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Abreviaturas 

 
• 3xHA  Triple epítope de hemaglutinina 

• 5´UTR Región no traducida en el extremo 5´ del RNA mensajero (del 

inglés untranslated region) 

• 5-FoA                Acido 5-fluororótico 

• Arg8 Acetil ornitín aminotransferasa 

• ATP6                 Gen de la subunidad 6 de la ATP sintasa 

• ATP8                 Gen de la subunidad 8 de la ATPsintasa 

• ATP9                 Gen de la subunidad 9 de la ATP sintasa 

• COB   Gen del citocromo b 

• Cob   Citocromo b 

• CcO   Citocromo c oxidasa 

• COX1  Gen de la subunidad 1 de la CcO 

• Cox1              Subunidad 1 de la CcO 

• COX2  Gen de la subunidad 2 de la CcO 

• Cox2   Subunidad 2 de la CcO 

• COX3  Gen de la subunidad 3 de la CcO 

• Cox3   Subunidad 3 de la CcO 

• G6PDH              Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

• mRNA  Ácido ribonucléico mensajero 

• mtDNA  DNA mitocondrial 

• Nicodenz Siglas en inglés de N,N-‘bis(2,3- dihydroxypropyl)-. 5-[N-(2,3-

dihydroxypropyl)acet-amido]-2,4,6-triiodo isophthalamide 

• PMSF  Siglas en inglés de Phenylmethylsulfonyl fluoride 

• Pi                       Fosfato inorgánico 

• PPR   Siglas en inglés de Pentatricopeptide repeat 

• TEMED  Siglas en inglés de N, N, N',N'-tetramethyl-ethano-1,2-diamina 

• TLCK  Siglas en inglés de Na-Tosyl-Lys Chloromethyl Ketone, 

Hydrochloride 
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Resumen 

 
La mitocondria produce energía en forma de ATP gracias al gradiente de protones generado 

por la cadena respiratoria.   

El paso final en la cadena respiratoria es la transferencia de 4 electrones del citocromo c al O2, 

formando 2H2O. Esta reacción es catalizada por la citocromo c oxidasa (CcO). 

En Saccharomyces cerevisae este complejo está formado por 12 subunidades y sólo 3 de ellas 

están codificadas en el genoma mitocondrial: Cox1, Cox2 y Cox3.  

Cox1 es la subunidad más grande de la enzima y la que contiene el sitio catalítico. Cruza 12 

veces la membrana interna mitocondrial por lo que es altamente hidrofóbica. Su biogénesis no 

se comprende del todo bien; sin embargo, se conocen algunos factores nucleares que 

participan en su transcripción, traducción e inserción en la membrana.  

En la levadura, los activadores traduccionales son factores nucleares que participan en la 

traducción de los RNA mensajeros mitocondriales. Estos actúan sobre el extremo 5`UTR de 

su mRNA específico y facilitan su traducción e incluso la correcta inserción en la membrana 

del péptido naciente. 

Pet309 es un activador traduccional de 113kDa requerido en la biogénesis de Cox1. Es una 

proteína periférica de membrana interna mitocondrial  que participa en la estabilidad y 

traducción del RNA mensajero de COX1. Analizando su secuencia se han identificado unos 

dominios llamados PPR, los cuales se cree que pueden unir al RNA mensajero de COX1 para 

facilitar su traducción. Estos dominios se localizan en la parte central de la proteína. 

Además de estos dominios, Pet309 tiene una región carboxilo terminal de 200 residuos que no 

tiene motivos predichos en su secuencia. Sin embargo, está altamente conservada entre 

hongos.  

Para este estudio se construyeron dos diferentes mutantes en la región carboxilo terminal. En 

una de ellas se suprimieron los últimos 300 aminoácidos y en la otra los últimos 200. Ambas 

construcciones se introdujeron en la levadura en dos diferentes plásmidos: uno de alto y otro 

de bajo número de copia. Todas las cepas mutantes fueron incapaces de respirar. Las 

mutaciones no afectaron la localización de Pet309 en la célula, ya que la proteína mutada se 

encontró como proteína periférica de membrana en las mitocondrias aisladas. La proteína 

Cox1 sólo se detectó en la cepa silvestre.  
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La ausencia de la proteína Cox1 en las mutantes se podía deber a la falta de su síntesis o a una 

alta inestabilidad de la proteína por defectos en su ensamblaje. Para diferenciar el proceso de 

traducción de COX1 del proceso de inserción en la membrana de la proteína Cox1 ya 

traducida, se hizo un ensayo de síntesis in vivo de las proteínas mitocondriales. En este 

ensayo, las proteínas codificadas en el DNA mitocondrial se marcan con [35S]Metionina al ser 

sintetizadas. Ninguna de las cepas mutantes fue capaz de sintetizar a Cox1 marcada. 

