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i. Resumen 

Los genomas mitocondriales codifican un conjunto limitado de polipéptidos que son 

componentes esenc.iales de los complejos enzimáticos membranales que participan en la 

fosforilación oxidativa. El presente trabajo aborda el estudio de varios genes mitcondriales que de 

manera atípica fueron transferidos al núcleo en un grupo reducido de organismos. Dichos genes, 

en particular atp6 y nd4L de Ch/amydomonas reinhardtii, sufrieron modificaciones estructurales 

importantes durante y después de dicha transferencia al núcleo, lo que les permitió adaptarse de 

manera funcional a su nuevo ambiente: el cambio en el uso de codones, la adquisición de 

secuencias que codifican para presecuencias mitocondriales, y la adquisición de promotores, 

señales de poliadenilación y de intrones. Asimismo, se encontró que las proteínas mitocondriales 

codificadas por los genes nucleares muestran propiedades de hidrofobicidad disminuida, en 

particular, en aquellas regiones transmembranales que no participan directamente en la función 

catalítica de la proteína. También se estudió la localización del gen cox2 en otras algas cloroffceas. 

Se encontró que este gen se encuentra fragmentado en dos unidades en el alga Scenedesmus 

obliquus: el gen cox2a que se encuentra en el genoma mitocondrial, y el gen cox2b que fue 

transferido al núcleo y representa un estado intermediario en Ja evolución de este grupo de algas. 

Finalmente, se encontró la presencia de los genes cox2a y cox2b en Jos genomas nucleares de 

algunos parásitos apicomplejos. La presencia de estos genes equivalentes a los encontrados en 

las algas cloroffceas apoya fuertemente la hipótesis de que estos parásitos se originaron a partir de 

un evento de endosimbiosis secundaria con un alga miembro de la clase Chlorophyceae, y da por 

terminado el largo debate que se ha desarrollado en la literatura sobre el origen de este grupo de 

parásitos. 



ii. Abstract 

Mitochondrial genomes encode a limited set of polypeptides that are components of the 

membrane-embedded oligomeric complexes that participate in oxidative phosphorilation. The main 

goal of the present work was to analyze the atypical transfer to the nucleus of sorne mitochondrial 

genes in a particular group of organisms. The transfer of atp6 and nd4L genes to the nucleus in 

Chlamydomonas reinhardtii, was accompanied by structural modifications that allowed the 

succesful expression in the nuclear enviroment: changes in codon usage, the acquisition of 

sequences encoding mitochondrial targeting sequences, and the acquisition of nuclear promotors, 

polyadenilation signals and introns. The mean hydrophobicity of !he nucleus-encoded mitochondrial 

proteins is diminished, particularly in !hose transmembrane stretches that are thought not to 

participate directly in !he catalytic function of the protein. The localization of !he cox2 gene in other 

chlorophyceae algae was also studied. This gene is splitted into two different units in Scenedesmus 

ob/iquus: !he cox2a gene is located in the mitochondrial genome while the cox2b gene has been 

transferred to the nucleus. This organism represents an intermediary stage in the evolution of this 

group of algae. Finally, the genes cox2a and cox2b were found in the nuclear genomes of sorne 

apicomplexan parasites. The presence of these genes equivalen! to those of the chlorophycean 

algae strongly supports the hypothesis that these parasites were originated by a secondary 

endosymbiosis event with a member of the class Chlorophyceae. This observation gives an end to 

the long debate that has been taken place in the literature about the origin of this group of 

parasites. 
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iii. Abreviaturas utilizadas 

ADP 

ATP 

atp6 

ATP6 

CYTb 

cox2 

COXll 

cox2a 

COXllA 

cox2b 

COXllB 

cox3 

COXlll 
Cr-ATP6 

DNA 

dNTPs 

EST 

<H> 

mesoH 

mtDNA 

MTS 

NADH 

ORF 

PCR 

SDS-PAGE 

RNA 

TIM-TOM 

difosfato de adenosina 

trifosfato de adenosina 

gen que codifica la subunidad ATP6 

subunidad a del complejo FaF 1 ATP sintasa 

citocromo b del complejo bc1 

gen que codifica la subunidad COXll 

subunidad 11 del complejo citocromo e oxidasa 

gen que codifica la subunidad COXllA 

subunidad llA del complejo citocromo e oxidasa 

gen que codifica la subunidad COXllB 

subunidad 118 del complejo citocromo e oxidasa 

gen que codifica la subunidad COXlll 

subunidad 111 del complejo citocromo e oxidasa 

subunidad a del complejo FaF1 ATP sintasa de C. reinhardtii 

siglas en inglés de ácido desoxirribonucléico 

desoxinucleótidos de trifosfato 

siglas en inglés de etiqueta de una secuencia expresada 

hidrofobicidad local 

mesohidrofobicidad 

DNA mitocondrial 

siglas en inglés de presecuencia mitocondrial (Mitochondrial Targeting 

Sequence) 

nicotinamida adenina dinucleótido (forma reducida) 

siglas en inglés de marco de lectura abierto 

siglas en inglés de reacción en cadena de la polimerasa 

siglas en inglés de electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato 

de sodio 

siglas en inglés de ácido ribonucléico 

siglas en inglés de translocasas de la membrana interna y externa 

mitocondrial 
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l. Introducción 

Las mitocondrias son organelos semiautónomos que se encuentran en la gran mayorla de las 

células eucariontes. Estos organelos, a pesar de haberse originado como entidades 

independientes, se encuentran estrechamente involucrados en el metabolismo celular: además de 

producir una gran cantidad de ATP, en los últimos años se han relacionado con procesos de 

muerte celular y envejecimiento, desórdenes clínicos e incluso obesidad (Scheffler, 1999). 

La producción de energía se realiza fundamentalmente mediante el proceso llamado 

fosforilación oxidativa, en el cual electrones son transportados a través de una serie de complejos 

proteicos que constituyen la cadena respiratoria, generando de manera simultánea un gradiente 

electroqulmico de protones que es aprovechado por la F,Fo ATP sintasa para sintetizar ATP a 

partir de ADP y fosfato (Saraste, 1999). 

La estructura de las mitocondrias 

Las mitocondrias son organelos de forma ovalada cuyo tamaño, estructura interna y 

número por célula varia enormemente en diferentes tipos celulares. Están compuestas por dos 

membranas, una interna y una externa, que engloban una matriz densa que incluye enzimas del 

metabolismo intermediario y múltiples copias de un genoma que contiene algunos genes que 

codifican proteínas de la membrana interna, y algunos elementos necesarios para su traducción 

como RNAs ribosomales y de transferencia. Los otros cientos de proteínas mitocondriales se 

encuentran codificadas en el genoma nuclear y son sintetizadas en el citoplasma celular (Figura 

l.1A) (Frey y Mannella, 2000). 

Estudios recientes de tomografía por microscopía electrónica han permitido hacer 

reconstrucciones tridimensionales de las mitocondrias, mostrando que aunque fa membrana 

interna y las crestas son superficies continuas, éstas últimas no son estructuras estáticas abiertas 

por completo hacia el espacio intermembranal, sino que mas bien son cisternas polimórficas que 

usualmente presentan múltiples conecciones tubulares estrechas (de aproximadamente 28 nm de 

diámetro) hacia la superficie periférica de la membrana interna y hacia otras crestas (Figura 1.1 B) 

(Frey y Mannella, 2000). 

La mitocondria como unidad energética: la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa 

La membrana interna de las mitocondrias eucariontes alberga un grupo de complejos 

proteicos que incluyen a diversos transportadores, a los componentes de la cadena respiratoria 

mitocondrial (o cadena de transporte de electrones) y a la ATP sintasa. 

5 



A 

B 

Espacio 
lntermembranal 

Rlbosoma 

Gránulo 

Matriz 

ATPasas 

DNA 

Figura 1.1. Estructura general de las mitocondrias. 

Membrana 
externa 

Membrana 
Interna 

Crestas 

A Visión esquemática de las mitocondrias (Tomada de Saraste, 1999). 
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l. Introducción 

La cadena respiratoria mitocondrial, está compuesta principalmente de proteínas integrales 

de membrana con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar electrones. Cada componente de 

la cadena puede aceptar electrones del transportador precedente y transferirlos al siguiente en una 

secuencia específica determinada por los potenciales redox. En la reacción global catalizada se 

transportan electrones desde el NADH, el succinato u otro donador de electrones primario, a través 

de flavoproteínas, ubiquinona, proteínas ferrosulfuradas y citocromos, hasta el 0 2 . 

La cadena respiratoria mitocondrial se compone de cuatro complejos enzimáticos: la 

NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), la succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 

11), la ubiquinona:citocromo e oxidorreductasa (complejo 111 o citocromo bc1) y la citocromo e 

oxidasa (complejo IV). Los complejos 1, 111 y IV funcionan como bombas de protones, utilizando la 

energía de la transferencia de electrones para realizar trabajo electroquímico y translocar protones 

desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal. Este trabajo produce y mantiene un 

gradiente electroquímico de protones a través de la membrana interna mitocondrial. Bajo 

condiciones fisiológicas normales, el complejo F1Fo ATP sintasa (complejo V) utiliza la energía libre 

almacenada guiando el flujo de protones nuevamente a la matriz mitocondrial para producir ATP a 

partir de ADP y fosfato. Este conjunto de reacciones se conoce como fosforilación oxidativa (Figura 

1.2) (Schultz y Chan, 2001 ). 

El complejo 1 o NADH:ubiquinona oxidorreductasa, es el complejo de mayor tamaño. En el 

complejo de mitocondrias de mamíferos se encuentran 43 subunidades diferentes y varios 

componentes que pueden funcionar como centros de óxido-reducción (flavín mononucleótido, entre 

siete y nueve centros FeS y ubiquinona fuertemente unida). Este complejo transporta dos 

electrones desde el NADH, formado durante la glucólisis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 

hasta una molécula de ubiquinona. De manera acoplada al transporte de electrones, sucede una 

translocación de dos protones por cada electron transferido a través del complejo (Vinogradov, 

2001; Schultz y Chan, 2001). 

El complejo 11 o succinato:ubiquinona oxidoreductasa es un componente tanto del ciclo de Jos 

ácidos tricarboxflicos como de la cadena respiratoria. El complejo de mitocondrias de mamífero se 

compone de 4 subunidades, se mantiene anclado a la membrana interna por un citocromo tipo b, 

contiene FAD y varios centros FeS. Este complejo oxida succinato a fumarato y transfiere 

electrones del succinato a la ubiquinona. Este complejo no es una bomba de protones, pero 

funciona en el ciclo de Krebs y como punto de entrada de electrones a la cadena respiratoria 

(Schultz y Chan, 2001; Saraste, 1999). 
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l. Introducción 

Complejo 1 Complejo 11 Complejo 111 Complejo IV Complejo V 

citocromo e 

Espacio 1 
interme~r;rbra. nal. 1~ ~h- ~1 l)ll~:. · 
··~~ ·_:p ..... 

(__,.--"' ~, .. ~ 
' .. ' ·. 

Matriz 

Figura 1.2. Complejos enzimáticos mitocondriales involucrados en la fosforilación oxidativa 
(Tomado de Schultz y Chan, 2000). 
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l. Introducción 

El complejo 111 o citocromo bc1 transfiere los electrones desde la ubiquinona hasta el citocromo 

c soluble. Este transporte está acoplado a la translocación de protones a través de la membrana 

interna mediante lo que se conoce como el ciclo Q. El complejo de mamlferos contiene 11 

subunidades, pero solo tres de ellas contienen los centros redox: el citocromo b (que contiene dos 

grupos heme), la protefna Fe-S (que contiene un centro tipo Rieske) y un citocromo c1 (Saraste, 

1999). 

El complejo IV o citocromo c oxidasa, realiza la última transferencia de electrones de la cadena 

respiratoria. Recibe los electrones del citocromo e soluble y reduce al oxigeno molecular 

generando agua. De manera acoplada a esta reacción transloca protones hacia el espacio 

intermembranal. Dentro de su estructura se localizan dos grupos redox asociados, los citocromos 

tipo a y a3; además, se localizan dos centros de cobre (CuA y Cu0 ) que son de gran importancia 

para la transferencia de electrones hasta el 0 2 (Malatesta y col., 1995). 

El empleo de la energla del transporte de electrones permite el bombeo de protones de la 

matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos I, 111 y IV. Esto genera un gradiente 

electroqufmico de protones que es empleado por la F0F1 ATP sintasa (complejo V) para 

transformar la energla del gradiente electroqufmico en energfa qufmica de enlace para la slntesis 

de ATP a partir de ADP y Pi (Mitchell, 1961). 

La citocromo e oxidasa 

La citocromo e oxidasa es el complejo terminal de la cadena de transporte de electrones. 

Este complejo enzimático se encarga de reducir al oxigeno molecular y transformarlo en agua a 

partir de los electrones que recibe del citocromo e soluble presente en el espacio intermembranal. 

Los cuatro protones que son necesarios para la reducción de una molécula de oxigeno son 

tomados de la matriz mitocondrial. De manera acoplada, se realiza la translocación de cuatro 

protones adicionales hasta el espacio intermembranal contribuyendo a la formación del gradiente 

electroqufmico de protones (Schultz y Chan, 2001). 

La reacción catalizada puede resumirse como: 

4citc2• + 02 + BH+ (matriz) - 4citc3
• + H20 +4H+(espaclo lntermembranai) 

Los electrones donados por el citocromo e entran al complejo mediante un triptofano 

conservado que se localiza en la subunidad 11 (COX 11), y son transferidos hasta el oxigeno 

molecular a través de los cuatro centros de óxido reducción. El centro CuA se localiza en el dominio 

hidrofóbico de COX 11 y constituye el primer y único sitio aceptor del complejo. El electrón se 
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l. Introducción 

transfiere al heme tipo a que se encuentra en la subunidad 1 (COX 1) y posteriormente al centro 

binuclear de la enzima (compuesto por un heme tipo a3 y un Cu6 acoplado). Este centro binuclear 

se encuentra embebido en la membrana y es el sitio de unión de oxigeno y de formación de la 

molécula de agua (Ludwig y col., 2001). 

El mecanismo a través del cual se lleva a cabo la translocación de protones por la 

citocromo e oxidasa no ha sido descifrado por completo. Hasta el momento se han realizado 

numerosos estudios cinéticos y de mutagénesis dirigida que parecen descubrir ciertos pasos, 

sobretodo de cómo se captan los protones de la matriz mitocondrial. Se ha planteado que existen 

dos canales hidrofflicos en COX 1 que reciben el nombre de los aminoácidos conservados que se 

encuentran en la entrada de cada uno de ellos: lisina (canal K) y aspártico (canal D); el canal K 

conecta la matriz con el centro binuclear y el canal D atravieza por completo el complejo (y por lo 

tanto la membrana). En el fondo del canal D existe un glutamato conservado que es esencial para 

el bombeo de protones (Wikstn5m, 1998). Se ha planteado que el canal K permite la entrada de los 

cuatro protones necesarios para la formación de agua, mientras que el canal D lleva a cabo la 

translocación de protones a través de la membrana. Se ha observado también que los protones 

que utilizan el canal D pueden emplearse en cualquiera de los dos procesos, por lo que se ha 

planteado la necesidad de cierto mecanismo que sea capaz de distinguir a qué proceso están 

destinados los protones. El camino que siguen los protones y los cambios estructurales que puede 

estar sufriendo el complejo es motivo de estudio intenso (Ludwig y col., 2001; Saraste, 1999; 

Shultz y Chan, 2001). 

En todos los organismos aerobios (tanto bacterias como eucariontes) la composición 

mfnima de este complejo es de tres subunidades: COX 1, COX 11yCOX111 (que presentan 12, 2 y 7 

cruces transmembranales respectivamente). A partir de la estructura cristalográfica de los 

complejos de fa bacteria Paracoccus denitrificans (Figura 1.3) (lwata y col., 1995) y de bovino 

(Tsukihara y col., 1996), se sabe que estas tres subunidades se encuentran bastante conservadas 

tanto en la secuencia de aminoácidos como en las estructuras terciaria y cuaternaria que adoptan 

en el complejo. El número de subunidades adicionales que se encuentran presentes en diferentes 

organismos es muy variable: en bacterias a veces se encuentra una subunidad extra, en levaduras 

6 y en mamfferos 1 O (Scheffler, 1999). 

Como ya se mencionó anteriormente, COX 1 y COX 11 son las subunidades directamente 

responsables de guiar las reacciones de óxido reducción; el papel funcional de COX fil no ha sido 

completamente elucidado, sin embargo se ha relacionado con la biogénesis del complejo (Haltia y 

col., 1991) y con el transporte del oxigeno molecular hasta el sitio catalítico de COX 1 (Riistama y 

col., 1996). El resto de las subunidades, se ha planteado que podrían estar involucradas en la 

regulación fisiológica del complejo dentro de diferentes estados del metabolismo energético de la 
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l. Introducción 

Figura 1.3. Estructura cristalográfica del complejo citocromo e oxidasa de Paracoccus denitrificans 
(lwata, y col., 1995). 
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l. Introducción 

célula (Ludwig y col., 2001 ). Asl mismo, algunas de estas subunidades supernumerarias son 

específicas de cada tejido (Kadenbach y col., 1983). 

En Ja mayorla de Jos organismos eucariontes, las subunidades COX 1, COX 11yCOX111, se 

encuentran codificadas en el genoma mitocondrial, mientras que el resto de las subunidades son 

sintetizadas en el citoplasma celular e importadas posteriormente al organelo (Lang y col., 1999). 

La F1F0 ATP sintasa/ATPasa 

La ATP sintasa mitocondrial es un complejo enzimático funcionalmente reversible, capaz 

de sintetizar ATP utilizando la energla de un gradiente electroqulmico de protones y de hidrolizar 

ATP para bombear protones en sentido inverso (Saraste, 1999). 

Esta enzima se conforma por dos dominios principales: una porción transmembranal 

asimétrica, F0 , que contiene el canal de protones; y una porción soluble, F1, que contiene los tres 

sitios catallticos que funcionan cooperativamente en las reacciones de slntesis (Figura l.4A). La 

región F1 del complejo está compuesto por cinco subunidades a, p, y, li y&. Las secuencias de las 

subunidades a y p son homólogas y ambas protelnas tienen un plegamiento similar; en el complejo 

activo se encuentran 3 subunidades a y 3 subunidades p localizadas de manera alternada a 

manera de segmentos de una naranja alrededor de un dominio a-hélice que contiene los extremos 

amino y carboxilo de la subunidad y (Abrahams y col., 1994; Boyer, 1997). La composición de la 

región F0 varia según la especie: el Fo más simple se encuentra en Escherichia coli y está 

compuesta por tres subunidades: a, by e (Senior y Wise, 1983); el Fo más complejo es el de las 

mitocondrias de mamlferos con 9 subunidades (Boyer, 1997). El nombre de cada una de las 

subunidades del complejo ha sido objeto de numerosas confusiones, ya que subunidades 

homólogas han adquirido nombres distintos de acuerdo al organismo en el que se describieron, en 

la Cuadro 1.1 se ha hecho una coorrelación entre Ja nomenclatura de distintos organismos. 

La estructura completa de la F1F0 ATP sintasa puede ser dividida en dos estructuras 

mecánicas con diferente función: un rotor y un estabilizador. La porción estabilizadora se forma por 

el hexámero a3p3 junto con las subunidades a, b2 y li; y el rotor se compone por las subunidades c 

conectadas a las subunidades y y E que forman un cuello central (Wang y Oster, 1998). Se piensa 

que el flujo de protones sucede a través de la interfase de las subunidades a y e de la porción F0. 

La rotación del multlmero de subunidades e genera una torsión que es transmitida a la región F1 a 

través de la subunidad y. La rotación de y se realiza en pasos discretos de 120º cada uno (con 

subpasos de 30º y 90°) y se encuentra acoplada a cambios conformacionales de las subunidades 
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8 

Figura 1.4. Estructura del complejo F1F0 ATPasa. (A) Modelo del complejo de mitocondrias de bovino. 
(8) Estructura cristalográfica parcial del complejo que muestra el sector F1 y el oligómero de 
subunidades e del complejo de Saccharomyces cerevisiae (Tomados de Stock y col., 1999) 
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Cuadro 1.1. 
Comparación y nomenclatura de las subunidades del complejo V de varios organismos 

(Modificado de Scheffler, 1999) . 

Bacterias Mitocondrias Mitocondrias de Cloroplastos 
E. co/1 animales Levadura cianobacterias 

a a a. a 
13 13 13 f3 
y y y y 
li OSCP OSCP li 
& li li & 

& & 

a aoATP6. a.ó IV 
b b . b,b' ó 1, 11. 
c cóATP9 ·.cólll 

d 
e 
f 
g 

A6L 
F6 
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13: el estado catalltico de cada una de las subunidades 13 y por lo tanto su conformación local, 

depende del estado en que se encuentren los otros dos sitios y de la posición de y, aunque puede 

decirse también que la posición de la subunidad y depende de la estructura relativa que presenten 

las subunidades 13. Se ha propuesto que este proceso sucede en una serie de tres estados por 

cada una de las subunidades 13 que varían conforme van cambiando los substratos unidos: abierto 

(con una alta afinidad), semicerrado (con una afinidad intermedia) y cerrado (con una baja 

afinidad). Al analizar la región F1 completa resulta que todos los cambios sufridos por una de las 

subunidades 13, afectan a las otras dos, por lo que el proceso se realiza a lo largo de seis estados 

(estos pasos se han descrito durante el proceso de hidrólisis, pero se ha planteado que durante la 

síntesis de ATP se siguen las mismas fases pero en sentido inverso). La fuerza que gura los 

cambios conformacionales en las subunidades catallticas, proviene tanto de la translocación de 

protones como de la hidrólisis del ATP (Abrahams y col., 1994; Elston y col., 1998; Menz y col., 

2001; Wang y Oster, 1998; Yasuda y col., 1998; Yasuda y col., 2001). 

El subcomplejo F0 de la bacteria Escherichia coli es el más sencillo que se ha 

caracterizado, constituyendo lo que parece ser la unidad mínima funcional para este sector. Tiene 

sólo tres subunidades diferentes con una estequiometrfa de a1b2c9•12. Se piensa que el paso de 

protones de un lado a otro de la membrana sucede en la interfase entre las subunidad a y el 

conjunto de subunidades e (Jiang y Fillingame, 1998; Vik y col. 2000). La subunidad a es la mas 

hidrofóbica y en E. coli se cree que adquiere una conformación de cinco cruces transmembranales 

en los cuales se localizan residuos de aminoácidos ácidos y básicos que son esenciales para la 

translocación de protones (Arg210, His245, Glu196, Glu219) (Valiyaveetil y Fillingame, 1998; Wada 

y col. 1999). La subunidad e es también hidrofóbica, tiene dos cruces transmembranales unidos 

por un asa hidrofílica. Se cree que, según el organismo y las condiciones fisiológicas en que se 

encuentre, en cada región Fo existen entre 9 y 14 subunidades e ordenadas a manera de anillo. Se 

ha planteado que la translocación de protones está mediada por una protonación y desprotonación 

del grupo carboxilo del residuo Asp61 que se localiza en el centro del segundo cruce 

transmembranal de cada subunidad c. Hasta la fecha, sólo ha sido determinada la estructura del 

oligómero de subunidades e de Saccharomyces cerevisiae, mostrando que la región F1 se 

encuentra asociado con un anillo de 1 O subunidades e (Figura 1.48) (Girvin y col., 1998; Stock y 

col., 1999). La subunidad b tiene una porción citoplásmica y un dominio transmembranal mediante 

el cual se mantiene anclado a la membrana; el dominio citoplásmico es esencial para la unión entre 

la región F1 y la subunidad a (Dunn y col., 1992; Jiang y Fillingame, 1998; Stock y col., 2000). 

Además del papel esencial de la ATP sintasa en la producción de energía celular, se ha 

relacionado también con la morfologla mitocondrial. Hace pocos años, se describió que el complejo 

F1F0 ATP sintasa de levadura y en mitocondrias de mamlfero, existe como un dímero en la 
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membrana interna mitocondrial, y recientemente se descubrió la necesidad de que las subunidades 

responsables de esta dimerización estén presentes para que se formen las crestas mitocondriales 

a partir de la membrana interna (Arnold y col., 1998; Paumard y col., 2002; Schagger y Pfeiffer, 

2000). 

Las mitocondrias como unidad genética 

La teoría del origen endosimbionte de las mitocondrias es la más aceptada sobre el origen 

de estos plástidos; en ella se propone que las mitocondrias son descendientes directos de un 

endosimbionte bacteriano que se estableció en el citoplasma de una célula huésped en una etapa 

temprana de la evolución (Margulis, 1970). 

El fenómeno de simbiosis intracelular ha sido estudiado experimentalmente en varios 

sistemas, y se ha planteado que una endosimbiosis estable incluye cuatro pasos fundamentales: 

un reconocimiento inicial; la entrada de los simbiontes a la célula hospedera; el que los simbiontes 

eviten la digestión por la célula hospedera; y la división consecutiva de ambos elementos 

involucrados (revisado en Jeon, 1995). Sin embargo, no es claro aún el mecanismo a través del 

cual se llevó a cabo el proceso de endosimbiosis que dio origen a las mitocondrias actuales. 

Recientemente se propuso que los eucariontes surgieron a través de una asociación metabólica 

entre una a-proteobacteria fermentadora que generaba hidrógeno y bióxido de carbono como 

productos de desecho, y una archaea metanógena anaeróbica y autotrófica cuyo metabolismo 

dependía estrictamente del hidrógeno, explicando de la manera más convincente hasta ahora las 

presiones que favorecieron el establecimiento de la endosimbiosis (Martin y Müller, 1998). 

En fenómenos de endosimbiosis espontáneas entre amibas y eubacterias que se acumulan 

en el Interior de simbiosomas de diversos tamaños, se ha observado que las amibas se convierten 

en organismos completamente dependientes de la bacteria endosimbionte en un periodo de 

aproximadamente 18 meses (alrededor de 200 generaciones). En este tipo de simbiosis, se ha 

observado que rápidamente comienza un fenómeno de migración de proteínas desde la bacteria 

endosimbionte hacia el núcleo y citoplasma de la amiba hospedera (Jeon, 1995; Pak y Jeon, 

1997). Se ha observado también que la amiba hospedera sufre modificaciones morfológicas en el 

núcleo inducidas por la entrada de la bacteria; además de la alteración en la expresión de algunos 

genes de mantenimiento celular que le permiten la sobrevivencia autónoma. La pérdida funcional 

de estos genes es contrarrestada por la importación de proteínas equivalentes producidas por la 

bacteria. No se ha observado directamente la migración de material genético desde una bacteria 

endosimbionte hasta el núcleo de su hospedero, sin embargo, se ha planteado que este debe ser 

uno de los primeros pasos en la estabilización de la endosimbiosis y que puede ser el mecanismo 
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responsable de Ja lnactivación de genes en el núcleo hospedero, ya sea por la inserción de 

secuencias, la interrupción de genes, la inactivación en la expresión de ciertos genes o la 

estimulación de Ja deleción de otros genes (Choi y coi., 1997). 

Uno de los elementos que permitieron sustentar la teoría endosimbionte sobre el origen de 

las mitocondrias fue el hecho de que se descubriera material genético en el interior de las mismas 

(Nass y Nass, 1963). Se ha propuesto que los genomas mitocondriales son el resultado de una 

reducción del genoma bacteriano del endosimbionte original. Las secuencias obtenidas de genes 

mitocondriales han permitido a los investigadores rastrear los orígenes de las mitocondrias hacia 

un ancestro común en el grupo de las a-proteobacterias; especlficamente con miembros de la 

subdivisión de Jos rikettsiales a la cual pertenecen parásitos intracelulares obligados como los 

organismos de los géneros Rickettsia, Ana plasma y Erlichia (Lang y coi., 1999). 

La secuencia completa del genoma de Rickettsia prowazekii (Andersson y coi. 1998) ha 

permitido identificar aquellos genes que pueden perderse fácilmente en cualquier organismo cuyo 

modo de vida sea el de parásito intracelular, ya que las funciones que cumplen pueden ser 

complementadas por las proteínas del hospedero: los genes involucrados en la bioslntesis de 

aminoácidos y de nucleótidos, de la glucólisis anaeróbica y de la regulación celular. 

La comparación del genoma mitocondrial de Rec/inomonas americana (el genoma 

mitocondrial más parecido a una bacteria) con el genoma completo de Rickettsia prowazekii (el 

genoma bacteriano más parecido a un genoma mitocondrial) han permitido identificar aquellos 

genes que se perdieron durante la evolución del genoma mitocondrial: algunos genes 

operacionales (aquellos involucrados en la bioslntesis de cofactores, el metabolismo de ácidos 

grasos y de fosfollpidos, la slntesis de la cubierta celular y de productos necesarios para la división 

celular) y genes de información (aquellos genes que dirigen la replicación, la transcripción y la 

traducción). La gran similitud que guardan algunos genes de Reclinomonas y Rickettsia, asi como 

el arreglo espacial similar de estos genes en los dos genomas, apoyan fuertemente la idea de que 

un ancestro rikettsial dio origen a las mitocondrias (Andersson y coi. 1998). 

Los genomas mitocondriales 

Los genomas mitocondriales presentan una gran diversidad en cuanto a su organización 

génica, mecanismos de expresión y los patrones de evolución que siguen en cada grupo de 

organismos. La mayoría de los genomas mitocondriales caracterizados hasta la fecha, son 

circulares, de la misma manera que los genomas bacterianos, sin embargo también existen los 

genomas lineales. El tamaño puede variar enormemente desde un poco menos de 6 kb en 
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Plasmodium falciparum hasta más de 300 kb en las plantas. Las diferencias tan grandes en los 

tamaños de las moléculas obedecen fundamentalmente a que en los genomas mitocondriales de 

plantas se encuentran muchas regiones no codificantes [que incluyen intrones, ORFs cuyo posible 

producto no se ha relacionado con ninguna función, pseudogenes y segmentos de DNA exógeno 

(de cloroplasto y nuclear)]. En el caso de las plantas, sólo entre el 1 O y el 20 % de la secuencia 

representa genes estructurales (Lang y col., 1999). 

A pesar de la enorme diversidad de los genomas mitocondriales, en general, sólo se 

encuentran codificadas algunas proteínas de los complejos de la cadena respiratoria y del 

complejo ATP sintasa (preferentemente aquellos genes que codifican proteínas altamente 

hidrofóbicas). También se encuentran algunos componentes del sistema de traducción mitocondrial 

como los RNAs ribosomales (tanto de la subunidad pequeña como de la subunidad grande), 

algunas de las proteínas ribosomales y en general algunos o todos los RNAs de transferencia. 

Aunque la contribución del DNA mitocondrial es esencial, la mayor parte de la información para la 

función y biogénesis mitocondrial se encuentra codificada en el genoma nuclear, por lo tanto, las 

proteínas y en algunos casos RNAs necesarios se importan desde el citoplasma (Gray y col. 1999). 

Evolución de los genomas mitocondriales 

A partir del conjunto de 1000 genes o mas que debieron encontrarse en el mtDNA del 

ancestro premitocondiral, la tendencia general en los genomas mitocondriales ha sido a reducir el 

contenido génico (independientemente de los otros patrones evolutivos que cada grupo de 

organismos presenta). La mayor parte de ésta pérdida de material genético debe haber sucedido 

durante el establecimiento del proceso de endosimbiosis (Lang y col., 1999). 

La transferencia física de genes desde la mitocondria hasta el núcleo es un proceso que 

puede ser dividido de manera teórica en varios pasos: en primer lugar, debe existir una 

disponibilidad del material genético, ya que en principio las unidades genéticas transferibles 

pueden incluir cualquier región del genoma mitocondrial (se ha propuesto que pueden ser 

fragmentos de DNA o moléculas de RNA) siempre y cuando se encuentren en número abundante, 

de manera que su ausencia no repercuta en el funcionamiento celular. La migración del material 

genético implica la salida de la mitocondria, que se ha planteado como resultado de rompimientos 

temporales de las membranas mitocondriales. Sin embargo, se ha observado también la presencia 

de RNAs de transferencia característicos del genoma nuclear en el interior de las mitocondrias, lo 

que indica que el transporte de ácidos nucleicos a través de las membranas mitocondriales sucede 

continuamente. El paso físico final del transporte de material genético es la entrada al núcleo, el 

cual ocurre fácilmente a través de los poros de la membrana nuclear. Una vez que el material 

genético ha entrado al núcleo, debe insertarse en el genoma nuclear y coordinar su regulación y 

expresión en el nuevo sitio. Una vez que el gen ha sido activado en el núcleo, el gen mitocondrial 
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Figura 1.5. Esquema general de la secuencia de eventos que suceden durante la transferencia 
de información genética desde la mitocondria al núcleo 
(Tomado de Brennicke y col. 1993). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 19 



l. Introducción 

deja de ser necesario y puede ser apagado después de un cierto período de tiempo durante el cual 

ambos genes son funcionales. Al no ser necesario, el gen mitocondrial va perdiendo algunos 

fragmentos hasta que finalmente es eliminado del genoma mitocondrial (Figura 1.5) (Brennicke y 

col., 1993). 

Todavía no ha sido posible distinguir cuál es el paso limitante durante la transferencia de 

genes mitocondriales al núcleo: si la salida del DNA de la mitocondria o su integración en el 

genoma nuclear. Se han estudiado diversos modelos en los que aparentemente se observan 

etapas intermedias de la transferencia, lo que permite aclarar poco a poco cuál es el mecanismo 

más probable y los patrones que rigen este fenómeno. 

a) Salida del material genético 

El primer paso en el camino de la transferencia de una región del genoma mitocondrial 

hacia el genoma nuclear es la salida del material genético de la mitocondria. Se ha planteado que 

esta salida puede ser en forma de moléculas de DNA o de RNA. Las secuencias mitocondriales 

que se han identificado a ro largo de los genomas nucleares corresponden tanto a genes como a 

intrones, sugiriendo que en principio, cualquier región del genoma mitocondrial es susceptible de 

transferirse. 

Las unidades genéticas que serán exportadas desde el interior de la mitocondria deben 

ser prescindibles, es decir que su ausencia funcional temporal no influya en el funcionamiento 

celular. Esta medida de seguridad se resuelve de manera muy sencilla gracias a la redundancia 

de organelos que existe en todas las células: en general se localizan varias mitocondrias por célula 

y cada una de ellas contiene un número variable de genomas. Estas dos características permiten 

que exista una fuente continua de moléculas de DNA disponibles para la translocación. La 

transferencia de material genético puede suceder también a partir de los transcritos mitocondriales, 

la presencia de un número abundante de moléculas de RNA de cualquier región transcrita asegura 

la abundancia y disponibilidad del material genético. En este tipo de transferencia puede suceder 

una preselección del material transferible restringiendo el fenómeno a las regiones del genoma 

mitocondrial que son funcionalmente importantes, además presenta la ventaja de que solo se 

transfiere la información madura (por ejemplo, se eliminan los intrones) (Brennicke y col., 1993). 

En algunos hongos como Saccharomyces cerevisiae se ha observado que el fenómeno de 

transferencia de genes mitocondriales al núcleo sucede en una generación de organismos, por fo 

que han permitido realizar observaciones directas sobre el fenómeno de escape de DNA desde la 

mitocondria. Se ha demostrado que en la levadura Saccharomyces cerevisiae la transferencia de 

DNA mitocondrial al núcleo es un fenómeno intracelular dependiente del estado genético del 
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genoma mitocondrial y del estado metabólico de la célula, pero no de un intermediario de RNA (sin 

embargo la presencia de genes mitocondriales en el núcleo con modificaciones 

postranscripcionales indican que aunque no es necesario, el fenómeno de transferencia a partir de 

una molécula e RNA sí puede llegar a suceder). Las moléculss de DNA mitocondrial se comportan 

como plásmidos inestables de manera que pueden migrar sin perder su integridad (mientras más 

grande sea el plásmido más estable es, de manera que podría suceder la transferencia de todo el 

genoma en un solo evento (Wright y Cummings, 1983; Thorsness y Fax, 1990; Brennicke y col., 

1993; Shafer y col., 1999). 

En las levaduras, se ha identificado que el escape de DNA mitocondrial puede suceder a 

través de la formación de una vacuola que contenga ef fragmento de DNA; estudios citológicos 

adicionales han mostrado que existen asociaciones físicas directas entre las membranas nuclear y 

mitocondrial, así como compartimentos mitocondriales encapsulados en el interior del núcleo 

(Campbell y Thorsness, 1998). Por otro lado se ha relacionado la transferencia de material 

genético con factores del medio ambiente que rodea a las células como cambios bruscos de 

temperatura o medios de cultivo con glicerol (Thorsness y Fax, 1990). 

Existen algunos genes nucleares que son importantes en la transferencia de genes 

mitocondriafes y que pueden, potencialmente, promover o suprimir la tasa de escape de DNA. Los 

supresores pueden actuar a dos niveles diferentes: impidiendo la propagación del DNA 

mitocondrial que se ha escapado o alterando la estabilidad, concentración o forma del DNA 

mitocondrial que es capaz de migrar hacia el núcleo (Thorsness y Fax, 1993; Shafer y col., 1999). 

La velocidad de escape del DNA mitocondrial al núcleo sucede a una frecuencia de 

aproximadamente 2 x 10-5 fragmentos por célula por generación; mientras que la tasa a la que 

migra DNA nuclear hacia la mitocondria es 100,000 veces menor (Wright y Cummings, 1983; 

Thorsness y Fax, 1990). 

Un ejemplo muy interesante es el del hongo Podospora anserina, en donde se ha 

reportado que el envejecimiento celular está relacionado con la migración de fragmentos del 

genoma mitocondrial hacia el núcleo. Se ha observado que fragmentos discretos de DNA 

mitocondrial son cortados del genoma y permanecen en el interior de las mitocondrias de 

individuos envejecidos formando plásmidos que se replican a una velocidad mas acelerada que el 

genoma mitocondrial de las células. De esta manera, al final de la etapa de envejecimiento los 

vectores constituyen la mayor parte del material genético presente. Una fracción de los plásmidos 

formados son transferidos al núcleo e integrados en el genoma nuclear (Wright y Cummings, 

1983). 
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b) Inserción del material genético mitocondrial en el genoma nuclear 

Una vez que el fragmento de DNA ha salido del genoma mitocondrial se ha propuesto que 

puede integrarse al genoma nuclear a través de varios mecanismos, los cuales han sido descritos 

al analizar la secuencia señal anterior al evento de inserción, la secuencia que se insertó y la 

secuencia resultante después de la inserción (Sun y Callis, 1993): 

i) Fusión en los extremos: Terminaciones libres en los cromosomas nucleares pueden ser 

generados a partir de errores en el metabolismo del DNA y en estos sitios segmentos de DNA 

ajeno al nuclear pueden integrarse independientemente de sus secuencias terminales. La fusión 

se desarrollarla ligando los extremos del DNA mitocondriaf utilizando una complementariedad 

limitada de extremos de una sola hebra de DNA (entre O y 3 pares de bases) (Blanchard y 

Schmidt, 1996). 

ii) Recombinación homóloga: Se ha propuesto que los extremos del DNA mitocondrial que se ha 

transferido al núcleo existen regiones repetidas que presentan secuencias con un porcentaje alto 

de similitud con alguna secuencia nuclear, de manera que la inserción del fragmento de DNA 

exógeno sucede fácilmente por recombinación homóloga (Pichersky y col., 1991). 

iii) Recombinación no homóloga: En este mecanismo, se propone que la inserción sucede a partir 

de fa ligación de varios fragmentos no contiguos de DNA mitocondriaf. Se piensa que fragmentos 

separados del genoma mitocondrial son ligados antes de fa inserción por el mismo mecanismo que 

es capaz de ligar DNA introducido artificialmente y puede integrarse en uno o varios sitios. Este 

tipo de inserción sucede independientemente de la presencia de extremos compatibles para fa 

ligación o de que los fragmentos de DNA se encuentren separados. Este mecanismo difiere de la 

recombinación homóloga ya que no es posible identificar secuencias repetidas o porcentajes 

importantes de identidad que favorezcan la recombinación (Sun y Callis, 1993). 

En estos tres mecanismos se ha propuesto que fa integración de los genes mitocondriales 

en el núcleo debe ser en regiones en las que no interfieran con fa sfntesis del resto de los genes 

nucleares, por fo que se ha propuesto que la inserción se favorece en regiones no codificantes 

como los intrones, regiones adyacentes a los genes nucleares o regiones tefoméricas (Blanchard y 

Schmidt, 1996; Pichersky y Tanksfey, 1988; Louis y Haber, 1991 ). 

e) Activación del nuevo gen nuclear 

Una vez que el gen originalmente mitocondrial se ha insertado en el genoma nuclear, 

puede moverse, duplicarse y modificarse de manera que adquiera los elementos necesarios para 
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que pueda expresarse de manera correcta. Entre las modificaciones que deben incorporarse al gen 

se Incluyen: i) la adquisición de una presecuencia que codifique para un péptido señal que permita 

a la proteína entrar a la mitocondria una vez que fue sintetizada en el citoplasma; ii) la modificación 

del uso de codones (si es que era diferente); iii) la adquisición un nuevo promotor, iv) la adquisición 

de una señal que permita la poliadenilación y v) la adquisición las señales nucleares para la unión 

con ribosomas. Estas últimas modificaciones le permitirán al gen ser transcrito y traducido bajo los 

mismos mecanismos que rigen al resto de las proteínas que son sintetizadas en el citoplasma 

celular (Brennicke y col., 1993). 

La proteína mitocondrial sintetizada ahora a partir de un gen nuclear debe ser dirigida de 

manera correcta hacia el interior de la mitocondria, por lo que debe adquirir una secuencia señal. 

Se ha planteado que las presecuencias pueden adquirirse como resultado de un reordenamiento 

de DNA que coloca, al azar, presecuencias mitocondriales potenciales en el extremo 5' de algunos 

marcos abiertos de lectura (Baker y Schatz, 1987); o por la modificación puntual de los extremos 

amino terminales de algunas proteínas que pueden generar una secuencia importadora funcional 

(Vassarotti y col., 1987), o por un mecanismo de duplicación y recombinación de presecuencias ya 

existentes (Kadowaki y col., 1996). 

El éxito de la transferencia, depende de que el gen transferido al genoma nuclear sea 

activado, si por alguna razón no es posible realizar las modificaciones necesarias el gen nunca se 

·activa en el núcleo y puede permanecer en el genoma nuclear como un pseudogene. Existen 

evidencias de que en el genoma nuclear de los primates se localizan pseudogenes de cob y en el 

caso particular de los seres humanos, se han identificado numerosos pseudogenes de cox1 y 

cox2. Dichas secuencias se consideran "fósiles moleculares" que representan genes transferidos 

de la mitocondria al núcleo que nunca fueron activadas (Collura y Stewart, 1995; Wallace y col., 

1997). 

d) Pérdida del gen original 

Durante un tiempo corto, el gen mitocondrial y el nuclear funcionan simultáneamente, sin 

embargo el gen mitocondrial ya no es necesario para el desarrollo celular y por lo tanto puede ser 

apagado y eliminado. La eliminación de un gen mitocondrial no es un proceso que suceda en un 

solo paso, sino que se trata de un proceso paulatino durante el cual se van perdiendo y editando 

fragmentos del gen mitocondrial hasta que se pierde por completo y por lo tanto la transcripción 

del gen desaparece. La eliminación de la copia mitocondrial, también puede suceder a niveí de 

traducción al introducir a la secuencia un codón de término que impida la síntesis correcta de la 

proteína en el interior de la mitocondria (Brennicke y col., 1993; Kadowaki y col. 1996). 
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En los últimos años el estudio de genes que han sido transferidos recientemente a los 

. genomas nucleares, ha permitido identificar pasos intermedios del fenómeno de transferencia: 

a) En el grupo de las plantas leguminosas es posible observar la coexistencia de dos 

copias diferentes del gen cox2. En un análisis amplio de diversas leguminosas se determinó que al 

menos en cinco géneros el gen cox2 se encuentra presente tanto en el genoma mitocondrial como 

en el nuclear, que ambas copias son transcritas y correctamente editadas; sin embargo también en 

este grupo es posible observar pasos intermedios de la transferencia de este gen al núcleo: en el 

chícharo, se encuentra una copia del gen en la mitocondria y otra en el núcleo, sin embargo la 

copia nuclear no es funcional. En el caso de la soya, la copia mitocondrial se encuentra 

completamente intacta y parecería un gen funcional, sin embargo no es posible detectar ningún 

transcrito en la mitocondria, por lo que no se trata de un gen activo. En cambio, el gen nuclear es el 

único que se expresa, esto podría representar un paso temprano en el proceso de eliminación de 

genes redundantes. Finalmente, en el caso del frijol mungo, la copia mitocondrial ha sido alterada 

por mutaciones y pérdida de algunos de sus fragmentos, de manera que apenas es reconocible. 

(Covello y Gray 1992; Nugent y Palmer 1991, Adams y col. 1999). 

b) El gen rps12 (que codifica a la proteína ribosomal mitocondrial 512) en Oenothera ha 

sido transferido al genoma nuclear y aproximadamente dos terceras partes de la copia mitocondrial 

del gen se han eliminado (Grohmann y col. 1992). 

c) En el grupo de las plantas angiospermas se ha identificado que el gen rp/2 ha sufrido 

diversas modificaciones, y actualmente se puede encontrar en cuatro diferentes versiones: i) el gen 

completo se encuentra codificado de manera funcional en la mitocondria; ii) el gen completo se 

encuentra codificado de manera funcional en el núcleo; iii) el gen se encuentra fragmentado en 

dos, la región s· se encuentra en la mitocondria y la región 3' se encuentra en el núcleo; iv) el gen 

se encuentra fragmentado en dos y ambas regiones se encuentran en el núcleo (Adams y col., 

2001). 

Inserción en la mitocondria de las proteinas sintetizadas en el citoplasma 

Las proteínas mitocondriales, se sintetizan casi siempre como preproteínas citoplásmicas 

en las cuales es posible identificar una extensión en el extremo amino terminal que funciona como 

secuencia guía. Estas presecuencias pueden ser de tamaños muy diversos y con secuencias 

primarias muy diferentes; sin embargo, forman generalmente a-hélices anfifílicas ricas en residuos 

básicos o con cadenas laterales hidroxilo. Las presecuencias son procesadas por una peptidasa de 
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la matriz '~itC>~oh~r;~I, de manera que en las proteínas maduras y funcionales no se encuentra 

-· ningún rasiro d~ ~llas(Hartl y col. 1989; Roise y Schatz, 1988), 

··-~-El-paso de las proteínas desde el citoplasma hasta su acoplamiento correcto en el interior 

de la mitocondria involucra una gran cantidad de elementos como chaperoninas citosóiicas y de la 

matriz mitocondrial, receptores localizados en la superficie mitocondrial, proteínas que rodean los 

canales de paso y protelnas de maduración. 

Entre las protelnas citosólicas que interaccionan con los precursores mitocondriales se 

han identificado a la proteína de choque térmico Hsp70, a un factor de estimulación de importación 

_ mitocondrial, a un supuesto factor de unión a presecuencias, y otros factores que se han 

identificado por su actividad estimuladora de importación de proteínas mitocondriales, pero que 

todavía no han sido completamente purificados y caracterizados. La Hsp70 y el factor de 

estimulación de importación mitocondrial son enzimas dependientes de ATP capaces de mantener 

cierta estructura secundaria de los precursores evitando que se agreguen adquiriendo 

conformaciones que serían incapaces de importarse. El factor promotor de importación 

mitocondrial es específico para presecuencías, mientras que Hsp70 parece unirse a regiones 

hidrofóbicas expuestas de las preproteínas (Mihara y Omura, 1996; Voos y col.; 1999). 

Los elementos involucrados en el paso de las proteínas mitocondriales a través de las 

membranas mitocondriales se identifican por las siglas TIM o TOM por las iniciales en inglés de 

translocasa de la membrana mitocondrial interna o externa respectivamente; cada una de las 

diferentes proteínas de este tipo se identifica por su masa molecular aparente en kilodaltones 

indicado después de las siglas. Los mecanismos que llevan al paso de proteínas a través de los 

complejos TOM son diferentes a los que se desarrollan en los complejos TIM; ambos complejos 

pueden funcionar de manera independiente, y por lo menos un grupo de proteínas localizado en el 

espacio intermembranal parece necesitar sólamente de los complejos TOM para llegar a su destino 

final. Sin embargo, se cree que sin la presencia de los complejos TIM la capacidad translocadora 

de TOM se limita a la inserción y transporte de las presecuencias, además de que la eficiencia de 

ambos complejos aumenta cuando se encuentran acoplados (Figura 1.6) (Lill y col., 1992; Voos y 

col., 1999). 

Las preproteínas se unen a la superficie mitocondrial a través de interacciones con 

proteínas receptoras que se encuentran ancladas en la membrana externa y se exponen hacia el 

citosol, estos receptores incluyen a las proteínas Tom70, Tom37, Tom22 y Tom20. La unión inicial 

y la presentación de las proteínas precursoras al complejo importador puede también depender de 

la interacción de proteínas de tipo chaperoninas con algunos componentes de los receptores, de la 

liberación de las chaperoninas, o de la interacción directa entre la presecuencia y la bicapa 
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lipídica. Los complejos proteínicos Tom reconocen las secuencias señal y catalizan la formación de 

los intermediarios necesarios para la transferencia de las protelnas al interior o del otro lado de la 

membrana externa mitocondrial; además Interactúan de manera dinámica con la membrana interna 

(Kiebler y col. 1990; Seguí-Real y col. 1993). 

Las proteínas atraviesan la membrana externa en contacto con Tom40, una proteína que 

se encuentra casi totalmente embebida en la membrana y se piensa que se encuentra formando 

un poro general de inserción junto con otros receptores y proteínas no caracterizadas. 

La inserción de las presecuencias en la membrana interna requiere, en la mayoría de los 

casos, que exista un potencial electroqulmico C..1J1, probablemente para promover un movimiento 

electroforético de cargas positivas a través del aparato importador. Para cruzar la membrana 

interna, las proteínas precursoras, se asocian con un complejo que contiene a Tim17, Tim44 y 

Tim23, que se han propuesto como proteínas integrales de membrana (Martin y col., 1991). 

Para que se complete el paso de las proteínas precursoras a la matriz mitocondrial, se 

requiere de la proteína de choque térmico mitocondrial 70 (mtHsp70) y de la hidrólisis de ATP. Se 

piensa que ciclos de unión de mtHsp70 con la proteína precursora y con Tim44 que se encuentra 

asociada a la membrana interna, funcionan como un pistón que dirige el movimiento unidireccional 

de las preproteínas hasta la matriz mitocondrial (Ungermann y col., 1994). 

Finalmente, una peptidasa de matriz mitocondrial cataliza la remoción proteolftica de la 

presecuencia mitocondrial. Las proteínas de matriz Hsp60, Hsp10 y la ciclofilina 20 promueven la 

maduración final de las proteínas, que incluyen el plegamiento y ensamblaje de la proteína 

funcional. 

Las proteínas cuya localización funcional se restringe a la membrana externa mitocondrial, 

suelen no presentar presecuencia y al realizar el reconocimiento de las proteínas Tom son 

localizadas en el interior de la membrana o en el espacio intermembranal. Las proteínas de la 

membrana interna siempre presentan presecuencias y pueden ser incorporadas directamente a la 

membrana interna o ser trasladadas hasta la matriz mitocondrial por las proteínas Tim para 

despúes acoplarse a los complejos funcionales en la membrana interna (Millar y Shore, 1996). 

26 



l. Introducción 

Cytosol 

OM 

IMS 

IM rM23 

Matrix .__-~-

Figura 1.6. Vías de importación de proteínas a la mitocondria. Las proteínas mitocondriales 
son importadas desde el citoplasma a través del complejo TOM, y posteriormente, de acuerdo 
al destino permanecen en la membrana externa, en el espacio intermembranal (IMS) o se unen 
a los complejos translocadores de la membrana interna (TIM). Las protelnas con MTSs típicas 
se unen al complejo TIM23, mientras que aquellas que no la tienen se unen a TIM22. Las proteínas 
sintetizadas en la matriz mitocondrial se exportan por los complejos Pnt1 y Oxa1 (Tomado de KOeler, 
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Organismos estudiados 

A lo largo de este estudio se analizaron varios miembros del grupo de los protistas en 

particular parásitos, que no se encuentran estrechamente relacionados filogenéticamente con las 

algas cloroffceas. Sin embargo, descubrir que algunos de los genes nucleares que codifican 

protelnas mitocondriales comparten caracterlsticas similares, revaloramos la situación en la que se 

encuentran y la necesidad de que compartan un espacio en este escrito (Figura 1.7). 

Las "a/gas verdes" (phylum Chlorophyta) 

Actualmente se considera que las plantas terrestres y las algas verdes constituyen un 

grupo monofilético conocido como Viridiplantae o Clorobionta (Moreira y col., 2000). Todos los 

organismos incluidos en este grupo se caracterizan por ser organismos eucariontes que tienen 

cloroplastos con una doble membrana, tilacoides apilados, clorofilas tipo a y b y la presencia de 

almidón como polisacárido de reserva (a excepción de los miembros que han perdido la capacidad 

fotosintética de manera secundaria). La filogenia interna de este grupo se encuentra en constante 

revisión considerando fundamentalmente evidencias moleculares que coinciden con observaciones 

morfológicas (Friedl, 1997). De manera general, este grupo se ha dividido en dos grandes 

categorlas: Streptophyta y Chlorophyta. Dentro del phylum Streptophyta se incluyen a las plantas 

terrestres y a las algas verdes más cercano evolutivamente a ellas (las Charophyceae), mientras 

que dentro del phylum Chlorophyta se incluye al resto de las algas verdes (Turmel y col., 2002). El 

grupo Chlorophyta se subdivide en por lo menos cuatro linajes: Trebouxiophyceae (P. wickerhamii 

wickerhamit), Chlorophyceae [Chtamydomonas reinhardtii, Chlamydomonas eugametos (ahora 

Chlamydomonas moewusii, Gerloff), Scenedesmus obliquus], Ulvophyceae ( Cau/erpa taxifo/ia) y 

Prasinophyceae (Nephroselmis o/ivacea) (Figura 1.8) (Friedl, 1997). 

Los "apicomplejos" (phylum Apicomplexa) 

Los miembros del phylum Apicomplexa son protistas endoparásitos que se definen por 

tener un ciclo de vida que comienza con una forma infectiva móvil (zoito) que contiene un complejo 

apical caracteristico que le da el nombre al phylum. En algunos miembros de este phylum se 

encuentra un plástido reminiscente con su propio material genético. Dentro de este grupo, se 

encuentran numerosos agentes causales de enfermedades importantes tanto en seres humanos 

como en animales domésticos. En general, su ciclo de vida tiene tres estadios: i) una etapa de 

crecimiento durante la cual se lleva a cabo la infección a la célula huésped; ii) una etapa sexual 

durante la cual se lleva a cabo la producción de gametos y fertilización para formar cigotos 

localizados dentro de oocitos; y iii) una etapa de esporogénesis durante la cual suceden varias 

28 



l. Introducción 

divisiones dentro de los oocitos para formar esporozoitos, que son las nuevas formas infectivas 

(Vivier y Desportes, 1990; Ellis y col. 1998). 

Usualmente se considera que dentro del grupo de los apicomplejos se encuentran cuatro 

grupos bien definidos (de acuerdo a características biológicas como las especificidades al 

hospedero y al tejido que infectan): los coccidios, los gregarinos, los haemosporidios y los 

piroplasmas. Sin embargo, el arreglo taxonómico apropiado de estos grupos está en discusión, y 

en los últimos años al menos siete arreglos diferentes han sido propuestos (Ellis y col. 1998). 

Chlorophyta 

Chlamydomonas reinhardtii Scenedesmus ob/iquus 

Apicomplexa 

Plasmodium fa/ciparum 

Toxop/asma gondii 

Figura 1.7.0rganismos estudiados 
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Figura LB.Relaciones filogenéticas del grupo Viridiplantae (Tomado de Friedl, 1997). 
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11. Planteamiento del Problema 

Los genomas mitocondriales representan una reminiscencia de lo que fue el genoma de la 

bacteria que les dio origen y en general, contienen genes que codifican un pequeño número de 

proteínas, predominantemente hidrofóbicas, que participan en el proceso de fosforilación oxidativa 

en la membrana interna mitocondrial. La mayoría de los genes que se encontraban en el simbionte 

eubacteriano han desaparecido de los genomas mitocondriales, algunos de ellos han sido 

transferidos a los genomas nucleares y otros simplemente se han perdido. Es posible plantear un 

patrón general de modificaciones que deben experimentar los genes mitocondriales al transferirse 

al genoma nuclear, de manera que se conviertan en genes activos que codifiquen productos 

capaces de migrar hasta la mitocondria e insertarse correctamente en los complejos funcionales. 

Sin embargo, los mecanismos que han seguido estos genes a lo largo de la evolución para ser 

transferidos al núcleo y los mecanismos con los cuales fueron transferidos, asr como el porqué un 

particular grupo de genes continúa en los genomas mitocondriales de la mayor parte de los 

organismos eucariontes, siguen siendo tema de numerosas investigaciones y debates. 

En este trabajo se han analizado algunos genes nucleares que codifican protelnas de la 

cadena respiratoria mitocondrial en algunos protozoarios unicelulares, como las algas 

Ch/amydomonas reinhardtii y Scenedesmus obliquus y los parásitos Toxoplasma gondii, 

Plasmodium falciparum, P/asmodium yoelii y Theileria parva, que en la mayor parte de los 

organismos estudiados hasta la fecha se han conservado en los genomas mitocondriales. 

El análisis de los genes atp6, cox2a, cox2b y nad4L en estos organismos ha permitido 

plantear estrategias especificas de transferencia para cada uno de estos genes que se encuentran 

de manera única en el genoma nuclear y al mismo tiempo, ha permitido relacionar evolutivamente 

a estos organismos, que pertenecen a grupos filogenéticos alejados pero que comparten ciertas 

características particulares. 
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111. Objetivos 

Este trabajo tiene como objetivo general entender un poco más el proceso de transferencia de 

genes mitocondriales al núcleo en las algas cloroflceas. 

Para cumplir con las características de este proyecto, se plantearon algunos objetivos 

particulares para cada uno de los genes a estudiar: 

1. Caracterizar los genes atp6 y nd4L de C. reinhardtii. 

a) Encontrar la secuencia genómica y de traducción del gen atp6 de C. reinhardtii. 

Demostrar que se trata de un gen nuclear en este organismo. Analizar las características de este 

gen como la presencia de intrones, las regiones 5' y 3' no traducidas, la presencia de señales de 

poliadenilación y el uso de codones. Localizar la subunidad ATP6 en el complejo F1F0 ATP sintasa 

de C. reinhardtii. Determinar la secuencia aminoterminal de la proteína madura. Analizar las 

posibles modificaciones estructurales y de hidrofobicidad que se produjeron en esta subunidad 

para ser transferida desde el citoplasma hasta la mitocondria en este organismo. 

b) Encontrar la secuencia genómica y de traducción del gen nd4L de C. reinhardtii. 

Demostrar que se trata de un gen nuclear. Analizar las caracterlsticas de este gen como la 

presencia de intrones, las regiones 5' y 3' no traducidas, la presencia de señales de poliadenilación 

y el uso de codones. 

Analizar algunas caracterlsticas de los genes estudiados y de las proteínas que codifican 

que permiten que se encuentren codificados en el genoma nuclear de las algas 

chalmydomonadaceas. 

Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capltulo de Resultados l. 

2. Caracterizar el gen cox2b de S. obliquus. 

Encontrar la secuencia genómica del gen cox2b de S. obliquus. Analizar las caracterlsticas 

de este gen como la presencia de intrones, las regiones 5' y 3' no traducidas, la presencia de 

señales de poliadenilación y el uso de codones. 

Analizar las implicaciones de la presencia de este gen nuclear en el proceso de evolución 

de los genomas mitocondriales de las algas clorofilas. 
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Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capítulo de Resultados 11. 

3. Caracterizar los genes cox2a y cox2b de T. gondii. Analizar la relación que existe entre 

los genes cox2a, cox2b de algunos organismos apicomplejos y los genes de las algas 

chlamydomonadaceas. 

Durante el desarrollo del presente trabajo surgió un objetivo que no estaba planteado en el 

proyecto original, sin embargo ha resultado ser de gran interés. Este último objetivo fue determinar la 

secuencia genómica de los genes cox2a y cox2b de T. gondii y analizar las posibles relaciones 

filogenéticas que existen entre los apicomplejos y las algas clorofíceas. 

Los resultados que cubren este objetivo se encuentran en el capítulo de Resultados 111. 
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IV. Resultados 

A lo largo de este trabajo se clonaron y caracterizaron genes que codifican distintas 

protelnas de la cadena respiratoria mitocondrial en algunos protozoarios. Todos los genes 

estudiados codifican proternas hidrofóbicas y en la gran mayorla de los organismos examinados 

hasta la fecha se encuentran en los genomas mitocondriales (mientras que en los organismos en 

cuestión los genes han sido transferidos al genoma nuclear y la copia mitocondrial se ha eliminado 

por completo). 

A partir de la secuencia de estos genes es posible identificar las modificaciones que han 

sufrido para poder ser entidades que residen en el genoma nuclear de manera que puedan ser 

expresados y regulados en este ambiente. Además, el análisis de la secuencia deducida de 

aminoácidos de la protelna que codifican, ha permitido determinar algunos de los cambios que han 

experimentado para poder ser transferidas al interior de la mitocondria una vez que han sido 

sintetizadas en el citoplasma celular. 

Aunque todos los genes examinados presentan algunas características "típicas" de los 

genes que han sido transferidos al genoma nuclear (como el cambio en el uso de codones y la 

adquisición de señales de poliadenilación nucleares), ha sido posible identificar ciertos elementos 

que son particulares para este grupo de genes, como la adquisición de presecuencias 

relativamente largas. Además, cada uno de los genes estudiados es un caso especial, cada uno 

ha desarrollado estrategias únicas que suponemos confieren las características necesarias para 

que estas proteínas hidrofóbicas viajen hasta el interior de las mitocondrias y se inserten en los 

complejos respiratorios para conformar unidades funcionales. 

Los siguientes capítulos, detallan las características de los genes atp6 y nd4L de C. 

reinhardtii, cox2b de S. obliquus, y cox2a y cox2b de T. gondii. 

Todas las secuencias obtenidas en este trabajo se depositaron en la base de datos 

DDBJ/GenBank™/EBI Data Bank con los siguientes números de acceso: 

AF41119 

AF411921 

AF499003 

AF503914 

AF499004 

secuencia genómica del gen atp6 de C. reinhardtii. 

secuencia de traducción (cDNA) del gen atp6 de C. reinhardtii. 

secuencia genómica del gen cox2b de S. obliquus. 

secuencia genómica del gen cox2a de T. gondii. 

secuencia genómica del gen cox2b de T. gono'ii. 

secuencia genómica y de traducción del gen nd4L de C. reinhardtii 
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V. Resultados 1 

El alga verde unicelular Ch/amydomonas reinhardtii, es una clorofila biflagelada que ha 

sido ampliamente utilizada como modelo experimental en el estudio de la fotosíntesis, la 

biogénesis en organelos y muchos otros aspectos de la biología celular (Harris, 1998). El genoma 

mitocondrial de estos organismos es una molécula lineal de 15.8 kb muy compacta. Se encuentran 

genes que codifican para 8 proteínas que incluyen al citocromo b del complejo bc1, cox1 del 

complejo IV, 5 subunidades de la NADH deshidrogenasa y una posible transcriptasa reversa. 

Codifica también para 3 RNAs de transferencia y para 2 RNAs ribosomales fragmentados en 

módulos. Las regiones intergénicas son muy pequeñas y no se presenta ningún intrón. Al contrario 

de lo que se observa en la mayoría de los organismos eucariontes estudiados hasta la fecha, en 

este genoma están ausentes todos los genes que codifican para el complejo F1Fo ATP sintasa, 

incluyendo los genes que codifican a las subunidades ATP6 y ATP8, varios genes que codifican a 

subunidades hidrofóbicas del complejo 1 como NAD3 y NAD4L y los genes que codifican para las 

subunidades 11 y 111 (COX 11 y COX 111) del complejo citocromo e oxidasa (Figura V.1) (Michaelis y 

col., 1990). 

V.I El gen atp6 de C. reinhardtii 

En la mayoría de los organismos eucariontes todas las subunidades que componen la 

región F1 y algunas de las subunidades de la región F0 del complejo F1Fo ATP sintasa se 

encuentran codificadas en el genoma nuclear, se sintetizan en el citoplasma y finalmente se 

transportan al interior de la mitocondria para formar el complejo funcional. En general en los 

genomas mitocondriales, solamente se encuentran los genes atp6, atp8 y atp9. Estos genes 

codifican proteínas hidrofóbicas con varios cruces transmembranales que constituyen parte de la 

región Fo. 

En este trabajo, se obtuvieron las secuencias genómica y de traducción del gen atp6 de C. 

reinhardtii, se confirmó que este gen está localizado en el genoma nuclear y que la proteína que 

codifica forma parte del complejo F1F0 ATP sintasa mitocondrial en este organismo. También se 

analizaron las características de la proteína que le permiten estar codificada en el núcleo y ser 

importada correctamente a la mitocondria sin alterar las regiones que son importantes para el 

funcionamiento del complejo. 
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Figura V.1. Genoma mitocondrial de C. reinhardtii. 
En gris se muestran los genes que codifican proteínas mitocondriales, en 
negro los que codifican rRNAs, en los extremos se muestran 

1 kb -

las regiones invertidas (TIR), las flechas muestran el sentido de la transcripción 
de los genes indicados, y los tres tRNAs que se localizan en este genoma están 
señalados por el aminoácido que reconocen (W, Q y M). 
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Secuencia genómica y de traducción del gen atp6 de C. reinhardtii 

En febrero del año 2000 se liberó una base de datos con mas de 3500 ESTs de C. 

reinhardtii (Asamizu y col., 1999). En esta colección de secuencias parciales de cDNA, se identificó 

una clona (AV394701) que codificaba para un marco de lectura abierto que presentaba un alto 

porcentaje de similitud con el extremo carboxilo algunas secuencias reportadas de ATP6. 

La secuencia identificada se utilizó en un análisis de BLAST a nivel de nucleótidos contra la 

misma base de datos. Este examen de la base de datos, permitió identificar otras dos secuencias 

parciales cuyo extremo 3' corresponde al extremo 5' de la clona AV394701 (posible cDNA 

completo de ATP6). Estas dos clonas (AV395475 y AV388269) son casi idénticas entre ellas (una 

de ellas se sobrelapa más que la otra con la clona AV394701), y la secuencia de aminoácidos que 

se puede deducir de ellas no presenta similitud con ninguna proteína descrita en la base de datos. 

A pesar de que la secuencia de estas dos clonas no se parecía a nada, se consideró que tal vez no 

se trataba de un artefacto o error en la clonación de fragmentos de cDNA sino que en realidad eran 

secuencias que al unirlas formaban parte de un gen completo o casi completo. 

Se diseñaron oligodesoxinucleótidos en los extremos de la secuencia de las clonas 

AV395475 y AV394701 y se emplearon en una reacción de PCR utilizando una biblioteca de cDNA 

clonada en el fago A.gt1 O como templado (Franzén y Falk, 1992). Se obtuvo un producto 

amplificado de 822 pb. La secuencia de este producto, confirmó que las clonas identificadas en la 

base de datos son complementarias y corresponden a un fragmento del gen atp6. Las secuencias 

de los extremos 5' y 3' del cDNA se obtuvieron por reacciones de RACE-PCR. 

La secuencia completa de traducción del gen atp6 de C. reinhardtii es de 2349 pb que 

incluyen 1014 pb de un marco de lectura abierto flanqueados por 27 pb que podrían corresponder 

a la región 5' no traducida y una región 3' no traducida de 1299 pb (Figura V.2). 

