal .... tru...:turc flhHkllin!! 
c~1rri~d out usin!! S\\"ISS-:\H )Dl·:I. ({i111.:'\. and 
Pcitsch. 1997 ). 

/_)(lfO h<l\t' llCL"t'\\lt>I/ l/ltlll/.1'r\ - J"iJ\.• 
nuclcotidc ~c:q11c11cc~ J1..,...:11s .... t:d in thi:.. papcr 
,..,¡JI apr1..·ar in thi..· DDBJ·l:\.fHI. '(lc.:1h.:Ba11J... 
nuclcotidc .'>C:lJl11..·11i: ... • da1:1ha .... '-· und;,.·r· the 
accc:ssicin 1u111tbt..·rs Ar H1:;.o-x. .·\I 30.:'CJ-;"t.J. 
AF3050SO .. ·\F3n5:.:;4o r'\F.:Hl55-i t .. ·\F3fl:':'.L:. 
and :\F~055-.i:;. 

Thc author~ \\ ¡,h IP thank tn Dr:-.. Yun­
lu and T .. ·\. Ncubt.."rt (~i.:"' York l 111i\ cr:-.it~) f,,r 
his hclp in ntas~ spcc11-\hcop~ ~mal~ ... i:--. 1 >r .... 
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librar)-· of ( ·. reu1hurtltil. Dr. 1 .. C >n_say 1 l ~111dad 
de Biologí~ :\h1lecul<u·. 11-"C. l ":":\:\1) t~,1· lllt..· 

synthc:sis L,f \ari11t1..,. (1li~1111uck.-11ti,k ..... ~111d 

sc\·cr~1I collcagtl'-"' and f"C'>\ . ."iln.:h..:r~ "' IH1 hindl_:i. 
provi<lcd DN.·\ pn .. 1bc .... : f)r~ ·¡ 1). 1-,1:'\.. lClnncll 
L"ni\cr->it)o ). \.1 t i\.Jd .... 1.."'1111idt-("k111l\1111 

(Lni\er:-.it_'.1. nf (J!.!11C'\;1). 1-..lf. Jlani~ ~Duf.., .. : 
Unive1·sity ). J .D. Palmcr ( lnd1;111a l "ni\'-.,-...,¡¡~). 
and C.D. Siltlo" (lini'\cr:-.ity nf J\1i1111c~otaJ. 

Thc author~ are abo indchtcd to Drs. A. AUci;1 
tlFC. UNA:\·1). A. Cióntc;.ir-J>uyou (IFC. 
l !NA\1). and D.\\'. Krog111ann (Purdut.• 
l i11i\t:rsily) for crili<.:al fe' ic"" uf thc 
nwnu~cript. This ""ork ""a ....... upportcd by g.rants 
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LEGENDS TO FIGlJH.ES 

FJG UH.E 1. ,\'~1t.·r11ti11a/ ... ec¡u .. ·ncc ... o! .\"11h1111i1 ... · uf 1..'.l'lo<:hrot11t.' e_· oddtHe fro111 f!_p.fy!.ºUl~IÍ!!. 
spp.- N·tcnninal sc..•qm .. ·ncc.,. of tlu .. • ~9.h kl>a. 1 S.h J...Ua, and 1-l.5 kLJ;1 pnlypcptidcs. Thc n1i11or 
interna! scqucncc ohtaincd for thc l X.h kDa pnlypcptidc is also irulkatc..•d_ 

FJ(-;"lJH.E :?:. (it't1•' org,1111=.111r>11 u/ rlt.· .-f,,_:',1.111d c.:tn::!h .t.:'-"'"-'·'·~! clt/,111n.lo111011acl '''.l.!.'''-'· A) 
Overall structun: ofthc c.·o,·~,, el)~:\ fro1n /',,hru111t'l/1.1 "PP- and <~ n•111hardfli B) <>vcrall structurc 
of thc cox~h el)~.-'\ fi,,111 }'oh 111111<.·l/u -.pp and < · n•111hurd111 ·11u .. · intn1ns flllllH.J in thc 
corrc:sponding gt:1H1111ic ~i.:qu,·n~L· ,,f c..·;r..:ll ...:f)'.'-.:.-\ .irc .... 11'1,,n a-.. arrn"'· Put;1ti'c polyadc-n,ylation 
signals are indicatcd ~" hb~k bar ..... 1nd pu1.1tÍ\c '11 S ª' ... tripc"-1 ht,,c .... lliglil~ chargcd :-.cqucnccs 
uniquc hl thc chla111~d111nl111ad '"'"-~ g1..·1H: ... dl1..' 111,l1..._·a11..·d ;i""' lhHlcd ha1 .... ·1 he.: hiµ.hl~ ct'fl'crvcd rc~ions 
GRQ\\'Y\\"SY ¡~,, ... , 1 \_,.i ;ind l iC)t ·~1 1 1 1 11.. '1 f,q . , •\_~¡, ;111..· -.IH1"' n 

Fl(;l:l~E -'· /J..,·,.,,,.-:-.,.;•:./,,.,, _,l· ...:_,.,,.,., .:1 ,·"': . ...:!.·,"/'l. 1111. /,·,11·-f,,, ,1/1::,.,l 1111.I Jz11,...·1Hn1,tff1· 

,._,-prt.'.\,\t.'d in c/1',111n,/<Jn111ni1,/ ,¡/_-,_:,1t· Paru.·I .-\.. -:;o p:-: PI' t11l;d IJ,,.\ fn1111 l'1•1'1u1nel/a 'PP· and ('. 
rci11hard111 \'-C.:n.: l"lll1 in a {I -:'",, ag.lf"tl-.1..• ~el n:--..: \ bltl! .1naJ:---.i... Pfthc ... ;1111c ~el lra11-.f1.:rn.:d ll) a 11~ Ion 
nH!n1br.:mc.: and h:-- hridi.1"1..·d "' ith d1fk·11..·11t 11th .. -l1....";1r .111d rnih1..:IHlJH.111al p11,hc' i11Jicatcd ('ce tcx.t ). 
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Ci.'.Í.J~!..f.!!!h'/(a ·'!'!' ,111.I (' ,.,,111!:.11·,/1r: 11 :rit 11:,· t ·,J.\ // ,11/,u111/ 1•! /• Hh f.. .• .,-h.111111 .111,/ I" 1111_t:t11~·11/a(a 
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and {\\ n ch .. 1t~ indi...:~111..· ..,j1111 lar rc..· ... 1dt11..·.., \ hhr .... , 1,1t llllh u ... 1..·d: ( 'r 1 ( · r. ·n1'1111·, 111: l. ¡•, 1 ¡•, •h·tun1ella 
spp.). Pu·(/'. uit·J..,·r//,u11J11_ 1·,, t l 1111.~u!L u/,a,:1 l't1!;1l1'-1..· 11a11-.rnc111hra111..· -.111..·1..._-Ji,,_., a11..· indic..:atc.:d as 
gray hn,cs. Thc 1n1ddlc hlack har 111d1 ... :;1ti..·-... tlic..· "'L'i"'·11at1,1n 1•1 tlit..'" l '( l~ IL\ f'l11te111 prc..·di...:h.:d h~ thc 
cox~a gene. fron1 th1..• l"( l~ llB pn't1...·111 pr1..·d11.:t1..·d b~ thc ,·.,\.·.:h µ...:ne. 1 he hl;Kk tr·i:111µ.Jc indi._;atcs thc 
rnaturt..'" pn.llt.:in ~-r...·n11111.1l -.1..·quc..·11 ... ·..: d...-1e11111111..· • .I f1.•r ¡•..,-<..·< l.'.11 1 he..· li1~d1I~ -.·t1tht..'"l"\.Cd rcgit)ns 
G(R/H)C)\\.Y\\"SY fl1r· ( 11\_.,.1. ;111d < if.'l Sl i 1 1 ll ·1... !"111 •• n.:fi .\!"c..· 11tukrl1111..·d. 

FIGl;l~E 5 . . ')t'</lh'll<"•• ,11111/i·,1, ''' rl:,· 111.1111 flTf'llc fragnh'll/\ d,•r11·c·d ,fr11111 ¡ft,• ( '( J_\" //A and 

("()_\-ll/1¡1o~ipepthle.\ of f',,l_\1om.·!/,1 '/'/' H1P,c..·d rc..·~1t111· r1..·g.i1)f1S idc..·11titlc..·d h_'.'. :'-...-terminal ~cqucncc 
anal~sis of thc 18.6 kl>:i p1d~pcptid1..· ,,, 1..'_'.'.h,._·hrl11111...· <" •''id;1:-<c Bold-it~dii..: ...:liara ... ·ti.:rs: n.:'>ic..Jw .. :s 
idcntificd by ~-tcnninal ~c..·qut..'"ri...·I.." =111.d:-- ..,¡...__ 

FIGURE 6 . . \/ud ... ·/ _,uggl·..,¡111g ,, !'"·'"¡,¡,. 11111d.· of i111crac.:tio11 uf· ('<J.\" 11.-1 walt ('(J.\~ 1111 to 
co11.for111 the 111a11u·e ('()_\·JI s11h10111 o/ ,.¡,J,u111.lu111,,n11d olgae. Thís lll<ll..fel. dc.::->igni.:d 011 thc bnvinc 
thrcc.: dirnc:n~il111al :-.tru._:turl.' ••f tlii.: ("< >.\: 11 fr111n th ... · h11\.i111..• i.:11/.~lllt..'" u:-.i11,;,.". thc..· /'11/_1·10111el/a :-.pp. 
scqucncc. ~hll\.\:-0 a po ... ibk 111tc1~i..:1i.•11 hc..'l\\(..'\,!"fl 1111..· {\\\)ce).'\. 11 J"r·ag1llt..'"llh that l..'.tlll~titutc.: thc tnaturc 
C\JX JI ~ubunit in thc..· 1111H ... ·1· 1111111...:ll1111dri;d 1nl.'111h1;11lt..'". 
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TABLE l • . \la ..... .,,. ·'l'C'<:tro111c•fl~1- ,111a~1·.,·1_,. olt'1. .. : llh!for 1r_1¡>.,i11jra~111e11t.\·ji>r tlie ('-ter111i11al poprrion of 
tite C..~(J.\º JI s11h1111it. Expcrint\!'ntaJ \'alucs obraincd are cornparcd with the rnolcculur n1asscs for thc 
t sin frag111cnts rcdiclcd fro1n thc ,·o.l.2b gene. 

SEQVENCE OF TllE 1 ~·ilEáÍ~ETIC'AL_l __ EXPERIMENTAL 
TRYPTIC l'El'TIDE ;\lOLEClfLAH 1\JASS (Da) / ;\IOLECVLAH i\IASS Da 

AFLTEY\~-----¡----------;¡70.-12----------¡----- 970.448 
LVLl'TNTL\.R -- -··--------------Tl:'.s.n··-------¡----- 1125.649 

1 -¡~!'Q-1 \\'I ~-1·1 N R ---¡ ----- -------~~](J-:-~-s--· ------------r---------, 2 7Ó. 7Ó~-

[ 
... -·-;-:·-~---- -:--,-------- ;----~----- ---------·----,-----~---------- --·-¡------------.,--;-:.--..;--------l 

LL\·IASD\ ..... A\·ISLC.dK 1 _I0<,,47 _1 __ ,_17_ , 

L ~~ ~vt~~1St:'~5,~~~E~\~-:;:~ F~~--=-~=1HB{:~--~~=-=~~:=t_-=-~-=-=~m~I~~-=- _J 
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N-tenninal region ofthe Ps-COX JI subunit (cncodcd by thc cox2a gene): 

!EA P VA W Q L G F Q D S A T S Q A_~ A FO L H H O 1 F F F L L N T V V L 

V F Y F L Y H 1 A T K¡F H Y T WQ A L PE K¡L T H H TA 1 E V 1 W T V 1 P T 1 1 

V V L 1A1 P S L T LV Y A 1 OS H NO K¡P G L T V K!V 1 G R¡Q W Y W S Y E 

M H D H L Q H WL L O A O R_¡_L V A 1 A E K¡T 1 T K 

C-tcnninal n:g.ion ofth..: Ps-COX 11 subunit (cncodcd by thc cox2h gcnt:): 

M SAO K_¡_D Q L K~E Q L K¡A S P S F R¡A EL K¡D K"L K¡A AL L S KiV PA 

S Q PI Q Y N F D S Y M V T D V Q P G Q L RiM L E VD E R¡ L V L P T N T L 

V R¡L LV TA s D VI H s WA V p s L G 1 K" MD A I ~G R¡L Ñ-g I W_f- TI N 

lR':·'ª'-~ V F y G o e s E 1 e G A N H s F M p 1 V V E A 1 s p RJ_ A F L TE y V 

K''K¡WI O 

Figure 5 
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DISCUSIÓN 



1. Las subunidades 11 y 111 de la citocromo e oxidasa de Polytomel/a spp. 
están presentes en el complejo enzimático. 

En este traba¡o se obtuvo una preparación de cítocromo e ox1dasa del alga incolora 

Polytomelfa spp. Esta enzima tiene un espectro UV-v1sible caracteristíco de una c1tocromo 
e oxidasa tipo aa 3 Presenta tanto actividad de TMPD-ascorbato ox1dasa como de 
citocromo e oxidasa. y esta act1vrdad es abatida totalmente por los 1nh1b1dores clásicos 
cianuro de potasio y azrda de sodio En esta preparación es posible 1dentifrcar al menos 7 

subunidades como constituyentes de la c1tocron10 e oxrdasa con masas moleculares 
aparentes de 54 6. 29 6. 18 6. 14 5. 13 4, 10 8 y 9 6 kDa Adicionalmente se obtuvieron 

dos bandas de 80 O y 41 8 kDa que se consideraron contaminantes de la preparación. ya 
que están presentes en todas las fracciones obtenidas de la colun1na de 1ntercamb10 

ión1co Estas bandas no se estudiaron n1ás La banda de 54 6 kOa corresponde a la masa 
molecular de la subunidad 1 deducida de la secuencia del gen (Antaram1án y col 199•3). y 

en geles de pol1acnlamida tiene una n1rgrac16n s1n11/ar a fa que presenta la suburndad 1 de 

bovino. 

La subunidad JI se 1dentlf1có como una banda que n11gra con una masa molecular 

de 18.6 KDa cuando se corre en geles desnatural1zantes de pol1acn/an11da Este tamaño 
es mucho menor al esperado para otras subun1dades 11 (29-30 kOa) La 1dent1dad de esta 

banda se confirmó mediante la obtención de la secuencia de su extremo an11no terminal 
Asi mismo, fue posible obtener la secuencia de an11no.3c1dos de un fragmento interno de 

la proteina. Se sugrere que la menor masa molecular observada para esta banda se debe 
a que en realidad son dos las proteinas que conforman a Ja subunrdad 11 COXlla y 
COXllb. De la secuencia deducida de ambas proteinas a partir de los genes que las 

codifican. se espera que la masa molecular de COXlla sea de 16.241 Da. y la de COXllb 

sea de 16. 756 Da Esto sugiere que la resoluc1ón en los geles desnaturalrzantes de 

pol1acnlamrda no es suf1c1ente. y que an1bas proteínas ni1gran como una sola banda 

Por otro lado. la subun1dad 111 de Ja c1tocron10 e ox1dasa de Polytornc//a spp se 

1dent1ficó como una proteína de 29 6 kDa a través de una reacción cruzada con un 
anticuerpo monoclonal contra COXlll de Sacc/1aror11ycos cerev1s1ae En este caso, la 

masa molecular estimada corresponde a lo observado para otras COXlll. A continuación 
se obtuvo la secuencia del extremo amino terminal de Ja proteína Esta secuencia no 

mostró similitud con ninguna otra COXlll cuando se comparó en una base de datos. 
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2. Los genes que codifican para las subunidades 11 y 111 de la citocromo e 
oxidasa se transfirieron al núcleo en Palytarnella spp. y C. reinhardtii. 

Muchas de las proteinas de la m1tocondna provienen del ancestro endosimbionte 
bacteriano. pero ahora los genes que las cod1f1can residen en los cromosomas nucleares 

y no en el DNA mitocondrial La transferencra de genes mitocondriales al núcleo tiene una 
velocidad diferente entre las fan11llas de eucanotes. En el prot1sta Roc/Jnornas arnericana 
aún permanecen 97 genes cod1f1cados en el DNA m1tocondnal (Land y col 1997). 
mientras que en P/as111oci1ur11 falc1parurn sólo pern1anecen 5 (Feag1n y col. 1992) En 

algunos miembros de las algas Chlan1ydon1onadaceas se ha caracterizado su genoma 

mitocondrial (Michaelis y col 1990 Denovan-Wnght y col. 1998. Kroymann y Zetsche. 
1998 ) Una característica que presentan en con1ún es el pequer1o tamaño de sus 

genomas. entre 16 y 23 kb Estos genornas cod1f1can para solo 8 proteínas de la cadena 
respiratoria. Los genes que cod1f1can para las subunidades 11 y 111 de la c1tocromo e 
oxidasa son algunos de los genes que no están presentes en el DNA m1tocondrial. 
mientras que en la n1ayoria de los organ1sn1os estudiados a la fecha. estos genes 
permanecen en el genon1a m1tocondnal 

En este trabajo se tia demostrado que las proteinas COXll y COXlll se encuentran 
presentes en la c1tocron10 e oxrclasa de un niien1bro de la familia de las 
Chlamydomonadaceas. Polytonu"!lln spp Tan1b1én se den1ostró que tanto en este 
organismo con10 en C. rc111harclt11 los genes que las codifican han sido transferidos al 
genoma nuclear Algunas de las caracteristrcas que 1nd1can esta local1zac1ón son. 

(1) Uso de codones nuclear no n11tocondrial 
(ii) Adqu1sic1ón de posibles presecuenc1as que guían a las proteínas de regreso a 
la mitocondna 
(ii1) Adquis1c1ón de señales de pol1adenilación "TGTAA". presentes en la gran 
mayoria de los genes nucleares de las algas Chlamydomonadaceas (Silflow. 

1998). 
(iv) Presencia de 1ntrones de tipo nuclear 
{v) Es posible en Polytomclla spp o C. rcinhardtli separar electroforét1camente al 
DNA mitocondnal del nuclear en geles de agarosa. Cuando se hace un análisis 

tipo southern de estos geles. los genes que cod1f1can para las subunidades 11 y 111 
de la citocromo e ox1dasa dan señal exclusivamente con el ONA nuclear 

El gen que codifica para COXlll en P ;iytornella spp y C rcinhardtii predice una 

proteína madura de 272 residuos. con 7 cruces transn1embranales y una estructura similar 
a la observada para la COXlll de bovino ( Tsuk1hara. 1996) como se muestra en la figura 
2. 
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El gen cox3 predice la ex1stenc1a de una presecuencia de n11portac1ón de proteínas 

a la m1tocondria. Adicionalrnente, predice una proteina cuyas caracterist1cas h1drofóbicas 
han d1sn1inurdo cuando se coniparan con otras COXlll cod1f1cadas en el DNA m1tocondrial. 

Esta característica. asi corno la adqu1sicrón de una posible presecuenc1a. sugiere que son 
modificaciones que los genes sufneron para poder transferirse ex1tosarnente al núcleo. y 
para que las proteinas s1ntet1zadas en el c1tosol pudieran 1n1portarse e integrarse 
correctamente en la rnen1brana interna m1tocondnal 

Por otro lado. se encontró que la subun1dad 11 de Polytornella spp. y 
Chlan1ydomonas reinhardtli esta cod1f1cada por dos genes nucleares Nuestros resultados 
sugieren que estos genes se transcriben por separado y se traducen en dos proteínas 

diferentes El gen cox2a cod1f1ca para el extren10 an11no terrn1nal. los dos cruces 

transmernbranales y la región aron1.3t1ca conservada entre las COXll Adicionalmente, 
este gen predice una posrble presecuenc1a para d1ngH a la proteina hacia la ni1tocondna. 

También predice una pequeña extensión de 20 am1noac1dos en el extremo carboxilo 
terminal. Esta es una región que no se encuentra en otras COXll y que presenta una gran 

cantidad de residuos ácidos y básicos Por otra parte. el gen cox2b cod1f1ca para la región 
hidrofilica del extremo carbox1lo terminal. así como para los residuos que unen al Cu.-.. 

Este gen no predice una presecuenc1a caracter1st1ca pero predice una extensión muy 

polar de 43 residuos en el extre1no amino tern11nal Es una región que no se ha 

encontrado en ninguna otra COXJI reportada a la fecha. y que no se procesa como una 
presecuencia, sino que permanece en la proteina madura. La subunidad 11 puede estar 

formada por dos proteinas, en que COXlla se localiza en la membrana interna 
mitocondrial. n11entras que COXllb se localiza en el espacio intermembranal. Ambas 

proteínas podrian tener una interacción mediante las extensiones de aminoácidos 
predichas por cada gen 
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Figura 2. Modelo de la estructura de 1.1 subunid.:id 111 de lz¡ c!locrorno e oxidasa de Polyto1nella spp 

(B) comparada con Ja estructura cr:s~a!1na de la subun1daa 111 de ta crtocron10 e oxrdasa de bovino 

(A). Los cruces transmembranales de la COXlll de Polytornc!la spo que presentan diferencias 

importantes con bovino se indican con nUn1eros Se empleo e! programa Sw1ss-Model (Guex y 

Peitsch, 1997) para elaborar este mo:Jelo 
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La transferencia exitosa de genes mitocondnales al núcleo es un proceso activo 

que requiere de diversas etapas que se describen a continuación (Brennicke y col 1993): 

Salida de material günético de la n1itocondria. 

La información genética contenida en la n11tocondna puede transferirse en la forma 

de DNA o RNA Cuando se 1dent1f1can en el DNA transferido regiones 1ntergén1cas. 

intrones de tipo mitocondrial o regiones no transcritas. se asume que el 1ntermed1ano de la 
transferencia fue DNA (Sun y Call1s. 1993, Blanchard y Schmidt, 1995: Blanchard y 
Schmidt, 1996). Por otro lado. en ciertos casos. se sugiere que la transferencia se llevó a 
cabo con un 1ntermed1ano de RNA. cuando el gen nuclear se parece más al RNA 
mitocondnal editado que a la cop1.:i del gen en la rn1tocondna <Grohmann y col 1992: 
Covello y Gray. 1992) En este caso es necesaria una transcnpcrón reversa que podria 

llevarse a cabo dentro de la n1rtocondna o en el c1tosol El tamaño de los fragmentos 
transferidos al núcleo va desde 31 bp (81anchard y Schm1dt 1996) hasta 270 Kb Este 

último se 1dent1f1có en e! cron1oson1a 2 de Arab1dops1s t/1al1Dna. y representa el 73°/o de su 

genoma m1tocondrial (Lin y col 1999. Unseld y col 1997) No se conocen los 

mecanisnios de escape del RNA o DNA de las n11tocondnas. sin en1bargo, estudios en 

levadura 1nd1can que la frecuencia de escape de DNA depende de las cond1c1ones de 
crecimiento de las células con10 teniperatura y fuentes de carbono que pueden afectar la 
integridad y fluidez de las n1ernbranas rn1tocondnales ( Thorsness y Fax. 1990. Shafer y 
col.. 1999) Se han 1dent1f1cado proteínas localizadas en la n1embrana rnterna m1tocondnal 

cuya disfunción estrn1ula el escape de ONA de la mrtocondr1a. probablemente al afectar la 

función e integridad de esta 1 Thorsness y Fox 1993. Campbell y Thorsness. 1998) Un 

e;emplo es la proteína mitocondnal de 82 r..Oa Yn1e1p Esta presenta simd1tud con la 
proteina FtsH de Escl1encl11a col1 la cual part1c1pa en la forr11ac10n del septurn durante la 

división celular bacteriana (Thorness. PE y col 1993) Esta s1mi11tud sugiere que Yme1 p 
podría participar en la fusión yío en la d1v1s1ón niitocondnal 

En el caso de Jos genes C(T\20. C0\•2b y COlC'3 de Po/y/otnella spp y e !BlnhnrdfÍI, 

no es posible precisar s1 fue DNA o RNA el 1ntermed1ano de la transferencia No se ha 

demostrado que el gen n1rtocondnal que cod1f1ca para una posible transcnptasa reversa 

que únicamente esta presente en C 10111/1<.ucitu sea activo Esto sugiere que 

probablemente no participó en la trar.sferenc1a de estos genes en el ancestro común de 
las Cl1/amydo1nonas y Pol_vtonu:.dla spp En Chlatr1ycfor11onas no se ha demostrado la 

existencia de edición n1itocondnal de RNA observado con1únmente en plantas en que se 
cambia una C por U (Ste1nl1auser y col. 199g) Por otro lado. la fragmentación del gen 

cox2 en estas algas pudo haberse llevado a cabo en el DNA de la m1tocondna, 

previamente a su transferencia al nUcleo 
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Esto se apoya en la s1gu1ente ev1denc1a: se encontró que el genoma mitocondrial 
del alga clorof1ta Sccnctcsn1us obl1quus codifica únicamente para el gen cox2n. mientras 
que el gen cox2b esta ausente (Nedelcu y col .. 2000) La proteina predicha por cox2a de 
S. obliquus presenta un alto grado de conservación con COXlla de Polytomella spp. y C. 
reinhard/11. Este gen tan1bién predice una extensión en el extren10 carboxilo terminal, 
similar a la observada en las COXlla de Polytornalla spp y C 1c1nf1arclt11. aunque es más 
pequeña y tiene n1enos residuos cargados Estos datos sugieren que esta extensión 
proviene del gen n11tocondnal original Por otro lado estos resultados indican que. muy 

probablemente. primero se transf1nó el gen co·•:2/J al núcleo y posteriormente se transfirió 
el gen cox2n Es posible que el gen cox2b se transfiriera con mayor facilidad, ya que la 

proteina que cod1f1ca es altaniente h1drofilica. sin ningún cruce transmenibranal. mientras 
que cox2a cod1f1c3 p.:ira una proteina t11drofOb1ca con dos cruces transn1en1branales La 
fragmentación de un gen dentro de la n1!tocondr1a asi con10 la transcripción 
independiente de cada fragmento. t1a sido reportada prev1an1ente en otros organ1sn1os. 

adicionalmente a Jos genes cox2n y cox2b de estas algas En colza se encontró que un 
análogo del gen bacteriano que cod1f1ca para la proteina Ccl1 se encuentra d1v1d1do en 

dos fragmentos separados por 45 Kb que se transcriben independtenternente (Handa y 
col.. 1996) Por otro lado, Edqv1st y col (2000) encontraron que la proteina nad1 de 

Tetrahymena pyrdorrn1s y Par<Jr11cc1u111 éJure//a se encuentra cod1f1cada por dos genes que 
se transcriben 1ndepend1entemente. sin que se detecte un transcrito maduro mediante un 

procesamiento alternativo que incluya a an1bos genes 

Integración del DNA en los cron1osomas. 

Una vez que el rnatenal genético ha salido de la n11tocondria e ingresado al núcleo. 

éste puede ser integrado en algUn cromoson1a Estas secuencias se localizan 
generalmente en regiones no cod1f1cantes. con10 regiones 1ntergén1cas. intrones y 
telómeros. Sun y Callis ( 1993) proponen que la mtegrac1ón de DNA m1tocondrial en el 

nücleo se lleva a cabo n1ed1ante recornb1nac1ón no homóloga sin que haya 
complementariedad entre los extremos del DNA m1tocondnal integrado y el cron1osomal. 
Por otro lado. Ricchett1 y col ( 1999) proponen un mecanismo por el cual los fragmentos 

de DNA m1tocondnal pueden transferirse a los cromoson1as de levadura durante la 
reparación de rupturas de doble hebra mediante recombmac1ón por complementariedad 

de bases muy l1m1tada ( 1-4 nt) Esta observación también fue hecha por Blanchard 'J 

Schmidt (1996) 
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Activación del gen transferido. 

A continuación es in1portante que el gen m1tocondrial pueda adquirir las 
características necesarias para su correcta expresión y regulación en su nueva 
localización. Entre otras cosas, el gen integrado debe can1b1ar su uso de codones, adquirir 
regiones pron1otoras. señales de pohadenilac1ón y s1t1os de unión a nbosomas 

Adicionalmente. la proteina debe adquirir tanto una presecuenc1a que la guíe de 
regreso a la m1tocondna. asi con10 las características polares necesarias para que pueda 
adquirir la conformac16n adecuada durante su translocac1on a través de las men1branas 

mitocondriales 

La adqu1s1c1on de presecuenc1as n11tocondnates pudo ocurrir con la part1c1pac1ón 
conjunta de vanos mecanismos (i) Las l\.-1TS pueden generarse n1ed1ante la acumulación 

de mutaciones puntuales en Ja región s· no traducida del gen transferido. o incluso, en la 

región que cod1f1ca para el extren10 amino tern11nal de la proteína n1adura Vassarotti y col. 

(1987) demostraron que la subunidad I' de la F--ATPasa de levadura puede restaurar su 

importación a la m1tocondna n1ed1ante niutac1ones puntuales en SL1 extremo an1ino 
terminal cuando se ha elin11nado art1f1c1aln1ente su presecuenc1a (ii) El ongen de tas 

presecuenc1as pueden deberse al recan1b10 de exones. se sugiere que en algunas 
ocasiones los 1ntrones pueden funcionar con10 s1t1os de recon1b1nac1on 1legit1n1a. dando 
lugar a genes nuevos forn1ados por exones provenientes de otros genes (Stoltzfus y col.. 

1994) Un ejemplo es el apoc1tocromo e, de papa. en el que se encontró que la parte de la 
presecuenc1a que d1nge a la proteina a la n11tocondr13 proviene de los tres primeros 
exones de la gliceraldehido 3 fosfoto desh1drogenzis~ c1tcso!1ca (Long y col 1996) Otro 

ejemplo es la COXll de algunas leguminosas. en la que se observa que la presecuencia 
adquirida se separa de la proteina n1adura por un 1ntrón ( Nugent y Paln1er. 1991, Covello 
y Gray. 1992) (iii) Las presecuenc1as m1tocondnales pueden adqu1nrse por duplicación o 

utilización de presecuencias ya existentes En arroz y n1aiz los genes que codifican para 
la proteína nbosomal RPS14 y SDHB (subunídad B de la succinato desh1drogenasa) se 

encuentran en un mismo transcrito Mediante procesan11ento alternativo. cada gen usa la 
misma presecuenc1a m1tocondnal ( Kubo y col 1999. F1gueroa y col 1999) Los autores 
proponen que primero se transf1nó el gen sr:J/JB al núcleo. y adqu1nó las características 

para poderse expresar. incluyendo una presecuenc1a y un 1ntrón_ Postenorn1ente el gen 

rps14 se transfirió al núcleo y se insertó en el 1ntrón del gen scll1B Finalmente, el gen de 
rps14 pudo ser reconocido corno un exón durante el procesan11ento alternativo. Por otro 
lado. Kadowak1 y col. (1996) encontraron que el gen que cod1f1ca para la proteína 

nbosomal RPS11 de arroz adquirió una presecuenc13 n1uy s1n11lélr a la de la j\ATPasa de 

plantas. indicando que ambas presecuenc1as tienen un origen común Aden1ás. existe una 
segunda copia del gen rps11 en el núcleo. pero esta copia inactiva adquirió una 

presecuencia muy similar a la de la subunidad Vb de la citocrorno e oxidasa. 
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Las presecuenc1as predichas para las proteinas COXlla y COXlll de Pofytomella 
spp. y C. reinhardtii pudieron adquirirse de acuerdo al niodelo del recambio de exones. 
Debido a que la frecuencia de niutac1ones en los nuevos genes obtenidos rned1ante este 

mecanismo es muy alta (Long y Langley. 1993. Ohta. 1994). es dificil deducir la 
procedencia de los exones que conforn1an las presecuenc1as de COXlla y COXlll 

Cuando se con1paran las presecuenc1as de COXlla de Po/ytorncl/a spp y C. 

rein!Jardtti contra la base de datos de Chlorophyta se observa que la región de la 

presecuenc1a que d1nge de la niatnz ni1tocondr1ar a la n1en1brana interna. posee gran 
s1n1illtud con algunos pept1dos de tránsito del cloroplasto Probablemente. una parte de la 

presecuenc1a de COXlla proviene de la duplicacron de pépt1dos señal del t1laco1de o 
estroma de cloroplasto Se tia reportado que los pt•ptldos ser1al que dirigen a las proteínas 

al estroma en cloroplastos de cli1ctiaro pueden fosfordarsc 111 ·..itru. y que este proceso no 
se observa para proteínas de cloroplasto niaduras o presecuenc1as mitocondnales 

(Waegemann y Soll. 1996) No se tia observado el fenómeno de fosfonlac1ón de pépt1dos 

señal en cloroplastos de Cl1lnrnydornonas. sin embargo esta fosfonlac1ón selectiva podría 
evitar que COXlla se d1r11a 1ncorrectan1ente al c!oroplasto a pesar de tener una 

presecuenc1a con algunas características con1part1das con los péptidos señal de 
cloroplastos en C/1/urnydornonas Por otro lado. cuando se cornpara la presecuenc1a de 
COXllJ de an1bas algas contra la niisnia base de datos. se observa s1milrtud con la 

presecuenc1a de la ox1dasa alterna ni1tocondnal de Chf<unyr:Jornonas reinhardt11 (Oinant, 
M .. Laraki. M Coosemans.N Jons.B and Matagne. R F sin publicar. No Acceso 
AF047832) Es posible que estas presecuenc1as se tiayan adquirido a partir de 

presecuencias ya existentes como en !os e1cr11p!os reportados por Kado\.vak1 ( 1996). 

Pérdida de la copia rnitocondrial 

En el proceso de transferencia de genes nirtocondnales al núcleo debe existir un 
momento en que tanto la copt<J m1tocondnal con10 la nuclear sean activas. El único 
ejemplo identificado de esta etapa de transferencia ha sido descrito para el gen cox2 de 

algunas leguminosas (Adams y col 1999) En estas plantas han existido eventos de 
inactivación de una u otra copia con una frecuencia similar. Esto sugiere que. al menos en 

estos ejemplos, no existe una preferencia aparente por conservar una u otra copia activa 
después del evento de transferencia 

Tanto en PolytorncllZJ spp como en C rc1nhL.Jrclt11. se deniostró que los genes 

mitocondnales que cod1f1can para las subunidades 11 y 111 de la c1tocromo e oxidasa han 
sido transferidos exitosamente al nLJcleo como copra ünica Adenias de contar con la 
secuencia con1pleta del genoma rnitocondnal de C re1nt1;ucit11 se conoce la secuencia 

completa de los genomas m1tocondnales de otros rn1embros de la familta. como son 

C/1/arnydomonas eugarnctos (Denovan-Wnght y col, 1998 ). y Chlorogonium e/ongaturn 
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(Kroymann y Zetsche. 1998) Ad1c1onalmente, Turmel y col (1999) secuenciaron por 

completo el genoma mitocondnal de otra alga clorof1ta, Podinornonas n1inor. Todas estas 

algas carecen de los genes que cod1f1can para COXll y COXlll Es de esperar que. al igual 
que en Po/yton1el/a spp y C re1nf1nrcttfl, los genes se hayan transferido exitosamente al 

núcleo y la copia n11tocondrial se haya desactivado y desaparecido de este organelo 

Disminución de la hidrofobicidad de las proteínas rnitocondriales 

sintetizadas en e/ citosol. 

La mayoria de las proteinas que han perrnanecido cod1f1cadas en la mitocondria 

son aquellas que presentan vanos cruces transn1en1branales. ni1entras que fas proteinas 

mitocondriales que se sintetizan en el c1tosol y se 1n1portan a la m1tocondna son aquellas 

solubles o con pocos cruces transn1ernbranales (van He11ne. 1986. Popot y de V1try 

1990). Adicionaln1ente. los cruces transn1ernbranales de proteinas sintetizadas en el 

citosol presentan una menor l11drofob1c1dad que los cruces transmembranales de 

proteínas cod1f1cadas en la m1tocondr1a Dos par8n1etros que nos permiten estimar la 

dificultad de una proteina para ser 1n1portada a la ni1tocondria desde el c1tosol son la 

mesohídrofob1c1dad (mcsoH) y la !11drofob1c1dad local ~H> 1 Claros y col 1995) La 

mesoh1drofobic1dad es el pron1ed10 de la h1drofob1c1dad en una región extendida de la 

proteína. entre 60 y 80 an11noacrdos. y <H> es el pron1ed10 de la h1drofobic1dad local. en 

una ventana de 13 a 17 arn1noac1dos Cuando una proteína tiene bajas rncsoH y <H>. 

ésta puede ser sintetizada en el c1tosol y ser 1n1portada a la rnrtocondria Esto sucede para 

todas aquellas proteinas cuyos genes son nucleares. incluyendo al acarreador de 

ATP/ADP Cuando una proteína tiene valores altos de 111usoH y de <H>, la proteína 

permanece codificada en el DNA n1;tocondn.::il. como es el caso del apoc1tocron10 b y 
COXI. Lo mismo se observa para los genes que codifican para COXll y COXlll en la 

mayoría de las especies 

Se encontró que las proteinas predichas por los genes cox3 y cox2b de 

Polytomella spp y C rc1nf1arcft1i presentan valores de rncsoH y de <H> disminuidos 

cuando se comparan con los valores para otras COXll y COXlll codificadas en el DNA 

mitocondnal Estas adaptaciones pueden contnbutr a d1sn11nu1r los problemas de 

importación post-traducc1onal debrdo al reconoc1mrento inadecuado de señales de término 

de transferencia. o a la formación de estructuras h1drofóbrcas muy estables que impidan 

que la proteína adquiera la conforrnac1ón adecuada durante su 1n1portación La proteina 

codificada por cox2a presenta valores de 111csoH y <H> s1n11lares a los observados para 

algunas COXll cod1f1cadas en el DNA m1tocondríal, y para COXll de caupi y soya. cuyos 

genes se localizan en el núcleo (Figura 3) Esto 1nd1ca que la h1drofob1c1dad general de 

esta proteína no es detern1inante para que el gen permanezca retenido en el DNA 

mitocondnal. 
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Por otro lado, los genes que codifican para COXlla y COXlll, predicen 
presecuencias cuya longitud es mayor a lo esperado para otras presecuencias (Van 
Heijne y col., 1989) Se ha visto que cuando se duplica una presecuencia mitocondrial, la 
importación de proteinas hidrofóbicas puede mejorar (Galanis y col. 1991; Claros y col .. 
1995). Esta longitud puede contribuir a mantener una conformación adecuada de la 
proteína durante la importación. 
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Figura 3. Valores de mesah1drofob1c1dad contra h1drofob1c1dad max1ma local Para COXlla de 

Po/ytomella spp_ y C. re1nhardt11 Comparación con los valores de MesoH y <H~ de la subunidad 11 
de la citocromo e ox1dasa de otros organismos Esta gráfica se elaboró con el programa M1t0Protll 
por Claros y col (1995). A=Arab1dops1s tha/1ana. B= Brass1ca napus, C;;Cyan1d1um caldanum. 
D=Prototheca \:Vickerhamn. E=Raphus sat1vus. F= Tnt1cun1 aest1vu1n. G:::: Beta vvlgans, 

H=Chondrus cnspus. J=Zoa mays. K=Marchant1a polyn1orpha. L=Oenothera bertenana. rll'l=Orysa 
sativa. N=P1sun1 sat1vun1. Q:::m1t GJyc1ne max. O=nuc Gtycme tnax. R=V1gna ungu1culata, S'=C. 
reinhardtii, T'=PO/ytomella spp 
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Los genomas mitocondriales de las algas Chlorophyta han evolucionado de 

maneras diferentes. 

Las algas verdes y las plantas tienen un origen monofilético cuya característica es 

la presencia de cloroplastos rodeados de dos rnembranas, con tllaco1des apilados y 
clorofilas tipo a y b. Generalmente se reconocen cinco clases de algas verdes (algas 

Chlorophyta): Charophyceae. Chlorophyceae. Treboux1ophyceae. Ulvophyceae y 

Pras1nophyceae (Melkonian y col . 1995: Bhattacharya y Medl1n. 1998) Actualmente se 

conoce la secuencia completa del genoma niitocondnal de cuatro algas Chlorophyta de la 

clase Chlorophyceae C tP111/1arcfllf (M1chael1s y col 1990). C cug;:unctos (Oenovan­

Wright y col. 1998 ). C. c/ongoturn (Kroymann y Zetsche. 1998) y S obl1c¡uus (Nedelcu y 

col.. 2000. Kuck y col 2000) una de la clase Treboux1op~1yceae P1ototl1oca ·w1ckerharnil 

(Wolff y col 1994). una de la clase Pras1nophyceae Nepllfoseln11$ ol1vc1cea. y una cuya 

posición exacta entre las Chlorophyceae. Pras1nophyceae o Utvophyceae se desconoce 

Ped1non1onas rninor (Turmel y col 1999) 

Se ha observado que los genon1as m1tocondr1ales de las Chlorophyta d1f1eren en 

sus estructuras. y se pueden d1v1dir en dos grupos (i) Los genomas m1tocondriales de P 
1.iv1ckerhan111 y N. oflvacca cornparten muchas caracterist1cas con los genomas 

m1tocondnales de las plantas (Oda y col 1992. Unseld y col 1997 Kubo y col 2000) y 

con sus ancestros procanotes Son circulares tienen una gran cantidad de genes que 

codifican para proteinas de la cadena respiratoria y para proteinas riboson1ales. así con10 

para el SS rRNA Ad1c1onalrnente. presentan una n1ayor cant:dad de RNAs de 

transferencia y regiones que codifican para las subun1dades grande y ct11ca del RNA 
ribosomal con una estructura convenc1onal (ii) Por otro lado el resto de las Ct1lorophyta 

estudiadas han retenido pocas características de su ancestro Son genon1as circulares o 

lineales. el DNA m1tocondr1al se ha reducido de nianera 1n1portante. tanto en capacidad 

cod1f1cante como en tan1año Han perdido n1uchos genes que cod1f1can para proteinas de 

la cadena respiratona y carecen de genes para proteinas nboson1ales o para el 5S rRNA 

Presentan una menor cantidad de tRNAs. y sus RNA r1boson1ales se encuentran 

fragmentados y dispersos Estas Chtorophyta per1enecen en su mayoría a la clase 

Chlorophyceae. Los representantes con genon1as n11tocondr1ales mas compactos se 

encuentran en la familia de las Chlan1ydon1onadaceae con10 es el caso de C eugo1netos. 
C. etongaturn. C relf?hardtu y Polytornc//a spp 

Se desconocen los factores y niecanismos que dieron lugar a estos dos tipos de 

genoma m1tocondrial entre las Cl1lorophyta Nedelcu y Lee ( 1998) proponen que la 

reducción del contenido de genes entre las Chlorophyceae se debe a eventos de 

recomb1nación entre secuencias directas repetidas pequeñas 
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Se observó que en ras Chlorophyceae como C ro1nh;:11cJtil. e CUfJ«Unctos. e 
e/ongatun1. Polytornolla spp y S obhquus. existen secuencias repet1t1vas directas neas en 
GC que P 1.vickcrha11111 no posee 

De igual nianera. N o/1v.-1coa carece de estas secuencias pequeiias. mientras que 
están presentes en el genon18 n11tocondrial de P 11,,nor { Turn1el y col . 1999) Por otro 

lado. proponen que la fragrnentac1ón y d1spers1on de los RNAs nbosomales observada en 
estas algas se puede deber a eventos de recornb1nac1ón entre secuencias pequeñas 
repetidas e 1nvert1das Este pudo ser un n1ecan1smo rned1ante el cual, previamente a la 

transferencia del gen cox2 al nUc/eo. este se fragn1entara en dos genes 1ndepend1entes. 

cox2a y cox2b. dentro de el genoma n11tocondrial de las Chlarnydomonadaceas y de S. 
obliquus 

En la tabla 1 se muestra el contenido de genes en el genoma m1tocondnal de fas 

algas Chlorophyta conocidos a la fecha Los tiempos de transferencia de genes 
mitocondnales entre el grupo con DNA m1tocondnal reducido pudo llevarse a cabo de la 

siguiente manera Los primeros eventos de reducción del genoma m1tocondrraf pudieron 
llevarse a cabo en el ancestro con1un de P 1111nor y las otras Ch/oropyceae. Sin embargo, 

Ja reducción posterior de los genornas r111tocondnales, así como las características que 

dieron lugar a estos genornas n11tocondrrales en la .;tctualidad pudieron ser eventos 

independientes que se llevaron a cabo una vez que P n11nor se separó de las 

Chlorophyceae estudiadas Los datos que sugieren esto son los s1gwentes 

(i) El patrón de fragn1entac1on de los RNA r1t)oson1ales entre P n1111or y fas otras 

Chloropyceae es diferente La gran niayoría de los srt1os de fragmentación de los RNA 

ribosomales de las Chfan1ydon1onadaceas y S obl1quus est.3n conservados. mientras que 
en P. nunor el único s1t10 de fragrnentac1on de la subunidad grande del RNA nbosomaf no 

está conservado (Nedelcu. 1997) 

(ii) Si P. n11nor compartiera el e•.1ento de transferencia de genes al núcleo con el resto de 

las Chlorophyceae. seria de esperarse que el gen atpB estuviera ausente de su genoma 

mitocondna/. como sucede en las Ch/orophyceae estudiadas La ausenc:a del gen atp8 se 
observa incluso en el genon1a n1rtocondrial de S otJ/1quus a pesar de que este genoma 

es más grande 
(iii) La transferencia de parte de los tRNAs ni1tocondr1a/es a/ nt.Jcleo pudo ser un evento 

independiente entre P n111101 y las Chloropyceae S1 éstas con1part1eran el ancestro 

común. sería de esperarse que los tres tRNAs cod1f1cados en el genoma m1tocondrial de 
las Chlamydomonadaceas (tRNA',. · tRNA ,.,.y tRNA'' \también estuvieran presentes en 

el genoma n11tocondrial de S o/Ji1quus y P r11111or A oesar de que la primera posee 27 

tRNAs en su genoma m1tocondriat ~..' la Ultima posee sólo 8. S ol>liquus comparte con las 
Chlamydomonadaceas estos 3 tRNAs. n11entras que en P !111nor los tRNA para tnptófano 
(UGG) y metionina (AUGJ están ausentes 
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Estas observaciones sugieren que S ob/Jquus comparte una mayor cantidad de 
eventos de reducción de contenido de genes. así como de fragmentación de los RNA 
ribosomales, con las Chlamydon1onadaceas que con P n1111or En esta reducción cornún 
se incluye la transferencia de los genes cox2 y cox3 En la figura 4 se muestra un érbol 
derivado de un analis1s f1logenét1co de genes m1tocondnales entre las algas Chlorophyta. 
De acuerdo a esto. en el ancestro común entre S ol:>líquus y las Chlamydornonadaceas. 
el primer gen de la c1tocron10 e ox1dasa que se transfirió al nUcleo, pudo ser cox2/J, ya que 
este gen no está presente en ninguna de estas algas La transferencia de cox2a y cox3 al 
núcleo, se llevó a cabo una vez que S. obl1quus y las Chlamydomonadaceas se 
separaron, pero antes de que C clongaturn se separara de C rcinhardtli. C. eugametos y 
Polytomella spp Esto se debe a que los genes cox2a y cox3 aún estan cod1f1cados en el 
genoma mitocondnal de S o/Jliquus. pero ya no estan presentes en las 
Chlamydomonadaceas Para poder establecer con mayor seguridad la historia evolutiva 
de estos genomas sera necesario caracterizar mas genomas mitocondriales de algas 
Chlorophyta, así como a los genes m1tocondnales que se han transferido al núcleo. 