Los primeros 27 pb incluyen la secuencia anterior al primer codón ATG y que corresponde 

a la primera metionina del ORF identificado como ATP6. Se ha planteado que la secuencia (A/C) A 

(A/C) (A/C) ATG (G/C) corresponde al consenso que se encuentra alrededor del sitio de inicio de 

traducción de los genes nucleares en C. reinhardtii (Silflow, 1998). Al revisar la secuencia que se 

encuentra rodeando al codón identificado como la posible Me! inicial, se encontró que es AACC 

ATG G, y que por lo tanto coincide con la secuencia consenso reportada. El ORF se detiene con el 

codón de término TAA, que corresponde al codón utilizado por alrededor del 70% de los genes 

nucleares de C. reinhardtii descritos (Figura V.2). 
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Figura V.2. Organización del gen atp6 de C. reinhardtii. 
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TGTAA 

200 pb 

Las regiones codificantes se encuentran señaladas como cajas; las regiones no traducidas 
se encuentran como lineas gruesas, y los intrones como lineas delgadas. La región 
correspondiente a la MTS se muestra en gris y la región correspondiente a la proteína 
madura en negro. 

42 



V. Resultados 1 

En general, el genoma nuclear de C. reinhardtii presenta un alto contenido de G-C, y el gen 

atp6 no es la exepción: la secuencia de traducción contiene un porcentaje de G-C de 67.4%. 

Con base en la secuencia de traducción obtenida, se diseñaron oligodesoxinucleótidos 

específicos para amplificar por PCR la secuencia genómica de atp6. La secuencia completa se 

obtuvo al sobrelapar la secuencia obtenida en tres diferentes reacciones utilizando pares de 

oligodesoxinucleótidos diferentes. 

La secuencia genómica obtenida equivale a la secuencia de traducción (es decir, incluye 

exclusivamente el segmento genómico desde la región 5' UTR hasta el sitio donde comienza la 

poliadenilación en el extremo 3' UTR) y tiene un tamaño de 3577 pb. 

El porcentaje de G-C de la secuencia genómica es prácticamente igual al de la secuencia 

de traducción: 65.3%. 

Otra característica común de los genes nucleares de C. reinhardtii es la presencia de un 

promedio de cuatro intrones por cada kb de DNA codificante. En el gen atp6 se encuentran siete 

intrones, representando un promedio relativamente bajo de 2.9 intrones por kb de DNA codificante. 

Los intrones del gen atp6 tienen 115, 72, 89, 264, 263, 186 y 161 pb, reflejando un promedio de 

164 pb, que resulta también pequeño al compararlo con el tamaño medio de los intrones en C. 

reinhardtii (219 pb). Los sitios de corte de los siete intrones coinciden con el consenso de los 

organimos eucariontes para este sitio: 5'- GT-AG -3'. En los intrones 3 y 7 se identificó la posible 

señal de ramificación NCTAG a 74 y 27 pb respectivamente del sitio 3' de corte. 

·El gen atp6 se encuentra localizado en el genoma nuclear de C. reinhardtii 

Para confirmar que el gen atp6 se encuentra en el genoma nuclear de C. reinhardtii, se 

realizó un análisis de tipo Southern blot: DNA total de C. reinhardtii se sometió a una electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa al 0.7%, separando el DNA mitocondrial como una banda discreta 

que corre por debajo de una banda principal que contiene el DNA nuclear y el DNA del cloroplasto. 

El DNA de estos geles fue transferido a una membrana de nylon y sujeto a un análisis de 

hibridación utilizando un juego de sondas de origen mitocondrial y un juego de sondas de origen 

nuclear. La banda de menor tamaño mostró una reacción positiva con las tres sondas 

mitocondriales utilizadas, correspondientes a los genes cob1, nad2 y cox/; mientras que el DNA 

nuclear muestra una reacción positiva con sondas de origen nuclear como Cyc, AtpB y cox3. Al 

utilizar el fragmento del gen atp6 de 822 pb como sonda se observó una reacción clara y única con 

el DNA nuclear (Figura V.3). 
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Figura V.3. El gen atp6 de C. reinhardtii se encuentra localizado en el genoma nuclear. 
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Figura V.4. El gen atp6 se encuentra como copia única en el genoma nuclear de C. reinhardtii. 
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Para determinar si el gen atp6 se encuentra como copia única en el genoma de C. 

reinhardtii, se realizó otro experimento tipo Southern blot digiriendo DNA total de C. reinhardtii con 

diferentes enzimas de restricción que no cortaran la secuencia genómica de atp6 y se transfirieron 

Jos fragmentos producidos a una membrana de nylon; se hizo una hibridación utilizando como 

sonda el prodcucto de PCR de 822 pb que contiene un fragmento del gen atp6. Se observó una 

reacción positiva en una región única al digerir el DNA con enzimas diferentes de manera 

independiente (Figura V.4). 

El patrón de uso de codones del gen atp6 de C. reinhardtii presenta una clara tendencia a 

favorecer el uso de trinucleótidos que presentan una G o C en Ja tercera posición. Esta 

caracterlstica es tlpica del uso de codones nuclear y diferente al uso de codones mitocondrial o de 

cloroplasto en las algas chlamydomonadaceas (Cuadro V.1 ). 

Dentro de Ja secuencia de 1299 pb correspondiente al extremo 3' no traducido, se 

identificaron dos posibles señales de poliadenilación: una secuencia TGTAA y una secuencia 

TGTAG, localizadas 15 y 1048 pb respectivamente antes del primer sitio de poliadenilación 

observado. La primera es Ja señal que se utiliza en Ja mayor parte de Jos genes nucleares de C. 

reinhardtii reportados, y la segunda ha sido identificada como una variación funcional de Ja primera 

en algunos genes (Silflow, 1998). Para verificar si ambas señales eran funcionales o descartar 

alguna de ellas, se realizó un experimento tipo Northern utilizando una preparación de RNA total y 

el fragmento de 822 pb de la secuencia de traducción del gen obtenido por PCR como sonda. Se 

observó una señal única de alrededor de 2.4 kb que sugiere que sólo la señal TGTAA está 

funcionando en el caso de este gen (Figura V.5). 

La subunidad ATP6 se encuentra presente en el complejo F1F0 ATP sintasa de C. reinhardtli. 

A pesar de que se había demostrado que el gen atp6 se expresa en C. reinhardtii, habla 

que demostrar que su producto proteico formaba parte del complejo F,F0 ATP sintasa mitocondrial 

en C. reinhardtii. 

El complejo F0F1 ATP sintasa de C. reinhardtii se identificó en geles azules nativos por su 

posición relativa. Después de realizar un SDS-PAGE fue posible identificar 12 polipéptidos 

diferentes con una masa molecular aparente de 61.0, 51.9, 40.2, 30.1, 27.8, 26.3, 17.8, 15.5, 13.0, 

10.8, 9.1 y 7.8 kDa respectivamente. 11 de los 12 polipéptidos observados, fueron sometidos a una 

secuenciación del extremo aminoterminal: las tres subunidades de mayor masa se identificaron 

como las subunidades ex, 13 y y al comparar las secuencias y la disposición en el patrón 
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Cuadro V.1. 
Uso de codones mitocondrial y nuclear de C. reinhardtii comparado 

con el de los genes atp6 y nd4L. 

Res cc.:Jc-n H 1 to Uu·:: a tpG n cr.: .r.. Res O::c•:lon H 1 to Nuc a tpG na.: .L 

Gly 
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GlV 
Gly 
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lLSp 
lLSp 

Val 
Val 
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Thr 
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SS 
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64 
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Pro 
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'l'Gl" 
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En gris se indican las diferencias claras entre el uso de codones. 
Los valores son porcentuales. 
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Figura V.5. El gen atp6 produce un solo mensajero en C. reinhardtii 
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electroforético de la preparación obtenida en este trabajo y la reportada previamente por Nurani y 

Franzén (1996). La subunidad de 26.3 kDa se identificó como la subunidad 1l por la similitud de la 

secuencia amino terminal obtenida y otras subunidades 1l reportadas; el polipéptido cuya masa 

molecular aparente es de 15.5 kDa se identificó como la protelna codificada por el gen atp6 ya que 

los 15 aminoácidos determinados coinciden exactamente con los residuos 108 a 122 de la 

secuencia deducida de aminoácidos codificada por el gen atp6. La identidad de los 7 polipéptidos 

restantes no muestra ninguna similitud clara con subunidades del complejo F1F0 ATP sintasa 

reportadas en las bases de datos, por lo que la identidad de estas subunidades debe todavla ser 

esclarecida (Figura V.6). 

Al identificar la secuencia amino terminal de la subunidad Cr-ATP6, fue posible predecir 

que la subunidad madura se compone de 233 residuos de aminoácidos con una masa molecular 

de 24,577 Da. 

En el ORF predicho por la secuencia de nucleótidos, antes del inicio de la protelna madura 

se encuentran siete diferentes codones ATG y en principio, cualquiera podrla corresponder al inicio 

del péptido señal. Las diferentes metioninas predicen presecuencias de 107, 35, 30, 26, 12, 3 y 1 

aminoácidos. Se ha reportado que la secuencia que rodea los codones de inicio y de término 

influye en la eficiencia de traducción en C. reinhardtii. La secuencia que rodea el codón 

correspondiente a la primera metionina AACCATGG corresponde al sitio de inicio de la traducción 

consenso reportado (A/C) A (A/C) (A/C) ATG (G/C) para C. reinhardtii (Silflow, 1998). De acuerdo 

con esta secuencia consenso la preprotelna de Cr-ATP6 debe tener un péptido señal de 107 

residuos, la cual debe dirigir y permitir la importación de esta protelna a la mitocondria (Figura V.1 ). 

La secuencia deducida de aminoácidos predice una protelna madura de 233 residuos con 

una masa molecular de 24,577 Da. 

La secuencia completa de aminoácidos de Cr-ATP6 se comparó con la secuencia deducida 

de aminoácidos del gen mitocondrial atp6 de Scenedesmus obliquus, mostrando una identidad del 

46% y una similitud del 59%. 

lmportabilidad de Cr-ATP6 a la mitocondria 

Como se mencionó anteriormente, en los organismos eucariontes la mayor parte de las 

protelnas mitocondriales se encuentran codificadas en el genoma nuclear, y en los genomas 

mitocondriales se ha conservado un número limitado de genes que codifican protelnas hidrofóbicas 

que funcionan en la membrana interna mitocondrial (von Heijne, 1986). La naturaleza hidrofóbica 
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Mw Secuencia 
(kDa) Subunidad N-terminal 

... 

61.0 - .... j-\ AEPAAAT 
51.9 - ...... (( ASDAKALD 

40.2 • - y ATATFVPGVSGDASG -
30.1 - .. GAPAGSDHDHP 
27.8 - ..... ATGAAPSKK 
26.3 - ·•·· () ASNQAV(X/C)QRI 

17.8 - ,..~ AKTAPKAM 
15.5 - J~. ATP6 STAAQVQSGATVNSL 
13.0 

,. 
LSTL VEKFTFGSAAD 

10.8 - MKLLPESLQQEAA 

9.1 - ,,, EESSVANLVKS 
7.8 - n.d. 

Figura V.6. Composición peptfdica del complejo F1Fo ATPasa de C. reinhardtii. 
Se muestran las secuencias amino terminal de las subunidades 
analizadas y la identidad de aquellas subunidades determinadas. 
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de las proteínas que permanecen en los genomas mitocondriales repercute directamente con la 

capacidad de viajar a través del citoplasma, cruzar las dos membranas mitocondriales y 

posteriormente insertarse en la membrana interna para acoplarse al complejo proteico al que 

pertenecen y funcionar adecuadamente. 

La importabilidad de una proteína al interior de la mitocondria está determinada al menos 

por su hidrofobicidad (que de manera burda puede varse como el número de cruces 

transmembranales) y por la MTS que contenga los elementos necesarios para que la protelna se 

dirija hacia la mitocondria y hacia ningún otro destino celular. 

Para que el gen atp6 fuera importado exitosamente al genoma nuclear, la protelna 

codificada debió sufrir previamente o de manera simultánea una fuerte disminución en la 

hidrofoblcidad promedio que facilitara el paso de la proteína a través de las membranas 

mitocondriales y que permitiera su posterior acoplamiento en el complejo funcional. También debió 

adquirir una MTS que dirigiera el correcto desplazamiento de la proteína a través del citoplasma 

celular hasta la mitocondria y la inserción en el complejo F 1Fo ATP sintasa. 

Presecuencia mitocondrial en Cr-A TP6 

Tomando el primer codón ATG como aquel que codifica para la Met inicial de la 

preprotefna, y el inicio de la proteina madura detectado por la secuenciación directa del polipéptido 

correspondiente, Cr-ATP6 presenta una MTS de 107 residuos de aminoácidos de longitud. 

Esta presecuencia predicha, se caracteriza por tener un número relativamente bajo de 

residuos ácidos, además de que los residuos 2-24 pueden estar formando el dominio antipático 

necesario para la importación de la proteína hasta la mitocondria. Muy probablemente, la 

secuencia que codifica a la presecuencia se añadió al gen cuando este ya se encontraba en el 

genoma nuclear, y tal vez la Mef1 que se encuentra justo antes del sitio de corte de la MTS puede 

haber sido la Met inicial de la proteína mitocondrial original. 

Estructura de Cr-A TP6 

Utilizando los programas TopPred 11 (Claros y ven Heijne, 1994), el servidor de red 

PredictProtein (www.es.embnet.org/Services/MolBio/PredictProtein; Rost, 1996) y el servidor 

ExPASy de Biología Molecular (www.expasy.ch) se predijo la estructura secundaria de Cr-ATP6. 

Los límites de cada uno de los cruces transmembranales se determinó de manera más precisa 

alineando todas las secuencias de aminoácidos de las subunidades ATP6 reportadas hasta la 

fecha y comparando las estructuras predichas de algunas de ellas con los resultados 
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Figura V.7. Modelo de hélices transmembranales de Ja subunidad Cr-ATP6. 
Los residuos conservados se muestran como círculos negros. Los cruces 
transmembranales D y E son Jos que participan en Ja translocación de 
protones a través de dos semicanales formados por estos cruces y que se 
representan en este esquema como una flecha interrumpida. 
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experimentales que han permitido determinar la estructura secundaria de la subunidad a en E. co/i 

(Valiyaveetil y Fillingarne, 1998; Wada y col., 1999). 

Estos análisis sugirieron una estructura de cinco cruces transmernbranales (nombrados A, 

B, C, D y E respectivamente) y cuatro asas que los unen (nombradas a-b, b-c, c-d y e-f). Los siete 

residuos que corresponden al extremo amino terminal de la subunidad se predice que se 

encuentran localizados en el espacio interrnernbranal; mientras que los 25 residuos del extremo 

carboxilo terminal se encuentran expuestos hacia la matriz mitocondrial (Figura V.7). 

En la secuencia deducida de aminoácidos fue posible identificar algunos residuos 

conservados en las proteínas ATP6 de stodos los organismos reportados hasta la fecha. La 

función precisa de cada uno de estos residuos no ha sido determinada, sin embargo se han 

identificado algunos que están directamente involucrados en ia translocación de protones, algunos 

de ellos formando parte de los semicanales por los cuales se guía a los protones a través de la 

membrana, y otros corno la Arg145 involucrados directamente en la protonación y desprotonación 

del oligórnero de subunidades c. 

Disminución en la hidrofobicidad promedio de Gr-A TP6 

La capacidad de importación de una proteína a la mitocondria puede ser predicha en 

función de la hidrofobicidad promedio más alta de un segmento de entre 60 y 80 residuos 

(rnesohidrofobicidad) junto con la máxima hidrofobicidad de los posibles cruces transrnernbranales. 

Esta relación se puede representar en una gráfica de rnesohidrofobicidad versus la hidrofobicidad 

máxima local (<H>), donde además es posible localizar una "frontera" entre las proteínas que 

potencialmente pueden y las que no pueden ser importadas a la rnitocondria (Claros y col., 1995). 

En la figura V.8, se muestra una gráfica donde se comparan estos parámetros de Cr-ATP6 con 

otras subunidades ATP6 que se encuentran codificadas en genomas rnitocondriales. Es posible 

observar que ambos parámetros se encuentran disminuidos, por lo que la proteína de C. reinhardtii 

puede potencialmente ser importada al interior de la mitocondria. De acuerdo a este análisis otras 

ATP6 que podrían potencialmente ser importadas al interior de la mitocondria son aquellas de 

Oryza sativa, Scenedesmus obliquus y Glycine max. En otras palabras, sus genes rnitocondriales 

respectivos se encuentran "listos para ser transferidos al núcleo". 

Al realizar un análisis de hidrofobicidad de cada uno de los cruces transmembranales de 

Cr-ATP6, se observó que si se compara cada uno con la hidrofobicidad promedio de los cruces 

equivalentes de otros organismos, existe una notable disminución en la hidrofobicidad de los 

cruces A, B y C. Estos cruces son aquellos cuya secuencia de aminoácidos se encuentra menos 
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Figura V.8. Gráfica de mesohidrofobicidad contra hidrofobicidad local máxima de algunas subunidades ATP6. 
C. reinhardtii (A), S. Ob/iquus (B), P. minor (C), H. annuus (D), P. subcordiformis (E), Z. mays (F), 
P. wickerhamii (G), O. sativa (H), S. tuberosum (/), N. tabacum (J), B. napus (K), T. aestivum (L), 

M. po/ymorpha (M), B. vulgaris (N), G. max (O), A. tha/iana (P). 
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Figura V.9. Análisis de la hidrofobicidad de cada uno de los cruces transmembranales de ATP6. 
Los valores de hidrofobicidad de los cinco cruces transmembranales 
de Cr-ATP6 (barras negras) se comparan con el valor promedio de hidrofobicidad de 21 
subunidades ATP6 codificadas en genomas mitocondriales (barras blancas). 
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conservada y se cree que no participan directamente en el proceso de translocación de protones. 

Al contrario, la hidrofobicidad de los cruces D y E, donde se encuentran los residuos conservados 

involucrados en la translocación de protones, no presentan diferencias significativas. La 

disminución en la hidrofobicidad del cruce A es tan pronunciada que en algunos análisis realizados 

se observó que este segmento de la secuencia no era en realidad un cruce transmebranal. Cr

ATP6 podría haber disminuido tanto su hidrofobicidad que de manera atípica tendrla solo cuatro 

cruces transmembranales y no cinco (Figura V.9). La determinación bioqufmica de la topofogfa de 

Cr-ATP6 representa un estudio interesante por realizarse. 

V.11 El gen nd4L de C. reinhardtii 

El complejo f de fa cadena respiratoria mitocondrial cataliza la transferencia de dos 

electrones desde el NADH hasta la ubiquinona de manera acoplada a la translocación de cuatro a 

cinco protones hacia el espacio intermembranal. Hasta el momento no ha sido posible determinar 

fa estructura cristalográfica de este complejo, solamente se han construido mapas de baja 

resolución con base en estudios de microscopia electrónica. El complejo tiene forma de "L", uno de 

los brazos se encuentra embebido en fa membrana y el otro se encuentra en en la matriz 

mitocondrial. El complejo de bovino se compone de al menos 42 subunidades, incluyendo siete 

proteínas hidrofóbicas que se encuentran codificadas en el genoma mitocondrial; el complejo de 

organismos procariontes puede ser de 13 o 14 subunidades. Al igual que en el caso de otros 

complejos respiratorios, se cree que fas subunidades supernumerarias que se encuentran en Jos 

organismos eucariontes están involucradas en fa estabilización y ensamblaje del complejo 

(Sazanov y col., 2000; Schefffer, 1999). 

NAD4L es una de fas subunidades hidrofóbicas altamente conservadas en los complejos l. 

Se encuentra interactuando en fa membrana con las subunidades NAD1, NAD2 y NAD3 en la 

región del complejo fg que corresponde a fa región membrana! que une a los dos brazos (Sazanov 

y col., 2000). 

La secuencia de traducción del gen nd4L de C. reinhardtii es de 1647 pb y la secuencia 

genómica correspondiente es exactamente igual, es decir no presenta intrones ni ediciones 

transcripcionafes. Esta secuencia se compone de una región 5' no traducida de 45 pb, un ORF de 

681 pb y una región 3' no traducida de 921 pb dentro de la cual se localiza la señal de 

poliadenifación típicamente nuclear TGTAA. El ORF predice una protefna de 227 residuos de 

aminoácidos con una masa molecular de 24,226 Da (Figura V.1 O). 

La mayor parte de fas caracterfsticas de este gen coinciden con todas las características 

de los genes nucleares de C. reinhardtii: el uso de codones (Tabla V.1), fa presencia de una señal 
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gen y cDNA 
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Figura V.1 O. Organización del gen nd4L de C. reinhardtii. 
El ORF se encuentra señalado como una caja, 
en gris se muestra la región de la probable MTS 
y en negro la proteína madura. 
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de poliadenilación y la adquisición de una MTS; sin embargo, es extraño que no presente ningún 

intrón, siendo que los genes nucleares suelen tener una gran cantidad de intrones (Silflow, 1998). 

El tamaño de esta proteína es muy grande si se compara con las subunidades NAD4L 

mitocondriales reportadas, incluyendo las de otras clorofitas como Prototheca wickerhamii, 

Pedinomonas minar. Nephroselmis o/ivacea y Scenedesmus obliquus (que tienen cada una un 

tamaño de 100, 96, 100 y 100 aminoácidos respectivamente). Esta diferencia en tamaños se debe 

a la adquisición de la MTS al transferir el gen al núcleo. Aunque la MTS de esta proteína no ha 

podido ser establecida con precisión, ya que no se cuenta con la secuencia amino terminal de la 

protelna madura, a través de comparaciones con las subunidades de otras clorofitas, es posible 

predecir que se trata de una presecuencia de alrededor de 133 residuos. La presencia de MTSs 

largas en C. reinhardtii es una característica que parece involucrar a todas las proteínas como 

ATP6, COX 111, COX llA y NAD4L que normalmente se encuentran codificadas por genes 

mitocondriales y en este organismo se encuentran en el genoma nuclear; sin embargo, no deja de 

sorprender que para importar una proteína de alrededor de 100 aa se requiera una MTS de la 

misma longitud. 

Al hacer un análisis de hidrofobicidad de la región de 94 aminoácidos que podría 

corresponder a la proteína madura, es posible distinguir la presencia de dos cruces 

transmembranales que corresponderfan a los predichos en estudios realizados en subunidades 

NAD4L de otros organismos (Figura V.1 O) (Le y col., 2001 ). 

En esta secuencia, es posible localizar cuatro residuos de Leu que están conservados en 

la mayoría de las subunidades reportadas hasta la fecha, incluyendo las equivalentes en bacterias. 

Estos residuos de Leu están separados entre sí por 7, 6 y 5 residuos no conservados 

respectivamente. Este arreglo corresponde a una probable estructura de zipper de leucina, en 

donde de manera caracterfstica se localizan alrededor de cuatro residuos de Leu dispuestos cada 

7 residuos. La presencia de este tipo de arreglo podría indicar que la subunidad NAD4L además de 

tener un papel en el complejo í mitocondrial, podría estar involucrada en otro tipo de procesos 

biológicos como la transcripción y/o activación de la replicación, o como transmisores de señales 

en la comunicación con el núcleo y con otros organelos celulares (Le y col., 2001 ). 
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VI. RESULTADOS 2: El gen cox2b de Scenedesmus obliquus 

El grupo de las algas clorofilas, de acuerdo a las características generales de sus genomas 

mitocondriales, ha sido dividido en dos grandes grupos: uno denominado como "ancestral" y que 

incluye a organismos como Prototheca wickerhamii y otro denominado "reducido derivado" en el 

que se incluyen los organismos del género Ch/amydomonas. En los genomas ancestrales, se han 

conservado ciertas características similares al endosimbionte bacteriano original como la presencia 

de un rRNA 58, un juego casi completo de tRNAs, unos cuantos intrones y conjuntos de genes 

arreglados a manera de operones. En cambio, en los genomas tipo Chlamydomonas, se han 

perdido una enorme cantidad de genes, se ha modificado la organización y estructura de los 

rRNAs y en algunos casos se ha modificado el código genético que utilizan (Nedelcu y col., 2000; 

Turmel y col., 1999). 

Hasta la fecha, han sido secuenciados por completo los genomas mitocondriales de ocho 

clorofilas: tres de ellos corresponden al grupo ancestral (Prototheca wickerhamii, Nephrose/mis 

olivacea y Mesostigma viride), cuatro al grupo derivado reducido (C. reinhardtii, Ch/amydomonas 

eugametos, Ch/orogonium elongatum y Pedinomonas minor) y uno ha sido descrito como estado 

intermedio entre los dos anteriores (Scenedesmus ob/iquus) (Denovan-Wright y col., 1998; 

Kroymann y Zetsche, 1998; Kück y col., 2000; Michaelis y col., 1990; Nedelcu y col., 2000; Turmel 

y col., 1999; Turmel y col., 2002; Wolff y col., 1994). 

El genoma mitocondrial de S. ob/iquus es una molécula circular de cerca de 43 kb, 

contiene 42 genes conservados y cinco ORFs, todos presentes como copia única. Los genes 

conservados corresponden a: rRNAs de las subunidades grande y pequeña fragmentados en 

módulos, 27 tRNAs y 13 genes que codifican proteínas de la cadena respiratoria. Los genes 

reportados en estos trabajos aparecieron anotados como nd1, nd2, nd3, nd4, nd4L, nd5, nd6, cob, 

cox1, cox2, cox3, atp6 y atp9 (Kück y col., 2000; Nedelcu y col., 2000). El gen cox2 reportado en 

estos trabajos fue identificado por Nedelcu y col. (2000) como un pseudogene, ya que la secuencia 

deducida de aminoácidos es aproximadamente 100 residuos mas corta que otras subunldades 

reportadas, además de que la región faltante incluye motivos altamente conservados que son 

indispensables para la función del complejo proteico. 

Como resultado del trabajo en el laboratorio, se demostró que en las algas C. reinhardtii y 

Polytomella sp. el gen cox2 se encuentra fragmentado en dos genes independientes (cox2a y 

cox2b) que se localizan en el genoma nuclear (Pérez-Martínez y col., 2001., Apéndice 11). Al 

realizar un análisis de comparación entre los dos genes descritos y el gen cox2 encontrado en S. 

obliquus, se observó que la protelna COX 11 predicha tiene un alto porcentaje de similitud con COX 

llA de C. reinhardtii y Polytomella sp. En este trabajo, se propuso que el gen cox2 encontrado en el 
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genoma de B.,~?bliquus no es un pseudogene, sino que en realidad se trata de un gen cox2a activo 

y que e:i gen cox2b ha sido transferido al núcleo en estos organismos. 

-- Utilizando como sonda el gen cox2b de C. reinhardtii, se realizó una búsqueda exhaustiva 

en una biblioteca genómica de S. ob/iquus (donada por la Dra. Sabeeha Merchant, Universidad de 

California en Los Angeles, USA (Quinn y Merchant, 1999)). Se obtuvo una clona positiva que 

contenía un fragmento def gen cox2b. 

La secuencia genómica parcial del gen cox2b de S. obliquus obtenida en este trabajo, es 

de 2014 pb. Dentro de esta secuencia se puede predecir un ORF de 318 pb que permite deducir 

una proteína de 105 residuos. Esta secuencia incluye la región de COX 118 homóloga a la región 

carboxilo de las proteínas COX 11 ortodoxas. Es posible predecir que en el gen debe estar también 

codificada una región equivalente a la extensión amino terminal de COX 118 que se encuentra en 

C. reinhardtii y Polytomella sp., sin embargo este hecho debe ser confirmado en futuros 

experimentos. 

Si comparamos la secuencia deducida de aminoácidos de los genes cox2a y cox2b de C. 

reinhardtii y Polytomel/a sp. con las estructuras cristalográficas reportadas, la subunidad COX llA 

corresponde a la región más hidrofóbica de fa proteína madura, incluyendo a los dos cruces 

transmembranales, mientras que COX 118 corresponde a la porción hidrofflica (Pérez-Martfnez y 

col. 2001). 

El hecho de que en S. obliquus el gen cox2 haya sido fragmentado en cox2a y cox2b y que 

lJno de los genes haya sido enviado al genoma nuclear, es un argumento mas a favor de que el 

,·genoma mitocondrial de S. ob/iquus podría representar un estado intermedio en la evolución de los 

genomas mitocondriales de ras algas clorofilas. 

A partir de los genes encontrados, es posible deducir algunos eventos en las historias 

evolutivas de este grupo de algas clorofilas: en el ancestro común de C. reinhardtii, Polytomella sp. 

y S. ob/iquus (pero ya no de organismos como P. wickerhami1) debió existir forzosamente un 

genoma mitocondrial en el que el gen cox2 se encontrara fragmentado en cox2a y cox2b. En 

cuanto al orden de transferencia de los genes, una opcion sería que el gen cox2b fue transferido al 

núcleo en este ancestro común. Mas tarde los dos grupos se separaron y una vez que se 

encontraron independientes, en el grupo de Chlamydomonas se transfirió el gen cox2a, mientras 

que en el grupo de Scenedesmus este gen se retuvo en el organelo. Este hecho se vería 

favorecido ya que cox2b codifica una proteína hidrofflica y por lo tanto la importación del producto 

peptrdico no resultaría complicada. El que el gen cox2a todavía se conserve en el genoma 

mitocondrial en este organismo, puede ser resultado de que el codigo genético utilizado en este 
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genoma mitocondrial es diferente al codigo genético universal (Nedelcu y col., 2000, Kück y col., 

2000). Es posible entonces que aunque el genoma de S. obliquus represente un estado intermedio 

de evolución, ésta haya quedado "congelada" en este organismo, ya que transferir ahora cox2a al 

núcleo implica un nuevo reto: el cambio en el código genético (Figura Vl.1 ). 

Otra opción serla que la transferencia de ambos genes haya sucedido de manera 

independiente después de que los grupos se separaron, esta versión ha sido propuesta por 

Watanabe y Ohama (2001) para el caso concreto de C. reinhardtii, en función del número de 

intrones presentes en cada uno de los genes. Partiendo de que los genes originales mitocondriales 

no tenlan intrones, el que cox2a presente una cantidad mayor de intrones por kb de secuencia 

comparada con el gen cox2b, indicarla que el primer gen en ser transferido al núcleo debio ser 

cox2a. Esta secuencia de eventos no corresponderla al caso de S. ob/iquus, ya que en este 

organismo el gen cox2b es el único que ha sido transferido al núcleo, por lo tanto esto sugerirla 

que ambos linajes se separaron antes de que ocurriera la transferencia al núcleo de cualquiera de 

los dos genes. 
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Figura Vl.1. Hipótesis sobre la histo ria evolutiva del gen cox2 en las algas clorofilas 
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La subunidad COX 11 es uno de los componentes esenciales del complejo citocromo e 
oxidasa tanto de bacterias como de mitocondrias eucariontes. Es una proteína compuesta por tres 

segmentos: una región pequeña amino terminal que se localiza en el espacio intermembranal, dos 

cruces transmembranales y una región carboxilo terminal hidrofflica localizada también en el 

espacio intermembranal. Ésta subunidad transfiere los electrones del citocromo e hasta los 

centros 883 de la subunidad 1 que se encuentra embebida en la membrana interna mitocondrial 

(Figura Vll.1) (Tsukihara y col., 1996). 

En la mayor parte de los organismos eucariontes está codificada por un sólo gen que se 

localiza en el genoma mitocondrial (cox2). Sin embargo, se han identificado tres grupos de 

organismos en los que este gen no se encuentra en el mtDNA: i) algunas plantas leguminosas 

(Adams y col., 1999); ii) algunas algas de la clase chlorophyceae (Pérez-Martlnez y col., 2001 ); y 

iii) los parásitos apicomplejos (revisado en Gray y col., 1999). 

El caso particular de las algas de la clase Chlorophyceae ha resultado ser un evento 

extraordinario en la evolución: en C. reinh8rdtiiy Polytome/18 sp., COX 11 está codificada como dos 

genes nucleares independientes, y de hecho cada uno de estos genes produce un polipéptido 

independiente (COX llA y COX 118). El gen cox28 codifica la subunidad COX llA que corresponde 

a la región amino terminal y porción membrana! de las subunidades COX 11 comunes; y el gen 

cox2b codifica a la subunidad COX 118 que corresponde a la región soluble de las COX 11 comunes 

y que contiene el sitio de unión a cobre. Ambas subunidades son importadas por la mitocondria y 

forman parte del complejo IV funcional en estos organismos. Se cree que estas dos subunidades 

interactúan entre si a través de extensiones que se encuentran en el extremo carboxilo de COX llA 

y amino de COX 118 para acoplarse de manera similar a como serla una COX 11 tfpica. Ambas 

extensiones se encuentran presentes en las proteínas maduras y no presentan similitud con 

ninguna región de otras subunidades COX 11 reportadas (Figura Vll.2) (Pérez-Martlnez y col., 

2001). 

El hecho de que el gen ortodoxo mitocondrial cox2 esté ausente en el grupo de los 

apicomplejos no resulta del todo sorprendente, ya que los genomas mitocondriales de estos 

organismos parásitos constituyen el grupo de mtDNAs más compactos que se han caracterizado 

hasta la fecha. En varias especies del género P/8smodium los genes mitocondriales se encuentran 

en una unidad lineal de un poco menos de 6 kb que se encuentra repetida múltiples veces y estas 

copias están concatenadas unas con otras. En los organismos del género Thei/eria, las unidades 

lineales se encuentran de manera independiente, y presentan secuencias repetidas en los 

extremos. Los genomas secuenciados hasta la fecha de éstos dos géneros contienen tres genes 

que codifican proteínas de la cadena respiratoria mitocondrial (CYTb, COX 1 y COX 111) y genes que 
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Figura Vll.1. Estructura cristalográfica de la subunidad COX 11. 
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Figura Vll.2 Modelo propuesto para la interacción de las subunidades COX ilA y COX 
118 de Polytomel/a sp. (Tomado de Pérez-Martfnez y col., 2001) 
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codifican rRNAs ribosomales fragmentados en módulos. En P. falciparum se encontraron tres 

ORFs adicionales que no están en otras especies del mismo género y que no presentan similitud 

con otros genes reportados. El mtDNA de Toxoplasma gondii ha resultado más difícil de 

caracterizar que el de sus parientes cercanos, ya que se han encontrado numerosos fragmentos 

de secuencias de origen mitocondrial flanqueadas por secuencias repetidas en el genoma nuclear 

de este organismo (Figura Vll.3) (revisado en Feagin, 2000). 

Los genes cox2a y cox2b de T.gondii 

Realizando un análisis de las bases de datos se identificó que una de las proteínas con las 

que COX 118 de Polytomella sp. mostraba un alto porcentaje de similitud, era una proteína 

reportada como COX 11 de T.gondii. El gen reportado que codifica esta proteína (AAF07939) está 

anotado en las bases de datos como el gen cox2 mitocondrial de este organismo. Analizando con 

un poco de detalle la secuencia deducida de aminoácidos, fue evidente que de la protelna 

reportada sólo la región amino terminal presentaba similitud con COX 118 de Polytomella sp., 

mientras que la región carboxilo terminal no presentaba similitud con ninguna otra subunidad COX 

11 (a pesar de ser de un tamaño similar a otras subunidades típicas). La secuencia de aminoácidos 

fue deducida en este caso utilizando el código genético mitocondrial reportado para musgos, 

protistas y celenterados; sin embargo, cuando se obtuvo la secuencia correspondiente con el 

código genético universal, se identificó que el marco de lectura reportado se detiene en una 

posición equivalente al final de la proteína COX 118 de Po/ytomella sp. y de C. reinhardtii. Se 

planteó entonces que tal vez no se trataba de un gen mitocondrial, sino que en realidad se trataba 

del gen cox2b nuclear de T.gondii. 

Utilizando como base los genes cox2a y cox2b de Polytomella sp. se realizaron búsquedas 

en las bases de datos de ESTs de parásitos y en particular de T.gondii que hasta ese momento se 

encontraban disponibles (http://ParaD8.cis.upenn.edu/toxo/). Se logró identificar la secuencia 

completa de traducción de ambos genes y con base en estas secuencias se diseñaron 

oligodesoxinucleótidos para amplificar por PCR los genes completos. 

El gen cox2a de T.gondii es de 2454 pb, corresponde a la secuencia genómica que incluye 

todas las ESTs reportadas de esta región hasta la fecha. La secuencia incluye 122 pb de la región 

5· no traducida, la secuencia entre el nucleótido 123 y el 1870 que corresponden al marco de 

lectura abierto uniendo las secuencias entre las posiciones 123-779, 1065-1182 y 1746-1870; y la 

región 3' no traducida que incluye desde el nucleótido 1870 hasta el 2454 donde termina la clona 

(Figura Vll.4). 
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Figura Vll.3. Genomas mitocondriales de los apicompiexos Plasmodium fa/ciparum y 
Theileria parva. En gris se muestran los genes que codifican proteínas 
mitocondriales y en negro los que codifican rRNAs. 
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Figura Vll.4. Organización de los genes cox2a y cox2b de T. gondii. 
Las regiones codificantes se encuentran señaladas como cajas; 
las regiones no traducidas se encuentran como líneas gruesas, y los 
intrones como líneas delgadas. 
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La secuencia del gen cox2b de T.gondii es de 1348 pb: incluye la región 5' no traducida de 

60 pb, la secuencia que codifica para la protelna y una región 3' no traducida de 713 pb. Al 

comparar la secuencia genómlca obtenida con las bases de datos de ESTs (que son producto de 

cDNAs) y el ORF completo que codifica para la subunidad, fue posible identificar la presencia de 

un intrón de 56 pb entre las posiciones 199 y 254 pb (Figura Vll.4). 

Una vez que se tuvieron los genes completos, se realizó una búsqueda en las bases de 

datos de los genomas de otros apicomplejos como P. fa/ciparum, P. yoelii y T. patva 

(http://plasmodb.org; http://www.tigr.org/tdb/edb2/pya1 /htmls/ y http://www.tigr.org/tdb/e2k 1/tpa1 / 

respectivamente). Los genes cox2a y cox2b se identificaron fácilmente en regiones no contiguas 

en todos los organismos, de hecho en el caso del genoma de P. falciparum, fue posible determinar 

que cada uno de los genes se encuentra en cromosomas diferentes (cox2a se encuentra en el 

cromosoma 13 mientras que cox2b se encuentra en el cromosoma 14). Esto permite plantear que 

la existencia de estos genes es común a todos los apicomplejos. 

COXllA 

En COX JIA de Polytomella sp., se identificó experimentalmente la secuencia amino 

terminal de la protelna madura y se planteó el sitio equivalente en C. reinhardtii mediante análisis 

de similitud entre ambas secuencias (Pérez-Martlnez y col. 2001). En el caso de los apicomplejos 

analizados, la extensión en el extremo amino terminal es claramente identificable si se compara 

con las protelnas codificadas en la mitocondria (como en el caso de COX llA de S. obliquus), sin 

embargo la similitud a nivel de estructura primaria no es significativa. Esta extensión amino 

terminal, podrla estar actuando como MTS tanto en el caso de las cloroflceas como de los 

apicomplejos. Como se mencionó anteriormente, lo importante para que una MTS sea funcional es 

el tipo de residuos que la constituyen y la estructura secundaria que puedan formar. Por ésta razón 

no resulta sorprendente que a nivel de estructura primaria las secuencias no presenten un valor 

significativo de similitud. 

En general, las protelnas COX 11 de estos organismos no se encuentran altamente 

conservadas, a excepción de la región aromática altamente conservada GRQWYWS que se 

encuentra muy cerca del extremo carboxilo terminal. El caso de Theileria patva parecerla único ya 

que presenta la secuencia GHQWYWS utilizando una His en lugar de la Arg que se encuentra en 

todos los organismos caracterizados hasta la fecha; sin embargo podrla tratarse de un error en la 

secuencia reportada, ya que se trata de resultados preliminares del proyecto de secuencia del 

genoma completo de este organismo (Figura Vll.5). 
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Figura Vll.5. Comparación entre la secuencia de COX llA de algunos apicomplexos y algunas clorofilas. 
Los asteriscos señalan residuos idénticos y los dos puntos residuos conservados. La secuencia 
amino-terminal de la proteína madura de Polytomella sp. se encuentra encerrada en una caja, 
la secuencia que correspondería a la MTS se encuentra sombreada, y en negritas la secuencia 

correspondiente a la extensión carboxilo terminal de COX llA. 
Los triángulos invertidos indican la posición de los intrones. 
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C. reinhardtii, Po/ytomelfa sp. y S. obliquus presentan también una extensión en el extremo 

car~oxilo terminal que se ha propuesto que permite la interacción entre COX llA y COX 118 para 

conformar el complejo final. Esta extensión podrla estar presente (aunque de manera reducida) en 

T.gondii y P. fa/ciparum, mientras que parece estar ausente en T. parva. 

COXllB 

Como se dijo anteriormente, la proteína COX 118 corresponde a la región soluble de las 

comunes COX 11, aquí se encuentra la secuencia GQCSE(l/L/M)CG que une los átomos de cobre 

responsables de la transferencia de electrones. Esta es la zona que tiene una mayor conservación 

a nivel de estructura primaria en todos los organismos, y se observa claramente la gran similitud 

que existe entre las proteínas de las algas cloroffceas y las de los apicompiejos. 

El alto nivel de similitud entre los apicomplejos y las algas cloroffceas se observa 

fundamentalmente en la región que corresponde a la carboxilo de una COX 11 común. La extensión 

en el extremo amino terminal de esta subunidad presenta muy pocos residuos conservados entre 

los dos grupos de organismos, sin embargo la sola presencia de esta extensión para poder 

interactúar con COX llA se puede considerar como un elemento importante al tratar de determinar 

la historia evolutiva de estos organismos (Figura Vll.6). 

Aunque todavía es necesario realizar estudios de importación y ensamblaje en Jos 

apicomplejos, es posible suponer que las dos subunidades COX 11 están siendo sintetizadas en el 

citoplasma celular y dirigidas especfficamene hacia la mitocondria (COX llA gracias a una MTS y 

COX 118 posiblemente por la presencia de algún tipo de secuencia de reconocimiento interna). Una 

vez en el organelo, COX llA debe insertarse en el la membrana interna y acoplarse a la subunidad 

COX 1 (que es de origen mitocondriai), mientras que COX 118 debe mantenerse en el espacio 

intemembranal para acoplarse a COX llA. Entonces, el que la secuencia de aminoácidos de COX 

llA se encuentre menos conservada entre los apicomplejos y las cloroficeas no es del todo exraño, 

ya que esta es la región que tiene que interactuar con la subunidad COX 1 cuyo origen evolutivo se 

encuentra en las mitocondrias del ancestro apicomplejo. Durante la evolución, debieron 

favorecerse las mutaciones que permitieran la interacción adecuada entre estas dos subunidades 

de origen distinto. 

Serla importante que se realizaran estudios para determinar sin ambiguedades cómo es 

que interactúan las subunidades COX iiA y COX iiB entre sr. Por ejemplo si es que Ja extensión 

carboxilo de COX llA tiene verdaderamente un papel funcional en la formación del complejo. 
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Figura VIL6. Comparación entre la secuencia de COX llB de algunos apicomplexos y algunas clorofitas. 
Los asteriscos señalan residuos idénticos y los dos puntos residuos conservados. En negritas 
se muestran los residuos correspondientes a la extensión amino terminal de estas proteínas. 
Los triángulos invertidos indican la posición de los intrones. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

74 



VII. Resultados 3 

¿Existe alguna relación entre los Apicomplejos y las Clorofitas? 

Los parásitos apicomplejos contienen un plástido rodeado por cuatro membranas: el 

apicoplasto (KOhler y col., 1997). En el interior de este plástido, existe un genoma circular de entre 

30 y 35 kb que se caracteriza por tener un alto contenido de A-T (alrededor del 86%) y los genes 

que codifican se encuentran dispuestos de manera muy compacta (con regiones intergénicas muy 

pequeñas); codifica genes para rRNAs de las subunidades pequeña y grande, 25 tipos de tRNAs, 

proteínas ribosomales y RNA polimerasas (Wilson y col., 1996). La secuencia de este genoma se 

ha analizado con mucho detalle, fundamentalmente tratando de determinar el origen de este 

organelo, y hasta ahora lo único que se puede afirmar con certeza es que se trata de un organelo 

derivado de un cloroplasto. El que el apicoplasto se encuentre rodeado por cuatro membranas (y 

no por dos como las mitocondrias y los cloroplastos), ha permitido imaginar que se trata de un 

organelo adquirido por un proceso de endosimbiosis secundaria entre el ancestro de los 

apicoplastos y un alga unicelular: las dos membranas internas del apicoplasto corresponderían a 

las membranas del cloroplasto original, la tercera membrana correspondería a la membrana del 

alga y finalmente la membrana externa provendría de la vacuola formada durante la "ingestión" del 

alga (KOhler y col., 1997). 

Qué tipo de alga fue la que estuvo involucrada en el fenómeno endosimbiótico, todavía es 

un tema de numerosos debates. Hasta ahora se ha propuesto que pudo haberse originado a partir 

de dos tipos diferentes de algas: un alga verde (Chlorophyta) o un alga roja (Rhodophyta). El 

análisis de la estructura de estos organismos, junto con estudios cladísticos a nivel de DNA de 

genes nucleares cuyos productos actúan en los plástidos y de la gliceraldheído-3-fosfato 

deshidrogenasa, sugieren un origen común entre los plástidos localizados en los apicomplejos y 

en los dinoflagelados, y por lo tanto se planteó su origen en las algas rojas (Figura Vll.7) 

(Blanchard y Hicks, 1999; Fast y col., 2001 ). El origen de los apicoplastos a partir de un alga 

clorofila fue propuesto con base en la similitud que muestran los genes tufA localizados en el 

genoma del apicoplasto y en los cloroplastos de las clorofitas (KOlher y col., 1997). Las filogenias 

basadas en ciertos marcadores moleculares como la glucosa-6-fosfato isomerasa y la enolasa, 

muestran una estrecha relación entre los apicomplejos y las proteínas de plantas (Dzierszinski y 

col., 1999); y relaciones filogenéticas establecidas utilizando la secuencias de la vía de las 

pentosas de fosfato (como la 6-fosfogluconato deshidrogenasa) muestran una relación entre los 

apicomplejos y las cianobacterias (Andersson and Roger, 2002). El vínculo con las plantas, podría 

apoyar la hipótesis de que el origen se remonta al grupo de las clorofilas, ya que el origen de las 

plantas terrestres se relaciona con este grupo de algas. 

Como se puede observar, determinar la posición precisa en la que se encuentran en los 

análisis filogenéticos ha resultado muy complicado, y los análisis elaborados con genes 
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Figura Vll.7. Evolución de algunos organismos eucariontes y sus plástidos 
(Modificado de Moreira y Philippe (2001) 
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individuales produce resultados cofusos y contradictorios; una de las razones por la que esto 

podría estar sucediendo, es que los genes derivados del apicoplasto presenten tasas muy altas de 

evolución (Moreira y Philippe, 2001). Blanchard y Hicks (1999), también plantearon que el uso de 

secuencias primarias tanto de DNA como de aminoácidos, son elementos que dificultan la 

determinación del origen exacto del aplcoplasto que por lo tanto asocian a los apicomplejos con 

diversos grupos como Jos organismos del género Eug/ena o los dinoflagelados, sin poder resolver 

con exactitud cómo se originaron; el uso de la presencia de genes como cox2 que sufrieron 

modificaciones únicas y características de un cierto tipo de organismos podrla ayudar a esclarecer 

el origen del alga endosimbionte y por lo tanto del apicoplasto. El análisis realizado en este trabajo 

con base en Jos genes nucleares cox2a y cox2b, ha permitido identificar que el alga que estuvo 

involucrada en la endosimbiosis secundaria en estos organismos fue una Chlorophyta, en 

particular un miembro de la clase Chlorophyceae. 

En un análisis filogenético entre las secuencias disponibles de COX llA y COX 118 y 

algunas secuencias de COX JI convencionales codificadas en genomas mitocondriales, Jos 

organismos apicomplejos se agrupan con las algas clorofitas. Por otro lado, si se realiza un 

análisis equivalente con las secuencias del gen cytb característicamente mitocondrial, los 

apicomplejos se agrupan con las secuencias de animales y hongos, una distribución similar a las 

obtenidas en Jos análisis clásicos (Degli-Esposti y col., 1993). Esto confirma que los genes cox2a y 

cox2b apicomplejos tienen un origen común con los genes equivalentes de las algas cloroffceas, y 

que no son resultado de una fisión independiente del gen cox2 mitocondrial. 

La presencia los genes cox2a y cox2b en el genoma nuclear de los apicomplejos Uunto con 

el análisis filogenético realizado) sugiere que originalmente eran los genes que se encontraban en 

el alga cloroflcea con Ja que el ancestro apicomplejo realizó el fenómeno de endosimbiosis. De 

manera más particular, podemos restringir aún mas el grupo a Ja clase Chlorophyceae y no a las 

clases Trebouxiphyceae, Ulvophyceae, o Prasinophyceae (sensu Friedl, 1997), ya que en caso de 

Prototheca wickerhamii (miembro de la clase Trebouxiphyceae) o Nephroselmis olivacea (miembro 

de la clase Prasinophyceae) el gen cox2 es un solo gen codificado en el genoma mitocondrial 

(Figura Vll.8). 

A partir de este hecho, es posible plantear varias posibilidades: i) que los genes se 

encontraran fragmentados en la mitocondria de la cloroffcea y que se transfirieran horizontalmente 

desde el organelo hasta el núcleo del apicomplejo; ii) que el gen cox2b se encontrara en el núcleo 

del alga y cox2a todavla en el genoma mitocondrial (como en el caso de S. ob/iquus (ver 

resultados 11) y que se transfirieran desde diferentes organelos hasta el núcleo apicomplejo; y iii) 

que los genes se encontraran ya localizados en el genoma nuclear de Ja clorofícea, con todas las 
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Figura Vll.8. Hipótesis sobre el origen de los organismos apicomplexos por 
endosimbiosis secundaria con un miembro de la clase Chiorophyta. 
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modificaciones necesarias para que fueran genes activos en el ambiente nuclear y produjeran 

proteínas capaces de conformar el complejo COX funcional en la membrana interna mitocondrial. 

Existen varios elementos que podrlan ser indicadores que permitan creer más en alguna 

de las posibilidades anteriores: a) la presencia de una MTS conservada; b) la presencia de las 

extensiones que permiten la interacción entre COX llA y COX 118; y c) la presencia de intrones 

conservados tanto en posición como en fase (Cuadro Vll.1 ). En este caso, la MTS de COX llA no 

se encuentra conservada en secuencia, aunque las variaciones entre los diversos organismos no 

necesariamente indican que la transferencia desde la mitocondria fue un fenómeno independiente, 

ya que como se sabe, las presiones de selección que actúan sobre este tipo de secuencias son 

más sobre la estructura secundaria que puedan formar que sobre la secuencia de aminoácidos. La 

existencia de las extensiones carboxilo de COX llA y amino de COX 118 tampoco es un factor 

determinante, ya que estas extensiones debieron existir antes de la transferencia al núcleo. Esto se 

debe a que el gen cox2 debió fragmentarse en el genoma mitocondrial, como podemos deducir del 

caso de S. obliquus, en el que cox2a se localiza en el genoma mitocondrial mientras que cox2b ha 

sido transferido al genoma nuclear. El único elemento que resta para este análisis serla la 

presencia de dos intrones conservados tanto en posición como en fase entre los genes cox2a de 

T.gondii, Polytome/la sp. y C. reinhardtii; esto podría sugerir que al menos el gen cox2a fue 

transferido desde el núcleo del alga clorotrcea hasta el núcleo del apicomplejo. Si partimos de la 

idea de que S. obliquus es un paso intermedio de transferencia, podemos suponer que cox2b se 

transfirió al núcleo antes que cox2a, por lo que si cox2a ya se encontraba en el núcleo, entonces 

cox2b también debla estar en el núcleo del alga endosimbionte y por lo tanto ambos genes fueron 

transferidos desde el núcleo del alga cloroflcea hasta el núcleo del apicomplejo. Lo anterior implica 

una transferencia de genes de la mitocondria al núcleo y de núcleo a núcleo (Figura Vll.9). 

Con base en todo lo anterior, es posible plantear una probable historia evolutiva del gen 

cox2 en este grupo de organismos partiendo del hecho de que la fragmentación del gen cox2 es un 

evento extremadamente raro en la evolución que sucedió (hasta el momento) una sola vez, por lo 

tanto todos los organismos que presenten los genes cox2a y cox2b debieron originarse de un 

ancestro común: 

i) El ancestro de las chlamydomonadáceas adquirió una inserción en su gen mitocondrial 

cox2. La inserción pudo haber ocurrido de manera similar a las que se presentan en otros 

organismos, por ejemplo, Cafeteria roenbergensis que tiene una inserción de 84 pb o 

Streptomyces cae/icor que presenta una inserción de 90 pb; el caso extremo es el de 

Pylaiella littora/is que contiene una inserción en fase de 3018 pb, produciendo un transcrito 

que potencialmente codifica una proteína de 1282 residuos en lugar de los 260-280 que se 

encuentran en una COX 11 común (Oudot-Le Secq y col., 2001 ). Estas inserciones dividen 

,...,,-,,_...,..., '· r71-. .. c1.~··rt,_,, "'~,.r¡· .... :i ~:" '~: ·-~ ';/¡ 
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Cuadro Vll.1. 

lntrones de los genes cox2a y cox2b de T. gondii, C. reinhardtii y Polytomella sp. 

cox2a 

lntrón nº. 
T. gondii 1 

2 
Polytomella sp. 1 

2 
3 
4 
5 
6 

C. reinhardtti 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

cox2/J 
lntrón nº. 

T. aondii 1 
e re111!1ardt11 1 
S ob/1quus 1 

2 

Fas e 
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1 
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o 
o 
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o 
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o 
o 
1 
o 
o 
o 
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a los genes cox2 mitocondrlales en dos regiones que corresponden a los genes cox2a y 

cox2b de P. falciparum, P. yoelii, T. parva, T.gondii, C. reinhardtii, Polytome/la sp. y S. 

obliquus. 

ii) El gen mitocondrial cox2 fue fragmentado en dos. La fragmentación de genes que codifican 

proteínas mitocondriales y que son transcritos de manera independiente, es un fenómeno 

relativamente raro, sin embargo se han descrito otros casos: los genes nad1 de 

Tetrahymena pyriformis y Paramecium aurelia (Edqvist y col., 2000), un gen mitocondrial 

de semilla de nabo que codifica una protelna homóloga a la Ccl1 de bacterias (Handa y 

col., 1996) o el gen rpl2 de angiospermas (Adams y col., 2001 ). En el caso de las clorofilas, 

los genes cox2a y cox2b retuvieron extensiones en los extremos 5' y 3' respectivamente, 

que probablemente derivaron de la inserción nucleotldica que dividió al gen cox2 original. 

Estas extensiones de nucleótidos codifican extensiones en las protefnas COX llA y COX 

118 de C. reinhardtii, Polytomella sp. y S. ob/iquus (Pérez-Martfnez y col., 2001; Nedelcu y 

col., 2000; Kück y col., 2000.) 

iil) Los genes mitocondriales cox2a y cox2b fueron transferidos de manera independiente al 

núcleo. Los genes cox2a y cox2b de C. reinhardtii y Polytome/la sp. son claramente genes 

nucleares y presentan todas las caracterlsticas típicas de este tipo de genes (Pérez

Martínez y col., 2001). La secuencia parcial de cox2b de S. obliquus presenta tambien 

caracterfsticas nucleares, incluyendo el código genético universal y la presencia de tres 

intrones. Como se vio en el capitulo anterior, S. obliquus podrfa representar un estado 

intermedio en el proceso de transferencia de estos genes hacia el núcleo; y podrfa 

considerarse una prueba viviente de que los genes se transfirieron de manera 

independiente. 

iv) Un ancestro de las cloroffceas actuales, que inclufa los genes cox2a y cox2b en el genoma 

nuclear fue atrapado por un ancestro de los apicomplejos. Durante este proceso de 

endosimbiosis secundaria, ambos genes fueron transferidos de manera horizontal desde el 

núcleo del alga hasta el núcleo del apicomplejo. Actualmente, al menos en T. gondii, P. 

falciparum, P. yoelii, y T. parva estos genes se expresan funcionalmente. 

v) La adquisición de genes nucleares funcionales que codificaran a las subunidades COX //A 

y COX 118, protefnas capaces de importarse a la mitocondria, permitieron la inactivación y 

eventual eliminación del gen cox2 mitocondrial presente en las mitocondrias del ancestro 

apicomplejo. Como se mencionó anteriormente, en los genomas mitocondriales de los 

apicomplejos no se ha identificado la presencia del gen cox2. La adquisición de los genes 

cox2a y cox2b funcionales nucleares y sus productos peptídicos, que originalmente 

provenfan del alga cloroffcea, eventualmente reemplazaron la función del gen mitocondrial 

cox2 del ancestro apicomplejo, el cual eventualmente fue eliminado del genoma 

mitocondrial original del apicomplejo. 
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La fragmentación del gen cox2 y por lo tanto la existencia de las subunidades COX llA y 

COX 118 es un evento raro en la evolución, por lo que el hecho de que los organismos 

aplcomplejos presenten este tipo de conformación, permite suponer que en el evento de 

endosimbiosis secundaria que dio origen a los apicomplejos actuales, estuvieron involucradas las 

algas clorofilas, de manera especifica un grupo de la clase Chloroficeae donde los genes cox2a y 

cox2b ya se encontraban en el genoma nuclear. Durante el evento de intercambio genético entre 

el organismo endosimbionte y el organismo apicomplejo, estos genes debieron migrar desde el 

núcleo algal hasta el núcleo apicomplejo. Como ya se trataba de genes capaces de funcionar 

activamente en el núcleo y sus productos ser dirigidos especlficamente hasta la mitocondria, el 

proceso posterior de eliminación del gen mitocondrial cox2 debió ser enormemente favorecido, 

dejando como únicos genes funcionales a los genes nucleares fragmentados recién adquiridos. 

Es probable que el gen atp6 que tampoco se encuentra en el genoma mitocondrial de los 

apicomplejos, se haya enviado al genoma nuclear, puede ser que este gen también sea de origen 

cloroflceo, sin embargo los análisis realizados en las bases de datos no permitieron localizar 

ninguna secuencia con una similitud significativa. ¿Cuántos de los genes mitocondriales (que ya 

hablan sido transferidos al núcleo) fueron adquiridos por los apicomplejos? Esta es una pregunta 

que debe ser contestada por experimentos futuros. 
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VIII. Discusión 

Actualmente, es bastante aceptado que las mitocondrias se originaron por un evento de 

endosimbiosis único en la evolución entre a-proteobacterias de vida libre (relacionadas con los 

miembros actuales del género Rickettsia) y un hospedero que podría haber sido un miembro de las 

arqueobacterias o bien un eucarionte sin mitocondrias. Se cree también, que una vez que las 

mitocondrias se establecieron definitivamente como organelos, comenzó un fenómeno de 

transferencia de material genético hacia el núcleo celular primero de forma masiva y más tarde de 

forma gradual. Esta transferencia parece ser un fenómeno que continúa y potencialmente todas las 

regiones codificantes serán enviadas al núcleo. 

A medida que ha ido aumentando el análisis de los genomas mitocondriales, de los 

genomas nucleares y de genes aislados en especies filogenéticamente emparentadas, se han 

encontrado genes en el núcleo que representan evidencias de que la transferencia es un proceso 

que todavla sucede. Fundamentalemente se han reportado casos en plantas y en algas verdes 

(Adams y col., 2000; Adams y col., 2001; Covello and Gray, 1992; Figueroa y col., 1999a; Figueroa 

y col., 1999b; Grohmann y col., 1992; Kadowaki y col., 1996; Kobayashi y col., 1997; Kubo y col., 

1999; Kubo y col., 2000; Nugent and Palmer, 1991; Pérez-Martrnez y col. 2000; Pérez-Martlnez y 

col. 2001; Sanchez y col., 1996; Wischmann and Schuster, 1995.) 

Sin embargo, en algunos grupos de organismos la transferencia de genes al núcleo y su 

activación funcional parece haber sido detenida en algún momento de la evolución. Un ejemplo de 

este fenómeno, es el caso de los genomas mitocondriales de los vertebrados, ya que el contenido 

génico es prácticamente constante dentro del grupo (Boore, 1999). A pesar de esto, hay evidencias 

de una gran cantidad de "intentos" de transferir genes al núcleo, ya que copias de genes 

mitocondriales se localizan actualmente en los genomas nucleares como pseudogenes (Wallace y 

col., 1997; Bensasson y col., 2001 ). 

Una de las razones por las cuales la transferencia de genes mitocondriales al núcleo se ha 

detenido en los animales y no en las plantas, podrfa relacionarse con la diferencia que existe entre 

el código genético de las mitocondrias animales y el código genético universal que se emplea en el 

núcleo celular. En las plantas no existe esta diferencia (Adams y col. 2000). El caso del gen cox2b 

de S. obliquus analizado en este trabajo podría también ser un ejemplo de esto, ya que aunque 

potencialmente el gen cox2a podrfa haber sido también transferido al genoma nuclear, permaneció 

en Ja mitocondria posiblemente debido a que en algún punto intermedio en el proceso de 

transferencia de estos genes, la mitocondria cambió ef código genético utilizado, estableciendo un 

obstáculo más en el proceso de transferencia de genes al núcleo. 
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Es evidente que la transferencia de genes desde la mitocondria hasta el núcleo no es un 

proceso sencillo y requiere de grandes cambios funcionales en el interior de la célula. Este hecho 

hace que de manera inmediata se postulen dos preguntas fundamentales: i) ¿Porqué la células se 

han tomado todo el trabajo de enviar los genes al núcleo? ii) ¿Qué ha hecho que en los genomas 

mitocondriales permanezcan ciertos genes? Actualmente, estas dos preguntas están lejos de 

contestadas de una manera completamente certera, por el contrario, a medida que aumenta el 

conocimiento acerca de estos organelos y de su relación con el núcleo y el ciclo celular, parecerla 

que la cantidad de respuestas posibles es cada vez más amplia y resulta difícil pensar que una 

sola de las presiones evolutivas involucradas actúa por sí sola. 

¿Porqué un gen se transfiere al genoma nuclear? 

Una de las hipótesis planteadas parte del hecho de que en los organelos suceden 

reacciones de óxido reducción que pueden incrementar la tasa de mutación genética inducida por 

la presencia de radicales libres, por lo que la información genética podría conservarse de mejor 

manera estando en un ambiente como el nuclear (Allen y Raven, 1996). Sin embargo, este hecho 

no se cumple en hongos o en plantas donde la tasa de mutación en los genes nucleares es más 

alta que en los mitocondriales (Wolfe y col., 1987; Palmer y Herbon, 1988; Lynch, 1997). 

Otra explicación es que como los organelos fueron alguna vez bacterias de vida libre, al 

establecerse la endosimbiosis, perdieron algunos atributos que los caracterizaba como individuos 

independientes, una de ellas fue que probablemente se transformaron en organismos 

exclusivamente asexuales que solo se dividlan por fisión binaria y por lo tanto cada uno de los 

organelos vendría siendo un cien del organelo original. Cuando no existe reproducción sexual en 

un grupo de organismos, no existe recombinación genética y por lo tanto, la producción de 

mutaciones letales o de pérdidas en el genoma sucederlan de manera irreversible. Eventualmente 

la acumulación de estas mutaciones llevaría a la extinción de la población de organelos. Cuando 

un gen es transferido al núcleo, se mueve de un ambiente predominantemente asexual hacia un 

genoma predominantemente sexual, reestableciéndose la recombinación y liberando al gen del 

peligro de ser eliminado permanentemente (Martin y Herrmann, 1998). 

¿Porqué hay genes que se conservan en el genoma mitocondrial? 

Como se mencionó anteriormente, en principio las mismas presiones que han hecho que la 

mayor parte de los genes mitocondriales hayan migrado al núcleo deben estar actuando sobre los 

genes que permanecen en las mitocondrias y potencialmente todos los genes mitocondriales 

deberlan eventualmente migrar hacia el núcleo. Sin embargo, todas las mitocondrias estudiadas 

presentan algún tipo de genoma y el tipo de genes que codifican suele ser más o menos el mismo. 
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Así, de la misma manera como se han planteado hipótesis acerca de porqué los genes 

originalmente mitocondriales se han establecido de manera permanente en el genoma nuclear, se 

han planteado numerosas hipótesis acerca de porqué en los genomas mitocondriales todavía se 

conserva un conjunto limitado de genes. 

Una posible explicación ha sido que en las mitocondrias de algunos organismos se utiliza 

un código genético diferente al código genético que se emplea en el genoma nuclear. Esta 

heterogeneidad de lenguajes, podrla evitar la expresión de los genes mitocondriales transferidos al 

núcleo. Como se mencionó anteriormente, éste fenómeno ha sucedido de manera independiente 

en diferentes grupos de seres vivos, y lo que parece es que detiene de alguna manera la 

transferencia de genes mitocondriales al núcleo, pero no explica porqué cierto grupo de genes 

permaneció en los genomas mitocondriales durante la migración masiva de genes hacia el núcleo 

cuando el fenómeno de endosimbiosis apenas comenzaba. Otro proceso que también podría 

entorpecer la migración de genes mitocondriales al núcleo, es que algunos genes mitocondriales, 

especialmente en plantas, han acumulado patrones complejos de procesamiento, como la edición 

del mRNA, que haría imposible el procesamiento del gen en un ambiente nuclear, sin embargo, 

este problema se solucionarla si el vehículo intermediario entre el genoma mitocondrial y el 

genoma nuclear fuera la molécula ya editada de mRNA (Wischmann y Schuster, 1995). 

Una de las características que se ha mencionado varias veces a lo largo de este trabajo, es 

que las proteínas codificadas en los mtDNAs son generalmente aquellas que funcionan en la 

membrana interna mitocondrial y que se caracterizan por ser hidrofóbicas. Se ha propuesto que 

este fenómeno se ve favorecido porque la síntesis citoplásmica de éste tipo de proteínas podría 

ocasionar que no se dirigieran al compartimento celular adecuado. Además, al tratarse de 

polipéptidos hidrofóbicos podría ocurrir que el transporte a través del sistema de membranas 

mitocondrial resultara imposible (von Heijne, 1986). Se ha propuesto que las proteínas altamente 

hidrofóbicas, que presentan cuatro o más cruces transmembranales no pueden ser importadas 

correctamente a la mitocondria (Claros y col., 1995); por lo que estas proteínas deben ser 

sitnetizadas en el interior del organelo para ser insertadas a la membrana interna mitocondrial y 

adquirir la conformación topológica necesaria para su acoplamiento correcto al complejo 

respiratorio al que pertenecen. Hay dos ejemplos de proteínas que se han conservado en los 

genomas mitocondriales de todos los organismos caracterizados hasta la fecha: el gen cob que 

codifica una proteína de ocho cruces transmembranales (Xia y col., 1997) y el gen cox1 que 

codifica la subunidad 1 de la citocromo e oxidasa que tiene doce cruces transmembranales 

(Tsukihara y col., 1996). 

Algunas de las proteínas mitocondriales de C. reinhardtii han mostrado que la transferencia 

exitosa al núcleo de los genes que las codifican involucra una gran cantidad de elementos y que 
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aunque se pueden plantear patrones generales, cada uno de los genes es producto de una serie 

de modificaciones particulares: 

i) ¿Cómo se exportó el material genético desde la mitocondria hasta el núcleo? 

Como se mencionó anteriormente, en algunas plantas parece ser que Ja transferencia de 

material genético sucedió a través de un intermediario de RNA, Ja molécula de RNA ya editada 

debió sufrir un paso obligado de transcripción reversa antes de su inserción en el genoma nuclear. 

En el caso de C. reinhardtii, no es posible determinar si los genes se transfirieron en forma de DNA 

o de RNA ya que hasta el momento, no se ha encontrado ninguna evidencia de una edición en los 

genes mitocondriales y tampoco se ha encontrado ninguna actividad de transcriptasa reversa. 

ii) Integración al genoma nuclear. 

La integración al genoma nuclear, probablemente ocurrió en una región no codificante a 

través de mecanismos como fusión en los extremos (Blanchard y Schmidth, 1996) o por 

recombinación no homóloga (Sun y Callis, 1993). El fenómeno de recombinación homóloga 

(Pichersky y col., 1991) podría descartarse al menos para este grupo particular de genes en este 

grupo de algas, ya que en general, los genomas mitocondriales de las cloroflceas no presentaran 

regiones repetidas. 

iii) Adquisición de una MTS. 