Transferencia de cox2a y co.1(3 

Transferencia de cox2b'-........~ 100 c. eugametos 

Genomas m1tocondriales---....._-............._100.---'-
0
-
0
-1 c. <;01~~C:~fcJ~1~um 

reducidos 7 s oblrquus 
~-------- P mmor 

P. \Vickerhan111 
N. olivacea 

A tha/lana 
M. polyr11orp/1u 

e chnspvs 
100 P purpurea 

A.//omyces 

0.1 substitutciones I sitio 

Figura 4 .. Análisis filogenético empleando 7 secuencias rnitocondnales presentes en todas las 
algas Chlorophyta secuenciadas a la fecha. Basado en: Nedelcu y col. (2000). 
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Tabla l. Contenido de genes en el genoma rnitocondrial de las Chlorophyta estudiadas a la 
fecha. 
Genes 

COMPLEJO 1 
nad1 
nad2 
nad3 
nad4 
nad4L 
nad5 
nad6 
nad7 
nada 

+ 
+ 

COMPLEJO 111 1 -r----¡----
Cob + + ! + 1 + r +__J + 

l ~~~PLEJ01v_l __ +_l+_T __ + __ l ___ +_l_=---1 + 1 + 1 

¡ cox3 1 + 1 + ¡ - + j ! - ¡ -
cox2 + : + 1 - ¡ + (cox2a) ! 1 - j - ~ 

f-c-OMPLE-Io-v-1---:-----(--------t--· ---J-----+------·I¡ __ _ 
i atp1 + ¡ + 
i atp6 : 1 + + ¡ - ! - 1 

1 atp!nbosomal : ! + + ---l----------¡---·------,)f--------1 
¡ mi + 1 + + (2) + (4) 1 + (8) i + (6) 1 + (6) 

l 1 . J 

j ms + ¡ + i + '. + (2) ¡ + (4) + (3) ¡ + (3) 

1 TRNA 2+6_~_2+6--~---¿---J_ 27 ·-+-3- -- ---3---~----3 __ _, 

~ genes 13 L.~-----==---ü3--T·- - ~!- __ :_::T.::-=2-~=t= _ _El5 _=:_-i_ _6_9 __ ~ 
P. 1.vi- Prototheca wickerhamit. N. ol=Nephroselm1s o//vacea, P 1111= Ped1nomonas m1nor. 
S. Ob= Scenedesrnus ob//quus. C re= Chtamydomonas remf1ardt11. C eu= Cl1tan1ydomonas 
eugametos, C. el= Ch/orogonn1n1 elongatum. Los números entre paréntesis indican la cantidad de 
fragmentos de tos RNA nbosomales encontrados 

87 



Por qué unos genes mitocondrialcs son transferidos al núcleo y otros no? 

Una de las caracterist1cas de la evolución de la ni1tocondna ha sido la reducción de 

su genoma después del evento endos1n1b1ót1co Esta reducción ocurrió en parte a través 
de la transferencia de una gran cantidad de genes hacia el núcleo. de hecho. muy pocos 

genes han quedado retenidos en el DNA ni1tocondnal Puede ser un con1unto de factores 

lo que ha detern11nado la d1stribuc1ón de genes entre la n11tocondna y el núcleo entre las 

diferentes especies 

La transferencra de genes m1tocondnales al nUcleo se puede favorecer porque Ja 

integridad de éstos en el nUcleo se mantiene nie1or que en la ni1tocondna (Blanchard y 

Lynch. 2000. \/Va!lace y col 198/) Esto se puede deber a una alta concentración local de 

radicales libres en la ni1tocondna que puede dañar al ONA y que favorece que la mayoría 

de los genes ni1tocondnales se transfieran al núcleo (Allen y Raven. 1996) También 

puede deberse a la falta de recon1b1nac16n sexual en la ni1tocondria. que repara y 
mantiene la integridad de los genes nucleares y los protege de las n1utac1ones dañinas 

que inevitablemente se acumulan en el DNA ( Lynch 1996. Mart1n y Herrmann. 1998). Sin 

embargo. la frecuencia de mutaciones en el DNA n11tocondnal de plantas es n1enor que en 

el DNA nLiclear (Wolfe y col 1987) Probablemente esto refleja la menor velocidad con 

que los genes rn1tocondnales de las plantas se transfieren al nUcleo 

Se propone que los pocos genes que aún per111anecen en el ONA ni1tocondnal. 

son generalniente aquellos que cod1f1can para proteinas rnuy h1drofóo1cas Su expresión 

c1tosól1ca podría ocasionar uné1 relocal1zac1on celular errónea \ von He11ne 1986) 

Ad1c1onaln1ente. algunas de estas proteinas pueden ser den1as1ado h1drofob1cas para ser 

importadas a través de la doble n1en1orana m1tocondnal Sin en1bargo en este trabajo se 

demostró que los genes co·-2a y cu~ 3 que cod1f1cnn para proteinas n1uy h1drofób1cas. 

tienen una locallzac1ón nuclear Estos genes predicen una posible presecuenc1a 

mitocondnal que podria contnbutr a la loca!1zac1on correcta de las proteinas y 
posteriormente puede facilitar la 1mportac1on de éstas hasta la mernbrana interna 

mitocondnal Por otro lado A!!en y Raven (1995) proponen que la razón por la que 

algunos genes han permanecido en el ONA mrtocondrial. es que sus productos son en 

general componentes 1n1portantes de la cadena respiratoria y la fosforllac1ón ox1dat1va. Se 

requiere un control directo de la expresión de estos genes por cambios en el estado redox 

de la mitocondna. y de esta manera rninim1zar la producción de radicales libres de 

oxigeno que puedan ex1st1r en altas concentraciones dentro de la m1tocondna. Este puede 

ser un factor importante por el cual los genes cox2 y cox3 que cod1f1can para las 

subunidades 11 y 111 de la c1tocromo e ox1dasa han pern1anec1do en el DNA m1tocondrial de 

la gran mayoria de los eucanotes 
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COXll participa directamente en la transferencia de electrones entre el c1tocromo e 
soluble y la subunidad 1 de la citocromo e ox1dasa. mientras que COXlll puede jugar un 
papel importante, no sólo a nivel estructural. sino tan1b1én en la canahzac1ón del oxigeno 
hacia el sitio activo de la subunidad 1 (R11stama y col 1996) Sin embargo, este modelo no 
explica la localización nuclear de los genes cox2 y cox3 de Polyto1nella spp. y 
Cl1/an1ydomonc.1s rein/Jardtii Probablemente. en las algas Chlarnydornonadaceas la 

expresión de estos genes no depende d1rectarnente del estado redox de la m1tocondria. 
sino que su expresión podría ser const1tut1va. de tal manera que la concentrac1ón en 

estado estac1onano de estas proteinas con1pensa la que fuera una regulación redox 
directa si estos genes hubieran permanecido en la n11tocondna Se ha observado que en 

células de humano. la regulación de la síntesis de las subun1dades nucleares y 
mitocondnales de la c1tocron10 e oxidasa no está intlf"namente ligada Sin embargo, la 
velocidad de degradación de las subunidades nucleares aumenta cuando se inhibe la 

síntesis de proteínas mitocondriales (Nijtmans y col, 1995) o cuando se emplean células 
carentes de DNA m1tocondnal, en las cuales la citocromo e oxidasa no se ensambla 
(Taanman y col, 1996). 

-
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CONCLUSIONES 
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1. Las subunidades 11 y 111 de la citocromo c oxidasa del alga incolora 
Polytome/la spp. están presentes en el complejo enzimático. La subunidad 11 se 
identificó en geles de acrilarnida como una banda con una masa molecular aparente de 
18 6 kDa. Esta subunidad se caractenzó mediante una secuencia interna y del extremo 
amino terminal. La subun1dad 111 se 1dent1f1có con10 una proteina de 29 6 KDa n1ediante 

una reacción cruzada con anticuerpos contra COXlll de levadura y mediante la secuencia 
de su extremo an11no tern1inal 

2. El gen que codifica para la subunidad 111 en Po/ytome/la spp. y 
Chlamydon1onas reinhardtii es nuclear. Este gen presenta un uso de codones nuclear 
y una señal de pohaden!lacrón caracteristrca de genes nucleares en las 
Chlamydomonadaceas Ad1c1onaln1ente. present;:i 1ntrones de tipo nuclear y predice una 

posible presecuenc1a ni1tocondr 1al 

3. La subunidad 11 de la citocromo e oxidasa está codificada por dos genes 
nucleares. El gen cox:2a codrf1ca para la región animo terni1nal y los dos cruces 

transmembranales Adeniás. cod1f1ca para una posible presecuenc1a m1tocondrial y para 

una extensión de aminoácidos no conservada. presente en el extren10 carboxilo terminal. 

El gen cox2b cod1f1ca para la región carboxilo h1drofil1ca de la subunidad 11. e incluye al 
sitio de unión de cobre (Cu,,,) Adenias. cod1f1ca para una extensión aniino terminal no 
conservada en otras COXll. que no presenta caracterist1cas de presecuenc1a y que 
permanece en la proteina n1adura 

4. Los genes cox2a y cox2b en Po/yton1cl/;1 spp. se transcriben y traducen por 
separado para conformar a la subunidad 11 como un hctcrodimero. En este trabajo 

no fue posible detectar un transcrito n1aduro que incluyera los mRNA provenientes de 
cox-2a y cox2b. n1 por análisis tipo northern. n1 por RT-PCR La niasa molecular d1sm1nuida 

que se observó para COXll de Polytomel/a spp puede deberse a que ambas proteinas. 
COXlla y COXllb presentan una masa molecular deducida muy sin11lar. y en geles de 
acnlamida migran como una banda únrca Posiblemente sucede algo similar en C. 
reinhardtil. 

5. Los genes que codifican para las subunidades 11 y 111 de la citocromo e 
oxidasa de Polytomella spp. y C. reinhardtii predicen proteínas con propiedades 
físicas que facilitarían su integración en el complejo IV activo. Los genes cox3 y 
cox2b predicen una proteínas con una hidrofobic1dad general disminuida respecto a sus 

equivalentes sintetizadas en la m1tocondna Adernas. los genes predicen presecuencias 
mitocondnales para COXlla y COXlll Ambas caracteristtcas podrian ser 1n1portantes para 
facilitar la in1portación correcta de estas proteínas con 2 y 7 cruces transmembranales 

respectivamente 

91 



PERSPECTIVAS 



1. Tratamiento de enfermedades mitocondriales mediante terapia génica. 

Existen n1uchas enfermedades mitocondnales debidas a mutaciones en el DNA 
mitocondrial. La mitocondria tiene un papel muy importante en la viabilidad de la célula. 
por lo cual no es sorprendente que las mutaciones patogénicas en este genoma tengan 
consecuencias devastadoras Los tipos de mutaciones que puede sufrir el DNA 
mitocondrial se clasifican en tres grupos ( 1) rearreglos del mtDNA. con10 duplicaciones y 
ablaciones; (2) n1utaciones puntuales en genes 1nvolucrados en la traducción, como rRNA 

y tRNA; (3) mutaciones puntuales en genes que cod1f1can para prote1nas de la cadena 
respiratoria (Grossman y Shoubridge 1996. Schon y col 1997. Moraes. 1998: Wallace. 
1999). 

Algunos defectos parciales en la c1tocron10 e ox1dasa se han asociado a 

mutaciones puntuales en tRNAs y a ablaciones en el DNA m1tocondnal Normalmente. 
estos defectos se acompañan de anorn1alldades en otros componentes de la fosfonlación 

oxidativa (revisado en Moraes, 1998). Sin en1bargo. existen algunos casos reportados en 

que una enfermedad n11tocondnal se debe a mutaciones puntuales en el gen cox2 
(Rahman y col 1999. Clark y col 1999) o cox3 (Manfred1 y col 1995. Hanna y col .. 

1998). Se ha reportado un caso de enfermedad n11tocondnal debido a una pequeña 
ablación de 15 nucleól1dos en el gen cox3 ( Ke1ghtley y col 1996) En este caso ha sido 

posible crear líneas celulares transrn1tocondrrales en que se fusionan células humanas 

que carecen de DNA mitocondnal (células i' Kmg y Attard1. 1989) con fracciones 

celulares del paciente El efecto de esta ablac1on en !a func1on de la c1tocror.10 e ox1dasa 
en estas lineas celulares se caracterizo por Hoffbuhr y col (2000) 

A pesar de los avances en los d1agnóstrcos y la caracterización de las 
enfermedades m1tocondnales actualn1ente no existe un tratamiento sat1sfactono para la 
gran mayoría de estos desórdenes Se ha visto que el tratamiento de pacientes con 
cofactores de la fosfonlación ox1dat1va y sustratos oxidables, puede mejorar las 

condiciones del paciente. sin embrago. las enfermedades m1tocondnales comúnmente 
progresan con efectos devastadores Las terapias génicas surgen como una estrategia 

alternativa con efectos n1.3s permanentes en el tratamiento de enfermedades 
mitocondnales 

Una estrategia consiste en d1rig1r directan1ente material genético a la mitocondria 
(Vestweber y Schatz. 1989. Se1bel y col 1995) Otra estrategia consiste en introducir al 
núcleo una copia correcta del gen mitocondnal afectado Este gen se traducirá en el 
citoplasma de la célula. y la proteina se translocara a la mitocondna para remplazar a la 
proteína m1tocondrial defectuosa 
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Para ello. es necesario realizar mod1f1cac1ones en los genes m1tocondnales que 
incluyen la adaptación del uso de codones y la fusión art1f1c1al de una presecuenc1a 
mitocondrial que dlfija a la proteína hacia este organelo. Este tipo de expresión alotóp1ca 
se ha llevado a cabo con éxito en S ccrcvis1ao para reemplazar la deficiencia debida a 
una mutación en el gen atp8 (Gray y col .. 1998). A diferencia de lo que ocurre en humano. 
los genes que codifican para COXll y COXlll en Polylornc//a spp. y C reinl>ardti1 son de 
origen nuclear Esto abre la posib1!1dad de la expresión alotóp1ca de estos genes en 
células de humano que contengan niutac1ones en el DNA m1tocondnal 

2. Estudio de los mecanismos de importación de las subunidades 11 y 111 de la 
citocromo e oxidasa de las algas Chlamydomonadaccas. 

En este trabajo se ha den1ostrado que ros genes que cod1f1can para fas 
subunidades 11 y 111 de la c1tocromo e oxtdasa de Pol_vtorncllo spp y C rc111hardt11 se han 
transferido exitosamente al núcleo Ahora continúa el estudio de los mecanismos de 
importación de las proteinas cod1f1cadas por estos genes a la rn1tocondna. y algunas de 
las preguntas a resolver son· 

- Las presecuenc1as mitocondnales predichas por los genes cox2a y cox3 ¿son 
funcionales en realidad? 

- ¿Qué parte de las secuencias de co>:3 y de cox2a que predicen presecuenc1as 
mitocondriales son 1n1portantes para la 1mportac1ón de las proteínas? 

- l.Qué parte de !a extensión an11no tern11nal no conservada que predice el gen 
cox2b es importante para la m1portac1on de la proteina COXllb a la n11tocondna? 

- ¿Qué parte de las extensiones no conservadas del extrerno carbox1lo terminal 
predicho por el gen cox2a y del extren10 amino terminal predicho por cox2b son 
importantes para el funcionamiento adecuado de la subunidad 11? 

- ¿Utilizan las proteínas COXlla. COXllb y COXlll el mecanismo de importación a 
la mitocondria que emplean la mayoría de las proteinas sintetizadas en el citosol? 
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An Atypical Cytochrome b in the Colorless Alga 
Po/ytomella spp.: The High Potential bH Heme Exhibits a 
Double Transition in the a-Peak of lts Absorption Spectrum 

Emma-Berta Gutiérrcz-Cirlos.* Carlos Gón.l.cz-Lojcro.t l\.1irian1 Vó.zquez-Acevedo,• 
Xochitl Pérez-l\lurtín<'Z. * and Diego Gonzálcz-Halphen*·' 
•Dc!partamento de ~n4•tica /lfolc!cular. Instituto de! Fisiolo¡.:ia Celular. Universidad /\1acional Autónoma de J.léxico. 
Apurtacio /'O$tal 70-2·1 .. ·l. .\fcxico Cily, DF 04/i 10, ,\ft•."HC"O; 1-Dt•portanJ'-"'''º clt" Bioquímica, 
C/,.,~·ESTr\ \•del 1 J>,V, .\l~· .... -1cn ( "':ty, ,.\ft':uco 

R1_~c1ve-d Octobt.•r 24. 1~97, and H\ n•Vt!<t"i! fonn .fnnunr;.· 21. 199S 

Polytonrella spp. is .a colorlcss uls:a. uf the fa•nily 
Chlnmydornonndnc'-•u.c thnt lacks chloroplusts and cell 
"'"nll. A highly n.ctiv-." ubi,¡uinol•c:)---t<>chrome e oxi­
doreductase (bc 1 comph_•x>. scnsitive to nntimycin und 
myxothiuzol. hns becn ¡>urifh•d und cha.r.n.ctcrizcd 
from this alga (Gutiérrez-Cirlof'i el ul-. 1994. ~J. Diol. 
Clrrrn.. 269. 9147-9154). Both in mitochondriul mt•n1-
brancs und in thc isolut..,.d con1plcx. th'-• visiht...-.. spcc­
trurn of cytochrome b from Pol~·tom,.•llu spp. <.•xhihits 
un ntypicnl o-hnnd u·ith n nu1x:imum ut fi()7 nm. This 
mnxirnum is shifted 3--& nm to th«.• rrd '""hcn compnrt•d 
"'·ith b-type cyt.ochron1e!"> froin oth.cr org:anisms . .:'\.nul­
ysis of thc b he-mes of thc- l>c, complex: by high 1u•rfor­
mnncc liquid chromutoJ..,.rraphy rcvcu.lcd no differPnct•s 
in the retentinn timt.• u.nd in tht"! nbsorption sp«.•ctru. uf 
the b-t~-pe hemes fron1 Pol~·torru•llci spp. nntl hcmin. 
indicntin..: thnt thc prosthC"tic J..,.rroup in this nl~n is 
protohcmc und thus ruling out thc possibility thut t.h<­
red-shift could be due to dif-fcrent chc.•nl.icn.l substitu­
t.ions in thc porphyrin rings of thc h-. or bu hcmcs. The 
tV1.·o b hemcs u·cre churncteri:r.cd b~· electrochcmicnl 
rcdox titration; n.t pll 7.8-8.0. thc midpuint pot-.•ntinl 
for b._ v.·as -143 mV nnd for bu +25 mV. The spcctru of 
the t'"·o b-l)""J>C hemcs "''<•re rccordcd in thc prescncc of 
different reductnnts. n.t seh_•ctrd clcctrochemicul pu­
tentinls, und in the prc."scncc uf nntim,ycin .:'\... to distin­
J..T'l.lish hc-t"'·ecn the contrihution of b._ and b 11 to th«." 
visible spect.rum. Both hemcs bL and h 11 of the alg.n.l 
cytochroml." b contributc to thr observed hothochro­
mic absorption maximum in thc n--band of the spee· 
trum. The dota nlso shov..· that the lo'°"· potcntiu.l b1. 
heme from Po(,,·lonirlla spp. is spcc-troscopieally simi­
lar to that of othcr orgnnisms. "'ith t"'·o tru.nsitions in 

1 To whom corr1_•,.;pondt•nct• should he addrc-sE1t_-d. Fax: 1:~2!'>) fl2:!­
:ifil 1or1525! 5-iS-0387. E-matl. dhalphen<l-r>ifcsunl.1fiswl.unnnl.n1x. 

thr o-pen.k nt 558.7 n.nd 568.4 nm. '1~1e high-potentiul 
heme b 11 nlso exhibits u spectrum with two trnnsitions 
nt 557.2 u.nd 568.9 nm. which surprisingly differs from 
thc spectrn o( cytochrome b 11 of mlunmn.ls, pla.nts. 
ycul'its., u.nd bnCh!rin. u·hich nll exhibit a Nin¡.:le trnnsi· 
tion centercd u.round 5fi0 nm. e 11~ .. A.c.-ad"'rn'" l'r.-

Ke-,.· l\_.orclN: Pol,:tonu•lla; Clilam·,:dornonaN; mitochon­
drin; 1Jc 1 complc~; cytochrome b;- Chlt>rophyccnc. 

lJbiquinol-cytochrorne e oxidorPducta~e. or hc 1 con1-
plex lEC 1.10.:.!.:.!J. i~ an olq-!nrnt>ric n1en1brane enzymc 
with thn!P rPdox poly¡lL'ptidl·s. nanH~ly a hihemic c~'Lo· 
chron1P h. a cytochronlt-. e 1. and a Rieskl.:-typt• iron­
sulfur protcin. lt also contains a variablP ~et of sub­
units '""·hich do not bind prosthet1c hrroups ( 1 ). Thc 
ubiquinol-c;.--tnchron1e r oxidon_•ductast• activity occurs 
through n Q-cycle mC'chanisn1 !2--11 that involvt!S t'""'º 
redox cntalyt.ic units. One unit is forrned by thc Q .. site. 
thc l<nv poten.tial hen1e (/,1.1. and the Hic:-;kp iron sulfur 
prntPin; the othcr unit is con1pnsPd nf the Q, sitc and 
thc high potential henH.• lhul (5). Cytochromc h is the 
n1ost hydrophobic protcin of the hc 1 complex <6. 7). 
Based on scquencing" data. inhibitor sensitivitics. mu­
tagencsis, and topolohrical studics, models for the dis­
posit.ion of eig-ht putativP transnlt.•rnbranc u-helice.s lA 
to 1--I) of cytochron1e h ha ve bccn proposcd (8. 9). Four 
con5C"rved hi~t.idinPs. tv.:n in h(•lix B and t.._..-o in hclix D. 
at positions 82, Hfi, H~:3, and 197 1 bn..-1nP nun1bering-1 
coordinnte thc h 11 and b1. herncs ( 10-12>. X-ray data of 
the bovine bc 1 cornplcx havt._• confirntc_•d the cight-heli· 
ces structurc of cvtochro1n1.._• b and shown that thc l'\Vo b 
hc1ncs are 21 Á ¡tpart fro1n t..•ach ot.hor l 13. 14 l. 

All kno .. vn 111itochondrial cvt.ochron1es b cxhibit. an 
u-peak close to 560 nn1 whcn Íully reduccd 'vith dithio-

(-w){)'.i-~l;o.t;lJ~I' .. $~.". {)11 

(-opyn~ht O l~J~I~ hy A<." .. do•fn1c 1"r.-.. -. 
Ali n,~ht" nf n•pruduC"t.lun 111 nn.v f,.rn1 n· .. •·r>.+«1 

1 C 'T 



nite (8), Electrochcn1icnl and high rnsolution spec:trnl 
nnalysis ofthc n1ousc hc 1 con1plex indicatcd that tlu.• h 11 
heme is characterizcd hy a singlt .. 11-hand p<•ak, v.·hih.• 
the bL heme exhibited an overlapped, doublc u-band 
nbsorption peak <5). 

A highly active, antin1ycin .:-\.-s1..•n.sitivt.', ubiquinol­
c~"'tochronH..• e oxidoreductasr> t he 1 eon1plex J has h1..•1..·n 
prcviously purified frorn Puf.vtonu:!la !->pp., a coJurlPss 
alga closcly rclatt..•d to the photosyntht.•tic Chlanz_"\'íÍo-
1nonas linea.ge ( 15)_ The cytnchrnnH• h fron1 Polytonzt'l/o 
spp., both in n1itochondrial nll'rnhran<•.s und in tht.• pu­
rified óc 1 con1plex, sho\.V.S a 1naxinnun in thc n·-band 
shifted tov.·ard thc red, ut 567 nrn. In this \.Vork thc 
b-typc hcn1Ps fron1 thP algal lw 1 (,:on1plcx \.V<•re charac­
tcrized spcctroscopicall_y, L'lcctroclwniieall_y, and by 
HPLC anuly!:'i~. Our rt.•!-'ults indicat1.• that th1..• h¡_ and hu 
hemcs of cytochrorne h fron1 Polytu1111·/ln spp. arL' pro­
toheme.s, that both t..•ontribute to tlw obscn.'L•d n~d­

shifted n-band, and that thP high potPntial hL'nlt.' bH of 
this colorless alga has a split u-hand diffL•rent fron1 tht..• 
one obtained \.\.'ith rnarnmalian, plant, ycast. or hactc­
rial bc 1 coni.plexes. 

!\tATE.R..IAL5 .A ... -..;D !\lETJIODS 

Strc:n.... Tht- colorlt.:-!->s alga ¡•,.¡...1,.,11,·/!.: ~pp 1 l~l"I ."10. E t.i. Pnng­
sht•1m 1. 0n~nally olJta1ned (rotn t.ho• alga•• ,·ollt••:tlon at tht• l'n1vo•r­
~ity of Gott1n.,:en 1 (;o•rn1any" '"·as n1;11nt.a1no·d nt tlu• l\11crnh1nlnh'1Cal 
Colh ... cuon of tht• DepartnH·nt of R1ot.-chnolo¡_,•y 1(:t:-;\·E~TA\" dt•I 
IP:-.;, :'-t(.>x1cu1 under Lht• rt•..r1!"t•·r 11un1bo•r CIJBB:9;,] Th,· al¡.:at> "-Prt• 

J.,"TO\..-n nn<l h.11"\'t•stt.•d a~ pn .. ·v1ously <l••!-crd><•d 1 l!"il 

Pur1;icatU>.": 1J/ !-u-_. rnrnpf,·.1-•'S ª'11i .::.-:ti I('' ,-.,.-u.~:ir.-r•;,·nts TI1t' ;.,. , 

complex from Pof_ ... toni.-ll<l ~pp . .,.,.u_., punflPd a:. tl••smht.-d hy ( ;utlt·rn·:r.­
Cu-los .. -1 al. 11:>1 B.."l.'fhc_•;:trt nuto<.-hondn:il h.-, c.1111plt-x ., •• :as pn•part."(i a-. 
descnbt-d by Ljungdahl ··tal. l 16>. ,.'\.ll con1plo·x1>s v.·o·n· kt•pt al - 1o~c 

unul us.Pd CytochromP b. i:;.-iochron1r. 1· 1 _ and hor.-t• hP~trt cyu><"hrrnn1• ,. 
Y.·ere quanufi,>d, !'lp<i_-ct.rophnt.c111Jt•Lnc-.ally 'f:¡ 1 t "L1qu1nol-- r;."tochromt• ,. 
OXldort""duct.;L..;t_• actn.·1ty .,•,:as 1nt.•.;u.un"(l a.-. dc_•~n!>t.-.J pn_•\"IUU~I:-· '1-; 1 
Protei.n conc1•nt:r:itu,n:< .,...("n_• d·~t••nn1nt·d •1c"-·•1rd1ng t•) [.,.,.,.,-r;.· o·: a: · lS1 
wlt.h t.he nvxi1fic.atmns of ~tark'IA."t>ll .·t ul. '1 ~J • 

lfi¡;:h pt•rfórrr1anco• l1qu1d chrnmato-:raphy 1//f'l,{1.-' Hun~ Wt.•rr· 
J>l!rformed u~1n~ two B1>ck.n}.10 putnps and an ;1uton1:1ted ¡..rro1dtt•nt 
controller. Pnur to llPLC. ~an1plt.•s ""º"rt" ccntnfug•·d 1n an Epp•·n<lnrf 
table-top ct.·ntnfu~t· und the 1n;.soJubJ.· 111alt•nal d1scardt·d. Pr0Lo•1n:. 
""'ere J,ladt•d on a Supt>ko C-4 cnlun1n 1:!50 -. .\ti 1nn11 w1th a }{)¡,.,._ 

dyne 1njector .anda fiOO-µl loop. and Plutt.•d .lt a cn11.«tant tlo""" r;1t1• ••f 
1.5 mUm1n T.,..·o buffer systen1s wPrt.• pro•part•d huifer A (.'OUt<HIH"<i 
0.1'< TFA tn ,.,·:it~·r. whdf.:' buffer B contanwd O l ''; TFA 1n a :!.1 
aceton1tnk·:1sopropunol m1xt.ur .... TIH· column was 1•qud1brntc•d in tht• 
presence uf 65'7<- buffer A and 35':; bufTPr B. and tht• samp!Ps v..·pn• 
eluted wah the follow1ng- protilt•: an 1n1t1al Wa!-h w1th fi!)';; huiTt•r A 
and 35'< bufTt•r B (4 mini. an upward lint~ar cradwnl to :~;,r; hutTPr A 
and 65':; bufft.•r I3 140 nun1 fullowPd by .a !>t•cond upward lanpar 
¡,,"Tad1enl to I00r-; Lu1ft.•r B tfi nun1 •. t dov..·nwanJ ltnPar g-rnd11•nt lo 
65~ buffer A and :1.".>'7.c bufTt"'r B !7 n11n•, anda fin:1l ''ª"'h w1th fi ... ,•; 

buffer A and ;t::;.•,;- hufft•r B 1 ~ m1n l ~p•·ct ra ....... n· n·cnrdl'd fron1 ~;.o 
to -;oo nnt at. 4-s 1ntcr.·aJ,.¡ .... ·1th a \\"at.t•rs 9Gfi ph0Lod1o<l .. ar-rny 
dC'tector. DaLI ,,...,,rt• prort•,..sl'rl 1n a ·l.Sti P(' r:-.EC p.,,,,.,.r :\1ato· .1;1:~i 

"'•:1th t.hc chromato¡;raph1c ,..uftwarc :\tillt•n1un1 :.!010. 

': Abbrt.•\.·1at1on.s usC'd: DBH. :!.:J-dirn1-thox\·-!"i-nH·thvl-G-d~·c...-l- l,4-
bt•nzoquinon<-, llPLC'. lugh p~rforrnanrc l1qu1d l·hr.ornato~..;.aphy; 
TFA. tntluoroan•tir ;1c1d. 

/)11"fi·rt·rlf·o· s¡wr/rrr o{ th.· lw 1 n"t1/d•·J. SfM•«tra ""••ro· n•t·urd1•d u~-
ing u b.- 1 rurnplt•x t"Ollt:l"J1lrat1ou uf :.!.o-:i (J , ... \t of e)'tcK·hronu• b 
SpPl"tra tllkt•n tri tht• prt•M•nr•• of11dul11tor wo•n• c:-arr10·d out a .. follc,.,..·s 
tho• 1.a,.,,•J1nt.• .,.,.nM nu•dt> h:-· n-c:lue1n~ hc- 1 con1pl1•x \1>'1t}1 d1th1or11LP 1n 
hoth ro•fo·n•rH-•' nnd sampl•• i·uv1-L.,. th••n. fl fi µ:\1 nntllll\Tlfl ~\ \1>';1:-. 
addt•d tu tl11• !-a1npl•• cuvt•t. ()th••r d1tf1•n•UCt• ,,.,,...,·tra '-••t>rt• rnu<lr UJ->lllJ.! 
a fo•"· !!rnln!- nf d1th1un1Lo•. nr :!O 111~1 of ;1,,.c·orhnt1·. ¡>11 7 CJ, or r,;, , .. ~t 
llHJI :iddt•d fro111 un o•thanolu: ,..to..:k ,..,Jut1nr1 J)1-c••n.,,.,JuLH>ll uf Ll11-
d1fl1-n•nn• ,..p••t.·tra ..., ... .,.. n1rr1t·•I out w1th tlu' ~·1 u:rht"d ( )r1¡..::in proi~r:tUl. 
Vt·r·-.1,>n :i 7:i 1~1icnH.·al Softw,1rt', In.:.' Sp•·c·Lr.1 ~.,·1•rt• ••hta1nt•d '-\llh a 
ll\\' ~.1 l "\"A'1;.s SL~l-A.n1111l'" ,..po•ctrnphot.,1110·t1·r 111ud1ti1•d .,., 1th th•• 
e ll .1::-; 1 )\\'',! ( 'onv•·r~1on :inri <JLIS .. ,,n war .. • < >n-1!111• Jn.,..trun1•·Ut s_., . .,_ 
tt•111 lia·.1 H11.tt••ral curvo•.! .,liL-.. w1th a "l>t·cl:-~1l handpa..,·· nf ;¡ nrn 
"-'•·r.· u .... d an<l a scnnn1ng s¡><·•·d of ;, (J nrn/..., 'J'h1• llH"<J1ut11 ro·!>pon,..t· of 
tho· ph.,tu1null1plu•r """tlh of l~!". nl" \\"a.,.t·lt·ri.:th calibr.tt.1011 .,.,-¡¡~ rn:td" 
'-Vtth a holn11un1 uxnf,. -.ta11d.1rd 

1.-,.,¡.,, t1trot;ur1... 'I'bt> /,, 1 .. u1n¡d1·:.. ~ .. ,,-. l'n·-.o·fll 111 a C<Hll'••ntrat.1on 
runl!t' fro1n ~O tu ·I O ,.._~t •b.t-.1·d ''n <"'.-·tochronif" c 1 ronct•ntrat1on• 
H .•. ,¡,,,,. 11u-d1alor-; .1nd burf,·r • <Hl•!1t L•lll., -...o·n· .t:-. d .. :-.crd>t·d by llo-....1•ll 
;tnd J{oh.•rl!-OO ¡;,, El1·ctroc_·h,•n11c~il l1!r;1tl•Jn-. .,..-t·rt• r·arr1 .. d <Jlll in a 
l•ullo·r cont..;11111111: _=-,o rn:\1 Tri .. t'I •pif .'-< fi .• :10 111:\1 :-.;J('J. l rn:\I 
:\l¡..:-t ·1_., ti 1 111c'n1l of lauryl 1n:dto-.ui··· .111d llJ'; clyc1•r<1l 111 tht• pr1·-<­
"º'-"•• of tho• folJo,.,·111¡.; n11xtur•• of r•·du>..-u1t·d1.1t"r dy1- .. · 1:'> J.<~I '.!-h:-.;· 
droxy- 1 .·l-11apthoqu1nunt', 7!"1 is'.\t dur0t¡u1n"rlt·. ;,n µ:\1 :!.::l,.'JJi·t1-lra· 
n1t.•thvl-p-ph••nylo•11.-d1a111111t•. 40 ¡s.\1 l .:.!-11.1pthnqu1n<>1H'- :.!5 ¡.<2\1 ,\."­
n1<·thyld11x•n7.opyraz1n .. 111t•tlio:.1df.1t•'. ·10 1• :\1 J .-l-l>t•nzo.¡u1nont·. i1nd 
-10 Jt:\1 J,.t-naph1.tu¡uu1ono•. and ¡1n an:u·rolnr .1trno,..ph••f"p wa~ n1an­
t:11n•·<l llll•h•r a htrc_•arn uf ari..:on Tht.·:-.•· 1nt'd1.1L<1r,.; "•·r•• add .. d frur11 
,..toi·k solut1on,., 1nado• 1n d11111·th.,.J ,..ulfn10;1d•• Th,. t1trat1 .. n .,.,·:1s ,..t.1rto•d 
h:--· add1111-! U:-, 111.\l ª"''-'•1rb.1t1·. f,,¡¡,,.,.,,.,j !>\" 1ncrt.·:1 .. 1ni! t·orH·•·ntratl(>n-. 
11p ln 4 ~. rn~1. und th.-.n fn•.-.h d1tl11•>t11t1• .. .,Jut1nn 111 111rn•a,..1nl! cnn­
cer.trat1u11!- .·\t l'.1rh 1-~·., valu•• .. 1b-..,rb.tr1n· cL1ta W•·r•· ,h-qu1r,.d ¡,, .. 
t.,..•·•·n .~,no a11d fiOO nrn ancl an.d,:;-o·d u"'in.: !ht.• ~oft ..... ·art> p.H·ka~:,. 

dt" ... "t•lopt•d !.y (>LIS .·\ft,.r 1·.1L·h .1dd1t1<ir1 of n·du1:1n;: :.¡::t·nt. a 10-tnlfl 
uH·ub .. t1u11 t1n1t• ",1,.,. .dlov.o·d f,¡r "l•·ctn•t h1•1111cal t·qud1hr.1t.1nn. T1tr:1-
t1 .. ns ..... ·1•rt• c:1rn"d •H•l 1n both t!Jt• n•dui·tn·•· and th•• ,.-.,.1dat1.,.1• d1r,.c­
tH•ll!- S.1111pl•·-. "-"••r,· plan·d 1n a l,.-,tton1 :-.flrrt"'i n·do't cu.,.o·t and n•d1>x 
p<•t•·nt1al!- .,.,,.r" rru·a.;.ur .. d -...1th ,1 H.1du,111t.•t••r ~.1odL·I f'lOl plat1nunt 
••lt•ctrn<l .. and a ,.\¡.::/;\1.,T1.'I r,.f,•n·n<-·,. •·l•·ctr"d•· Th" 1·!.·t·trodo·!- .,.,-,.n. 
... landan7t·d v..·1th cun1rr1 .. rc1al hor-<•· h•·.trt ryt<•t_·hronH· ,. 1S1J,!mHJ. Cf>n· 
-.u:l1·rir1¡! ;1n J--:,.,, pf • :.!::20 111\· "J"lu• r.n1•>-. of .ih ... •·rbant·,. u111t,.. <>f th1· 
c~·tuehrn111,..-. ''-"T" plottt·d a¡~:11n ... t r••d•'-' J>nt•·nti.il, and llf•!"t-fitt111¡: 
:"<'rn,..t1.1n •-un·o·-. "·•·r•· dr;:1wn thrr>tll.';h th•· r•· ... 11lt1n¡.:: po111t,..; 

H.I-:..<.;L"LTS 

.Speclral charczct1•r1::ation uf- th1• Pulytom .. !la spp. bc 1 
cnn1ph•x. The reduccd rninus oxidizcd difft-renct.· spec­
tra of tht• hc 1 con1plt>x of Po/ytonz.-lla spp., hoth in 
rnitochnndrial rnernbranPs t Fig. lA J or in its purified 
forn1 115J, Pxhibitecl absorption nH1xitna in their 
n-pPaks at r,5;3 nn1 for c_ytochron1P r 1 and at ;367 nrn for 
cytochrmne h. This ~avP ri~t.· to a douhlt> peak ~pcctrurn 
in thc o-band reg-ion of tht.> bc 1 con1plex ...... ·hcn~ thc 
..--ibsorption n1aximun1 of cytochrnn1P r 1 is eon1plPtPly 
re~olv(•d frorn that. of cytochronv· h at roorn teni.pcra­
turP, a !":pectroscopic- feature not set•n in hc 1 con1plexes 
frorn other or~nnisn1s. \. .. ·herl• the absorption spcctro. of 
cyt.ochron1c c 1 appt:-ars as a sl1ouldcr llf the t..~::-·tochron1c 
h spcctrutn. The atypical SJ>l'ctrurn of thL• dithionite­
reduced hc 1 cun1plex frozen '\vith liquid nitrog-cn in a 
Dcv.:ar fla.sk, and in contoct v..·ith a cold finger \.vith 
liquid nitrogcn. i~ !->hown in F'iJ.,i. 1 B. This .spectrun1 
exhibits u-hands ....... ·ith ab~orption rnaxirna at !l5:3 nn1 
for cytochnlmt_• r 1 and ;1t !lGG nrn Ítlr cytochrornc h. 

llC 
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FIG. l. Visible N(WC'tra of tht• 1><· 1 con1plex frun1 Po/_,,.ton-w//a ~pp. and C. re111hnrdtü. <A) Difft•rt.>nct• spectn..im uf Pnlytor,,l'llu mJt.ochondrial 
fruction 1 n•duct-d ""tth dithionllt_• 1uinu,.;. ox.1tl1zt .. i 1 Th._• ~1b~urpt1nn p•-;1k.'I i-.ho'""" an.• ali uf cyto1.:hromcs: .i:J::.:? und -14G nn1 i.;an1n1:1 peak.'J of 
cytochromi._• b nnd c:-o'"tochrunu• e oJ>trlnst•. n..•spt.•t_·tívt•I~,,.; f)5:J tHn. u·pcak ofcytochn,nu• 1· 1; .567 run n·peak ofcytQChrnnt(• b nnd 609 nn1 u-peak 
ofc'.'ttochn•me r oXHia"''-' 1B1 l>1ITer .. nc•• ... rx·1..·tnun nf tht• />.· 1 cnn1pl.•x frnrn Po/_...t,Hr1t•/lo "'PP- (n.•duc,.J .... it.h d1th1unlt•• nunu~ oxid1z'--d' frozo•n 1n 
liqu1d n1troA"cn. 

Thus. thc b-type hcmes froni. Polyto111clla ~pp. uniqucly 
exhibit u red-shift of 3--t nn1 in t}u• n-band, ·with re­
spect to other bc 1 con1plcxcs. 

Characteri:::ation oftlu.• hcn11•s f'roni th1• be 1 l'Ptllplcx of 
Po(vtornc/la spp. Thc possibility that thL" h-type 
herncs from Polyton1e/la spp. could lH• :-;tructurally dif­
fcrcnt. from thc one~ found in the hc 1 cornplexc~ ofother 
orgnnisms '\vas explored. Tla~ hc 1 cnrnplcx frorn the al¡::a 
'\Vas dennturcd by urea and subjcct<.>d to HPLC in a C., 
column; the resulting fractions '\Vt.'rl' id«'ntifit•d hy eozn­
paring their rctention tinies and spectra with tho:-;t• 
obtaincd fro1n purificd co1nponent.-,. Tht.• rt~vPrse-phasp 
HPLC profile of the bc 1 C<Hnplex fron1 Polyton:i·l!a spp. 
exhibited thrcc pcaks absorbing at -100 nrn 1 Fi~. '..!A l. 
Peak l. '\vit.h <l rctention tinH• of IS.:! nlin 1 Fig-. :!A 1, had 
a maxin1un1 3.bsorption peak at :~98 nrn. and l'\Vo scc­
ondar~-- broad peaks at 499 and 6'...?:l nin. but no dt..•fi1u.·d 
peak at 280 nnl 1 Fig. 3./\). This pt.>ak t.>xhihitt•d thl' ~:un'" 
retcntion time of hcrnin <chloroprotoporphyrin IX iron 
(111), ... ..\Jdrich Chcmical Co.1 tFig. '.!B). The spectrun1 of 
purc hemin shov.:ed nl.axima ;H :{9S. ·199. and fj2:~ nn1 
<data not shownl. identical to thosp of tht· h-type heme 
fraction sho"""''n in Fif.!. 3A. \Vhcn a mixture of Polvtn­
ntella spp. bc 1 complcx "vith purt.> ht.•n1in was loade<-i nn 
the HPLC colurnn. a singl<-' peak with a retention tiinP 
of 18.2 rnin '\vas obtainC"'d ( F'ig-. ::!C). Tht.> HPLC prnfi.les 
confirmed thc cornigration of peak l ,..-ith lH~ntin and 
allo'\ved its unambigous identificatinn as a b-typt.• 
heme. Peak 2 (retcntinn tln1e of :.I:~. l nlin) t Fig-. '.!Al. 
Vl."as assigncd to thc covalentl.Y bound he1nt.• r 1 on the 
basis of its spcctra. which cxhibits an ahsorptinn niax­
imum at 278 V1.0 ith threc additional absorbance peaks at 
398. 459, and 622 nm <Fig. 3BL \\~h<-"n hor~e heart 
cytochromc e '\Vas applicd to thc colun1n and run under 
thc same HPLC conditions. it cxhibitcd u peak "vith a 
retcntion tin1c of 12 min. and its visible spectrurn '\Vas 
idcntical to the onc obtain(_•d for cytrn.:hrnrne c 1 1<lata 

not sho'\vnJ. DiffercncL•S werc obst.•rved in t.hc absor­
bance ratios .A.1 m/A:.:-:r-.~ which had a vnlue of 8.4· for 
horse ht..•art cytochron1t! e and 1.9 for cytochrome c 1 • 

Tlu•:-;c values are in agrct.•n:1ent """'·ith the n1olecular 
1nass of thc po1ypcptide:-; covalently bound to the c-type 
hernL•:-i. Peak 3. a 1ninnr signal with a rett.•nt.ion time of 
:~H.:~ rnin { FiJ.::". 2A 1 had an absorption maxi1num at 407 
nn1 , .. -ith an o-peak at :J.-17 nn1. This cornponent <·xhib· 
ited tht• sanH• retention ti1nL· as he1nes of purifie·<l bo­
vinP c:vtnchron1<> r oxidast• 'Fig. :JC 1. l"Joe to it:-; longer 
n~tention tin1e. this last pt.•ak was identificd as heme (z 
ufJ>olytonJel/a spp .. and attrtOutt.•d to the residual pres­
(~nce of eytochron1e e oxidast• na:1 in so1ne bc 1 con1plcx 
pn•parations. Thc> re.sults of IIPLC analysis thus con­
firrn that cyt.ochrnmt• h of l'olyto11zt•l!a spp. bcars pro­
toht•nH·s idcntical to tho:-;p nf other hc 1 con1plt.•xc.s. 
Then•fon·. thL" obst.•rved red-shift in thl• dithinnite-re­
duct.•d spec-trun1 of Pol.vtonwl!a spp. bc- 1 con1plt.•x could 
not be attributed to thc pn•st.•ncL' of differcnt chenl.ica) 
.substituents in the tctrapyrrolt.• ring.s of the h-typc 
hl'tlll.'S-

Differ<'llCC spcctra of tlw tu:o b-typ~ hcnw~ /"roni }Jofy· 
to1nella spp. The rcduct~d rninu.s oxidized difference 
:->pcctra ofthL• F'of.vtonzclla .spp. h hemes Wf..•re cu1npart.•d 
to thP corrc>sponding spL•ctra ofthe bovine enzynH~. Tht> 
optical absorption bands ofboth h-typc hcn1l..'.s <b 11 plus 
b 1_J fron1 Pol_vtomc/la spp. ·wt.•re ob.servcd in the dithio­
nite-rcduccd rninus ascorbatc-rcduceod spt.•ctrurn 1 Fig. 
-lAJ. This spPctrun1 shov .. ·s a n1axinn1n1 at 568.8 run and 
a broad shoulder at 558.8 nrn .. ..-ith an r\;, 1;~/.-\ 0.:,!• ratio of 
2.0. the highest ahsorhance ratio so far ohtained for a 
cytochro111e h. In contra:-.t. the fütn1c differential ::.pt•c­
trun1 obtaincd for thc bccf-hcart bc 1 coniplcx exhibitcd 
a rnaxirnurn at. 565 nrn~ '\Vith an .A,,",/..-\;,r-.H ratio of only 
1.4 (F'ij::!. 48). Thc fourth derivativc ~nalysis of thc 
dithionilc 1ninus ascorbatc difTerential absorption 
spectru1n of Pol_vtotrJclla spp. exhibitcd four co1npo-
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FIG. 2. Hü::h P<-'rforrnuncc liquid chrom11loJ.,.rrnphy uf lhl• un•a-d·~­
nntured bc: 1 complcx from Pol_vtomt•lla "PP· U\1 lfPLC profih· ob· 
tained for the bc 1 con1plcx prepnru.t1on of Poly:om1•/la !>pp. Thc peaks 
recordcd ot 400 nm are numben_-d for ht•ffi(" h 1 l l, c)""tnchromc r 1 • 2,. 
nnd heme a <3). (B) HPLC profilc ofcommt.•rctnl in•mtn run undt•r thl• 
samC' conditions. ~C) llPLC of n mtxtun_• uf tht• uri:-.•·dt•n.1tun•d hr. 1 

complc-x frorn J>o/_ytnn1.·/ln spp. and the conunt•rc1al hPm1n 

nents: the firsL tv .. ·o. at 531 and fi39 nnl. are charactcr­
istic of the J3-band uf b-typc cytochron1c:--. anti thc last 
two, at 558 and 568 nm. wcrc ascribed to tht• n-band. 
Thcre was no peak at 553 nn1 ..... ·hich t:ould havc indi­
catcd a possible contribution of cytochrornc c 1 to thc 
absorption (or distortion) of thc b-type c:--rtochron1e:-; 
spcctra 1data not sho .. vn). The difTerence spectrun1 're­
duccd ..... ~ith dithionite minu.s rcduced ""·ith DBH l of the 
bc 1 complex from f'olyton1cila spp. showed two dcfined 
pcak.s at 568.8 and 558.8 nm; thcsc two transitions 
"vcre assigncd mainly to the bL heme ( Fig. 4C >. In 
contrast. thc same difference spcctrun1 obtaincd "o..•ith 
the bovinc bc 1 cornplcx cxhibitcd a 1naxi1nun1 at !i6!'J 
nm .. ...-ith a broad shouldcr at fi58 nrn 1 Fig . .J-0). Thc 
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difTercncc spcctrun1 (reduccd \.\.0 ith OBl-I minus reduced 
with nscorbutc). reprcscnting th1! b 11 hen1e of Polyto­
rnella spp. <Fig ... JE), sho ... vs a split u-hund "vith a small 
bnnd at 559 nm and a dorninunt band at 569 nm. Thc 
spl-•ctrurn ofthe b 11 hcnH' frorn thi!-' alg:a dcarly difTcrs 
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FIG. a. Ab~orption spectrn of the JtPLC frnctions. Dashed linc-s 
show thc absorption 1-lpt.-ctru obtninc-d. Salid lincs show nmplifica­
tíons uf the sarnc spcctrn. shu,,,,·ing the rn1nor peak componenL-... l.AJ 
Absorption spectra of peuk 1 frorn l-IPLC. idcntifit>d njt heme b. tB> 
Ab!-lurption t-iJ>e(.·trn ofpl"~ak 2 from HPLC, identific-d ns cyt.ochromc l"i · 
(CI Ah~orpt1on spt.-ctra of hcrn•! a of bo'lt1ni:- cyt.ochrornt.• e oxidast.~. 