Las presecuencias de los genes atp6 y nd4L no presentan similitudes con otras proteínas 

reportadas en las bases de datos, asi que probablemente no derivaron de las presecuencias de 

otro gen, como se ha reportado en otros casos (Adams y col., 2000; Adams y col., 2001; Figueroa y 

col., 1999; Kubo y col., 1999). Este hecho no resultaría sorprendente, ya que como se ha visto, 

parecerla que estos genes característicamente hidrofóbicos necesitan MTSs especialmente largas 

si se comparan con otras proteínas mitocondriaies también de C. reinhardtii. Además, se ha 

reportado que en el caso de las proteínas COX 11 nucleares que se encuentran en el grupo de las 

leguminosas, la presecuencia no puede ser substituida por otra presecuencia mitocondrial, 

mientras que si son intercambiables en otras proteínas como la presecuencia de la oxidasa alterna 

que es capaz de dirigir otras proteínas hacia la mitocondria como la glutation reductasa o la 

ferroqueiatasa (Sjoling y Giaser, 1998; Daiey y col., 2002). Se ha propuesto que cualquier genoma 

nuclear contiene un número de MTSs latentes (Kobayashi y col., 1997); además de que 

aproximadamente un 2.5% de clonas de E. coli generadas al azar mostraron la capacidad de 

dirigirse hacia la mitocondria (Baker y Schatz, 1987); por lo que podría decirse de alguna manera 

que las secuencias que ahora funcionan como MTSs en estos genes estaban ya presentes en el 
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genoma "esperando" un gen que pudieran enviar a la mitocondria. Es importante recordar que en 

general, para que una secuencia pueda funcionar como MTS más que la estructura primaria, lo 

importante es la estructura secundaria que puedan adquirir: son regiones ricas en residuos 

cargados positivamente, sin residuos cargados negativamente y tienen la capacidad de formar a

hélices anfifllicas. La estructura anfifllica es importante para el reconocimiento y unión con los 

receptores localizados en la membrana externa mitocondrial, y la carga neta positiva puede ser 

necesaria para el proceso de importación a través de la membrana interna mitocondrial 

(Emanuelsson y von Heijne, 2001). Las MTSs identificadas en las protefnas ATP6 y NAD4L 

(reportadas en este trabajo) y COX 111 y COX llA de otros resultados obtenidos en el laboratorio en 

C. reinhardtii, muestran que son particularmente largas, de 107, 133, 119 y 143 residuos de 

aminoácidos respectivamente ricas en residuos cargados positivamente, especialmente alaninas, 

prolinas y argininas. En S. cerevisiae se ha observado que la duplicación de las MTSs favorece la 

importación in vivo e in vitro de protefnas hidrofóbicas a la mitocondria (Galanis y col., 1991 ), tal 

vez porque mejora de alguna manera la interacción entre el precursor y la maquinaria de 

importación (Claros y col., 1996). Otra opción, serla que una MTS larga afecte de alguna manera 

el plegamiento de Ja proteína aumentando su capacidad de importación (Claros y col., 1995). En 

general, las MTSs tienen dos sitios de edición, sin embargo, en el caso de la proteína COX 11 que 

se encuentra codificada en en núcleo de G/ycine max, se ha demostrado que también tiene una 

presecuencia relativamente larga (de 136) y que el fenómeno migración hasta la mitocondria 

involucra tres segmentos diferentes de la secuencia: el primer segmento debe dirigir a la proteína 

hasta la mitocondria; la segunda sección gula a la proteína para que se introduzca completamente 

en la mitocondria y finalmente el tercer segmento lleva a la proteína hasta el anclaje correcto que 

debe tener para acoplarse al complejo funcional. Cada una de las regiones de la MTS es eliminado 

después de localizar a la proteína (Daley y col., 2002). Es probable que en el caso de las proteínas 

estudiadas en C. reinhardtii, también exista un mecanismo de translocación de las proteínas 

hidrofóbicas similar, ya que por ejemplo, la región de la presecuencia que es identificada in silico 

como MTS es aquella que corresponde a los primeros residuos. 

iv) Adquisición de elementos nucleares como intrones, promotores y sitios de unión a ribosomas. 

La mayor parte de los genes nucleares en C. reinhardtii tienen intrones, con un promedio 

de cuatro intrones por cada kb de secuencia codificante (Silflow, 1998). En el caso del gen atp6 

este fenómeno de adquisición de intrones es muy evidente, sin embargo en el caso del gen nd4L 

no se identificó ningún intrón. Los intrones de atp6 muestran los sitios consenso de edición: la 

secuencia GT en el extremo 5' del intrón y AG en el extremo 3' del intrón. 
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v) Adquisición de una seflalde poliadenilación nuclear. 

En C. refnhardtii.la ~~ñal de poliadenilación más común en los genes nucleares es TGTAA 

cuando se locáliza·~nfre 10 y 20 pb antes del sitio de poliadenilación. Esta señal fue identificada 

tanto en el gen atp6 como en nd4L. 

vi) Cambio en el uso de codones. 

C. reinhardtii utiliza el código genético universal tanto en la mitocondria como en el núcleo, 

hecho que facilita la translocación de genes mitocondriales al núcleo. Sin embargo, el uso 

preferencial de codones utilizado en el núcleo es radicalmente distinto al uso de codones 

mitocondrial. El genoma nuclear tiene un alto contenido de G-C y por lo tanto los codones más 

utilizados son aquellos que presentan una G o una C en la tercera posición. En S. obliquus, el 

código genético mitocondrial si es diferente, por lo que además este organismo la transferencia de 

genes parece haberse detenido al igual que en otros grupos de organismos que lo han modificado. 

vii) lnactivación y pérdida de la copia mitocondrial de los genes. 

Hasta ahora en el grupo de las algas cloroffceas, no ha sido posible identificar ninguna 

etapa intermedia de inactivación de los genes mitocondriales, es decir, no hay ningún ejemplo en el 

que se haya encontrado que la copia mitocondrial de un gen transferido al genoma nuclear se 

encuentre modificado en el genoma mitocondrial de tal manera que su expresión sea imposible. 

Cuando se publicó el genoma mitocondrial de S. ob/iquus, Nedelcu y col. (2000) plantearon que el 

gen que presentaba similitud con el gen cox2 se trataba de un pseudogen y que el gen cox2 debía 

encontrarse en el núcleo, de manera similar a como sucede en el grupo de las leguminosas; sin 

embargo, al conocer el caso de fragmentación génica que se observa en C. reinhardtii y 

Polytomel/a sp. (Pérez-Martínez y col., 2001) fue posible concluir que el gen que se encuentra en 

la mitocondria es en realidad cox2a y que el gen cox2b fue transferido al núcleo. Esto no es 

entonces un ejemplo de un paso intermedio de la transferencia de un gen al núcleo, porque la 

transferencia de cox2a y cox2b sucedió de manera independiente. Al hacer una reconstrucción de 

la historia de este grupo, podría plantearse que el gen cox2 se fragmentó en la mitocondria, a 

continuación se transfirió el gen cox2b y finalmente el gen cox2a. La transferencia del gen cox2b 

debe haber sido antes de que la línea de organismos como C. reinhardtii y Polytomella sp. se 

separara de S. ob/iquus. En cuanto se separaron ambos linajes, S. ob/iquus cambió el código 

genético mitocondrial imposibilitando la posterior transferencia de cox2a. Por supuesto, sería 
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necesario realizar estudios para confirmar que el gen cox2a mitocondrial de S. obliquus es 

funcional y si no se encuentra alguna copia de este gen en el genoma nuclear. 

viii) Disminución en la hidrofobicidad de las protefnas codificadas 

Existen dos ejemplos de proteínas que se encuentran codificadas en todos los genomas 

mitocondriales caracterizados: el citocromo b que tiene una estructura de ocho cruces 

transmembranales (codificado por el gen cob) y fa subunidad 1 del complejo citocromo c oxidasa 

que tiene doce cruces transmembranales (Tsukihara y col. 1996) (codificada por el gen cox1). En 

S. cerevisiae se han realizado estudios in vivo intentando dirigir hacia la mitocondria 

construcciones citoplásmicas de longitudes variables dei citocromo b; mostrando que la 

importabilidad de los polipéptidos no se encuentra forzosamente relacionada al número de cruces 

transmembranales que posea (Claros y col., 1995). Estos estudios sugirieron que el promedio 

máximo de hidrofobicidad de una cadena de entre 60 y 80 residuos de aminoácidos (mesoH) y la 

hidrofobicidad máxima de las regiones transmembranales, son indicadores de la facilidad con la 

que una proteína puede ser importada a la mitocondria. Utilizando estos parámetros para analizar 

los genes cox2, cox3 y atp6 mitocondriales de las algas clorofilas reportadas, codifican proteínas 

con características que impedirían su importación hasta la mitocondria si se encontraran 

codificadas en el genoma nuclear. Las proteínas ATP6, NAD4L, COX 111, COX llA y COX 118 de C. 

reinhardtii en cambio, tienen una hidrofobicidad reducida que podría permitir su importación a la 

mitocondria. Los análisis de hidropatía realizados en cada uno de los cruces transmembranales de 

ATP6 mostraron que la reducción de la hidrofobicidad sucede preferentemente en aquellos que no 

están involucrados en la función de la subunidad (este fenómeno también se observa en la 

proteína COX 111 (Pérez-Martínez y col., 2000; Funes y col. en prensa (Apéndice VI)). 
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IX. Conclusiones 

1. Los genes que codifican para las subunidades mitocondriales ATP6 y NAD4L en C. 

reinhardtii se encuentran en el genoma nuclear. 

Los genes atp6 y nd4L se encuentran codificados en el núcleo de C. reinhardtii y presentan 

caracterlsticas tlpicas de este tipo de genes: un uso de codones nuclear, una señal de 

poliadenilación tlpica de genes nucleares y predicen una secuencia que podrla funcionar como 

presecuencia mitocondrial. Además el gen atp6 presenta otra caracterlstica común en los genes 

nucleares de esta alga: la presencia de intrones. 

2. La subunidad ATP6 está presente en el complejo enzimático. 

La subunidad ATP6 de C. reinhardtii se identificó en geles de acrilamida con una masa 

molecular aparente de 15.5 kDa. Esta subunidad se caracterizó al obtener la secuencia amino 

terminal. 

3. La subunidad ATP6 de C. reinhardtii es una proteina con propiedades fisicas que 

facilitarían su integración en la membrana interna mitocondrial y en el complejo enzimático 

activo. 

El gen atp6 predice una protelna con una hidrofobicidad general disminuida respecto a sus 

equivalentes sintetizadas en la mitocondria. Esta disminución se ve restringida a las regiones de la 

subunidad que no comprometen el funcionamiento del complejo enzimático. Además, la secuencia 

deducida del gen predice una presecuencia que podrla ser la responsable de dirigir a la 

preprotelna hasta la mitocondria. 

4. En cuanto a la evolución de la transferencia al núcleo de los genes cox2 en las algas 

clorofitas, S. obliquus representa un estado intermedio de evolución. 

En el alga clorofila S. obliquus el gen cox2 ha sido fragmentado al igual que en otros 

miembros de la misma clase como C. reinhardtii, sin embargo el gen cox2a permanece en el genoma 

mitocondrial y el gen cox2b ha sido enviado al genoma nuclear. En este trabajo se obtuvo la secuencia 

parcial del gen cox2b encontrando que es un gen característicamente nuclear que utiliza el código 

genético universal y cuya secuencia codificante está interrumpida por algunos intrones. 

5. La subunidad 11 del complejo citocromo e oxidasa de los organismos apicomplejos está 

codificada por dos genes nucleares adquiridos por transferencia horizontal de un alga 

clorofita. 

Los organismos apicomplejos como los conocemos actualmente, se originaron después de 

un evento de endosimbiosis secundaria con un alga. En este trabajo se caracterizaron los genes 

nucleares cox2a y cox2b de T. gondii. Estos genes también se identificaron en otros apicomplejos 

como P. falciparum, P. yoelii y Theileria parva. La presencia de los genes nucleares cox2a y cox2b 
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en los organismos apicomplejos y su alta similitud estructural con los mismos genes de algas como 

C. reinhardtii, Polytome/la sp. y S. obliquus ha permitido esclarecer que el evento de endosimbiosis 

fue con un alga cloroffcea. 
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X. Estudios Pendientes 

A lo largo de este trabajo se han identificado algunos genes que codifican proteínas 

mitocondriales hidrofóbicas en dos grupos de organismos: i) en C. reinhardtii (Y potencialmente en 

otras cloroffceas) los genes atp6 y nd4L se encuentran en el genoma nuclear y ii) en el grupo de 

los apicomplejos los genes cox2a y cox2b son nucleares y se adquirieron por un fenómeno de 

transferencia horizontal entre el núcleo de un alga cloroffcea con la que realizaron un proceso de 

endosimbiosis secundaria. 

El hecho de contar con la secuencia de los genes es sólo la puerta que abre el camino 

para numerosos estudios: 

1. Estudiare/ proceso de regulación de Jos genes mitocondriales. 

De alguna manera los genes que codifican productos que funcionan en la mitocondria 

(proteínas o RNAs) deben estar regulados para responder a las necesidades mitocondriales y por 

lo tanto celulares. Una opción sería que los genes que se transfirieron de manera masiva después 

de la endosimbiosis, lo hayan hecho a manera de bloques que adquirieron secuencias regulatorias 

particulares para cada bloque, facilitando el proceso de regulación de todos los genes. Sin 

embargo, aunque esto fuera cierto, los genes que se transfirieron posteriormente, como atp6, 

cox2a, cox2b o nd4L, claramente lo hicieron como genes individuales y no como un gran fragmento 

de genoma mitocondrial. Serla muy interesante poder detallar los mecanismos de regulación 

genética mitocondrial, en particular de aquellos genes que codifican protelnas de la cadena 

respiratoria, ya que además éstos deben estar regulados de manera coordinada con los genes que 

permanecen en el genoma mitocondrial. 

2. Realizar estudios de los mecanismos de importación a la mitocondria utilizados por las protefnas 

codificadas por genes nucleares. 

Aunque sea posible suponer qué tipo de mecanismos seguirán estas proteínas para poder 

insertarse correctamente en la membrana interna rnitocondrial y acoplarse en el complejo 

funcional, sería importante disectar la presecuencia, para ver qué regiones son importantes en 

estas presecuencias tan largas, si existe un mecanismo de inserción especial corno en el caso de 

las leguminosas, o que región de la presecuencia gura a la proteína hasta qué paso especifico de 

la importación. 

En el caso de los apicomplejos, sería muy importante determinar qué mecanismos son los 

que le permiten a las subunidades COX llA y COX 118 que interactúan entre si y con las otras 

subunidades del complejo, ya que las subunidades COX 11 tienen un origen evolutivo diferente a 

cox 1ycox111. 
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Expresión alotópica de genes mltocondriales y su aplicación en terapias génicas 

mitocondriales humanas. 

El genoma mitocondrial humano es una molécula pequeña, circular, de doble cadena que 

contiene 37 genes. 24 de estos genes son parte de la maquinaria de traducción mitocondrial (2 

rRNAs y 22 tRNAs) y 13 codifican subunidades de la cadena respiratoria (siete subunidades del 

complejo 1, una subunidad del complejo 111, tres subunidades del complejo IV y dos subunidades 

del complejo V) (Anderson y col., 1981). 

Las primeras mutaciones patógenas del genoma mitocondrial humano, fueron descritas en 

los trabajos de Holt y col. (1988) y de Wallace y col. (1988). Desde entonces, se han descrito más 

de cien mutaciones patogénicas en el genoma humano (DiMauro y Andreu, 2000). Desde el punto 

de vista genético, estas mutaciones pueden caer en tres categorlas: i) mutaciones en genes que 

codifican protelnas; ii) mutaciones en genes de RNA estructurales como tRNAs y rRNAs y que por 

lo tanto afectan todo el proceso de síntesis de proteínas en el organelo; y iii) rearreglos del genoma 

a gran escala como deleciones o duplicaciones. Estas modificaciones pueden producir una gran 

cantidad de condiciones cffnicas y patológicas. 

Las mutaciones patogénicas en los genes que codifican protelnas se han caracterizado 

fundamentalmente en dos enfermedades: Neuropatfa Óptica Hereditaria de Leber (LHON por sus 

siglas en inglés) y NARP/MILS (NARP por las siglas en inglés de debilidad muscular neurogénica, 

ataxia y retinitis pigmentosa y MILS por las siglas en inglés para el síndrome de Leigh heredado 

por vla materna). La enfermedad de LHON ha sido asociado con mutaciones en el complejo I; y el 

síndrome NARP/MILS se ha asociado fundamentalmente con mutaciones en la subunidad ATP6 

(DiMauro y Schon, 2001 ). 

Además de las alteraciones mitocondriales producidas por modificaciones en el genoma 

mitocondrial, recientemente, se han detectado un gran número de slndromes neurológicos 

• causados por alteraciones en el funcionamiento mitocondrial y que tienen su origen en genes 

nucleares. Las alteraciones nucleares que son responsables de desórdenes mitocondriales, se han 

agrupado en cuatro grupos: i) alteraciones en componentes estructurales de fa cadena respiratoria; 

ii) alteraciones en factores involucrados en el ensamblaje de los complejos respiratorios; iii) 

alteraciones en los factores involucrados en vlas metabólicas que influyen en la biogénesis 

mitocondrial (incluyendo a los complejos respiratorios); y iv) alteraciones en los factores que 

controlan la estabilidad del mtDNA (Zeviani y Klopstock, 2001 ). 
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Hasta el momento no existe ningún tipo de terapia disponible para los desórdenes 

mitocondriales, ya s'ean de origen mitocondrial o de origen nuclear. Sin embargo, es posible 

realizar una serie de procedimientos como mejoras en la dieta, ciertas correcciones quirúrgicas y 

tratamientos con substituciones de los productos de las vlas alteradas, que pueden disminuir 

problemas especlficos y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Una de las razones de este 

problema médico ha sido la heterogeneidad de cada uno de los slndromes (Zeviani y Klopstock, 

2001). 

Se han planteado varias estrategias para desarrollar terapias génicas que puedan corregir 

las enfermedades mitocondriales (Collombet y Coutelle, 1998; deGrey, 2000; DiMauro y col., 

2000). Recientemente se han comenzado a implementar algunos modelos experimentales de 

terapia génica que eventualmente permitirlan restaurar las funciones mitocondriales en los 

pacientes. Estas estrategias incluyen el introducir genes modificados o productos génicos a la 

mitocondria a través de la maquinaria de importación proteica (Koiesnikova y col., 2000); o bien por 

la inhibición del mtDNA alterado por complejos de ácidos nucleicos y protelnas antigenómicas 

dirigidos a secuencias especificas (Taylor y col., 2000). 

Otro tipo de terapia génica es el colocar una copia "normal" del gen o genes alterados en el 

núcleo celular y dirigir los productos que se sintetizan en el citoplasma hacia la mitocondria. Esta 

activación funcional de un gen en un compartimento celular diferente a su lugar de origen se 

conoce como expresión alotópica. La expresión alotópica de genes mitocondriales ha sido 

desarrollada con éxito en S. cerevisiae para reparar defectos en la RNA maturasa de la matriz 

mitocondrial bl4 (Banroques y col., 1986; Banroques y col., 1987); para estudiar las funciones de la 

subunidad ribosomal mitocondrial VARI (Sanchirico y col., 1995); y con la subunidad ATP8 

(equivalente a la subunidad A6L en mitocondrias de mamlferos) (Gray y col., 1996). La secuencia 

del gen atpB fue modificada para la expresión nuclear y se le añadió artificialmente la secuencia 

de una MTS. El gen se expresó correctamente y el producto polipeptldico sintetizado en el 

citoplasma fue importado a la membrana interna mitocondrial y ensamblada en el complejo F1F0 

ATP sintasa. 

De especial interés para este trabajo, ha sido el hP-cho de el grupo de Manfredi y col. 

(2002) ha publicado un modelo experimental de terapia génica en células humanas con 

mutaciones en el gen atp6 y que por lo tanto no pueden realizar la slntesis de ATP de manera 

correcta. En este trabajo se rediseñó el gen mitocondrial humano para que utilizara el código 

genético universal, se le añadieron dos presecuencias mitocondriales diferentes (una de 25 

residuos de la subunidad 8 de la citocromo e oxidasa y otra de 61 residuos de una isoforma 

humana de la subunidad c de la ATPasa) y se insertó la construcción en el genoma nuclear. El 

grupo observó que en este modelo celular se rescata la deficiencia en al slntesis de ATP, sin 
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embargo la eficiencia de importación de la subunidad es muy baja con cualquiera de las dos MTSs 

utilizadas. Una posible modificación que podrla realizarse para tratar de mejorar la eficiencia de 

Importación, serla la utilización de presecuencias largas, como la encontrada en la subunidad 

ATP6 de C. reinhardtii. 

La expresión alotópica de genes mitocondriales en el núcleo para propósitos de terapia 

génica debe considerar los cambios apropiados en el uso de codones o en el código genético y la 

adición de una presecuencia mitocondrial capaz de dirigir el producto peptrdico sintetizado hacia la 

mitocondria y su inserción funcional. Estos dos elementos mostraron no ser suficientes para la 

expresión alotópica. Tal vez la disminución en la hidrofobicidad promedio de la proteína sintetizada, 

fundamentalmente en las regiones transmembranales que no son fundamentales para la función 

de la proteína, facilitarla la importación de éstas proteinas altamente hidrofóbicas. Tomar el caso 

de C. reinhardtii como base para decidir en qué regiones deberían hacerse las modificaciones 

podría facilitar enormemente el trabajo ya que en este organismo esta disminución se ha hecho de 

manera natural sin alterar el funcionamiento del organismo. Sin embargo, serla ideal conocer con 

más detalle la topología y función de las proteínas de interés y un conocimiento más profundo de 

los mecanismos de acción de las proteínas coexpresadas. 

Posibles aplicaciones para terapias contra los apicomplejos 

Dentro del grupo de los apicomplejos se ubican protistas endoparásitos, algunos de los 

cuales son agentes causales de enfermedades en el ser humano o en especies de importancia 

económica. En los últimos años el estudio de los apicomplejos ha sido enormemente fomentado, 

prueba de esto es que actualmente está secuenciado completamente el genoma de P. falciparum, 

el de T. gondii se encuentra ya en una fase avanzada y en etapas tempranas de secuenciación se 

están analizando los genomas de otras especies como P. yoelii, Theileria parva y Theileria 

annulata. La meta final de realizar tantos estudios en estos organismos es detener las 

enfermedades que producen: por ejemplo la toxoplasmosis es actualmente una de las principales 

causas de muerte entre los enfermos de SIDA (Carruthers, 2002). 

Conocer la secuencia completa del genoma de un organismo, nos abre la puerta a los más 

íntimos secretos de su funcionamiento, sin embargo, actualmente hay una enorme cantidad de 

regiones de los genomas para las que todavía no conocemos su función o su importancia. Por lo 

tanto el aprovechamiento médico de esta serie de conocimientos, todavía está limitado a que 

podamos desentrañar cuáñes son las vras metabólicas que son exclusivas de estos parásitos, o 

qué elementos podrían alterarse sin que esto repercuta en el metabolismo del ser humano. 
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El hecho de conocer elementos específicos de estos organismos en proteínas para las 

cuáles ya se conoce la función que desempeñan y el papel fundamental que juegan dentro del 

metabolismo celular, podría permitir el desarrollo de estrategias específicas de ataque contra estos 

parásitos. 

En el caso específico de los resultados obtenidos en este trabajo, el hecho de saber que la 

subunidad COX JI en realidad se compone de una subunidad COX llA y una COX 118 podría 

permitir desarrollar algún tipo de estrategia dirigida exclusivamente hacia cualquiera de estas 

subunidades que no altere el funcionamiento de una subunidad COX 11 ortodoxa como la que se 

encuentra en las mitocondrias humanas. Una opción sería desarrolfar terapias con RNAs 

mensajeros antisentido de cox2a o de cox2b que en principio no alterarían la expresión del gen 

cox2 mitocondrial humano; otra opción serla desarrollar péptidos específicos que se asociaran con 

las extensiones de COX llA y COX 118 y por lo tanto eviten que estas dos proteínas interactúen 

entre si impidiendo el ensamblaje del complejo funcional; una tercera opción sería modificar de 

alguna manera la entrada de COX llA o COX 118 a la mitocondria. COX 118 sería un blanco mucho 

mas sencillo y eficaz, ya que esta subunidad es la directamente involucrada en el paso de 

electrones entre el citocromo e y los centros de reacción de la subunidad COX I; el bloquear 

solamente el funcionamiento de COX llA podría favorecer el que la subunidad COX 118 modifique 

su campo de acción e interactúe con otra subunidad. El hecho de evitar que COX llA o COX 118 se 

ensamblen de manera funcional en el complejo citocromo e oxidasa de los apicomplejos, 

repercutiría directamente en el proceso de la cadena respiratoria mitocondrial orillando a estos 

organismos patógenos a la muerte. 

Por supuesto, para poder pensar de una manera mas real en alguna de estas posibilidades 

es necesario realizar antes toda una serie de estudios de expresión de Jos genes, síntesis e 

importación de las subunidades para determinar qué vía podría ser la más específica y al mismo 

tiempo la mas eficaz. 
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Artículo publicado 

The typically mitochondrial DNA-encoded ATP6 subunit of the 

F1Fo ATPase is encoded by a nuclear gene in 

Ch/amydomonas reinhardtii. 
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'l'he atp6 gene, encoding the A'I'P(; subunit of F 1F 11-

A'l'P synthase, has thus fur bccn found only as un 
mtDNA·encoded gene. However, atp6 is ubsent from 
mtDNAs of sorne spccics, including thut of Cltlamydomo· 
11as reinha,.cltii. Anulysis of C. rei11/1al"cltii cxpl"esscd se· 
quencc tugs l"cvenled thl"ee overlupping sequcnces thut 
cncodcd u protcin with similurity to A'l'P6 proteins. PCR 
und 5'- und :1'-RACE were used to obtuin thc complete 
cDNA und gcnon1ic sequenccs ofC. 1"ei11hardlii alp6. The 
alp6 gene cxhibited churucteristics or u nuclcus-cn· 
coded gene: Southcrn hyhridizution sii.,'11.nls consistent 
with nuclear locnlization, the prescncl~ or introns, und .n 
codon usage und u polyad.,nylution signul tYt>ical of nu· 
clcur genes. The corresponding ATPG protcin wus con .. 
firn1ed UN u subunit of the nlitochondriu) f"\F0 -ArJ'P syn· 
thusc froto C. rei11hardtii by N-terminul sequcncing. Thc 
predkted A'l'PH polypcptidc hns 11 107-amino 11cid cleuv
uble mitochondriuJ turgcting se<¡uencc. Thc meun hy
drophobicity uf the protcin is dccreuscd in thosc truns
rncmbrune rcgions thut are prcdictcd not to purticit>ntc 
dircctly in proton trunslocution or in intersuhunit con· 
tucts lvith thc multimcric ring of e subunits. This is the 
first exum¡>lc of u mitochondrial protcin \Vith more thnn 
two tr.nnsmcn1brnnc stretchcs, dircctly involvcd in pro
ton trunslocution, thut is nucleus-encodcd. 
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'!'he F 1F0 ·A'fP synthnsrJA'l'Pase (EC 3.6.1.3) is present in 
the three domains oflife: archea, pl'Okaryn, nnd eukarya. This 
membrnne·bound complex catalyzes ATP synthesis using the 
electrochcmical graclient generated by light·driven or redox
clriven electron trnnsfor chnins (1 l. 'l'wo main structural do
mnins constitutc this oligomcric protcin 1 the mctnbrnne-bound 
sector F0 involvcd in proton trnnslocation, und thc cxtrinsic 
domnin F1 thnt cntnlyzes the synthcsis of'A'I'P. Tite F1 clomnin 
contains fivc subunits in n 3cx/3{3/l y/llill< stoichiometry (2). 
The structurc of thc F' 1 sector of the bovine enzymc has bcen 
dctermincd crystallographicnlly (3). Thc F0 portion ofthe A'l'P 
synthasc is lcss well chnracterized, duc to its highly hydropho· 
bic nnturc. '!'he structure of a subcomplex of thc Saccharomyces 
ccrcuisiae ATP synthase shows thnt 10 e subunits are arranged 
nround 11 ccntrnl stalk (4). In nddilion, onc a subunit, also 
known as A'rP6, is thought to intcract with tho 1nultimeric ring 
of e subunits, trnnslocating protons from the intermcmbrnne 
spnce to thc milochondrinl matrix. Subunit a is predictcd 
to contnin twu hetnichnnncJs thnt nre an obligntC' routc for 
protons during ATP synthesis driven by the. chemiosmotic 
grndient (5, 6). 

In euknryotic orgnnisms, ull of the subunits of the F 1 and n 
subset of thc F11 portian of the A'I'P synthase are nucleus· 
encodcd nnd cytoplasmically synthesized. In most organisms, 
only two ar three of the hydrophobic components of thc F0 

sector are mtDNA 1-encoded. The genes ofthc F 0 sector thnt are 
usunlly found in lhe mitochondrial gcnomc are atp6, alpB, and 
atp9 (encoding ATP6 or subunit a, A'l'PB or AHL, nnd ATP9 or 
subunit e, rcspcctivcly). 'fhesc genes encocle highly hydropho· 
bic polypeptidcs with multiplc, putativo transmembrnnc re
gions Cfive for A'l'P6, two for A'l'PB, and two for A'l'P9). 

'!'he 15.B·kb linenr mitochondrial genome ofthe green alga C. 
reinltardtii lncks sevcrnl genes thut nre usually prcsent in 
mitochondrial genon1es, including nacl3. nad4L, co.t2, cox3, 
atp6, alpB, nncl atp9 (7, 8). Thesc sevcn genes encade cssentinl 
components of oxidntive phosphorylation complexcs nnd are 
also absent from tite mitochondrial genomes of tite related 
green algae C/llamydumo11m; eugamelos (9) and Chlorogonium 
elongalwn (10). Thc genes co:c:2a, co:c:2b, and cox3, which encocle 
subunits l!A, IIB, and 111 of cytochrome e oxidase, hnve been 
trnnsfcrred tu the nucleus in nt lenst two members ofthe family 

1 The nbbrcvintions used nre: mtDNA, mitochondrinl DNA; Cr.ATP6, 
C. rei11lmrdtii subunit ATP6 ofmitochondrinl F 11-"'0 -A'fP synthnse; EST, 
cxprcssed scquence tng; <H>, Jocnl hydrophobicity; M'fS, mitochon· 
drinl turgeting sequence~ nt, nuclcotidc(s); Tricine, N·(2~hydroxy-1,1· 
bis(hydroxymcthyllcthyl)¡:¡lycinc. 
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Ch/amydomonadaceae (11, 121. This gene trnnsfer from thc 
n1itochondrin to the nucleus wns nccmnpnnicd by several struc
tural chunges in thesc genes. 'rhe proteins contnin mitochon
drial targeting sequences (M'J'SJ and diminished ovcrull mcso
hydrophobicity that ullow thc imporl nnd asscmbly of lhcsc 
protcins in the inner mitochondrial membrnnc. 

In lhis work, lhe cDNA of thc atp6 gene from C. reinltardtii 
wns cloned nnd sequcnccd, and thc corrcsponding genomic 
sequencc was obtained. We show thal atp6 is localizcd in the 
nuclear genome. The ATP6 polypcptide encoded by this atp6, 
named Cr-ATP6, is homologous to ali known ATP6 proteins 
and is shown to be n constitucnt of the milochondrial ATP 
synthasc of C. reinlwrdtii. 'fhis is thc first description of nn 
atp6 gene lhut resides in the nuclear genomc nnd the first 
example ofn nuclear gene thnt encades n mitochondrinl protcin 
that cxhibits structurnl fouturcs chaructcrislic of u proton 
channcl. \Ve demonstrale thal lhc largest dccrease in hydro
phobicity of Cr·A'f P6 occurs in those trnnsmcmbrane regions 
that do not participa te directly in proton translocution nnd thnt 
are not predicted to interuct with adjacent subunits. This char
nctcrizntion ol' n nuclcnr vcrsion oí n gene thnt is normnlly 
prcscnt in mitochondriul genomes will fncilitute thc allotopic 
exprt'ssion of 1ntDNA-cncodcd genes and its futuro applicntion 
to humnn mitochondrinl gene thcrapy. 

EXPEH!~füNTAL PHOCEDLTHES 

Strain and Culture Condilions-Cell wnll-less C. reinlwrdtii struin 
C\V15 wns grown in TAP mcdium ( l:J) wilh l '?'c. sorbitol (Sigmn) uncler 
continuous lighl, with ngitntinn nt 100 1·p111. 'l'hc cclls \\•ere hnrvested nt 
the lote ex¡>oncmtinl phnse of growth. 

Nucfoir Acid Prl'pnralion mu/ Sequem·inJ.[-rl'otnl ONA from C. rein
lmrdtii wns obtuined ns prcwiously dcscribcd (1 lJ or, nltcrnutively. 
using thl' DNensy Plnnt. l\Iini Kit (Qiugcn). 'l'otul HNA from C. rcin
lmrdtii wns obtnined using- the RNeusy l\·lini Kit (Qingen). All etnndnrd 
molecular biology techniques were m1 clescribed (14). Scquencing wns 
pcrformecl by the Kimmcl Cnncer Center DNA Sequcncing l?ucility nt 
'fhomm~ Jeffl~l'son University. 

Clo11i11p nf the cDNA of the Ge1w otp6 from C. reinlwrcltii-\Vc iden
tified nn ES'l'clone <AV!iH·1701 > (15) ns n frngmcnt ofthc afp6 glmc from 
C. reinhnrcltii. hecnusc thc dcduccd nmino ncid sequcncc nt the 3' cnd 
uf the ES'I' cxhibitl'd high similnrity with othcr ATP6 subunits. '!'he 5' 
cnd shnwcd i;cc¡ucnce similurity lo two ndditionnl clones (AV388269 nnd 
AV395475> 05). Hased on these gs'J' sequcnccs, two deoxyoligonuclc
otides \\•err dl·sig1wd (fj'.GAGGG'l'G'lvl'CGGCCTC'JYI'OG-3' cmd fi'
CGAAGAACGACAGCGAGJ\AAGG·:l'l mal usc<l to nmpli(v n l'CR 
product of 822 nt, contuining u portian of' thc atp6 cDNA. using u C. 
rdnhardtii cDNA librury (l(i) ns tcmplntc. The scquenccs ut thc 5' nnd 
3' cmds of thc cDNA werc.• obtuincd following HACE PCR ( 17). 'l'he 
prirnc1·s usP<l werc n:-> follows: 5' HACE. forwnrd (oligo<d'l')/ndnptcr) nnd 
reverse (5'-CGCCAGAAGCGG'I'AGATGCC-3' ); for nestcd PCH, for
wnrd (aligo ndupter) nncl l'l'\"cl'!it.' (5'·GCAGCGAA'l'GGCACCA'l'CG-3'); 
:!' HACE. forwnrd (fi'-CTACGTTGGCGAG'JVI'CAACJ\AGC-3'> nnd re· 
\'Pl'sc (oligo(d'J')/adnptPrl: for 1wsh•d PCH, forwnrd (5'·GTGGTCAA
GAAGGCGC'l'G'l'AAGC-3'1 nn<l re\'Cl'Sl' (aligo ndnpt<.•r). 1'he sc.•quences 
uf the clT/ndnptcr und adnpter dt•oxynli(!Ollt1cleolide8 Wl'I'<.• de!-!crilicd 
prnviously ( 11 l. The first cDNA :strnnd for thc~e rcnctions wns obtnim•d 
using the kit Omniscript (Qiagen) \\'Íth n specific primer (5'-GAG AAG 
CCC 1\GC •rrG 'J'AC AGA CC-:J') to obtnin thc 5' end nnd oligo(d'l'> to 
obtnin tlw :I' cnd of the cDNA. 

Cloning of llw atp6 Gene from C. rd11harcltii-'I'hrcc puirs of 
d<.'oxyoligonuclcotidcs Wt.•rc designcd using the cDNA scquence to 
nmpl ifY the gl•110mic 5cqlll.'lll'e f'or the atp6 gene (5' -AGACGAAGAA'l'
ATAGA'J'J"GG·3' ami 5'-CGCCAGAAGCGGTAGA'l'CCC-3'; 5'-CA'l''l'C· 
GCTGCCCAGCAGGGC-3' nnd 5 '.GCGMGAACGACAGCGAGAAGG
G-3'; 5'·CCTCCAAC'I'l'GCTC1GGTCTGGTG·3' nnd 5'-ACGMGCT'J'A
CAGTC'l'CCTC-:i'), '!'he PCHs were performed with theP/il Turbo DNA 
polynu.•rnse (Strutngtrnel. l•~or PCH. nmplificntion, snmples were dcnnt
un•d for 5 min nt 9·J "C~ sulijc.•cted to 10 cycles of 10 s ofdennturution at 
9·1 "C, 1 min ofnnneuling ut 55 ºC, nnd 4 min ofcxtcn8ion nt 68 ºC; ami 
subjc.·cted tu 25 e.veles of 10 H of dcnnturntion nt 94 ºC, 1 min of 55 ºC 
nnnenling, nnd 4 min !plus 10 s ench cyclc) of 68 ºC cxtension. 'J'hrec 
cliffercnt ovcrlnpping PCH. products of 959, 1973, nnd 2030 nt werc 
ohtnincd nnd cloned into pGgM-'1' gnsy Vector CPromegn) nftcr theo 
nddition of terminnl Adeninns. 

klitocliondrial Protcin A11alysis-Mitochondria from C. reinlmrdtii 
were isolated ns dcscribed (18). Thc finnl mitochondrinl pellet was 
resuspended in 35 mi of Percoll dilution buffer with n prntense inhibitor 
mixture (0.5 mlt pheny1methylsulfonyl fluoride, l mM bcnznmidine, nnd 
5 nu.1 e·uminocnproic acid). Mitochondrin were diluted to u final con
ccntrution of 5 mg of protein/1111, solubilizcd in 1% dodecyhnultoside, 
nnd subjected to blue nnth•e olcctrophoresis using- n grndient of5-12% 
ncl'ylamide '19). Hcspiratory chnin complexos were sepnrnted in the 
aecond dimension by'fricinc-SDS-PAGE (12':'< ucrylnmide) (20>. Appar· 
cnt moleculnr mnsses we1·c cnlculuted using prcstnined moleculnr 
wcight murkers (Bench!\-'lnrk Prestnined Protein Ludder¡ Invitrogenl. 
Protein concentrntions werc determined nccording to Mnrkwell et al. 
(21). Thc isolntion ofpolypeptidcs for N-terminnl scquencing wns done 
ns prcviously described (22). N·terminnl sequcncing wns cnrried out by 
Dr .• J. d'Alnycr on un Applied Biosystcms Sequenccr nt the Luborntoirc 
de J\licrosC-quern;nge dr.R Protéincs, Jm~titut Pnsteur, Pnris. 

Sequencc Analy.o.;is in Silico-A'rP6 sequenccs used in this work for 
mesohydrophobicity nnnlysis wcre obtnincd from the SwissProt und 
'l'rE1\113L dntn linst.!s nt the Europc.•:m Bioinformntks Institute (nvnil· 
ulilc on thc \Vorld \Vide \Vcb nt srs.ebi.ac.ukl. '!'he ncccssion number.s 
are ns follows: Q31720 CBrassicu m1pus>; P07925, Q36271 lZca mayb·); 
P26853 (A1arcluwlia po/ynwrp/w); P05500 (01!twthem bertiana); 
P05499 (Nicotia11a lalmcwu); Q04654 (Vida faba); P20599 (1'riticum 
aesth>um); P92547. P93298 (t\rabidopsis thalia11al; 021786 (Oryzn sa· 
liva); Q36513 CP/alynumas st1bcurdiformis); Q357'18 (Raphatws sati
t•us)¡ Q35781 (Sor¡:lwm bfro/ur); Q36376, (136379 (l/clia11/hus annuusl; 
Q37624 (/lm/ot/wL'íl wiclwrlwmii); Q36730 (Pl'lu11ia porodii); Q3·1008. 
Q34004, QOXPM:J. Q9XPJ14, Q!ITG~J2 <B<'la vuluari.•); 079G82 (Q/ycinc 
mu."C): Q9ZY27 íl'cdiunmcm"s mi1wr); QHXL97 (Solanum tulwro:mm); 
Q9TC92 (Ncphrosc>lmis nli1•acw1 ); Q9MGKO (SCC'l/ec/esmus ob/iquu.«;), 
Alignmcnts were curried out with thc ClustnlX progrnm (23) with 
dcfnult pnrnmetcrs. Protcin wcight matrix wns Gonnct, nlthough re· 
sults obtuincd with lllmmm ond Pum Wt.!re similur. Tlrn hydrophilic gap 
pennlty wuR ennblcd. 

Nlitochondrinl tnrgt.~tin~ scc¡ucnc:c nnulysis utilized the progrnm l\li
toProt JI (24). Thc snme progrnm wns UsC'd to cnlculntc tho segments 
with high Joc:nl hydrophobicity (<ll>) in n distunce comprising- 13-17 
nmino ncids. 'l'hc.• mesohydrophobicity wus estimuted by scnnning cuch 
sequencc for n mnximum nvcrugc hyclrophobicity mensurcd in windows 
from 60 lo 80 nmino ncid:; nnd nvernging tho vnlues. \Ve used sevcrnl 
hydrophohicity sen les to reduce thc possibility of bins. 

Protein trnnsmemhrnne regions nnd sccondnry structure WC're prc
dicted using- thc progrnm 1'odPn~d 11 C25). tlw PredictProtcin \\~ob 
aen·er (www.es.embnet.org/Services/1\IolBio/PredictProtc.•in/) (261, nnd 
thl' ExPASy l\Iolc.•culnr Bioloi,Y)' Servcr (www.l'xpnsy.ch>. 

Dntn uscd to nnalyze thc atp6 gene codon usnge werc olitnincd from 
thc Codon Usnge Dntnlinse (www.knzusn.or.jp/codon/) with uccC'ssion 
numlicrs (gbpln]:237 for nuclenr genes nnd (~bplnJ:21 for mitochondrinl 
genes of C. reinhardtii. 

l!ESULTS 

Characterizatio11 of" tite atp6 cDNA from C. rei11hardtii-We 
idcntified 11 C. reinhardtii EST scquencc ns a pnrtinl fragment 
of nn atp6 cDNA by the similarity of the predicted translation 
product with known planl ATP6 proteins. This sequcnce was 
usccl to identify two ndditinnal, pnrtinlly overlapping, EST 
scquences as potential components of n full-length atp6 cDNA, 
although portions of the prcdictcd polypcptide lacked similnr
ity with known ATP6 proteins. Based on thcse EST sequences, 
dcoxyoligonuclcotides were designed nnd used for PCR nmpli
ficntion. A PCR prnduct of 822 nt wns obtnined using a C. 
rei11hardtii cDNA librnry ns template. The scquence of tite 
amplified product confirmcd thc co-lincarity of the EST se
quence frngments. The 5'- and 3'-cnds of the cDNA werc ob
tnined by RACE PCR (17) using cDNA mude from C. rein
lwrdtii total RNA. The full-length cDNA was PCR-amplified as 
two overlnpping fragmcnts and sequenccd, anda length of2349 
nt wns obtnined for lhe atp6 cDNA. 

The C. reilthardtii atp6 cDNA contnins a 5'-untrnnslated 
rcgion of 27 nt followecl by an open reuding frnmc of 1014 nt 
(Fig. lA). Thc scquence flanking the proposed open reading 
framc initiating methioninc codon, AACCATGG, is a consensus 
translation initiation site CNCJACNCJCNC>ATGCG/CJ far C. re
inhardtii (27). Tite TAA stop codon corr.;;;p;;;ds to the onc 
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FJG. l. Orgunizntion of thc atp6 gene of C. rci11hurdlii nnd scc¡ucnco compnrison of C. rei11hardtil nnd S. obliquus A1'P6 subunits . 
.t\, clíugrnm of thc orgnnizntion of the C. rt•itilwnllii alp6 gene. 'l'he cocHng regions of tho atp6 cDNA nnd atp6 gene nrc shown ns boxes, tho 
nontrnnslnted rcgions ure shown ns t/lich blncll lines. nnd introns are indicntccl by n tltitt black fine. 'l'he putativo mitochondrin1 tnrgeting sequence 
is gray nnd thc polyndcnylntion signul is indicntcd ns n vertical black bar. B, the nmino ncid scquencc nlignmcnt of the ATP6 proteins of thc 
F 11"11·A'l'P synthmm from C. rei11/rnrcltii (Cr) nnd S. obliquus (So) (28) nre shown. Black triangles indicnte the positions of introns in the 
corresponding gene sequencc ofC. reinlmrdtii. The C. rcinliardtii sequencc is 11umberccl, using 1 ns the first amino ncid ofthe mnture protein. The 
uminu nc.:ids of'thc M'l'S hnvc nt'gntive numbers. 'fho l\l'fS ofthc C. reinlrardtii protein is in boldface typc. The umino·lerminnl sequcnce ofmnture 
Cr·ATPG obtnincd by Edmnn dcgrudnlion is boxecl. *, idcnticnl nmino ncids¡ :. similnr nmino ncids. Tho sequence of the mnturo Cr·ATP6 is 39% 
identicnl nnd 46% simi1nr to thnt of the S. obliquus A'l1P6. U'l'R, untrnns]nted region. 

prcscnt in the mnjority of nuclear genes (70% of the reportcd 
genes use this stop codonJ, and the llnnking nuclcotides 
G'l'AAG are identicul lo the consensus sequence (G/Cl'l'AACG/ 
A). characteristic of C. reinlwrcltii nucl('ar genes {27). Thc 
deduced sequence predicts a Cr-A'I'P6 preprotein of 340 amino 
ncids. A BLAST sca1·ch of the SwissProt nonredundant protein 
dntn hase using lhe Cr-ATPG sequence pmduced the highest 
similarily with lhe mtDNA-encoded ATPG subunit from the 
green alga S. obliquus (28. 29), also a chlorophyte ulga. '!'he two 
proteins sharcd 39',f. idcntity nnd ,16</h similnrity (F'ig. 18). Thc 
similnrity is highcst at thc cnrboxyl-tcrminnl rogion of thc 
protein {59'/r similnrity ovcr amino ucids 114-233). 

The atp6 cDNA contnins n 3'-untrunslnted region of 1299 nt 

(Fig. JA). Two different putntive polyadenylation signnls were 
found in the Cr-A'l'P6 cDNA: TG'l'AA, the typical signa! oJ' 
nuclear genes of this alga, located 15 nt befare the end of the 
cDNA sequence, and TG'l'AG, a vnrintion ofthe most common 
signa! (27), locnted 1048 nt upstrenm from the first polyndenyl
ation site. When total RNA wns isolatcd and hybridized with 
the atp6 probc in n Northern blot nnnlysis, n single bnnd of2.4 
kb was observed. 'l'his result suggested thnt only the orlhodox 
TGTAA polymlenylation site is functionnl in the atp6 RNA 
sequence (Fig. 2C). 

Gc11omic Se1¡11e11ce ofatp6 /'rom C. reiriharcltii-1'he complete 
genomic sequence ofthe atp6 gene wns obtained following PCR 
mnplificntion ofthree overlnpping genomic regions using prim-

1\1 
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F'm. 2. Tite atp6 gene is nuchms.Jocnlizcd, 1>rcscnt in n singlo 
copy, nnd cxprcsscd in C. reiriharcltii. A, nucleur locnlizntion ofthe 
atpG gene. Thirty microgrnms of' totul DNA from C. reinhardlii wns 
clectrophoresed through u 0.7% agurose gel. 'l'he /i1·st la11t• lDNA) shows 
thc ethidium bromidc-stuined gel. 'I'hc subsec¡uc•nt lanes show Southern 
hlol nnnlyses ofthc samc gel hybridizcd with dilforcnt mtONA-cncodcd 
(coxl, nm/2, and cob) nnd nuclcus-cncodl•d (()•c, 1\tpB, nnd Cnx:n gene 
prubes. 'I'lll' atpü probe hybriclized with tlw nuclear DNA nnd not with 
thc mtDNA. /J, atp(j is u single copy g-crw. 'l'otnl DNA from C. rcill· 
hordtii wa~ di~ested with tite rc~trietion cnzynu..•s Stul, EcoHV, und 
N~il nnd suhj1.•ct1•rl to Houllmrn b1ot nnnly:.;is with n lubelcd probc for the 
ntp(J gc1w. Single hybridizing fragmcnts wcrn dctccted, 1m1:a:~·esting the 
presencc uf n toinglC' atp6 gt.•ne. C, Nortlll'rn hlot nnulysis of total H.NA 
from C. n•inlmrdlii. 'l\\'cnty microgrnms of total H.NA from C. rein
harcltii wus t>k•ctrophonist•d through 1 r,:;- ugurosc, 0.66 M formul<lchydc 
gcls nnd subjeclPc.l lo Northcrn blot nnnlysis with u lnbt•k•d probe far thu 
afp{j gene. A sing-IP hybridizing bnnd of 2.4 kb wns detl'Cll•c.l. 

l'rs derived from the cDNA scquence. The 3577-nt gene con
tnined scvcn introns, runging f'rom 72 to 263 nl in lcnr:.rth. 'rhcse 
introns wel'c pre~cnt in the coding regions for both the milo· 
chonclrinl targcting scqucncc nnd thc mnturc portian of thc 
protcin lflg. 1, A and /31. 

The atp6 Gene Is Lncated in the N11cle11.• i11 C. rei11hardtii
\Vhen total DNA isolntcd from C. rei11hardtii wns electrophore
sccl on ngarose, the mtDNA sepnrnted ns n discrcte bnnd run
ning below thc major band rcprcsenting nuclear and 
chloroplastic DNA ( 11). Southcrn blot nnnlysis was carried out 
to nsccrtnin if'thc atp6 gene was prcscnt in the nuclear gcnome. 
The lower band hyhridizcd with threc different mtDNA probos 
f'rnm C. reinlmrdtii. co.r:J, ncu/2, nnd cob (7). In contrast, nu
clear DNA h,vbridizecl with thc atp6 gene, obtnined in this 
study, und thrcc probes derived from C. rei11harcltii nuclear 
genes: Cyc encoding cytochrome e (30), AtpB encoding the (J 
subunit of the ATP synthase ( 16), nnd Co.t3 encoding subunit 

Mw Subunlt N-lerminal (kDa) 

I"'' 
sequence 

' p AEPAAAT 61.0 . 

51.9 ii .. ;t'•· -
(X ASDAKALD 

40.2 ::~.~) ... -, ATATFVPGVSGDASG 

30.1 .. ,. GAPAGSDHDHP 
27.8 .; ...... ~···· ATGAAPSKK 
26.3 :~tr·_- ¡; ASNQAV(X/C)QRI 

;,r,. 
17.8 ·¡;....'· AKTAPKAM 
15.5 ? \Z;::.; .. , ATP6 ST AAQVQSGA TVNSL 
13.0 LSTLVEKFTFGSAAD 

10.8 ·*," MKLLPESLQQEAA 

9.1 *" EESSVANLVKS 
7.8 ~•i, n.d. 

Fm. 3. Subunit composition of thc 14.,1 F 11-ATP synthnsc complcx 
from C. rei11/1a1Yitii. 'l'he mitochondriul rcspirntory chnin complexcs 
wero scpnrnted by bluo nntivc clectro)lhorcsis und in tho sccond dimen· 
sion by 'fricinc-SDS·PAGE. Shown is the ATP synthnse complex nfter 
clcctrophorcsis on n 'l'ricine-SDS-polyncrylumide gc1. 'l'he amino-termi
nal sequcnccs of the polypeptidcs wcre dctermined, und the identified 
subunits urc indicntcd. 11.cl., not detcrmincd. 

III of cytochrome e oxidase (11) ll'ig. 21\J. A second Southern 
blot nnnlysis wns cnrried out to determine whether the atp6 
gene wns prcsent ns n single copy gene in the genome of C. 
reinhardtii. 'I'otnl DNA was digestcd with three dillcrent re
striction enzymes. Southern nnnlysis utilizing nn 822-nt PCR 
product of the coding region of the atp6 gene ns n probe, 
resolved n single bnnd in ench of the restriction digesta, sug
gesting thnt this gene is present in n single copy in the C. 
reinhardtii genome IFig. 28). 

The pnttern of codon utilization of the atp6 gene wns com
pnred with the pnttern of codon usuge of othcr known nuclear, 
chloroplnst, und mitochondrinl genes of C. reinlwrdtii. Euch 
codon family of the atp6 gene fnvored C or G in the third 
position nnd is thereforn typically nuclear nncl different from 
mitochondrinl nnd chloroplnst genes (27l (dutu not shown). 

ATP6 Is a Co11stit11cnl o{ F 1F0·ATP Synthasc o{ C. 1·ein
lwrdtii-lf the nuclenr locnlized alp6 gene of' C. rci11hardtii is 
cxpresscd, the corresponding Cr-ATP6 subunit should be pres
ent in the F 1 F0 -ATP synthasc comptcx. To identify the Cr
ATP6 subunit1 isolntcd n1itochondrin from C. reinhardtii wcre 
solubilized nnd subjected to blue nntivc clectrophoresis fol
lowed by second dimension analysis by dennturing 'I'ricine
SDS-PAGE. 'l'he 1'1F0-ATP synthnse was identified by its chnr
ncteristic electrophorctic pattcrn on the second dhnension gcls. 
Twelve different polypeptides were present in this complex 
(Fig. 3). Thc three mnjor subunits were identified ns subunits 
ex, {3, nnd y. sincc their nppnrcnt molecular n1nsses are similar 
to those reported previously (31). Their identities were con
firmed by N-terminnl sequence anntysis oftheir first five amino 
ncids. The additional eight polypeptides were subjected to more 
extensive N-terminnl sequencing (Fig. 3). The 26.3-kDa sub
unit wns identified us subunit ,5 ofF1F0 -ATP synthnse becnuse 
of' its sequence similnrity with other 6 subunits. The 15.5-kDa 
polypeptide was identified ns subunit ATP6, the protein prod
uct encoded by atp6, since its initinl 15 amino ncids matched 
exactly amino acids 108-122 of the deduced protein sequence 
encodcd by the atp6 cDNA. This confirms that the atp6 gene 
product is n constituent of the F 1F0-ATPase complex of C. 
reillliardtii. The N-terminal sequences of the eight remaining 

'\~ 
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J'm. 4. Plot of mcsohydrophoblclty 
versus maximul local hydrophohicity 
for ATPG protcins. The MitoProtll pro
grnm wns uscd to cnlculnte local hydro
phobicity vnlucs (<ll>) nnd mcsohydro
phobicity vnlucs far A'l'P6 proteins, using 
the PH.U"r scnle. Prolr.ins nrt.~ distributed 
on the ab.'ici.i;:m nccording to their mcso
hydrophobicity vulm~ und on thc ordinnte 
according to the hydrophobicit,v of tite 
most hydl'Ophohic 17-resi<luu segment. 
'!'he hypothcticul boundnry betwecn im
portable nnd nonimportnblc prolcins, in
dicntcd by n brond, l!rny diagonal, wns 
derivcd from Claros t•f al. (:19) nnd PCrcz-
1\·tnrtíncz et al. (Jl). '!'he following pro
teins with thcir sy111bols were unnlyzed: 
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nor (C), 11. a11n1111.<1 t/JI, P. subcorcli(ormi.'I 
(/!,), Z. may.'l (/•'), P. tviclu•rlwmii (G), O. 
sutit:o (Jf), S. tulwrmmm (/), N. tubacum 
(.)),B. nupus CK), 1'. nestiuum (L),Jrl. poly
morphu (J\.J), B. uulgnri.'i CM, G. max (0), 
A. thaliana (PJ. 
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polypcptidcs showcd no cvidcnt similnrity with other ATPnsc 
subunits, nnd their identities remnin to be estnblished. 

Our dntn indicate that thc mnture Cr-ATP6 subunit is n 
protein of 233 amino acids with an expected molecular mnss of 
24,577 Da and predicts that Cr-ATP6 has an MTS of 107 amino 
acids, which is cleavcd upon hnport of this polypepticlc into 
mitochonclrin. For numhcring purposcs, the n1nturc protcin 
Cr-ATP6 is considered lo stnrt al amino acid number 1, nnd the 
amino ncids thnt bclong lo the putntive l\ITS are numbered 
accordingly <Fig. 18 ). 

Hydrophobicity ami lmpurtabilit.v uf tite N11c/eus·encodecl 
Subuttil AT/'6 frum C. rei11harcltii-J\1ilochondrinl prolcin im
port studi<!s suggcst thal the highesl average hydrophobicity 
ovcr 60-80 amino ncids of n polypeptide chnin lmesohydropho
bicily), nlong with the mnximum hydrophobicity ofthc pulntive 
trnnsmembrnne scgtncnts, are uscful indicntors of thc likcli
hood thnt n protcin could be importcd into mitochondrin ca2). 
\Ve hnvc prcviou¡;ly shown that thc trnnsfor of genes from thc 
mtDNA to the nucleus in chlnmydomonnd algne is nccompn
nicd by a clccrease of' these parnmeters for the COX IIA, COX 
IIB, and COX 11! subunits ofcytochrome e oxidnse (11, 12). 'l'he 
physical charnclcrislics of the predictcd Cr-ATP6 polypcptid" 
were excunincd in si/icu und compurcd with those of A'rP6 
subunits encoded by other complete plant nnd algnl milochon
driul atp6 genes. l'ig. ,¡ shows the plot of mesohydrophobicity 
versus maximnl local hydrophobicity (<H>l far Cr-A'fP6 nnd 
far different mlDNA-cncoded ATP6 sequcnces. When compared 
with severa! of ils mitochondrinl counlerpnrts, Cr-ATP6 dis
plnys both decrensed <H> ancl mesohydrophobicity. However, 
otlwr mtDNA encoded ATP6 subunits, like thosc from S. 
ob/ic¡uus, O. saliva, ancl G. ma.r, nlso cxhibit rcduccd mcsohy
drophobicily nncl <H>. 

The reduction of mcsohydrophobicity nncl <H> dcp.,nds on 
two fnctors: the length of !he hydrophilic loops between trnns
membrnne domains und thc mean hydrophobicity of ench 
lrnnsmembrane scgmcnt. Thc nlignmcnt of ull nvailable ATP6 
scqucnccs rcvcnls that thc distnnccs betwccn trnnsniembranc 
domains have not changed (results not shown). Hence, the 
mean hydrophobicity of cnch trnnsmembrunc scg1nent ought to 
be rcduced in Cr-ATP6. To determine in which regions thc 
hydrophobicity wns climinished, hydropathy plots of' Cr-A'fP6 
were compnred with those of ATP6 scquences from plnnts nnd 
nlgae. Annlysis ofCr-ATP6 predicts that it contnins nt least six 

3 

Mesohydrophobicity 

hydrophobic 1·egions that could be transmembrnne regions 
(data not shown). However, topologicnl considerntions nrgue 
ngninst the possibility that ali hyclrophobic segmcnts span the 
mcmbrnne. The most precise positioning of thc putntivc trans· 
membrane helices wns obtnined by nligning ali reportee! ATP6 
sequcnccs nnd predicting thc sccondnry structurc. This nnnly
sis suggcstcd n modcl in which thcrc nrc fivc trnnsmcmbrone 
segments, named A-E (Fig. 5). This model is in nccordance 
wilh the topology of thc amino nnd cnrboxyl tcrmini nnd the 
prcscnco of conscrvcd nnd functionally rcquircd amino acids 
(33-36). 

gstablishing thc boundnrics of thc fivc putntive trnnsmen1· 
brunc regions nllowed us lo quantitute lhe mean hydrophobic
ity for each in C. reit1/l(lrc/tii ancl mtDNA-encoded ATP6 
subunits from olher algnc nncl plnnts (Fig. 6). Whilc transmem
brnnc heliccs D and E exhibit similar <H> valucs whcn com
pnred with the mean <H> vnlues in helices D nnd E of plant 
and nlgnl n1itochondrinl scquenccs, significnnl difforcnccs in 
<H> vnlues wcrc found in thc putative trnnsmc1nbrnne rc
gions A, B, nnd C, which are not bclicved to pnrlicipnte clirectly 
in proton trnnslocntion nnd nre not thought to intcract with the 
1nultiincric ring of e subunits. This dccrcnsc was more than 
50% in helices A and C of Cr-A'J'P6 in comparison with thc 
<H> vnlues ofheliccs A nnd C ofother mtDNA-encoded ATP6 
subunits. Wc coaclude thnt the Cr-ATP6 subunit exhibits cli
minished ovcrall hydrophobicity ns compnred with the majority 
of mtDNA-encoded homologs and thnt the muin decrease in 
hydrophobicity occurred in thosc trnnsmembrnae regions thnt 
cxhibit poor sequence conservntion and that seem not to be 
critica! for proton trnnslocntion. 

DISCUSS!ON 

1'he Gene atp6 of C. rci11hardtii Ex/iibits N11cleus-encoded 
Characteristics-'l'he 15.8-kb linear mitochondrial gcnome 
from C. rei11hardtii lncks severnl genes that are typicnlly 
mtDNA-encoded, including threc genes thnt encade subunits of 
the F 1F 0 -ATP synthase (7). fn this work, we show that the atp6 
gene wns transferi·cd from the mitochondrinl gcnome to the 
nucleus in C. reinhardtii and clemonstrate thnt the ATPG pro
tein is present in the mitochondrinl F 1 F0 -ATP synthnse. The 
atp6 gene has been previously faund only in mitochondrial 
genomes. This is thc first biochemicnl and genetic evidence for 
the nuclear localization of atp6. We show thnt the atp6 gene is 
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Fm. 5. Modt.?I for thc trnns111c1nbrnnc hcliccs ofthe ATPG subunit ofthc F 1 F 0 -A'l'P synthusc from C. rd11harcllil. Shown is n model 
far thc locntion of thc trnnsmemhrnno hclices of Cr·A'l'P6. Conservcd nmino ncids nrc~ flhown ns blach circ/c>s. 'J'runsmemhrnno rcgions D nnd E 
purticipnte in proton trunslocntion. Proton trunslocution is dcpicted ns u brvke11 arrow to illustrotc the pnrLicipution oftwo hcmichnnnels in subunit 
A'l'PG. {i,or simplicity, thc multimcric ring of e subunits is not dcpicted. 
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Transmembrane segment 
.F'to. 6. Anulysis of thc mcnn hydrophobidty vnlucs of thc fivc trnnsmcmbrnnc rcgions. Hydrophobicity vnlues far the flve putntive 

trnnsmembrnnc heliccs of thc Cr-A'l'P6 (b/acll bars) \\.'ere compnred with the menn vnluo of hydrophobicity for 21 mtDNA-encoded ATPG proteins 
from plnnts (white bar.'i). In Cr-ATP6, menn hydrophobicity is rcduced in trnnsmcmbrntrn l'efñons A. ll, nnd C (54, 25, nnd 57% dizninishcd) ns 
compnred with tho mean of the menn hydrophobicity vnlucs of algul und plnnt trnmmrnmbrnne regiom~. 

nucleus-localized in C. rei11/wrdtii by Southern blot hybridiza
tion \Fig. 2;\). 'l'he atp6 gene exhibits nll of the characteristics 
ofn mitochondrinl gene that wns functionnlly trnnsferred to thc 
nucleus <37); a nuclear codon usagc, a typicnl nuclear poly
udcnylntion signa]. the prcscncc of' introns, ncquisition of a 
DNA scqucnce cncuding nn amino-tcr1ninul MTS, nnd dilnin
ished hydrophobicity relntive to mnny cquivnlcnt mtDNA-en
codecl proteins. 

'fhc deduccd amino acid scqucncc ofthc A'l'PG cDNA and thc 
N-terminnl sequcncc of the mnture protcin prcdict the exist-

ence ofn 107-nmino acid MTS. This MTS is likely to hnve been 
ncquired aftcr the original mitochondrinl gene wns trnnsfcrred 
to the nuclear genome. This M'l'S hns n low number of ncidic 
residues, nnd omino ncids 2-24 are predicted to form the nm
phipnthic domain necessnry far import of the protcin in to n1i
tochondrin. Thc mcthioninc (l\fot 1) adjncent to the MTS clenv
nge site of the full-length Cr-ATPG may hnve been the 
initinting methioninc of thc nncestrnl mitochondrinl protcin 
befare its cort'csponding gene wns trunsfcrred to thc nuclcus. 
'l'he l\ITS is unusunlly long when comparcd with othcr C. 



.--------------·-
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
Nucleus-encoded Subunit ATP6 Shows Decreased Hydroplwbicity 6057 

rei11hardtii MTSs, which exhibit u mean Jength of 30 amino 
acids (38). However, we previously found that the nuclenr 
genes encoding COX l!A ancl COX III of C. reinltardtii and 
l'olytomel/a sp., proteins that nre typically encoded in the 
mtDNA, nre also predicted to hnve long MTSs, of 98 nnd 130 
amino ncids (11, 12). This suggests thnt the mitochondrinl 
import ofthc more hydrophobic n1itochondrinl proteins, such as 
COX !IA, COX 111, nnd ATP6, mny benelit from an extended 
J\ITS. 

The duplication ofthe M'l'S wus found to improve the in uitro 
and i11 t1itoo import ofhydrophobic proteins in to yeast mitochon
drin (32, 39). lt wns suggested that a long MTS can improve thc 
inlernction of the precursor wilh the mitochondrial import 
machinery. Alternativcly, n long MTS could focilitntc the fold
ing of' the protcin to increasc its importability nnd assembly in 
thc mctnbrnne. 

The vnst mnjority of thc plnnt mitochondrial ATP6 sc
qucnces exhibit physical constrnints thnt nre expected to 
hindcr thcir import inlo rnitochondria CFig. 4), consistent with 
their presence in the mitochondrial genome. In contrast, Cr
ATP6 has n lower overall hydrophobicity thnt allows ita import 
into mitochondrin, most probnbly through the TOM-'l'IM mn
chincry ('101. In nddition, somo mtDNA-encoded ATP6 sc
qucnccs also exhibit Jow <H> and mesohydrophobicity vnlues 
(S. oblic¡111is, O. satiua, nnd G. max). 'I'hese genes seem to be 
''prcparcd," from thc hydrophobicity poinl of view, for transfcr 
to the nucleus. \Ve hypothcsize that tite ancestral Cr-ATP6 
protcin had u low O\'cmll hydrophobicity that ennbled thc atp6 
gene to b<' functionally trnnsfcrrcd to the nuclcus. 

1'ra11s/er uf' atp6 and Othcr mtDNA-e11coded r\1'1' Synthase 
S11bu11its to the N11cle11s-Mitochondrinl gcnomcs rnnge widcly 
in sizc and gene contcnt. Only two genes cncoding componcnts 
ofthe tnitochondriol respiratory chain nrc invnrinbly prescnt in 
ali mitochondrial genomcs known to date: cob nnd coxl. Their 
polytopic protein products m·c central componcnts of proton
translocating complexes: cytochrome b of the bl' 1 complcx un<l 
subunit J ofcytochrome e oxidnse. Cr-ATP6 is thc first exnmplc 
of a mitochondrinl protein with tnore thun two trunsmmnbranc 
hcliccs, dircctly involvccl in proton trnnslocation, thnt is 
nucleus-encoclcd. 

'!'he highly reduccd 6-kb mtDNA of the parnsite Plasmodium 
{<zlciparum contnins thrcc genes cncoding componcnts of thc 
mitochondrinl respirntory ch nin: cob, coxl, nnd co.t·3 (4 l ). Al the 
othcr end of the mtONA sizc spcctrum, thc 60-kb mtDNA ofthe 
flugcllate Rcclinomonas <unericarw l42) encades 23 proteins 
thnt participntc in oxidntivc phosphorylation. Five of thesc are 
constituents of thc F 1F0 -ATP synthnse complex: the proteins 
encoded by thc genes atpl, atp3, atp6, atpB, nnd atp9. In the 
mitochondrial gcmomes of fungi nnd plnnts, tluec genes cncod
ing hydrophobic components of' thc F 0 sector of F 1F 0 -ATP syn
thase are usually found: atp6, atp8, and utp9. These threc 
genes nrc ubsent in the 1ntDNA of C. reinharcitii. 