obtaüu-<l undt•r the ~an1,• 1 IPLC runrlin¡.: conditions. 
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FIG. 4. Comparison of diJTl"renct.• spc.•ctril obt.11nc.•<l w1th d1fTt•l"'t.•nt 
l"'t."duct.a.nt.s forthe hc 1 complt•x(_•>< fron1 ro1.~·ron1c:lla spp and fron1 h.-Pf 
heart. tA) Dühion1lt•-nscorLatt• rl1fTl'l"'l'lll"•• ~pc.•ctrun1 l•t" tht• b.- 1 cotn­
pleox frorn l"olytorn.c•llu ~pp 1 hemt•s b 1 . • h 11 /_ 1 B; 01lluon1te--;,t...;.corhatt• 
ditTerc.•nce spc'("trurn nf th•~ ht>c.•f hPart hc 1 con1pfr·x . b._•r:11_.,. 1> 1. - 6 11 
1C1 Dithion1te minu~ DRii d1fT1~r(•nct• !'IJ>i:•ct.run1 nf th~· hc 1 cumph·x 
frorn Pol_\:tornt>lla spp 1mn1nly h••m1.• hl.1 1Dl Dith1on1tt• n11nus DBll 
difTer1.•nce spcct.run1 uf the b..•t:>f hcart br: 1 <."otnplo•x • n1;11nly ht•nH· hi. • 
(El DBl-1 nunus n:-icorhat1• difT,·ro•nc1• -<pt.•r:tn1n1 .,f thi· hr: 1 r:ornpJ.._•x 
from Pol~ytonll•lla spp 1henH• h 11 J. (F1 DUH rntUU!'> n,.,curh;llt." d1tT.-r~ 
ence spt.•ctrurn of t.ht> bt.~·f }H•art hc 1 cn1nplex 1 ht•n10• ''H 

from that ofthe bccfhcart bc 1 co111pJcx ..... ·hich cxhibit~ 
an almost s\-mctric band ...,..,·ith a maxin1un1 at 564 n.n1 
(Fig. 4F). This sPt of spectra cle;irly ~ho ... ,·s that tht_• 
b-typc cytochron1c fron1 Po(vlonit"!la ~pp. difTer fron1 
those ofthe bcef-heart hc 1 complex. nan1ely for the :J- to 
4-nm red-shift and for the !-;plit u-band of hPn1c b 11 • 

A-fidpoint polcr1lials of the b-type hen1cs vr the. be.·, 
cornplex frorn Pol:ytornella .•.;pp. and ·"JJcctra tahen at 
sch·ctcd rcdox polcntial.<>. Thc elcctrochemical titru­
tion ofthc cytochromc b he.ornes in thc> hc 1 complPx from 
Polytonzella spp. is f'ho,._•n in Fig. :). Ttl'=' dat:-i indicatcd 
the prc>sence ot three speciC's of /J-type hen1es. Thc tv . .-o 
major components. representing- ;39 ;;1nd 34'7c of the 
population, corrL~spondcd to the bL and bH hemcs, re­
spcctively. At p}i 7.8 (final rncasurerncnt aftcr titra­
tion). thc midpoint potcntials of be was - 143 rnV and 
ofb 11 +25 n1V. A third fraction. which rcpresented 27t;t-, 
of the population. cxhibited a '\'ery high mid-point po-

tcntiaJ of + 146 1n\r. T'his con1poncnt '\VUs idcntified as 
the b 150 spccics obscrvcd by other investigators <5. 20. 
21 >. and thut probnbly compris1~s the fraction of b 11 -

henll~:-. "vith a quinonc bound at. thc Q, centPr (21). An 
elcctrochcrnical titrntion of the bl't.!f-hcart bc 1 complcx 
.., ... ns carried out in ;i pnrallel t_•xpc>rirnc.-nt at pl-1 6.8 
<final 1ncasurc1nPnt after titration). yiclding rnidpoint 
potcnti.als of --115 mV for hL and _..75 rnV for bu. 
Nolt_•wort.hy, the b 1,,0 .spl'cies v1:as not detccted in this 
set of t~xperin1ent~. 

The spectrn of the b 11 and bL lwn1c.-; \Vere thcn rc­
corded at ~electc-d redox potPntial:-:. whcre the absorp­
tion contribution of otlll.•r cmnponent was ncglig:iblc. 
Thc spL"'ctra of tht.• indi,·iduaJ hernes, optin1izcd for 
1naxin1al re:mlution at .appr·opi¡lte rcclox potcntials are 
shown in Fig. {j_ Since rt.•dox pott:-ntiuls Wl.'rC chosen to 
avoid spcctral º""Prlnp, tht~ intPnsiti1·:-> nfthe illustratt~d 
spcctra do nol reprcsent the actual t.•oncentrations of 
thL• individual con1ponents. Hen1e /,L fron1 Polytomella 
spp. shon.•s a split u·band '\Vith a rnaxirnun1 at 568.4 nrn 
anda ~houldl'r at G!"i8.7 nrn. and hen1e bu also exhibits 
u dual u-hand "vith n1axin1a at G68.9 and 557.2 nm. 
Howp,·pr. the ratio 568/5f»8 '-Va~ found to significantly 
ditTcr behvcen thesP two hemes. llen1e b 150 also shows 
dual u-banll-" .. ...-ith n1axima at !>58.S and 568.8 nm. 

TJ1c dPcon..,·oluted rt_•ducpd n1inus oxidized .spectra of 
the t'\vo cytochron1e b hc1ncs are ~.;hown in Fig. 7. TI1c 
optical spectrn "verc fitted ,..,·ith Lorc•ntzian functions; 
tht~ rt>port<~d valucs art• the n1ean:.; of five difft:rent 
mcasurernents. For the u-peak of the h1. heme tv.·o 
l_.c1rentzian cornponents "''ere ohtainc_•d .... ·ith ma..xima at 

º"" 

o 
mV 

FJG. 5. Elcctrochemicitl titrntion of the cy1.ochrome h hcmcs of the 
hc 1 complcx of PolytolTlr/la spp. Data points obtnincd during titrotlon 
in t.he rl'duct.¡ve direction (0) data poinL<J obtnincd during t.itrntion in 
the oxidative direct.ion tOl. The curve wns fitted for con.sidering 
onc-electron HCceptor.s_ Three componcnt..s with midpoint. potent.ia.ls 
of - 143, ·+ 25. nnd + 146 mV Wt~l"'l· idcntified. comprising 39. 34, and 
27r;, of thc- total cytochromc b. 
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FIG. G. Difference spectrn ofthe three species ofb hcmes identific-d 
by elect.rochemical tit.retion. The difference spectra werc rec:orded nt 
pH 7.0 nnd at. the following redox potentin) .spans: -3671-75 mV for 
heme ht.. CA>. -38/-+54 mV for hem~ b 11 IB). nnd + 101/-+ 157 mV for 
b 1 r.otC>. 

558.7 and 568.4 ..... ·it.h rclativc peak arcas of 0.15 nnd 
0.85. respectivcly. Thc full-"'"idth at half-hcig-ht 
(F\VHH) of thc peaks were 5.96 and 7.82 nin. rcspec­
tively. Thus. in the bL heme thc Jo,,·cr cncrgy transi­
tion is more intense than thc higher cncrgy transition. 
Relativc peak arcas '-VCre about 1:5.5. y..·hich contrast 
with the data obtained for the 61. he1ne from n1ouse. 

v.rith rclativc peak are.as of 4:1 t5J. Tv1ro Lorentziun 
functions could ulso be fittcd in the u-peak frorn the b 11 
hen1e. cx.hibiting rnaxin1u al 557.2 and 568.9 nm. with 
rclntive peak art..•as of o.a3 and O.ü7. respectively. The 
FWHH of the pcaks \VPn~ 6.fia nnd 7.80 nin. rcspec­
tively. Thus. lwo spcclral con1ponents uf thc b 11 heme 
from Polytornella spp. werc clcarly dcfined. \Vith rcla­
tive peak arcas of about 1 :::!. ""·hich stron~ly contrasts 
\vith the single trun.sition fur thc 6 11 hcrnc 1n mamma­
linn preparatiuns (!i). 

The spcctral fcuturPH dcscribcd abuve conforrn to 
those obtnincd in the prt•sencc of rcductnnt.s (Fig. 4). 
which indicates that. tht~ h1. and bu hcmcs from Poly­
toniella spp. exhibit diffprent midpoint potentials. but 
sharc similar spectroscopic propcrtics. \Vith t'\VO tran­
sitions in thcir n-luuaJs. 
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FIG~ 7 DifTcrcnce ~pectra of the Polytomella spp. bL (A) und b 11 (Bl 
hemcs. The difference s~ctrn were recordcd at pH 7.0 nnd at. the 
following rcdox potent.inl epnns: -367/-75 rnV for heme bL .nnd 
-381 ...... 54 mV for heme bu. Thc solid lines represent the ori~nnl 
spectrn.. nnd the dotted Jin€.'ff thC" Lorcntzinn componenL<i obtninr.d 
nfier base line corrt•ction nnd deconvolution. 
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FIG. A. Comparison het\"''l•t•n thc rcd-sh1fi cnUM•d h\· 01nt1111\Tln ,,.\ 

in the spt.-ctra ofth~ Po/ytot,11•/la spp. bc 1 i:n1nplcx 1At n0d ttu_• h;•,•fh,· 1 

complex 1B1. DitTt_•rrnr:t• SPf.'<._.tr:i \"''Prt• rt•<.·urri1•d for tht• t,.,. . ., purilit•d h,· 1 
C'On1plexcs tdithi1lnttt.• r,>duc,·d 1n th1• prt•s•.·nci> uf ;1nt1n1_v<.·1n .,\ n11nu-. 
dill11.:.n1te n_•ducrd ). Tht~ pnnc1paJ pe:tk~ .:1nd .. -aJJ.•y.s ot•t:unt•d 1n th•· 
difTPrt•nce sprctra for tht• t\\"o <.'1H11pl1•x1•"' art• 1nd1c.1t1•d 

The red-shift znduc1·cl hv antunvcin ...-\. A.ntin1vcin .-\. 
is a potent inhibitor ot"thc ubÍquinol-cytoclu-~HnP e 
uxidoreductat'e activity of thv bc 1 eompJ(_•Xt--'~ i2:!), in­
cluding thc ºº'~ fron1 Pol_vtotnf•lla :-::pp. ( J!JL Thi!-> inhJb­
itor has been sh<n.11,:n to afTt-ct the spPctro:-><.:opic prop1vr­
ties of heme bu fron1 difTerent organisn1s 1 5. :!3. 241. 
Thc cfTcct ofthis inhibitor nn the ::;:;pl.-•ctroscopic features 
of thc b-type heme:- Íron1 Pol_vtonz,•lla ~pp. "va~ there­
fore invc.stig-ated. Fig-. 8 con1parcs the n.•d-~hift indllced 
by antimycin A on Pof.vtonzclla ~pp. and he(_'f hcart hc 1 
complcxe~. The Pol_vtonu•lla spp. hc 1 cnn1plex difl"en·nct.~ 
spectrurn <dithionite-reduccd in the presenc(• of anti­
n1ycin A minus dithionitc-reduced 1 exhibited a red­
shifi. v.:ith a maximurn at 568 nm nnd a srnaller tran­
sition at 556 nn1. In contr:ist. the difTc•rencp .-..pcctru1n 
of the bm:ine be 1 cornplcx exhibited a single tran~ition 
with a maximun1 nt 566 nm. con~istent '\.Vith thc prc­
viously de~cribcd red-shifts 12a. 24 >. lt couJd thus hP 
concluded that while antimvein A. inducP:-:. :t red-~hift 
on the .single u-hand tran.sition of the bu ab~orption 
spcctrurn ofthe hovine <'nzynH..'. the efTect ofthi.-.. inhib­
itor is evidcnt on thc two n-band transition.s uf" the h 11 
heme fron1 Polytomc//a spp .. in uccordance '\Vith the 
presence of ""'elJ-dcfined split '~-band of thi:-> hen1e 
moicty. 

DISCUSSJO!': 

The 1nitocho1uiria/ c.vtochroflU! b ¡-rufll Pol_vtonzella 
spp. exhihits a rl!rÍ·sl11fted u-batid. \Vhen t.he diffcr­
cnce SJ>ectrurn oftl1e rcduc(~d 1ninus oxidiz<~d rnitochon­
drial fractiou frozn Polyton1ella spp. ""-·as n~cordcd. ti.vo 
clearly resolvt.•d u-band pcaks, with nu1xirna at 553 and 
567 nn1. corresponding- to e.vtochronH'S c 1 :ind b. respec­
tivc.-.l_v. '\.V('Tl' nbst!rvt~d. The.se two ab.-..orption maxima 
\"-'Pr(' also obsen.·ed in tht~ spt.•ctrun1 ofthe purified. fu!ly 
reduct>d bc 1 c:o1nplex fro111 i'fJ/yton1c//a .-..pp .• '\Vith max­
ima at 5!i:J and :J67 nn1 ¡:.1t roorn tc.·n1pt~rature ( 15). A 
sinlilar t'\\·o.pPnk .-..p(_•c:truzn of the hc- 1 cornplex \\.'as pre­
viou.slv de.scribccl in nlitochondriu of Pu/\·tonzclla caec:a 
<2.G>. \~·ith znaxirua at !l4D nn1 for cytoch~o1ne c 1 and at 
562 nzn Ítlr cytochr<Hlll' b at Jiquicl n1trog"en ternpcra­
turt.•. Tht' cuz·n· . ..;pondin~ spectra ofothpr hr 1 con1piexes 
show overloppinJ,.! hand~. in which the ab;-;orption Land 
ofcytuchruznt.• c 1 appears as a :>houldPr at !'i:33 nm ofthe 
dominant h.:1nd at :J6:3 nzn uf th(.• h c_vtochrorne Ui. 26. 
27 J. Cytochron1e e 1 frozn E~olyto111ella :-: pp. shrnr,.'s a n1ax­
imu1n in thP o·band at :;G:-J nn1 and cuntninR the clas­
sical hPrne-hinding con~en.su.s .seqtwnc(_• CX..'.:Cl-f ( 15): 
thPrt.'fon•. cytochron1P c 1 is sirnilar to the corresponding 
cytoc:hrorne:-: in bacteria. ani111als. hi~hcr plants. and 
fungi. In contra.st. thl~ n~d-shjfied u-bnnd znaxirnum of 
cytochrotnt.• h frorn Polyton1clla . ..:pp. difTer.s from the 
one found in all othPr orgnnisn1s. 

Tite cytochron1c h ol th.• IH~f con1pl1·."l· fJ/. Pol_vton1f•lla 
spp. ctu1tai11 . ..; protoht•nzcs as prlJ:>!ht•fic .i:roups. Struc­
tur:d hornolni:::::-> of h-typt· eytochronH·:-; ""'·ith classical 
c\·tochrotnt· h functions that bind a-rvne ht.•rnP!-> havt.• 
h«•(•n idt•r1tifit-d in archat..•h;:icten.:.i. ! :.!8 l .. The possibility 
that thP atypicaJ :ibsorption .spectrurn of Po!ytome/la 
spp. b-typt• cytochromt• was due to difTercncps in the 
prosth(·tic J.!'roup h:is bt•cn rulc.•d nut by l IPLC analysis. 
Therefun·., tht• unique spectro:--copic properties of the 
cytochronH_• h fron1 Po/_,·tunzella .-..pp. must be dueto the 
arnino acid c.•nvironmt•nt th:H :-;urrnunds the hcn1e rnoi­
etit• . ..;.. 

Tlu.• h;, Íh'Tllt' /rnnz E~olyto1r1,.•/la spp. e.1.:hihits tu10 spcc­
truscopic trans1!1uns rn the u-bruul. \\-itb ~pecific re­
ductant:-:;. thf• individual -'"'P<'Ctra ofth(• b-type henl.CS of 
tlu~ purifú•d hr 1 con1pk•x fron1 E'olytu1n(•lla spp., showed 
that the hr. hPnH! is spc.•ctroscopically .sitniJ.ar to those of 
thc corn•sponding- c_vtochronH~ frorn ..inirnals, plants. 
y(•ast, or bactrria. exhibiting- t'\vo transitions in the 
u-reg-ion. Ncvcrthele.-..s. thc.~ 10"11,.·-ener~T)· contribution is 
n1uch znnrf' in1portnnt in Polytrunf•lla ¡.;pp. than in thc 
n1urine c.•nzynu· t :> ¡_ I-fo\o,.·evPr. it i;-; t}H• bu heme that 
t.•xhlbit.s the n1ol-"t striking- !"p(~ctral proµerties. Thc high 
resolution spectral annly.si:-< of thc h1. .and bu hcmcs 
frorn the bc 1 complex fro1n nl.ouse (:3J :;::hcnr,.·cd that he-me 
be exhibits a split u-ba.nd '\Vith maxin1a ::tt 558.l and 
56G.2 nn1. whilc heme bu has a single band ·with ma.'0:­
imum ~1t :l61.6 nrn. Sinl.ilar result~ were ubtaincd in thc 
~ppctroscopic charactcrization of lhc hr. <b!>,,,) and thc 
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h 11 (b!>c.o> hcn1es frorn potnto tuht•r rnitochondria <'.27 ). In 
addition. th(." ditTerence spectru rPporteod for thc h-t.vpe 
hemes ofthe l>l" 1 co111pl<•x frorn Lacteriu. ul~o sho"" a h1. 
hernc "vith a split u-band. ·whilt..• the btt herne 1noit>t_,.· 
exhibits a sing-lt.-• transitiuu 'lG. :.!6. ~9l. The optit-al 
propertil•s uf the bc 1 cornplt•xes frotn diverst.• spt•cil•s 
have ht_•t.>n n.•portt._•d, and g-t_•nprally tht•y sho, .. · cousis­
tcnt fr·ature.s for thP split 11-hand of the h1. lH•n1e; tht• 
lirniteU variation of tht..• br. spt_•ctra has bet•n n•latt•d to 
tht..• n1ure cunservPd protPin t•nviron1nent pn.•dictPd to 
surround this ht•me , .. ·ithin tht• cvtuchronll' h :-;truetun• 
(:~O). f llno,,·t.·VL'r, th1_• .spt..•ctro.tl difl;_';rt.~ncp~ of Polytu1n,·!!11 
spp. ap¡:ll~ar to he uni4uP, partic:ularly bL•cau:-;.e 111 no 
othcr sppcit_•s .:i :->plit .:i.nd n·d-~hiftt-d hi¡..;h pott•ntial h 11 
hcn1t.> ha~ ever hPt_•n obsl•r..-f'd. 

The CL•dox titration of hoth h-typt_• hL•rnt>s frorn Pof.• 
tornl!/la ~pp .. yit•lded valut_•:--> of - :.!;') zn\' for ht•n11• h 11 and 
of -1--1:1 n1V ft>r hen)t__• h1.. ~ivin¡..; a rt•dnx span nf líi.S 
nl.V. This span is hight_-r than 12:1 n1V obtaint>d by 
lfo\..,·p!l and Hobertson 1:")1 fiJr nHlU!"'-' hc 1 c:nn1plt•x. J.P .• 

Eh of -al n"lV for thL• ht.>1nt> h1. and Ei. of ---92 n1\' for 
hetnt..• hu. and fi.>r thP rcdox .... pan nf 128 rn\" in potnto 
bc 1 con1plcx. "...-ith ¡.:" of - 77 rn\.· for tht_• hL•ntP h._ and E 1, 

of + :)1 mV for hL•ine b 11 t27L Tht..•:->t> valut•s indieatt~ that 
rcdox !"-pans bet\\'L'Pll 120 and 16.S rn\.' an• co1np~1tihlt• 
, ... ·ith theo pre:senct• of fully active lw 1 cornph•xt•!"- "vith 
turnover ratt:·~ of :JOO s 1 or rnurP. Further analvs1s of 
thc re:;;i<lUL"'.S that surround tht• ht!llH~.s rem;tins. ·to h1· 
done. to under.stand ho\"'' the prntt.•in t.>nvironnH•nt znod­
ulate_:;;. the midpoint potentiaJ.:..; of thPSP prnsttwtic 
groups. 

The elt.•ctrochPn1ical titratirJn also n•vt•alt•d th1• pre,.;­
ence of a third b-typc cornponent, idPntifit•d a~ b 1_-,,¡· a 
fraction of hlf }u~n1es \Vith bound quinont> at thL· Q, 
centC"r 1211. Surpri~ing-ly. t}a~ cnrH.~1._·ntration of h 1.·-. 11 \\.·as 
reJath·ely high. con.sidcring- that titr·ations \\.'en• car­
ried out at pl-f 7.S. a condition thnt apparently dot•.s not 
favor it~ fornH1tion 15. 21 >.In cuntrnst, the h 1_.., 0 spt>Cif•s 
"\vas not obsr1'.0 Pd in titration~ carr1l'd out \..,·ith tht.• 
becf-heart enz"\-me in thr san1P conditions. In addition. 
a relati ... ely hi-gh concentration of Inuryl n1altoside i :.! 
mg/mg- of prntcin J wa.s required to !"OJuhiJiz1• tht..• hr 1 
complex from Polytonu•l!n .spp. nlitochondria 1151. Thi."'­
high nu1nber of dt..>tcrg-ent rnict.~llt..•.s :-;hould nut favor the 
binding- of the quinone to tht> Q 1 center; an association 
that appe.:i.rs to be particulurl:v strong in thL• ln· 1 c:orn­
plex fron1 this alga. 

The spcctru obtc:ÜnPd at difl"Crent rcdox span:"; cun­
firmed that thc bH :1nd hf. hernPS frnrn Pnlyton¡.._·/la spp. 
exhihit split u-bands "vith pt-~1k:-: do:-;p to :J5S and ;jf)H 
nm. Srnall difl(•rences wert• found when cornparing th.__. 
u-pcr1k znaxirna obtain(_•d at the midpoint pott_•ntials 
with tho:-:.e obtained with !->ing-Je n•ductants. Thc- nlost 
striking result obtained in thi!i ~tudy is that the h 11 
heme shows an u-band splitting- al roon1 te111perature. 
The decon\·oJution :u1alysis dcn1on.strated tht_. prP~t>nce 
of an in1portant component at .S57.~ nn1. that contrih-
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utcs \Vith :J3".': of thP lotal ab:sorptiun bund oí the 
a-peaks of this lu..•n1e. and thal indicates a strong dc­
c:rease in the -'-·-y dcgeneracy of the tetrap)trroJt> ririg. 

7'he ejfec-t oí anturzycrrz on thc absorption .o;pcctra oí 
thr h-l)'p1• C)'forhro111,•s frnrn Pol_ytonicl!u .... ·pp. The ~pe~ 
cifk hc 1 con1plPX inhibitor!-->. 1ny:\":othiazoJ and nntinl..Y­
cin. ~1re kn(ln·n to eausl' di.stnrtions in the absorbancc 
spt'ctr.a of tht.• hr 1 c:oznplex. _:\J_vxothiaznl bind.s in the 
vicínity ofthe h<•mL• h 1• <.'t~Jlt('r. while antin1ycin .A. Linds 
in tht.• vicinity nfth(~ h 11 l'l'Jltt..•r (5. 31J. 

..-\ntir11ycin i\. caust-d a red·.shift on the bc 1 cornplox 
=-'JH'ctrurn fron1 /'o/ytorrzcllo spp. Tv.·o transitions at 556 
and ::>ns nn1 Wl'rt_• ohser."l'<L This inhibitor .:i.Jso coused 
a n·d-shifi on the ga1nn1a peak of t}a• cytochro1ne (data 
not .-.:;ho\\·n J. \\-ht•n <·01np:1n•d \'-"ith the het..•fbc 1 cornpJex. 
tht· ~hifl in ['u!_vtonu·!la :-:.pp. wa.-.:; :.! nrn n101·t· tov.·ard the 
n·d. and it L'Xhibitt~d Lht.> two transitiuns not set..•n in the 
fwt'fhc 1 curnplex. AlthouJ,~h long·range pffects on thc b 1• 

hL•Jllf! havr• lwcn d<'.scribt..•d ':J, 21 l, anti1nvcin A excrts 
its rnain PfTl'ct on thP hPn1t..• hu n1oil'ty of~_yt.ochromc h. 
\\',. conclude that thL' n!d-!-ihitl induced by antin1ycin ....-"\. 
on thP b 11 henH· i.s cons1:->tt•nt \..,·ith the presencP of t" .... º 
.:-.;p1•<·troscup1c tran¡.;iti•1ns in this prostht!lic g-roup. 

Froni tht.• data discu . ...:sl'd aboVL'. \...-e conclude that 
h1·ntt• h 11 frorn /'o/yton1,·l!a spp. is difll!rent from thc_• 
corre~pnnding one fron1 inarnrnnls. pJ:1nts. and bacteriu 
and th:1t rhis ditTen•nc1.• rnakt•s an iinpurtant contribu­
tion. aJong with lwrnt· h¡_, to th<· obs(!r'\"('d red-shi-ft. oí 
cytnchrnn11• h_ I~ink 1·t al. 1;J21. h.:1vt~ znodt..•led n three­
din11._•11sion:d strut.:tun• •>f c:.vtochronH' h. J")ifTerenccs 
,..,·1·n~ obt~uza~<l in tht~ dJ::--tnbtHion of aron1atic rcsidue~ 
1n tlw v1cinity of the henH•:->: two phenyf;ilnnin<_·~ and 
ont..• t_vrosrnP \'-·t..•rt_• found to bt_• perp~_·ndicular to the bL 
porphyrin ring. v .. ·hich :1 lJows attractivt> t•lectrn~t a tic 
tnt('rnctions. In contr.:1:-::t. lht_• h 11 herne is surroundpd by 
thn·t• t ryptophan n•sidut'-...: that forrn a densely packcd 
hydrophohic .. nv1r11nnu•nr Tl1L' dat.a oLtain<.•d fron1 the 
crvstnl .structure of cvtochron1e h frorn bf>ef heart nli­
to~hondria t 1·1 ~ allow-;: us to pinpoint specific residut..•s 
that :-;urround thP tetrapyrroh• rings a.nd that rnay 
contrilnHt..• to the :-;p(•ctroscopic propL"rt.i<•s ofthe herncs. 
ThP h 11 sitt..> is n:•lativt•Jy IooseJ_v surroundt.•d by a st~ction 
nf randorn l'Oil hL'fon_• the ht~gü1ning of helix A. ht..>lix ...-\.. 
lH·lix B. thl' ne loop, helix e, heJix n. an<l a portian of 
t he DE loop. \Vht~n curnparÍng' difJl.•renccs in the pri­
uiarv structures of th1•st..• re1-,.rion..., of the bovine c_•nzvme 
1:~:J).- with tht:- une ofChlarnvdur11onas n•inhardtii t:.i·tJ a 
do . ...;.e rt•latÍVl' of Polytnn1t•!lcr spp. i:Jtl), tht..• folh)\"'·ing­
d1f"t't_•retll't• . ...: ""''erL' ff>Un<j r nurnl)l'rt.>d is in 01ccordn.nce 
with thc hovine ~equenct..•. follov.·ed hy the substitution 
in C'. n·rnhardtú in pnrt..•ntht.•.sis 1: \\'":w t S 1 and F:-1:l t G J in 
thc randorn coil hefr>n• ht._•Jix A: L:, 7 tAJ in hclix A: Cna 
í V J in heJix B; Y 107 fG) and F 1o!• (R) in the BC loop, T 112 
tVJ in hcfix C; AJH:t <S> and Frn!• (AJ in helix D; and E 20:! 

t(~). T::o:i ¡Y), and T~u:i (l...J in the DE Joop. In contrast. 
tht• h1. henH• pocket ¡...,, tightly surroundcd by helix A. 
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the A.B loop~ helix B. helix C. t'\Vo portions uf the CD 
loop. uncJ helix D C l·l ). \\then the s.:.unt~ analysis was 
pcrfc1rn1clL 1ninur but si1-..r-r1ifkant ditll..•rpnces bet, .. ·ren 
the bet."'f-hit._•;trt and C. r1•inhurdttl structun•s "':crt' 
found: \\'77 í ~I) in the .-\.B loop; K 17 :.: 1 N) in tht.• CD loop: 
and F' 1 ?in 1Yl in ht!lix D. Bast-d on thl'st• structur:il 
tL•aturt'S, .,,.,, .•• propOst"• that in tht• t'.:.lSt.' of tln• h 11 ht.•Jllt­
fro111 />o/_vtoTnt•ila spp .• a ~et 11f n•siduPs surroundin}.! 
thi.s pro.stht..-"t.ic hrroup alter!'> tlu• .'-·-y dPgl'la•racy of thL• 
porphyrin ring- and thnt thPse changt._•s in protPin con­
fornHttion affect tbe structural ani~ntropy of tht• eh•c­
tronic Pn"·ironrncnt aroun<l this ht•n1P. g-h·ing risc to a 
split 'and red-shifted cr-hand. DifTpn•tll.:t•s in rPsiduL•s 
that ~urrtiund hena• hi. 1na_v al:-;o 1..:011tnbute to thl· 
prcsencc> of a rpd-~hiflPd or-1naxir11un1 in it~ ab~orption 
spectru1u. 

'rh1• uuthors are tndt_•btt'<i to Ilr .Juv1t~1 :'\lart1nt·.! fror11 tfH· ll1•parta· 
ment of Biott-chnnlu¡..,')·. CI-="'-'ESTA\" •h·I IP;\;, .,..,,ho 111a11t;un,:.< thP 1~01_ ... 
torr¡~·llr: ~pp. -.tr:un u1 her rultun· ndh·•.:tl"n ·rhP authur.. .1ck110"'-·lt·dg1• 
Dn; .. ·\ . ..-\tlc-i:1 • .\1. Dt·~h Esp(•!-.tl. A. l;••nw;--J•uyou .• uul 1) \\' Kroh"1"n.1nn. 
for hclpful d1:'-t.'U!-.!-.lOn!o. .1nd cnta-.d rt .. .,-11...,,.. ofthl· n1anu ... cn¡•t ·nus -...·ork 
was MlJ.>pOrtl.,_j b:i-· c;rant :.?:!GOF'-.'.\: from ( ·o:--;.-\C:-·T, .\h•x1l·o, and hy 
Grant 1.X-:.?O-lr.~~.') frnm (}<OAI'~\. l '~.-\.\1. 
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1. Crecimiento de Polytomel/a spp. y C. reinhardtii. 

Se empleó una cepa de Polyton1ella spp. (198 80. E. G. Pringsheim) obtenida de la 
colección de algas de la Universidad de Gottingen. Alemania (Sammlung von 
Algenkulturen, Pflanzenphysiologisches lnstitut der Universitat Gottingen). Actualmente es 
mantenida en la colección m1crob1ológica del Departamento de Biotecnología del 
CINVESTAV. l.P.N con el numero de registro CDBB-951. Polytomclla spp. se creció a 
temperatura ambiente y sin agitación en matraces de fondo ancho en un medio con 0.4 º/o 

de acetato de sodio. O 2 ~:,de extracto de levadura y O 2 % de bactotriptona (Wise, 1959). 
Después de esterilizar el n1ed10. se ad1c1onó v1tar111na 81. 0.057 pg/ml y vitamina 812. 

O 025 pg/ml esterilizadas por filtración El cultivo se cosechó después de 
aproximadamente 48 horas de crec1rn1ento mediante centrifugación a 5000 rpm en un 
rotor GS-3 por 7 minutos Estas ct21ulas pueden emplearse 1nmed1atamente o guardarse a 
-70ºC si se resuspenden en un medio con sacarosa 0.32 M, EDTA-K 4 mM y Tris (pH 7.4) 
20mM. 

La cepa de C. reínlwrdtú empleada fue obtenida en el Chlamydomonas Genetics 
Center en la Universidad de Duke. Se creció en medio TAP que se prepara de acuerdo a 
Rochaix y col (1988) 

Solución de Be1¡ennck 20 X 
Ácido acético glacial 
Tris 
Solución de fosfatos (K)PO, 1 M pH 7 O 
Elementos traza 
Agua hasta 1 litro. 

Solución de Beijerinck 20 X 
NH.CI 8 g 

CaCl2 -2H20 

MgS04 ·7H 2 0 

1 g 

2g 
Agua hasta 1 litro 

Elementos traza 
EDTA-Na2 

ZnS04 ·7H 2 0 
H,BO, 

50.0 g 

22.0 g 
11.4 g 

50 mi 
1 mi 
2.42 g 

mi 
1 mi 

Solución de fosfatos 1 M pH 7. O 
K 2HPO. 1 M 250 mi 

KH2P0 4 1M -170 mi 
(Agregar hasta tener pH 7.0) 

119 



FeS0.-7H 0 0 

MnCl2-4H 0 0 

CoCl,·6HoO 

CuS0 4 -5H,O 

(NH,)sMo,·Oc,·4H,.O 

4.99 9 
5.06 g 

.61 9 

.57 g 

10 9 

Se disuelven los siguientes compuestos por separado: 
H 3 803 en 200 mi 
znso. en 1 00 mi 
EDTA en 250 mi 
Todos los demás compuestos se disolvieron en 50 mi cada uno. 

Se mezclaron todas las soluciones excepto la de EDTA. Apareció un color violeta. 
Se hirvió vanos minutos hasta que la solución se observó verde translúcido y 
entonces se ad1c1onó la solución de EDTA 

Se enfrió ligeramente pero sin ba1ar de 70 C y se aiustó el pH de la solución a 6.5-
6.8 con KOH al 20%, (requiere menos de 100 mi) 
La solución se diluyó a 1 litro y se incubó a temperatura ambiente con un tapón de 
algodón por aprox1n1adan1ente 2 semanas hasta que se tornó violeta Se filtró el 
precipitado rOJO que se fornió y se conservó a temperatura ambiente 

Las células se crecieron por 3 o 4 días con ag1tac1ón constante y en presencia de 
luz. Posteriormente se cosecharon rned1ante centr1fugnc1ón a 1 OOxg por 1 O minutos. 

La cepa se puede crecer en medio sólido s1 se agrega 1 5°/o de agar al n1ed10 TAP. 

2. Obtención y solubilización de mitocondrias de Po/ytornel/a spp. 

Las m1tocondnas se obuv1eron de acuerdo a Gut1érrez-Cirlos y col (1994). Las 
células resuspend1das con 4 volúmenes de medio con sacarosa O 32 M, EDTA-K 4 mM y 
Tris (pH 7.4) 20 mM Se rompieron en un homogen1zador de vidrio con vástago de teflón 
haciéndolas pasar por <;ste 5 veces ( Lloyd y Chance. 1968) El homogen1zado se 
centrifugó a 1 OOOxg 8 m:nutos y el sobrenadante se centrifugó de igual manera Para 

obtener las mitocondnas. este sobrenadante se centrifugó a 1 O 000 · g 15 minutos ( 12 000 
r.p.m. en rotor SS34) y el botón de m1tocondrias obtenido se lavó con sacarosa0.32 M, 
EDTA-K 4 mM y Tris (pH 7 4) 20 mM Las m1tocondrias se resuspendieron en el mismo 
amortiguador. 

Las m1tocondnas se diluyeron con aproximadamente 80°/o del volun1en necesario 

de amortiguador TM (Tns-HCI 50 mM pH 8 O. MgSO. 1 mM, PMSF 1 mM. TLCK 50 ¡1g/ml 
en presencia de NaCI 100 mM para tener una concentración de 10 mg de proteina por mi. 

120 



Por otro lado se adicionó gota a gota a las mitocondrias en hrelo y con agitación 
suave el resto de amortiguador TM-NaCI 100 mM con lauril maltósido disuelto en una 

proporción de 2g de detergente por 1 g de proteína mitocondrial. Las m1tocondrias 
solubilizadas se incubaron media hora en hielo con agitación suave y posteriormente se 

centrifugaron a 80 000-g por 15 minutos (30 000 r p m. en un rotor 50 T1) para separar el 
material no solub1l1zado El sobrenadante se dializó contra 1 O volúmenes de amortiguador 

TM sin NaCI y sin detergente durante 2 horas a 4 C 

3. Purificación de la citocromo e oxidasa de Polytomella spp. 

Las m1tocondnas solubillzadas y d1af1z:adas se incubaron 1 O ni1nutos a 4ºC y con 

agitación constante en presencia de colato de sodio al 1 6°/o y sulfato de an1on10 a una 
saturación del 40% Se centrifugó a 1 O OODxg 15 minutos y el botón verde. rico en 

citocromo e ox1dasa se resuspend1ó en an1ort1guador TM con NaCI 100 mM y lauril 
maltósido al 1.2°/o La muestra se centrifugó a 80 ODOxg 15 minutos y el sobrenadante se 
dializó contra 10 volúmenes de amortiguador TM. Esta preparación se cargó en una 
columna de intercambio 1ónico de DEAE-B1ogel A de B10Rad previan1ente equilibrada con 

amortiguador TM en presencia de O 1 mg/n1I de lauril maltós1do La columna se lavó con 3 
volúmenes de este amortiguador Posteriormente se lavo con 2 volUmenes del mismo 

amortiguador pero con un gradiente de O a 1 DO mM de NaCI 

La fracción nea en c1tocromo e ox1dasa se obtuvo al lavar la columna con el 
arriort1guador de equ1l1bno en presencra de 200 n1r\¡1 de NaCl Se colectaron fracciones de 
100 gotas por tubo con un colector n1arca Gtlson y se leyo su absorban era a 280 nm para 

detectar proteína y a 415 nn1 para detectar c1tocron1os en un espectrofotómetro 
Shimadzu. Las fracciones verdes ricas en c1tocron10 e oxidasa se concentraron en un 
ultrafiltro de Am1cón de 50 mi con una membrana YM100 de 43 mm Se determinó la 

cantidad de proteína en esta preparación. y se guardó en alicuotas a -70')C hasta su uso. 

4. Purificación de la citocrorno e oxidasa de corazón de bovino. 

Esta enzima se purificó de acuerdo al método de Capaldi y Hayashi (1972) y se 

guardó en alícuotas a - 70ºC. 

5. Cuantificación de proteína. 

La concentración de proteína se determinó mediante el método de Lowry y col. 
(1951) con la modificación de Markwell y col. (1978). 
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6. Actividad de la citocromo e oxidasa. 

La actividad de la c1tocromo e ox1dasa se midió espectroscópicamente de acuerdo 

al método de Errede y col. (1978) Se midió la actividad en un volumen final de 3ml de 
amortiguador TM con agitación constante en presencia de lauril maltósido O. 1 mg/ml . 

antimicina 20ftM y citocromo e de caballo reducido (marca Sigma) 30 ¡¡M. Para reducir al 
citocromo c. se preparó una solución concentrada de éste en un an1ort1guador de fosfato 

de potasio 1 O mM pH 7 O y se redujo con unos granitos de as corbato hasta que la 
solución adquirió una coforac1ón rosa Posteriormente se pasó por una columna de 10 mm 

x 70 mm de Sefadex G25 equilibrada con el ni1sn10 an1ort1guador, con Ja finalidad de 

separar al c1tocrorno e reducido del exceso de ascorbato La concentración de crtocromo e 
se determinó de acuerdo a Gonzále;::- Halphen y col < 1991) tornando con10 coef1c1ente de 

extinción molar para el c1tocromo e el valor de 18 5 n1M 'cm ' a 550 nm La reacción 

comienza al adicionar al medio 20-50 pg de ox1dasa y se registra Ja velocidad de 

disminución de c1tocromo e reducido al medir el can1b10 de absorbanc1a a 550 nm con el 

tiempo. Si se desea observar sens1bl/rdad de la crtocron10 e oxrdasa a cianuro. se ad1c1ona 

con micro1eringa KCN preparado el rn1sn10 dia a una concentración final de O 5 a 1 mM 
Tanto las med1c1ones de act1v1dad de la ox1das;i con10 la detern11nac1ón de su espectro se 
llevaron a cabo en un espectrofotor11etro de longitud de onda dual DW-2a Aminco 
modificado por ON-l1ne lnstrun1ent Systen1 Co Este equipo en1plea una paquetería de 

Outstanding Laboratory lnstrument and Softw3rc-Rap1d Scanning System (OLIS-RSM). 

7. Espectro UV-visible de Ja citocromo e oxidasa. 

El espectro UV-v1sible se obtuvo a ten1peratura ambiente a partir de la c1tocromo e 
oxidasa como se obtiene en la preparación y de la c1tocron10 e ox1dasa reducida con unos 
granitos de ditionita (Na 0 S 0 0.) El amortiguador empleado fue TM con O 1 mg/ml de lauril 
maltósido y la concentración de oxidasa fue de aproximadamente 1.5 mglml. La 

concentración de hemos tipo a se determinó mediante el coeficiente de extinción molar 

.'.c,6300050~ 1 = 16 5 mM·'cm' (Griff1ths and Wharton. 1961. Ozawa, T. y col., 1975). 

8. Gel desnaturalizante de poliacrilamida 

Se hicieron geles de placa de 1 2 n1n1 de espesor al 16°/o de acrilamida en una 
cámara BRL (Vertical Gel Electrophores1s System) de acuerdo a la técnica de Schagger y 

col. (1986) 

122 



9. Estimación de masas moleculares de proteinas. 

En dos carriles contiguos de un gel de pollacrilam1da se cargaron 30 ~·g de 

citocromo c oxidasa de Polytomella spp y de bovino Posteriormente el gel se tiñó con 
azul de Coomassie. Se empleó el equipo UltroScan XL de LKB que realizó barridos 
densitométricos del gel de pohacnlamida con un haz de laser de hello-neón. A través del 
barrido densitométrico se determinó la d1stancra de migración de cada subunidad en el gel 
denaturalizante. Como marcador de pesos n1oleculares se empleó a la citocromo e 
oxidasa de bovino. ya que las n1asas n1oleculares de todas sus subun1dades se conocen 
(Capaldi y col . 1988) Las masas moleculares aparentes de ias subunidades de la 
citocromo e ox1dasa de Polytornel/a spp se calcularon a partir lrl n1asa molecular de las 

subun1dades de la c1tocror110 e ox1dasa de tJovrno 

10. lnmunorréplicas tipo Western. 

Se empleó la técnica descrita por Gonzalez-Halphen y col (1988). Los anticuerpos 

contra COXI, COXll y COXlll de levadura que se usaron se obtuvieron de Molecular 
Probes (Eugene. Oregon) 

11. Secuenciación de proteínas. 

11.1. Secuencia del extremo amino terminal por degradación de Edman. 

Se prepararon las proteinas de interés de acuerdo al método reportado por 

Gutiérrez-Cirlos y col.. 1994 y la secuenc1ac1ón del extremo amino terminal de estas se 

llevó a cabo en un secuenciador Applled B1osystems en el Laboratoíre de 
Microséquenc:;:age des Proté1nes del Instituto Pasteur en Paris Francia 

11.2. Secuencia interna de proteinas mediante digestiones proteoliticas. 

Se corrió un gel de acnlam1da desnaturalizante que contenia aproximadamente 

100 µg de oxidasa por carnl Se recomienda que las soluciones para preparar y correr el 
gel sean frescas. El gel se f1¡ó 2 veces durante 30 minutos con metano! al 50% y acido 

acético al 1 Oº/o. Posteriormente se tiñó por vanas horas con am1do negro 0.003°/o en 

metanol 45°/o y ácido acético al 1 O~'á Cuando la banda de rnterés fue v1s1ble. ésta se cortó 
y se lavó con agua desionizada para eliminar el exceso de metano!. ácido acético y 
colorante. Finalmente se secó l!geran1ente por centrifugación al vacio sin que la banda se 

deshidratara por completo 
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Las digestiones de la proteina y la secuenc1ac1ón de cada fragmento se llevaron a 
cabo por J. O'Alayer en el Laboratoire de M1croséqueni;:age des Proté1nes del Instituto 
Pasteur en París, Francia. Se llevaron a cabo 1ncubac1ones de la n1uestra con tnps1na y 
endolisina. Posteriormente se separaron los productos n1ed1ante columnas de HPLC o 
mediante geles desnaturahzantes y se analizó la secuencia de sus extremos amino 
terminales mediante degradación de Edn1an 

12. Purificación de DNA total de Polyton1el/a spp. y C. rcinhardtii. 

El ONA de Polytomella spp y C. re1ntwrdtlf se obtuvo de igual manera. pero las 
células se rompieron por métodos diferentes En el caso de Polytomclla spp se empleó 
un cultivo de 46 horas de 2 litros de n1ed10 Las células se colectaron nied1ante 

centrifugación a 5000 rpm en un rotor GS-3 por 7 n11nutos Las células se ron1p1eron al 
resuspender en 25 mi de amortiguador OTP (Tns·HCI 10 rnM pH 8 O. NaCI 100 mM. 

EOTA-Na 10 mM. y sos 1%) a 4 e 

En el caso de C ro1nf1<-udtu. se cosecharon 500 mi o 1 litro de cultivo crecido por 3 
o 4 días en ag1tac1ón constante y con luz Las células se lavaron con 100 mi de Tns 1 O 
mM pH 8.0. EOTA-Na 1mM Posteriormente. las células se resuspend1eron en 5 mi de 
citrato de sodio 100 niM y se congelaron en nitrógeno liquido Se ad1c1onó un volun1en de 

sos 2% y se incubaron a 60 e 15 rrnnutos 

Las células rotas se extra1eron 2 veces con un vo!unien de fenol-cloroforn10 l 1 1) y 
una vez con un volumen de cloroforn10 La fase acuosa se precipitó con O 1 vo!Umenes de 

acetato de sodio 3M pH 5 O y 3 volúmenes de etanol y se incubó 15 r111nutos a -70 C 

Posteriorniente se centnfugó a 1 0000 · g 1 O n11nutos y el DNA prec1p1tado se lavó con 

etanol al 70% Se resuspendió en 4 o 5 rnl de agua y el ONA se incubó con 2 5 f'g de 

RNasa de Boehringuer por 3 horas a 37cc Posteriormente se llevaron a cabo dos 
extracciones con un volumen de fenol-cloroforn10 ( 1 1) y finalmente con un volumen de 

cloroformo. El DNA se prec1p1tó y lavó de igual manera que anteriormente Se 

resuspend1ó en 1 o 2 mi de agua y se guardó a 4· C toda la noche para completar su 

disolución. Posteriormente se guardó a -20'C. 