'fhe 1·clocntion al' C. reinlzarcltii atp6 to thc nuc1cus occurrcd 
rclntively lnte in evolution, aftcr tlw massive trnnsfer of genes 
from thc protomitochondrion to thc nuclcus (43). In thc cvolu
tion of' the green nlgne, the trnnsfor of atp6 to the nucleus 
occurred nftur the scparntion of thc Sceneclesmus nnd Prototh
eca linenges, wherc atp6 is still mtDNA-encodcd, frotn the 
Chlamydomm1w; uncl Chlorogonium lincagcs, whcre thc atp6 
gene is no longcr cncoded in thc tnitochondrinl genon1e. 

The transfcr of the atp6 gene to thc nuclear gcnoine is 
unlikely to be exclusive to C. rei11hardtii. Other organisms thnt 
luck the ntp6 gene in thcir n1itochondrin1 gcnomes und that ure 
likely to hn\'e trnnsfcrred it to the nuclcus nrc the closely 
relnted algne C. eugametos (9) and C. elo11gat11m (10), the 
apicomplexnn organisms P. f'ulciparum (41) nnd Plasmodium 

reinchenowi (44)1 and the ciliatcs Pararneciuni aurelia (45) and 
Tetrahymena pyrif'ormis (461. lt would be interesting to exam
ine the sequences of A'f P6 from more distnntly rclated organ
isms to determine whcthcr they hnve reduced physical con
straints far itnport nnd to determine wherc reductions in 
hydrophobicity occur in the protein. 

lvlean Hydrop/wbicity Has Stro11gly Decreased in Those 
1'ra11smembrane Regio11s of' C1"1\TP6 Tlwt Are Not Critica/ far 
Fu11ctio11-The transfer of the atp6 gene from the mtDNA to 
the nucleus wns nccompnnied by, or preceded by, a strong 
decrensc in the overall hyclrophobicity of the encoded protein 
(Figs. 4 une! 5) and probably fucilitntes the import and nssem
bly of' Cr-ATP6 into an nctive F 1F 0 -ATP synthasc. Hydropho
bicity nnulyscs, in combination with the alignment of ali ATP6 
sequcnces available ancl previous publishcd obscrvntions (33-
36), ullowed us to prcdict the presencc of five well defincd 
transmcmbranc rcgions in Cr·A'rP6, namccl A-E (F'ig. 5). Thc 
dccrenscd hydrophobicity occurs predominantly in transmem
brane rcgions A. n, and C CFig. 6), which nrc poorly conserved 
nmong other ATP6 proteins nnd ore thought not to participate 
directly in the proton trnnslocating function of ATP6. In con
trast, thc wcll conserved trans1nembrnnc rcgions D nnd E 
mnintnin similar levels of menn hydrophobicity to mtDNA
encodcd A'l'P6 subunits. We pre\'iously obscrvcd a similar phc
nomenon in the COX lll proteins of'C. reinhardtii nml Polyto· 
mella sp. COX Ill is typicully mtDNA-encoded but hns been 
transfcrred to the nucleus in these algac (11). The nuclcus
encodcd COX !JI proteins showecl greater diminished hydro
phobicity in regions ofthe protcin not in contnct with thc COX 
I subunit. 'fhis suggests that decrenscs in menn hydrophobicity 
of mitochondrinl proteins whose genes have bccn relocated to 
the nucleus are more likely to occur in rcgions ofthe protein not 
involved in subunit-suhunit intcractions or in protein function. 

Cr·A'l'P6 contains severa} amino ncids thnt nrc conservcd in 
ali ATP6 scqucnccs. Hclix B cnds in a highly conserved Pro nnd 
contuins two ndditional conserved mnino ncids, Phe62 und 
Asn°u. Thc prescncc of Asn is not vcry common in trnnsmc1n
brunc scgmcnts, so we believe its prcscncc may huve a role in 
trnnsmcmbrnne helix nssociation through interhelicnl hydro
gcn bonding ('17, 48). Trnnsmembrane helices D nnd E contnin 
most of thc conscrvcd nmino ncids; helix D is preceded by n 
highly conserved Glu "" invol\'ed in the ¡¡rotan trnnslocation 
pnthwny nnd contnins the invnrinnt nmino ncids Scr141 , Lcui.a!!, 
Gly 143, Leu 1·1U, Asn 149, Ala 152, Gly 15ª, nnd His 15'1. Thcre is nlso 
nn invurinnt Arg 145 that hns becn prcviously described ns a 
residue involved in the protonation of' the e subunit oligomer. 
Helix E contnins the conserved Glu 10·1, which is hypothcsized to 
be involved in proton translocation, nnd Tyr212, which may be 
structurally importnnt, aftcr thc cnd of this helix (Fig. 5). 

lmplications for Human lv!itocho11drial Gene Therapy-A 
considerable number of human disenses hnve been nssociated 
with point mutations ar dcletions in the mitochondrinl gcnomc 
(49-51), ami stratcgi"s to develop mitochondrial gene thern
pies ha\'e bcen suggestcd (52, 53). One promising upproach for 
ovcrcoming mutntions in mtDNA-cncoclcd proteins is to place a 
wild-type copy of the affectcd gene in the n ucleus and target the 
expressed protein to the mitochondrion to repluce the dcfcctive 
mtDNA-encodcd protein. Such nllotopic expression of n nor
mnlly mtDNA-encoded gene has bcen successfülly performed in 
S. cereuisiae to overcon1e n mutntion in thc mtDNA-encoded 
atpB gene (54). 

Analysis of nuclear forms of proteins thnt are normally en
coded in the mtDNA may provicle insights thnt will facilitate 
the allotopic exprcssion of genes hnrboring mututions in the 
mtDNA-encoded genes. 'fhe observed decreases in hydropho
bicity of nuclear expressed COX Ill nnd ATP6 of C. reinhardtii 
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suggesl thnl humnn mitochondrinl genes could potentinlly be 
enginecJ'cd for nJlotopic cxprcssion for gene thcrnpy purposes 
by modificntions to decrensc thc mean hydrophobicity of the 
protein product, espccinlly in trnnsmcmbranc regions that are 
not highly conserved or thnt are known to be noncritical for 
function. Such changes would be in nddition to thc chnnges in 
codon usagc nnd thc nddition of nn MTS-coding sequcnce thnl 
are n prcrcquisitc far nuclear cxprcssion of n tnitochondrial 
protcin. The prcscncc of long MTSs in COX III, COX IIA, nnd 
ATP6 from C. reinhardtü suggcsls lhal a long MTS would 
facilitate import in allolopic cxprcssion systcms. A detniled 
knowledge of thc lopology ami funclion of the nuclcus-cncodcd 
hydrophobic n1itochondriul protcins mny cnhnncc our undcr· 
standing of thc problcms involvcd in nllotopic exprcssion in 
nddition to providing insights into thc cvolutionary forces thnl 
hnvc lcd to the nuclear locnlizntion of genes thnt are typicnlly 
mtDNA-cncoded. 
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Apéndice 11. 

Artículo publicado 

Subunit 11 of cytochrome e oxidase in chlamydomonad algae is a 

heterodimer encoded by two independent nuclear genes. 
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phobic polytopic proteins thnt contain two or more trunsmem
brane stretches (5, 6). 1'hc genes far nadl, nad2, nad3, nad4, 
nad4L, 11ad5, and 11ad6 (cncoding subunits 1, 2, 3, 4, 4L, 5, und 
6 of NADH:ubiquinone oxidorcductusel, cob (cncoding cyto
chromc b of the bc 1 complox), coxl, cox2, nnd cox3 (encoding 
subunits COX 1, COX II, nnd COX Jll ofcytochrome e oxidase), 
nnd atp6 und atpS (encuding subunits a nnd AGL of the 1'0 

portion uf A1'P synthetnse) are found in the mitochondrinl 
genomcs of most orgnnismt:i. 

Tite mitochondriul genomes ofCltlumydomonod nlgoe 
luck the cox2 gene that encodes tite esscntiul suhunit 
COX 11 of cytochrome e oxidase, COX U is normully a 
single polypeptide encoded by u single mitochondriol 
gene. In this work we cloned two nuclear genes encod
ing COX 11 from botlt Cli/amycl1J11W11<1H reinhardtii ond 
Polyto111.ella sp. 'rite cox2u gene encodcs .n 11rotein, COX 
IIA, cor1•esponding to the N-terminul p01·tion of suhunit 
11 of cytochro1ne e oxiduse, nnd tite t.'<J·"·2b gene cncodes 
COX IIB, corresponding to the C-tcrminnl region. 'l'he 
co.\.·2a nnd co.'\:2b genes nre locnted in the nucleus and are 
independently ti·unscribcd into mHNAs tlmt are trans
luted into sepurute polypeptides. Thesc two proteins us
semble with other cytochrome e oxidase subunits in the 
inner mitochondriul ntembrnne to for1n the mnture 
multi-subunit complcx. We propase thut during tite evo
lution of tite Chlorophytc ulgue, the cox2 gene wus di
vided into two mitochondriul genes thnt were subsc
quently trunsferred to the nucleus. 'l'his event wus 
evolutionnrily distinct from the transfcr of un intnct 
co:..·2 gene to the nucleus in sorne memhe1's the Lcgu. 
minosue plunt fnmily. 

The transfer of mitochondrinl genes to thc nuclous is nn 
ongoing process, ns shown by the presence of particular gones 
encodcd in both the mitochondrinl and the nuclenr gonomes in 
cortain specics. Thcse are cxemplified by COX 11 in some men1- .---Z--i 
bers of the fnmily lcguminosne (7-9l and by subunit 9 of ATP i::x::l 

l\Iitochondrin nru thought to desccnd from free-living o-pro
teobactedn l 1 ), whose closest extnnts nre bacteria of the genus 
Ricllettsia (2J. Aflcr the endosymbiotic ovent, thern wus n trnns
for of genes from the protomitochonclrion to thu nucleus such 
that fcw genes now renutin in n1itochondrinl genomes (3). 
Those genes thnt rctnnin encocle only n sub·set ofthe mitochon· 
drinl p1·oteins nceded for m<idative phosphurylntion and u por
tion of thc factors ncccssary for their uxpression (4). The 
mtDNA-c•ncoded respirntory chuin subunits nre highly hydro-

"'This work wus suµporte<l by Nationnl lnstitutes of Ueulth Gl'nnts 
'l'\V01176 nnd HL596·16, Consejo Nncionnl de Cienciu y TccnolohTin, 
Mexico Grant 27751N, nnd Dirección Gcnerul de Apoyo ni Personnl 
Acudén1ico, Univcrsidn<l Nncionol Autónomn de México Grunt 
JN2025U8. 'J'he co1:1ts of' publiculion uf this nrtic1e were defrnyed in pmt 
IJy the paymu11t of puge churges. 'l'his nrticle must therefore be hereby 
mnrkcd .. adl'ertiscmenf' in nccordnnce with 18 U.S.C. Section 1734 
solely to indicnte this fnct. 

Tht• 11w:frnticle St!qtwncc(s) l'í'ported in this paper has lie'('ll suhmittc>cl 
/o tlw Oe11/1c111hTM I E/JI Data /Jan/.' with accession mmtb(•r(.o;) L\F:J0.5078 
(/'olytomello sp. cnx2a cDN.tlJ, L\J.:105079 (Pol.l'tonwlla sp. cnx2b cDNAJ, 
Af.:105080 <C. rt.'inharcltii c:ox2a cDN~\), .AJ.'3055·10 (C. reinhardtii co.\'2b 
c/JNAJ, AF:J055·11 (/'olytomdla sp. genomic co.,·2a), AF305542 <Polylo· 
"''-'"ª sp. gt.>nomic cox2b), ami A/<"'305543 (C. reinhardtii ¡:11nomic cox2b). 
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synthetnse in Ncumspora crassa (10). C!:J 
The ulgne of the family Chlnmydomonndacene, including Z ~ 

Chlamyclommias reinhardtii nnd Polytomella sp., lack somo of c::i ..---. ,.. ..,, .__.. 
the genes thnt nre typicnlly found in mituehondrial genomes, '--' 
including nac/3, nad·IL, co.t2, C0.\'3, atp6, ru1d atpB (11-13)1, We c:.r.:> p,.::¡ 
huve shown thnt, in nt lenst two membcrs of this family, C. e;;:; ,::::=:i 
reinharcltii nnd Polytumella sp., the cox3 gene wns transfcrred i::x::i ~ 
to thc nucleus, nnd the corrosponding mituchondrial copy has E-< ,__. 
been lost ( 14). ;i! 

Sevcrnl mitochondrinl respirntory chnin complexes hnve p.:_¡ 
been isolated nnd characterized from the colorless alga Polyto-
mella sp. (15-17), n clase relativo ufChlamydomona.•, including 
nn activo, cynnide·sensitivc cytochrotne e oxidase prepnration 
04). In this work, wc show thnt COX 11 is present as n het-
erodimor in this complex. Ali COX 11 sequences thnt hu ve been 
describecl tu date are single polypoptides encoded by one gene, 
normally in the mituchondl'inl genome. In both Polytomella sp. 
nnd C. rci11hordtii, COX II is encocled by two nuclcnr genes thnt 
werc nmned cox2a and cox2b. Thc cox2a geno encocles a pro-
tein, COX llA, corresponcling to the N-terminnl hnlf of a typical 
one-polypeptide COX II, and the cox2b geno encades a protein, 
COX llB, oquivnlent to thu C-terminnl half of the sume sub-
unit. We propase thot thcse sepurate genes give rise to a 
heterodimeric COX II that resulta from the noncovalent assom-
bly ofthe COX llA nnd COX IIB polypeptides in cytochrome e 
oxidase of the inner mitochondrinl membrnne. 

EXPEIUMEN'!'AL l'l!OCEDURES 

Strai11 and Culturf! Conditions-Polytonwlla sp. (198.80, E. G. Pring· 
sheim), from the Sammlung von Algenkulturen (Gottingen, Germnny}, 
was grown os p1·cviously described (15). 

1 S. !'unes, A. Antnraminn, and D. González-Hnlphen, unpublished 
results. 

11302 Thi1 p<1per is available on line al http://www.Jbc.org 
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Protein Analysis-Cytochroma e oxidnse from Po/ytomella sp. wn1:1 
obtained as previously describcd (14). Polyncrylnmido gel clcctrophore
sis wns performed ns in Schfiggcr et al. (18) using 16% ncrylnmide gcls. 
li"or tryptic digestion nnulysis, gc)s wcrc stnincd with Amida Block, nnd 
the po)ypcptidc of intci·est wns cxciscd from thc gel. Polypeptides wcre 
isolated as prcviow1ly describcd {15} for N-tcrminul scquencing. Amino· 
tcl'minnl Edmnn degrudntion wus cnrricd out on nn Applied Biosystems 
Scqucncc1· nt thc Lnborntoirc de l\ticroséqucn~nge des Protéincs, Insti
tut Pnsteur, Puris, l•~runce. An 18.6-kDo polypcptidc wus isolnted from 
polyncrylumide gels nnd subjected to tryptic nnd endolysin-C digestinn 
nnd sepnrntion on ogAE-C14 nml DJ•:Ag-ClB I-JPLC2 columns. Penks 
eluted f'rom the columns were subjcctccl to N-terminnl Hcquencl• 
nnnlysis. 

Nucleic Acicls Pn•¡H1rr1tio11-Totnl DNA nnd total HNA from Pn/yto
nwlla sp. nnd C. refolwrdtii Wl~re isolntml OH p1·cviously clescriln.•d ( 1'1). 
PCH frugnumts wcrn cluned into pMOS hlue-1' tAmcrshnm Phnrmnciu 
Biotech) or pGEl\J-'l' cusy (Pronu-'f-l'H). cIJNA wus prepured fmm 1-2 µg 
oftotul H.NA with Moloncy murilw leukemin virus re\'erse trnnscriptuse 
(Promcgu) 01· Su¡wrscript I1 reverse u·unscriplusc (Lifo Tcchnologics) .. 
Ali stnndnrd molcculnr hiology techniqucs wl.'l'l' ns descdbed ( 19J. Sc
qucncing wns l'Hrriml out IJ,v the J\imnwl Cnncer Ct•ntcr DNA Sequenc
ing Fncility, Thamus .Jelfonmn UniverHily, nnd nt tlw Unidnd ele Bio· 
login l\1oleculnr, lrn;tiluto de FiHiologín Celulnr. UniverHidncl Nucionnl 
Autónomn de México. 

Clcmi11n tlw co:i:2b Gene from J>olytomella 1;p.-A gcnomic Polytomella 
sp. co:i:2b fragmcnt wns nmplifie>d by PCH using two clcgcncrntc prim· 
ers: Fl (5'· CA<NGJ GACC/l'J AG<Cffl GC<Cn') AC<NI') AG(Cfl'J 
CA(G/AJ GC<Cfr) CA(NGJ G-:l'l uuscd un intcrnnl scqucncc (QD· 
SATSQAQAl of COX 11, und Bl (5'-'l'G (G/Al1·r (C/l'JAA (NG)CG <N 
'l'lCC INl'JGG INGJA'I' (NGlGC <NG ITC CAT-3') uuscd on tlw intcrnul 
scquence .MDAIPGHLNQ. Tite rc.sulting 300·nt product wns used to 
isolntc gcnomic cux2b clones from a lilJrnry of /lo/ytumdla DNA PstI 
frngments of ·-2 kilohmws in length in pBluescript. 

'l'he cux2b cDNA ~cqucncc from Po/ytomcl/a sp. wns obtnincd by PCH 
nnd 5'.l{ACE l20J using prinwrs lmsed on thc grnomic !n>qucncC'! ob
tnincd nbovc. A polyld'l'J tnil was ndcled to the 5' cnd oftlw cONA with 
n tl•rminnl trnnsfornHC! (Hocho l\Iolcculnr Biochcmicals). The fo1-..vnr<l 
primer wus oligoícl'l')/ndnptc•r primul': 5'-GACTCGAGTCGACATC
GATT1'1'1'1vrrl''l"lvJ"'l"l"rf''1'-a'. und tho rc\'erse primer (82} wns 
5'-AGCTG'J•rrAAGACCATGAC'J•rc.3'' 

Clonin¡..: fin• c:u.\·2n Gen<• /i·om Polytomc/la sp .. -A l..'ox2a cDNA frng
ment wns mnplificd u~dn~ the dcgenernll• primcrs F:l (5'-GA<G/A) 
UC(T/C) CC<'l'lC) GTtT/C) GCtT/CITUG CAU CT(T/Gl GG-3'1, IJim•d on 
the N·tcrminnl protcin til'qucnce l~AJ>VAWQLG. nnd B3 (5'-CCA (N 
GiTA CCA CTG INGl'l'G tNGrncc (NGINI' <NG!GC C-3'), bnsed on 
thc intcrnal con~crvccl scqucncc l\AJGHQWY\V. Nestcd PCH wn~ done 
with de¡¡oncrnt<• prinwrs l':J (5'-CAG GAIT/ClTCi'l'lCl GCcT/CJAC('l'/CJ 
'l'CCT/C) CAG GClT/C) CAG G-:J'), hnl'led on the N-tcrminnl Nl1quonce of 
thc protein QDSATSQAQA und B·l (5'-GAING) TA(NGl AG<NGJ 
AGCNG) GC<NG> AAING)GA<NG> GG-3'), lms(..•d on thl• internnl con
servcd sequcnc:u PSJi'ALLYS. For :J'-cn<l cDNA cloning, oligo(d1')/n
dnpter primer nnd primer F-t (5'-'l'CC'l'C'l'ACCACATCGCCACCC-3') 
werc uscd. {i'or ncstecl PCH. uduptcl' 15'-GACTCGAGTCGACATCGA-
3') und primer F5 (5'-ACTACACTAAGCAAGCTCTCCCTG-3') were 
used. F'or 5'-HACE, primcrs B5 (5'·TCAGGGAGAGC'l''TGCT''J'AG'l'G· 
'rAG-:J'l, with oligo(d'J'Vndnptcr primer, nnd H6 l5'-'l"I'GGTGGCGA'l'· 
GTGG'I'AGAGG-3 '), with ndaptcr for 1wstcd PCH. WCl'l' uscd. Primers 
F6 15'-AATGCTCGCCCAGCGTATC-:n nnd B7 lf>'·AAACC'l"l'CACA· 
CACCCA'l'AGGC-:J' ), clcri\'ed from thc 5'· and ::!'-HACE products, \\'c1·c 
uscd to umplifY the full-lcngth cDNA of thu eox2n J.:-l!lle. '!'he genomic 
sl'C¡Ucncc of tlll' Polytomdla sp .. cox2a gmw wns obtuined by PCH um· 
plification of totul Po/ytumella sp .. DNA with the snmu primers. 

Cloni11¡.: lhC' c:u:i:2u and cux2b G'C'm•,o; o{C. rd11harcl1U-'I'he cDNAs for 
cox2a und cox2h \\'el'C olitnined by scrccming u C. rl'inharcltU cDNA 
librnry in AgtlO <21) using thc Po/ytumclla sp. c·ox2a cDNA or co:t:2b 
gonomic DNA ns prubt.'S. A totnl of 17 posith'e clones were obtnincd from 
5 x 10"' plnquc-forming units screc1wd. PCH using two primer!i bn~e>d on 
Agt 10 sl'C1uencl..'s was uscd to idcmtify tlw positive clones with thl' lnrgest 
inscrts. PhngC" DNA from thesc clones wns isolntcd with the Qingcn 
Lnml>dn mini kit. Tho fi' cnd of the cox2a cDNA wns complcted by 

:.! 'fJw ubbre\'intions used nre: llPLC, high precision liquid chromn· 
togrnphy; mcsvJJ mesohydrophobicity; mtDNA mitochondrinl DNA: nt, 
nuclcotidc(s); PCI{. polymcrnse chnin rcuction¡ <H>, mnximum locul 
h_vdrophobicity of' u !Wquenco scgment; µH, hydl'ophobic momcnt; 
H.ACI~. rnpid amplification of cONA cnds; BAC, bnctcrinl nrtificinl 
chrornosome. 

HACE using primers baeed on the cDNA sequence obtnined. 
A bacteria! nrtificinl chromosomc clone containing cox2b was ob

tained from n BAC genomic librn1·y from C. rein.hardtii (22) by Genome 
Systcms using the C. reinhardtii cox2h cDNA obtnined nbove. BAC 
DNA wns sequenced directly using intemul primera. 

Protein Seque11ce AnalyHis-Mitochondrinl targeting sequences were 
unnJyzed using MitoProt 11 (23, 24). The snme progrum was uscd to 
calculntc thc segmente with high Jocnl hydrophobicity (<H>) in u 
distnnce comprising 13 to 17 ret:liducs. The mesoH wus dctermined by 
scunning ench scquencc for n mnximum nvernge hydrophobicity meas~ 
urcd in windows from 60 to 80 rnsidues und nvcrnging the \•nlues (241. 
l\.Jorc hydrophol>icity scnles werc included to reduce the possibility of 
hius. Protein trnnsmmnbrane stretchcs wcre prcdictcd using thc pro
grnm TodPrcd 11 (25). ThrcC'!-dimcnsionnl structurc modoling was car
ried out usin¡¡ SW!SS-MODEL (26). 

Data. BnsL' .Acccssion NumbL•rs-'I'hc nucleotide sequences nre in the 
DDBJ/El\.lBUGunBunk TM nucleotide sequl•nce dutu bnsc under the uc· 
cession nurnbers Al•~305078 f Polylomella sp. co."1:2a cDNAI, AF305079 
(/'olytomdla sp. c:ox2b cDNA), Al•~305080 (C. reilllwrdtii c:u:r2a cDNA), 
Af3055·IO (C. rdnhnrcltU cox2b cDNA), AF30554 l (Pulylumel/a sp. 
gc>nnmic co:r2crl, AJ."305542 (Polytomella sp. genomic cox2b), nnd 
AF:JOó5·13 IC. rriulwrdtii gcnomic cux2b). 

l!ESULTS 

Subu11it 11 Is Prese11t i11 the Cytochrome e Oxidase Complex 
from Polytomella sp.-An active cytochrome e oxidase from 
Polytomella sp. wns isolated ns previously described ( 14). The 
four largest polypeptides with nppnrent molecular mnsses of 
54.6, 29.6, 18.6, nnd 14.5 kDa were subjected to Edmnn degra
dation. Thc 54.6-kDa polypeptide, not susceptible to Edmnn 
degradotion, was identifiecl as subunit 1 of cytochromc e oxi
dase CCOX [) sincc its mnss wns similar to thot predicted for the 
mitochonclrinl coxl gene sequencc 154,781. Da (27)). Thc 29.6· 
kDn polypcptidc (N-tcrminal sequcncc: SSDAGHHL
SPRERYLV) wns prcviously iclcmtificcl ns subunit III <14). The 
N-tcrminal scquencc ofthc 14.5-kDa polypeptidc, DANSSELV
LEl'TRKYKAGLATHELW, did not show similnrity with nny 
sequences in Genllnnk'l'l'>I. 

'!'he N-tcrminal sequcncc of tlw 18.6-kDa polypeptide, 
EAPV A WQLGFQDSATSQAQA, wns similar to COX II from 
other species, nllowing identificntion of this polypeptide ns 
COX 11. A second sequcnce, MDAIPGUCH/LJNQIWI,TINHEG, 
wos obtnincd cluring the Edmnn dcgrndntion of thc 18.6-kDn 
polypeptide rcgion nt a yield of less thnn 50% that of the yield 
of the fü·st sequence. This sequence nlso was similar to COX Il 
from other species nnd \Vas identified ns nn internnl frngmcnt 
of COX Il that was obtained after partinl cleavage of the pro
tein during Edmnn degradntion. 

C/nning oftlte co.>:2b Gene from Polytomella sp. and C. rein
hardtii-On the bnsis of the primal)' omino ncid sequences 
obtnined for COX 11, two degenernte oligodeoxynucleotidc 
primers were designcd. Using thcse primers, o PCR nmplificn
tion product of 300 nt wns obtaincd using total DNA from 
Polytonwl/a sp. ns n tcmplntc. This PCH product encoded the 
C-terminnl portian ofthe co.\'2 gene but lncked the reb"ÍOll thnt 
encocles the N·terminol sequcnce ofCOX II. The absence ofnn 
N-tcrminnl sequence wns nttributed to nonspccific annenling of 
thc primer based on thc N-terminnl amino ncid sequence. 

The 300-nt cox2 gene frngment hybridized to a 2-kilobase 
Pstl frngment of Polytomella sp. total DNA in Southern nnol
yses. To obtoin a full-length gene, o mini-librnry wns con
structcd from Pstl frngmcnts of -2 kilobases, nncl n positiva 
clone wns isolatecl nncl sequenccd. This genomic sequencc con
tainecl a 462-nt open rcnding frame that encoded a 153-amino 
ncid protein homologous to thc C terminus of COX II. The gene 
wns nnmcd cox2b. 'rhere wns no open rending frame corre
sponcling to the N-terminal portian of COX II in the 960 nt 
preceding the 462-nt open reoding frnme. 

Using primers bnsccl on the genomic sequence, n portian of n 
cDNA corresponding to the cox2b open rending frnme wns 
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F10. l. Orgnnizntion of thc cox2u und cox2h genes of Chlnmy· 
domonad cr/gal!. 'J'he coding rei.rions of cox2a nnd cm:2b cDNAs from 
Polytmnella sp. und C. reinlwrdtii are indicutcd by u box. 1'hc regions 
thnt uro conserved with other COX II protcins ure white, the putative 
mitochondriul-turgeting sequences nru stripec/, nnd thc highly churged 
sequcnces uniquc to tho Chlnmydomonnd cox2 genes urc stipp/ed. Non
trnm1lutcd rcgions nre 1:1hown us n blach Um'. Putntive polyudenylntiun 
signuls nre indicntcd u1:1 uertical blncll bars. 'l'hc Jocntions ofthc highly 
consen•ed COX 11 sequene<•s GllQIVYWSY nnd GQCSEWLlCG nrn 
indicntcd ubovc tlw boxea. 'rhc single cnx2 mitochondrinJ gene of P. 
wicln•rlmmii. rcpre~cnting n cnnonicnl cox2 g-cne, is includccl for 
compnrison. 

nmplificcl from l'olytome/la sp. total RNA using reverse trnn
scription-PCR 'l'hc remaincler of the 5'-cDNA sequence wns 
obtainecl by 5' -HACE. The full-len¡,,'1:h cDNA obtainecl containcd 
a 65-nt 5' -untrnnslnted region anda 462-nt open rending framo 
identicnl to that of tho genomic clono. This showod thnt this 
gene encodocl only tho C-terminnl portion ofCOX JI and did not 
contnin introns. 'rhc overull orgnnization of the co.t2b gene is 
sho\\'n in Fig. l. Thc prcdicted protein contnincd thc 
MDAJPGHLNQIWL'l'INHEG internnl suquence that was ob
tnincd f'rom direct protcin scqucncing ns well ns thc scqucncc 
GQCSgJCG known to be tho COX ll binding sito for binuclenr 
copper (28l. Thc mnjor N-terminnl sequen ce of COX 11, deter
mincd by Edman degrndntion, wns not present in thC' deduced 
protcin sequence. The N-tcrminnl 43 nmino ncids 1nckcd ho
ntology to nny COX II proteins. The re1nnining sequencc wns 
homologous with the C-terminul hnlf of many COX II proteins. 
The highest similarity was with COX 11 frum the alga Prolo
theca uiic/1•erluunii (29 l. Altugetlwr, these dntn suggL•stcd that 
thc cux2 gene hnd been split into two gl'nes in Polytumella sp. 

The PCR amplificntion procluct of the cox2b gene of Polyto· 
mella sp. was also used to iHolnte n cox2b cDNA from a AgtlO 
cDNA librury of C. reinhardtii. A compurisun of this cox2b 
cDNA with thc genomic scquence (sec belowl showed thnt this 
t·ox2b cDNA sequence lncked the first four codons of the cox2b 
gene nnd n 5'-untrnnslntecl rcgion. It exhibitcd 85% ich.mtity 
with the Polylomella sp. co.t·2b <Fig. 2). 'l'he cox2b cDNA from C. 
rrinharcitii wns used to isolnte cox2b from a C. reinhardtii BAC 
genon1ic librnry. 'rhe genomic cox2b scquencc contained the 
complete cocling region nnd was identicnl to the cDNA except 
for the presencc of eme intron of 187 nt, located 21 nucleoticles 
upstrcam of thc stop codon. There wns no open rending fran1c 
encoding n known protein in thc l. 7 kilobnscs preceding the 
stnrt codon für the C. rcinhardtii cox2b gene. The predicted 
COX llB protein was 153 amino ncids long ancl wns 85% iden
ticnl and 92% similar to COX llB of Polytomella sp. Both C. 
rdnharcltii nncl Polytomclla sp. are therefore likely to use two 
genes to codc for COX 11. 

Claning tite cax2a Gene fram Polytamclla sp. and C. rcÍll· 
hardtii-To clone the gene that encoded the N-terminal region 
of COX 11, nestcd PCR wns performed with primers derivad 
from the major N-tern1inal sequence obtained from the protein 1 

nnd interna! sequences (KAIGHQWYW nnd PSFALLYS) were 
conserved nmong COX 11 proteins. Using Polytomella sp. cDNA 
ns n templnte, n 250-nt PCR product wns obtnined thnt exhib
ited similmity with other cox2 genes. The full-length cDNA, 
obtnined using 5'- nnd 3'-RACE <Fig. ll, contnined nn open 
reading frame of 816 nt prcdicted to encocle a protein of 271 
amino ncids including thc scqucncc EAPVAWQLGF dctcr
mined for thc N terminus of the 18.6-kDn polypcptide. This 
gene wns nnmed co.t2a, sincc it cncoded the N-tcrminnl portian 
of the COX 11 protcin <COX IIA). 

The N torminus uf the mnture Polytomclla sp. COX IlA 
protoin, dcrivcd from dircct scquencing, corresponded to Glu-
131 of thc predictcd sequence, indicnting that this protein 
contnins u mitochondriul tnrgcting scqucnco of 130 an1ino nc
ids. Thc mature protein is predictcd to be 141 amino ncids long 
nnd to contnin t\vo putntivc trnnsmentbrnne stl'etchcs, from 
llc-28 to Thr-48 nnd from Vnl-69 to Lcu-89, ancl thc highly 
conservecl sequence GHQWYWSY present in ali sequences of 
COX II subunits known to cinte CFig. 2>. The sequence from 
Glu-131 to Glu-246 was homologous with the N-terminnl por
tian of mnny COX 11 protcins. This scquence wm; most sin1ilnr 
to COX 11 from thu alga P. wiclwrhamii. The COX JIA protein 
contnincd a C-tcrminnl 20-nmino acid rcgion. lncking similnr
ity to conventional COX JI proteins, that had a high density of 
chnrgcd amino aci<ls. 

Primers corresponding to the 5' ancl 3' ends of the cox2a 
cDNA sequence of Polytomclla sp. were used to nmplify a por
tion of the cox2a nuclear gene from total DNA. This 1773-nt 
PCR product wns cloned nnd sequenced. The genomic cox2a 
geno contnined 6 introns, rnnging in size fron1 84 to 136 nt. 

The Polytomella sp. cox2a cDNA wns used to isolntc a partial 
cDNA clone ofcox2a from 11 C. reinhardlii cDNA librnry. The 
complete sequcnce of C. reinhardtii cox2a was obtnincd by 
5'-RACE <Fig. ll. Thc C. reinlwrdtii r:ox2a cDNA contained n 
5'- untrnnslated region of30 nt, an open rcading frame of855 
nt, oncoding n protein of 284 nmino acids, nnd a 3'-untrans
lated region of 201 nt. 'l'ho prcdicted C. reinhardtii COX llA 
mnture polypeptide exhibitecl 72'7e identity and 81% similnrity 
with the scqucnce predicted for the COX llA protcin from 
Polytomella sp. (Fig. 2). The gene suquence prudicts nn exten
sion of 21 residuos at the O-terminal end thnt lncked homology 
to COX 11 proteins but that wns highly similnr to the extcnsion 
predicted by the cox2a gene from Polytomella sp. 

Tlw cux2a ami r:ox2b Genes o{ Polytomclla sp. ami C. rei11· 
hardtii Are Nuclear-lucalized. Single-copy Genes-Thc nuclear 
location of both cox2a nnd cox2b was confirmecl by Southern 
nnnlysis. Atlm· electrophoresis of Po/ytomella sp. total DNA 
through ngnrose gels, the mtDNA wns cletected ns n discreto 
bancl below the bulk of the nuclear DNA (Fig. 3A, lefl panel>. 
This wns confirmed with a coxl gene probe (27) thnt hybridized 
with the mtDNA nnd n /3-tubulin gene probe (30l thnt hybrid
izccl with the nuclear DNA (Fig. 3A, /efl panel). The cox2a and 
cox2b genes of Polytomclla sp. hybridized with the mnjor DNA 
frnction ancl not with the mtDNA bond, confirming their nu
clear locnlizntion. A similar nnnlysis wns cnrricd out with total 
DNA from C. reilzhardtii using a coxl gene probe that hybrid
ized with the mtDNA (3ll nnd n cytochrome e gene probe (32) 
thnt hybridized with the nuclear DNA (Fig. 3A, left panel). 
'l'hose results confirmed that the cox2a nnd cox2b genes were 
nlso nuclcar-encoded in C. reinlzardtii. 

To dctcrn1inc whcthcr cox2a nnd cux2b wcrc prcscnt as sin
gle-copy genes in the genomas of Polytome/la sp. and C. rein· 

l'2Io 
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cr MLROSGLSANKLFCSNLLQSOQKEGNKLVWNAMLFSSKAEGSAVQOVVASEGVAQAVPOF 60 
MLAQRISSGNSLQCG--------··'KYMWNMQHGSKNIATVSETVQASTAAPEVGAQF 49 P• 

so 
E'W - - • • .. • • • ------· - -- - • •• - ........... _ - .. ~'- .... · ............................................. .. 

Vu " - " - - • - - ·-- ·- -- -- - - • • ----···- - - • • • •• • ------- - • -· • --HPNIGSEGF 9 . : ..... 
cr SSEAAAALAAKRRGLIGSGMSLAPSKPFAARGLTSAAKPAAAAAAGAAEAAOPADKYAGL 120 
Ps SFKSASAMASKKQNVVGSGLSLASROTFSG-SFAABAPSGJIRAIATQABAKAQTETSS·I 107 
So .................................................................................................................... . 
l'w - - ................ --- - ............ - .... - - ............................... - ...... - - .................... - - ..... .. 
Vu AFSSFLSTVNKNSRMIN·-·····-···----·-··FSSCLKTPVKPEOIAANPVILKHT 50 

Cr 
P• 
So 
Pw 
Vu 

KKVLKAAAALAAALGLTTTTM.A?SPQPWQLLFQDTATSTAQAMIDLHHDIFFFLI'l'VVT 
KKFIKAAAAVVAALGLTAGTASABAPVAWQLGPQDSATSQAQAAPDLHHDIFFFIJLNTVV 
.................... MISMVWNMCNVRADAPMAWOKLFQOPATSNMEGIVDLHADICFFLIVlLV 
--·---MKFLLFAYALIPFVSFSDAPEAWQIGFQDPATPIMQGLIDLHHDIQFFLIAVLV 
TELBKIPRALRWMCGGFPAIALCDAPEPWQLGFQDAATPIMQGIMDLHHDIFFFLVQILV 

: . 

lBO 
167 
so 
54 
110 

Cr L\fFYMMFQ IITKFHYSKVLKPEKLTllHTTMEVIWTIIPTLIVVMIA r PSLTf.IYSLDQHT 24 o 
P• LVFYFLYHIATKFHYTKQALPEKLTHHTAIEVIWTVIPTIIVVLIAIPSLTLVYAIOSHN 227 
So LVLWLOARILVSFHHNLQPVPERFNHHTSLELVWAILPSVIVTLIALPSLSLVYTYDDLV 110 
Pw FVVWMVSRALYLFHYTRNPLPEKI IHGTLIEIVWTITPSLILIFIAVPSFALLYSLO-EV 113 
Vu FVLWVl.SRALWCFRSKISPI PQRIVHGTTIEILWTILPSIILMFIJ\IPSF1'LLYSMODVV 170 . : 

Cr ERPOLTVKIIGRQWYWSYEMHO QHKLL-DPDRLVGIAEKALV 
P• DKPGLTVKVIGRQWYWSYEMHD QllKLL-DADRLVAIAEKTIT 

299 
2B6 

So SKPALTVKVTGRQWYWSYAMNE QMNLSOOAKDLLLQS--------------------· 149 
Pw VDPAVTIKAIGHQWYWSYEYSDY-······----············-SIADDQ·-·--·· 142 
Vu VDPAITIKAIGllQWYWSYEYSDY· • - • • • • - - - - • • - ·- - - - • • • • -NNSOEQ·•. - - - • 199 

•:•;••••···· ::• ••:••• 

Cr PSFRAELK.DRI KNALLSKVPASVP IS FDSYMLT • - EVQPGQLRVLEVDERLVLPTtlTL 3 5 7 
Ps PSFRAELK.DKLKAALLSKVPASQPIQY DSYMVT·-DVQPGQLRMLEVDERLVLPTNTL 344 
So - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - • - - - - • - - - - - • - - • - - - - - - -
Pw ----·--------·--···----·-SIAFDSYMIPDDDLELGQYRLLBVDNRVVVPVDTH 177 
VIJ ···-----·--·-··-···------SLAFDSYMVPEDDLBLGQLRLLEVDNRVVVPAKTH 234 ............ :• ............ ... •••••: :•:: ........ •:•:• 

Cr IRLLVTASDVLHSHAVPALGVKMDAVPGRLNQVWMSINREGVFYGQCSELCGANHSFMPI 417 
Ps VRLLVTASDVIHSWAVPSLGIKHDAIPGRLNQIWLTINREGVFYGQCSEICGANHSFMPI 404 
So - - • - - - - - - - - -- - - -- - - - - - - - - -- .... - - - - .. -- - -- - -- • -- - ....... - ... ·-- -- .. 
Pw IRVIITAADVLHSWAIPSLGVKCDAVPGRLNQIPMFIKREGVFYGQCSELCGTNHAFMPI 237 
VU LRVLITSAOVLllSWAVPSLGVKCDAVPGRLNQISTPIQRBGVYYGQCSBICGTNHAFMPI 294 

Cr VVEAISPRQFLTEYVKKWIS· 437 
Fs VVEAISPRAFLTEYVKKWIQ- 424 
So ---------------------Pw VVBAVSLENYISWVSNKLEEL 25B 
vu VVEAVSTKDYGSWVSNOIO-- 313 
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l•'JG. 2. Scqucncc compm•ison of COX 11, COX IIA, nnd COX llll polypcptidcs. Shown nro thc sequenccs ol'COX 11 of P. wickerlramii !Pw), 
\'ig11a unguicu/crta (Vu), nnd S. obliquus (Sol. Also shown uro COX llA nnd COX Illl ofC. rei11harcltii (Gr), nnd Po/ytomella sp. (Ps). A b/ack bar 
indicntcs the cnd ofthe COX llA protcin ofC. reinharcltii nnd Pulytomella sp. nnd thc N tcrminus ofthe COX llB protein. An asterisk denotes an 
identicnl nmino ncicl, nnd n colu11 inclicntcs n similar mnino acid. 'rhe 20·nmino ocid extension nt their C terminus ofCOX UA nnd the 42~mnino 
ncid cxtcnsion nt thc N terminus of COX JJB nrc boxerl. 'l'hcsc uniquc cxtcnsions of COX HA nnd COX IIB nrc hypothcsizcd to intcrnct for the 
nsscmbly ofthc two COX 11 suhunits in tlm cytochromcc oxidnso complcx. Thc putntivc trnnsmcmbrnnc stretchcs ore indicated withinl(ray bo:ces. 
'l'hc blach triang/I! indicntes the N tcrminus of thc mnturc COX HA thnt wns detcrmincd for Polytomella sp. 'l'hc highly conscrved COX 11 rcgions 
G<HIH)Q\VY\VSY prest.>nt within COX IIA nnd GQCSE(UL}CG prcscnt within COX IIB nrc tmclerlinccl. Numbcr.~ indicnte the lnst amino ncid for 
cnch protein. 

hardtii, nclditional Southcrn blot nnnlyscs werc performed. 
Single hybridizntion bands were obtnined for the cox2a nnd 
cox2b genes of Polytomella sp. and C. reinltardtii with scvernl 
restriction enzymcs (fig. 3, panel B nnd clntn not shown}. This 
suggestccl thnt both genes \\•ere prcscnt in only onc copy in 
thoir respective gcnomes. 

The expression of cox2a nncl cox2b of Polytomella sp. nnd C. 
reinhardtii wns exnmincd by Northcrn nnnlyses. Probes de
J'ivecl from the cox2a nncl cnx2b genes hybriclizecl to inclcpcnd
ent trnnscripts of sizes consistcmt with thc corrcsponding 
cDNA sequenccs for both nlgne <Fig. 3, panel Cl. The presencc 
of a lntger, n1ntu1·c tmnscript that could suggest n tmnspliced 

product wns not observed in any cuse. The cox2b gene of Poly
tomella sp. exhibited n double bnnd. Sincc thc genomic se
quence ofthis cox2b gene contnined three putativo polyndenyl
ntion sitcs in thc 3'-noncoding rcgion, it is possiblc thnt these 
bands correspond to mRNAs that havc different siles of 
polyadenylation. 

There is a significnnt bins in codon usage in thcse genera of 
algne (30), nncl this bias differs bctween mitochondrial nnd 
nuclear genes 04). Annlysis of the codon usage far the cox2a 
nnd cox2b genes of Polytomella sp. and C. reinhardtii indicnted 
thnt the codon usnge was consisten! with their nuclear locnl
ization (data not shown). In addition, the conserved poly-

l21 
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A Po/y/omella spp 

B 
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Fm. 3. 'J'hc co.t.·2a nnd cox2b genes nrc slnglc-co1>y, nuclcnr· 
locnlizcd, nnd functionnlly cxprcssl•d in Chlumydomonud ulgnc. 
A, nuclenr locnlizntion of thc cox.2a nnd cox2b genes. 'fhirty µg of totnl 
DNA from Polytonwlla sp. (/e'{/ panel> or C. rcinharcilii (right panel) wns 
t•lcctrophon•sed through a O,?<;í, ngnrose gel. 'l'ho fir.st la11cH (ONA) of 
both parids nrc photog-1·ophs of thc ethidium bromide-stnincd snmplc 
nft.cr clcctrophorcsis. Thc positions of the nuclear DNA (nu) and 
mtDNA <mtl ore shown Uy arrorvs. 'l'hc rumnining Janes show nutoru· 
diog'l'nms ufiul' Sout)mrn unu)ysis. The l<!fl panel shows Polytnmdla sp. 
DNA hybridizcd with probus far mtDNA·encodcd Polytomr.dla sp. coxl 
lsL•cond /ww), nucll'ar DNA-uncmlcd Polytomella a¡:i/is {:1-tubulin 
(1'ubBJ, third /anl'), nnd Pulytome//n HJ>. cux2a (fuurth leme» nnd co.,·2b 
lcox2b. fif\h /at1el genes. Tlw riglit µa11d 1:1hows SouthL•rn unnlyst.•s ofthc 
C. reinlwrdtii DNA hybridized with mtDNA-cncocll.'d L'. rí'iulwrdtii 
cuxl (Hl'l'ond lrut1•), nuc!Pnr DNA·l'llCOdl'd cvtochronw <'uf C. rcinlinrdtii 
(C\'c, third lruw), nnd C. rein!tardtii co.~2o 1fourth /a11l') nnd l'ox2b 
(c,;x2b, lillh lw1d gmws. IJ, cox2a nnd c·o.\' 2b l\l'l' sinHll•-copy genes. 'l'otnl 
DNA from l'olytomclla !->p. C/1·/~I wus digt.•sled with EcoH\' t/rwr/) or 
l,l'ull <lallL' 2) for cox2a nnd h.'cnHV Clmw/) or EcoH.I (/ww 2) lbr cnx2b. 
Total DNA from C. rei11/wrdtii {right) wns digested with K¡mI (/at1el) 01· 

Xbcd <lane2J for c:ox2a und Kpnl (/eme 1) or J/indlll (/anc2} for <:ox2b. 
Shown nre nutorndiograms uf thc Southern blot unulysl':-J of the re· 
strictecl DNAs hylJridized with probcs for co.~a or cox2b. C. Northcrn 
blol annlysis. Shown nre nulorndiogrnms of'Northern blots oftotnl H.NA 
isolntcd from Polytumella sp. (/e{/ l or C. reinhardtii (right) hybridizcd 
with probes spccific far c·ox2cr nnd cox2b genes from Polytomclla sp. nml 
C. rl'inlwrdtii. 'rhe siws cnlculatcd for lhc hybriclizing UNAs nrc indi~ 
cntcd to the lcfl:. of thc nutomdiogrnms. b¡J. bnsl' pnirs. 

ndenylntion sib'tlnls TGTAA (33), prcscnt in the vnst mnjority of 
nuclear genes in thc Ch1nmydomonnd fnn1ily, wcre present nt 
the 3' cmds of the cDNA scquences of cox2a ancl cox2b for both 
algne. 

Two COX /l Po/ypepticles Are Presen/ i11 Po/ytomella sp. 
Cytochrome e Oxidase-Since the primary protcin sequences 
clerivcd from thc 18.6-kDn region of a polyacrylnmide gel cor
responded to the prcdicted amino acid sequences of both COX 
llA and COX llll from Polytomella sp., it is likely thnt this 
rcgion of the gel contained both subunits. To confirm thnt 
Polytomella sp. contained two independent COX 11 polypep
tidcs, thc purified cytochrome e oxidase complex of this nlga 
was subjectcd to mntrix-nssisted lnscr desorption-time of flight 
mnss spcctrometry nnnlysis. The complex contnined two major 

TADI.E 1 
/.fass spcctromctry analysis ofthe tryptic fragments obtained from tlte 

COX /JB subwiit of Polytomella sp 
1'he experimental values wcre obtained by mAtrix·assisted lnser de

sorption-time of flight muss spectrometry nnnlysis of tryptic digcstion 
frngments of COX IIB purificd by reverse trnnscription-HPLC from 
isolnted cytochrome e oxidase. Theso musses are compnred with the 
predictcd moleculur mnsscs for thc lryptic fragmcnls from the co:r2b 
gene product. 

Sequcncc of the try¡1lic pcptidc 

AFLTEYVI< 
LVLPTNTLVU 
LNQIWLTINH 
LLV1'ASDV ... AVPSLGll< 
VPASQPJQ ... DVQPGQLH 
EGVl'YGQC ... VVI'AISl'H 

Thcorcticnl 
molecular mass 

Da 
970.12 

1125.37 
1270.48 
2106.47 
2854.18 
3141.56 

Experimcntnl 
molecular moss 

Da 
970.448 

1125.649 
1270.702 
2123.172 
2854.383 
3140.432 

polypeptides in the cxpected mnss rnnge for COX JIA nnd COX 
llB, one of 15,984 Dn (thcoreticul 16,222 Dn for mnturo COX .-----. 
llA) nnd ono of' 17,16!1 Dn (thooroticnl 17 ,219 Dn far full-length 
COX JIB). The differences between the predicted nnd observed 
mnsses are likely duo to post-trunslntionnl modifications ofthe 
proteins, The 17,169-Dn polypeptide was isoluted by reverse 
phnse-HPLC, trypsinized, and analyzed by mntrix-ussisted Ia
ser desorption-time of flight mass spectrometry nnulysis. The 
trypsin digestion products cxhibited molecular mnsses that 
wcre consistent with thc thcorcticnl n1olccu1nr mnsscs cxpectcd 
for COX llB pcptidcs ('l'able ll. 

Wo wished to determino whether COX IIB contained a cleav
nblc n1itochontlrinl-tnrgeting sequencc or ifthc novel N-tcrn1i
nnl chnrgcd domain wns prcscnt in the mnturc protein. The 
observed bnnd of 18.6 kDn (containing COX llA nnd COX llBl 
was purified from polyacrylnmide gels nnd subjected to diges-
tion by trypsin or endolysin followed by HPLC sepnration nnd 
Edman degrndntion (Fig. 41. Amino-terminal sequences were 
obtnined for nll the cndolysin C-derived frngments, except for 
the 16.0-kDn polypcptide, which exhibitccl n blockcd N termi-
nus. 'l'he scquence wns obtained from COX llB starting nt 
Asp·5 of thc full-length scqucnce (tr.vptic f'ragment DQLK). 
Thnt. the nu1ss spcctrmnetry analysis of thu tnature protein 
gnve u mnss consistcnt with nn intact N terminus suggests 
nrnture COX IIB is the full-length protein. Severul overlnpping 
sequences were obtnined for the tryptic products nnd for the 
endolysin C frngments of the protein. A total of 154 amino ncids 
out of the 294 residuos prcdicted by the cox2a nnd cox2b genes 
were identified in the 18.6-kDn rcgion ofthe gel by direct nmino 
ncid scquence nnalysis. This nnnlysis, using a different cyto-
chrome e oxidase prcpnrntion from thnt first uscd for Edmnn 
dcgradntion, confirmccl thnt Glu-131 wns the N terminus ofthe 
mnture COX llA No difference was found betwecn the pre-
dicted sequcnces and thc sequences obtnincd by Edmnn 
deb'Tlldntion. 

DlSCUSSION 

COX Il Is E11coded by Two Distinct Nuclear Genes ill the 
Algae o( the Family Chlamydomonadaceae-COX JI is con
served in cytochrome c oxidnses throughout ni! phyln. It con
stitutes the mnin core ofthe enzyme nlong with COX 1 nnd COX 
111 (34), Although thc co.>:2 gene is nbsent from the mtDNA of 
Polytomella sp., 2 thc presence of COX JI in cytochrome c oxi
dnsc from Pnlytomella sp. wns confirmed by N-terminnl nnd 
interna] amino ncid scquence analysis of polypeptides with nn 
nppnront molecular muss of 18.6 kDn from the purified com
plex. This size is consistent with a 14.5-kDn polypeptide thut 
wns identified immunochemically ns COX JI in cytochrome e 
oxidase isolnted from C. rei11harcltii (35). 

Polytomella sp, nnd C. rei11harcltii each contnin two distinct 
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N-lermlnal reglan of the Ps·COX 11 subunil (encadad by lhe cox2a gene): 

IEA p VA WQL GFQDSA TS QAOAJAFD LH H o 1 F;FF L LNTVVL 

V FY F L Y H 1 A T K'FH YTK1QA LPEK'L T H HTA 1 E VIWTVI PT 11 

V V L IAI PS LT LV YAI OS H NO K'PG L TVK'Vl_G_R'Q WYWS YE 

MHDHL QHK'L L DA O R'LVAIAE K1TIT K 
. . . . - . ' 

C·terminal .reglon of the Ps-cox 11 subu~ft (encoded'bY t,h~ C~~2b gene): 

M SAO K'D Q L iclEQ L iclA S PS FR'A EL K'D K1L K1A AL L S iclVPA 

SQP/Q YNFDS YM VTD VQPGQL R'ML EVDER'LVLP TNTL 

VR'L L VTA S D VIHS WAVP SLG 1 K1fMDAIPGR'LNQIWL TIÑJ 

~VFYGQCSE ICGAN HSFMPIVVEAISPR1AFL TEYV 

icliclw10 

!'10. ·l. Protcin scqucnco nnnlysis ofthe COX IIA und COX IJD 
polypcJ>tfdcs of J>olylomel/a sp. Shown nre the nmino ncid so
quences of COX IIA nnd COX IIB. 'l'hc polypcptidcs preacnt in the 
rcgion of the polyncrylnmicle gl'I (contnining COX IIA nnd COX IIBJ 
wuro isolutl~d nnd subjected to digcstion by trypsin or endolysin. HPLC 
sepnl'ntion, nnd Ednmn degrndntion. 'l'hu N·terminul scquunccs wcrc 
obtuhwd for the cndolysin C-dcrived frngmcnts nnd ll'yptic dige~tion 
products of the protcins. Thc nmino ncicls directly idcntified by thcse 
amino ocid sequence u11nly!:it•s nrc in /miel italic clmrnctcrs. 'I'hu rcgions 
identified by N-tcrminnl J<~dmnn degrndation nnolysis of the 18.6-kDn 
reg"ion of thc polyncrylnmide gel nrc bo.t«•tl. A totnl of 154 nmino ncids 
out oftlw 29·1 nmino ncids wci·e identificd in this nnnl.vsis. No di!forcncc 
wns found beh\'~un thc prcdictcd scqucnccs nnd thc scqucncl~S obtnined 
by Edmnn dc•grmlntion. 

nuclear genes thnt encodc two COX 1 l hmnolugs. cox2a encocles 
a protein, COX IIA. corresponding to the N-tcrminal half of a 
canonical COX 11. cox2b encades u protein, COX IIB, corrc
sponding to thc C-tcrminnl half uf a canonical COX II. The 
cox2a and cox2b genes from Polytomella sp. nnd C. rt'inhardlii 
wcre shown to be nuclear-localized by Southcrn hybridization 
annlyses. These genes also displnyed other fcatures typical of 
nuclenr genes in Chlnmydomonnd nlgac: a biased coclon usnge, 
introns in the gonomic sequences, nnd n TGTAA polyndcnyl
ation signnl. 

COX IIA and IIB wcre unresolved by SDS-polyacrylnmide 
gel clcctrophorcsis and migrated with an npparent molecular 
mass of 18.6 kDn. 1\fnss spectromctry nnd tcvcrse phuso HPLC 
annlyscs confirmed that distinct COX IIA nnd IIB protcins 
mdsted in thc pul'ified cytochrome e oxidase of Po/ylomella sp. 
The COX IIB polypeptidc may hm•c a blocked N tcrminus 
(l\1SADI<DQLJ, since only the mnjor N-tcrminal scquence 
EAPVAWQLGF afCOX IIA was detectcd by direct N-terminnl 
sequcnce analysis of the 18.6-kDa polypeptide. 

COX /JA a11d IJB llave Bec11 Adapted to Facilita/e lmport 
in/o Mitocho11dria-Most nuclear-encocled mitochondrial pro
tcins contnin a n1itochondrinl targeting sequence thnt dirccts 
the impo1·t of the protein intu n1itochondrin. Such sequences 
hnvc becn identificd in the nuclear-cncoded cox2 genes frotn 
cowpca (7J and soybean (8). The predicted full-lcngth COX IIA 
protcins each has a mitochonclrial targeting sequence of 130 
nmino ncids, sincc the ninino ncicl scqucncc obtained for the 
mnture Po/y/omella sp. COX IIA commencos at Glu-131 ofthe 
predictcd polypepticlc. These sm¡uimces are 37':>.· idcnticnl (Fig. 
2). The COX 111 proteins from thcsc organisms also contain 
unusuaJly long(> 100 mnino ncidsJ 1nitocl1ondrinl·tnrgeting se
quences (14). lt is possible that during import into mitochon
dria thc turgeting soquonces may uct ns chnperoncs for the 
import of the COX subunits nnd the assembly of the enzyme 
complcx. Alternatively, after cleavnge they mny be maintained 

ns components of the cytochrome e oxidase complex, as was 
observcd with the tnrgeting sequence of the Rieske subunit of 
beef henrt mitochondrinl cytochrome bc1 complex (36). 

In contrnst to COX IIA, the COX JIB proteins lnck a canon
ical, cleavable, mitochondrial-targcting scquence, since thc 
COX IIB sequcnce wns obtained starting nt Asp-5 of the full
length sequence (Fig. 4). Additionnlly, mnss spectrometry annl
ysis of the mature protein gave a mass consistent with an 
intnct N tern1inus. However, the N·terminnl 43 amino ncids in 
both predicted COX IIB proteins show no similarity with other 
known COX II sequenccs and contnins a high density of 
charged residues. 'fhe numerous negntively chnrged amino 
acids are not consistent with n mitochondrial-targeting sc
quence, normnlly chnractcrizcd by a paucity of acidic residues 
and nbundancc of basic rcsidues (37). It is possible thnt the 
43-amino acid stretch may function as a nonclenvablc mito
choadrial-targeting sequence. The N-terminnl l'l!gion of Palyto
mella sp. COX II B possesses a positively charged amphiphilic 
n-holix from position 19 to 44 with a high hydrophobic momcnt 
(µI-1 rnnging from 5.98 to 7.42) aad 11 very hydrophobic face 
(maximum hydrophobicity rnnging from 3.55 to 6.35). Simi
larly, thc N-terminal rcgion of C. rci11/mrdtii COX IIB pos
sesscs a puta ti ve amphiphilic helix from resiclues 14 to 32, with 
µll rnnging from 7 .93 to 8.92 and a hydrophobic fnce (maxi
mum hydrophobicity rnnging from 4.70 to 6.44). The nmpbiphi
licity is esscntial for the functian of n mitochondrial targeting 
sequence (.38). Alternatively, there may be no conventional 
N-tcrminnl, clenvablu mitochondrin] tnrgeting scquence, as in 
eukaryotic cytochrome c. Like COX IJB, cytochrome e is im
ported into the inner membrana space, but 11 minimum lcngth 
of N-torn1innl region rnthor than a specific sequence is nccos
sary for efficient mitochondrinl import (39). 

'fhe highest average hyclrophobicity over 60-80 amino acids 
of a polypeptide chain (tcrmcd mcsohydrophobicity, or mesoHJ 
along with the maximum local hydrophobicity ( <H> J of likely 
trnnsmcmbranc segnumts nre usefu1 indicntors of the likcli
hood that a protein could be imported into the mitochondrion 
(23). Both Palytomella sp. and C. reinhardtii mature COX IJA 
protcins. despito their t\\'O trnnsmcmbrnno domnins, exhibited 
<H> und mesoH pattcrns significantly lowor thnn mtDNA
cncodcd COX II polypeptides from othcr organisms but still 
higher than most protcias imported into mitochondria (data 
not shownl. The nuclear-encoded COX IJ proteins frmn legumes 
were nlso lcss hyclrophobic than thoir mtDNA-encoded coun
terparts and more similar to thc COX JIA protcins of the 
Chlamyclomonnd algae. 

The low hydmphobicity parnmeters exhibited by the COX 
JIB protcins may also fncilitate their import in to mitochondria. 
These protcins contain no trnnsmembrane stretches, exhibit 
very low <I-1> and mesaH values, and are prcdicted to be 
imported readily into mitochondria (data not shownJ. 

A.•sembly o( COX IIA a11d COX IIB in Cytochromc e O.ti
dasc-The normal COX JI subunit exhibits two transmem
brnnc stretches and a hydrophilic region containing the con
sensus copper binding site. Wc prcdict that the two mature 
Chlamydomonnd COX 11 polypeptides woulcl assemble to give n 
heterodimeric COX II with an overall structuro similor to that 
dcterminecl by x-rny crystallogrnphy ofthe bacteria! nnd mam
malinn monomeric COX 11 subunits (28, 40). 

Hydropnthy profile rurnlysis prcdicted two transmembrane 
strctches for thc COX IIA polypcptidcs from both algae (datn 
not shown), similar to convcntional COX II protcins. In addi
tion, both contain a e-terminal 20-amino acid region thnt has a 
high dcnsity of' charged amino acids and is not homalogous to 
known COX II proteins. The two COX IIB polypeptides contain 
a 42-nmino ncid extension nt tbeir N terminus that also exhib-
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COX Il A COX II B 

+ 

• 

l'IG. 5. l\lodcl of thc internction of COX llA with COX llB to 
form thc hctcroclimcric COX JI uf Chlumydomonnd nlguc. A 
thrl!e·dimensionnl structun! of Po/ytumdla sp. COX HA nnd COX llB 
wus modcled with SWISS-1\lODEL buscd upon the three·dimcnsionnl 
structurc of COX Il from thc bovinc cnzyme (28). This model propases 
nn interuction betwcun the unique COX IIA C-terminnl domnin nnd the 
highly clull'gcd COX llB N-tcrminnl domnin. \Ve hypothesizc thnt thc 
loop formed by thc interuction of thc N-terminnl nnd C-tcrminul oxten
sions is importnnt far the propcr nssl'mbly of the two COX JI subunits 
in c.vtochromc e uxiclnsu in tlm mitochondrinl inner mmnbrnnc. 

its n high clensity uf chnrged nill'no ncicls nnd that is also not 
homologous to known COX 11 protcins. We propase thnt thc 
C-tcrminnl cxtcnsion ofCOX JIA interncts with the N-tcrJllinnl 
cxtcnsion of thc COX IIB protcin. This internction may stnbi
lize the two COX 11 subunits in thc cytochromc e oxidase 
complex Wig. 5). According to this model, the extra loop formecl 
by the internction ofthc N-terminnl ami C-terminnl cxtensions 
is topolob•ically clistnnt from the sito of intornction of soluble 
cytochrome e with the COX IIB subunit. 

Bvulutiunary Consicleralions-The trnnsfer of cox2 genes 
froJll the mitochondria to the nucleus in the Chlnmydomonocl 
nlgnu sntisfics many ofthe critcrin proposcd by Brnnnickc et al. 
(41) nnd Clnros <'/al. f42) for this evcnt: ncquisition of n regían 
encoding n mitochonclrinl-targcting sequcncc (nt lcast far 
cox2a ), alterad coclon usage, ocquisition of a polyodenylotion 
signa(, und climinishccl <H> nnd mcsoJI of thc protein prod
ucts. In adclition, any mitochondrial cox2 genes thnt presum
ably existecl hnvc been eliminotecl, suggesting thnt this trnns
fer occurred early in cvolution. 

Therc nre 8evcrnl precedcnts far n1itochondriol genes being 

split in to two. The mitochondrial nadl genes of Tetrahymena 
pyriformis and J'aramecium aurelia (43) and raposeed mito
chondrinl gene encoding a homologue of the bacteria( protein 
Ccll (44) have also been dividecl into two indepenc!ently trnn
scribed reading frames, although retained on the mtDNA. 

lt is possiblo thnt in sorne organisn1s the transfer of cox2a 
and cox2b to the nucleus is ongoing, ns in son1e legumcs, or hns 
been nrrested at nn intermedio te stnge. co:tl, cox2 1 nnd cox3 
wero prosent in the mtDNA of the Chlorophycean alga 
Scenede . .nws obliq1111s (45, 46). Howcvcr, thc cox2 gene wns 
truncated and wns preclictccl to be a pscuclogcnc. The putative 
Scenedesmu.< COX JI protcin cxhibits high similarity with COX 
IIA from Polytomella sp. ancl C. reinhardtii (Fig. 2), although it 
lacks a mitochondrial-targcting sequcncc, ns would be cxpccted 
for a mtDNA-encodcd protein. Thc C-terminal region of the 
Scenedesmus COX II is also similar to the uniquc C-tcrminnl 
regions of COX IIA of J'olytomella sp. and C. reinhardtii. \Ve 
suggest thnt the mitochondrial cox2 gene from S. obliquus is 
likely to be an active cox2a gene nncl thnt the missing frngment 
of the gene <i.e. co:c2b) has been transferred to the nucleus. 

'l'he gene conteat and fragmcntation pattern ofthe ribosomnl 
RNA genes on the mtDNA of S. ubliq1111s suggest that this 
n1itochondrinl genmno roprosents nn intcr1nedinte stnge bc
tween the Protolheca-like green algae and the Chlamydoma· 
nas-like green ulgne (45). S. nbliq11us may represcnt a stnge of 
green algnl cvolution in which the cux2b gene lencoding far n 
highly hydrophilic polypeptide) has bccm trnnsforrccl to the 
nuclous, wherens the cox2a gene (encoding n more hydrophobic 
polypcptidc) is rctnined in thc mitnchondrinl genoma. Sincc the 
mitochonddal gcnetic codo uf S. oblic¡u11s has clivergcd from thc 
standard gcnctic codo (45, 46), it is likcly that thc cox2a geno 
hns becn rctained on the mtDNA since it coulcl not be function
nlly trnnsfcrrcd to the nuclcus in its currcnt form. \Ve hypoth
esizc that two indcpendcnt cox2a und co.'(2b genes cxisted in 
thc mitochondrinl gcnomc of thc common nnccstor of Chlamy
domonnd aJgae and thnt thesc genes wcrc trnnsfcrred from thc 
mitochonclrin to thc nucleus bofare tho scpnrntion of the color
loss gencrn of Polytomella from thc main photosynthetic line
nge of Chlamydomonas. 

The functionnl trnnsfor of intnct cox2 genes to the nucleus 
has becn reportcd in dctail for members ofthc legumc subfnm
ily Papilionoiclcac (7, 8. 9). Our nnnlysis of the Chlnmyclomonod 
cox2a nncl cnx2b genes suggests thnt thc division of the mito· 
chondriul cox2 gonc into two nuclear genes that encocle two 
independent proteins is nn evolutionnry cvent unrelnted to the 
functional gene transfer of intnct mitochondrial co.t2 genes to 
thc nucleus in sorne legumes. 

A nmnbcr of orgnnisms, pnrticularly protists, hnve mitochon· 
clrinl gcnomes that lack the cox2 gene, including tho npicom
plexnn protozoan Plasmndillm falciparum (47) and thc Chiara· 
phyte nlgn Pcdiuo111011as 111i11or ( 1 l, whose mtDNA has been 
sequenccd. It is likely that these orgonisms hnve transferred 
their co.~2 genes to the nucleus nnd thnt, in the green nlgn J'. 
minor, this hns nlso in volved thc trnnsfer of co.t2a nnd cox2b to 
the nucleus. Further nnalyses of such orgnnisms will determine 
whether thc process outlined here hns an evolutionnry lineagc 
outside of the Chlorophytn. 