13. Purificación de RNA total de Polytomel/a spp. y C. reinhardtii. 

El RNA total de estas algas se obtuvo de 80 mi de cultivo de Polytomelta spp. o 50 
mi de cultivo de C reinhardtii y se empleó el sistema de RNeasy de QIAGEN de acuerdo 
a las instrucciones del distribuidor. 
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La concentrac1ón de RNA se determinó m1d1endo la absorbancia a 280 nm en un 
espectrofotómetro. La pureza y calidad del RNA se determinó mediante la relación 
A260nm/A2sonm así como con la forma del espectro obtenido en esta región. El RNA obtenido 
puede emplearse para correr geles de agarosa o para preparar primera hebra de cDNA. 

Cuando se prepara RNA para obtener primera hebra de cDNA a veces es 
conveniente hacerle un tratamiento con la DNasa libre de RNasas de OIAGEN durante la 
purificación del RNA. de acuerdo a las 1nstrucc1ones del proveedor 

14. Geles de formamida-formaldehido para RNA. 

El RNA se analizó en geles de agarosa 1 o 1 2% con formarnida-forrnaldehido 

0.66 M. Se cargaron entre 15 y 20 pg de RNA por carnl. El tratamiento del material de 
vidrio y plástico, la preparación de soluciones. asi como la preparación de la muestra se 
hicieron de acuerdo al método de Sarnbrook y col (1989) 

15. Purificación de DNA de geles de agarosa. 

La banda de DNA que se deseaba purificar de un gel se corrió lo suficiente para 
separarla de otras bandas no deseadas Esta se cortó del gel, se colocó en un tubo de 1.5 
mi y se pesó. Para purificar la banda del gel se emplearon dos sistemas diferentes, uno 
de Boehringer Mannhe1m y el otro conocido corno QIAEX 11 Agarose Gel Extraction 
Protocol, de OIAGEN. Las 1nstrucc1ones de uso de cada sistema se proporcionan por el 
proveedor. 

16. Marcaje radioactivo de DNA para sondas. 

Se empleó el sistema de cebadores al azar de G1bco BRL para marcar 
aproximadamente 30 ng de DNA usado corno sonda con °=P-dCTP 1 O mCi/ml 

17. Análisis tipo Southern. 

Se cargaron 30 pg de DNA por carril de un gel de agarosa al 0.8% o 1º/o. La 
transferencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nylon (Hybond de 
Amersham) por capilaridad se llevó a cabo de acuerdo a Sarnbrook y col. (1989). Esta se 
lleva a cabo toda la noche. y al día siguiente la membrana se entrecruzó con luz UV en un 
entrecruzador de Stratagene 
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18. Análisis tipo Northcrn. 

La transferencia de RNA de geles de formamida-formaldehido a membranas de 
nylon por capilaridad se llevó a cabo de acuerdo a Sambrook y col. (1989). Antes de la 
transferencia. el gel se incubó por dos horas en agua tratada con DEPC (dietil 
pirocarbonato) con un cambio de agua después de la primera hora El dispositivo de 
transferencia fue igual al de las transferencias tipo Southern. pero se empleó como 
amortiguador de transferencia SSC 1 OX tratado con DEPC. La membrana se sometió a 
luz UV como en el caso anterior para que el RNA quede protegido de degradación y fijo a 
la membrana 

19. Prehibridación e hibridación de membranas de Nylon. 

Las membranas se prehibridan durante 2 o 3 horas a la temperatura deseada con 
el siguiente amortiguador: 

ssc 5, 

Reactivo de Denhardts 5, 
Tns-HCI 20 mM pH 8.0 
EDTA-Na 2mM pH 8.0 
sos o 2% 
DNA de esperma de arenque O. 1 mg/ml 

El DNA de esperma de arenque se incubó en agua en ebullición 1 O minutos e 
inmediatamente después se incubó en hielo 1 O minutos antes de agregarse al medio de 
prehibridación. Para h1bndar la membrana se empleó el mismo amortiguador pero 
solamente se adicionó la sonda marcada rad1oactivamente y se dejó incubar en esta 
solución toda la noche a la temperatura deseada 

20_ Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

En general. se preparó la siguiente mezcla de reactivos para un volumen final de 

50 µI y por cada tubo de reacción 

- 1 ~d de oligodesoxinucleótidos (dATP. dCTP. dGTP. dTTP) 10 mM cada uno. 

- 5 pi de amortiguador de poilmerasa Taq 1 O· marca G1bco BRL. 

- 2 ~d de MgCl 0 50 mM para una concentración final de Mg"" de 2 mM. 

- 0.5 pi de polimerasa Taq recombinante (5 unidades/¡ll) de Gibco BRL. 
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- (opcional) Cuando se emplea DNA de C. reinha1dl1i. con un alto contenido de G y 
C. se recomienda agregar 10 ¡il de amortiguador O (QIAGEN). 

- Agua para 39 ¡¡l. 

En cada tubo se adicionaron 200 ng o 20 pmoles de cada olrgodesoxinucleótido en 

5 ~ti y entre 200 ng a 1 pg de DNA. normalmente contenido en 1pl. Si el templado es DNA 
total, es necesario romperlo un poco pipeteando vanas veces Los ciclos empleados en 
general fueron: 

5· 94ºC 

45" 94ºC} 
1' 45°C 35 ciclos 
2· 72ºCJ 

7' 72ºC 

Para analizar los productos de PCR. se corrreron entre 1 O y 15 pi de cada uno en 
un gel de agarosa al 1 o/o o 1 2°/a. Las secuencias de todos los desoxioligonucleótidos 
empleados en este trabajo se encuentran en el apéndice 111 

21. Preparación de la primera hebra de cDNA. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un termoc1cJador que usa tubos de paredes 

delgadas de 200 ¡d. El cDNA obtenido puede ser guardado a -2o·c. Se emplearon 4 
diferentes sistemas de transcrrptasa reversa. Thermo RT"··· (Display Systems B1otech). M­
MuLV RT (Promega). Superscnpt"·'11 (Gibco BRL) y Omn1scrrpt (QIAGEN). En todos los 

casos se emplearon 1 o 2 1<g de RNA total y 25 unidades de 1nh1b1dor de Rnasas 
(Boehringer). Para preparar primera hebra de cDNA de C. ru1nl1a1cft11. es recomendable 

incubar al RNA en agua a 65 C 5 minutos y poster1orrnente en hielo Adicionalmente. se 

recomienda agregar amortiguador O 1. de QIAGEN 

Como cebadores de la transcnptasa reversa pueden emplearse 
oligodesox1nucleót1dos especif1cos. ol1go d(T)/adaptador u aligo 0 1 (para consultar las 
secuencias de estos ofigodesox1nuc/eótidos. dirigirse al apéndice 111) 

22. Adición de colas poli A al extremo 5' del cDNA. 

La finalidad de esta reacción es adicionar al extremo 5· del cDNA una cola de poli 
(A) que nos permita amplificar completa esta región del gen de interés. Se empleó el 
sistema de transferasa terminal de Boehringer Mannhe1m La n1ezcla de reacción fue Ja 
siguiente: 
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2 o 4~tl de primera 11ebra de cDNA. 

4 µI de amortiguador para transferasa terminal 5><. 

1 ~ti dATP 4 mM 

6 ~ti de CoCl 2 2 5 rnM. 

1 µI transferasa terminal (25 U). 

Agua 11asta 20 pi. 

Se Incubó 8 minutos a 37ºC. 

Posteriormente se incubó 5 minutos a 65°C para desactivar a la transferasa 
terminal. 

El cDNA se guardó a -20ºC. 

23. Amplificación rápida del extremo 5' de cDNA. 

Como templado para esta reacción de PCR se usó 1pl de cDNA con una cola de 
poh (A) en el extremo 5· Cuando se emplea esta técnica con cDNA de C. reinhardtii se 
recomienda agregar amortiguador O (QIAGEN) Este PCR se llevó a cabo en dos etapas: 

Primer PCR. 

Sin Taq, con sólo 2 pmol de 1) oligo d(T)/adaptador ó 2) OT. 

5' 95°C 

6' 75ºC ~- Se adicionaron 2.5 unidades de polimerasa Taq por tubo. 

5' 48ºC 

15' 72°C 
1 ... 

~- Se adicionaron 20 pmol de adaptador + 20 pmol de 
oligodesoxinucleótido especifico . 

1' 95ºC 

1' 55°C 

2' 72°C 

} 40 ciclos 

1 ... 
?' 72°C 
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Segundo PCR. 

Es un PCR anidado en el que se emplea 1 ~1' del primer PCR diluido 1 :20. Las 
condiciones de reacción fueron las siguientes: 

Sin Taq. con 20 pmol de adaptador y 20 pmol de cebador especifico anidado. 

5' 95ºC 

6' 75°C _._Se adicionaron 2.5 unidades de polimerasa Taq por tubo. 

1' 95ºC 

} 1 · 55ºC 30 ciclos 
2· 72ºC 

1 • 
r 72ºC 

24. Clonación de productos de PCR. 

24.1. Ligación y transformación. 

Los productos de PCR purificados del gel de agarosa se ligaron con el sistema de 

pMos-blunt Ended Cloning de Amersham '" ó con el sistema de pGem ''-T Easy Vector 
System de Promega. Las instrucciones para preparar la mezcla de ligación asi como las 
condiciones de transformación de células competentes de E co/i se proporcionan por el 
proveedor. Las células transforrnadas se sembraron en cajas de LB con ampicilina 100 

~19/ml agregando directamente a las bacterias transformadas 1 O pi de IPTG 800 mM y 40 

µI de x-Gal 2º/o. Se seleccionaron las colonias con inserto por su resistencia a ampicilina y 
por la falta de actividad de la ¡1 galactos1dasa (colonias blancas) 

24.2. Minipreparación de plásmidos. 

Se empleó la técnica propuesta por Zhou y col. (1990) para minipreparaciones 
rápidas. Aquellas colonias que presentaron el inserto esperado se crecieron en LB liquido 

con ampicilina 1 00 fig/ml para llevar a cabo una preparación del plasmido más limpia y 
apropiada para secuenciar 

25. Preparación de plásmido. Esta se llevó a cabo mediante mid1 columnas 

marca QIAGEN ó con el sistema Wizard·.- Plus SV para minipreparac1ones de Promega. 
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26. Tamizaje de la biblioteca de cDNA en A.gt10 de C. reinhardtii. 

Para conocer la secuencia de los genes cox2a. cox2b y co.x3 de C.reinllardtii se 

empleó una biblioteca de cDNA preparada en ;..gt10 proporcionada por Franzén y Fatk 

(1992). La busqueda de tos genes en esta b1blooteca. asi como tas soluciones empleadas 
se hicieron de acuerdo a Sambrook y col. ( 1989). La cepa de E. co/1 empleada como 
receptora del fago fue la C6001lfz 

26.1. Titulación de la biblioteca. La finalidad es conocer el numero de 

placas líticas por mi de solución de fagos (pfu/mt). El procedimiento fue et siguiente: 

- Se sembró la cepa bacteriana C600 hf/ en una caja de LB toda la noche a 37°C 

(esta caja se llamó ··caja primaria"' y se guardó a 4· C) A la mañana siguiente se tomó una 

colonia y se sembró nuevamente en una caja de LB toda la noche a 37 C. Esta caja fue 
empleada para tomar de ahi las bacterias para ser infectadas a lo largo del tamizaje 

siempre y cuando no tuvieran mas de 3 semanas a 4 - e S1 este era et caso se resembró 

una colonia de la caja pnmar1a para obtener colon1as frescas cuyo crec1m1ento fuera el 

óptimo. 

- Se tomó una colonia de bacterias de la caja de LB y se creció en 50 mi de LB con 

maltosa 0.2% y MgSO., O 1 mM toda la noche a 37 C y con buena aereación Se 

recomienda emplear un n1atraz de 250 o 500 n1l con ag1tac1ón de 250 r p m 

- Al dia siguiente se cosecharon las células y se resuspend1eron en 1/5 o 1/10 de 

su volumen original con arnort1guador SM Las bacterias deben ser guardadas a 4ºC, y 
pueden permanecer en cond1c1anes ópt1n1as tiasta tres días 

- Se preparó una sene de diluciones de la btblioteca original de la siguiente 

manera: se tomaron 5 fil de ta b1bl1oteca original y se diluyeron en 500 pi de amortiguador 

SM ( esta dilución fue de 1 o·é) De esta dilución se tomaron 100 ftl y se llevaron a 1 mi con 

SM (dilución 10') Se preparó 1 mi de una serie de diluciones hasta 10·'. todas en 1 mi 

de SM. 

- En un tubo de ensayo o tubo Falcan tapado y estéril se agregaron 100 ¡ti de 

bacteria concentrada. 100 ¡d de SM y 100 ¡d de una de las diluciones entre 10"3 y 10·7
. Se 

mezcló suavemente Se recomienda preparar un par de controles para verificar que las 

condiciones son tas adecuadas. uno que no contenga fagos, sólo el SM y tas bacterias. y 
otro control con fagos y SM pero sin bacterias. 

- Se incubó 30 minutos a 37ºC para que el fago infectara a tas bacterias. 
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- Se agregaron al tubo 7 mi de agar superior completamente fundido y 
equilibrado a 45"C en un baño de ten1peratura y se mezclaron por inversión 

- Inmediatamente se vació la mezcla sobre un plato grande (150 mm) de LB con 
agar 1 .4% y se distribuyó completamente en toda la superf1c1e del plato evitando que el 
agar superior se fundiera antes de conclutr Se rep1t1ó este paso para cada una de las 
diluciones y Jos dos controles Se permitió que el agar superior se endureciera a 
temperatura an1biente durante aprox1r11adan1ente 1 O n11nutos y posteriormente se incubó 

entre 8 y 12 horas a 37 C Es 11nportante que las caias de LB estén previamente secas y 

equilibradas a 37' C Después de vanas horas de incubación con11enzaron a aparecer 
plaquitas translücidas sobre la can1a opaca de bacterias que 1nd1caron las posiciones 

donde se estaba efectuando la l1s1s bacteriana por parte de los fagos 

·Cuando las placas líticas alcanzaron un tan1a11o de aproxrrnadamente 1 5 mm de 

diámetro. se contaron en aquellas ca1as en que fueron perfectamente d1st1nguibles unas 
de otras y se calcularon los pfu que hay en 1 mi de biblioteca original 

26.2. Plaqueo y búsqueda de clonas positivas. 

- Se plaquearon 5 caJas de LB agar 1 41..;o con la dilución que contenia 
aproximadamente 1 a·, pfu Para ello se s1gu1eron los n11smos pasos que para llevar a cabo 
la titulación. pero sólo se en1pleó aquella dlluc1ón que fue la adecuada Las cajas 

sembradas se incubaron a 3 7 e entre 8 y 12 horas 

- Una vez que las placas lit1cas crecieron hasta 1 5 mm aproximadamente, éstas 
se transfirteron a una 111embrana de nylon del n11smo tamaño que las cajas Para una 
orientación posterior de aquellas placas lit1cas pos1t1vas. fue necesario hacer 3 recortes 
triangulares en posiciones asimétricas en el borde de las membranas y numerarlas. 
Cuando la menibrana se colocó sobre una de las cajas numeradas. fue necesario marcar 

con un plumón de color la forn1a de los cortes de la rnembrana en el reverso de la caja de 
LB. 
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Membrana 

- Se emplearon membranas de nylon Hybond-N de Amersham. Se colocó 
cuidadosamente Ja membrana sobre el LB agar de una de las cajas Es importante 
comenzar a colocar desde el centro la membrana y perm1t1r que ésta se vaya adhiriendo a 
la superficie de agar sin que queden burbujas atrapadas Para Ja primera réplica se incubó 
de esta manera 5 minutos y para la segunda 7 S1 se desean hacer mas réplicas es 
necesario incubar 2 minutos más cada vez. es decir. 9. 11 minutos. etc. 

- La membrana se separó de la caJa con pinzas. cuidando de no romper el agar 
superior. La membrana se colocó con las placas lit1cas hacia arriba. sobre un papel 
Whatman saturado con una solución desnatural1zante de NaOH O SN y NaCI 1 SM. Se 
incubó por 5 minutos 

- Después se colocó la membrana sobre un papel absorbente para eliminar el 
exceso de solución y con pinzas se colocó con /as placas liticas hacia arriba sobre un 

papel Whatman saturado con solución neutraliza dora de Tris O 1 M pH 7 5 y SSC 2x 
durante 5 minutos 

- Finalmente. la membrana se transfirió por 5 minutos a un papeJ Whatmann 

saturado con SSC 2··· para lavar los restos celulares 

- Este proceso se repitió para todas las membranas. Si las soluciones de los 
papeles Whatman se llenan de restos celulares. es necesario cambiar estos papeles y 
saturarlos con soluciones frescas 
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- El DNA del fago se fijó a la membrana mediante incubación a BOºC por 2 horas 
en un horno de vacío. 

- La solución para prehibridar e hibridar las membranas fue la siguiente: 

5" ssc 
5.-.. Denhardts 
0.5% SDS 

- Las membranas se mojaron con un poco de solución para h1bndar y se colocaron 
en una bolsa de plastico perfectamente sellada Se agregaron 1 O mi de solución para la 
primera membrana y 2 mi más por cada membrana ad1c1onada a la bolsa Se eliminaron 

las burbujas de aire y la bolsa se selló por completo Se preh1bndó a 65''C 1 hora en un 
hibridizador rotatorio. 

- Para colocar la sonda n1arcada radioact1vamente se cortó una de las esquinas de 
la bolsa y se agregó la sonda Al mismo tiempo se agregó DNA de esperma de salmón 
desnaturalizado. a una ccncentrac1ón final de O 1 mg/ml Posteriormente la bolsa se selló 
completamente. Por seguridad es necesario envolverla en una segunda bolsa de plástico 

perfectamente sellada Las membranas se h1bndaron a 65 C toda la noche 

- Al día siguiente las membranas se extra1eron de la bolsa de p/.3st1co y se 
colocaron en un rec1p1ente con 200 mi (para 10 men1branas) de una solución que contenía 
2xSSC y O 2% de SOS a temperatura ambiente En una nueva bolsa de plastico se 
hicieron los siguientes lavados 

2x ssc + o 2% sos 15 minutos a 65 e 
0.2x SSC + 0.2% SDS 30 minutos a 65·C 

dos lavados 

un lavado 

Finalmente las membranas se incubaron en una solución 0.1 x SSC + 0.1º/o SOS a 
temperatura ambiente para evitar que se secaran mientras éstas se colocaban en bolsas 
de plastico perfectamente selladas para impedir que se secaran durante su exposición en 
placa fotografica. 

26.3. Tamizaje secundario. 

De acuerdo a las placas reveladas. a los cortes hechos en el borde de las 
membranas y al dibujo de estos trazado en la parte posterior de cada caja, se localizó la 
posición de aquellas placas positivas 
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Es importante verificar que las placas seleccionadas sean positivas en ambas 
réplicas. es decir. que su posición en ambas réplicas sea exactamente la n1isma. 

Debido a que la población de placas líticas en estas cajas es muy alta. hay una 
gran cantidad de placas no pos1t1vas que estan estrechamente cercanas a la placa lítica 
de interés. Por ello es necesario hacer un segundo tam1zaJe con nienos placas liticas por 
caja para poder aislar coton1as únicas en este paso 

- Se cortó con navaja la punta de una m1cropipeta de 1000 pi y se colocó justo 

donde se localiza la placa lit1ca pos1t1va La punta se mtrodUJO en el LB-agar y se atravezó 

hasta el fondo de la caja Después se succ1oó el LB y se incubó en 1 mi de SM a 4 C toda 
la noche para permitir que el fago d1fund1era hacia fuera del LB-agar 

- Al día siguiente se tituló la preparación de fago. para ello se h1c1eron nuevas 

diluciones del fago desde una dilución de 1 O ' hasta una 1 O' en cajas de LB-agar 1.4º/o de 
100 mm de d18.metro Se selecc1onó aquella d1luc1ón en que se contaban 

aproximadamente 150 o 200 placas lit1cas bren separadas Para el caso de cajas de Petri 
chicas fue necesario agregar 3 5 n1! de agar superior fundido en vez de los 7 mi 

empleados para cajas grandes 

- Se transfirieron las placas l1t1ca:s a membranas de nylon de aCLJerdo a lo 1nd1cado 
con antenondad. pero en esta ocasión una niembrana grande {para ca1as de 150 mm) se 

cortó en 4 partes iguales y una de estas partes es la que se empleó para la transferencia. 
Es importante hacer un corte triangular asimétrico en el borde de la membrana y marcar 
su contorno sobre la parte posterior de la caja de petn 

Membrana 

~ Parte trasera de 
una caja chica 
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- Una vez que las placas lit1cas se transf1r1eron y fijaron a la membrana, éstas se 
hibridaron con sonda marcada nueva. Las nien,branas se hibndaron y lavaron en las 
mismas condiciones que durante el primer tarn1zaje 

- Una vez que se 1dentif1có una colon1a pos1t1va completamente aislada. se 

succionó el LB-agar con la punta de micropipeta de 200 pi cortada con una navaja y se 

incubó en 1 mi de SM toda la noche a 4· C pnra perm1t1r que el fago d1fund1era hacia fuera 

del LB-agar. 

26.4. Purificación del DNA de fago. Para purificar el DNA del fago es 

necesario sembrar una caja chica de LB- agarosa (en esta etapa. el agar podría inhibir 
reacciones enzim.3ticas. con10 la l1gac1ón o d1gest1ón con enzimas de restncc1ón) Se 

emplearon 50 pi de la solución de fago (aproximadamente 10' pfu) en el SM sin diluir. 

Después de incubar la caja toda la noche a 37· C se deben ver sólo placas confluentes 

- El l1sado de lambda en placas se preparo de ncuerdo al protocolo 11 de Sambrook 

y col. (1989). La agarosa superior se raspó suavemente de la caja de Petn con una pipeta 
Pasteur doblada en L y se colocó en un tubo Falcan estéril 

- Se agregaron 1 O mi de an1ort1guador SM a la ca1a y se enjuagaron los restos de 
agarosa superior La caja se incubó con el SM 15 minutos a temperatura ambiente 

- Se agregaron los 1 O mi de SM iunto con los restos de agarosa al tubo Falcan que 

contenía la agarosa superior que se raspó de la ca1a Se agregaron 100 pi de cloroformo y 
se agitó suavemente por 1nvers1ón Se incubó 2 horas a temperatura an1biente para 
permitir que el fago difundiera hacia fuera de la agarosa 

- Se centrifugó a 10.000. g 1 O minutos para separar la agarosa del sobrenadante 

Este se colocó en un tubo Falcon estéril nuevamente y se completó su volun1en a 1 O mi 

con SM. Si la muestra se va a guardar es in1portante agregar 100 pi de cloroformo y agitar 

varias veces por inversión En este caso la muestra se incuba a 4-·c 

Para preparar el DNA del fago se emplean columnas de QIAGEN Lambda Midi Kit 
especiales para este tipo de purificación. Es importante no permitir que el precipitado de 

DNA obtenido al final se seque mas de 5 minutos, porque de ser así, resulta imposible 
solubilizarlo posteriormente 
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26.5. Amplificación por PCR del cDNA de C. reinhardtii aislado de la 

biblioteca de A.gt1 o. 

Una manera rap1da de saber s1 el inserto contenido en el DNA de fago aislado es 
el gen de interés. consiste en amplificar por PCR el inserto mediante el uso de 

oligodesoxinucleótidos bas~dos en la secuencia de ;;._gt 1 O que flanquea al inserto de 
cDNA de e_ rc:infJard/11_ Las secuencias de estos oligodesox1nucleót1dos son: 

Hacia adelante 

Hacia atrás 

5'-AGCAAGTTCAGCCTGGTT AAGT-3' 
5'-CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA-3 

El producto de PCR obtenido se clonó en el vector pMos-blunt o pGem-T como se 
mencionó anteriormente o se secuenció directamente con 
oligodesoxonucleótidos empleados para amplificar este producto de PCR 

26.6. Subclonación del cDNA de C. rcinhardtii. 

26.6.1. Preparación del cDNA de C. reinhardtii. 

los mismos 

- Se cortó aproximadamente 1 ug de DNA de fago purificado por columnas de 

QIAGEN con la enzm1a de restricción EcoRI en 200 ~d de volumen final y se incubó 

toda la noche a 37 e 

- El DNA digerido se prec1p1tó con 1 /1 O de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.0 

+ 3 volúmenes de etanol al 100º/o. Después se cornó en un gel de agarosa al 1 º/o y 
se purificó el inserto Se corrió una décima parte del volumen de inserto puro en un 
gel de agarosa para est1n1ar su concentración 

26.6.2. Preparación del vector pBluescript. 

- Se digirieron aproximadamente 15 pg de pBluescnpt (Stratagene) en 50 µI de 

volumen final con EcoRI toda la noche a 37 C 

- Se agregaron 6 ul de amortiguador 1 O· para fosfatasa alcalina (Boehringer) y 1.5 
unidades de fosfatasa alcalina de can1arón ( 1 5 ~d). Se incubó a 37vc 3 horas. 

Posteriormente se desactivó la fosfatasa alcalina al incubar 20 minutos a 65r-'C. 

- El plásm1do cortado y desfosfoniado se corrtó en un gel de agarosa al 1 °/o y se 
purificó. Se cornó una déc1n1a parte del plásn11do puro en un gel de agarosa para 

estimar su concentración. 
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26.6.3. Ligación, transfortT1ación y purificación del p/ástT1ido. 

- Para la reacción de ligación se agregaron aproximadamente 150 ng de vector 
digerido y desfosforilado y 20 ng de inserto liberado con EcoRI. La ligación se llevó a cabo 

a 16ºC toda la noche con la siguiente mezcla de reacción: 

x ¡ti de pBluescript 

y pi de inserto 

0.5 pi ATP 10 mM 

0.5 pi DTT 100 mM 

2.2 pi amortiguador 5 · de G1bco BRL 

1 ¡d de T4 l1gasa de G1bco BRL. 

Agua para 12 pi 

- La transformación se llevó a cabo con células competentes DH5a. Las células 

transformadas se siembran en cajas de LB con amp1cilina 100 pg/ml agregando 

directamente al tubo 10 _ul de IPTG 800 mM y 40 ¡ti de x-Gal 2%. Se incubó toda la noche 

a 37°C. 
- Se hizo una m1n1preparac1ón de plasm1do de 8 colonias blancas. y aquellas que 

tuvieron un plásn1ido con inserto se crecieron en un mayor volúmen_ Posteriormente se 
hizo una preparación de plásm1do con columnas de QIAGEN o con el sistema Wizard de 
Promega. 
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Apéndice 111: 

Oligodesoxinucleótidos empleados. 

J3.f' 



1. OLIGODESOXINUCLEÓTIDOS DISEÑADOS SOBRE cox3. 

1 .1 Oligodesoxinucleólidos degenerados diseñados sobre el extremo amino terminal de 
la proteína y sobre regiones conservadas del extremo carboxilo terminal para Po/ytome/la 
spp. 

Amino 

Carbox1lo 

Residuos DAGHHLSP 

5"-TCT GAT GCT GGT CAT CAT CTT TCT CC-3' 
e e e e e e e e 

Residuos WH(M/F)VDVVWL 

5"-GG CAC ATG GTC GAT GTC GTC TGG CT-3' 
TTC T C T T 

1.2 Oligodesoxinucleótidos diseñados sobre la secuencia genómica para la amplificación 
rápida de los extremos 3· y 5· del cDNA de cox3 de Polytomella spp. 

Residuos EHYLVHTA 

PC35'F 5"-G CAT TAC CTC GTC CAC ACT GC-3" 

Residuos EMGMHTDVN 

PC3N1F 5"-AG ATG GGC ATG CAT ACC GAT G-3· 

Residuos PYGTTFFM 

PC3NR 5'-CAT GAA GAA GGT GGT ACC GTA GG-3' 

Residuos CNVFLGL 

PC35'NR 5'-GAG GCC AAG GAA GAC Gn" GC-3' 

Residuos OYFHGVA 

PC35'R 5'-CAG CGA CAC CGT GGA AGT ACT G-3' 

Residuos PLLFGSVA 

PC35'R4 5"-C AAC GGA TCC GAA CAA CAA GG-3' 

Residuos EMGMHTDV 

PC35'R3 5'-C ATC GGT ATG CAT GCC CAT C-3' 
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1.3 Oligodesoxinucleótidos diseñados sobre los extremos del cDNA de cox3 de 
Polytomella spp. para obtener un producto de PCR de la secuencia genómica o de cDNA 
del gen completo. 

C03P.1F 5'-CGTTTTTGGTCAAGTTGAAA-3' 

C03PF1 5'-GAGGTCTCAGCTTCTT AAGGCTC-3' 

C03PR1 5'-GCTCATGT AACTA TGCCACAAGAC-3' 

C03PR2 5'-CGCAT AACGCGAAGTCACTAC-3" 

1.4 Oligodesoxinucleótidos diseñados para amplificar el extremo 5' del cDNA de cox3 de 
C. reinhardtii. 

cr3g2R 5'-GTGCTCCA TGTAGAACTCCTTGG-3' 

c3cr207R 5'-GTTGGGCACCTGAGGCTGC-3' 

1.5 Oligodesoxinucleótidos diseñados para amplificar la secuencia genómica y de cDNA 
completa de cox3 de C. reinfrnrdtii. 

c3cr10F 5"-AGCGCGACCGGTGAAACCAG-3" 

c3cr40F 5'-GGGTCACTTGTCAGGAAGTCTTG-3' 

cr3g2F 5'-CCAAGGAGTTCTACA TGGAGCAC-3" 

cg680F 5'-GTGGCGCTGCAGA TGCAGTGGC-3' 

Cg350R 5'-TGGAAGGGGTGGCGCTTGCCG-3' 

cg785R 5'-CCTTGGCCACCA TGGCCACGTTGG-3" 

cr3g3R 5' -CTGCCACACACACCCGTCA TACG-3' 
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2. OLIGODESOXINUCLEÓTIDOS DISEÑADOS SOBRE cox2. 

2.1 Oligodesoxinucleótidos diseñados sobre el gen cox2b de Polytomelfa spp. 

Residuos L G 1 K M O A 1 

F3Pst 5"-CTC GGT ATT AAG ATG GAT GCT ATC-3" 

Bint 5"-AGC TGT TTA AGA CCA TGA CTT C-3' 

Residuos L G 1 K M O A 1 

B1Pst 5'-GAT AGC ATC CAT CTT AAT ACC GAG-3' 

Residuos L R M L E V O E O 

B2Pst 5·-cTC ATC GAC CTC AAG CAT ACG GAG-3' 

Residuos O A K O O L K E 

F4Pst s·-GGA TGC TAA GGA CCA GCT CAA GG-3' 

2.2 Oligodesox1nucleót1dos diseñados sobre el extremo amino terminal de la proteina 
basados en el uso de codones nuclear de Polyto1nella spp 

Residuos E A P V A VV O L G 

F1p 5'-GAG GCT CCT GTT GCT TGG CAG CTT GG-3' 
A e e e e G 

Residuos O D S A T S O A O A 

F2p 5"-CAG GAT TCT GCT ACT TCT CAG GCT CAG G-3' 
e e e e e e 

2.3 Oligodesoxinucleót1dos diseñados en regiones conservadas cercanas a los 2 cruces 
transmembranales para encontrar la secuencia del gen cox2a de Polytomelfa spp. 

PC02R1 

Residuos KAIGHQWYW 

5'-CCA ATA CCA CTG ATG ACC AAT AGC C-3" 
G G T G G 

G 
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PC02R2 

PC02R3 

Residuos PSFALL YS 

5'-GA ATA AAG AAG AGC AAA AGA AGG-3' 
G G G G G G G 

Residuos HGTTIEI 

5'-AT CTC AAT AGT AGT ACC ATG-3' 
G G G T G 

G 

2.4 Oligodesoxonucleótidos diseñados sobre un fragmento del gen cox2a de Potytomella 
spp.para amplificar los extremos 3· y 5· del cDNA. 

Residuos 

PC02R1-5' 5'-TC AGG GAG AGC TTG CTT AGT GTA G-3 

Residuos FL YHIATK 

PC02R2-5' 5'-TT GGT GGC GAT GTG GTA GAG G-3' 

Residuos HYTKQALPE 

PC02F1-3' 5'-AC TAC ACT AAG CAA GCT CTC CCT G-3' 

Residuos FLYHIAT 

PC02F2-3' 5'-TC CTC TAC CAC ATC GCC ACC-3' 

2.5 Oligodesoxinucleótidos diseñados sobre el gen cox2a de Polytome//a spp. para 
amplificar un producto que contenga la secuencia genómica o de cDNA completa. 

PC2AmF1 5'-AAT GCT CGC CCA GCG TAT C-3' 

PC2AmR1 5'-AAA CCT TCA CAC ACC CAT AGG C-3' 

PC2AmR2 5'-AGA AAG TCT AAA CCA CGA CTC CG-3' 
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2.6 Oligodesoxinucleótidos para amplificar el extremo 5' del cDNA de cox2a de C. 
reinhardtii. 

Cmc2-60 5'-TGG TGG TCA GGC CCA GAG C -3' 

Crnc2-120 5'-CAA TCA TGG CCT GAG CAG TGG-3' 

Cmc2-180 5'-GTG ATC AGG AAG AAG AAG ATG TCG-3' 

Crnc2-200 5'-TCT GGA ACA TCA TGT AGA ACA CC-3' 
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3. OLIGODESOXINUCLEÓTIDOS d(T) EMPLEADOS EN LA SiNTESIS DE PRIMERA 
HEBRA DE cDNA Y EN LA AMPLIFICACIÓN RÁPIDA DE EXTREMOS 5' Y 3' 

3. 1 Olrgo d(T)/adaptador 

5'- GACTCGAGTCGACATCGATTT~1~rr-~1 ~1-TTTTTTTT-3' 

Adaptador 

5'- GACTCGAGTCGACATCGA -3' Tm= 52°C 

3.2 OT 

5'- CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC 1 111J1 111 3' 

ºº 5'- CCAGTGAGCAGAGTGACG -3' Tm=46.2ºC 

ADO 

5'- CCAGTGAGCAGAGTGACGAGG -3' 

cQ, 
5'- CGAGGACTCGAGCTCAAGC -3' 

gacQ, 

5'- GACGAGGACTCGAGCTCAAGC -3' Tm= 55.6°C 
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Apéndice IV: 

Secuencias reportadas. 
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Intr·ón 1-.. 
G':'"P• .. i\Gl\TTi"l.TT"I'CC; 
AGi";.CCTGTG"!'"I'T·:· . .:,.,_,;..,.,:.-\.:._:., ;.··:··1 ,;,:- :·. ;¡-.....;,·:·,.:-l·i-.Ti·\:i" ;:· .. :i .. ..:·; ;'"·1 ¡,._; :· :·:.~·~'T.:· •. /v\' ... : .. --r·:·..;.r.·T 
TCGACAGC'!""7TTT/\.:: .. ·:- : :·:--¡_·~ Tl.-; ;,·:·; ... ; ... ,]\':' .. -\TT'"l'TG~·.,_:-.,.·:·- ... -·!''~ --;:···_:Tr'J_; 

Int:rón ;:.· 

ATATTCTTT!~G 

lnt:-L~n :!·· 
G'!.'Af--.TTTG.:-...: .... P-1.TTr'\.:\T;,. : ·. ,~ :··¡ 1~ :":":- :· :··:·· :·:··¡ ';'/\~::·.· ~.:-.Tr~·: .__, ::··::·1_;::1:';:,·¡·':'T:..._ .. f'.,i .. ..'.':'r\ 
ACGT1··rcTG7¡··rl;1·_;:·r··:·:-·: -~·;·;~ 

Figura A. Secuencia completa del gen cox3 de Polytomella spp Las letras negritas indican la 
región amino terminal de la proteina determinada por degradación de Edrnan Las met1oninas de la 
presecuencia estan encerradas en un recuadro Los triángulos negros indican la pos1c1ón de los 4 
intrones .. Las flechas indican la pos1c16n donde se diseñaron ollgodesoxinucleotidos para ampllftcar 
al gen completo, tanto en su secuencia de cDNA como en la genóm1ca. La señal de pohadenilación 
TGTAA está subrayada Número de acceso en la base de datos de DDBJ/EMBL/GenBank: 
AF233514 para la secuencia de cDNA y AF286057 para la secuencia genóm1ca 

147 



J\ACCT AC A...CV""\C .:;~ ... '\CC ·=-;c;.:-;.=--. 1_:·:·1 ·e: ,.'\Gcc;cGl\{~~·c;cTc;p . .]V~c e .r .. r....-:cGT T1'('.1("':..:;G1~c;cc;-rc J\ 
CTTGTCGGAAGTCTT:'..-:;~'FL:v--~-:·_:-._;_:--...... i:;cchAA'!ºt.'.;:::-;c;·;·;_-:-cc.:\\ ;c'ft~;C'!'CCGC:TTl..::'"::TG!•.(~·:: 

CGGGCTCC:CGC!\G~_;CT!'C.-'\C;cc;,r;(:/\:-:01_~GT~~·r.;::-.\c;'.._ ., .~:
1

T(;~"~c/-;'cT:~·\_;cr:;-.!' :-:::-~r·r· ~-·c-r; 

s L 
CP..GC.l\GCC T": l\·:;·-:·r·::_;(" .--·. ·¡, .. -.... '. :· . ·r_··:· : ~ ~, ·,~, :e' · · · r · · 

GGCAGCc.:;c;_~:-:c.-~:- ·:..-:· 

G S H A A G H 
CGCCACC..~~'~·'f',¡·,_·,-:-;,·_ ·-_;·:. ~~:-·: 
R i-: n ¡:· 

TACGTG.r ..... G:::-:·:: 

¡; 

:l- ... 
y 1• s 

M i". F ,. ,.¡ 

.::..T:.·:~·:;c7.:;,. 

_, W K ~ 

GCC.~_:,c:::;·7;: '.'·~'.'.'\ ".': ·-; .•.. 

~J .-.. G ,...... :~ 

• - . .-, ·--::\r .. 

Q T A K E F Y M E :! 

T 

.... ~ 

' <1 

--,-· 

,·r:. 

~ ... 

_, -·(·~·~, 

,~,,. .~ ti:O 

r: 

T 

1jQQ 

-¡3p 

i' 

; .... ": ,. ~ ... oc 

2 07 

148 



Int.::ón l•" 
GTG TGT AT ,..'\l\ TTGG ;\ T ''°;"!' ;.._..'\. ,..~,.•\(;e; 'T r,,-~TT:::;;,.~ >·_: TC '~.:-._,-"~ •"T<_:i-·,·~(;,."'1..~::' .r .. Tc-c;·:c\ -;.:;,.·•,-:ce 
l'\GG::-i::v·u\TGCGC'GC;CTc-;:·_:\::-: . .-c .-.:·/\ _-;_:\,\T·,::-;\'i'C;cc :·; ... :·e;,:;;,~.,."._·.~ .. ,:·.:-._,: .. :-;,:\;:;: :T ,~:·;.-_-:( :·: ·_: ,\ 
TCI' ... 7GTGG .... "\GCG,·_~ci::;G,\C..::;·~-:cT::;Tc -,· ... ·:·1-:·_·,_; ·;/\(·~e; .. ~-: .. -..::-~ ·. ;·','\ ~--; ·:·":,,~·.· "':-':"> . ' . 
M.CT'¡"GTTTTLi1'\.T(_.;,~T n_;c- _;-.:l ;c·.:.·,_;¡_-;,-.,,_.t\(:,_--c.~Tcc:-·¡-;:;• • .. -, .. 1."":·. -·;·;; __ : • •• ;·:·~~e·¡·:;.:\::~:"· :·c.,_: 
CCGCGGTCGCTCCT:...~c . .; :·,_;cT ,4.T· :e·.:;,--; 

In t. .::-é:r: 2= 

TTG':'•3TCCCGCri.l~ 

Int.rón 3~-

GTT-> •• ."-..GG.--\CTTT /'\C(~Gt\.~;._ ::·;\T'r«:.:;r_;_:.,.l_":,Cf\TC:..."(:p.,,c;~_~:.._ .. ; ··: .. :» :·:·;.,,Gc-;·c_;.--.,;-:·TT';·:·.-:r-..':; :_; . .:._-;e 
ACTGT.l\TGGGGGGC'TTc;c·, -,_·: -:'.(:\._'CC: :;:::.~. :;Tr::-1;.'_;-;::-r .. cr;r-: :-: . . :~ . ., ;,.-,,_-··~·_:,, __ .-.:: ~-... ~ ·c·,-;cf.:-Tc; .. \"~:'":;C· 
GCGCGTCTCGCCC'7Ccr·r ... -:: 

.... ~ :;c:_:._·::--rc~ ~'\.~\c;r;::: .. -.. :..._ ~~. : . .-: 
ccc:-;;;cL-;Gccc;;.::-•~;, ·::-_;,_: ··:-, ;,-;;-.. :-; -- ;· 

.: .. ·~- : . .-\ ·r-.·~ .. -.. . . 

r;.,.:;:-:::-c-rc·t-;c; .. :·. --:: ·:;~._-,_--:-:.: :-..-.. -~·<'-: -·' ~·- --:···- ., .r~ .. _." . ' ' 

... >.e:---. - _-;·::cc,;.._..-..... t\c::_; -_-:.:,c.: .. -~;.:-et,-:·,_--..··-.;:·_;::-_··:·'---:.:··¡·,:· 

::.·_=.-o:: 3= 

:;, -

. -·:· =~ .. .-.. ·_; ·:· .. -.. -::;··:·:· .-, ' . 

: : ., -· : °';'_--:-: ,. • 

'•t',.·. :·:-:·-;.-;.-:.;::;·· 

-=-- ;/\_.-._.' 

Figura B. Secuencia corr.pleta del gen co:".3 de ChlamycJomonas remllardtn Las letras negritas 
indrcan la región que corresponde a la secuencia amino terminal de la proteína determinada para 
Polytorne/la spp Las met1onmas de la presecuenc1a estan encerradas en un recuadro. Los 
triángulos negros 1nd1can la posrc1ón de los 9 mtrones Las flechas 1nd1can la pos1c1ón donde se 
diseñaron oligodesoxinucleotidos para amplificar la secuencia genómica La señal de 
polladenilac1ón TGTAA está subrayada Número de acceso en la base de datos de 
DDBJIEMBL/GenBank· AF233515 para la secuencia de cDNA y AF286058 para la secuencia 
genóm1ca. 
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lnLrón ·~ -

J\CATAr. » t~ 

IntrOn ~'· 
GT r ... r .. cc;cT,-:.. .. \p ... Tt-. TTT·J"l''"."::TTC'!'T:· .. -.... T.: ... ~-, ··:·.-:::·r--...-"\J\r.=,ce:-~ r-·:· :··: -:· ,-: .-_;' :T·'.-:TT r~ :·cTTT::.i 
T•'?:CT':'G,~T .~:.·: ; _:T·~·-;:·l~r .... ~;· .. r~ .. T r·¡ ·; _; ~··:· --;··:- /\TT·::·:·;,J\< ;·:·;,,-T.·'> ... -.. ~·.:·:·;\.· .. -, :·e(-: ;--_.-\.:-:r-.. TGT y·~· 
CGCT E .. T"l Tí ·.::· - "J'T'l";_·,.\.r ... .::::·~·,,u-,TTTT'!'':·...:;·:··;·--:·;_;,,~,·!··:· ~- ;\·-=-··r'f'Tt .. ·:·: ·.·\.::...._: .. --::..:\ ... :-... TCGT T .. TGGAG 
CTTC'!'/\J\T<"':·:·:·.·"'-.TA ':'l;T ":'AJ\'!'iu"-....:'\·;"T"i.·c:·r·\;,·;TP·.·1·Tr .. TTT'!'';-C·:·.:-..; .. ·;·r\,·-; :' 2 9 

Int:ron h. 
GT/\J\(;T ,,-,l-; .:_·T•.: "!"C _,."\ T f·.r· .. T .·-\r'\GC:C .,.-..__p~ :.:-r:::.: ~ ·;·¡· .!\i'•.'l'C: 'T'TTS'TCCc;:· ·:· ·:· :-:,t,r. ;c·:'GTl\ TTGT AT ;:.., 
TTT fu'\ T~··;- .::.... ;·rr .. ; .. ·: .:::; .. ;-: CTTTT .t'v'"\Ci'.T :··:::.::1.1'\GTl\.r"\ 7Tr'-.·:·c; .. c····¡ ·¡··r ·¡·c; ..• -_:-r-.7TTTCCCl\. T 
TCGTi\G ~_o 

Figura C. Secuencia completa del gen cox2a de Polyton1ella spp. Las letras negritas indican la 
región amino terminal de la proteina determinada por degradación de Edman. Las metioninas de la 
presecuencia están encerradas en un recuadro Los triángulos negros indican la posición de los 6 
intrones Las flechas indican la posición donde se diseñaron ol!godesox1nucleótidos para ampl1f1car 
al gen completo. tanto en su secuencia de cDNA como en la genómica Los posibles cruces 
transmembranales se encuentran sombreados La req1ón aron1ática conservada se encuentra 
subrayada. al igual que la señal de pol1adenilac1ón iGTAA La región carbox1lo terminal no 
conservada se encuentra en letras 1ta11cas Número de acceso en la base de datos de 
DDBJ/EMBL/GenBank· AF305078 para la secuencia de cDNA y AF305541 para la secuencia 
genóm1ca 
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Figura D. Secuencia genórn1ca del gen co.s.2h de Polytor11elta spp obtenido por Antaramiéln. A 
.(tesis de doctorado, 1 998) Las letras negntas indican la región interna de la proteina determinada 
por degradación de Edn1an Las flechas indican !a secuencia incluida en el cDNA obtenida en este 
trabajo El s1t10 de unión a cobre se encuentra subrayado, al igual que las 3 señales de 
poliaden1lac1ón TGTAA La región amino terminal no conservada se encuentra en letras 1téllcas. 
Número de acceso en la base de datos oe DDBJ/EMBL/GenBank AF305079 para la secuencia de 
cDNA y AF305542 para la secuencia genóm1ca 
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Figura E. Secuencia completa de cONA del gen cox2a de Chlarnydomonas rein/Jardtli. Las letras 
negritas indican la región que corresponde a la secuencia amino terminal de la protelna 
determinada para Pof_\l'fomella spp Las metiornnas de la presecuencia están encerradas en un 
recuadro. Los posibles cruces transmembranales S"=' encuentran sombreados La región aromática 
conservada se encuentra subrayada. al igual que la señal de polladenilac1ón TGTAA. La región 
carbox1fo terminal no conservada se encuentra en letras itálicas Número de acceso en la base de 
datos de DDBJtEMBL/GenBank AF30S080 
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Intrón. 

GTGl\G'l'TGCGCATG:.'.:"';GL.;.-:_:cr,c(;lV\i\GCGCGCGCTGGG!\..t\GC'ACTGATTAATGCGCT .. "\(;cl·; 
AATGTTGGGGTTT'rCG(~{.;TT1.;(.~TGGGCTGTGGCCGCTGTGCCGCC/"-;.cGATGACTG1'CGl\G 

GTGTCGGTGA TGGCC l"o.J\C 1v::;'\ACT AGTTTTCT'TGC ,.'\ ·:c;cT i-...::"\.t:C-CCGTCGGTT C'TGCTc·• 
ATTGCAG 187. 

Figura F* Secuencia genóm1ca del gen cox2b de Cl1tamydomonas re1nhardt11 Las flechas indican 
la secuencia incluida en el cONA obtenida en este trabajo El s1t10 de unión a cobre se encuentra 
subrayado. al igual que la señal de pol1aden1lac1ón TGTAA La región amino terminal no 
conservada se encuentra en letras 1taflcas La posición del mtrón se indica con un triángulo negro. 
Número de acceso en la base de datos de DDBJ/EMBL/GenBank: AF305540 para la secuencia de 
cDNA y AF305543 para la secuencia genóm1ca 
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