'rhe prcscnt work highlights n novel strntegy utilizecl by 
sorne Chlorophyte nlgnc that nllowcd functional trnnsfer of n 
mitochonddnl gene to the nucleus. This strntegy hns nllowed 
the functional trnnsfer to the nucleus of n mitochondrinl gene 
encoding nn essential, hydrophobic subunit of n crucial respi
rntory complex. lt is remnrknble thnt a protein with such 
specific functional requircments (c.g. n cytochrome e clocking 
site, bincling site for metnls involvcd in cntnlysisl should hnvc 
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evolved into two components containing added domains that 
maintnin the nbility of the protein to pcrform its roles. 
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Artículo publicado 

Unusual location of a mitochondrial gene: subunit 111 of 

cytochrome e oxidase is encoded in the nucleus of 

Chlamydomonad algae. 
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Unusual Location of a Mitochondrial Gene 
SUBUNIT III OF CYTOCHROME e OXIDASE IS ENCODED IN THE NUCLEUS OF CHLAMYDOMONAD ALGAE* 
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The algue ol' the fumily Chl11mydomon11daceuc luck thc 
gene co.\·3 thut encades subunit III of cytoch1·ome e oxi
dase in their mitochondrial gcnomcs. 'l'his observation 
has ruiscd tite question of wltether this subunit is pres
cnt in cytochromc e oxidase or 'vhethcr thc correspond .. 
ing gene is locuted in tite nucleus. Cytochro1nc e oxidusc 
wus isolnted from thc colorlcss chlumydomonud Polyto· 
111ellct spp., and the existence of subunit 111 \VUH cstuh· 
lished by immunoblotting unnlysis witlt un untibody di· 
rectcd ugainst Snccliaro111yce.o; <-'crevisit1e subunit 111. 
Buscd purtly upon tite N-terminul sequence of this sub· 
unit, oligodeoxynuclcoticles wcre designed nnd uscd for 
polymcruse chuin rcnction a1nplification, und the resuJt .. 
ing product \Vas used to scrcen u cDNA library of 
Chlu111yclo111011as reinlianltii. 'l'hc com1>lete scquenccH of' 
the co:r:l cDNAs from Polytome/la spt>• nnd C. rei11/iardtii 
are reported. Evidencc is provided thut tite genes for 
cox3 urc encocled by nuclear DNA, und tite prcdictcd 
polypeptides cxhibit diminisltecl pltysicul construints 
for import as compurcd with mitochondrinl-DNA en· 
coded homologs. 'l'his indica tes that transfor ofthis gene 
to the nucleus occurred before Polytumel/a diverged 
from the photosynthetic Clllnm;)•clomo11as lineage mu! 
thut this transfer muy havc occurrcd in ali chlurnydo· 
monad algac. 

Mitochondrial cytochromo e oxidnso <EC 1.9.3.1 ), the termi
nal componont of tho respirutory chain, is an oligomoric mmn· 
bruno protein complex of 10-13 aubunits that contnins four 
rcdox componcnts: n binuclenr ccntcr CuA, heme a, hcn1e a;1, 

nnd Cu 11 • Tho trnnsfor of clcctrons from reduced cytochromc e 
to molecular oxygen is coupled to proton trnnslocntion from the 
tnatrix to the inter1nmnbrune spnce. In n10st eukaryotic ccHs, 
the three largest subunits ofcytochromc e oxidnse (COX I, COX 
Il, ancl COX 111) are encoded by thc mitochondrinl DNA 
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tisenwnt .. in uccordnnco with 18 U.S.C. Scction 1734 solcly to indicute 
this fnct. 

Tlze nuch~otic/C' seqm•nc(~(fd re¡wrted i11 tliis papcr has bccn submitted 
to tlu• G(!llBanh,.M/E:B/ Data Banll uiith accessicm 11umber(s)AF2:J3514 
aml AF233515. 

l\ 'l'o whom correspondence should bo nddrcssed: Dept. de Genética 
Molcculur, lm~lituto de Fisiología Celulnr, Univcnddnd Nncionnl Au· 
tónomu de l\léxico, Apurtndo Postnl 70·243, 04510, D.J+\ Mexico. 'fcl.: 
525·622-5620; I•'nx: 525-622-5611; E·muil: dhulphcn@ifisiol.unnm.mx. 

(mtDNAJ1 nnd aro synthesized insidc the orgnnello (!). These 
subunita ore homologous to the threo majar polypeptides of 
bncterinl cytochromo e oxidases. Thero are strong similnrities 
in tho primnry, aecondnry, nnd tertiary structuros of these 
subunita, ns cvidonced by tho x-ray crystnllographic modela of 
cytochromo e oxidases from Paracoccus denitri[iccms and bo· 
vine mitochonclrin (2, 3). In nddition, a variable set of nuclear· 
oncodcd subunits thnt exhibit either no trnnsmembrane stretch 
or n single trnnsmmnbrnne stretch nre synthesizcd in the cy· 
toplasm ami importad into mitochondrin (4J. 

A striking cxnmple of simplicity. in sizo and composition, is 
tho 15.8-kilobnse linear, double-strnnded mtDNA from the 
green nlgn Chlamydomonas reinhardtii. This compact nnd 
highly divcrged mitochondrinl gcnomo hns beon entiroly se· 
quunced (5), Scvcrnl genes thnt encocle e.ssentinl componcnts of 
oxidative phosphorylution thnt are usunlly found in mitochon· 
cirial genomcs are nbsent in this mtDNA: nac/3 und nac/4L 
(encoding subunits 3 and 4L of NADH·ubiquinol oxidorccluc· 
tase), <·ox2 and cox3 (cncoding COX JI und COX 1111, nncl atp6 
und atpB (l•ncocling subunits a and A6f, ofthe F 0 portion uf A'l'P 
synthnsel. 'I'hese genes aro also absent in the mtDNAs of the 
closely rolated nlgnc Ch/amydomo11C1s smithii !6), Ch/amydo· 
rnunas eugametos (7). Ch/amydomonas rnoewussii (8), nnd 
Ch/orogunium e/a11gatwn (9). The absoncc of this sot of genes 
secms to be a common fenture of thc nlgno from tho fomily 
Chlamydomonaclaceno and suggests thnt the complexes that 
participute in oxidntivc phosphorylntion lack somo of their 
clnssicnl polypcptide constitucnts or thnt the corrcsponding 
genes were trnnsforred to the nuclcus. 

'l'hc alguo of the colorlcss genus Polytomclla nrc members of 
the fmnily Chlamydomonndacene (10) that divorgcd from tho 
Ch/0111ydomonas lincnge by losing both thc cell wnll nnd thc 
photosynthctic nppnrntus (11), Tite clase rclntionship betweon 
the genern Polytomclla nnd Ch/amydom011as is supportod by 
numerous morphologicnl (10, 12), moloculnr gcnotic (13--161, 
and biochemicnl (17) studies. This colorless nlgn has been used 
to chnrncterizo tho mitochonclrinl complexos of the chl11mydo-
1nonnd nlgne. becnuso thero is no interfürence by thylakoid 
componcnts 01· by thc ccll wall during purificntion (17. 18). In 
the experiments described below, wc roport thc isolntion of nn 
active, cynnido-sensitive cytochrome e oxidase from Po/yto· 
mella spp. thnt contnins COX 111. 'rhe corresponding cDNAs of 

1 Thc nbbrcviutions used nre: mtDNA. mitochondrfol DNA; Cr-COX 
Ill, cytochrome e oxidase subunit 111 protcin from C. reinlwrdtii; me· 
soH, mcsohydrophobicity; MTS, mitochondrinl turgoting sequencc: 
PCR, polymcrusc chuin renction; Ps·COX lll, cytochrome e oxidoso 
subunit 111 protcin from Polytomella spp.¡ RACE, rnpid nmplificntion of 
cDNA ends¡ <H>, mcnn hydrophobicity of a sequencc segment; µ.H, 
hydtophobic momcnt. 
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cox3 were cloned nnd sequenced from both Polytomella spp. and 
C. rei11hardtii. Evidcnce is provided that in these algae, this 
geno is not Jocalized in the mitochondrial genomc but in the 
nuclear genome. 'l'his contrasts with the locntion in the major
ity of euknryotes. To our knowledge, this is the first exnmplc uf 
a co.t3 genu that is found in the nuclear genomc. Thercforc, our 
dntn indicntcd that the trnnsfcr of the cox3 gene occurrod 
befara tho genus Polytomella cliverged from the Chlamydomo-
11as linenge nnd thnt such trnnsfer is a common füature of the 
Chlnmydomonadacene fomily. The results nlso show thnt the 
nuclenr-locnlizcd cox3 gene encocles a polypeptide that exhibits 
diminished vnlues for <H> nnd mesoI-I (19), when compnrcd 
with their mitochondrial countcrpnrts in othur orgnnisms. 

EXPEHlMEN'J'AL PHOCEOUHES 

Stmin a11d Culture Condition.'l-Polytrmwlln spp. (198.80, E.G. 
Pringsheim) from tho Summlung von Algenkulturen (Gottingcn, Gcr· 
mnny), wus grown us describcd pru\.'Íom1ly ( 18), 

lsvlation and Solubilization oj' Afitodumdda-Mitochondria from 
J>olytomdla spp. werc obtnined uncl ~olubilizcd in thc prcscnce oflnuryl 
mnltoside ns described prcviously (18l. 

/sulation nJ'Cytocllrome e Oxidase> (l·nm Pnlytumdla .spp.-Solubilizcd 
mitochonrlrin wcro dinlyzcd ngninsl 50 mM Trif.1-HCI (pl-1 8.0). l mM 
Mi;:S0.1, 1 mM phen_vlmclhylsulfonyl lluoridc, und 50 µg/ml of N"-p· 
tosyl.1.-lysinc chloromethyl ketonl• <T~l bufforl contuining 100 mM 
NuCI. 'l'he mixture wus tnkcn tu 40'1f, suturution of ummonium sulfnt(! 
nnd 1.6'?}. sodium cholnte nnd thcn centrifuged al 10,000 x g fur 15 min. 
'!'he resultunt grcL•n pcllct wns resuspcndcd in 'l'J\l lmlfür conlnining 
100 mM NnCI und luuryl multm~ide (1.2','i ). '!'he mixture wus centrifugcd 
ut 80,000 x g, nnd the supcrnutnnt was <linlizcd ugninst 10 vol u mes of 
'l'M buffer. 'l'he snmple \\'ns nppliecl lo n 01..;AL•:-Biogcl A column cquil· 
ibrnted with 'l'M buffer contnining- O.l':f, lnuryl mnltoside. The column 
wns wnshcd with thrce bcd vol u mes of the sume buffer nnd n linenr 
grndient from O to 100 mM NnCI wns npplied. A cytochromc e oxidnse· 
t.mriclll'd frnction itlcntifiC"d by speclro.scop_v wns cluted with thc sume 
equilil.u·ution lmffor thnt contuinml 200 mM NnCl. The snmples Wl?ro 
conccntrntcd by ultrnfiltrution on un Amicon Y.1\1100 iilll!r und stored ut 
-70 ºC until use. 

/'uri/icalicm of CyloC'hromt.• e Oxidase f'rom /Jovini: lft>art Alituclwn
c/ria-llovine hmu·t cytochrome e oxirlnse wns purificd nccording- to the 
mcthud uf Cnpul<li nnd llnym;hi (20) nnd storod in smnll nliquots ut 
-70 ºC until m:ie. 

Speclroscopic nml Ac•liuil)' .Mellsltl'<'llH'llls-Cytochrome e oxidu~c ne· 
tivity wns mcnsured spc.>ctrophotomctricnlly in n finnl volume of 3 mi 
thnt hnd 50 111'1 Tris·MCI tpll 8.0l, 1 mM Jll¡:¡S0,1, 0.1 m¡:¡/1111 dodccyl 
multosidc, 20 ~t.!\I nntimycin, nnd :m µM rccluccd cytochrome c. '!'he 
rL•uction wns t1lurtcd by nddition uf thc enzyme, nnd the ubsorlmnce 
chnnge ut ñ50 nm w1ui followt~d. Cytochromc a concL•ntrntion wns cnl
culntl'cl using- thc cxtinction cocflicient 16.6 m~I 1 cm 1 (21 > nnd cyto· 
chronll' e dctt.•J'mination wns done ns dcscribed previously 122). Visible 
spectrn were n.•cordcd nt room tt•mpernturc with n D\V·2n UV/Vis 
SLM-Aminco spectrophotonwter moclified with the OLIS D\V2 Conver
Hion nnd OLIS soflwnn• (Ün·linc lnstrument S_vslem lnc.l. 

Polyacrylnmidc Gl'l Ell'clroplwn•si.~. lmmunoblols, n11d l'rnlcin Di!· 
lermi11alion-Polyncrylnmide gel clcctrophoresis \\'Us performed ns d<.'· 
scribed by Schtiggrr l'I al. l2~l). using l.2·mm-thick slnb gcls (16i;~. 
ncrylnmidc). Gels wcrc fixl'd und t>tnined ns dt."'!scribcd in the snmc work. 
J\ppnrent molcculnr mnsses Wl'l'l' culculoted Uu~cd on the reported 
molecular mnsses ofbovinc cytochrome e oxidase (2-1). Jmmunoblotting 
wns cnrricd out ns in Gonzrilcz-llulphcn et al. (25). Antibodies ngninst 
yeusl COX Jll wcre oblnined from l\lolcculnr Probes (Eugene. Oregonl. 
Protcin collCf.!Jltrutions wcrc detl•1·mincd nccording to Mnrkwcll el ni. 
!2Gl. 

Sec¡ue11d11}l of Subunit fil b)• Edman DeJ!rac/atiou-'l'he itmlntion of 
polypcptides far N-tcrminul sequcncing wns cnrricd out us described 
previuusly (18). N·terrninnl sequencing wns cnrried out by Dr. J. 
D'Alnyl'r on nn Appliud lliusystl'm~ Scquenccr nt the Lnborntoirc de 
1\licrosCquen~ngc eles Protéinca Clnstitut Pnstcur, París, frnncc). 

Nuclf!ic AC'id Prc>¡mratúm-'l\\'o-litcr cultures of Polytomella spp. 
grown fur 72 h \\'ere collected nnd rcsuspended in 10 mM •rris·HCI (pH 
8.0), 100 nnt NnCl, 10 mM EOTA. 2~1 Triton X-100, nnd 1% SOS. Totnl 
DNA wns l'Xtructcd from hrokcn cells two times with phcnoVchloroform 
1:1 nnd once with chloroform. 'l'he nqueous phasc wns prccipitntcd with 
3 M sudiurn ncetatc (pll 5.3) in the prescncc of cthunul, nnd thc pellct 
wns rmmHpcndt.•d in wntcr free ofnuclPase!:'I. 'l'he mixture was incubutcd 
in thc prcsence of 2.ú µ~ uf HNusc DNnsc·frc(• (lloclrn i\Ioleculur Bio-

chemicals) far 3 h, nncl DNA was extrncted nnd precipitnted ns above. C. 
reinhanltii cells wcre collccted and wushcd with 'fE buffer nnd resus· 
pended in 100 mM sodium citrate CpH 7.0). The cclJs were frozcn in 
lic¡uid nítrogcn nnd incubnted ut 60 ºC far 15 min in the prcscnce of l 
\'olume of 2% SDS. 'l'otul DNA wus extructed und precipituted from 
brokcn cells as nbove. 'l'otul U.NA from Polytonwlla spp. was obtaincd 
using the kit H.Nc.•nsy f\.·Iini Kit CQiugen>. 

Cloning a11d Sequencing of 1/w Gene cox:J from Polylomella spp.-A 
genomic Polytomella spp. cox3 fragmcnt was umplified by PCR using 
two dcgeneruto oligodeoxynucleotidcs. 'I'he first onu wns Uuscd on the 
N·terminnl sequence ofthe protein SDAGHHLSP: 5'-'l'C(Cf!') GA(Cf!') 
GC(C/f) GG(Cf!') CAtCfl'J CA<Cffl CT(C/f) TC<Ctr> CC-3'. Tiie second 
ono wns bnscd on an intcrnnl highly conscr\'ed sequcncc of the protein 
WHW/M)VDVVWL: 5'-AG CCA <G/A)AC !G/AJAC !G/AJ'l'C CG/AJAC 
(C/GJA(T/Al {G/AlTG CC·3'. For PCH nmplificntion usin¡¡ Vent polym
ernsc <Ncw Englnncl Uiolnbs), samplcs were dennturcd for 5 min nt 
94 ºC nnd su!Jjcctecl to 30 cycles of' 1 min dennturution nt 94 ºC, 1 min 
nnncnling nt 40-65 ºC, nnd 2 min cxtcnsion nt 72 ºC. A 780·nuclcotide 
product contnining n frngment of thc cox3 gene wns obtnined nnd cloncd 
with the pGE!\.-Vr Ensy Vector Systcm from Promegn. 

Clcming and Seqm•11cinn o{ cDN1\ of cox:J from l'olytomella 
spp.-cDNA sequN1cc from co.-r3 cDNA from Pnlytomella spp. wus ob
tninecl with 5'- or 3'-HACI~·l'CH (27) using primcrH bnsed on tho 
genomic sequcncu obtnincd nbuvc. Fil'st strnnd cDNA tcmplutcs wcl'c 
prcpnrcd from 1-2 ¡lg of total HNA with 1\loloney murine Jeukcmin 
virus ru\•crsc trunscriptn~w frum Prumegn ar Uispln.v Tlwrmo H'I' from 
Displuy S.vstcms Biotech nnd using aligo d1'/nduptcr us lirst strund 
cDNA primer (oli¡:¡o d'l'/ndupter. 5'-GAC 'l'CG AGT CGA CA'I' CGA ·rrl' 
1•1•r 'l'l"I' 1•¡v¡• •¡•¡•r 'l'l'-3'). For :J' cm! cüNA cloning, oligo d'l'/ndupter 
nnd Bl primer 5'-GCA 'l'l'A CC'l' CG'l' CCA CAC 'l'GC-:l' we1·e uscd. A 
1.1-kilobuse product wus nmplified. Nestcd PCH wns done with primcrs 
B2(5'-GA'l'GGG CA'l'GCA TACCGATG-3'lnnd B3(5'-CA'l'GAAGM 
GG'l' GG'l' ACC G'l'A GG-3') to confirm cox:J idcntity. For 6' end doning, 
n poly(AI tnil wns nttnd1ed to 5' cnd with tcrminnl trunsfornse from 
Hache Molcculnr Biochcmicals. Far PCR nmplificntion prímcrs 04 (5'

CA'l' CGG 'l'A'l' GCA 'l'GC CCA 'l'C-3') with oligo d'l'/ndupter nnd B5 
15'-CM CGG A'l'C CGA ACA ACA AGG-3'l with ndnpter for ncsted 
PCH WCl'l' usecl. A 600·nuclcotide PCJt product wns obtnined. Both 
HACE products were clo1w<l with tho pGt_.~M·'l' eusy vector systL•m from 
Promegn. 'flrn cDNA scquencc wns confirmcd using primcrs 86 (5'·GAG 
G'l'C '!'CA GC'l' TC'l' 'l'M GGC 'l'C-3') und B7 (5'-CGC ATA ACG CGA 
AGT CAC 'l'A-3'). For PCH umplificntion, snmplcs wcrc dcnaturcd for 5 
min nt !M ºC und subjcctcd to 30 cycles of 45 s dennturntion at 9•1 ºC, l 
min nnnenling ut 48 ºC1 und 2.5 min extension ut 72 ºC. Primers BB 
l5' -A 'l'G AGG 'l'C'l' CAG c1•r c·1•r MG GC'l' C-3' J nnd B9 (5' -CGG ATA 
ACG CGA AG'l' CAC 'l'AC·3'l were uscd to nmplif)' the complete t:ox3 
gene. 

Clcmin¡.: anú S1 1qut.•11cill¡.: of cDNA o{ co.Y3 from C. reinllardtii-A C. 
rei11harútii cDNA librnry in Agt.10 (28) wns screencd using thc Polyto· 
nwlla spp. 780·bnsc pnir PCH product corrcsponding to n portian of the 
genomic cux3 gune. Eight positive clones werc obtnined from 5 x lff' 
plnque·forming unit:i scrcuncd. '1\vo dcoxyoligonucleotidcs bnscd on 
Ahrt.10 sequcncl'S we1·c uscd to identify thl• lungc.st positivc clones {far· 
wnrd, 5'-AGC AAG 'l'l'C AGC C'fG G't•r MG 'f-3', nnd reverse, 5'-C'l"l' 
A'l'G AG'l' A'l'l' 'l'CT 'l'CC AGG GTA-3'). Phn¡:¡e UNA from the clone 
contnining thc lnrgcst cDNA wus isolntecl with thl! Qingcn Lnmbdn 
~lini Kit. 'l11C cnx3 gene wns subcloned into pUluescript. 'l'hc 6' cnd of 
cDNA wns complcted by HAC1': PCH. (the primers used wcrc: fonvnrd, 
oligo d'l'/udnptcr, nnd reverse. 5'-TGC TCC ATG TAG .AAC TCC 'l"l'G 
G·3'. Thc scquenccs far nestcd PCH were: fonvnrd, oligo ndnptcr, nnd 
reverse, 5'-GTI' GGG GAC CTG AGG CTG C-3'). 

Sequence Annlysi.-; in Si/ico--Sequcnces wcrc compnrcd using thc 
GCG Sequencc Annlysis Sonwnrc Pnckngc (Gcnetics Computcr Group, 
l\Indison, \Visconsin) (29J. Alignments nnd construction of the clu· 
dogrnm werc cnrried out with the Clustul X progrnm (30) using se· 
quences in thc Swissprot dntn bank. Mitochondrinl tnrgcting scquenccs 
were nnulyzcd nnd predictcd using MitoProt 11 (31), including cnlculn· 
tions of hyclrophobic momcnt CµJf). high loen) hydrophobicity ( <H> ), 
nnd mesoll. Protein trnmnnembrnne stretchcs were preclictcd using the 
progrnm TodPrcd 11 (32). Thrce dimensiona) structurc modclling wns 
cnrried out usin¡¡ SWISS-JllOOEL (33), 

Dala Bmw Arcessio11 Numbers-The nucleotide scquences discussed 
in this pnpcr will nppcnr in thc DDBJ/El\lUlJGcnBnnk,.M nuc1cotide 
sequcnce dutu bnsc under the ncccssion numbers AF'233514 lco:c3 cDNA 
scqucncc from í'olytomclla spp.J nnd AF'23a515 (cox:J cDNA sequcnce 
from C. n•inllardtii>. 

( 
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Fto. l. Visible spcctrn of cytochromc e oxidusc from Pol~·lo· 

mella spp. Thc cytochrome e oxidase wns diluted in 50 mM Tris-BCI 
(pH B.o> containlng 1 mM l\lgS04 and 0.1 mg/ml of lnuryl mnltoside. 
Brolwn lines, oxidizcd snmple, ns obtnined. Co11ti1wous Une, cytochrome 
e oxidase fully rcduccd in the presence of n smnll nmount of dithionite. 
lnset, enlnrgemcnt of the u nbsorption bnnds of the oxidized nnd re
duced snmples. 

HESULTS 

lsolatio11 ami Charac/erizatio11 o( tlie Cytoclirome e Oxidase 
Comp/ex (rom Polytomella spp.-Cytochrome e oxidase wns 
purified from the colorless nlgn Polytomella spp. Thc complex 
cntnlyzed electron transfer from horsc heart cytochrome e to 
oxygen with a specific nctivity of 2.8 µmol Ojmg of protein/ 
min, nn nctivity that was cmnplutuly abolished by cynnide or 
azide (cinta not shown). Absorption spcctrn of the cytochromes 
of the con1plex nre shown in Fig. l. The oxidizcd complex 
displnyecl a mnjor nbsorbnnce penk in the Süret region nt 425 
nm; nftm· reductiun with dithionitc, thure wns nn incrensc in 
intcnsity and a shift of its mnximal absorbnncc to 445 nm. The 
<t-ubsorption peak exhibit!!d n mnximum nt 605 nm in its rc
duced form, shified 4-5 11111 toward the red whcn compured 
with the ubsorption spectrum of cytochrome e oxidase type aa,.1 
from other species. A red-shifted o-nbsorption peak nt 606 nin 
wos also described far reduccd cvtochr01ne e oxidase of C. 
reinhardtii (341. l"rom the differdnce spcctrn lrccluccd with 
dithionite 1ninus nir-oxiclized), n heme contcnt of 3.03 nmol of 
heme cz/mg of protein for the cytochrome e oxidnsc of Polyto· 
mella spp. wns cnlculntccl. 

'rhc cytochronm e oxidase of Pnlytomella spp. exhibitcd scven 
polypcptides with molecular masscs of 54.6, 29.6, 18.6, 14.5, 
13.4, 10.8, nnd 9.6 kDn Wig. 2A). The 29.6·kDn bnnd wns 
identified ns subunit 111 of cytochromc e oxidase (sec bclow). 
Two ndditionnl bnnds wcre present in this prepnrntion, with 
nppnrcnt molecular mnsscs of SO.O nnd 41.8 kDn. These bnnds 
were considered contaminants nnd were not further explored. 

In immunoblots, the 29.6-kDn polypeptide of Polytomella 

spp. cytochrome e oxidase exhibited cross-reactivity with nn 
nntibody rnised ngninst COX 111 of Saccharomyces cereuisiae 
(Fig. 28, /ane 3). This bnnd had a molecular mass similar to 
that of the corresponding subunit 111 of cytochrome e oxidase 
from yenst (Fig. 28, lane 1). The 29.6-kDn polypeptide of Poly
tomella spp. was excised from the gel nnd extrncted. The puri
fiecl polypeptide still showed cross-renctivity with the anti
yeast antibody (Fig. 2B, /a11e 2). Accordingly, it was subjected to 
N-tern1inal sequencing. 'rhe N-terminal sequence obtainod 
(SSDAGHHLSPRERYLVJ showcd no similarity with nny other 
COX 111 in the NCBI sequcncc dntn banks . 

Cltaracterization u(the cox:J Gene {mm Polytomella spp. wul 
tlie cox3 cDNA from C. rein/iardtii-'rwo degenerntc deoxyoli
gonucleotidos were designcd bnsed on the N -terminal sequence 
of COX III from J'olytomella spp. lPs-COX 111 l nnd on n highly 
conserved intcrnnl sequcncc of COX 111 present in different 
orgnnisms. With these oligonucleotide primers, n PCR nmpli
fication product of 780 nuclcotides wns obtaincd using total 
DNA from Polytomella spp. ns n templatc. The DNA sequence 
obtained from the amplificd product wns predicted to encocle n 
COX III protein. This scqucnce wns usccl to dcsign primers for 
use in 5'- nnd 3'·RACE using cDNA mnde from Polytomella 
spp. total RNA (27). The overlnpping cDNA clones thus ob
tnined were scqucnced nnd a full-lcngth cDNA scquence 
(DDBJ/EMBUGcnBank1'M ncccssion number AF233514J was 
obtnincd. Thc nmplified gcnomic frngmcnt wns nlso used ns n 
probe to screcn a AgtlO cDNA librnry from C. rei11/zardtii. nnd 
cight positivo plaques werc identificd, isolnted, nnd sequenced. 
The clone containing the longcst cDNA wns identified by PCR 
nnd sequcncccl, confirming the cDNA ns encoding COX III. The 
ovorlapping rubrions oftho gunmnic nnd cDNA soquences werc 
iclcnticnl. Thc scqucncc ofthc cox3 cDNA from C. rci11/wrcltii is 
not shown but is nvnilable in DDB,J/El\lBL/GenBnnkTM with 
nccession nu111bor AF233515. 

'l'ranslntion of tho cDNA scquencus predicts n tnnturc pro
tein of 272 residuos with a molecular mnss of 29,978 Dn for 
Ps-COX III, and n mnturc polypeptidc of 272 residuos (29,967 
Da) for its clase rclntive C. rci11/zardlii (Cr-COX 111). Compnr
ison of Ps-COX IIl with Cr-COX Ill indicnted that the first 17 
residuos of the mnture COX III sequcnces are highly conserved 
betwcen Polytomella spp. and C. rei11hardtii but nre not pres
cnt in thc COX III scqucncc ofthc chlorophyte nlgn Protot/ieca 
wiclwrhamii. The nlignmcnt of the overnll amino ncid sc
quenccs of Ps-COX 111 and Cr·COX 111 (Fig. 3A) revenled nn 
identity of 66.5% nncl n similnrity of 73.9%. The similnrity 
between the two subunits 111 ofthe cytochromec oxidase is very 
high nnd cxtcnds over thc complete protein sequcnces. 

Thc Polytomel/a spp. cOJ:3 cDNA contnins nn open reading 
frnme of 1113 base pnirs, our idcntificntion ofthe N terminus of 
the mature protein ns amino ocie! 99, nllows us to predict a 
98·nmino acid mitochondrial tnrgcting sequence (MTS). In C. 
reinlzardtii the cox3 cDNA contnins nn open rending frame of 
1146 base pairs. Assuming that the N-terminnl scqucnce ofthe 
mnture protein corresponds to thnt of Po/ytomellrt spp., three 
differcnt ATG codons could correspond to the initintion of the 
MTS. The upstrcnm methioninc predicts a prcscquence of 109 
amino acids, tho second methioninc predicts a 51 residues 
MTS, nnd the downstrcnm onc predicts n prescquencc of 40 
amino ncids. It is known thnt the scquence surrounding stnrt 
codon nffects the efficiency of translation; in C. reinhardtii 
therc is a consensus of (A/CJA(A/C)(A/C)ATG(G/C)C(C/G) for 
the start codon (35). According to these data, the upstrenm 
methionine thnt predicts n MTS of 110 amino ncids is nppro
printe for trnnslntion initintion site. 

Thc nlignment of thc prescquenccs of Ps-COX 111 nnd Cr
COX 111 revenled 45.4% identity nnd n 50.5% similnrity. This 

12>5 
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A B 
2 

FJO. 2. Subunit composition nnd im· 
munoblot nnulysis of the cytochromc 
e oxidase com¡>lex from Polytomellu 
spp. A, thc cytochromc e oxidmm prcpn
rntion wns unalyzt'd on n l6'1f, ncrylnmide 
gel stained with Coomussie Brilliant Bluc 
(23) nnd compured with tho bovino cr1-
zyme. Lane 1, cytochromc e oxidase from 
l'olytome/la spp. (20 µg of p1·otein ). La ne 
2, cytochromc e oxidase frorn beef-henrl 
mitochondria rno µg of proll~in); its four 
majar subunits nrc indicuted. 'J'he uppar
ent molcculur mnsscs tll'e shown in kDu. 
B, blot immunm1tnincd with untibodies 
ruised ngninst COX lll from S. cc•revisiae. 
Lanc 1, ycnst cylochrome e oxidnsc (20 µg 
ofprotcin per lnne). Ln11e 2, purificd COX 
111 from l'ulytmnella spp. Lezne 3. isolntccl 
cytochromc e· oxidase from Po/ytonwlla 
spp. (20 µg of protcin/lnne). 

Mr 
(KDa) 
so.o-

2 3 

54.6-
4t.8-

--r 
29.6- -n+m 

___ .....,... 

t8.6-

t4.5-
13.4-

- -llr 

to.e-
9.6- -

vnlues nre much higher whon tho fil'st 17 residuos MRSQLL(K/ 
RJALTRAPAGFS nre compnred or when the 8-residues region 
ALAALPPHjust befare the mnture protein is compnrecl. 'l'hcse 
scquences must play nn importnnt rolo in thc processing oftho 
MTS or in the import of COX JII in these nlgne. Immeclintely 
upstronm of the N tcrminus of the mnture protein (ns deter
mined by protein sequencing of Polytamella spp. COX 111) in 
both nlgne there is a methionine thnt coulcl hnve been retninecl 
from thu nncestrnl mitochonclrinl copy. 

A clndogrnm wns generntcd with COX 111 sequences from 
different orgnnisms (Fig. 38). The result obtnined showed that 
Ps-COX 111 clearly nffiliates with Cr-COX Il1. but surprisingly, 
these chlnmydomonncl COX 111 scqucnces nppcar close to ycast 
COX 111 scquences nnd rclnti\•ely fnr nwuy from the mitochon
drinl COX IJI scquences from othur algae nnd from plnnts. 

'I'he pnttern of codon utilization for tho cux3 gene of Polyto· 
mella spp. was compnred with the pattern of codon usnge of 
known nuclear ami mitochonclrinl genes of this nlgn ('I'nble IJ. 
As in other nuclcnr-locnlizccl genes, there is a significnnt bins in 
cnch codon fomily; this is becnusc triplets thnt end in A are rnre 
in the nuclear genome ofthis nlgn ( 14). '!'he codon usnge ofthe 
cax3 geno of Pulytamella spp. is typicnlly nuclear nnd differcnt 
from mitochondriul co<lon usago. A sin1ilar nnnlysis wns ca1Tiud 
out for the cox3 cDNA from C. reinhardtii. 'l'hu codon usnge 
pnttern wns similar to nuclenr codon usnge nnd cliffered from 
codon usngc in the mitochondrinl gcmome. In ndclition, the 
polyndenilation signnls TG'l'AA (35J wcre found at the end of 
the cDNA sequences. 

DNA blot annlysis was curriccl out to nscminin that the cox3 
genes wcre encoded by the nuclear gcnomc. Totnl DNA isolnted 
from Polyto111ella spp. wns electrophorescd through ngnrosc. 
The mtDNA sepnrated ns n discrete bnnd running below thc 
mnjor bnnd representing nuclenr DNA. The DNA from these 
gels was transforred to nylon membranes nnd subjected to 
hybridizntion nnnlysis with n bnttcry of probes from mitochon
drinl und nuclear urigins. The smnllcr bnncl hybridizcd with 
three different mitochondrinl probes (Fig. 4AJ cobl, encoding 
cytochrome b from Polytomella spp. (36); nad·I, cncoding sub
unit 4 of NADH-ubiquinone oxidoreductase from Polytomella 

spp.2
; and coxl, encoding subunit 1 of cytochrome e oxidase 

from Polytomellrt spp. (15). In contrnst, nuclear DNA hybrid
izecl with the following nuclenr probes: Cytcl, n pnrtial se
quence ofthe gene encoding cytochrome c1 (18), nnd TubBI, the 
geno encoding {3-tubulin from Polytomella agilis (now renamed 
Polytomella parva) (14). The co.r3 gene hybridized with the 
mnjor DNA frnction and not with the mtDNA bnnd, confirming 
its nuclear Jocnlizntion. A similar nnnlysis wns cnrried out with 
total DNA from C. rei11harcltii (Fig. 48). The smnller band 
hybridized with thrcc diffcrent mitochondrinl probos from C. 
reinhardtii, cobl, 11ad2, nnd coxl (5). In contrast, nuclear DNA 
hybridized with the following nuclear probes from C. rei11· 
harcltii: the gene C:1•c encoding cytochl'Ume e (:37), the gene Fesl 
cncoding thc Ricske iron-sulfur protein (38J, the gene AtpB 
encocling thc (3 subunit of' the ATP synthnse <28), nnd the co.r3 
gene obtnined in this study. 

Hydrophobicity and lmportability of the N11clear-e11coded 
S11br111it 111 of Cytochrome e Oxidase from Chlamydomonad 
Algae-Import studies suggest thnt thc highest nvernge hyclro
phobicity ovcr 60-80 amino ncids of n polypeptide chain 
(termed mesohydrophobicity), nlong with the maximum hydro
phobicity of likely trnnsmembrnnc segments, nre useful indi
cntors ofthc likelihood thnt n protein could be imported in to the 
mitochondrion (19). The predicted Ps-COX IJI nnd Cr-COX III 
subunits were tested for their physicnl chnrncteristics i11 silico. 
'l'he computntionnl nnalyses suggestecl thnt both proteins con
tnin n bipnrtite M'l'S. 'l'he first 25 nmino ncids nre predicted to 
be a M'l'S, wherens the scgment up to residuo 50 is predictcd to 
be n mitochondriul inner membrnne signnl thnt should direct 
the pcptidc to its final Jocntion (Fig. 5). Both COX III polypep
tides were compnred with those encoded by other complete cox3 
genes in the dntn bnse; all are Jocnted nt mitochondrinl ge
nomes. Fig. 6A shows a mesoH versus mnximnl loen] hydropho
bicity (<I-1>) plot for differcnt COX 111 scquences. In compnr
ison with nll their mitochondrinl counterpnrts. Ps-COX llI nnd 
Cr-COX IJI display both decrensed loen] hydrophobicity and 

:. S. Funes, A. Antnraminn, nnd D. Gonzó.lez·Hnlphen, unpublished 
resulte. 
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Cr AALPPROTRT SHAAOllQT AKEFYM 10 KJIHPFHVLPP SPWi'HLAOWQ 
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C:r TB:WRKNJl'JS COMWAFIVSIA LLFVOLLWAC t.HLOMSPSVA L4;MQWPPVOI 
JI• TDVSRQNMVS CHWVP'JVSEA VLP'JCLLWAC MDLOISPSVH VCMQWPl'VOV 
Jlw TNPVQVGLKY OMLLl"lLS!![ HFP'P'AFP'HAF P'tlSSLAPTJE IGAVWPPKCU 
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Pw 1.VUiHFSl<SH HLCFJU.AAW'( WHMVDVVWLF LFVCJYYWCCA 
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A~gilaps columnoris 

Trillcum a~slivum 

Ory10 saliwi 

O,nol/lva /Jerleriana 

~----Pi/oye/lo lillorolis 

~------Canclido poropsllosis 

1--,----Sch1'zosaccharomyces pombe 

.-----Chlomydomcna1 rt!inhard//l 

'-----Palylomello spp, 

Groc17ariop.sis /11man1lformls 

Mo{pO/ia grand/fiara 

Hellontvs onnuus 

l"JG. 3. Scqucncc alignmcnt and phylogcnctic analysis of cyto. 
chromc e oxidnsc subunit 111 scqucnccs. A, sequcncc nlignment of 
COX 111 from Polytomella spp. (Ps), C. rci11hardtii <Cr), nnd P. wickcr· 
hamii CPw) (62). Numbcring is referred to the Po/ytomella spp. sc
quencc. B/ack triangles indicnte methionine residucs prcscnt in the 
putntive l\.l'fS scquences. The boxed regions indicntc the N-terminnl 
sequcnce of COX 111 from Palytomella spp. dctermined by Edmnn deg
rndntion nnd ita homoJogous region in C. reinhardlii. The underlined 
.r;equences shown in bold are highly conserved nmino ncids prcscnt 
befare the N·tcrminnl scquencc. Asterisks denoto identicnl residues. 

TABLE 1 
Codon usage of nuclear and mitochondrial genes of Polylomella spp. 
Values nre shown ns percentages. Conspicuous differences in the 

codon usnge are indicnted in bold chnracters nnd gray boxea. Nuclear 
gene sequences used to construct this table were the TubBl gene 
encoding {3·tubulin from P. agi/is (now P. parva) (14), partinl sequence 
of the gene Cytc 1 encoding cytochromc e 1 ( 18), nnd partinl sequcnce of 
AtpA, encoding subunit n of A'rP synthnse from Po/ytomella spp. (Xino, 
Antarnminn, nnd Gonzdlez·Hnlphen, unpublished resulta). Mitochon· 
drinl gene sequenccs from Po/ytomella spp. werc co:d (15}, cobl (36), 
nnd nad4 (Funcs, Antnrnminn, nnd Gonzñlez-Hnlphen, unpublished 
resulte). 

-------... Codon Nito Nuc ca.3 :A•• C'odon Nito ..... Cmt3 

1 
QlY Gaa 1 o o !Trp fGl..i lOCI 100 lCO 
Gly OOA l4 2 5 ¡t:rn:l 'J'(:A o o o 
Gly GGT 46 75 65 leyo TQT u o o 
mv GCC 12 2J JO ¡Cy• TQC 57 100 100 

Glu OAQ .., 95 100 
¡~~~ TAG 31 o o 

a1u CJAA 53 5 o TAA 67 100 100 
A•P OAT G4 64 30 ll'yi: TAT 45 17 o 
Aop GAC 36 ,. 70 Tyr TAC SS 83 100 

V.il GTG 19 4 • / Leu 'l.,'O 24 7 12 
Vol O'l'A .. o o 

1-
...... 21 1 o 

Val C':'T 35 37 35 Pha 'M"I' so e 10 
Vol OTC 12 59 S6 .... T'1'C 50 92 'º 
Aln oca 5 o o Sor TCC o 
Al• ..,,. u 1 2 Ser 'TCA 4 
Alo GCT 66 )6 51 Sor TC"f 21 32 4) 

Al• GCC 15 63 47 8.r TCC .. 3' 

Aru /\00 •I lR "'º CCG 4 o o 
Aro AOA ) u Arg COA 21 o o 
Ser AOT 29 o Aro COT 43 62 46 

·~· 
Arn: 32 15 14 Ara CGC 25 ,, JG 

l.)»8 MG 12 •• 90 Oln ""º 41 96 100 

""" AAA .. 2 10 

Iª~ 
CAA .. ' o 

Aan MT 57 11 o Hia CAT •• 24 27 
Aon AAC o .. 100 Hi& CAC 36 76 7) 

Ht!'t A'l\1 100 100 100 Leu CTO • 1 6 
U• ATA 25 2 o r..u C:TA 12 o o 
11• ATI' 50 )7 so Lou CTT 25 44 •• tlo A'?C 17 61 so r..u CTc: 5 " ,. 
·rhr ACC j o o Pro ccc 2 o o 
Tlu: ACA 33 o o Pro CCA 59 o s 
Thr J\CT so ,. 44 Pro c:CT 17 38 33 
Thr ACC 14 •• 56 1Pro C<:C l2 62 Gl --------·-

mcsohydrophobicity. This strcngthcns thc obscrvntion thnt mi-
tochondrinl importad proteins hnvc diminishcd physicnl con-
strnints (<H> nnd mesoI-IJ when compnrcd with polypcptidcs 
encoded by mitochondrinl genes. 1'he figure presents the re-
sults using the scnle PRIFT (32), but similor results were 
obtnined with thc scnlc GES nnd with other scnles based on 
physicochemicnl amino ncid propcrties OMH or Iill (39) (re-
sults not shownl. lt is noteworthy tlmt nll COX III protcins thnt 
nre encadcd in thc mitochondrinl gcnomc hnvc highcr hydro-
phobicity vnlues nnd nrc grouped in thc upper right comer of 
the b'l"nph. 

Hydrapnthy profile nnnlysis, cnrricd out with diffm·cnt scalcs 
(32), predicted seven trnnsmcmbrnne strctches far COX 111 
polypcptidcs from both nlgne (Fig. 68). This suggests n struc-
tura af thcsc polypeptidcs similar to the ones determined by 

Two dots indicnte similar rcsidues. Sequcnce compnrisons mnde with
out considcring thc putntive prescqucnccs showed 66.5% idcntity nnd 
73.9% similnrity betwecn Polytomella spp. nnd C. reillhardtii; 33.6% 
idcntity nnd 42.7% similurity betwecn Po/ytomella spp. nnd P. wicker· 
hamii; nnd 35,6% idcntity nnd 46.6% similurity betwcen C. reinhardtii 
und P. wicherhamii. B. phylogcnctic nnnlysis of cytochromc e oxidase 
subunit 111 scqucmce, To constl'uct the clndo&rrnm, thc nmino ncid se· 
qucnccs of cytochrome e oxidnse subunit 111 wcre compurcd nmong 
different orgunisms nnd thc scquences obtnined in this study, corre
sponding only to the mnturc proteins. 
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[i'm, 4. 1-'hc gene cox3 is nuclcur-locnlizcd in l'olytomella spp. 
and in C. rei11hardtii. A, :JO µg of totnl UNA frnm l'o/.vtcmwlla spp. 
wns run in u O. 7'.ii ng-nrose gel. Tlm gel trnm.;forrc.•d to u nylon mcmbrnnu 
and hybridized with diffcrcnt nuclear und mitochondrinl probes de
scrihed in thc text. 1\rrow.'i' indicnte the pusitions of nuclear DNA und 
mtDNA. 8, 30 µg oftotnl DNA from C. n•in/wrcltii were run in n 0.7':t 
ugurose gel. llybridizution nnnlysis \\'US cnrried out with difforent nu
clenr nncl mitochondrinl prohes us indicuted (see tcxl). 

MRSOLLKALTRAPACP'SAOOS f'NALRSCl\SYl'STOS • • ·VSRPORKP:ESLYKOP'SAVPKT S 7 

111111• 111111111 1 "' 1' 1 1 1 11 1 
HRCOLLRl't.1'1lAl'ACn:.01m1.oAl·llACt.Ttl:lltACOt.LQ!l!;AfOltQtll:!;.V.l'ltGl.CU·"OKH 59 

SO TLP· ·FAAJIL· - • - •STFTQSREEICOVKAV•EAPICVNSALVJ.PPR· RSHSSD 
11 1 11 1 "1 ,, 1 1 11111111 ,,, 1 

Cr1 'º ALPLSF(,,'CllLMSTLASANCODIC.KSrTTOAU\OCf'OVf'NJl.l.NU.?PR RTMDS 

CraA'Z'P 1 

r:rr•• 1 MAl.lfHAVAStl.11 Kt.AC.:MB:TLf'MSlll\!JSl"tlOt.lCTl1LPVVlilfPEOPSA RSFASD 

Fm. 5. Compnrison of prcscqucnccs in nuclear cncodcd mito· 
chondriul protcins in Pol~·lomclla spp. nnd C. rcin/Janltii. Jden
ticnl and similar residues nre denoted with straight vertical litws nnd 
doub/e dots, respectively. Only thc sequenccs from Pol>•lomella spp. (Ps) 
and C. reillhardtii {Cr) are compnred. These scquenccs exhibited 45.4% 
identity nnd 50.5% similnrity. 'fhe arrow indicutes tho sitc whcrc pre
sequences are clenved by the mitochondrinl processing pratense. The 
N-tcrminnl seqmmces of thc mnture protcins nrc shown in bo/d char
acters. The dula shown for thc u subunit of ATP synthnsc (CraATP) nnd 
the Rieske iron sulfur protcin (Crf<'eS) ofC. reinhardtii were tnken from 
Nurnni nnd Frunzén (63) nnd from Attcin nnd Frnnzén (38), respec
tivcly. 'l'hc box indicntcs conscrvcd rcsiducs befare nnd nfter the clenv
nge site according to the conscnsus sequencc R(NStrJCM/F) ! (NS/ 
GJS(D/H>A C45J. 

x-ray crystallogruphy for the bacteria! ami mammnlinn COX 
1 II sulmnits (2, 3). As an initinl nppronch to gain insights on its 
topological arrangement, Ps-COX 111 was modclled over the 
threc-dimensionnl structurc of the bovino COX 111 (3). The 
predictcd structure of Ps-COX III shows an ovcrnll topology 
similar to the bovinc COX 111 but cxhibiting shorter or incom
pletc transmcn1branc strctchcs ns cmnpnrcd with thc bovine 
countcrpart ( rcsults not shown). Altogether, these observations 
sug¡¡est that thc cytoplasmic-synthesized COX 111 polypeptides 
from chlamyclomonad nlgac are importcd into mitochondrin 
and ossen1bled in the inner nlitochondriol 1ne1nbrnne, with n 
topology similar but not identical to that of its mitochondrial
synthesized counterpnrts in other orgnnisms. 

DISCUSSION 

Subunit Jll Is a Bona Fide Constituent of Cytochrome e 
O,;idasc from Polytomcl/a spp.-Cytochrome e oxidnso from C. 

reinhardtii has bcen purified and pnrtially characterizcd (34, 
40). In those works, the prescnco of Cr-COX III was not nscer
tained. In our hands. Ps-COX III was present in the intact 
cytochrome e oxidase of l'olytomclla spp. nnd was shown to be 
n bona fidc constituent of this complex by inununochemical 
nnalysis. Thcrefore, we suggest that this subunit must exist in 
the mitochondrial complexes of algae of the family Chlamydo-
1nonndaceae. Morcover, bccause tho corresponding gene is nb· 
sent in the mitochondrial genomes ofthese algae (Refs. 5-9 and 
this work), it is likely that it was trnnsfcrred to the nucleus 
cnrly in uvolution but provious to specintion. 

COX ll/ Is N11clear-e11coded in the Algae o{ the /i'amily 
Chlamycfonwnadaceae-This work also describes the cloning 
nncl completo scquencing of two new mernbers of the cox3 gene 
fan1ily frmn two chlamyclomonad nlgne. Up until now the genes 
thut encade COX 111 havo becn found only in mitochondrial ----
genomes. Thc gene cvx3 is found even in the most reduced 
mitochondrinl genome known to date, that of Plasmodium fal
ciparurn (41 ). The existence of a nuc]enr-encoded cox3 gene was 
proposed far the lycopod Se/agi11cl/a, beca use it was not prcsent 
in thc mitochondrinl gcnomc <42). However there is no evidcnce 
for its pruscncc in the nuclear gcnome. Hcre we show thnt the 
cox3 gene is nuclenr-localized in the algne of the fnmily 
Chlamydomonndnceae, as shown by Southern blot hybridiza
tion Wig. 4), the presence of a biascd coclon usage typical of 
nuclear-localizccl genes in chlamydomonad algae (Table ]), the 
prcscncc of n polyaclenylntion signa] TGTAA usunlly found in 
the nuclenr-localized genes of these nlgne, the existencc of n 
sequcncc encoding a putativo bipnrtitc MTS (Fig. 5), n dimin- ._ ___ __. 
ished <H> and mesoH of the predicted protcin procluct CFig. 
6A), ancl thc prcscnce of introns in the corresponding cox3 
gcnomic scquonccs.:1 Tho cox3 gene is cxprcsscd ns dcmon-
stratccl by Northern blot hybriclization (datn not shown). In 
nddition, thc corrcsponding subunit is present in the mature 
und isolated cytochrome e oxidase complex from l'o/ytomella 
spp., os shown by N-tcrminnl sequencing und itnmunochmnical 
unulysis. 1'o our knowlcdge, this is thl• first report of a nuclenr-
localizcd ancl active co.~3 gene. Somo portions of the cox3 gene 
of C. reinharcltii doscribod in this work nre similnr to three 
cDNA scquenccs (AV386752, AV391757, und AV393074) re-
ccntly dcposited in the cxpressed scquence tngs dnta baso (43). 

Other organisms thnt lnck thc cox3 gene in their mitochon
drial genomes are the chlorophyte alga Pedillomonas minar 
and the ciliatcs Parameci11m aurc/ia ancl Tetrahymcna pyrifor
mis (44). It is possible that those orgnnisms mny havo also 
trunsforrcd their co.t3 genes to the nucleus control. 

Nucleotidc sequences encoding putativo MTS wcre identificd 
in the co~·3 genes of l'olytomella spp. and C. reinhardtii. The 
l\1TS of Ps-COX 111 and Cr-COX lll show sorne similnrities with 
thc mitochondrial tnrgcting sequcnce of the Rieske iron-sulfur 
protcin from C. rei11hardtii (Fig. 5). Thc MTS sequcnces from 
chlamydomonncl algne are rich in alanines, prolines, and 
chnrgecl amino acids. Theso sequences predict an amphiphilic 
n-helix structure in the N-terminal rcgion. In addition, they 
sharc n similar sito for cleuvagc for the mitochondrinl process
ing peptidase, which seems to rccoE,'Tlizc thc consensus sc
qucncc R(NSfrJ(]M/FJ ! <NS/GJS(O/H)A c45). 

Characteristics o{ Gene 7~·ansfcr from lhl' Mitochondria to 
the Nue/eus in the Algae ofthe Family Chlamydomo11adaceac
The theory of thc origin of mitochonclria propases that there 
was a gradual trnnsfcr of genes from thc original bncterial 
cndosymbiont to the nucleus (46). This transfcr is nn ongoing 
procesa, ns exemplified by thc presence of genes encodcd in 

3 X. Pérez-Mortrncz, S. ~·unes. E. Dnvidson, M. !'. King, nnd 
D. González-Hnlphen, unpublished obscn•ntions. 



30150 

Fm. 6. Mcsohydrophobicity and hy· 
drophobicity plots of cytochromc e 
oxidase subunit 111 from diffcrcnt or· 
ganisms. A, n1esohydrophobicity versus 
maxímnl local hydrophobicity plot far cy· 
tochromc e oxidnse subunit JU from dif· 
fercnl orgnnisms using thc PIUF'I' scnlc. 
Proteins nrc distributed on thc abcissa 
nccording to thcir mnximum hydrophobic· 
ity vnlue nnd on thc ordinate nccording to 
the hydrophobicity of thc most hydropho· 
bic scgmcmt. The boundnry wns cnku· 
lnted ns in Clnros et al. (19). Thc 
GenUnnk TM ncccssion numbcrs of thc 
nuclear COX 111 scqucnces uscd to 
construct this grnph wcrc: A, Aegilops co· 
lumnaris (U•16765); 8, Ca11dida parapsi· 
losi.'t <X75679); C, Clwndrus crispus 
(P48872); D. Heliant/ws annuus 
(X57669); E, Mag1101ia gra11di{lora 
CZ68127); /<', Zea mays (X53055); G, Oeno· 
thera berteria11a (X04764)¡ H, Pilayella 
/ittaralis CZ37967); /, P. wiclwrhamii 
CQ37620); J, Gracilarin lema11eiformis 
(AF118119); K, Oryza saliva (X17040); L, 
Schizosacclwromyct•.<1 pombe CX16868)¡ /lf, 
G/ycine max, soybenn CX1513 l); N, Vicia 
faba (X51690); O, 1'riticum ae:1tivum 
(X15944); /', C. reinhardlii (Af.'233515, 
this work); Q, Po/ytomel/a spp. 
CAF233514, this workl; nnd R, Homo sa· 
piens, humnn CP00414). 8, hydropnthy 
plots compnring the deduccd COX UI se· 
c¡ucnces of Polytumella spp. CB) nnd 
C. rei11har<ltii (A> with the ones of thc 
bovine enzyme CD) und P. de11itri{ica11s 
(C) nre shown. Blncll bo.,·es with roman 
numerals indicnte the positions ofccrtnin 
trnnsmembrnnc stretches bnsed on thc 
crystnllogruphic structurc of bovine COX 
III. Gray boxes indicnte cnlculnted trnns· 
membrnne stretchcs. 
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both the mitochondrial and the nuclear genomas, i.e. A'I'P syn
thase subunit 9 ofNeuraspom crassa (47), ond COX ll ofsome 
lcguminosae (48). In severa! spccics, thc process of moving 
mitochondrial genes to the nucleus may hove a selective nd
vnntngc, becnuso nuclear genes exhibit a lowcr mutntion rato 
nnd the nuclcus sccms to hove a more sophisticated DNA 
repnir system thon mitochonclrin (49). Gene trnnsfor from or
gnnelles to thc nuclcus is nlso thought to incrense its rnte of 
recmnbinntion nncl reduce nccunntlntion of cleleterious mutn
tions (50). 

'rhe cox:l geno trnnsfcrred from thc mitochonchin to tho 
nucleus in the chlnmydomonnd algao sntisfies nmny of thc 
crit01in neccssnry far n geno that has been translocnted from 
the n1itochondrinl to thc nuclenr genon1e1 ns proposod by Brcn
nicke et al. (421 and by Cloros et al. ( 19). lt acquired o prese
qucncc for tnrgcting into mitochondria, chnngcd its codon us
oge, acquirecl a polyndenylotion signo!, ond diminished tho 
<H> nnd mesol-I of its protcin procluct. In nddition, tho corre
sponding mitochonclrinl copy thnt presumnbly existccl has com
plctely disappeared, suggesting thnt this transfcr occurrecl 
carly in cvolution. 

1'he high sequen ce similnrity found betweon n region of thc 
putativo l\l'l'S oncoded by thc cox3 genes from C. reinharcltii 
nnd Polytomella spp. (Fig. :JA) suggcsts thnt tho trunsfor ofthis 
gene from the mitochonclrin to the nuclcus nnd the corresponcl
ing ncquisition of the presequence, occurrecl befare the Po/ylo· 
mella colorless gcnus divel'ged from the mnin Chlamydo111011as 
photosynthetic linenge. Othorwisc no conscrvation of the p1·e
sequenccs woulcl be expcctcd. Thc drnstic chnngc in codon 
usnge, which is more re1nnrknblc in thcsc ulgne becnuse of its 
highly binsecl nuclear codon usnge (14J, nlso suggcsts thnt tho 
trnnsfor of thc c:ox:J gene in thc:;c orgnnisms occurrcd curly in 
cvolution, whcn thcrc wns a mnssivc trnnsforofgencs from the 
protomitochondrion to the nucleus (46). This process might 
hnve occurrccl lrnfore thc Post Crctaceous era W5 or more 
million yenrs ngoJ. \vhcn tlw nonphotosynthetic nlgne are 
thought to havo clerivccl from thc green lincagcs (ll). 'rhe 
phylogenctic nnnlysis cnl'riccl out with the preclictccl COX 111 
sequcnccs (Fig. 313) shows similor l'esults to those obtnined 
with clnssicnl mitochondrinl pl'otcins likc COX I (15), or cyto
chrome b (36). Sequences from the nlgne of thc genera Polyto
mella nncl Chfamydomo11as tcnd to strongly nffilintc in thcse 
phylogenctic nnnlyscs. 

lmportability of Nuclear·encoclecl Sub1111its i11to Mitocho11-
clria: Sub1111it lll Exhibits /Jiminishccl Local <H> and /Ji111i11· 
ished mesoll-\Vhy hnve somc genes rcmnined in thc 1nito
chondrinl DNA'? Onc cxplnnation has bccn the vnrintion of the 
genctic codo in mitochondria. whcrc thc triplet UGA encades 
tryptophnn insteacl of o polypcpticle chnin terminntion signa! 
(51). Anothcr cxp]nnntion suggests that organellc genorncs 
havo persisted by cncoding structurnl proteins thnt n1aintnin 
rcdox bnlance within thc biocnergctic rnembrnnes (52). Altcr
nntively, it hns been proposed thnt the genes thnt rcmninod 
localizcd in thc mitochondrial gcnome nrc thosc that encade 
highly hydrophobic polytopic protcins, contuining two or more 
hcliccs that spnn the num1branc (531. This is bccausc the prcs
<mce ofn lnrger number ofhydrophobic scgmcnts in a polypcp
tidc could iJ~1pnir its in1port into n1itochondrin (54) or cause 
mistnrgeting to thc ondoplnsmic reticulum (53). Morcover, the 
synthesis ofhydrophobic polypeptides insiclc the mitochondria 
mny cnsurc thcir proper inscrtion in thc inner 1ncmbrnnc nnd 
the correct topologicnl arrnngcmcnt rcquircd far vectorial pro
ton trnnslocntion. '1\vo clnssic exnmplcs nrc the cytochrome b 
geno (cobl )1 which encocles nn 8-trnnsme1nbrnne-strctch 
polypcptide (55), nnd the cytochrome e oxidase subunit 1 (coxl), 
which encades n protein with 12 1nembrnne-nssocinted helices 

(2, 3). Both genes are present in ali mitochondrinl genomas 
chnracterized to date. Other genes thnt encodo highly hydro
phobic polypeptides nre also prcsent in the majority ofmtDNAs 
(56), i.e. atp6 (encoding 5 trnnsmembrane helices), atp8 (encod
ing 2 transmembrane helices), nadl (encoding 8-9 trnnsmem
brane hclices), nac/2 (cncoding 13-14 transmembrnne heliccsl, 
nac/3 (encoding 3 transmembrnne hclicesl, 11ad4 (encoding 
13-14 transmombrano holices), nac/4L (encocling 3 trnnsmem
brnne hcliccsl, nad5 lencoding 15-16 transmembrane helicesl, 
nac/6 (encoding 5 trnnsmcmbrnne heliccsl, cox2 (encoding 2 
trnnsmcmbranc heliccsl, nnd cox.1 (cncoding 7 transmcn1brnnc 
hclices). 

In yenst, in vivo studics with cytoplnsmicnlly synthesized 
constructs ofvorinble lcngths ofnpocytochromo b, showed thnt 
in mitochondrin, tho import of polypepticles with more thnn 
three or faur transmembrnnc heliccs is strongly hindcred (19). 
Annlysis of sequcnces from nuclenr-encoded nnd mitochondri
nl-encodcd mitachondrinl protoins suggestcd that low vnlues of 
mesoH and <H> aro more useful indicators thnn the number of 
trnnsmon1brnne regions in detern1ining whother o protein 
could be importcd into the mitochonclrion. lt is known thut 
mitochondrin rendily import protcins with severnl transmem
brane stretchcs, for exnmple thc atlenine nucleotide trnnsloca
tor, if they posscs low <1-I> nnd low mesoH (19). Howcvor, the 
import pnthwny of the translocntor di!Tcrs grently from the 
"conscrvntivc intramitochondrinl sorting pnthwny," in which 
polypcptidcs nrc trnnsferred to thc mitochondrinl mntrix spncc 
nncl then sorted to its final membrnne destinntion (57). We 
hypothosizo thut thc lattor muy be the mcchanism far thc 
bio¡¡enesis of the COX 111 protcins described in this work. 

'I'rnnsfor of genes from orgnnellcs to the nuclcus involves 
scvernl stcps (42): (i) the cxpol't of the nuclcic ncid molccule ns 
DNA or RNA (48>, <ii) intcgrntion into thc nucleus by nonho
n1ologous recombinntion (58) or· by n common cnd-joining ntcch
nnism (59), (iii) ucquisition of n prcscquencc by duplication of 
existing tnrgeting signals (60J, (iv) ncquisition of a promoter, n 
ribosomc bincling site, nnd n polyadenylation signnl (49), (v) 
chnnge in codon usage (49), (vi) moclification of thc nucleotide 
sequonco to encade for a polypcptide with diminishcd local 
hydrophobicity l<I-1>) nncl diminished mesol-I, which may nl
low the import of thc proteiu products in to mitochonclrin (19), 
(vii) innctivntion ofthc mitochonclrinl gene copy, and (vii) stcp
wise loss ofthe mitochondrinl gene (61). 

Om· dnta support the hypothesis thnt thc genes that encocle 
proteins with high <1-1> ancl high mcsoH hove rcmnined in the 
mitochondrinl genome, whcrens those genes thnt encocle pro
tcins with low vnlues of <1-I> nnd mcsoH ha ve been exportad to 
thc nuclcus, nnd thcil' protein products imported bnck into 
mitochondrin (19). The strategy usecl by the nlgae ofthe fnmily 
Chlnn1ydon1onndncenc seents to involvc thc ncquisition of a 
largo nnd possibly bipnrtitc lll'I'S nncl n lowering of <1-I> nnd 
mesoI-1 in the COX llI polypeptidcs, which ore rcquircments for 
the propcr insertion ofthc protein into the mitochondrinl inncr 
membrnne. We hypothesizc thnt the limiting step in gene 
trnnsfor from organellcs to the nucleus has not bcen the differ
cnces in genctic code but hindranccs to thc import into thc 
tnitochondrinl inncr membranc polytopic protcins whose mem· 
brnnc topology is n critica! rcquircment far its cotnlytic activity 
(vectorinl proton pumping). 

1-Iydropathy onnlysis of Cr-COX 111 and Ps-COX 111 showcd 
the prcsence of seven putntive trnnsn1cmbranc stretches. The 
hydrophobicity of these seven helices seems to be lower in the 
chlnmydomonnd algne when compnred with the P. de11itrifica11s 
or the bovine subunits (Fig. 68). 'I'his is more ovident in the 
three-dimensionnl model for Ps-COX 111 built upan the crystnl
logrophic coordino tes ofits bovine counterpnrt (3). In our moclel 

jlj() 
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(dntn not shown), shorter transmembrane stretches are ob
served ns well ns interruptions in the middlc scction of thc 
mcmbrnnc heliccs. In addition, helix VII of thc Ps-COX 111 
protein is only hnlf the size of the corresponding helix in the 
bovine polypeptide nnd mny not span thc membrnne bilnyer. 
Thc heliccs thnt are in contnct with COX 1(helices1 nnd IIIJ do 
not exhibit structurnl 1nodifications, suggesting that the dimin
ishecl hydrophobicity of COX III is stronger in those regions of 
thc protei.n thnt scmn not to be involved in subunit-subunit 
interactions. 
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Abstract Severa! chlorophyte algae do not ha ve the cox3 
gene, encoding subunit III of cytochrome e oxidase, in 
their mitochondrial genomes. The cox3 gene is nuclear
encoded in lhe photosynthetic alga C'11amydo111011as 
reinhardtii and in the colorless alga Polytomella sp. l n 
this work, the genomic sequences of the cox3 genes of 
these two closely related algae are reportcd. Thc cox3 
genes of both C. reinlumltii and Poll'tome!la sp. contain 
four introns in thc rcgion cncoding thc putativc mito
chondrial-targeting scquenccs. These four introns show 
low scqucncc idcntitics, but their locutions are conscrved 
betwecn these spccies. The cox3 gene of C. reinhardtii has 
five ad.ditional introns in thc rcgion encoding the mature 
~ubumt III.ofcytochrome e oxidase. Sequencc analysis of 
mtron 6 of the cox3 gene of C. reinlwrdtii rcvcaled sim
ilarity with two scqucnce clements present in introns of 
severa! olher nuclear genes from this green alga. In thc 
majority _of the genes, thcsc conserved sequenccs are 
locatcd ctther ncar thc 3' end or near the 5' end of thc 
introns. Based on thcse data, wc proposc thal thc col
orless genus Polytome!la scparatcd from C. rei11hardtii 
after the cox3 gene was transfcrrcd to thc nucleus. The 
data also support thc cvolutionary hypothesis ofa rcccnl 
acquisition of introns in C. reinhardtii. 

Kcywords Clila111ydo111011as reinhardtii · 
Cytochromc e oxidase · Mitochondrial-targeting 
signals · Po/ytomel/a sp. 
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lntroduction 

Members of thc genus C'1la111ydo111011as form a mono
phyletic group, but are distributcd in at least six distinet 
lineagcs (Buchhcim et al. 1996; Friedl 1997). The green 
alga C. rei11/wrdtii - a model of choice in the molecular 
studics of photosynthcsis and flagellar structure - has 
bcen grouped with mcmbcrs of thc gcnus Vofro.'I: in 
severa! phylogenctie analyscs (Buchheim et al. 1996; 
Nakayama et al. 1996; Rumpf et al. 1996; Friedl 1997). 
The colorless chlorophytcs of the gcnus Polvtomella are 
also close relatives of C. reinhardtii; complet~ l 8S rDNA 
sequcnce analysis suggcsts that C. reinhardtii, Poly10111-
el/a pal'l'a, Polyto111ella sp. and Volvox carterii are 
mcmbers of a single monophylctic clade, thc so-called 
Vofi.ox elude (Mclkonian and Surck 1995; Nakayama 
et al. 1996). Thc gcnus Poll'to111elki is bclievcd to have 
evolvcd from a C/Ilm11,1·do111'a11as-likc ancestor by loss of 
its cell ~vall and funetional chloroplasts (Round J 980; 
Melkoman and Surek 1995). Thc closc phylogenctic 
rclationship betwecn mcmbers of the genus Polytomella 
and C. reinlwrdtii is also supportcd by morphological 
and s.tr~et~ral sin;ilaritics (Mattox and Stewart 1984), 
thc s1mtlanty of tls nuclear encoded P-tubulin genes 
(Conncr et al. 1989), its mitochondrial coxl genes 
(Antaramian et al. 1996), and the bioehemical similari
ties in thc r.i and {J subunits of their mitochondrial F 1F0-

ATPases (Atteia et al. 1997). 
The mitochondrial gcnomcs of severa! chlorophytc 

algae lack sorne of the genes that are commonly found in 
thc mitoehondrial geno me of the majority of eukaryotes. 
The missing genes includc cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, 
11ad3 and 11ad4L in C. rei11/wrdtii (Michaelis el al. 1990), 
C. eugametos (Denovan-Wright el al. 1998), and 
Chlorogo11i11111 elo11gat11111 (Kroymann and Zctsche 1998). 
In the green alga Chlamydo111011as reinlwrdtii and in the 
colorl7ss alga P?lytomella sp., the cox2 and cox3 genes 
encodmg subumts ll and Ill of cytochromc e oxidase 
have bccn transfcrred from thc mitochondrial gcnome to 
thc nuclcus (Pércz-Martíncz et al. 2000, 2001). Thc 
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nuclear-localized cox2 and cox3 genes reflect the char
acteristics of genes transfcrred from the mitochondrion 
to the nucleus proposed by Brennicke et al. (1993) and 
Claros et al. ( 1995): ( 1) they acquired a nucleotide se
quence encoding a putative mitochondrial-targeting se
quence (MTS), (ii) they exhibit a nuclear codon-usage 
pattern, (3) they acquired polyadenylation signals typi
cal ofchlamydomonad nuclear genes thal differ from the 
consensus in other eukaryotes, and (4) their deduced 
protein products exhibit an overall diminished mesohy
drophobicity, when compared with their counterparts 
encoded in the mitoehondrial genome. 

In this work, we describe the cloning and character
ization of the genomic cox3 genes from C. reinhardtii 
and Polytomella sp. This is the first description of cox3 
genes that are localized in the ccll nucleus. The data 
suggest thal transfcr of the cox3 gene to the nucleus 
oceurred before the divergence of Polytomella sp. and 
C. reinlwrdtii. They also supporl the hypothesis of a late 
acquisition of introns in C. rei11l111rdtii. 

Materials and methods 

Strnins and culture conditions 

l'olytome//a sp. ( 198.80, E.G. Pringsheim), from the Sammlung von 
Algenkulturen (Gottingen, Germany), was grown as deseribed by 
Gutiérrez·Cirlos et al. (1994). C. rei11!111rcltii (wild type, CCJ25 
mt +) was obtained from the Ch/amyclommws Genetic Centcr 
(Duke University) and was grown as deseribed by Rochaix el al. 
(1988). 

Cloning and sequencing of genomic coxJ from /'o/ytomella sp. 
nnd C. reinlwrdtii 

Total DNA was obtained from /'0(1•10111elfa sp. and C. rei11/umltii as 
describcd by Pérez-Martínez et al. (2000). Ali other molecular bí
ology tcchniques were standard (Sambrook et al. 1989). Nucleotídc 
sequencing was performed by the Kimmel Cancer Centcr DNA 
Scqucncing Fucility, Thomas Jcffcrson Univcrsity. 

The genomic sequence of the coxJ gene of Po(l'tomel/a sp. w:1s 
obtained by PCR mnplification with Hot Start Taq polymerasc 
(Qiagcn). using primcrs dcsigncd to anncal to tite S' and 3' non· 
coding regio ns of the m.d cDNA. The forward primer was 5'-CGT 
TJT TGG TCA AGT TGA AA·3' and thc reverse primer was 
5'-CGC ATA ACG CGA AGT CAC TAC ·3'. Total DNA was 
denaturcd for 5 min al 94 ºC and subjccted to 30 cycles of: 45 s 
dcnaturation at 94 ºC. 1 min anncaling al 50 ºC, and 2.5 min 
cxtcnsion at 72 ºC. PCR products were cloncd into the pGEM·T 
casy vector systcm (Promcga) and scqucnccd. 

C. rc•inlwrcltii coxJ gcnomic scqucncc was obtaincd by amplifi
calion of threc overlapping PCR products, using Hol Start Taq 
polymcrasc (Qiagcn). Thc sets of primcrs uscd wcrc: forward 1: 
5'·AGC GCG ACC GGT GAA ACC AG·3', reverse 1: 5'-TGG 
AAG GGG TGG CGC TTG CCG-3', forward 2: 5'-CCA AGG 
AGT TCT ACA TGG AGC AC-3', reverse 2 :5'·CCT TGG CCA 
CCA TGG CCA CGT TGG-3', forward 3: 5'-GTG GCG CTG 
CAG A TG CAG TGG C-3', reverse 3: 5'·CTG CCA CAC ACA 
CCC GTC ATA CG-3'. Total DNA was dcnatured for 5 min at 
94 ºC. and subjccted to 30 cyclcs of: 1 min dcnaturation at 94 ºC, 
1 min anncaling at 60 ºC. and 2.5 min cxtcnsion at 72 ºC. PCR 
products were cloned into the pGEM-T easy vector systcm from 
Promcga. 

The genomie sequenecs of thc co.\'J genes of Polytomel/a sp. and 
C. rei11/umltii are not shown, but are avnilable in the DDBJ/EMBL/ 

. : .;: ';.·, 

GenBank data banks under accession 'nu¡;,bers .AF2B6057 and · 
AF286058, respcctivcly. · 

ResuHs and discussion 
- .. '• ·, -

The cox3 genomie sequences of chlamydomonad algae 
eontain severa) introns 

Bascd on the sequences of the cox3 cDNA clones from 
Polytomella sp. and C. reinhardtii (Pérez-Martínez et al. 
2000), deoxyoligonucleotide primers were designed and 
used for PCR amplification of thc corresponding ge
nomic coding rcgions. When total genomic DNA from 
Polytomella sp. was used as template for amplification, a 
2.0-kb product was obtained. In eontrast, when eDNA 
from thc same alga was used as templatc, the predicted 
1.2-kb product was obtaincd. When genomie DNA from 
C. reinlumltii was used as template to amplify the 
complete coding region with three different primer pairs, 
the genomic sequence was estimated to be 3.2 kb. The 
mRNA gave rise to thrce amplicons, reflceting a total 
size of 1.2 kb. The PCR fragments obtained from am
plification using genomie DNA from the two algae were 
cloned and sequenced. A comparison of lhe sequenccs 
with the cox3 cDNA scquences previously obtaincd 
(Pérez-Martinez et al. 2000) confirmed thal they repre
sented cox3 genes and allowed identifieation of introns 
in the genomie sequence. Figure 1 shows the overall 
genomic organization of the two cox3 genes. 

The two chlamydomonad cox3 genes 
have conserved intron positions in the regions 
encoding the pulative MTS 

The boundarics, phases and sizes for the introns of both 
Polytomella sp. and C. rei11/lardtii cox3 genes are shown 
in Table 1. The cox3 gene of Polytomella sp. has four 
introns (numbered 1-4) that range in size over 71-
444 nucleolides. Ali are located in the region cncoding 
the putativc MTS that is thought to direct and inscrt 
subunit COX III into the mitochondrial inner mem
brane. This MTS is not present in the mature COX III 
prolein of Polytomella sp. (Pérez-Martínez et al. 2000). 
In contrast, the genomic sequcnce of cox3 of C. rein· 
lwrdtii is interrupted by nine introns (numbered 1-9) 
ranging in size over 133-323 nucleotides. The firsl four 
introns, likc those of Polytomella sp., are located in thc 
region encoding lhe putative MTS of the C. reinlwrdtii 
COX III polypeptide. Introns 5-9 are distributcd along 
lhe nuelcolide sequence that encodes the maturc COX 
lII subunil. 

An alignment of the MTSs encoded by both cox3 
genes indicates that the location and the pilases of in
lrons 1, 3, and 4, have becn conserved between the two 
specics (Fig. 2). Intron 2 also has a conserved phase, but 
its position is displaced by three nucleotidcs. This sug
gests that ali four introns were acquired artcr the cox3 
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Polytomella sp. 
200bp 

2 3 4 

HIEi~---

Chlamydomonas rein/1ardtii 

Fig. l. Ovcrnll organization of cxons and introns in Polytomelfa 
sp. and Ch/amydomona.l' rl'inlwrdtii co.t3 genes. R,•c·wng/es show 
cxons and lin<!s reprcsent introns. Gray rectungh.•s show thc rcgion 
encoding the maturc protcin. Rectang/es markcd with dots. squan•s, 
horizontal fines and duslwd lines rcprcscnt homologous cxons 
cncoding thc mitochondrial-targcting scqucncc (MTS) found in 
both algac. Black 1rit111gles indicatc thc rclativc positions of 
mcthionincs in the cncodcd MTS and thc first tncthioninc in thc 
cncodcd COX 111 subunit 

gene was transfcrred to the nucleus in !he common an
cestor, bu! befare Po(l'tome//a divcrgcd from C. rei11-
lwrdtii. An altcrnativc sccnario would imply intron 
insertion in preferential sitcs of cox3 scquences. When 
other intron-containing mitochondrial cox3 genes werc 
explored, it was found they ali exhibit introns that are 
localized in dilferent positions. The bryophytes Pe!lia 
epiphyla (Malek et al. 1996) and Marcha11tia po(1•111orplw 
(Oda et al. 1992) conlain onc and two introns, rcspec
tively, in thc mitochondrial cox3 gene. Thcse introns are 
prcsent in dilfercnt positions from thosc found in thc 
Chla111ydo111011as and Po!ytomella nuclear cox3 genes. 
Thc plant Lycopodi11111 sq11arros11111 (Hiesel el al. 1994) 
and the ycast Yarro11·ia lipolytica (Matsuoka et al. 1994) 
cox3 genes each contain a single, non-conscrved intron. 
Thc position or thcsc introns is also ditferenl from lhat 
found in thc Cllla1111'<lo111011as and Po/ptomella nuclear 
co.d genes. Thcse c~mparisons indica te" lhe absencc of a 
single set of prcfcrcntial intron inscrtion siles in cox3 
sequcnccs. 

Although the rcgions or the cox3 genes encoding the 
MTSs of both chlamydomonad algac sharc a conservcd 
location of introns, the nuclcotidc sequences of thcse 

introns are poorly conserved (less than 38% identity). 
This is likely duc to thc rapid rate of nucleotide substi
tutions in introns of volvocine algac, which is tcn-fold 
highcr than in cxons (Liss et al. 1997). Nevcrtheless, the 
prcscnce of conscrvcd intron locations in thc highly 
conscrved rcgions cncoding the MTS in thc cox3 genes 
of Poly10111e//a sp. and C. rei11/wrdtii indicates that thesc 
algae acquired the region encoding the MTS and thcir 
respective introns beíorc speciation. Thc prescncc of fivc 
additional introns in the C. reinhardtii cox3 gene also 
suggcsts that thcse introns originated during the pcriod 
that occurred after thc divergence of thesc two species. 
Al!ernativcly, but lcss likcly, they wcrc prcsent in !he 
common ancestor and then los! from the cox3 gene of 
PoZ)'lomella sp. This last scenario would imply a selcc
tive loss of introns in regions encoding the Polytomella 
mature COX III subunit, without loss of introns in thc 
region cncoding the MTS. 

Splicing junctions and interna! conserved sequences 
in !he co:d gene introns 

Ali the introns in chlamydomonad cox3 genes show 
orlhodox splice sitcs, cxhibiting GT at the 5' end and 
AG at thc 3' cnd (Table 1). In Chla111ydo111011as, con
sensus-conserved sequcnces surrounding the splicing 
siles have bcen identificd: (C/A)(A/C)G.J.GTG(A/C)G 
for !he 5' splice site and (G/A)CAG.J.(G/A) for the 3' 
splicc site (Silflow 1998). Thc splicc junctions of the in
trons of !he co:d gene of C. rei11hardtii also conform to 
thesc consensus-conserved sequences. The sequences 

Table 1. Phascs, sizcs, und ílunking sequcnces of 5' and 3' splice si tes for Clzla111yc/0111011<1s re/11/uircltii (Cr) and Polytomel/<1 sp. (Ps) coxJ 
introns 

Phusc S' splice sitc Size (bp) 3' splicc site 

lntron Ps Cr Ps Cr Ps Cr Ps Cr 

1 CTG/GTAAGA CAG/GTGTGT 167 267 TGTAG/GCT TGCAG/GCT 
2 2 2 GAG/GTAAGA CGG/GTGAGC 71 133 TTTAG/GAA CGCAG/CCG 
3 o o AAG/GTAATT AAG/GTAAGG SS 139 TATAG/ACT CGCAG/ATG 
4 2 2 CAG/GTAAGA CCG/GTGAGG 444 256 TATAG/GTC TGCAG/CAC 
s 1 TGG/GTGAGC 290 CGCAG/GCA 
6 2 GCT/GTGAGT 323 CGCAG/CTG 
7 o AAG/GTGGGG 159 CGCAG/GTG 
8 2 CCA/GTGAGT 180 CGCAG/GTA 
9 2 CTG/GTGGGT 204 CACAG/GCA 

)L\'S 
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Polytomella 

Chlamydomonas 

' ' . MRSQLLKALTRAPAGFSAQQSFNA!,RSGASYFSTD- - -SVSRFQRKEESLFKGFSA 53 
111111: 111111111 1 111 1 : 1 1 1 11 
MRSQLLRFLTRAPA.FS-QEGLQALRAGLTSGEASGLLQSSAFÍRQNESAAPRGLG 55 

Polytome/la vP!TTLP- -FAAHL- - - - -STFTQEREEKGVKAV-EAPKVNSALAALPPR--tsM 98 

1 11 1 11 1 :: 1 1 : 1 1 11111111 1 ' 1 
Chlamydomonas FG~ALPLsFooHLMSTLAsANoooKKEPTTGALAQQPOVPNALAALPPRGTl™ i10 

Flg. 2. Amino acid sequence alignmenl of MTS of Polytomel/a sp. 
and C. reinlum/tii co.,J and comparison of intron positions. Arro11·s 
indicalc lhc posilions of inlrons 1-4 in lhc corrcsponding gene of 
ench alga. An arrow ovcr an amino ncid means that thc intron is 
nol in phasc wilh the open reading framc (orf). Only inlron 3 is in 
phase wilh lhe orf 

surrounding splicing siles in the cox3 gene of Po/ytom
ella sp. show sorne differences from the C. reinlwrdtii 
consensus splicing sites; and they conform more to the 
siles (A/T)G.J.GTAA for the 5' splicc sitc and TAG.J.(G/ 
A) for the 3' splicc sitc. Additional gcnomic scqucnces of 
Po~Jlfomella sp. genes are nccded to cstablish canonical 
splicing sitcs in this organism. 

A general fcature of Clrlamydomonas genes is that 
introns are often small, ranging from 57 bp to 1,318 bp, 
with an average sizc of 219 bp (Silllow 1998). Thc 
Clrla111ydo111011as introns in thc cox3 gene rangc from 
133 bp to 323 bp. C. reinlrardtii contains a high intron 
density in its nuclear gcnomc, cstimaled al 3.9-4.2 in
trons/kb of genomic scqucncc (Silflow 1998; Funkc el al. 
1999). For thc C. reinlrardtii cox3 gene, a frcqucncy of 
2.9 introns/kb is obscrved. In contras!, the mitochon
drial gcnomes of chlamydomonad algae cxhibit a lowcr 
density of introns, as compared with thc nuclear ge
nome. 1 ntrons are prcscnt in thc cob gene of C. s111itliii 
(Collcaux et al. 1990), thc cox/, nad5, and cob genes of 
C. e/011ga111111 (Kroymann and Zctschc 1998), and in the 
cox/, mu//, nad5, cob, and ribosomal RNA coding 
rcgions of C. eugametos (Dcnovan-Wright et al. 1998). 
A degcnerate group II intron is also prescnl in thc 
intronlcss mitochondrial gcnomc of C. rein/rardtii 
(Nedelcu and Lec 1998). 

lntrons 5-9 of thc cox3 gene of C. reinlrardtii are 
distributed along the sequcnce cncoding thc maturc 
COX 111 polypeptide (Fig. 1). Intron 6, thc largcst in
tron in thc C. reinlwrdtii cox3 gene, shows two interna! 
conservcd scqucnccs (ICS) found in severa! introns of 
C. reinlwrdtii and in membcrs of thc gcnus Vofrox 
(Table 2). In thc majority of thesc Clr/amydomonas and 
Volvox genes. thcsc ICS are located near the 5' splicing 
junctions (ICS 1 ), or near the 3' splicing junctions 
(ICS 2). Thc ICSs reported in this work differ from 
most other Clrla111ydu111011as ICS in that they lack !he 
consensus scqucncc NCTAG located 15-51 bp up
stream of thc 3' splice site (Lec et al. 1997). The ICS 
dcscribed herc also differ from ICS found in yeast, 
where the grcat majority of thc introns found in its 
entire gcnomc (214 out of 231) contain a 7-nucleotide 

ICS, with the consensus sequence TACTAAC (Spingola 
et al. 1999). · 

The chlamydomonad ICS seem to be present in the 
larger introns of a gene or in introns not smaller that 
212 bp. This obscrvation is consisten! with !he fact 
that two ICS are present only in inlron 6 of the 
Chlamydo111011as cox3 gene, which is !he largest intron 
(323 bp). lt is importan! lo note that the relative posi
tion of ICS 1 within the intron is usually conserved, 
being near the 5' cnd. In sorne examples in Table 2, the 
scquencc of ICS 1 is invertcd with respecl lo !he cox3 
intron 6 sequence. In thcse cases, the relative position of 
ICS 1 within the intron is also invcrted and is found near 
the 3' end of !he intron. The relative position of ICS 2 
wilhin lhe intron is also conserved and is usually found 
ncar the 3' end of the intron. Whcn !he sequence of 
ICS 2 is inverted, the position within !he intron is also 
inverted and it is present near the 5' end of the intron. 
These ICS are not present in ali Chlamydomonas introns, 
but they may play an importan! role in !he processing of 
particular introns in this alga. ICS 2 was previously 
described by Funkc et al. ( 1999), when comparing an 
intron from the gene encoding acetolactate synlhase 
(ALS) with an intron of the gene encoding carbonic 
anhydrase (CAIJ3). Those authors proposed that this 
nuclcotide strctch might represen! a sequence encom
passing a branch site of thcse introns. Or, it might 
represen! a signa! of ye! unknown importance in the 
RNA-splicing proccss or in !he cxprcssion of genes in 
C. reinhardtii (Lumbreras et al. 1998). 

This is thc first dcscription of !he sequences of co.d 
genes localized in !he nucleus. Bascd on thcse sequences, 
it is proposed that cox3 genes were transfcrred to the 
nucleus in a common ancestor of Polytomella sp. and 
C. rei11/wrdtii. This process was accompanied by !he loss 
ofthe mitoehondrial cox3 gene copy. The inactivation of 
!he original mitochondrial gene and its subsequent dis
appearance likcly occurrcd once !he nuclear cox3 gene 
copy became active. It is also proposed that thc acqui
sition of an additional nucleotide sequence cncoding a 
MTS and its corresponding introns occurred before the 
divergencc of these two specics. Nuclcotide insertions, 
deletions and substitutions havc occurred in introns 1-4, 
which changed their sequcnce and size, whilc relaining 
lheir original positions. Although it is difficult lo dis
tinguish betwcen cvolutionary scenarios, intron-loss 
against intron-gain for chlamydomonad cox3 genes, thc 
simples! inlerprelation is that intron acquisition in 
C. reinlrardtii occurred after its separation from the 



Tublc 2. Interna) conserved sequences (ICS I, ICS 2) of C. rei11-
l1t1rtltii introns. C. rei11/11mltii cox3 intron 6 contains nn ICS 1 nnd 
an ICS 2 that are present in other CMamytlo111011as nnd Vofro.~ 

lntron Size (bp) Gene name 
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introns. Superscript a denotes ICS 1 or ICCS 2 sequénce that is in
vcrted with respect to co.d intron 6. GenBnnk accession numbers 
are givcn in parentheses 

CLocation 
in the intron 

ICS 1: GGGAGGGGGGAGAGG 
6 323 

443 
288 

C. rei11/tartl1ii cox3 31 bp from 5' 
6 bp from 5' 
16 bp from S' 

8 
14 

C. rei11/tartl1ii acetolactnte synthase gene. ALS (AF047459) 
C. rei11/tartltii variable ílagellar number protein gene, 

VFLI (AFl54916) 
2 
2º 
5" 
1 

253 
228 
454 
748 

C. rei11/11mltii EYE2 gene (AF233430) 22 bp from S' 
21 bp from 3' 
5 bp from 3' 
2 bp from S' 

C. rei11/11mltii actin-related protein gene, A CT2 (U68060) 
Vofrox cartai argininosuccinate lyase gene, VASL (AF233374) 
V • .fpermalo>phem UTEX 2273 GTPase Ypt4p gene (U55929) 

ICS 2: ATCATGAATGTAACCCC 
6 323 

493 
C. rei11/umltii cox3 25 bp from 3' 

177 bp from 
3' 

3 C. rei11/tartltii class ll DNA photolyase gene, PllR2 (AFl29458) 

8 694 
480 
500 
582 
287 
490 
212 
281 

C. n•i11/tartltii class ll DNA photolyase gene, PllR2 17 bp from 3' 
21 bp from 3' 
2 bp from 5' 
34 bp from 3' 
26 bp from 3' 
27 bp from 5' 
20 bp from 3' 
32 bp from 3' 

2 
5" 

C. rei11hartltii phosphatidylinositol 3-kinase gene (U97663) 
C. reinhardtii acctolactalc synthasc gene, A LS 

9 C. reinlwrdtii acctoluctatc synthase gene, .-ILS 
4 
'8'~. 

C. rei11/11mltii carbonic anhydrasc a-type gene, CA f/3 (U73856) 
C. n•i11/wrtltii argininosuccinnte lyase gene. ARG7 (Xl6619) 

8 C. rd11/wrtltii nitrate reductase gene, N/TI (AF203033) 
2 C. rei11/wrtltii =J'SIB gene (ABOOl486) 

colorless genus Po/ytomel/a. This proposal is in agrcc
mcnt with the suggestion ofa late occurrcncc ofmultiplc 
intron-inscrtion evcnts in thc evolution of cukaryotic 
genes (Palmcr and Logsdon 1991) and nlso with the 
proposal of a late acquisition of introns in thc genes of 
C. reinhardtii nnd its multiccllular relativc, V. carteri 
(Funke et al. 1999). A test of the latc-acquisition hy
pothesis could be accomplishcd through a compnrative 
study of intron distribution among a snmpling of chl
amydomonad taxa that includes excmplars from ali of 
the known lincagcs (Buchheim et al. 1996; Fricdl 1997). 
In particular. it will be importan! that future investiga
tions include those laxa currcntly regardcd as sistcr 
to C. rei11/wrd1ii (c.g., C. globosa. C. incerta, C. zebra, 
V. carteri). 
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The dithionite-reduced spectra of the purlfied be, 
complexes from tite colorless alga Polyton1ella spp. 
and the closely related green alga Chlamydomonas 
I"einhaI"dtii were compared. The spectrum of the be, 
complex from C. I"einllaI"dtli showed a profile similar 
to those of the be, complexes from other species. In 
contrast, the bc 1 complex from Polytome/la spp. exhib
its a double·peak spectrum in the a-band region, 
where the absorption bands of cytochrome c 1 and cy
tochrome b are completely resolved. To further under
stand the molecular basis of these spectroscopic dif
fcrences, the mitochondrial gene encoding cyto
chrome b of Polytome//a spp. was cloned, sequenced, 
ancl compared with that of C. I"CinhaI"dtii. The Polyto
mella spp. cytochrome b gene is 1113 bp long ancl does 
not contain introns. Tite deduced protein sequence 
exhibits 56% identity and 68% simllarity with the cy
tochrome b of C. I"einhaI"dtii, and in a phylogenetic 
analysis it clearly affiliated with the b-type cyto
cltromes of C. I"einhaI"dtli and C. smithii. A comparison 
of the primary sequences of the Polytomel/a spp. cyto
chrome b with other b-type cytochromes, and its anal
ysis based on the structure featuring eight transment
brane stretches, allowed the identlfication of a ty
rosine in position 114, which substitutes for a 
tryptophan present in ali mitochondrial b-type cyto
chromes sequenced to date. In addltion, the primary 
sequence of the cytochrome b from Polytome//a spp. 

1 Thc nuclcotldc scqucncc data rcportcd In thls papcr havc bccn 
submlttcd to Gcn8ank under Accesslon No. U87396. 

2 To whom correspondence should be addressed al Departamento 
de Genética Molecular, Instituto de Fisiología Celular, Universidad 
Nacional Autónoma de México, Apartado Postal 70-243, 04510 Méx
ico, D.F., México. Fax: (525) 622-5611 or (525) 548·0387. E-mail: 
dhalphcn@lfcsun l .lfislol.unam.mx. 
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has a serine at positlon 36, instead of a nonpolar resi
due (alanine or leucine) found in ali other species. In 
the proposed model for cytochrome b, both residues 
Tyr,,. and Ser36 are in close proximity to the high
potential b 11 heme. The above data suggest that the 
polar residues Y114 and S 36, cach one by itself or in 
combination, may interact with heme b 11 of Polyto
mella spp. and, thus, may be responsible for the 
unique spectroscopic characteristics of cytochrome b. 
IO l99H Acndcrnlc Prcu 

Key WoI"ds: Polytomel/a; Chlamydomonas: mitochon
dria; bc 1 complcx; cytochrome b; Chlorophyccae. 

The algae of the genus Polytomella (1, 2) are colorless 
members of the family Chlamydomonadaceae (3, 4). 
The genus Polytomella is thought to have arisen by 
secondary evolution from the Chlamydomonas lineage, 
Iosing its cell wall and lts functlonal chloroplasts (5, 6). 
Structural, functional, biochemical, and molecular ev
idence supporting the close relationship between the 
genera Polytomella and Chlamydomonas have been 
provided by different authors (4, 7-11). 

Ublquinol-cytochrome e oxidoreductase (bc1 com
plex) Is a multisubunlt mitochondrial membrane en
zyme that binds three redox prosthetic groups: a c-type 
heme In cytochrome c1, an Fe2S 2 center In the Rieske 
proteln, and two b-type hemes in cytochrome b (12). 
Embedded In the inner mitochondrial membrane, cy
tochrome b constitutes the hydrophoblc core of the bc 1 
complex (13, 14). The avallable data indicate that the 
tertiary structure of cytochrome b is dominated by 
elght transmembrane stretches (15-18), two of which 
contain lnvarlant histldlne residues that ligate the 
heme irons: H 82 and H 183 (yeast numbering) coordinate 

0003-9861/98 S25.00 
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heme bL on the P-slde of the membrane, and H 96 and 
H 197 ligate heme b1_1 on the N-slde of the membrane 
(19). The crystal structure of the bc 1 complex from 
bovlne heart mitochondrla (20) has confirmed the pre
dicted topology of cytochrome b. The two heme groups 
bL and b1_1 are assoclated with two redox catalytlc unlts 
In the bc 1 complex, the Q 0 center and the Q 1 center, 
respectively (21-25). 

A highly active bc 1 complex from Polytomella spp. 
has been purified and characterized (26). It exhlblts a 
clearly defined double-peak spectrum In the a-reglan 
with absorption maxima at 553 nm far cytochrome c 1 
and at 567 nm far cytochrome b. The spectroscopic 
characteristics of Polytomella spp. cytochrome b are 
thus distinct from those In mammals, plants, yeasts, 
and bacteria. In arder to lnterpret on a molecular basis 
the spectroscoplc dlfferences of the cytochrome b, we 
have compared the fully reduced spectra of the bc 1 
complexes from Polytomella spp. and Chlamydomonas 
reinhardtii. Wc also describe the nucleotlde sequence 
of the cytb gene and the deduced prlmary structure of 
the mitochondrial apocytochromc b of Polytomella spp. 
and compare it to lts homologue in C. reinhardtil. Two 
striklng substitutions were found in the amino acid 
sequence of cytochrome b from Polytomella spp.: resi
dues S36 andY 114 were unique to thls sequencc, replac
ing residues A36 and W 114 present In the cytochrome b 
of C. reinhardtii and of severa) othcr specles. In par
ticular, W 114 is one of the invariant amino aclds In all 
apocytochrome b sequences reportcd to date, and its 
replacemcnt by a tyroslne could account far the pecu
liar spectroscoplc characterlstics of the cytochrome b of 
Polytomella spp. 

MATERIALS ANO METHODS 

Stralns and plasmlds. Polytome//a spp. (198.80, E. G. Prlng
shclm) was grown In thc mcdlum dcscrlbcd by Wlsc (3) supplc
mcntcd wlth vftamlns 8 1 (0.06 mgllltcr) and 8 12 (0.08 mglliter) (27). 
Eschcrlchla coli OH5a was uscd to ampllfy rccomblnant plasmlds. 
Bluescrlpt phagcmld (Stratagene) was used for subcionlng and sc
quenclng. 

Mitochondrial DNA lsolmion and construction of tlw genomlc ml
tochondria/ DNA Jibrary. Mltochondrla from Polytome//a spp. wcre 
prcparcd as dcscrlbed by Gullérrez-Clrlos et al. (26). The mltochon
drlal Hindlll ONA llbrary was conslructed as descrlbed by Ant
aramlan et a/_ (JO). 

Amplificatlon and partía/ sequenclng o{ tlw cytb gene. Milochon
drlal ONA (1 µg) from Polytonw//a spp. was used as a tcmplale for 
arnplificallon by thc polymerasc chaln reactlon (PCR) In tlm presence 
of 8 mM MgCl 2 ancl 200 ng of cach of the followlng degenerate 
oilgodeoxynuclcolldes, which were syntheslzed on an Applled Blo
systcms Model 381A ONA syntheslzer al the Molecular Blology 
Facllllles of the Inslltuto de Fisiología Celular, UNAM (Mexlco). The 
forward primer, 5'-agt(c) llg llc(l) llc(l) att gta(c) gta(c) tac(t) 
l(c)tg(a) cac(t)-3', corresponded to the conserved reglan from amino 
acid 87 to 95 of C. reinlwrdtil cytochrome b (SLFFIVVYLH). The 
backward primer, 5'-ta a(t)ac cea caa a(g)aa a(g)ta cea etc t(a)gg 
l(a)ac a(g)at atg-3', corresponded lo thc complementary reglan of C. 
relnhardtli cytochromc b from amino acld 267 to 278 (HIVPEWYFL-

WVY). Thc ollgodeoxynucleotldes were dcslgncd based on the mlto
chondrlal codon usage of C. rclnhardtli (28). 

Far PCRampllfkallon, samples were denatured far 12 mln at 94'C 
and subjecled to 50 cycles of30-s denaturatlon al 94'C, 45-s anneal
lng al 55'C, and 2-min extenslon al 72'C. A final exlenslon far 12 
mln al 72'C was carrled oul. The PCR product was gel purlfied and 
llgated lnto the pCRII plasmld (lnvitrogen). Transformed E. co/i 
OH5a cells werc plated on ampiclllln LB plales and recombinant 
plasmlds wcre selected by loss of ¡J-galactosldase acllvity. Poslllve 
clones were sequenced uslng the kit Seq Ver 2 from USB, based on ,_ ___ _ 
the dideoxy chaln tcrmlnallon method of Sanger et al. (29). Standard 
recomblnant ONA techniques were carrled out essentlally as de
scribed by Sambrook et al. (30). 

Southern analysls. The mitochondrlal llbrary clones were lrans
ferred to a nylon membranc and hybrldlzed wllh the 32P radloacllvc 
probe of the cytb gene PCR·amplificd product from Polytomella spp. 
The hybridlzatlon was carrled oul al 55'C, and the nylon membrana 
was washcd twlcc with 5X SSC3 conlalnlng 0.5% SOS and once Wilh 
0.2X SSC contalnlng 1% SOS al thc same temperature and was 
cxposcd overnight wllh X-OMAT AR Kodak film. With thls procc
dure, clone 9H from the HlndIII mlONA llbrary was found to hy
brldize wlth the radioactive probe and to contaln a partial sequence 
of thc cytb gene. 

PCR amplification o{ thc upstrcam reglan o{ t/w cytb gene. Slnce 
clone 9H from the HlndIII llbrary dld not contaln the complete cytb 
gene, an addillonal PCR ampilficallon step was carrled out In order 
to obtaln the sequencc of Lhc correspondlng 3' end reglan. The PCR 
was done wlth mtONA from Polytomella spp. as a template, wlth the 
spcclfic forward primer 5 '-tta acc aag gca aag clg aac c-3' (nuclco
tidcs l IOl lo 1122 from the known cytbgenc sequencc from clone 9H) 
and fivc differcnl randomly synlheslzed dccamers as backward prlm
ers (syntheslzed at the Instituto de Fisiología Celular, UNAM). The 
mixture far PCR contalned 1 mM MgCl2 , 0.5% dlmethyl sulfaxlde, 
and 0.5% bovine scrum albumln. Samplcs were dcnaturcd far 10 mln 
at 94'C and subjected to 50 cycles of 45-s denaturatlon at 94'C, 45-s 
anneallng al 50'C, a 1-min extenslon at 72'C, and an addlllonal 
cxtenslon far 1 O mln at 72ºC. The PCR products thus oblaincd were 
subjccted to Soulhern blot analysls uslng thc samc 9H clone as a 
probc. Two different posltivc 1-kb products wcre idcntlfied, cloned In 
pMOS (Amersham), and sequcnced; both were faund to conlaln the 
3' end of the cytb gene. 

Purlfication ofbc1 complexes. The bc 1 complex from Polytomella 
spp. was purlfied as described by Gullérrez-Clrlos et al. (26). The bc1 
complex from C. relnhardtil was purlfied fallowlng the methods of 
Attela (31) and Attela and Franzén (32). uslng thc mulllple·pholo
synthellc mutanl slraln BF4F54Fl4 (33). Both bc 1 complexes were 
kept al -70'C untll used. 

Dlflerence spectra of the bc1 complex. Olfference spectra were 
recordad uslng bc1 complexes m conccntrallons of 2.0-6.0 µM cylo· 
chromc b, using a fcw gralns of dithlonlte as reduc1ant. 

Puriflcatlon of cytochrorne b from Po/ytomella spp. and detcrmlna
tion oflts N·termlnal sequence. Subunlt 111 (cytochrome b) from the 
bc 1 complex from Polytomclla spp. was purlfied by SDS-polyacryl
amidc gel electrophorcsls. Far this purpose, the purlfied be, complex 
(200 µg of proteln per Jane, 10 Janes) was run In a Coomassle blue 
SOS-PAGE as descrlbed by Schiigger et al. (34) with the modlfica
tlons descrlbed by Vázquez-Acevedo et al. (35). Thc stalned band of 
Inlercst was cxcised from the gel and ground In a mortar In the 
presence ofsand (1: 1 w/w). Whcn a fine paste was formed, 2 vol of 20 
mM Tris-HCI (pH 7.0) was addcd. and thc mixture ccntrlfuged at 
30,000g for 15 mln. The supernatant, which contalned the extracted 
and purlfied polypcptlde, was lyophlllzed and subjected to SOS-

3 Abbrevlatlons uscd: CAPS, 3·cyclohexylamino-1-propanesulfonlc 
acid; mtONA, mitochondrial ONA; SSC, standard sallne cltrate. 

l51 
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PACE as descrlbed by Schiigger et al. (36). Subunlt IIl (cytochrome 
b) was transforred onto a ProBlott membranc (Applled Biosysterns) 
at 400 mA for 2.5 h (4ºC) in the presence of 10 mM Caps (pH 11.0) 
and 10% methanol following the procedurc of Matsudaira (37). The 
membrane was staincd with Coomassie brilliant bluc, destained, and 
air-dricd as dcscribed by thc same author. Amino-terminal scqucnce 
analysis was carricd out by Dr. J. D'Aiaycr on an Appllcd Biosystems 
scquenccr al Lhc Laboratolrc de Mlcroséqucm;agc des ProtClnes, 
lnstitut Pasteur, Paris (Francc). 

Sequence analysís. Sequences were analyzed using the GCG Se
quencc Analysis Software Package (Genetlcs Computcr Group, Mad
i son, Wl). Alignments wcre carried out wlth thc Pileup program (38) 
using sequcnces in thc SwlssProt data bank. Dlstances in the cla
dogram wcre corrected according to Kimura (39). Thc terms simllar
ity and homology are uscd as suggcsted by Reeck et al. (40). Accepted 
amino acid substitutions for consldering similarlty were K=R, D=E, 
S=T. l=L=V=M, and F=Y. 

RESULTS 

Spectral characterization ofthe bc1 complexes. The 
dithionite-reduced spectra of the bc 1 complexes puri
fied from Polytomella spp. and from its photosynthetic 
counterpart C. relnhardtil were recorded at room tem
pera tu re. The fully reduced bc 1 complex of Polytomella 
spp. exhibited absorption maxima at 553 nm far cyto
chrome c 1 and at 567 nm far cytochrome b in the 
a-reglan of the spectrum (Fig. JA). This gives rise to a 
double-peak spectrum of the bc 1 complex, in which the 
absorption maximum of cytochrome c 1 is clearly re
solved from that of cytochrome b at room temperature. 
In contrast, the absorption spectrum of the dithionite
reduced bc 1 complex from the closely related alga C. 
reinhardtii (Fig. IB) showed a maximum at 561.5, cor
responding to heme b, and a shoulder at 554.7 nm, 
characteristic of cytochrome e 1• This pro file is similar 
to those of bc 1 complexes from severa! other organisms, 
including mammalian, plant, yeast, and bacteria! bc 1 
complexes, in which the absorption bands of cyto
chromes c 1 and b are overlapped. Thus, the b-type 
heme from Polytomella spp. exhibits a redshifted 
a-band, which seems to be unique to the bc 1 complex 
from this colorless alga. To understand the molecular 
basis of these spectroscoplc differences, the mitochon
drial gene encoding cytochrome b (cytb) of Polytomella 
spp. was cloned and sequenced. 

Characterízation ofthe cytb Cene from Polytomella spp. 
Two degenerate oligodeoxynucleotides were designed 
based on highly conserved regions of the cytb gene of C. 
reinhardtii. With these primers, a PCR-amplification 
product of 0.8 kb was obtained, uslng mtDNA from 
Polytomella spp. as a template. Nucleotide sequence 
analysis showed that it was an amplified product of the 
cytb gene that exhibited 68% slmilarity with the cytb 
gene from C. reinhardtií. The 0.8-kb PCR product was 
used as a probe to screen the Hindlll mtDNA library of 
Polytomella spp. A single clone from this library (clone 
9H) gave a positlve signa! in Southern blot analysis. 
Nucleotide sequencing of the 9H clone revea!ed the 

554 A 525.5 530.9 

l l 

AAbsc0.05 

20nm 

B 

528532 

! ! 

1 AAbs=0.005 

10nm 

FIG. l. Spcctra of thc dithlonitc-rcduccd bc1 complcxcs from Poly
tome//a spp. and C. relnhardtll. (A) The be1 eomplcx from Polyto
mella spp. was dilutcd In 25 mM potasslum phosphate buffer (pH 
7.2) eontalning 2 mM EDTA and 0.1 mg/ml lauryl maltosldc and was 
fully reduecd with a fcw grains of dlthionite. (B) Thc be 1 complex 
from C. relnhardtil was diluted In 20 mM Trls-aeetate buffer (pH 
7.0) contalning 0.05% Triton X-100 and fully reduecd wlth a few 
gralns of dlthionite. 

presence of an open reading frame of 1029 bp encoding 
the 343 residues of the sequence of cytochrome b, in
cluding its N-termlnus. Since clone 9H from the 
Hlndlll library did not contain the complete sequence 
of the cytb gene, an additional PCR amplificatlon step 
with randomly synthesized decamerlc primers was car
ried out in arder to obtain the sequence that encoded 
the carboxy-terminal reglan of cytochrome b (see Ma
terials and Methods). The PCR products were trans
ferred to a nylon membrane and hybridized with the 
cytb gene from clone 9H as a probe. Two different 
positive 1-kb products that contained the 3' end of the 
cytb gene were identified and sequenced. 

The complete nucleotide sequence of the cytb gene 
from Polytomella spp. and the predicted primary struc-

152 
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(-lB•)aagcttgacttctatgataactac 
aacgaagaggtgacaaacoagcgatgcgaacagaaagaaaacagcaaagataacctataattaagaaaaggtttggtct 
tgcctagcttttcactatgagataagtttatacatgctagccatagatggagogcaggtgaatatcacacgagaaacaa 

atg cgt tta cat CH aag aat Ht atg eta cag ott tat tac caa cae att gaa gcc tac 
N R L R Q lt N N • L Q L y y Q H r • A y 

cea a ca cct tgc aac eta ªªª tac tct tgg aac atg ggc agt ctt tcc ggc tta ctt tta 
p T p e N L lt y s w N N Q s L s Q L L L 

gct agc caa att gto a ca gga att ctt ttg gct atg cat tac tgc cea gat act tea ttg 
A s Q r V T Q r L L A N R y e p D T s L 

gca ttc tao aga gta att aat tta a ca gtt gat gta act tat gga ttt gta att cga tat 
A p y s V :i: R L T V D V p y Q p V :i: R y 

ttt cae atg aat ggo gac aga tta ttc ttc gta gcc gta ttc ttg cat tta ttc cga aac 
p H • N Q A s L p p V A V p L R L p R N 

ttg tat tao aac ago gga tcg caa cea cgc gag tta eta tac att agt ggt gtc gta ata 
L y y N s Q s Q p R B L L y r s G V V r 

att eta tta atg gta ata aca gca ttc ata gga tac gtt tta cct tgg gga ca a atg agt 

'"""° L L L • V r T A p :i: G y V L p w G Q IC s 

~@ 
tto tgg ggo gat act gta ate a ce agt ttg gta agt gct gtg cea ata gtt ggt a ce gat 

p lf Q A 'I' V :i: T s L V s A V p r V Q T D 
ctt gtt tat tat tta tgg gga gga ttt agc gtt agc aac cea acg tta aac cgc tta ttc 

L V y y L lf Q G p s V s N p 'I' L N R p p 
aga ttt cae tat etc tta cea ttt gtc eta gcc ggt tta agc ate gct aat eta gct gct ~ 

s p R y L L p p V L A G L s I A H L A A t:::l cr.2 
etc cat agc tat gga agt a ca aat cea etc tct ata aat tea gta gca ªªª gtt cea ttt ¡jrj 

L R s y Q s T N p L s r N s V A R V p p 
c::::i c-:i ggt tcc tac tac ate att aaa gac ttg ctg gga gtt eta att att gga goa gct atg ate 

G s y y r :r lt D L L G V L :i: r G A A N r 
g::', 'ª gtg tta gcc ttc tta ttt cea gag gct etc aac cat tea gac aat tac ata cea gca aat 

V L A p p p p • A L N H s D N y :r p A H 

~ cea tac agt ªªª cea gct cae ata gtg cea gaa tgg tao ttc tta cea gtt tac gct att 
p y s T p A H r V p • N y p L p V y A I 

tta cga agc ate ccc gat aaa gga att ggt att tta gct gtg tta ctg ttt ttc ata ggt 
L R s :r p D lt G I G :i: L A V L L p p :r G 

tta ggt tta aag cea ttc tta agc caa ggc aaa gct gaa cea cae ttt tat gct tct ttc 
L G L Q p p L s Q G lt A • p H p y A s p 

ata gga gga tta ttc gtt ctg ggc tgg att ggg tea aaa gaa att a ca gaa gta ªªª aga 
:r G G L p V L G lf L Q s R • I T D V T s 

:. gca gcc cea agc ttc tta ªª" tta tta •ca ttt gcc tac etc ttc gta gta agt cct ttg ,,. A p s p p T L p T p A y L p V V s p L 
tac agc ttg ctg tac HC cga gta aaa ggt taa caaaacaaaaaaaaagagaact (1316) 

y s L L y N R V R G . 
-FIG.2. Nuclcotide sequence of the mltochondrlal cytb gene from Polytomella spp. The derlved prlmary sequence of apocytochrome b Is also 
sho\vn. 

ture of the apocytochrome are lllustrated In Fig. 2. The 
nucleotlde sequence showed an open readlng frame of 
1113 bp that was not lnterrupted by intervenlng se
quences. Translation of the DNA sequence predicts a 
proteln of 370 resldues wlth a molecular mass of 41,226 
Da. To corroborate that the deduced primary sequence 
was also present in the cytochrome b of the mitochon
drial bc 1 complex from Polytomella spp .. subunit III 
(35.5 kDa) was purified and subjected to 15 cycles of 
N-terminal sequencing. The identified residucs are 
shown in Fig. 3. These first 15 amino acid resldues 
wcrc idcntical to thosc dcduccd from the nucleotide 
sequence (Fig. 2), indlcating that thc sequcnce of the 
maturc and assemblcd cytochromc b is encoded by the 
cytb gene. The predicted apoprotein of cytochrome b 
from Polytome/la spp. shows a hydropathy profile sim
ilar to thosc of cytochrome b from other organlsms 
(data not shown) and fits the eight-transmembrane
heiiccs structurc (20). It contains the four invariant 
histidine residues (H82, H 06. H 183, and H 107) that llgate 
heme b._ and b 11 . In addition, lt contains the other 
highly conserved residues found in the cytochrome b 
scquences and considered to be lnvariant (41): G33 , G47 , 

G1s• G111• G131. S140. T11s• Hzo2• D220• P211• Ez12• W213• 
L282 , and G201 (yeast numberlng). Notably, the com
pletcly conserved rcsldue W 114 was substituted by a 

tyrosine In the Polytomel/a spp. cytochrome b se
quence. The derived sequence of apocytochrome b of 
Polytomella spp. was also compared with the one from 
C. relnhardtii (28, 42), revealing an ldentlty of 56% and 
an overall slmllarity of 68% (Flg. 4). Thls slmilarlty Is 
less evldent in the carboxy-terminal reglons of the two 

r..._ 
II

l!I: (cyt b) -
l7 (cyt c1 ) _..... 

:ir (Fes) -

3ZI
Er-
3ZllI ~ 
rx:
x--

-~ 

·1-~.-
"~· f¡· 

"'.;.•1·, 

~· 
..-:i.~ --~ ,...O... -

2 

+- MRLHQKNNMLQL YYQ 

FIG. 3. N-tcrmlnal sequence of cytochrome b (subunlt III) of the 
bc 1 complex from Polytomella spp. Lane l, purllied bc 1 complex from 
Polytomclla spp. Thc 10 subunlts whlch constltute the complex are 
lndlcatcd (26). Lanc 2. the N-termlnal sequence of thc purlfied 35.5-
kDa polypeptlde (subunlt III) Is shown. 
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Polytomella 1 MRLHQll'.NNXLQLYYQHIEAYPTPCHLKYSWNllGSLSGLLLASQIV'l'GILL 50 
11:1 1 :1: 1: 11111 11 1111 111 1::1111::11111 

Chlamydomonae 1 MRNJINJtIQLLSVLNTHLVAYPTPICKLNYSWNGGSLAGMMLASQML'l'GILL 50 

51 AllHYCPDTSLAPYSVIHLTVDVPYGPVIRYPllNNGASLPFVAVPLHLPRN 100 
1111 11 11 11 111 1 ::11 1 1111111: 1:11: 1 

51 AllHYVGHVDYAPASVQHLMTDVPSGKILRYAllANGASLPPIVVYLHVLRG 100 

101 LYYNSGSQPRBLLYISGVVILLLMVITAPIGYVLPWGQMSFWGATVITSL 150 
sil 11 1111:: 11111111:1:1111111111111111111111111 

101 MYYGSGAQPRBIVWISGVVILLVMIITAPIGYVLPWGQMSFWGATVITSL 150 

151 VSAVPIVGTDLVYYLWGGPSVSNPTLNRPPSPHYLLPFVLAGLSIAHLAA 200 
1:1:11 111 1111111 1111111:1111 111:11111: 1:11 

151 ATAIPVVGltHIMYWLWGGPSVDNPTLNRPYSPHYTLPFILAGLSVFHIAA 200 

201 LHSYGSTNPLSINSVAK.VPPGSYYIIl<DLLGVLIIGAAMIVLAFFFPEA 249 
11 1111111 :11 : 1111: 111:1 1: :1 11:1: 

201 LHQYGSTNPLGVNSQSSLISFGSYPGAl<DLVGALFLALVFSILVPFYPDL 250 

250 LNHSDNYIPANPYSTPAHIVPBWYFLPVYAILRSIPDKGIOILAVLLFPI 299 
1 1 11 111111111 111111111 111111111 1 :1:11: 1 1 

251 LGHPDNLIPANPYSTPQHIVPEWYFLWVYAILRSIPNKAMGVLAIGLVPA 300 

300 QLGLQPPLSQGKAE •..•• PHFYASPIGGLPVLGWLGSKBITDVTSAAPS 344 
1 11 : 1 1 l 1 : : 1 1 1 1 1 1 1 : 11 

301 SLPAMPPIGLGGGKFRIITBWLYWTFLADVLLLTWLGGNBITPITSFVGQ 350 

345 PPTLPTPAYLPVVSPLYSLLYNRVKG*QNltKKBN 378 
1 1 11 1 11 1 

351 CCTAYLFFYLLVCQPLVGYLBTQFAHGTQTN ••• 381 

FIG. 4. Sequence allgnment of the predlcted cytb gene from Polytomclla spp. wlth thal from C. rclnhardtll. Thc comparlson showed 56% 
ldenllllty and 68% simllarlty. Amino acld ldcnlltlcs are lndlcatcd by stralght llncs (1) and conscrvcd rcslducs by double pcrlods (:). 

cytochromes, which are generally the least conserved 
parts of the protein (41). In additlon, the FG loop is 6 
amino acids shorter in the Polytomella spp. sequence 
compared to the one in C. reinhardtii. The deduced 
primary sequence of the apocytochrome b from Polyto
mella spp. was also compared with sequences from 
other organisms and subjected to a simple phylogenetic 
analysis (Fig. 5). Thls cladogram indicates that the 
Polytomella spp. cytochrome b sequence clearly affill
ates with its counterparts from the photosynthetlc al
gae C. reinhardtii and C. smithii. 

Differences in the mltochondrial codon usage be
tween Polytomella spp. and C. reinhardtii have been 
described far the coxl gene (10). Figure 6 shows a 
comparison of the pattern of codon utillzatlon far the 
cytb gene from Polytomella spp. wlth that of C. rein
hardtii. A significant bias Is faund In each codon fam
ily; nevertheless, 11 codons that are not used In C. 
reinhardtii are used in Polytomella spp. cytb gene: 
UUA (Leu), UCC (Ser), CUC (Leu), AUA (lle), ACA 
(Thr), AAU (Asn), GUG (Val), GCA (Ala), GAA (Glu), 
GGA (Gly). and GGG (Gly). 

DISCUSSION 

Sequence analysis of the apocytochrome b from Poly
tomella spp. The cytb gene from the colorless alga 
Polytomella spp. was cloned and sequenced. As In C. 
reinhardtii, the gene Is not interrupted by intervening 
sequences, in contrast to homologous genes from 
Saccharomyces cerevisiae (43), Schizosaccharomyces 

Rhodobocter sphaeroides 

Parococcus denitrificans 

Xenopus laevis 

Hamo soplens 

Podospora anserino 

Emericello nidulons 

Neurosporo crossa 

'----- Socchoromyces cerevisloe 

'------ Schlzosocchoromyces pombe 

Oryzo solivo 

Zeo moys 

Triticum aestivum 

Vicio tobo 

Solonum tuberosum 

Oenethero bertiono 

Morchontio polymorpho 

r------i Chlomydomonas smithli 

Chamydomonos reinhordtii 

'------ Polytamello spp. 

'--------- Caenorhobditis elegons 

'------------- Escherichlo coli 

FIG. 5. Phylogcnetic anaiysls of cytochrome b scqucnccs. To con
struct thc cladogram, thc amino acid scqucncc of thc b·typc cyto· 
chromc from Po/ytomella spp. was comparcd wlth cytochromes b 
from other organlsms that appcar In the SWISSPROT data bank. 
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2nd 

u e A G 
Phe 10 5 Ser u 

u Phe 20 20 Ser 1 Tyr 17 e 
Leu lll::]¡ Ser 3 o Stop 1 A 

1 O Sto G 
1 Hls u 

e o Hls e 
17 18 Gin A 
O o Gin G 3rd 1st 

LI::iiJ Asn 7 u 
A z 7 Asn e 

liLQJ Lys A 
1 o G 

Val 14 21 u 
G Val 3 7 e 

Val A 
t o G 

FIG. 6. Comparison bctwccn thc codon usagc ar thc mtDNA sc
qucnccs ar cytb rrom Palytonwlla spp. and rrom C. rcinhardlii. Boxcs 
indicatc thc main diffcrcnccs in codon usagc. Codon usagcs wcrc 
dcrivcd from thc scqucnccs ar cytb frmn Palycomclla spp. (boid char
actcrs, this study) and rrom C. relnhardtii (25). 

pombe (44), Aspergillus nidulans (45), Neurospora 
crassa (46), or the related alga C. smithii (47). 

The deduced prlmary structure of cytochrome b from 
Polytomella spp. exhiblted slmilarity with lts green 
counterparts C. reinhardtii and C. smlthiJ, clearly af
filiatlng wlth these two species in a phylogenetic anal
ysis and thus providlng addltional evldence far the 
clase relatlonship between the genus Polytomella and 
the genus Chlamydomonas. The similarlty between 
the cytochromes b from Polytomella spp. and C. rein
hardtii Is slgnlficantly hlgher in the N-terminal re
gions (67% identlty), lncluding the first four transmem
brane helices, than in the C-terminal part (49% 
ldentlty), conslstent with ali other sequences of apocy
tochrome b (41, 48, 49). 

Although the apocytochromes b from Polytomella 
spp. and C. relnhardtii share hlghly similar amino acid 
sequences (56% ldentity), the cytochromes exhiblt dif
ferent spectroscoplc properties when assembled In the 
mitochondrlal bc 1 complex (Flg. 1). In Polytomellaspp., 
the maximum absorption peak of cytochrome b is 

FIG. 7. Proposcd transmcmbranc structurc or cytochromc b from Pa/;10111ella spp. A modci bascd on hydropathy plots that propases cight 
transmcmbranc scgmcnts (A to H), with amino and carboxy tcnnini cxposcd to thc mitochondriai malrix surfocc. Thc modcl aiso shows a 
comparison ar amino acid rcsiducs bctwccn Palyto111ella spp. and C. relnhaidlli: ldcntical rcsiducs are shown in whitc circlcs, conscrvcd rcsidues 
in gray, and variant rcsiducs in black. Thc four invarianl hislidincs that bind thc hemos are indicatcd, as wcll as rcsiducs S36 and Y114• 

TESIS CON -
FALLA DE OlliGEN 
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FIG. 8, Hclical wheel reprcsentatlon or hcllces A to D or Polytomclla spp. cytochrome b as seen from the mltochondrlal lntermcmbrane 
space. The palrs oíhislldlnes that blnd the heme groups are H82, 96, 183, and 197. The two puta ti ve changes In the amino acld resldues that 
may lnteract wlth thc b11 heme group are 5 30 In hellx A, and Y114 In hcllx C. Thc poslllon or residuo Y13., exactly 18 amino aclds away from 
Y114 , Is also deplctcd (see text). 

shifted 3-4 nm to the red, compared with its counter
part in C. relnhardtii. 

Residue Y114 and possibly S 36 may con fer the atypical 
spectroscopic characteristics on the b¡.¡ heme of Polyto
mella spp. A comparison of the primary structures of 
the b-type cytochromes from Polytomella spp. and all 
other species, including the closely related alga C. re
inhardtii, shows the unique substitution of W 114 for Y 
(yeast numbering). Based on the eight-transmem
brane-helices structure, we propase that s36 and y 114 

are likely to be in clase proximity to the bH heme In 
Polytomella spp. (Figs. 7 and 8). Tryptophan 114 is ene 
of the invariant amino acids present in ali cytochromes 
b sequenced to date (41). Although the exchange Trp to 
Tyr is relatively common in members of the same pro
tein family, thc fact that this occurs only in Polytomella 
spp. at position 114 could be related to the unusual 
spectroscopic properties of cytochrome b. The aromatic 
residues surrounding the heme groups seem to maln
tain a tightly packed hydrophobic environment around 
these prosthetic groups and must contribute to their 
spectroscopic properties. As discussed by Mathews 

(50), cytochrome b562 from E. coll and the cytochrome e' 
monomer from Rhodosplrlllum molischlanum have 
hlghly similar three-dlmensional structures, and the 
heme group is located In very similar structural envi
ronments In the two proteins. The large differences In 
the spectroscopic propertles of the two hemes are the 
result of differences In the amino acids that surround 
these prosthetic groups, particularly tryptophans, ty
rosines, and phenylalanines. 

Using computer simulations, Link et al. (51) proposed a 
model of the amino acid residues that constitute the 
environments of hemes b1. and b1_1, In this model heme bi; 
is surrounded by three tryptophan residues, W 29 , W30, 

and W 114 (yeast numbering). It is relevant that W 114 was 
predicted to have an angle of 70º at a distance of 3.2 A 
from heme b1_1• X-ray crystallography of the bovine bc 1 
complex (20) has confirmed a closest distance of 4 A 
between this residue and heme b11 (Chang-An Yu, per
sonal communication). The replacement of W 114 by Y114 
in Polytomella spp. cytochrome b maintains the aromatic 
character of the residue, but introduces differences re
garding the size and H-bonding capacity of the amino 
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acld group. Tyrosine 114 could produce a différent'e!eé:.·•. D. W. Krogmann, for helpful discussions and critlcal revlew of the 
tronic environment around the b1.1 heme, delocallzing.. manuscrlpt. This work was supported by Grants IN-204595 from 
electrons of the tetrapyrrole ring in a manner diffe'rent DGAPA, UNAM. and 2260P-N from CONACyT, Mexico. 

from that of tryptophan. 
Only a few inhibitor-resistant mutations of cyto

chrome b have been characterized in C. reinhardtii. 
Bennoun et al. {52) described a Y132C mutation that 
confers reslstance to the inhlbltors myxothlazol and 
mucldin. Data obtained with thls mutant suggest a 
clase proxlmity of Y 132 to the bL heme, an essential 
component of the Q 0 center. This res Id u e is also present 
at position 132 of the deduced Po/ytomella spp. cyto
chrome b sequence. When the a hellx mode!ing Is car
rled out on the C transmembrane stretch, Y 132 is found 
to lle 18 resldues away from Y114 , which as suggested 
here would interact with the b11 heme (Flg. 8). This face 
of the C transmembrane a hellx wou!d be exposed to 
the space in which both heme moleties are present, and 
thus Y114 must be located near the b11 heme and Y 132 
near the bL heme. These data are in accord with the 
propasa! made here of a clase proxlmlty ofY114 with the 
b1-1 heme. 

The precise nature of the protein factors that deter
mine the optical properties of b-type cytochromes is not 
known. However, it is most Jikely that the electronlc 
density and relative polarity of the heme pocket influ
ences the magnitude and polarlzation of the orthogo
nally polarized transitions of the heme group (Qx,v) 
that determine the a-band (53). In this vlew, the prox
lmity and orlentatlon of electron-dense aromatic 
groups clase to the tetrapyrrole rlng should have a 
domlnant effect on the properties of the electronlc tran
sitions, thus influenclng their optlcal absorptlon band. 
In the case of Polytome//a spp. cytochrome b, it is 
feasible that Y114 (alone or in comblnation with S36) 

introduces an electronic envlronment dlstinct from 
that In other species that have W 114 , so that the energy 
levels of the Qx and Qy transltlons are much more 
separated. This Induces a splitting of the a-band of the 
b11 heme, when normally they are so clase that they 
fuse into a single band of larger wldth (25). To our 
knowledge, this is the first documented case of a nat
ural variation of a single amino acld that may confer 
detectable differences in the spectroscoplc characteris
tics of a heme moiety in a b-type cytochrome. The 
p1·esent results also predict that slte-dlrected mutagen
csis Y11 .1W on the Po/ytomel/a spp. cytb gene or, alter
natively. the W 114 Y mutatlon on the C. relnhardtil 
gene shou!d alter the spectroscoplc properties of thelr 
respective b 11 hemes. 
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translocases of the mitochondrial inner and o u ter 
gene encoding subunit a (ATP6) ofthe F1Fo-ATP synthase. 
gene encoding subunit 11 (COXII) of cytochrome e oxidase. 
gene encoding subunit III (COXIII) of cytochrome e oxidase. 



ABSTRACT 

Mitochondrial gcnomcs cncodc a limitcd set of polypcptidcs that are components of 
thc membranc-cmbcddcd oligomcric complcxcs that participatc in oxidative 
phosphorylation (OX-PHOS). It has beco proposcd that thc genes that rcmaincd localizcd 
in thc mitochondrial gcnomc are thosc that cncodc highly-hydrophobic polytopic protcins, 
containing two or more hcliccs that span thc mcmbranc. Thc 15.8 kb linear mitochondrial 
gcnomc (mtDNA) of thc green alga C'1/a111ydo111011a.\· rei11/u1rdtii lncks severa! of thc genes, 
cncoding csscntial componcnts of OX-PHOS, that are typically found on mtDNA, including 
cox2, cox3 and atp6. Thcsc genes wcrc transfcrrcd to thc nuclcus of this alga whcre thcy 
wcrc modificd to pcrmit thcir succcssful cxprcssion in thc nuclcus of C. rei11/tardtii. In an 
extreme cxamplc, thc cox2 gene, cncoding thc COXll subunit, has beco split into two genes 
whosc products, COX HA and COX llB are prcdictcd to form a hctcrodimcric subunit. 
Thc prcdictcd COX llA, COX 111, and A TP6 polypcptidcs havc long putativc 
mitochondrial targcting scqucnccs (MTS) and cxhibit diminishcd physicochcmical 
constraints for import into mitochondria. Thc mean hydrophobicity of thc nuclcus-cncodcd 
protcins is diminishcd, particularly in thosc transmcmbranc strctchcs that are thought not 
to participatc dircctly in prnton translocation or in intcr-subunit contacts, as shown for thc 
ATP6 and COXIII subunits. Bascd on thcsc rcsults, wc suggcst sorne conclusions on thc 
allotopic cxprcssion of human mitochondrial genes and on thc dcsign of mitochondrial gene 
thcrapy stratcgics. 

J. INTRODUCTJON 

In some members of the chlorophyte algae from the family Chlamydomonadaceae, 
severa! genes that are normally found in the mitochondrial genomes, like cox2, cox3, and atp6, 
naturally reside in the nucleus. The study of these genes, and the structural changes that allowed 
their successful relocation to the nucleus, are the subject ofthis review. To illustrate this transfer 
process, we first briefly address the large diversity of mitochondrial genomes in nature, and in 
particular, those of Chlorophycean algae. We then summarize the evidence for the prevalent and 
on-going transfer of mitochondrial genes to the nucleus, review this process in chlamydomonad 
algae, and address why some genes have remained in mitochondrial genomes. We suggest that 
nuclear genes encode mitochondrial membrane proteins whose overall hydrophobicity has 
decreased as compared to its mitochondria-encoded counterparts. We also show that the 
hydrophobicity has decreased preferentially in those transmembrane regions of the protein that 
seem not to be critica! for function or for inter-subunit interactions. Finally, we suggest some 
conclusions for consideration when designing mitochondrial gene therapy strategies involving 
allotopic expression ofmitochondrial genes. 

2. THE LARGE DIVERSITY OF MITOCHONDRJAL GENOMES IN NA TU RE. 

Mitochondria are believed to have evolved from endosymbionts [ 1,2] that derived 
originally from free-living a-proteobacteria [3,4,5,6], related to the contemporary members ofthe 
genus Rickellsia [7]. The nature of the host with whom the endosymbiosis was established 
remains a matter of debate, and it is thought to be either an archeon or an amitochondrial 
eukaryote [8]. It is believed that the endosymbiotic event that gave rise to mitochondria occurred 
only once in evolution [9], and that it was followed by a massive transfer of genes to the nucleus, 
followed by a more gradual transfer [10] that seems to be an ongoing process [11]. This long-
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term migration process gave rise tothe present highly reduced. mtDNAs. 
Mitochondrialgenomes frorrí differenispecies vary insize as well as in organization. In 

general, they encode ribosomal RNAs,tRNAs, and alimited set ofpolypeptide subunits ofOX
PHOS proton translocating complexes, plus a variable set of proteins involved in mitochondrial 
protein synthesis [5]. The majority of mitochondrial proteins are nucleus-encoded, translated in 
the cytoplasm, and translocated throtigh a specialized import-machinery known as the TOM-TIM 
complex [12). In yeast, more than 400 mitochondrial proteins (97% of ali proteins required for 
mitochondrial function) are encoded in the nucleus [13). Many proteins imported into 
mitochondria contain a mitochondrial targeting sequence (MTS), generally a small, cleavable 
presequence of 20 to 40 amino acids, capable of forming an amphiphilic a-helix, that is 
recognized by the mitochondrial TOM-TIM machinery. 

A wide spectrum of gene content of mitochondrial genomes is found in nature. The 60 kb 
mtDNA of the flagellate Rec/inomonas americana [14], "the milochondrion that time forgot" 
[15], resembles a highly reduced bacteria[ genome. This mtDNA encocles 24 proteins that 
participate in OX-PHOS, plus a set of 38 additional proteins involved in translation, 
transcription, protein import, and maturation. The R. americana mitochondrial genome is thought 
to be the extant mtDNA that most closely resembles the proto-mitochondrial genome. At the 
other end of the mtDNA complexity-spectrum, there is the highly reduced 6 kb mtDNA of the 
apicomplexan parasite Plasmodiumfit!ciparum, that contains only 3 genes encoding components 
ofthe mitochondrial respiratory chain - cob, coxl, and cox3 [16,17]. cob and coxl are present in 
all mitochondrial genomes known to date. Their gene products are highly hydrophobic polytopic 
proteins that function as central components of proton translocating complexes: cytochrome b of 
the bci complex, and subunit l of cytochrome e oxidase. In the small circular mitochondrial 
genomes of metazoans, including humans, 13 protein-coding genes, ali encoding components of 
oxidative phosphorylation are present: nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, cob, coxl, 
cox2, cox3, atp6, atp8 [18). 

3. THE MITOCHONDRIAL GENOMES OF CHLOROPHYCEAN ALGAE. 

The class Chlorophyceae, members of the phylum Chlorophyta (green algae), contains 
more than 355 genera and 2650 species. Most live in freshwater but there are also marine and 
terrestrial species [19). The mitochondrial genomes of 7 species of chlorophycean algae have 
been sequenced, Chlamydomonas eugametos [20), Scenedesmus obliquus [21,22), Ch/orogonium 
elongatum [23], Chlamydomonas reinhardtii [24,25), Nephroselmis olivacea [26], Pedinomonas 
minor [26], and Prototheca wickerhamii [27]. Table 1 summarizes the gene content of the 
mitochondrial genomes of these green algae. The 15.8 kb linear mtDNA from C. reinhardtii 
lacks severa! genes encoding essential components ofOX-PHOS: nad3, nad4L, cox2, cox3, atp6, 
and atp8, that until recently had only been characterized as mtDNA-encoded genes. These six 
genes are also absent from the circular genomes of the related green algae C. eugametos and C. 
e/ongatum. lt was hypothesized that these genes had been transferred to the nucleus in these 
species. The producís of two of these genes, subunit 111 of cytochrome e oxidase (COX III) and 
subunit 6 of F 1 Fo-A TP synthase (A TP6, equivalen! to subunit a in Escherichia coli), are usually 
highly-hydrophobic polypeptides, with 7 [28) and 5 [29,30] transmembrane stretches 
respectively. As outlined below, we have demonstrated that functional atp6, cox2, and cox3 
genes are nuclear Jocalized in C. reinhardti [31,32,33). The modifications that enabled these 
once mitochondrial genes to become nuclear localized and fully functional offers insights into the 
evolutionary processes involved, and suggest possible strategies for the allotopic expression of 
proteins as potential genetic therapies for human mitochondrial disorders. 



Table l. Gene content in the mitochondrial genomes of Chlorophycean a!gae. 

Genes TR P. wi N. o/ P.mi S. ob C. re C. eu ·C. el 

COMPLEXI 
nadl 8-9 + + + + + 
nad2 13-14 + + + + + 
nad3 3 + 
nad4 + 
nad4L 
nad5 ·1s~r6{ + 
nad6 5 + 
nad7 
nad8 
nad9 
COMPLEXIII 
cob 

coxl 
cox2 
cox3 
COMPLEXV 
atpl 
atp6 
atp8 
atp9 

rib RNAs '· 

rnl +(6) '·'±:(6). 
rns -1-(3).·· +..ót 
SS 

~'~ !,,.!i-;-l'c':·'·· 

tRNAs 26 

TR= transmembrane regions of the protein encoded, P. wi= Prolotheca wickerhamii, N. 
ol=Nephroselmis olivacea, P. mi= Pedinomonas minar, S. Ob= Scenedesmus obliquus, C. re= 
Chlamydomonas reinhardtii, C. eu= Chlamydomonas eugamelos, C. el= Chlorogonium 
elongatum. Numbers in parenthesis indicate the number of fragments that constitute the 
ribosomal RNAs 
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4. TRANSFER OF MJTOCHONDRIAL GENES TO THE' NUCLEUS. 

The theory of mitochondrial origin proposes that there was a gradual transfer of genes 
from the endosymbiont to the nucleus [1 O]. This transfer of genetic material may have happened 
in the form of DNA or of cDNA [34]. In S. cerevisiae, the current rate of transfer of DNA from 
the mitochondria to the nucleus is 105 times more frequent than the rate of transfer in the 
opposite direction [35]. This suggests a favored unidirectional flux of genetic material from 
organelles to nuclear control. Transfers of mtDNA to the nucleus can involve fragments ranging 
from 31 nt [36] up to 620 kb, as in the case of Arabidopsis thaliana, where a complete mtDNA 
copy was found in the nucleus [37]. The human genome project has also revealed transfer of 
large mitochondrial fragments to the nucleus, ranging from 106 to 14,654 bp [38]. 

The continous transfer of organellar DNA to the nucleus predicts that all coding 
sequences should eventually be displaced from the mitochondrion [39]. However, this transfer is 
not always successful, since on many occasions genes do not establish themselves functionally in 
the nucleus. Numerous copies of mitochondrial genes reside in the nucleus as pseudogenes in 
o ver 64 animal species [ 40,41]. These pseudo genes are considered relics of anciently transferred 
mtDNA that remain as molecular fossils in the nucleus [42]. Mitochondrial DNA has been 
transferred to the nucleus on numerous independent occasions, and the same gene can be sent to 
the nucleus at different times in closely related organisms [9]. These multiple transfers 
sometimes resulted in a successful integration of the genes and their establishment as functional 
genes. In other occasions, after integration, the genes were not activated, and remained as 
pseudo genes. 

Transfer of mitochondrial genes to the nucleus seems to be an ongoing process [43], 
exemplified by the presence of similar genes for the same protein encoded in both the 
mitochondrial and the nuclear genomes of an organism, i.e. F1Fo-ATP synthase subunit 9 (ATP9) 
of Neurospora crassa [ 44,45] and cytochrome e oxidase subunit 11 (COX 11) of sorne higher 
plants [11,46]. The functional relocation of mitochondrial genes to the nucleus required severa! 
steps (39,4 7]: i) The transfer of a gene to the nucleus, while an active copy is still retained in the 
mitochondria. ii) The activation of the nuclear copy of the gene by acquisition of sequences 
encoding nuclear promoters, ribosome binding sites, mitochondrial targeting sequences (MTS), 
and polyadenylation signals. These structural transformations may also be accompanied by 
changes in codon usage and the acquisition of introns. The relocalization of mitochondrial genes 
to the nucleus implies the coexistence of active nuclear and mitochondrial genes during a 
variable period of time, as described for the cox2 gene in so me legumes [ 48]. iii) Inactivation of 
the mitochondrial gene. Such is the case of the mitochondrial ribosomal protein S 14 in rice, that 
has been transferred to the nucleus, while the original mitochondrial copy has been interrupted by 
stop codons [49]. Ultimately, the original mitochondrial gene will be eliminated. Alternatively, 
the nuclear copy may be the one to inactivate, resulting in the original gene being retained in the 
mitochondrion and the appearance ofmtDNA pseudogenes in the nucleus [50]. 

The transfer of mitochondrial genes to the nucleus may confer a selective advantage, 
since nuclear genes in sorne organisms exhibit a lower mutation rate [51]. This is not necessarily 
true of fungi, where mutation rates of the nuclear and mitochondrial genes are almost equivalent, 
or in plants, where nuclear genes mutate at a higher rate than mitochondrial genes [52,53,54]. 
Gene transfer from organelles to the nucleus is also thought to reduce the accumulation of 
deleterious mutations, since the genes migrate from a predominantly asexual to a predominantly 
sexual genome [55,56]. 

\ Co'-\ 



5. TRANSFER OF MJTOCHONDRIAL GENES TO THE NUCLEUS IN 
CHLAMYDOMONAD ALGAE. 

Since the genes cox2, cox3, and atp6 were absent in the mtDNA of C. reinhardtii, we 
investigated whether these genes were expressed in the nucleus. We used the standard 
techniques of molecular biology to address the presence of these genes in C. reinhardtii 
combined with a biochemical approach to show the presence of the corresponding proteins in the 
mitochondrion. For this second approach, we also used the colorless alga Polytomel/a sp. as it 
lacked a cell wall and functional chloroplasts [57,58]. These characteristics allowed the isolation 
of alga) mitochondria free of thylakoid contaminants which facilitated the purification of severa) 
OX-PHOS complexes (31,59,60,61]. The colorless algae of the genus Polytomella are closely 
related to C. reinhardtii, as demonstrated by the similarities between their nucleus-encoded beta
tubulin [62] and 18S rRNA (58,63], and mtDNA-encoded coxl genes [64]. 

The combined studies with C. reinhardtii and Polytomella sp. demonstrated that the gene 
cox3, encoding subunit III of cytochrome e oxidase (COX III), had been transferred to the 
nucleus in both organisms (31]. We also found that in both Polytomella sp. and C. reinhardtii 
subunit 11 of cytochrome e oxidase (COX Il) is encoded by two separate nuclear genes that were 
named cox2a and cox2b. The cox2a gene encades a protein, COX IIA, corresponding to the 
amino terminal half of a typical single-polypeptide COX 11, that includes the two transmembrane 
stretches. The cox2b gene encodes a protein, COX IIB, equivalent to the soluble e-terminal 
domain of an orthodox COX 11 subunit. We proposed that the separate cox2a and cox2b genes 
gave rise to a heterodimeric COX II that resulted from the non-covalent assembly of the COX 
lIA and COX IIB polypeptides in the mature cytochrome e oxidase complex (32]. This contrasts 
with the COX II proteins of other eukaryotes, that are single polypeptides encoded by single 
genes normally localized in the mitochondrial genome, with the exception of full-length nuclear 
cox2 genes in the nuclei of some legumes. In addition, the gene atp6 encoding subunit A TP6, an 
essential component ofthe proton translocating Fo sector ofthe F1Fo-ATP synthase, has also been 
transferred to the nucleus in C. reinhardtii [33]. Therefore, the four genes cox2a, cox2b, cox3, 
and atp6 where shown to reside in the nucleus in at least sorne members of the family 
Chlamydomonadaceae, in contrast to the mitochondrial location of thc genes cox2, cox3 and atp6 
in the vast majority of eukaryotes. The transfer of these genes probably occurred late in 
evolution, after the massive transfer of genes from the protomitochondrion to the nucleus [5], 
since nowadays many green algae still retain the cox2, cox3, and atp6 genes in their 
mitochondrial genomes. 

The discovery of these genes in C. reinhardtii and Polytomella sp. allows a consideration 
ofthe specific features that accompanied their transfer from the mitochondrion to the nucleus: 

a) The export of the nucleic acid molecule from the milochondria in the form of DNA or 
RNA. Sorne genetic material has been transferred to the nucleus via RNA intermediates, 
shown by the presence of edited versions of plant mitochondrial genes in the nucleus, 
where the mRNA has a change of C~U when compared to the genomic sequence. 
(46,48,65,66]. This transfer as RNA must have been followed by a reverse transcription 
step, before its integration into the nuclear genome. lt remains to be ascertained if the 
genes atp6, cox2a, cox2b, and cox3 of chlamydomonads were transferred as DNA or 
RNA intermediates. Mitochondrial editing has not been found in algae, and no evidence 
for reverse transcription activity has been found, despite the presence of a gene encoding 
a putative reverse transcriptase-like protein in the mitochondrial genome of C. reinhardtii 
(24]. The absence of editing suggests that the integration of an RNA-derived DNA 
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fragment was not obligatory, as would be the case in an o'rganism that required RNA 
editing for fut1Ciio1~ál gene expression. '.:'. .. -.- .... _- ~ ... -:~-- .... - . 

b) Integra/ion into the nueleus. Integration into the nucleaq~enome most probably occurred 
in a non-coding region through nonhomologous recombinatiori [67], or by an end-joining 
mechanism [36]. , 

e) Aequisition of an MTS. Random genomic DNA sequences preceding mitochondrial genes 
that have been relocalized in the nucleus could provide an MTS. Two to five % of 
randomly sheared DNA sequences attached upstream ofprotein genes in vitro functioned 
as effective MTS [68], showing the potential ease of gaining of an MTS. In sorne cases, 
mitochondrial genes have inserted into nuclear genes, acquiring the pre-existing MTS 
[48,69]. MTS acquisition may also occur by duplication of existing targeting signals [70] 
or by nuclear exon shuffling [71]. The deduced amino acid sequence located before the 
N-terminal sequence of the mature COX IIA, COX III and A TP6 proteins of C. 
reinhardtii predicts the existence of unusually large MTSs, of 143, 119 and 107 amino 
acids respectively, rich in alanines, prolines, and charged amino acids. In yeast, it has 
been observed that the duplication of MTSs improves the in vitro and in vivo import of 
hydrophobic proteins into mitochondria [72]. It has also been suggested that long MTSs 
can improve the interaction of the precursor with the mitochondrial import machinery 
[73]. Alternatively, a long MTS could affect the folding of the protein to increase its 
importability [74]. It is possible that, during import into mitochondria, the targeting 
sequences are cleaved and maintained as components of the cytochrome e oxidase 
complex, as was observed with the MTSs of the Rieske subunit of yeast and beef heart 
mitochondrial cytochrome be1 complexes [75,76]. The function ofthe targeting sequence 
retained in the be1 complex is not known, we speculate that it may actas a chaperone for 
components ofthe enzyme complex during assembly. A conventional N-terminal MTS is 
not absolutely required for a nucleus-encoded protein to be imported into the 
mitochondrion. Severa! mitochondrial genes that were transferred to the nucleus have 
become activated, and their protein products may be imported into mitochondria in the 
absence of an MTS [50]. This is also the case for the cox2b genes of C. reinhardtii and 
Polytomella sp. which do not exhibit a region encoding a putative MTS. 

d) Acquisition of introns, promoters, and ribosome binding siles. Most nuclear genes in C. 
reinhardtii have introns, with an average number of 3.9 introns per kb of coding 
sequence. These introns are often small, ranging from 57 bp to 1318 bp, with an average 
size of 219 bp [77]. We found introns in the genomic sequences of the chlamydomonad 
mitochondrial genes that were transferred to the nucleus: 6 in eox2a of Polytomella sp., 7 
in eox2a of C. reinhardtii, 1 in eox2b of C. reinhardtii, 4 in eox3 of Po/ytome//a sp., 9 in 
eox3 of C. reinhardtii, and 7 in atp6 of C. reinhardlii. These introns show orthodox 
splicing sites exhibiting the typical GT sequence at the 5' end and an AG sequence at the 
3' end. An exception was Polytomella sp. eox2b that did not contain introns. The 
sequences flanking the proposed open reading frame initiating methionine codons 
corresponded to the consensus translation initiation site (A/C) A (A/C) (A/C) AIG (G/C) 
reported for C. reinhardtii [77]. We have yet to identify promoter regions in the genomic 
regions upstream from these genes. 

e) Aequisition of polyadenylation signals. In C. reinhardtii the most common 
polyadenylation signal in the nuclear genes is TGT AA located 10-20 bp upstream of the 
actual polyadenylation site [77]. This signa! was present in the cox3, cox2a, eox2b, and 
atp6 genes that were transferred to the nucleus in chlamydomonad algae. These signals 
are distinctive features of nuclear genes, since they are not present in mitochondrial 
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genes. 
f) Changein codon usage. The C. reinhardtii mitochondrial genetic code is the same as the 

standard genetic code utilized in the nucleus, which may facilitate a continued transfer of 
mitochondrial genes to the nucleus. However, the chlamydomonad algae exhibit a highly 
biase~cLcodoii usage in their nuclear genes. The nuclear genome of C. reinhardtii has a 
high GC content, and this feature is reflected in the pronounced codon bias, which favors 
triplets with C or G in the third position. In contrast, there is a different bias in the codon 
usage in the mitochondrial genome. Relocalization of mitochondrial genes to the nucleus 
in C. reinhardtii was followed by changes in codon usage to frequencies typically found 
forºnucleár genes. 

g) Inactiva/ion of the mitochondrial gene copy, and loss ofthe original mitochondrial gene. 
Successful transfer of genes from organelles to the nucleus is usually followed by 
inactivation of the mitochondrial copy, its conversion into a pseudogene, and its eventual 
loss from the mitochondrial genome [78). There is no evidence for the presence of cox2a, 
cox2b, cox3 or atp6 genes, gene fragments, or pseudogenes in the mitochondrial genomes 
of severa! chlamydomonads, including Polytomella sp., C. reinhardtii, C. eugametos, C. 
elongatum and C. moewusii. 

h) The splitting of the cox2 gene into cox2a and cox2b. The gene encoding the 
mitochondrial COX II protein is absent from the mtDNA of a number of chlamydomonad 
algae. We found that the gene had been split into two parts, cox2a and cox2b, both 
expressed from the nucleus, in Polytomella sp. and C. reinhardtii [32]. We also observed 
that a cox2 gene in the mtDNA of Scenedesmus obliquus shows strong similarities to the 
chlamydomonad cox2a gene, suggesting that the splitting of cox2 occurred prior to the 
transfer of the gene to the nucleus, and that the chlamydomonad transfer of cox2b to the 
nucleus is likely to have preceded that of cox2a. It is not known if the S. obliquus 
mtDNA-encoded cox2a is functional, or if there is also a nuclear copy of the same gene. 
It is possible that the S. obliquus cox2a was prevented from relocating to the nucleus by 
the divergence ofthe mitochondrial genetic code from the standard code in this organism 
[21,22). In Polytomella sp. and C. reinhardtii the COX IIA protein contains a e-terminal 
20-amino acid region, lacking similarity to conventional COX II proteins, that had a high 
density of charged amino acids. The predicted COX IIB polypeptide contains 42-amino 
acids at the N-terminus with a high density of charged amino acids that are not 
homologous to known COX II proteins and are nota cleavable MTS. We propose that the 
C-terminal extension of COX IIA interacts with the N-terminal extension of the COX IIB 
protein and that these acquired amino acid sequences stabilize the two COX II subunits in 
the cytochrome e oxidase complexes. 

6. WHY HAVE SOME GENES REMAINED IN THE mtDNA? 

Severa) ideas have been put forward to explain why mitochondrial genomes still contain a 
Jimited set of genes that has not been transferred to the nucleus. One explanation has been the 
evolution of a different mitochondrial genetic code in some organisms that would inhibit the 
functional expression of mitochondrial genes transferred to the nucleus. Similarly, sorne 
mitochondrial genes have accumulated complex processing patterns like mRNA-editing, which 
would render the transferred gene inviable when relocated to the nucleus [79]. Another 
explanation may be that the presence of some organellar proteins in the cytoplasm could have 
detrimental effects [80), including misrouting of certain highly hydrophobic mitochondrial 
proteins synthesized in the cytosol to other cell structures, such as the endoplasmic reticulum 



[81]. An additional explanation suggests that sorne genes have remained in the mitochondrial 
genome to be rapidly reguláted by the organelle redox state [82]. Finally, it has been proposed 
that highly hydrophobic proteins, containing four or more helices that span the membrane, can 
not be readily imported into mitochondria. Therefore, these polytopic membrane proteins must be 
synthesized in silu to be properly inserted and assembled into the inner mitochondrial membrane 
[74,83]. The synthesis of these hydrophobic polypeptides inside the mitochondria, may ensure 
their proper insertion in the inner membrane, giving rise to the correct topological arrangement 
required for vectorial proton translocation. 

There are two universal examples of genes retained in the mitochondrial genomes: the 
cytochrome b gene (cob), encoding a protein with 8 transmembrane regions [84], and the 
cytochrome e oxidase subunit 1 (coxl), which encocles a protein with 12 transmembrane helices 
[28,76]. These subunits also bind prosthetic groups, including heme groups and metal ions. Both 
genes are present in ali mitochondrial genomes so far characterized. Other genes that encode 
highly hydrophobic polypeptides (cox2, cox3, atp6, atp8, atp9, nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L. 
nad5 and nad6) are also present in the majority of mtDNAs [85]. In sorne yeasts, the absence of 
nad genes in the mitochondrial genome is related to the lack of respiratory complex l. Those 
organisms that do contain complex 1 retain a set of six to seven nad genes. The corresponding 
proteins of the genes retained in mtDNAs exhibit at least two transmembrane helices, and sorne 
of them up to 17 putative transmembrane stretches. Therefore, it may be that physicochemical 
properties (mainly hydrophobicity) are the ultimate limiting step for the transfer of mitochondrial 
genes, encoding polytopic membrane proteins, to the nucleus. 

7. NUCLEAR GENES ENCODING MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROTE/NS 
DECREASE THEIR HYDROPHOBICITY WHEN COMPARED TO THE/R 
MITOCHONDRIAL COUNTERPARTS. 

In yeast, in vivo studies with cytoplasmic synthesized constructs of variable lengths of 
apocytochrome b, showed that the importability of polypeptides into mitochondria is not strictly 
related to the number of transmembrane domains [74]. These studies suggested that the highest 
average hydrophobicity over 60 to 80 amino acids of a polypeptide chain (mesoH), along with the 
maximum hydrophobicity of the putative transmembrane segments, are useful indicators of the 
likelihood that a protein could be imported into mitochondria. Accordingly, mitochondrial cox2, 
cox3 and atp6 genes from many eucaryotes encode proteins that exhibit physicochemical 
characteristics that would block the import of such proteins if they were nucleus-encoded. 
1-Iowever, the corresponding nucleus-encoded proteins of chlamydomonad algae COX IIA, COX 
IIB, COX III and A TP6, ali exhibit reduced overall hydrophobicity that allow them to be imported 
into mitochondria, most probably through the TOM-TIM machinery. Figure 1 shows a 
mesohydrophobicity (mesol-l) versus maximal local hydrophobicity (<H>) plot for the C. 
reinhardlii and Polytomella sp. COX IIA, COX IIB, COX III and A TP6 sequences as compared to 
the protein products predicted from the human mitochondrial genes nadl, nad2, nad3, nad4, 
nad4L, nad5, nad6, cob, coxl, cox2, cox3, and atp6. The atp8 gene was not included since its very 
small size, 68 amino acids, distorts the mesol-l and <H> values. In comparison with their human 
mtDNA-encoded counterparts, the nucleus-encoded chlamydomonad sequences display both 
decreased mesol-l and <H> (Figure 1). We propose that one ofthe important modifications required 
for nuclear genes to encode functional mitochondrial OX-PHOS proteins is a diminished overall 
mesohydrophobicity of its protein product. The changes in hydrophobicity may have occurred either 
prior or subsequently to the transfer process and may allow for the successful import and assembly 



ofthese proteins intó the mitochondrial inner membrane. 
Mitochondria readily import hydrophobic carrier proteins with multiple transmembrane 

stretches, like the adenine nucleotide translocator. Nevertheless, carrier proteins also seem to 
follow the low <H> and low mesoH rule [74]. However, the import pathway of the translocators 
differs greatly from the "conservative intramitochondrial sorting pathway'', in which 
polypeptides are transferred to the mitochondrial matrix space and then sorted to its final 
membrane destination. The insertion of carrier proteins into the mitochondrial inner membrane is 
mediated through different TIM complexes, rnainly the so-called tiny-TIMS and the TIM22 
complex [12]. This import pathway is distinct from the one followed by orthodox 
containing polypeptides. TESIS CON 
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Figure l. Plot of mesohydrophobicity (mesoH) versus maximal local hydrophobicity (<H>) of 
the OX-PHOS mitochondrial proteins encoded in the human mtDNA compared to the nucleus
encoded homologs COX 11, COX IlI and ATP6 of Chlamydomonas and Polytomella. Arrows 
indicate the mitochondrial and nuclear counterparts. Letters indicate the following sequences: A. 
C.reinhardtii ATP6, B. human ATP6, C. human COB (cytochrome b), D. human COX 1, E. C. 
reinhardtii COX IIA, F. Polytome/la sp. COX IIA, G. human COX 11, H. C. reinhardtii COX 
118, l. Polytomella sp. COX IIB, J. C. reinhardtii COX 111, K. human COX III, L. Polytomella sp 
COX III., M. human NADI, N. human NAD2, O. human NAD3, P. human NAD4L, Q. human 
NAD4, R. human NADS, S. human NAD6. 



8. MEAN HYDROPHOBICITY HAS DECREASED IN THOSE TRANSMEMBRANE 
REGIONS THAT ARE NOT CRITICAL FOR FUNCTION. 

Hydropathy analysis of the COX III polypeptides of Polytomella sp. and C. reinhardtii 
showed the presence of seven putative transmembrane stretches, numbered 1 to VII. The 
hydrophobicity of these seven helices seems to be lower in the chlamydomonad algae when 
compared with the Paracoccus denitrificans or the bovine subunits. This was more evident when 
the three dimensional structure of COX III from Polytomella sp. was modelled using the 
crystallographic coordinates of the bovine subunit [28]. In this model (Figure 2), shorter 
transmembrane stretches are observed as well as interruptions in the middle-sections of the 
membrane helices. The helices that are in contact with COX I (helices 1 and III), do not exhibit 
significant modifications in hydrophobicity. However, transmembrane domains 11, V and VI have 
diminished their hydrophobicity by 16%, 10% and 12%, respectively. It should be noted that 
domains IV and VII, that are the least hydrophobic in the mtDNA-encoded COX III proteins (~G 
-1.1 kcal/mol) offer distinct behaviour: IV remains the same and VII has increased its 
hydrophobicity by 22%, although the final hydrophobicity is not predicted to be a problem for 
import. This suggests that the diminished hydrophobicity of COX III is stronger in those regions 
ofthe protein which seem not to be involved in subunit-subunit interactions (Figure 3). 

The in silico analysis of the predicted A TP6 sequence of C. reinhardtii revealed similar 
characteristics [33). Based on multiple sequence comparisons, secondary structure predictions, 
and available biochemical data [29,30, and see also 118), five hydrophobic regions could be 
predicted as transmembrane stretches and were named A, B, C, D and E. Hydrophobicity analysis 
showed that transmembrane helices A, B and C exhibit a highly reduced mean hydrophobicity. In 
fact, helix A could even be considered not to be membrane-imbedded. A similar situation was 
observed for the transfer to the nucleus of the mitochondrial sdh3 gene - encoding subunit 3 of 
succinate dehydrogenase - in angiosperms: its protein product is predicted to lack one of three 
transmembrane domains [86). In contrast ATP6 transmembrane helices D and E, which are 
believed to interact with the multimeric ring of c-subunits (ATP9), and which contain most of the 
conserved amino acids in the protein, exhibit similar <H> values when compared with the helices 
of other mitochondria-encoded A TP6 subunits. 

Transmembrane domains II in COX IIl and helix A in A TP6 are the most hydrophobic, 
and have decreased their <H> to the greatest extent. Therefore, we conclude that the overall 
decrease in hydrophobicity in the chlamydomonad subunits COX IIA, COX III, and A TP6 
accompanied the functional transfer of their respective genes to the nucleus, and facilitates the 
import and assembly of these proteins into active cytochrome e oxidase and F1Fo-ATP synthase 
complexes, respectively. In addition, we propase that the selective decrease in the hydrophobicity 
of proteins encoded by nuclear genomes is stronger in those transmembrane regions that seem 
not to be critica! for function, assembly, or participation in inter-subunit interactions with other 
constituents of the complexes. This conclusion has important implications for the allotopic 
expression of mitochondrial genes and for future application of allotopic expression to human 
mitochondrial gene therapy. 
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Figure 2. Model for the structural arrangement of COX III from Polytomella sp. Panel A, three 
dimensional structure ofbovine COX III [28]. The seven transmembrane helices are indicated by 
roman numerals. The amino and carboxy termini are indicated by the letters N and C, 
respectively. Panel B, three dimensional model for Ps-COX III based on the bovine structure. 
Arrows indicate distinct features of this polypeptide: 1) the presence of a kink in transmembrane 
helix 11, 2) a distortion in the middle-section of transmembrane helix IV, and 3) a shorter 
transmembrane helix VII. 
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Figure 3. Analysis of the mean hydrophobicity values of the seven transmembrane regions of 
COX 111. Hydrophobicity values for the seven transmembrane helices of COX III from C. 
reinhardtii and Polytomella sp. (white bars) were compared with the mean value of 
hydrophobicity of COX III from different organisms (grey bars). In Cr-COX III and Ps-COX 111, 
mean hydrophobicity is reduced in transmembrane helix 1 (diminished by 10%, although not 
statistically significant), helix 11 (diminished by 16%), helix V (diminished by 10%) and helix VI 
(diminished by 12%) as compared to the mean values of<H> ofplant and human transmembrane 
regions. Domains IIl and IV, although exhibiting diminished hydrophobicity by 4%, has no 
significant variation. The same is applicable to domain VII, whose hydrophobicity is increased by 
22%, but the .0.G = 1.09 kcal/mol for this transmembrane segment do not impede the import of 
the protein. 

9. THE ALLOTOPJC EXPRESSJON OF MITOCHONDRIAL GENES AND THE QUEST 
FOR HUMAN MITOCHONDRIAL GENE THERAPY. 

The first pathogenic mutations of the human mtDNA were described in the pioneering 
works of Holt et al., [87] and Wallace et al., (88]. Since then, more than 100 unique, pathogenic 
mutations of mtDNA have been reported [89]. Genetically, the mtDNA mutations fall into three 
categories !) mutations in protein encoding genes; 2) mutations in structural RNA genes such as 
tRNAs and rRNAs; and 3) large-scale rearrangements (deletions or duplications) of the mtDNA. 
These alterations in human mtDNA result in a broad range ofclinical outcomes. 

Pathogenic mutations have been described for nearly ali protein encoding mitochondrial 
genes [90]. Perhaps the most common are those associated with Leber's hereditary optic 
neuropathy (Ll-ION). LHON presents as acute or subacute bilateral visual loss caused by severe 
bilateral optic nerve atrophy and is associated primarily with mutations in genes for subunits of 
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NADH dehydrogenase [91]. Mutations in the ATP6 gene of the mtDNA are often associated 
with two syndromes: NARP (neurogenic muscle weakness, ataxia, and retinitis pigmentosa) (92] 
and maternally-inherited Leigh's syndrome (MILS; subacute necrotizing encephalomyelopathy) 
[93,94]. Other protein coding mutations, in the mtDNA-encoded COX subunits, or cytochrome b 
of the bc1 complex, present with a wide variety of clinical features, including progressive 
exercise intolerance, myopathy, encephalopathies, and multi-system disorders [95-102]. 

Severa! strategies to develop gene-based mitochondrial therapies for mitochondrial 
diseases have been reviewed (103-106]. Direct manipulation of the mtDNA is presently not 
possible. However DNA-protein conjugates can enter mitochondria via the protein import 
pathway, and chimeras of DNA attached to polypeptide presequences may be imported 
independently ofits DNA length [107-109]. These techniques may eventually lead to the ability 
to correct mtDNA gene mutations. Another interesting approach for overcoming mutations in 
mtDNA-encoded proteins is to place a wild-type copy of the affected gene in the nucleus, and 
target the expressed protein to the mitochondrion to replace the defective mitochondrial protein. 
This approach requires the nuclear expression of genes that are normally localized in the 
mtDNA, their synthesis in the cytoplasm, and their successful import into the mitochondrial inner 
membrane. 

Allotopic expression is defined as the functional activation of a gene in a cellular 
compartment different from its original location. Such "allotopic" expression of mitochondrial 
genes has been successfully performed in S. cerevisiae to overcome defects in mitochondrial bl4, 
the RN A maturase of the yeast mitochondrial matrix [ 11O,111]; to study the functions of V AR 1, 
a subunit of the mitochondrial ribosome [112]; and with ATP8 (subunit A6L), a small (48 aa) 
hydrophobic polypeptide of the Fo component of the mitochondrial F1Fo-ATP synthase [113]. 
The sequence of the atp8 gene was genetically engineered for nuclear expression, and a sequence 
encoding a yeast MTS was artificially attached. This atp8 gene was expressed, and its 
corresponding protein product was synthesized in the cytoplasm, imported into the inner 
mitochondrial membrane, and assembled into a functional Fo sector of F1Fo-ATP synthase. 

The fact that severa! typically mtDNA-encoded genes are nuclear-localized in sorne 
organisms, such as chlamydomonad algae, may facilitate the eventual allotopic expression of 
genes in human cells exhibiting mitochondrial diseases, especially those associated with defects 
in mitochondrial atp6 genes [114], MILS and NARP [115], or those related with alterations in 
cox genes [95,99, 100]. 

The allotopic expression ofmitochondrial genes in the nucleus for gene therapy purposes, 
must be accompanied by the appropriate changes in codon usage of the transferred gene, and by 
the addition of an appropriate MTS. These two requirements may be necessary but not sufficient 
for successful allotopic expression. Human mitochondrial genes may also require additional 
alterations for allotopic expression. A decrease in the mean hydrophobicity of the protein 
product, particularly in !hose transmembrane stretches that are not highly conserved, and that are 
known to be non-critica! for function may facilitate import of these highly hydrophobic proteins. 
Where appropriate the hydrophobicity of a protein could be diminished in the same regions 
where hydrophobicity has been reduced naturally in chlamydomonad algae. These approaches 
require a more detailed knowledge of the topology and function of the proteins of interest, more 
extensive site-directed mutagenesis of the allotopically expressed mitochondrial gene than 
previously considered, and a deep knowledge of the mechanisms of action of the coexpressed 
proteins. 

For genes whose simple allotopic expression cannot produce an active mitochondria
localized protein, it may be plausible to co-express a gene that increases the import of such a 
protein. In yeast, sorne non-importable polypeptides can be expressed in the nucleus and 
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imported · efficiently into mitochondria when another gene is co-expressed [73]. The nature of 
these genes is being elücidated [ 116, 117]. Overexpression of yeast karyopherin Pse 1p/Kap121 p 
stimulated the mitochondrial import of hydrophobic proteins [117]. In addition, hydrophobic 
mitochondriaLproteins seem to be imported into mitochondria by means of ribosomes attached to 
'the mitochondrial outer membrane. This scenario is analogous to the export of proteins to the 
endoplasmic reticulum [M. Corral-Debrinski, personal communication]. 

A number of genes encoding highly hydrophobic polypeptides have been retained with 
remarkable consistency in the mitochondrial genomes of a large number of eukaryotes. However, 
certain members of the chlamydomonad algae have relocated sorne of those genes to the nucleus. 
As we have described above, severa! structural transfarmations have accompanied 
chlamydomonad cox2, cox3 and atp6 genes on their way to the nucleus. Two important changes 
are the use of relatively long MTS and the reduction of hydrophobicty of their encoded protein 
products. This reduction of hydrophobicity is more notable in those transmembrane regions that 
do not participate in proton translocation or in subunit-subunit interactions. Human therapies 
using allotopic expression of mtDNA-encoded genes, would typically require modifications to 
the genetic code, and the addition of the necessary transcriptional control signals and a region 
encoding an appropriate MTS. Further, one should consider reductions in the hydrophobicity of 
membrane-embedded helices that are not critica! far function and assembly to facilitate the 
functional import ofthese proteins into mitochondria. 
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Men}bersof .t11e .PhylumApic9111pl~írn;·'.;.thaLin.c:Il1.9e~¡pJasÍnodium and Toxoplasma species ·or 
· .. :: ··. ·.-;~;\.~:.·:-~::".":·':~·~:\.~ · :.<\::::::1 : .. ::·· ·/:·>;·~.'\ ~-'..~> •. './\t~~:~:'.·:.·~t- ~~;..:.(·~\_:f,.;'.~\'.~'~·.:-~~J;\~~-~~~l;r)/~.:'.~ ... ~~Ft>-'' ·. . . · . . . ·· 

human pathogens,. c9ntam a. vest1g1a.Ic;plast1d;;;the~·\~P.1co~last · (1), whose evolut1onary . htstory ts 

controversia!.· (1, 2, 3, 4): •.I-Ie~}·;Je·.·~~~p·~~i~iJl~~~l~~~ÍE~J~~f ·,~~}~r~phyte ·. (gr~en alga!). nuclear genes, 

encoding. mitochonddal ·• respir~toryi- c~a.in: p:rotéiñ'.H\ ~~r~ :Jr~nsfei:red laterally to the ancestral 

apicomplexan, consistent witli th~ a~l~~~la~i ~~Í~i~~J}rbfu\(~~ci~~d·aty endosymbosis of a green alga . 
• _.· . '' - . :"· ~-_.'_,- .. __ :_;~:_· .... ,.,,:>:~·:_:'':· '.·\"_··:t~::~;,:;-~·~·;t°"·:·::·-"~ .. -~.:-~-.: ·- .·. . . 

In most eukaryotes, .the COXII's~bÚ~iÍ~of,th~Jfüt8~hÓndriar:'respiratory enzyme cytochrome e 
, · · . . -· ,- · · · ' · ¡. -. .. - < f, ~·, •• - •,"<« · e•.~ ·1• '·. • {t.•-•• ·• <.~'!_. -'-"_. .. ·!:"" · . : · • • " .' 

oxidase, is encóded by a singlé ri1itochÓnd~i~(g~~~'Jcói2,:~buúmeinbers of at least three genetic 

lineages lack cox2 in tlie mitochorid;ial I)*~ ·¿iht~NÁ).~·~f\".n~~!J~'r of leguminous plants have 

transferred a. full-length· c~x2Jo +e:)~~~1,.f~J~'.~~¡;\;~f,~;~~\i.i'.\~~~v¡f~a~~F~~ion encoding a mitochondrial 
targeting sequence (MTS). Severa! chlcfrophyte;a!gae lacb:;ox2 in the mtDNA (6). In Chlamydomonas 

· · · -. - ·<.· ·_ ... <:-- ~~·,.::~:« :,~::~/;·:: .. u><'.¿.,)~~;ff; ;.~;f-:J:->t/~{.:¡,.:.;~\~-&~- ·:~'; .. '..~ ':.:"'. .. 
reinhardtii and Polytomella sp;j twoiálgiié ofthe;~Cláss Chlcirophyceae, cox2 is present in the nucleus as 

: . . _-::; -. -."·;::~:,'·\;~~;c.:,-;~:zi.?;\/f~~·;\;~;~_~}\-~~~:,.ji;~<·'.~f?.~ 1~S~i~:~;.-.;~";·. ' .. · 

two distinct genes: cox2a:;én'codécs'a.,,p~ró!ein CC:OXIIA) corresponding to the N-terminal, membrane 
. :·:-::,: :--.:--:· -:. ·.':~·'o),'.;,.t'._,/('2·'~·'.':'::"Vg;':,· ,\_'!?_¡-.:.,'., '.'\'.'.)'. .. ;. -'?·:_~:" :.::<.' 

domain of orthodo;( COXII; ~~á~~i.2b;·~~ri~'&~~;cüxnB corresponding to the e-terminal domain that 
:_~ .. ·- :·,; ;~~;~·[~,~~~-"- ·;:~;:-~~fr~:i~~b-;\._~ir~:~-:W~:~\:'~~~·t::L,~:·-·, · _, _,. 

is exposed to the mitóchóriddaWritermenibrane' space. Both COXIIA and COXIIB are imported into 
•• - .- \

0;<')·: .::.t\~~~->Z~:·~t~~.t~:.:;~~it·-~·~ .;~~t,n }·~:I~);:,~.~~;€~:/: .:: ::: .. · -. 
the mitochondrion '(7);:A;fruriéáted cox2iin''.thé íntDNA of the chlorophyte alga Scenedesmus obliquus 

,_ ·· · . ~-.· .- .. -~-:, :\<.:~~~=;~:::r~;-;~~'::::.;~\-~'.f~~f,;~r":~>.;~t~·;3~~,:-~1f.:~, .'.<·. 
(8) can now be recogl1ized·as''á~G'().t'2q,;hon)olog. We predicted that this alga would have a nuclear 

cox2b (7), and, h~~;,;:gbAfi;~~á'.'.'!i~{~:Oi~)C~~bFig. SI), suggesting that cox2a and cox2b may be 
••• ' · ... -. ~ ' •• ,, '· - o " ' .. : ., '¡.· .... ,, • 

widespread in the. cla~s. Chlorophyceae. Th~ mitochondrial cox2a and nuclear cox2b of S. obliq1111s 
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indicates . that ari an~e~fr~I , chl~rophYte cox.2_ ~~s dlvi~ed in the mtDNA,, prior to: thé independent 

transferofcbx2a'á~ci c~f2btÓ'the '11~cleh~Ys.:obÚt¡1~us·répresents ari iniermediate ·st~gein'.thi.s transfer 

~i.th c~x2f .• ~~!~i~~~-;~ª-ih~1,~~ª~4 1:f~qiAf~1rt-d·l1f tp••the. divergence of the .s.·opl~~@f~fii.~o.chondrial 
génetic codefró1l1 th~:sfan.dard ge~eti7''~od~' ( 8) occurring after the transfer of kox2b to'the núcleus. 

.. . ..•Tj~~;t~i~~jff'.~~~~t~f:?;~~n~~m~'..!~%~J2i~:futDNA-encoded cox2 is theA~i.6o~pI~~:~t;}'ofüi~~ing .. of 
oblígate endoparasites3~\We::' idéritifiéd transcripts and cloned nuclear"ericodéd :Cox2a ,.and · cox2b . 

: ·-~ ·:i:.·. · •. :'.::,_, .. ~- :_: .. _!><->.'~·.)~)_:_~ ;-:~:-.::~<"-~ ~-~)":·[-.,'-: :(:::~:>-:·? ::·~~:~· .... ,·~-\). _i,: . . - . ·,·_:: :'. ~·::., ;'·:-·_,,. ~---:'.f'.~(_j~~~- :v -~--~·~T-~::· 2::r0".-~- ;:·_;·~-_::. . 
homologs_fr'Qri1_;rofo'pldsma';gotiaii (Q)(\,\léb;Fig .. s I ). Fragmented·-. cox2a ·arid ·cox2b':genesfore al so 

·.--~ _-" ;-~-~- ~"·>·:_e·'.,:'~;~):/ '.·,·<· ·::~- .-; >~-:.;;; ~-.;~;::,~:_ -,.c:/·i·:,',~~~.>:}:-;,::·~~,;- >~~- ".:'. !c.:.:_· ~ --.". '. ·· - . ··>, ·>·. "_' '-.~ -~-· .': :::·:·~(~·~·,. :;~>·.~ ··::\~-: .·.::;~?/;':::,:'.~~:·::·:.~~F;t??'; ·:·~ :;~:·. 
present iri the.génomes ofEiliierfa)'enellá, fldsinodium yoelii, and TheileriCipái·vii:The:Eiíicesfrál alga! 

•: • .·.; • ·.: ... · •: ,.'-:>':.. ·:·-:- :~. >.·._.·'.;.~~::·_'/."~\ '.".;:·.\/:_ ·.·-",-::. :•'; ·.·(;: .... ~. ~ ·-.· "'..: '•• ·~.: :· •: ~ --; \". :":·<·;,-·,:.,·:·''.",. .. :r~,:· . .-·:.::"••:•'." ,", "• 

. and· apico~pl~xári2ox2 genes;a~p~ar"Fl1~ave·been split ·in identi~al·locatl~ns,(9)(~ebFig .. SI). In 

:~~~~::~i~:"~~fít~~~i~~~~~~í~:l?f f f ~~~¡¡f J~~f:~g!B•:ti~;:•s:d ili:::::::~: 
sequences(Fig/ J); Ii1 contrast;':apicomplexan'mtDNA~éncoded cytochrcime.b grouped independently 

- - .. · ·: .::- ::_ ·; '.-:.·_: .. ,:·_~.\~ :··;_~,r. ~->~;~~~~:·'.c:·~<i~l:J::;/:~~:>·: .. ;;~:'..;\;~~rn~~~:?·,{.1B~~~7:i~~;~t;: .. ;·;;~:~.\·';r~/;\~'-::-;; -·~::;-- -~ ._;:.-:_. · · : .. -- ;.· · ·, 
frorri green al~al·:cytodfr';~e;;b'fséquen~·es!~ffhis'stro?gly argues that. apicomplexan cox2a and cox2b 

· derived_'.r~6.?l·~re;~~Í,~~lJ~e~~,~~~~~!~~~rf~~Jt~~~!i"ifr~§i an irdependent splitting of cox2. Ali COXIIA 

· · .. ·• protéitis have ~.·i2s:Tfo~~¡.riirio.~i~fo .~.'.\~Ffníh~f .cikt~hsidn that is a. cleavable MTS in alga! COXIIA 

cox2a of both c. r~inhardtU~ÜcÍ~dtüJhi~J/J'W5~w~8·~~í~~~:Sial1~ S2). This suggests a lateral transfer 

of cox2a and co.~2b to ú{~ i!piio~i~í~~~~·~~6J~~;:g'¡~~;~ie trom the nucleus, not the mtDNA, of a green 

····.·.alga. ..·. •.• . . . . •.•. -'.:; :.;~··:,-' .. iE~. '.i?';~~l1t/~~1~;J~1\\;·~.·C ·.···.·•· . 
Analysis of:thé 35~kb;.Circülar;DNA'Of apicoplasts, suggested that apicomplexan parasites 

' ,"-·-:: ;'· ' .. : .. :~:/·<iJ~::'\ 1;~:'·~:~·<'.:'.1Jt<.!./1':;:/~+;~.:!-'.:-'. ;,::~> 
evolved from a sec()ndary.e!1ci~s)/111bkmtiC,·~v,.é~f(.l,?). A green alga! ancestor was proposed, based on 

similarity of tzifA gen~~c2).'r~:~g~if~;t~
1

':'ci~áysiicanalysis ofother genes (1,4) suggested a red alga! 

origin. The mitochdndda(~e~~~~~s'bf ~\~¡~¡· ;~riety of red algae contain a single conventional cox2 
. -. - ,, .!·._ .. :.-,· . .;;¡.,_'. ·.": '.»':· .... ::~~.:"'~·:..· -~' 

gene (6). Therefore, the' íúú:Iear cox2a• diid cox2b genes of the Apicomplexa indicate that the 

endosymbiont was a greenalgci (2)~ ~d speclficaHy from the class Chlorophyceae. 

That two genes enc~ding ~picomple~·án mitochondrial proteins are derived from a green alga! 

precurso; of. the apicoplast, is a rer{rnrkable example of lateral gene transfer. A single Toxoplasma 

mitochondrial gene product, a component of a multisubunit enzyme, was replaced with two proteins 

:. .. ·.' 



derived from green algae. The us~ offunctional fmgmentgd genes as aty~icaJinolecular markers has 

helped clarify the complex evolution ofth~ c~usati~eak~nt~ofinaiilria ancho~oblasinos'is ... 
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FIGURE LEGEND . 

Fig.1. Maximum like/ihood (ML) analyses showing the position of apicomplexan parasites 
based on cytochrome fl and COXIIA + COXIIB sequences. Sequences were obtained from 
GenBank. S. obliquus cox2b (AF499003) and T. gondii cox2a and cox2b (AF499004 and 
AF503914) are from this work. Preliminary sequence data of P. yoelii and T. parva were 
obtained from The Institute for Genomic Research. For phylogenetic analyses, see methods in 
supplementary material (9). A. tumefaciens was specified as the single outgroup. Bootstrap 
support >50% is indicated above branches. Lefl panel. ML analysis for mitochondrial 
cytochrome b (CYB). T. parva, P. yoelli and T. gondii form a strongly supported clade (96%). 
C. reinhardtii, C. eugametos, Polytomella sp., and S. obliquus form an independent, strongly 
supported clade (93%) which is sister to a clade that includes other green algae and land 
plants. The resulting chlorobiont clade is solidly supported (100%). Right panel. ML analysis 
for COXIIA and COXIIB, and homologous mitochondrial COXII sequences. COXIIA and 
COXIIB (excluding their extensions) were fused in silico as a single polypeptide, and aligned 
with orthodox mitochondrial COXII sequences. A clade that includes T. parva, P. yoelli, and 
T. gondi and the green algae S. obliquus, C. reinhardtii, and Polytomella sp. is formed (70%). 
Within it, the apicomplexans are grouped in a strongly supported monophyletic group 
(100%), and the green algae form its sister clade (89%). 



SUPPORTING ONLINE MATERIAL 

MATERIALS AND METHODS 

Total DNA was obtained from tachizoites of T.gondii (Wiktor strain} grown;in .vitro 
in the presence of Vero cells. The cox2a and cox2b sequences were obtáined by PCR · 
amplification. . ·. · · ..... ··. . . . •· .· .· .. . . . . ·. ' :· · 

The C. reinhiÚ·dtii. cox2bgene.\\'as us~d'. to.··screen a .genomic•fibral')'bf S .. 'obliquus·in 
Lambda-ZAP II (1). A posititei'clofi{:c.wás~obia¡'n~d from S x '104 ''plaque~forming. units. 
screened. '.· ·. "· ' ·· '/ • · •..•. · ,. .. . · · .. ·· .. · .. 

For phylogen~tic ai1aiysl~/nucl~otide sequences ~ere ~ligned using Clusta!X (2), with 
subsequent manual refiriements. Maximum Iikelihood (ML) analyses (3) were based on a 
HKY85 substitution model with gan1ma-distributed site to site rate variation, tree bisection
reco1mection (TBR) branch swapping, with a molecular clock not enforced. For 
mitochondrial cytochrome b sequences (CYB), the transition/transversion ratio (ti/tv=0.9735) 
and shape of the gamma distribution (a=0.7095) of the single most parsimonious tree 
resulting from the same data (not shown) were obtained via ML. These parameters were used 
as input criteria in severa! heuristic ML searches with different starting conditions. Ali ML 
searches converged 011 the same tree, with score -In L=25883.5709. Support for branches was 
obtained through 100 replicate bootstrap searches (HKY + í) in which ti/tv and a were 
specified. For COXII sequences, a heuristic ML search was conducted to estimate a topology 
and its associated parameters. The resulting tree had a score of -In L=21054.4690, 
ti/tv=0.871O18, and a=0.8104 77. Bootstrap analysis was conducted as described above. The 
likelihood of an alternative topology where apicomplexans and green algae are not sister taxa 
was tested by conducting 5000 RELL replicates of the Shimodaira-Hasegawa test ( 4,5). The 
likelihood score for the ML topology for CYB, estimated using COXIIA, COXllB and 
homologous sequence data vía ML (HKY + r, with ti/tv and a specified), is -In 
L=2 l 165.7706, significantly less Iikely (P<0.05"') than the ML topology obtained using the 
same data and parameters. 
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LEGENDS TO FIGURES . 

Fig. SI.Amino acid sequence alignment ofCOXIIA and COXJJB subunits and comparison of 
intron positions. The sequences of COXIIA and COXIIB of C. reinhardtii, P. yoelii, 

·· Polytomella.sp., ·S. obliquus, T. parva, and T. gondii were compared with the orthodox, 
mitochondrial COXII sequences of A. thaliana and M viride (shown in bold characters). 
Asterisks denote identical amino acids, and colons similar amino acids. Putative 
mitochondrial targeting sequences of COXIIA subunits are shown on a green background, 
and the PxxxPxxY motif is indicated in red. The C-terminal amino acid extensions of 
COXIIA are on yellow background, and the N-terminal amino acid extensions of COXIIB are 
shown on blue background. These unique extensions are hypothesized to interact for the 
assembly of COXIIA and COXIIB in the cytochrome e oxidase complex. The orange box 
indicates the experimentally determined N-terminal sequence of the mature COXIIA of 
Polytomella sp. The vertical black Iine separates COXIIA from COXIIB sequences. Inverted 
black triangles denote positions of introns in the corresponding genes. If the triangle is over 
an amino acid, it indicates that the corresponding intron is not in phase with the ORF. 

Fig. S2. Phases andjlanking sequences of 5' and 3' splice sitesfor intronsfound in the cox2a 
and cox2b genes of chlorophyte algae and apicomplexan parasites. For cox2a genes, introns 
1, 2, 3, 4, and 5 of Polytomella sp. share positions and phases with introns 1, 2, 3, 4 and 5 of 
C. reinhardtii. Intron 6 of Polytome/la sp., intron 7 of C. reinhardtii, and intron 1 of T. gondii 
also share positions and phases. In contrast, introns 6 and 8 of C. reinhardtii and intron 2 of T. 
gondii exhibit unique positions. For cox2b genes, intron 1 of C. reinhardtii shares position, 
but not phase, with intron 2 of S. obliquus. Finally, intron 1 of S. obliquus exhibits a unique 
position. 
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Apéndice VIII. 

Comentario publicados sobre uno de los trabajos 

realizados en esta tesis. 
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Journal Club 

rphisms, positive selection and population expansio 
The human gene enea · g the dopa mine 
receptor 04 (DRD4l is high eriable. Most 
of this diversity results from a 4 tandem 
repeat (VNTR) in the third exon ofthe 
which varias in length and contains single 
nucleotide polymorphisms. In a worldwide 
population sample, the most commonly 
occurring ali ele (65.1 %) contains tour 
repeats (4Rl and rarer forms contain 
anything from two to 11 repeats (2R-11R). 
Careful analysis of the pattarn of haplotype 
diversity Is consisten! with a 'two-allele' 
system, wlth mosto! the other 
polymorphlsms generated by 
recomblnation between thetwo most 
common haplotypes, 4R and 7R. 

Ding eta/. (1) demonstrate atthe 
orlgin ofthe 2R-6R allele n be explained 
by single one-step r mblnation/mutation 
events involvi e 4R polymorphism, 
which the ssume is the progenitor allele 
owi o its frequency in the population and 

sights from the limitad sequence data 

from primates. However, the formation of 
the second most common allele, 7R (19.2% 
occurrence), cannot be explained by su ch 
a simple oneastep mutational mechanism. 
Ding eta/, postulate that it would require et 

What is fascinating, however, is that the 
7R allele has been shown to be associated 
with attcntion deficit/hyperactivity disorder 
(ADHD). ADHD is estimated to affect up to 
3% of elementary school children in the 
USA, wlth sym ptoms of lnattentiveness, 
impulsivity and hyperactivity. Whythen, if 
indeed there is a link between 7R and ADHD, 

sug 
at the benefit incurred by possessing 

the 7R polymorphism relatad to whet was 
happening in human evolutionary history 
when the allele a rose 40000-50000years 
ego. Then, the 7R polymorphism would 
show itself et the phenotype level notas 
ADHD, but as risk teking, drive and 
impulsiveness. lt is possible that 
personality tralts su ch as these would have 
been favourable during, and indeed could 

1 Ding, - etaf. (20021 Evidence ol positiva 
selection ac at the human dopamlne 
receptor 04gen cus. Proc. Nat/. Acad. Sci. 
U. S. A. 99, 309-314 

Anthony Islas 
anthony.lsles@bbsrc.ac.uk 

From mitochondrion to nucleus and back again 
The extant mitochondrial geno mes of 
virtually all eukaryotes encade only a small 
number of predominantly hydrophobic 
polypeptides, almost ali of which participate 
in the respiratory chain or oxidative 
phosphorylation complexas of the inner 
mitochondrial membrana. The majorlty 
ofthe protein-coding genes from the 
eubacterial symbiont that beca me the 
mitochondria are presumed to have been 
transferred to the nucleus, or else lost 
altogether. Exactly how or why this carne 
about and the reasons, conversely, why a 
specific sub set of genes hes been left 
stranded in the mitochondrlal (mtDNAI, 
constitute one ofthe mostintrigulng puzzles 
of mitochondrial evolutionary genetics. 

One gene that is encoded in the mtDNA 
of almostall eukaryotic taxa is subunlt 6of 
ATP synthase (A6, equivalent to bacteria! 
subunit al. Prominent exceptions are the 
malarlal parasite Plasmodium, the ciliates 
Tetrahymena and Paramecium, and the 
green alga Chlamydomonas. In ali cases, the 
complately sequenced mtDNA lacks a gene 
far A6, and there Is not even any extended, 
unldentlfled mtDNA sequence thatcould 

constitute en A6 cryptogene. The im plication 
is that A6 is encoded In the nuclear DNA of 
these specles. An understanding of what lt 
takes to express A6 in the nucleus would be 
valuable, notleast because sorne human 
diseases are ca u sed by mutatlons In A6, and 
the ability to express it,allotopically in the 
nucleus, targeting the protein product back 
to mltochondria, could offer a potential 
ro u te to therapy. Thus far, attempts to 
achleve long-term allotopic expression of 
human A6 have not succeeded, and the 
hydrophoblcitY of the protein, whlch has 
no fewer than five mem brane-spannlng 
segments, has been suggested to be 
perhaps an lnsurmountable barrier. 

A recent papar from the groups of Diego 
Gonzalez-Halphen and Michael King has 
now ldentlfied the nuclear A6 gene from 
Chlamydomonas [ 1). The problem of 
relocation to the nucleus appears to have been 
sol ved during the course of evolution by a 
seriesof dlanges to the structure of the protein 
thatsigniflcantly reduce its hydrophobicity to 
leve Is that the m itochondrial pro te in import 
machinery can apparently cope with. Three 
relatively unconserved transmembrane 

segments that are not lnvolved dlrectly In 
proton translocatlon are markedly less 
hydrophoblc than thelr counterparts In 
mltochondrlally encadad A6in other 
specles. The protein has also acqulred en 
unusually long mitochondrlal targeting 
peptide of 107 amino acids, which might 
facilltate lts solubilization in the hydrophilic 
envlronment of the cytosol. These fea tu res 
are shared with the nuclear-encoded COXll 
and COXlll genes of Ch/amydomonas. 

The transfer of A6 appears to ha ve 
occurred relatively late in the evolution of 
thls taxon, as the gene is mitochondrial in 
sorne othergreen algae. The implication is 
that the problem has been 'solved' several 
times in eukaryote evolution, raising the 
hope that engineering of mammalian A6to 
permit efficient allotopic expression might 
not be as intractable as once imaginad. 

1 l"unrs, S. et al. The ty¡1icnlly mtDNA·encoded 
ATPGsubunitofthe mitochomlrinl FlFO-ATPase 
h1 encoded by n nuclear gene in Chlam)domotws 
rei11J1ardtii. J. Biol. Clicm. (in prese) 

HowyJacobs 
howy.jacobs@uta.fi 

http://tlg.ttenda.com 0168·9525rD2/S -aee lrontm11tter e> 2002 Elsevlet Sclence Ltd. All rlghts teaerved. \C\ \ 



Apéndice IX. 

Materiales y Métodos 

192 

~----------------------------·-·"' 



IX. Materiales y Métodos 

1. Cepas y Medios de Cultivo 

Chlamydomonas reinhardtii 

Se utilizó la cepa cw-15 de C. reínhardtii obtenida de la colección del "Ch/amydomonas 

Genetics Center" de la universidad de Duke (Carolina del Norte, USA). 

Esta cepa se agrupa dentro de un conjunto de mutantes que carecen de pared celular o 

que producen paredes celulares menos resistentes si se comparan con las cepas silvestres. 

Concretamente, las células de la cepa cw-15 son incapaces de ensamblar las capas centrales de la 

pared celular pero si presentan fibras semejantes a la capa externa de las células silvestres. 

También se ha reportado que proteínas que normalmente se encuentran asociadas a la pared 

celular, están ausentes en esta cepa (Harris, 1988). 

C. reinhardtii se creció en medio TAP (Gorman y Levine, 1965) al cual se le añadió sorbitol 

(Sigma) hasta una concentración final de 1.0 %. Los medios de cultivo se incubaron a temperatura 

ambiente, en condiciones de luz continua con una agitación de 100 rpm. Las células se cosecharon 

en la fase exponencial de crecimiento por centrifugación durante 1 O min a 1 OOxg en una centrifuga 

clínica. 

Para mantener las células, se resembraron periódicamente en cajas de Petri con medio 

TAP añadiendo agar al 1.5%. 

MedioTAP: 

Solución de Beijerinck 20 X 

Acido acético glacial 

Tris (Base) 

Solución de fosfatos 1 M pH 7.0 

Solución de elementos traza 

H20 

Solución de Beikerinck 20 X: 

NH4CI 8 g 

CaCl2·2H20 1 g 

MgS04·7H20 2 g 

Solución de elementos traza: 

EDTA-Na2 

ZnS04·7H20 

H3803 

hasta 1000 mi 

50.00 g 

22.00 g 

11.30 g 

50ml 

1 mi 

2.42 g 

1 mi 

1 mi 

hasta 1000 mi 

Solución de fosfatos 1M pH 7.0: 

K2HP04 1 M 250 mi 

-170 mi 

(agregar hasta pH 7.0) 
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FeS04·7H~O 
MnCl2·4H20 

CoCl2·6H20 

CuS04·5H20 

(NH4)aM01024·4H20 

4.99 g 

5.06 g 

1.61 g 

1.57 g 

1.10 g 

IX. Materiales y Métodos 

Los compuestos se disolvieron por separado en los siguientes volúmenes de agua: 

H3803 en 200 mi 

ZnS04·7H20 en 100 mi 

EDTA en 250 mi 

Cada uno de los otros elementos en 50 mi 

Se mezclaron todas las soluciones excepto la de EDTA. La solución resultante tomó un 

tono violeta. 

Se hirvió la solución hasta que el color cambió a verde translúcido. 

Se añadió la solución de EDTA. 

Se enfrió ligeramente (sin que la temperatura fuera menor a 70°C y se ajustó el pH con 

KOH al 20% hasta un valor entre 6.5 y 6.8. 

La solución se diluyó con agua hasta alcanzar un volumen final de 1000 mi y se incubó a 

temperatura ambiente en un matráz cubierto con un tapón de algodón durante aproximadamente 

dos semanas hasta que la solución cambió a un color violeta. Se filtró la solución a través de un 

filtro Millipore de 0.22 pm para eliminar el precipitado rojo formado y se almacenó en un frasco 

ámbar a temperatura ambiente. 

1.2 Scenedesmus obliquus 

Scenedesmus obliquus (Turp.) Kütz se obtuvo de la colección de algas de la Universidad de 

Texas (UTEX-78). Las células se crecieron en medio basal de Bold (Bischoff y Bold, 1963) 

utilizando la solución de elementos traza descrita para el medio TAP: 



IX. Materiales y Métodos 

(1.14 g/100 mi) 1 mi 

Solución de Elementos Traza 1 mi 

Solución de EDTA 1 mi 

Solución de Fierro 1 mi 

H20 hasta alcanzar un volumen final de 1 1 

Solución de EDTA (100 mi): Solución de Fierro (1000 mi): 

EDTA-Na2 5.0 g FeS04·?H20 4.98 g 

KOH 3.1 g H2S04 (concentrado) 1.0 mi 

Para mantener las células, se utilizaron cajas de Petri con el mismo medio añadiendo agar 

al 1.5%. 

1.3 Toxoplasma gondii 

Las muestras de DNA de Toxop/asma gondii se obtuvieron del laboratorio del Dr. Pascal 

Herion (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). El DNA se obtuvo a partir de taquizoitos 

de la cepa WIKTOR crecidos in vitro sobre células VERO. 

2. Purificación de DNA total de C. reinhardtii 

El DNA de C. reinhardtii se obtuvo por tres métodos, según el tipo de análisis al que se 

fuera a someter posteriormente. 

Para los experimentos tipo Southern, se realizaron dos procedimientos alternativos que 

varían en el procedimiento mediante el cuál se rompen las células: 

En ambos casos se cosecharon 500 a 1000 mi de cultivo por centrifugación durante 10 min 

a 100xg en una centrifuga clínica. 

A continuación se rompen las células por cualquiera de los siguientes mecanismos: 

• Las células se lavaron con 100 mi de Tris·HCI 10 mM pH 8.0, EDTA-Na 1 mM 

(amortiguador TE). Posteriormente las células se resuspendieron en 5 mi de citrato de 

sodio 100mM y se congelaron en nitrógeno liquido. Se agregó un volumen de SOS 2% y se 

incubaron a 60°C durante 15 minutos. 

• Las células se resuspenden en 25 mi de amortiguador QTP (Tris-HCI 10mM, NaCI 100mM, 

EDTA-Na 10mM y SOS 1%) y se agitan vigorosamente durante 10 seg. 

Las células rotas se extrajeron dos veces con un volumen de fenol-cloroformo (1:1) y una vez 

con un volumen de cloroformo. La fase acuosa se precipitó incubando durante 15 mina -70ºC con 

0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 3 volúmenes de etanol 100%. Posteriormente se 
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centrifugóa 10,000xg e~ un rotor SS34durante 10 min y el DNA precipitado se lavó con etanol 70%. 

Se resúspendló en 5 mi de agua y se Incubó con 2.5 ~1g de RNasa (Roche) durante 8 h a 37°C. 

Después de esta incubación, se llevaron a cabo dos extracciones con un volumen de fenol

cloroformo (1:1) y finalmente con un volumen de cloroformo. El DNA se precipitó y lavó como se 

describió previamente; finalmente se resuspendió en 1 ó 2 mi de agua y se guardó a 4°C toda la 

noche para completar su dilución y posteriormente se almacenaron a -20ºC para su 

almacenamiento. 

Para los experimentos de PCR, el DNA se obtuvo utilizando el kit DNeasy Plant mini kit 

(Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor con algunas modificaciones: 

Células de 60 mi de cultivo (aproximadamente 100 mg de peso húmedo) se congelaron en 

nitrógeno lfquldo sumergiendo el tubo que las contenla (sin que las células entraran en contacto 

directo con el nitrógeno líquido) durante 1 min hasta que el botón celular se congeló por completo. 

De Inmediato se calentó a 70ºC hasta que el botón se fundió totalmente. 

La preparación de células rotas, se limpió de restos celulares y precipitados salinos en un solo 

paso de centrifugación cargando la muestra en una columna QIAshredder (incluida en el kit). 

El lisado limpio se mezcló con un amortiguador de unión que contiene etanol y se transfirió a 

una nueva columna que tiene una membrana de silica-gel. Mediante un paso de centrifugación, el 

DNA se unió a la membrana, mientras que otras moléculas contaminantes como protelnas y 

polisacáridos pasaron a través de la membrana en dos pasos de lavado. El DNA puro se eluyó en 

amortiguador de elución precalentado a 65°C. 

3. Purificación de RNA total de C. reinhardtii. 

El RNA total de C. reinhardtii utilizado para experimentos tipo Northern se obtuvo a partir de 

50 mi de cultivo utilizando el kit RNeasy mini kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor para el tratamiento por centrifugación de células animales. Las células se 

homogeneizaron utilizando las columnas QIAshredder en presencia de un amortiguador que 

contiene isotiocianato de guanidina (para inactivar las RNasas que podrlan haber degradado la 

preparación). Una vez homogeneizada la muestra, se agregó etanol para producir las condiciones 

necesarias para que el RNA se uniera de manera especifica a la membrana de silica-gel que se 

encuentra en las columnas del kit. La muestra se introduce a las columnas RNeasy y se centrifuga 

para que al pasar la muestra a través de la membrana, el RNA se una a la misma. Los 

contaminantes se eliminan en tres pasos de lavado y el RNA limpio se eluye con agua libre de 

RNasas. 

El RNA total de C. reinhardtii para realizar la slntesis de la primera hebra de cDNA para 

experimentos de RT-PCR, 5' y 3' RACE PCR se obtuvo a partir de 50 mi de cultivo utilizando el kit 
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RNeasy mini kit (Quiagen) utilizando la DNasa libre de RNasas para purificación de RNA en 

columnas (Qlagen). El procedimiento utilizado en este caso, es muy similar al anterior, sin embargo, 

el primer paso de lavado se divide en dos: se hace un primer lavado utilizando sólo la mitad del 

volumen usual, seguido de una incubación durante 15 min a temperatura ambiente con la DNasa y 

al finalizar esta incubación se realiza un segudo lavado utilizando la otra mitad del volumen usual de 

amortiguador lavado. 

La concentración de RNA se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm en un 

espectrofotómetro de luz UV. La pureza y calidad de la preparación de RNA se determinó a partir 

de la relación A26anm1A280nm y de la forma del espectro de absorción de la muestra en la región entre 

260nm y 280nm. 

4. Geles para experimentos tipo Southern. 

Para analizar muestras de DNA total, se corrieron 30 ~tg por carril en geles de agarosa al 

0.8 o 1.0 %. Los primeros se utilizaron para conocer el tipo de genoma en el cual se localiza cierto 

gen cargando DNA total sin ningún tratamiento enzimático, y los segundos para hacer análisis de 

DNA total digerido con diferentes enzimas de restricción. 

La transferencia del DNA a membranas de nylon Hybond-N (Amersham ahora Pharmacia) 

se hizo siguiendo las recomendaciones de Sambrook y col. (1989) toda la noche; o a membranas 

Zeta-probe GT (Bio-Rad) por capilaridad siguiendo un protocolo de transferencia alcalina incubando 

el gel 15 min con HCI 0.25 M y transfiriendo durante 45 min en un transferidor de vaclo Pharmacia 

utilizando una solución de NaOH 0.4 N. El DNA se fijó a las membranas Hybond-N utilizando un 

entrecruzador Stratagene de luz UV y a las membranas Zeta-Probe calentando en un horno de 

vaclo a BOºC durante 30 min. 

5. Geles para experimentos tipo Northern. 

Para analizar las muestras de RNA total, se corrieron 20 ~1g por carril en geles de agarosa 

1% con formamida 0.66 M. El tratamiento del material de vidrio y de plástico, la preparación de 

soluciones y la preparación de las muestras se hicieron de acuerdo al método para análisis tipo 

Northern descrito por Sambrook y col. (1989). 

La transferencia del RNA a membranas de nylon Hybond-N (Amersham ahora Pharmacia) 

siguiendo las recomendaciones de Sambrook y col. (1989). El RNA se fijó a las membranas 

utilizando un entrecruzador Stratagene de luz UV. 
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6. Purificación de DNA de geles de agarosa. 

La purificación de segmentos especlficos de DNA, se realizó colocando muestras de 

plásmidos digeridos o reacciones de PCR en geles de agarosa al 1 ó 1.2% y sometiéndolos a 

electroforesis horizontal. De esta manera se separaron, de acuerdo a su masa molecular, los 

fragmentos de Interés de otras porciones de DNA. Una vez que las muestras corrieron lo suficiente 

como para distinguir la región de interés del resto del DNA, se cortó el trozo de gel que contenía el 

DNA con una hoja de bisturí limpia y se colocó en un tubo Eppendorf con capacidad para 1.5 mi y 

se pesó. El DNA se purificó del gel por tres métodos diferentes: i) con el kit para extracción de DNA 

de geles de agarosa de Boeheringer (ahora Roche); ii) con el kit QIAEX 11 de Qiagen; y iii) con el kit 

Qiaquick de Qiagen. 

Estos tres kits parten de la solubilización por temperatura del trozo de agarosa y aislan el 

DNA del resto de las moléculas presentes en la solución mediante su unión a una matriz de sflica 

(en forma de perlas en los primeros dos kits y en forma de membrana colocada en una columna en 

el tercero) en presencia de altas concentraciones de sales. La matriz a la cual está unido el DNA se 

lavó perfectamente eliminando todas las moléculas contaminantes con un amortiguador que 

contenía etanol. Posteriormente, el DNA se separó de la matriz con agua. 

Para cada uno de los sistemas, se siguieron las instrucciones recomendadas por cada uno 

de los proveedores. 

7. Uso de fragmentos purificados de DNA como sondas. 

Para la detección radioactiva de genes o de regiones específicas de DNA en experimentos 

tipo Southern, Northern y búsquedas exhaustivas en bibliotecas (genómicas y de cDNA), se 

marcaron fragmentos de DNA conocidos con 32P (incorporado a dATP o dCTP 10mCi/ml) utilizando 

la técnica de cebadores al azar con sistemas de GIBCO (ahora lnvitrogen) o de Boehringer (ahora 

Pharmacia). 

Se siguieron las recomendaciones para marcar de cada uno de los sistemas utilizados y 

posteriormente se limpiaron las sondas de nucleótidos no incorporados por centrifugación utilizando 

columnas con matrices de Bio-Gel P-30 de poliacrilamida (Micro Bio-Spin chromatography 

columns de Bio-Rad) o de Sephadex G-50 (Quick Spin Columns for radiolabeled DNA purification 

de Roche). 

El porcentaje de incorporación se cuantificó utilizando un contador de centelleo tomando 

muestras de la sonda antes y después del paso de purificación. 
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8. Hibridación de las membranas de Nylon. 

Cuando se realizaron experimentos de hibridación en membranas de nylon Hybond-N 

(durante los experimentos tipo Southern o Northern) y Hybond-NX (para los experimentos de 

búsqueda exhaustiva en bibliotecas) se utilizaron dos soluciones de hibridación diferentes: 

• SSC 6X 

Reactivo de Oenhardts 5X 

Tris-HCI 20 mM pH 8.0 

EOTA-Na2 2mM pH 8.0 

SOS2% 

ONA de esperma de salmón 0.1 mg/ml* 

• El ONA de esperma de salmón se incubó durante 10 min en agua en ebullición y se enfrió 

inmediatamente en hielo 10 min antes de agregarse a la solución de hibridación. 

• SSC 5X 

Reactivo de Oenhardts 5X 

sos 0.5% 

Cuando se realizaron experimentos tipo Southern con membranas Zeta-Probe GT (Bio

Rad) la solución de hibridación usada fue: 

Fosfato de sodio 0.25 M pH 7.2 

SOS7% 

Las membranas se humedecieron en la solución de hibridación correspondiente antes de 

colocarlas en el recipiente donde se efectuarla la reacción. El volumen de solución de hibridación 

por cm2 de membrana se calculó de acuerdo a las recomendaciones de cada uno de los 

proveedores. 

Las membranas se incubaron toda la noche a 65ºC después de añadir la sonda 

correspondiente marcada radioactivamente. A la mañana siguiente se lavaron las membranas con 

soluciones de concentraciones variables de SOS y SSC de acuerdo a la similitud de la sonda 

utilizada con el DNA examinado. 

El análisis de las señales obtenidas se realizó exponiendo las membranas (sin dejar que se 

deshidrataran) a pellculas de autorradiografla o a una placa de detección "Phosphor screen" 

(Molecular Oynamics) para su análisis en un aparato tipo Storm o Typhon (Molecular Oynamics). 
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9. Búsquedas exhaustivas en bibliotecas genómicas y de cDNA 

9.1 Búsqueda exhaustiva en una biblioteca de cDNA preparada en el fago J..gt10 

Para conocer la secuencia de los genes atp6 de C. reinhardtii se realizó una búsqueda 

exhaustiva en una biblioteca de cDNA preparada en el fago A.gt10 elaborada por Franzén y Falk 

(1992). La búsqueda y las soluciones empleadas durante el proceso, se realizaron de acuerdo a 

Sambrook y col. (1989) con las variaciones y detalles descritos por Pérez-Martínez (2000). La cepa 

de E. coli empleada para recibir el fago fue C600hfz. 

9.2 Búsqueda exhaustiva en una biblioteca genómica preparada en el fago lambda ZAP 11 

(Stratagene) 

Para conocer la secuencia del gen cox2b de S. ob/iquus se realizó una búsqueda 

exhaustiva en una biblioteca genómica preparada por la compañia Stratagene y cedida por la Dra. 

Sabeeha Merchant (Universidad de California en Los Angeles, USA) (Queen y Merchant, 1999). 

9.2.1 Titulación de la biblioteca 

La titulación de la biblioteca se realizó siguiendo el protocolo descrito por Pérez-Martínez 

(2000) con las siguientes modificaciones: 

Se utilizó la cepa XL 1-Blue MRF' (Stratagene) para rE::ibir el fago. 

El medio de cultivo empleado fue NZY, en versión líquida para crecer a la cepa receptora, 

en versión sólida (agar 1.5%) para plaquear las células una vez infectadas y en versión Top-Agar 

(agar 0.7%) para verter las células infectadas en los platos de medio sólido. 

Se añadieron 15~1' de IPTG 0.5 M y 50 ~d de 250 mg/ml de X-Gal al medio NZY Top-Agar 

antes de verter en los platos para realizar un análisis de fondo: el vector Lambda ZAP contiene el 

plásmido pBluescript que es capaz de producir la protelna p-galactosidasa y por lo tanto es posible 

hacer un análisis de a-complementación de manera que sólo las colonias bacterianas que 

presenten un color blanco son las que deben considerarse como portadoras de un fragmento de 

DNA del organismo a estudiar. 

9.2.2. Amplificación de la biblioteca 

A partir de la biblioteca primaria, se realizó una ronda de amplificación siguiendo las 

recomendaciones del proveedor: 
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Se. i:;recieron durante toda la noche a 37°C las células de la cepa XL 1-Blue MRF' en medio 

de cultivo NZYUquido complementado con Maltosa (Fisher) 0.2% y con MgS04 10 mM (Fisher). 

_ Las células se cosecharon por centrifugación 1000xg en una centrifuga cllnica y se 

- resuspendieron en MgS04 1 O mM hasta que la dilución alcanzó una densidad óptica (00600) de 0.5. 

Se tomaron 600 ~ti de las células receptoras y se combinaron con Ja solución de fagos que 

tuviera aproximadamente 5x104 pfu. Se hicieron 20 mezclas iguales en tubos Falcon 2059 de 

polipropileno, para amplificar alrededor de 1x106 placas llticas. Se incubaron las mezclas durante 

30 min a 37ºC para que Jos bacteriófagos infectaran a las células. Al concluir esta incubación, se 

agregó a cada una de las mezclas entre 6.5 y 7 mi de medio NZY Top agar (previamente fundido y 

enfriado a 48ºC) y se vació completamente en los platos de NZY agar de 150 mm de diámetro. Los 

platos se dejaron reposar alrededor de 10 min a temperatura ambiente hasta que el NZY top agar 

solidificó y posteriormente se incubaron aproximadamente 8 h hasta que las placas líticas formadas 

tuvieron alrededor de 2 mm de diámetro. 

Se agregó a cada uno de Jos platos entre 8 y 10 mi de amortiguador SM y se dejaron 

incubar toda la noche a 4ºC para que Jos bacteriófagos se difundieran hacia el amortiguador. Al dla 

siguiente, se recuperó el mayor volumen de amortiguador posible. Se realizó un último lavado de 

los platos con 2 mi adicionales de amortiguador SM y se mezcló con el resto. Se ai'ladió 

coloroformo hasta que se alcanzó una concentración final de 5% y se dejó incubar durante 15 min a 

temperatura ambiente. Estas mezclas, se centrifugaron durante 1 O min a 500xg en una centrifuga 

clínica para eliminar Jos restos celulares y recuperar la suspensión de bacteriófagos Jo más limpia 

posible. A la suspensión final, se le agregó cloroformo hasta una concentración final de 0.3%. El 

volumen total de Ja suspensión se dividió en allcuotas en presencia de 7% de DMSO y se 

almacenaron a -80°C. 

La biblioteca amplificada se tituló de Ja misma manera que Ja biblioteca primaria. 

9.2.3 Tamizaje de la biblioteca 

Se plaquearon 6 cajas de NZY agar 1.5% de la misma manera que para titular la biblioteca, 

añadiendo 50,000 pfu recombinantes por caja. En este caso, no se agregaron ni IPTG ni X-Gal y 

una vez que las placas llticas alcanzaron el tamaño adecuado, las cajas se incubaron durante 2 h a 

4°C para evitar que durante la transferencia de Jos bacteriófagos a las membranas de nitrocelulosa, 

fragmentos del medio NZY top agar se pegara a las mismas. 

Las placas llticas se transfirieron por duplicado a membranas de nylon Hybond-NX 

circulares, colocando sobre Ja capa de NZY top agar una membrana durante 5 min y Ja segunda 

membrana durante 7 min. Para que después de la hibridación fuera posible orientar y localizar las 

placas llticas que mostraran una señal positiva, se realizaron tres cortes de forma triangular en 

posiciones asimétricas en el borde de cada una de las membranas. La silueta de estos cortes, se 
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reprod~jo. eón un plumón indeleble en la caja correspondiente y las membranas y las cajas se 

numeraron de la misma manera . 

. Las membranas se desnaturalizaron durante 5 min en NaOH 1 M y NaCI 1.5M y se 

neutralizaron durante 5 minen Tris 1M pH 7.5 y NaCI 1.5 M. Finalmente se lavaron durante 5 min 

en una solución de SSC 2x para eliminar los residuos celulares y se dejaron secar al aire. Estas 

tres incubaciones, se realizaron colocando las membranas sobre papel Whatman saturado con 

cada una de las soluciones, orientándolas de manera que las placas llticas no quedaran en 

contacto directo con el papel. El DNA se fijó a las membranas incubándolas durante 2h a 80ºC en 

un horno de vaclo. 

9.2.4 Tamizaje secudario 

Una vez que se realizó la hibridación de las membranas con la sonda correspondiente, se 

localizaron las placas líticas positivas siguiendo las señales que se observaron en las dos réplicas 

hechas para cada una de las cajas, de acuerdo a la orientación de los cortes de las membranas y la 

posición de las marcas en las cajas de cultivo. 

Ya que la población de placas llticas en las cajas del primer tamizaje es muy alto, hay una 

gran cantidad de placas no positivas que se localizan muy cerca de la placa positiva, por lo que 

resulta casi imposible aislar por completo la placa de interés. Por esto, es necesario hacer un 

tamizaje secundario en cuyas cajas se localize un número menor de placas y por lo tanto facilitar la 

purificación de una sola placa lltica. 

El tamizaje secundario, se realizó siguiendo el protocolo reportado por Pérez-Martfnez 

(2000) con la diferencia de que las membranas utilizadas en este caso fueron Hybond-NX redondas 

para cajas con un diámetro de 100 mm. 

9.2.5 Recuperación del plásmido pB/uescript 

Una vez que se logró aislar una placa positiva del resto, se utilizó el fago ayudante Ex

Assist resistente a interferencias (Stratagene), que permite una escición eficiente del plásmido 

pBluescript a partir del vector Lambda Zap 11. Este fago ayudante, contiene una mutación ambar 

que evita la replicación de su genoma en algunas cepas de E. coli no supresoras como la cepa 

SOLR. La recuperación del plásmido, se realizó siguiendo las recomendaciones del proveedor para 

la escición de una clona aislada: 

Se colectó la placa de interés de la caja de NZY agarosa utilizando la punta de una 

micropipeta cortada y se colocó el fragmento en un tubo para microcentrffuga de 1.5 mi que 

contuviera 500 pi de amortiguador SM y 20 ~il de cloroformo. Se agitó vigorosamente la mezcla en 

un aparato vortex para liberar los bacteriófagos en el amortiguador. Esta mezcla se incubó toda la 

noche a 4ºC. 
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- -. - .: ':'. ·_ ,; ' 

De.manera simultánea, ~e ~recieron independientemente durante toda la noche a 37ºC, las 

cepas XL 1-Biue,MR~;%~;~-~dici,NZY complementado con maltosa 0.2% y MgS04 10 mM) y SOLR 

(en medio.LB)'. s~' ~(j~'Jdll~r()n por centrifugación y se resuspendieron en MgS04 1 O mM hasta 

a1canzar üna oDtc~~~-~\q·:~r'.~;0 
s~m~~ci~rri~~·2ao.~1'de células XL 1-Blue MRF' con 250 µI de la suspensión de fagos y 1 µi 

del fago ayÚd~Ót~5~'.'i~'¡~~Jb~~on durante 15 min a 37ºC. 
·' . . ,_,_•,. ,'- , "' _,, 

se·:anaélieron;3 mi de medio LB y se incubaron en un tubo Faicon 2059 de poiipropiieno 

.·durante 3h_a S7~g con una agitación de 250 rpm. 

Al término de la incubación, se calentaron las muestras durante 20 min a 65ºC y se 

centrifugaron durante 15 min a 1 OOOxg en un rotor SS34. Se recuperó el sobrenadante que 

contiene la solución madre del fagémido escindido pBiuescript empacado como fagos filamentosos. 

Finalmente se mezclaron 100 fil y 1 O fil de la solución madre de fagémidos con 200 fil de 

las células de la cepa SOLR en tubos para microcentrifuga independientes. Se incubaron durante 

15 mina 37ºC y se plaquearon en cajas de LB agar 1.5% complementado con ampicilina 50 µg/ml. 

Las células se dejaron crecer durante toda la noche a 37ºC. Las colonias que crecieron durante la 

noche, contienen el plásmido de doble cadena con el inserto de interés. 

9.2.6 Subclonación de clonas positivas 

Los insertos presentes en una biblioteca genómica suelen ser de gran tamaño, por lo que 

obtener la secuencia completa puede resultar un proceso relativamente largo. Para obtener la 

secuencia del gen de interés, se realizaron experimentos tipo Southern digiriendo los plásmidos 

pBluescript purificados con varias enzimas de restricción y transfiriendo el DNA a membranas de 

nylon para realizar una nueva hibridación y localizar fragmentos relativamente pequeños. 

Los fragmentos identificados se subclonaron en el plásmido pBluescript digerido con la 

misma enzima con la que se digirió el plásmido original. La ligación se realizó con la enzima T4 

iigasa (New England Biolabs) incubando toda la noche a 16°C. Se tomó la mitad de la reacción de 

ligación y se transformaron células competentes E. coli de la cepa JM109 (Promega) en cajas de 

medio LB complementado con ampicilina 50 mg/ml y añadiendo IPTG y X-Gal para poder 

seleccionar aquellas colonias que presentan el inserto. Para ver los detalles de estas reacciones 

consultar Pérez-Martínez (2000). 
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9.2.7 Medios de cultivo y amortiguadores utilizados 

NZY 

NaCI 0.5% 

MgS04·7H20 0.2% 

Extracto de levadura 0.5% 

NZ amina (hldrolisado de caserna) 1.0% 

Ajustar el pH hasta 7.5 con NaOH 

Cajas de NZY Agar o Agarosa 

Medio NZY con agar o agarosa hasta una concentración final de 1.5% 

Top NZY Agar o Agarosa 

Medio NZY con agar o agarosa hasta una concentración final de 0.7% 

LB 

NaCI 1.0% 

Bactotriptona 1.0% 

Extracto de levadura 0.5% 

Cajas de LB-Agar 

Medio LB con agar hasta una concentración final de 1.5% 

Si es necesario, añadir ampiciiina hasta una concentración final de 50 pg/ml. 

Todos los medios de cultivo se esterilizan por autoclave durante 20 min a 15 psi. 

Amortiguador SM (cantidades para 11) 

NaCI 5.8 g 

MgS04·7H20 

Tris-HCI 1M (pH 7.5) 

Solución de gelatina 2%* 

H20 

2.0g 

50ml 

5ml 

hasta 11 

Esterilizar el amortiguador por autoclave durante 20 min a 15 psi. 

*La solución de gelatina al 2% se prepara añadiendo 2 g de gelatina a 100 mi de agua y 

esterilizando la solución durante 20 min a 15 psi. 
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La cepa XL 1-Blue MRF' se conserva en medio LB (líquido o sólido) complementado con 

tetraciclina hasta una concentración final de 50 µg/ml. 

La cepa SOLR se conserva en medio LB (llquldo o sólido) complementado con kanamicina 

hasta una concentración final de 50 ~tg/ml. 

1 O. Reacción en Cadena de la Poli me rasa (PCR). 

La mayor parte de las reacciones de PCR realizadas a lo largo de este trabajo, se hicieron 

utilizando la enzima (Taq DNA Polimerasa o la HotStarTaq) y los otros reactivos de la marca 

Qiagen. Sin embargo, para obtener los productos amplificados de PCR en el caso del gen atp6 de 

C. reinhardtii se utilizó la Pfu turbo DNA Polimerasa (Stratagene) utilizando el amortiguador de la 

enzima recomendado por el proveedor y los otros reactivos (incluyendo la solución Q) de Qiagen. 

De manera general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 ~ti en 

condiciones de MgCl2 2mM, 2.5 unidades de polimerasa, 1x de amortiguador de la enzima, 1x de 

solución Q, 200 µM de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs), 20 pmol de oligodesoxinucleótidos, 

entre 200 ng y 1 µg de DNA o cDNA templado y añadiendo agua hasta completar el volumen de 

reacción. 

Los ciclos de PCR utilizados cuando se esperaban productos amplificados cortos (de 

menos de 2 kb) fueron: 

35 ciclos 

5 mina 94ºC* 

{ 

1mina94ºC 

1 mina 55°C 

2 mina 72ºC 

7 mina 72ºC 

(desnaturalización inicial) 

(desnaturalización) 

(alineamiento) 

(extensión) 

(extensión final) 

* Cuando se utilizó como DNA templado una allcuota de alguna de las bibliotecas clonadas en 

fagos, esta incubación se realizó durante 15 min. 
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Los ciclos de PCR utilizados cuando se esperaban productos amplificados largos (de mas 

de 2 kb) fueron: 

5 mina 94ºC 

·{10 seg a 94ºC 
1 O ciclos 1 min a 55°C 

. 4 m.in* a 68°C 

{ 

10 seg a 94°C 

25 ciclos . ·. 1 min a 55°C 

: :4 ~¡~;(mas 10 seg/ciclo) a 68°C 

7 mina 68ºC 

(desnaturalización inicial) 

(desnaturalización) 

(alineamiento) 

(extensión) 

(desnaturalización) 

(alineamiento) 

(extensión) 

(extensión final) 

*se calculó aproximadamente, una extensión de 1 min por cada kb esperada para el producto. 

Para analizar los productos de PCR obtenidos, se corrieron 10 mi de cada uno en geles de 

agarosa al 1% ó 1.2% (dependiendo del tamaño esperado). 

11. Preparación de la primera hebra de cDNA 

La síntesis de la primera hebra de cDNA se realizó utilizando cuatro sistemas diferentes: 

Thermo RT™ (Display Systems Biotech), M-MuLV RT (Promega), Superscript™ll (Gibco BRL ahora 

lnvitrogen) y Omniscript (Qiagen). En todos los casos se tomaron como templado 1 ó 2 ~1g de RNA 

total y 25 unidades de inhibidor de RNasas (Boehringer ahora Roche). 

Como en general el DNA nuclear de C. reinhardtii tiene un alto contenido de G-C y produce 

estructuras secundarias que pueden interferir con la síntesis de cDNA, se incubó el RNA templado 

a 65ºC durante 5 minutos y se enfrió rápidamente en hielo, además se agregó amortiguador Q 

(Qiagen) a una concentración final de 1X independientemente del sistema utilizado. 

12. Adición de colas de poli A al extremo 5' del cDNA 

Para poder amplificar por PCR el extremo 5' del cDNA se le añadió a la primera hebra de 

cDNA sintetizada una cola de poliA. Esta reacción se llevó a cabo con la enzima transferasa 

terminal (Boehringer ahora Roche) siguiendo las recomendaciones del proveedor: 

Se mezclaron los siguientes elementos: 

50 U de transferasa terminal (2 pi) 

dATP 6.25 pM 

Amortiguador de reacción 1 X 

CoCl2 1.5 mM 
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cDNA 1 µg 

Agua hasta un volumen final de 20 fil 

La mezcla se incubó durante 15 min a 37ºC y posteriormente durante 5 min a 65ºC para 

desactivar a la enzima. 

13. Identificación de los extremos de las secuencias de cDNA por experimentos de 5' y 3' 

RACE-PCR (Frohman, 1993) 

Para poder amplificar los extremos de los cDNAs, se aprovechó la extensión de poliAs que 

éstos tienen naturalmente en el extremo 3' y artificialmente en el extremo 5'. En ambas reacciones 

se tomó 1 µg de cDNA como templado (sin extension artificial de poli A para realizar el experimento 

de 3'-RACE y con extensión artificial de poli A en el extremo 5' para el 5'-RACE). 

Estos PCRs se llevaron a cabo en dos reacciones independientes, ambas se realizaron 

utilizando los ciclos de temperatura descritos para amplificar productos cortos pero cambiando la 

combinación de oligodesoxinucleótidos y la temperatura de alineamiento: la primera con el 

oligodesoxinucleótido dT/adaptador y un oligodesoxinucleótido especifico para el gen en cuestión 

se realizó a una temperatura de alineamiento de 48ºC mientras que en la segunda reacción se 

utilizó el oligo adaptador y un oligodesoxinucleótido especifico anidado (con respecto al oligo de la 

primera reacción) y una temperatura de alineamiento de 55°C. 

14. Diseño de oligodesoxinucleótidos 

14.1 Oligodesoxinucleótidos especificos 

Los oligodesoxinucleótidos especificas fueron diseñados en regiones de una secuencia 

conocida de acuerdo con los siguientes principios generles: 

• Que el contenido de G-C fuera alrededor de 50%. 

• Que el extremo 3' fuera una C o G (para estabilizar el extremo 3' del 

oligodesoxinucleótido, que es donde va a empezar a trabajar la polimerasa en la 

reacción de PCR). 

• Que no hubiera mas de dos Gs o Cs en el extremo 3' (para evitar que 

alineamientos inespeclficos se estabilizaran). 

• Que la secuencia del oligodesoxinucleótido no formara estructuras diméricas por 

complementaridad de la secuencia con él mismo. 

• Que la secuencia no contenga regiones complementarias que puedan formar 

estructuras secudarias (por ejemplo asas). 

• Que tuvieran una longitud de entre 18 y 30 pb. Teóricamente, una secuencia de 18 

pb representa una secuencia única entre 7 x 1010 nt y por lo tanto debería ser 
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complementario una sóla vez en un genoma eucarionte, que usualmente contienen 

entre 108 y 1010 pb. 

• Que la Tm teórica fuera alrededor de 55ºC. 

14.2 Oligodesoxinucleótidos degenerados 

Los oligodesoxinucleótidos degenerados se utilizan cuando no se conoce la secuencia de 

nucleótidos de un gen especifico y se diseñan en base a regiones conservadas de residuos de 

aminoácidos de la protelna codificada por el gen que se está buscando. 

Además de las características tomadas en cuenta para el diseño de oligodesoxinucleótidos 

específicos, se buscó que la secuencia tuviera las siguientes características generales: 

• Buscar regiones de fa secuencia proteica cuyos residuos de aminoácidos no se 

codifiquen por muchos codones (evitar en lo posible Arg, Leu, Ser, Pro, Ala, Gly, 

Thr, Val). Es muy importante considerar el uso de codones preferencial de cada 

organismo, ya que en algunas ocasiones es tan sesgado que, para estos 

propósitos, se pueden considerar menos degeneraciones. 

• Buscar regiones altamente conservadas sobretodo en el equivalente al final del 

oligodesoxinucleótido. 

• Que las últimas posiciones de la secuencia del oligodesoxinucleótido no 

contuvieran degeneraciones. 

Para analizar la secuencia de los oligodesoxinucleótidos para evitar complementaridades y 

por lo tanto para evitar la formación de dímeros o de estructuras secundarias, asl como para 

calcular las Tm se utilizaron los programas Amplify 1.2 e HyperPCR. 

Todos los oligodesoxinucleótidos utilizados en este trabajo se sintetizaron en la "Nucleic 

Acid Facility" del Kimmel Cancer lnstitute de la Universidad Thomas Jefferson (Philadelphia, PA, 

USA). 

La secuencia de los oligodesoxinucleótidos empleados en este trabajo se encuentran en el 

Apéndice XI. 

15. Clonación de los productos de PCR 

Una vez que los productos amplificados se purificaron de un gel de agarosa siguiendo los 

protocolos descritos anteriormente, se clonaron en vectores especiales para productos de PCR: 

• Todos los productos obtenidos con una enzima Taq o HotStarTaq polimerasa se 

clonaron en vectores como pGEM-T Easy Vector (Promega) o pCR2.1 (lnvitrogen), 

ya que contienen extremos 3' -T que permiten una fácil ligación con los extremos 3' 

desoxiadenosina que dejan estas polimerasas. 
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En algunos casos, se construyó un vector con extremos 3'-T para clonar 

productos de PCR sin modificar siguiendo el protocolo descrito por Marchuk y col. 

(1991 ): el plásmido pBluescript (Stratagene) se digirió con Ja enzima de restricción 

EcoRV y se incubó con la enzima Taq polimerasa (Qiagen) en presencia del 

amortiguador de la enzima diluido hasta una concentración de 1x y dTIP 2 mM 

durante 2 h a 70°C. El vector se limpió posteriormente con el kit Qiaquick (Qiagen) 

siguiendo el protocolo recomendado para eliminar nucleótidos y se utilizó en 

reacciones de ligación. 

• A Jos productos obtenidos con enzimas como la Pfu polimerasa, se les añadió una 

desoxiadenosina en el extremo 3' para poder clonarlos en el mismo vector con 

extremos 3'-T: 

o En 50 ~d de reacción, se mezclaron 4~d de dATP 10 mM, 5 µI de 

amortiguador de PCR 10x, el fragmento de interés, 2.5 U de Taq 

polimerasa y agua hasta completar el volumen. Esta mezcla se incubó 

durante 30 mina 72ºC y posteriormente se limpió del exceso de dATP y de 

enzima utilizando las columnas de Qiaquick siguiendo el protocolo descrito 

por el proveedor para eliminar nucleótidos. Una vez listo el fragmento, se 

clonó de la misma manera que los productos obtenidos utilizando una Taq 

polimerasa. 

En todos los casos las reacciones de ligación, se llevaron a cabo incubando con Ja enzima 

T4 ligasa durante toda la noche a 16ºC. En el caso de Jos vectores comerciales de ligación de 

productos de PCR se utilizó la enzima que incluye el proveedor para este fin y en el caso del vector 

construido en el laboratorio, se utilizó la enzima de Gibco (ahora lnvitrogen). 

A continuación, se tomó la mitad de la reacción de ligación y se utilizó para transformar por 

temperatura a la cepa de E. coli JM109 ó DH5a. 

16. Secuenciación de DNA 

Las secuencias de reportadas en este trabajo se realizaron en secuenciadores automáticos 

del Kimmel Cancer Center DNA Sequencing Facility de la Universidad Thomas Jefferson 

(Philadelphia, PA, USA) o en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la 

UNAM (Ciudad de México, México). 

Las secuencias de los genes obtenidas en este trabajo se encuentran en el Apéndice X. 
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17. Purificación y solubilización de mitocondrias de C. reinhardtii 

La purificación y solubilización de mitocondrias enteras de C. reinhardtii, se realizó 

siguiendo el protocolo reportado por Eriksson (1995) con algunas modificaciones: 

Las células de la cepa cw-15 de C. reinhardtii se lavaron dos veces en amortiguador de 

lavado y se resuspendieron en amortiguador de ruptura hasta alcanzar una concentración final de 

0.5 g células/mi. La suspensión de células se mezcló con el equivalente a dos volúmenes de perlas 

de vidrio de 0.5 mm de diámetro y se agitó en un aparato tipo Vortex a baja velocidad durante 1 min 

(hasta que aproximadamente el 95% de las células se hubiera roto). La solución obtenida de esta 

manera, se colectó y separó de las perlas de vidrio. Éstas fueron lavadas tres veces con 1 O mi de 

amortiguador de ruptura recuperando el sobrenadante después de una centrifugación a 2000xg 

durante 5 min. Todos las soluciones se incorporaron y se mezclaron con un homogeneizador de 

tefión. El homogenado resultante se centrifugó 1 O min a 1500xg en un rotor 5834. El sobrenadante 

se centrifugó durante 10 min a 12000xg en el mismo rotor y se colectó el botón obtenido que 

contiene la fracción mitocondriai. El extracto crudo de mitocondrias se resuspendió en 5 mi 

aproximadamente de amortiguador de ensayo y se mezcló con amortiguador de Percoll hasta 

alcanzar un volumen final de 35 mi. La mezcla se homogeneizó dos veces con un homogeneizador 

de teflón. El homogenado se centrifugó durante 40 min a 20000xg en un rotor 8834. Se colectó el 

botón y se diluyó en amortiguador de dilución de Percoll hasta un volumen final de 40 mi. El 

homogenado mitocondrial final fue centrifugado durante 1 O min a 12000xg en un rotor 8834. El 

botón que contenía a las mitocondrias, se colectó y lavó nuevamente con el amortiguador de 

dilución de Percoll. Esta preparación se centrifugó durante 5 min a 10000 en una microcentrifuga 

Eppendorff. El sobrenadante se descartó. El botón mitocondrial final se resuspendió en 35 mi de 

amortiguador de dilución de Percoll complementado con inhibidores de proteasas. 

17 .1 Amortiguadores utilizados 

Amortiguador de lavado 

HEPE8-KOH 
pH 7.2 

Amortiguador de ruptura 

HEPE8-KOH pH 7.2 
EDTA 
8orbitoi 
Cisterna 
PVP-40 
88A 

Amortiguador de ensayo 

Sorbitoi 
KCI 

20mM 

50mM 
5mM 

0.25 M 
4mM 
0.5% 
0.1% 

0.25M 
10mM 
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Amortiguador de fosfatos pH 7.2 
BSA ..... 
MgCl2 ;"~· . 

Amorti~~~d~r de Percal/ 

Sorbitol 
MOpS-KOH pH 7.2 
PVP~40 .·.. . ' 

Percoll 
BSA 
EDTA 

Amortiguador de dilución de Percal/ 

Amortiguador de fosfato de potasio 
Sorbitol 
EDTA 
BSA 
pH 7.2 

10mM 
0.1% 
5mM 

0.25 mM 
10 mM 

0.5% 
20% 
0.1% 
1 mM 

10 mM 
0.25M 
10 mM 
0.1% 

Amortiguador de dilución de Percoll combinado con proteasas 

IX. Materiales y Métodos 

Amortiguador de dilución de Percoll complementado con los siguientes inhibidores de proteasas: 
fenil-metil-sulfonil-fluoruro 0.5 mM 
benzamidina 1 mM 
ácido E-aminocaproico 5 mM 

18. Determinación del valor de proteína total 

La concentración de protelna en las muestras se calculó mediante el método de Lowry y 

col. (1951) con la modificación de Markwell y col. (1978). 

19. Electroforesis nativa azul 

Las mitocondrias de C. reinhardtii se solubilizaron en lauril-maltósido 1.0% y se sometieron 

a una electroforesis nativa azul (Schagger, 1994) usando geles con un gradiente de 5.0 a 12.0% de 

poliacrilamida. 

20. Electroforesis desnaturalízante 

Los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial de C. reinhardtii se separaron en 

geles de placa de segunda dimensión de 1.2 mm de espesor al 12 % de acrilamida en una cámara 

BRL (Vertical Gel Electrophoresis System) en presencia de SDS y Tricina (Schagger y van Jagow, 

1987). 
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21. Secuenciación del extremo amino terminal de proteínas 

Las protelnas del complejo F0F, ATP sintetasa de C. reinhardtii se electrotransfirieron a una 

membrana PVDF ProBlott (Applied Biosystems) a 40 V durante 4.5 h a 4ºC en un amortiguador de 

ácido bórico 50 mM y Tris 50 mM (sin ajustar el pH). 

Las membranas se tiñeron posteriormente con azul de Coomasie R, se destiñeron para 

eliminar el exceso de colorante y se dejaron secar al aire. 

La determinación de la secuencia amino terminal de los polipéptidos se hizo en el 

Laboratoire de Microséqueni;:age des Protéines del lnstitut Pasteur (Parls, Francia) en un 

secuenciador 473A de Applied Biosystems (Atteia y col., 1997). 

22. Análisis in silico de las secuencias obtenidas 

Las comparaciones entre secuencias, tanto de nucleótidos como de aminoácidos, se 

realizaron con el programa ClustalX utilizando los parámetros por omisión considerados por el 

programa. 

La búsqueda de secuencias y comparaciones de las bases de datos se realizaron utilizando 

las distintas versiones del programa Bias! (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

El análisis de las presecuencias mitocondriales asl como el cálculo de los segmentos de 

Cr-ATP6 entre 13 y 17 aminoácidos con hidrofobicidad local (<H>) se realizaron con el programa 

MitoProt 11 (Claros, 1995). La mesohidrofobicidad se estimó al explorar cada secuencia 

polipeptfdica para localizar segmentos con un niveles máximos de hidrofobicidad en ventanas de 

entre 60 y 80 residuos y promediando los valores obtenidos. 

Los cruces transmembranales de Cr-ATP6 se predijeron utilizando el programa TodPred 11 

(Claros y von Heijne, 1994 ), en el servidor de Internet PredictProtein 

(www.es.embnet.org/Services/MolBio/PredictProtein/) (Rost, 1996) y en el ExPASy Molecular 

Biology Server (www.expasy.ch). 

Los datos usados para analizar el uso de codones se obtuvieron de la base de datos de uso 

de codones (Codon Usage Database) del Kazusa DNA Research lnstitute (Chiba, Japón) 

(www.kazusa.or.jp/codon). 
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atp6 de C. relnhardtll 

agacgaagaatatagattggattaacc atg gcg 
M A 

ctg cag cag gct gcg ccg agg gtg ttt ggc etc 
L Q Q A A P R V F G L 

ttg ggg cg't·' gcc_ cct gtc gct 
L. G' \,R '.:.AO'• P V f's 

· .. ,.. ·"·" ,j:',,·' .. --::· "T 

ctg ggc 
L G 

cag agc ggc att ctg act ggt agc agc ggc ttc · aag .. ª'i,º 'cag /ggá/tté:: aat ggc tcc ctg 
Q S G I L .T G S S G 72 F K ;;'N'> <'o :'¡,,G'(?)'~F,' N G S L 

• · .. T ---·- é: :~:;~·;¿é}2~iftL:;<:: .<> 
cag tct gtg gag aac ciat'gtg -tat- gcc cag •gcc ~ ttca!;¡'c(:á'cC:-~'t:ct::t.ct cág gag gag cag 
o s v ¡.¡: N;'{~, ~9•v Y A . o A Í> ' ts>·~~T~.;?s~;, ;5· o E E o 

. ·::'• .,,_" '}.·'Y: -· . ,'·':::··" ,,.. "" > 
gct gct ccc ·agc• á't'c cag, ggt gct tcg ggc_ atg aag.-:c:tg' c6t' ggt atg gct ggt agc atg 

A A 'p 'J\s';F;I' :.·o G A s G M '< K'·;: {i.'. :·:_p ''G M A G s M 
' <;·· .. ,_: . ;,,~.-·:·. ·.· 

ctg ctg ~~6'. aa~- tcg c~c agc ggc ctg cgc áC:c":ggCi tcg atg gtg cea ttc gct gcc cag 

c;g g;g . G .. • .¿~, .¡~{ ,.,...; ... .., ..... -.-ª-; .. ~..,. ~ .... ~ ... ·~--G-··~·-, ... 9 .. ;~7,... ·~·~-;-.... ~~-: .... ·~ .. ·~ ... i ... ·~-f ,_: ~-G·~-'-t~; ... 9,._9._ ... ;~c ..... c;i ... ;_c __ a_;~c-9,..;_9 __ a_;_c~t-;_c~c~; ... , 

cct ggc ggc acc ccc 
P G G T ·p. 

ate 
·'I 
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ctg gtg gcg gtg ctg cag tcg ggt gtg ttc tcc ate ctg tcc acc gtc tac gtt ggc gag 
L V A V L Q S G V F S I L S T V Y V G E 

ttc aac agc gtc aag ctg gcg ggc ccg ctg gct aag gtg gtc aag aag gcg ctg taa gca 
F N S V K L A G P L A K V V K K A L * 

gcctcggaatgggacggcgtgacgccgtgcggagcctgtgcagctggcgcagccgggcggcgagcagcggctgatggcg 
gccgcggctggcccacggagggcgcagttgcggcaggaggagctgtggcggcggcgttgcgcggggtagcgtgcagcag 
cgggaacagggcgcggcccggcggtgctggtcggcagataaaccggcgcagtgctttccgggcctgcctggctagaagt 
gcgggttggtgtagccagtaaaagcatgggggtgcggcttgcgccggccgtggggtttcccgcggcactggtggcagcc 
ggtcggctgagtcgcttagatgttgctgtgtctcgtgtcggggcgtccgttgcgtggaggggcggggcctgcgcctgcg 
cgggatggcgtcagtcgaggagctgcgcggattagaggtacgcggcggcagcggcgacgtcgatagcagtagcagagga 
gcggagctgtggagttggagagcggctgccagcggtgcagggcgtcgtcatgtcgcccgcctgcgtaatccccgggtgc 
ttcaactcccggggaggggcggacgtggcgaccggcgccctgcccggctgcggagtgccgcgactgctagaggcggtgt 
gcatcgggagcgcagcgaagtgatggggccccggcgggcggcggcggcgtgcggcgcgcagagtaccggcgcggcggca 
aggggaccggcagctcccggggtccccagccgccatcgtgtggcgcgtggcgcgtgcgcccgccccgtgtgggcggccg 
aggagggagcggcgcggcagtgaaacacactgcggcgtaccgaccgaggcacacgtcgagaagtagacagcgcaacagc 
aacggcagcgaaaacctagcggtgggaggtccggagttgtgggggttgtgctgtggcagaccggccgacgcgcgcaggc 
tgggggcgaccacggggggcgggcatcgctacctgtggcgcgcacccggccagcgtgcacccttgccatgctggcttgt 
ggaggcggggggaagaggtggaggcttatacctggtagcttggcaacctagcatcagcaggtgacatgaaagtagtgga 
actgtaggttttcgtgtgtgcgggaagggttgtttgtgtgtgcgtgctcccaggagtatcgagcacacgggtggcccga 
aagtaggtttcaatagctttgcgtcagggttttgtgggggaggcctgaagaggctggacaccgataggcccagtgatgg 
cctgaggcgaggagactqtaagcttcgtctcccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

!-----------------------·--·-·----

2\S 



lntrón 1 
gtgaggcggctggccgatttatgtgctgcgaacagctctttcgcggcaccatcacgagctgcgtgcttccgga 
cctgcctcact tgct cggct cccgga_tátctcaa tccca.cag _ 

lntrón 2 
gtgagctgcggaatgctggtcggtgtcgcgagattgcté:ctcgé:tgatgttgggactgacti::ctgctcgi::ag, 

~. ·, ·.--. -. " -:f ,~· ._,, . --">·· T,~~~~x~-:~;~,:·-.:~ .•. :: '"' ., , . 
lntrón 3 • ';"' . , ','. .• ' ' é';,j'.}J~~:.', · ·':':' . 
gtaggagccgtgctagcgcagaagggccgccgcaaaact tgtct t.t tcggtá tcggagt.igágctcga'ccggg 
cgtgtcctggccgcag . __ ,;_::, · ,; ;•·.::li.:· ''. ·:':' ... e~'•': _.,. ,. 

- ; ':._ . ;:'_,::. ~: .-~ ·:-· _¡. 

lntrón 4 
gtgagcgccgaggtgcagaacataaaggctacggagctgc.atta~gggctttagcgtgaaagga.ttgtgggga 
gctctgggttcgggagtggtcctgagggcggggaaactctctggagggtcggcgacctggtgtgggtttgcgt 
gtaagctgctgccctcactcagctgctgcccccactccctcgcgcgcacgcgaatttgcggtctcactccacg 
cgcccataatgctaccatcgcccttccttgcttgtgaacctgcag 

lntrón 5 
gtaagcagctgaggcaatcctgaggcatggtcggggcgagcagggaggaagtcctgagctgcggacaagccta 
atgccggggctacggctgctgctggagaggggtgcggattgaggcaattgtgcggttacgggggcattcacct 
gctgacaatcatgagcgaggaataagcaggatggtgcgttgcattgggacgagaatctatgctgggatccttg 
acgcggtctcacctcctgctcctgcgcctattcccgccccgcag 

lntrón 6 
gtaggaacgggcgggtgcgggagccaacgcattgaaggttgtggagcagcgggtttgtgtttgcacaggtcag 
caccgcgtgcggggtgtgccgggtatgcacggcatgtgctgggtgcgtgcacgccaacaccgaatggcaaaac 
ttgtgcctgactagttggttgttgtccttgccgaccgcag 

lntrón 7 
gtgagtcgctgccgttcgcacagctgcactgtaaactacagattaggtgcgctctctgggaccctgcgacgcc 
acacctacaccgcctgctttccagaacccacctggctgccaccccgcctccccacgc.cgtctctctcaaccgg 
tactcttccttgcag 

1------------------------· ____ ....... . 



nd4L de C. reinhardtii 
. . ' . 

(-4 5) tccaagctgaat tccgg~ tgtcttgc~tgtaatag.agtcacaaga 

atg tcg cgg acg cag ctg etc agg cgt ctg ctt · ccc ,,gge. gtg·.·ccC · ggc: acg é:ct:''ggé: etc 

M s R T Q L L R R ' · L . :t¡, · P .: ,G"•,/ ~~:; !(\_; ; Gé:'E~%;~ .• ,;f,r/,t; J. L > 

tte tcg cag ~et tgc aee get gt~.~~ca:;a~~. ~;.e;[i~~,~·o~·;; cac;¡;.t~c:•.ggc:~ttt,tt,c agc: agc 

~:: ~:: ~:: iª' ~·· P·i ;!p i~E .. ~.~.~i·;'~ .•. ~.·.'.·:····.·.;·t···• .. •.' ...•. ·.:::.·.·.·.:··.•.:··· .•. ·:····:· .. ·······.::.:p···.···:•.·.·.·.·.:.•.•·.\ ... : ... ·.·····:: .. :.·.;·····:··.:··.:·.·.···.'.:.···L.:,•.·:··.•.·.··• .. :.:.~···:.•:~-·-·····.•···;,: ... ·.·.·······:····:·:.:_ .• :~ .•. : ......•... : ... :~·····.:···.·:··:·· .. :.::.··• .. ·~ ..... •! ..•. ·.~.' ... ·.:·.··.········.·~··: .. ~.·-··.
0

.~.•.-··;·:.~ ...••...•. º.0·:······.···········~···[···¡• .. :.•_.·.:.:.~ .•.•. : ... •.·.•.• ... ··• .. ·.Á:;:·.·_ ..•. ·.•.· ...•. :.•.:,:_ •...••...••. ~.:~ .. ·.:_·_:·• .. •.".·.:_ .. •.•·.···:.:.•.:.; ..... f .. ·.•.~ .• _ ..... º .•.•..•••. :._.·.·.·.·.·······.·······.:.1il.t.1.~.~-·~.:.".º···;··· !:: 
qoo 'ºº • Co.' ~~~¡~{ii~;~¡~ ;o;•i;o: oJ~ • º~ª'~'º"º' g~o ~,g, a c9 cgga··'~;é;¡ ;~; o9' 

::: ~::~~:;~:~~~f ~~tr:I::·~!!«:~f f :~~lllllli\it~ll~\;f :~~:: 
atg tte. ~gK·~~':. ~~~ .. ;;~té{~79,· gge, gcg'gtg' gca '.'ttc ,¡agg ;cgc 'a'ac!'etc (atc:Ciitc:'ctg etg 

-M· F. ;._. '{'' · ..• G.,:A·!;'.<~;i:':'~~~·t~(,:c;~·r:~f:~~~~¡:~r~J;<~-t:t~f:~.~.~-}E?:F:::r::,,L 
etc agt. geg: gag ~cg,::g.t'g/atg ctt' gcé:· tgc' aac .. atg ,aae· ttc":etg'rtt'c~;aca gcc gct tac 
L s A E Tr; v <.M,':~~;' ::A· 'e 'N ·M ;N >'.'E'];~i-~:)/'.iR:E-t~:¡'.TVi;'; N' A Y 

. etc aac. gac ate acc gge gct att' atg tea att acc ,atc'';acc ;~66': ~·i~1;gcc J~9 tgc gag 
L N D I T G A I M S I T I < ~./:. ,J{ ; :i: A . A C E 

acg gee ate ggc ctg geg ctg tgc gtg gcg tac ttc 'cae :atg 'cgc tcg gcg acg gac gtg 
T A I G L A L C V A Y F H M R S A T D V 

gag geg ctg aac atg ctg aag tag ate ggc ggg agc tag eat ggg cag eaa eag eag ceg 
E A L N M L K 

gagcageagcgacaggcgtggcgggggggecgaaacgcgtgcgggcaeaacaegcgtgcagegaegtteeagcaacggcgeg 
ggccgcatggeggccgctgtgagetagcgcagctgaaagcagatgggggtetggaaeggagccagctggegcgtggcatggg 
cactgctgctagccgtgatggagctatgagcgcctctcacaacggtgeggcgggagtgagetttaatgcggatgacgagcag 
tataetggcgggcctggggttggeaagggcaaggggegagcctgccagctgeettgggggccttggggctacatgaggcagg 
tgcttgcatgcaaagcaacttgttgcgagggetggaggcattggcagagactecgtgaatagccgagagcgggctgcggtgt 
cggagttggcaagatggcgcgcttggcgcgacacaaggctgcggtgtgccgtgcaaggcgtccggccatgtttggcttgcgt 
gcacgcagaggcaattgtgacaggcttattgcattagggcttaatggcattttgaettgagacagtacggggtggtgatgag 
cgaggggttgaaatagtccagaagttgtagattcttacagcagcatgtggagagcgeatgetgcagacagtgectcaggcat 
tgtagaattaaggtggcagtggaaatgeaccaaggtggcagtggaaatgcaccgacgattgeaggaacatgggtagggggtt 
tggtgtgatgetgtacgtcggggcgaggagccgggattggaggeetgggggagacgtggggaagcactgecaetgcctcgte 
cagtggacgggctggatgctcaatgggtgtaaaccgcgcatageeggaattettttgctttt (1647) 

,2\1 
'J""""""""=..;.,,;:,==="""" ..... ______________________ _ 



cox2b de S. obliquus 
? 

"'ªe 
gtg gag ccc ggc cag ate cgt ctg ctg gac tgt gac gag cgc ctg gtg ctg ccc a ce aac 
V E p G Q I R L L D e D E· R L V L p T N 

agc ctg gtg cgg ctg ctg gtg acc)agC: agt:gac·· gtc\atc •cae tcc: tgg 'gca·· gtg ccc agc 
s L V R L L V T •:·s··s D :v' .. <-r· "ª' :s •W A' V p s 

..... ··· .... J. cgé.'..ctc.···a~~ .. :~:~·g\g:::.•·.tg: .. g' : ~te- acc ate cag 

Lctg gGgc Vgtg Kaag a¡t_é::. g0~ .. ~ ·Agc··.~.-é.•.: .. ·ait·.··-·~.··.~.·.·.·.· ... 'cP.c-·.'.·-ª.,; .• _· ...•.. Ggg,·.·'ª- •. g. 
' - ,··.'' '.-'. ' '. . :. '' R'>>L,;;c 1'1~-,,~;_?_:.·······_Jv_P::~w::'~-<r· ,, T, •' I Q 

-".:.'.X~···'-~-;¡.:,~·, ,,_ - --"-,-~r,': ;;·:~> 

~gg ~ce ~ge ~tg itC: ~ac ~ge ~ag 6gc ~ce iªg :~tg:6gc:~~41!~cp?.·~ac ~ªC:-~cc ~te :tg 

ccc ate gtg gtg gag gcg gtg aca ccc cgc cag ttc gfg'Í::a~~'ac tac. c;tc aag aag tgg 
P I V V E A V T P R Q F V Q N Y L K K W 

atg gag taa gcacatgcctggcctgatggtatgggctggtcgactgtaatagtaggcagaggtttgggctgataccttg 
M E 

gctgcacctggcaggtgcatgccacctgccagcagcagagcaggcacgtgcactttgtctggagtgcataccgcgtgaccgtc 
gtgagccctgtggcttggcaacctgaattgtagtgacgtttgcatggatggcttttgtatgttggttggatgcactggcttgg 
ttgtaacatacctgtgtgctgctatgtacgcattatgttgcatacaatggttgacctgtaatgattgacctgcttgcacgttg 
taccaattttatactgctatgtatgagatgtagatgacaagaagggtgacaaactgccagccaagtgcacatgcccgttcatc 
atactcatgaaccaaggtcagacggaattgcagtgtcggatgcaggcaggatcgggggtagtcaaagcgagagcaggccttgg 
cttggtctgtattcggtgacagcgcgaaggtcgtttgctgcagtgtcgcatttgcagctcgttttttcatcgctgcatttgca 
ttgatttagatacttgaaccaacgatagccccgcagctcgagagtttgcaggcagtacgcgtggagtaggcaacgcagcgcgc 
aagcagggacgatgccggagtctccaagcctgctagatgtccgggtgcacagcgaaacaaacacagaagcagcaaaaagaaca 
ggtaggaaggccttctgtcttcgtaacccatgaacgttggcagcacggacagcttgcaggactgatttggcgcgcacgcaggt 
cgcat 

lntrón 1 
gaattcccttgcgctgctgcggccaccctccttcaatctcttctgtacactcacttgccaccgctgccgctgctgctgtg 
cacttccccgctgccactgctgctgctgctgttgcag 

lntrón 2 
gtgaggggtgataggggagcagcagcagcagcggcagcagcaccagcatgcagcagcggcagcagcagcgtgtggcaggt 
gttatggaggaggagcactcaagtgcccgctgctttacggaagtaccacaggtgaagcagctggctggcggctggcactg 
ctgggtagcactcacacctggcatcatgtcaccaagatgttctgcttccttcatgcgccagtgatgccatttacatcaac 
acaagccgcgctgatccctgtcctgctgctgctgctgctgctgcatttgctggcgtcag 

lntrón 3 
gtaggcgctggcgctagccgtgcggcagctgcagtgttgttgcgtgcagtatggcagtgtggcagggcgagcgtgctttg 
tgtggcgtgtgtgtttctggccaacgggtgctgaatgatgaagcagtcgctttgtgtaactgacgaattctagacaaagc 
caggatcccaaaggctgtgtgtgctgcagcagtagtcagctgtgcggcgcagtgtgttgatgggttgagccaaccacgcc 
ttcatgcacattatggtggaggcggtttacgtcgtgggggcaaggtggtaggtgctgatacaatggccaattgctggtag 
cagccacaactgcagcctgaattgagcagctgtgcctggtggcagcaaacaggcgcagtttctgtcattctgctgccaca 
gcagtgtctgacctggttgctgctttgctgctgtcctgccctccctgccctatcctgctgctgcag 



atgtccgttctatcgagtcgccaatcacgcgtgccatgagagaagtgacaaaagggataagtcggatccgactgtgtggact 
acccggacttgaacaaacattctgtgttattcaggaaaggc · 

lntrón 1 
gtacgtccgtcatgagggattcgcgggggtctgtaggccacagaaaaccgcgacactcttgagccacégcaaggtcaatg 
gaacgcttcttgttcccgtaatggcaaacgaggtgtctacgtggcatgacccaacaaattctgtgcatttacaagacttt 
ttccgttttatttaagatccgtgaaaagtattgacctaatcgtggcaaaaggttggtatgtagggtaggcgacaaaggtg 
cgaatcttgcatgatgttagtcggttgattgtgggtttttttcag 

lntrón 2 
gtaagagacgaaagagtgtttttgcatcaacaggcctgcgacgctgtagatgactgtgaacggtcgaaactgtgacactt 
caccgaatggcacttgagtgcacgaagttccagtggcctgtgacagatgaatttgccctcgatgattgggtattgggtat 
tagaggcgaaacgtgaataaaacatgcgcattttatgttttcgtgagacgcacttgaacgagcaggcggcctgctattat 
gttctttatgtcggaagagaggtgacaaagaacgtattcaacgggacgaggttcctgtggcagaaaatgccgtgtgcatt 
ggaggggctagcagttattggacagatgctgagtgggcagttctgtggtgtccgtttaaaaaacaatgtcactgctcaag 
agcatgctgcatataagacaaaggcatgtccctagaggctattgtcgaaaagcgaatgttgcactgcaccaagagtacat 
gtgtgcgagcactgaatacccatgggcttttctggggacctagcagcgattctgtctacgaatggttgcgtgtttctgcg 
cag 



cox2b de T.gondli 

(-60) cacgagctt tgtttgtctt ttctgcgacctctgt t~ccattt~ctagc~téggct tcgcc ·. 

atg gat gtt ttc cgg tcc ttc tgg aac cgg cgg ggt 
M D V F R S F \'! .. N R R G 

aag gct aac tct 
K A N s 

ttc cag tct aac 
F Q s N 

gtc gac ªªª cgc 
V D K R 

gac gtc att 'CaC 
D V. I' .·H'•·'· 

~,,·; 

gag etc tgt gga gcg etc cae ggg ttc atg ccc ate gtc ate gaa gcc' gtg agc ccc gaa 
.E L C G A L H G F M P I V I E A V S P E 

acc tac gcg gcg cat gca aag aag tgg tac aaa gac tga gaa ctg gta ttc aag tgg cag 
T Y A A H A K K W Y K D 

ctcggacactcgtgaacgaccaggccagaaagtgatcatcggtcccacattccgcacaattgtgtcctgtcgtctctggtta 
gagcacaaaactcttatgtggagtgagaaatgcgcgaggaaggagggcaagcccgcgaggacgtgggtgcacacgaccaggc 
aactcttgttgaaaaacagcattcaaagaaaaatcctccgatttcgcggtgaccattcgttctgtggtaaagtggcaagatt 
gagacggtgtggtgtctcatggagaagccctgcgggagggcttccaatgtctccagtccgtagcaagctatgatgggatgac 
cgcgacagctagtcacgagggttcaacctcctcagtggagtcttgaacaaagagagatcggaaaagatcagcaggaaacaac 
aaatagttgcatcgcaacgttgggatgaacggcttgcgaaaactgctacgacgtttcatagacgcgctttttccgggctctg 
gaagtaacatgttctgcaaagcacgtgcaggattttcttcgcgtgtctcctttgctgttgaacgttgtctcggtccgtccgg 
ttcattgtttgcgtgcgctgcttatccacgtttctccttagtacacagatatcgcgcatctgggaaatacctttgttgaaga 
cactcaattacttctgccaatgtgatggcaagccct 

lntrón 1 
aaaaagggtgaaacgcctctacagaatgtggccgctgcggactcgtgacgccccag 



cox2a de T.gondll 

___ •. ·• -'-º .'.- __ -·•- .-----·.-----.- (""'.Í22) aaggagcgtttgaacgcaggcttttgtgtggagcaggtta -
tgcgggaggacgcactgtacttgcaaggcicctcttgcagtctgtccctcaaaaacgcactgcgagggcggattccgtggttg 

~tg ~ta·- ~ca, .~~t.:;t_t,.~~\ ~~ª.•-~:c_:;~i ~fa:~fc;;:~c~>-~;;·-.~ttx~~~(~~~~-~-~~:·~~-e-~'.~6:ª ;~e 

~:: !::,~~ a'.,~·•,htC .·.~¡~;~_:_'._1_t~f li_:_._ •. 
1_._l.1:_:_f.-~--.t~~iii¡~tf ~~-¡-~;~,~~: 

• :·.,. ·. ,.·L;;~:,_' •,f;' ' /";:·· • v,;¡ -'· , ;·:·:; 

gct gga ttc- .aag atg 
'A G __ .-F:<;•,• K - M_ 

.. t:/.~ ·, \,; ,.,,;:. :;;:';(,:, ::·.:_· :.·;,,·. 
atg ccg etg ccc;cgg 
M p' . Ii : -'· ,- P '.': .; R: · 

'' .:.·\'- ·.[/: '" . ,;·>::· ··:··;:,:'' ':_"~;> ·-~~-

~gc· ;~tc;~y ~0r~·~~~i;:tiJj.~~!i~r;g~~;~\;g;f~~· ,_ - '.01%;~-~~:r: ;,,,;,;: •'.I· ··--~-
tcc · a.cc:-gég tcg•;tct•cgtc .. acg;;aaa:·ccg: ccg. gat· 
s T°;:A ( s_«>s>i·\v\Y'T,f~;:.f;:·';:':.P ;;.:Pn< o 

-gag ·.cae -,gac_ g¿_~_}_: ~~-'='-~~-~~~¿ g'ij6 '.aca•/aác':aii~ ttc "tac· cae; atg. 'cct-:.tcc" cae :cae· tct cicg 

E·-· .H ·º,_ •. ·. ··'!\~:~.-~'----~ -.-.N~·:-:'.F· :;:~.--·;'?t/~;"W~;.·~~;'.i:)·.~¡;~};i{~.11urr·s p 

tcc cgt e.ic ~.i,:¿-::~"f.~'.~~a:¿ ~~r:g~{~~~ aca atg_ cgc· gae.:ctc\acg :aeg,'_gca>gci-g. act ttc 

:.o :g, :J~ i~~~¡~:,:::.;1: ~·;·~09 ;;t r:;'.;!l~:;:~~··~~~~~~';l~1?~~:::::· ;g. ;go 
;." .. ;'". ;,º ~·g· ~"º .;,,; .• ;1t:.;:i~~~,~~i1Jlilil~liRl~~~~~;I~~ ·~·'~·· 
aac att ect ttc tgg cea cga' atg¡'cgt(atg aac¡':gtc,~.tgg/ggc_.,aac_,,cac,cgac;:·ftg etc atg 

N I p F w p - R ,;J·y~~~i~t1~s~il~;,·~~·;~Kt~~,;~:'.{iif;·-~~~~,:,~~~;~·~;{.D'' L sk3 M 

aag gct gag ttc ctt ttc·ttc'~t-gg-:act•:.ccc·a:·ca'.-)ttc:;·atc.,;_acc;;_tgg:,teg i:::tt ·gca !'tt ccg 
K A E F L F F w< T;_:,-:p· T''')'.O:;'.'r'::,_:::·T~.t·:.,~;-;,:.s'·L·· A I P 

·.:.;_._ '.!·.:--.: ;:,' 

atg ttc acg etc ttg tac atg etc gac gaa gcg gtg tat gcg_gcc atg a ce gte ªªª gtt 
M F T L L y M L D E A V y A 'A M T V K V 

ate ggc aga cag tgg tac tgg ate tac gaa gtc gag teg cct gtt gac gac gag gag tag 
I G R Q w y w I y E V E s p V D D E E 

agagcacaggcggcttcctatgcgtttcctaaaggacggctgtccgagcgttgaatgggcagttgatggtetgcacccagaa 
gcaaatggaaacaactggatgccgcagtttgccagcatctttgagaggttttggaatcacagtcgtttttetcgagttcagc 
agcggctctgggacagcgacctcggttttgagaagcgcgggaacggcactgctgtaaacgacgctcatgtgctgcgtcgctg 
gatgagcttgtgaacccgagatgaatcgacgttttcgtgtacaattgagtgtgtggatggaaaaatacactttgttgaatac 
aaatgtgagtaccgtgaaaatacgacccagcgggccggagatatgtttcctctggacacggcactgcagaagtggtgcgttt 
aaccagggctgtcgtcacttggaagagcagacaccgctagcagtggtgaacataaatatgcgaattgaaagaaagcggtctc 



cox2a de T.gondii 

("'.'122) aaggagcgtttgaacgcaggctt t tgtgtggagcaggt ta 
tgcgggaggacgcactgtacttgcaaggócctcttgcagtctgtC:cctcaáaaacgcactgcgagggcggattccgtggttg 

atg eta gca tat ttt gct gca agc., agg ,gaa 'cite gct ,gtt gtt ttc, tgt gtc ggc aca acc 
M LA y FA ',A:'•,,s:;,'R>'i,E- 'LA V V F •e V G '"T 'T,-

ctt ccg gag aac ~t~':_t~t: 61:~ ,~'fi:.Yctt'·'tct cga 'cgg ctt gcc .att, ate cea gcg, tct tcc 
L P E N ;r'• '::f;':; r;> i,' <'L',,;,S- R R L A I I P A' S, S 

··- • , - •• 1 ''·. !:..:it.J.~):·_ -- -•-:-. --=-º .~ -, 4--.- +'._','.;o_-~'.._~~-(';'.o--;- • :. :;.:..'_·.~. 

~cg ~gt -~·~~·.·~~~~, I~-~r~~%;i~;y~~h'~~~ :i~g ~~t ~cg -~te ~7,t, :g~2~~~·;·Sf;~-:.9r,;·~gc: ~cg 

r ~·· ; "f :~' ~'.~~;~~t:Tui~ ~~e?~·:. ~~· 'r' ;5;~(~;.~ f J#ti~~~;r~·rii:~.º;9:'~·· ~'9 
·~tg ~cg'itt{,·~~~iJf'?.~:~f~if~.~:~)1?\:rª ~~g,,·tat ;ggt:cac,c:ctt\tt~f_cac,_cag ttc; ccc, cgg 

- gag 
",,E\ 

tcc·. 
s 

cae 
H 

;tc>,;;~:)\~f~'~itt:J~¡~j~fW ~~g_-,·~gt:, ~ác' ·•_::e, " .. ·~ft,~~f~c'., ~ce 
acc •gc;;>s~c,·,'-,¡,''~.-_"tct:,~tciacg ªªª ccci cefo cag cai:: ,gat 
T: 'A >;· , S ,, .-..¡, , ;T : K, P - P Q'/-- H D 
:",, :,: : . .,'.:·; ;~\¿··_: ~-;· 

caé:gac t~f cac cac;ggc aca aac aac•ti~ 
H., "•o',;::'.sL·, H:·,,H- G T N N.:,,,:,,F·,;,;( 

tct,ccg 
'S . P 

cgt ·.cae' 'C:a~ ctg aat cct 
R, H>' <,I-i' ,L N p 

tgg ,,gag ·cae gct gaa gca 

~'. 

gat ·gga ,,aca'.'atg' cgc;igac'~ctc:•'acg:iacg\gda gag 'act ttc 

D, G _ ;>~:':··;·(.,.];;~Jrf·;~~~:t~~~:z1~ú~!::-·rksD~~(\:{}'.~"' T F 

gaa ·a·cg: .cct>'(gó':'.'.'cag{cag{átt".gtt,,,tcc' gtt aac gga cgc 
w E H A E A 

E ~: ,,~r/:;\'t;j~l}1.~¿~;?~~~;,-~~j.c}if~~i0'(/;,, /v ' N G 285R 

aag ·atg gtc aag ggc gtt gag· acc aga ;•gaté~:ctc\gtc;gág';ctc:<ttc ''ctt' gtt cae caJlaaa 

~:: ~:: ~:: ;:: ~:: ::: ~::~;;,~it1iti~~~i~jJill~l~~~::::: !:: f: ~:: 
·K M V K G V E 

atg ttc acg etc ttg tac atg etc gac gaa'gcg·gtg tat'gcggcc atg acc gtc aaa gtt 
M F T L L Y M L D E A V Y A , A M T V K V 

ate ggc aga cag tgg tac tgg ate tac gaa gtc gag tcg cct gtt gac gac gag gag tag 
I G R Q W Y W I Y E V E S P V D D E E 

agagcacaggcggcttcctatgcgtttcctaaaggacggctgtccgagcgttgaatgggcagttgatggtctgcacccagaa 
gcaaatggaaacaactggatgccgcagtttgccagcatctttgagaggttttggaatcacagtcgtttttctcgagttcagc 
agcggctctgggacagcgacctcggttttgagaagcgcgggaacggcactgctgtaaacgacgctcatgtgctgcgtcgctg 
gatgagcttgtgaacccgagatgaatcgacgttttcgtgtacaattgagtgtgtggatggaaaaatacactttgttgaatac 
aaatgtgagtaccgtgaaaatacgacccagcgggccggagatatgtttcctctggacacggcactgcagaagtggtgcgttt 
aaccagggctgtcgtcacttggaagagcagacaccgctagcagtggtgaacataaatatgcgaattgaaagaaagcggtctc 



Apéndice XI. 

Oligodesoxinucleótidos utilizados 

222 



OLIGODESOXINUCLEOTIDOS UTILIZADOS 

A continuación se presenta una lista de los oligodesoxinucleótidos que se utilizaron a lo largo de 

este trabajo. Se incluye el nombre designado para cada uno, la secuencia de nucleótidos en 

dirección 5'-3', la longitud y la temperatura de apareamiento (tm) en ºC. 

atp6 de C. reinhardtii 

cra61f 

cra623f 

cra6293f 

cra6520f 

cra61010f 

cra61060f 

cra61027f 

cra6340r 

cra6429r 

cra6646r 

cra6810r 

cra6843r 

cra61378r 

cra62349r 

aga cga aga ata tag att gga tta acc 

gag ggt gtt cgg cct ctt gg 

cat tcg ctg ccc agc agg e 

cct cea act tgc tgg gtc tgg 

eta cgt tgg cga gtt caa cag e 

gtg gtc aag aag gcg ctg taa ge 

aag gtg gtc aag aag gcg ctg taa ge 

ggc agc gaa tgg cae cat cg 

cgc cag aag cgg tag atg ce 

gag aag ccc agc ttg tac aga ce 

cea tgc ccg tea gaa tgt ge 

cga aga acg aca gcg aga aag ge. 

aca cag caa cat eta agc gac te 

gag acg aag ctt aca gtc tcc tcg 

nd4L de C. reinhardtll 

crnd4lr0 

crnd4lfl 

crnd4lr2 

crnd4lf2 

crnd4lf3 

crnd4lrl 

tat gcg cgg ttt aca ccc att g 

taa tag agt cae aag aat gtc gcg g 

ccg cga cat tct tgt gac te 

gta cae cae aaa cat gat gtt ctg g 

gct att atg tea att acc ate acc acc 

ggt ggt gat ggt aat tga cat aat age 

cox2b de S. obl/quus 

soco2b3utr 

soco2b 5' 

soco2b 5'n 

soco2b 3' 

soco2b 3'n 

tat cct gct gct gea gaa eta ce 

tgc cea gga gtg gat gac gte ac 

gca cea ggc gct cgt cae agt e 

acg gcc agt gct ceg agc tgt g 

aac cae gcc ttc atg ccc ate gtg 

27mer 

20mer 

19mer 

21mer 

.22mer 

23mer 

26mer 

20mer 

20mer 
23me·r. 

2onier 

23mer 

23m~r· 
24mer 

22· mer 

25 mer 

20 mer 

25 mer 

27 mer 

27 mer 

23 mer 

23 mer 

22 mer 

22 mer 

24 mer 

tm 52.2 

tm 58.1 

tm 61. O 

tm 58.2 

tm57.0 

.tm 59. O 

tm 63.6 

.tm58.0 

•tm 58.0 

' tín 59. o 
tm 58. 4 

.tm.61.1 

tm 52.9 

tm 58.8 

tm 59.3 

tm 56.5 

tm 53.0 

tm 54.9 

tm 56.5 

tm 56.5 

tm 55.3 

tm 62. 8 

tm 63.7 

tm 65. 2 

tm 67.2 
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cox2a de T.gondii 

tgco2af0 

tgco2afl 

tgco2af2 

tgco2af3 

tgco2af4 

tgco2af5 

tgco2arl 

tgco2ar2 

tgco2ar3 

tgco2ar4 

tgco2ar5 

aag gag cgt ttg aac gca gg 

etc gac tgt ate cga tcc gta ge 

gaa gat gat gcc gct gtc etc 

gat gtt cae gct ctt gta cat gct e 

aag aag tga caa aag gga tta gtc g 

act tga aca aac att ctg tgt tat tea g 

gcc ttt cct gaa taa cae aga atg 

cae aca ate gga tcc gac taa te 

gag cat gta caa gag cgt gaa cat e 

tea gat ggt gac ggg acg gag 

agc tac gga tcg gat aca gtc g 

cox2b de T.gondii 

cg acc tct gtt acc att tcc 

cae gag ctt tgt ttg tct ttt ctg e 

20 

23 

21 

25 

25 

28 

mer 

mer 

tm 54.0 

tni56.7 
· tín 56.o 

tm· 5tf. B 

mer ··t:m'c54 .2' 
mer ' •i•, tm ,54'; 3 · 

mer 

mer 

21 me~- /~~!s'3'.9> 
·.20 ·me:r"~:/?tá'f.5~:.'a··.· 
25 mer: ~·é•· tfüc's6''.8 
21 'inerY· c.tik 59. 4 

22 iner '' ,;-::·t·m·; 54. 9 

21 mer • tm 52.B 

25 mer tm·5~.3 

tgco2bf2 

tgco2bfl 

tgco2br2 

tgco2brl 

gca gaa gta att gag tgt ctt caa caa agg 30 mer tm 59.9 

agg gct tgc cat cae att gg 20 mer tm 57.0 

Otros oligodesoxinucleótidos 

para amplificar productos del vector .?..gt10 

LgtlOF 

LgtlOR 

agc aag ttc agc ctg gtt aag 

ctt atg agt att tct tcc agg gta 

para amplificar productos del vector pBluescript 

bst7 

bst3 

gcg cgt aat acg act cae tat agg g 

gcg caa tta acc etc act aaa gg 

21 mer 

24 mer 

25 mer 

23 mer 

tm 52.0 

tm 52.0 

tm 57.3 

tm 56.l 
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