Para descartar que se tratara de un proceso de degradación rápida de Cox1, se utilizó el gen 

reportero ARG8m el cual se encuentra en el DNA mitocondrial flanqueado por los extremos 

UTR de COX1. Ambas cepas mutantes fueron incapaces de crecer en un medio sin arginina y 

la proteína Arg8 no se detectó en el extracto celular. Esto indica que la región carboxilo 

terminal de Pet309 se requiere para sintetizar a Cox1. 

Pet309 además participa en la estabilidad del mRNA de COX1. Los niveles del RNA 

mensajero de COX1 se analizaron por Northern blot. En las mutantes de bajo número de copia 

se observó una disminución en la estabilidad del RNA mensajero comparable a una cepa nula 

en Pet309. Sin embargo, en la sobreexpresión de Pet309 este efecto fue contrarrestado y se 

observó una acumulación de más del doble del RNA mensajero de COX1, respecto a una cepa 

silvestre.  

De estos resultados se puede concluir que la región carboxilo terminal de Pet309 es necesaria 

para la síntesis de Cox1 y también participa en la estabilidad del RNA mensajero de COX1.  
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Introducción 
 

Saccaromyces cerevisiae como modelo de estudio 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo facultativo, por lo que ofrece grandes 

ventajas para los estudios bioquímicos y genéticos de la expresión del genoma mitocondrial y 

del metabolismo respiratorio. 

Las mutantes de proteínas mitocondriales o con disfunciones en la cadena respiratoria pueden 

perder la capacidad de crecer en fuentes de carbono no fermentables, como el etanol y el 

glicerol, pero ser capaces de crecer en fuentes de carbono fermentables, como glucosa. 

 

La manipulación genética de esta levadura es relativamente fácil al compararla con otros 

organismos. Sus genomas nuclear y mitocondrial pueden mutarse eficientemente por 

recombinación homóloga y el hecho de que se conozca su genoma completo simplifica aún 

más su estudio (Towpik, 2005).  

 

La mitocondria 

La mitocondria es un organelo encontrado en el citoplasma de las células eucariontes cuya 

función principal es la producción de energía en forma de adenosín trifosfato (ATP).  

Este organelo contiene 2 membranas con funciones muy diferentes. La membrana externa 

delimita al organelo y es permeable a todas las moléculas de 5000 Daltones o menos, 

incluyendo proteínas pequeñas. La membrana interna presenta un alto número de 

invaginaciones conocidas como crestas, es impermeable a iones y contiene una gran variedad 

de proteínas de transporte que la hacen selectivamente permeable a algunas moléculas y 

proteínas . 

Las dos membranas crean dos compartimentos mitocondriales. El espacio intermembranal, 

delimitado por la membrana externa y la membrana interna,  y la matriz mitocondrial, rodeada 

por la membrana interna (Alberts, 2002). 

La matriz mitocondrial contiene una gran cantidad de enzimas solubles que participan en 

muchos procesos metabólicos tales como el ciclo de Krebs, la β-oxidación de los ácidos 

grasos, el catabolismo de aminoácidos, la síntesis de urea, etc (Vazquez, 2002). 
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La mitocondria contiene su propio material genético 

La mitocondria surgió por un evento de endosimbiosis en el que una α-proteobacteria fue 

endocitada por una célula nucleada. La transición de bacteria independiente a organelo 

controlado por el huésped fue muy importante en la evolución de las células eucariontes 

(Gray et al., 1999; Martin et al., 2001) ya que la mayoría de los genes bacterianos fueron 

transferidos al genoma nuclear (Martin and Herrmann, 1998). Sin embargo, unos cuantos 

genes se mantuvieron dentro de la mitocondria. Por lo tanto, una de las particularidades de la 

mitocondria es que posee su propio sistema genético con toda la maquinaria necesaria para su 

expresión, es decir, para replicar, transcribir y traducir la información genética que contiene 

(Solano A, 2001). 

 

El DNA mitocondrial de S. cerevisiae codifica a los RNAs ribosomales 15S y 21S, un 

conjunto de tRNAs, un RNA que forma parte de la RNAsa RPM2 y ocho proteínas (Figura 1). 

Siete polipéptidos sintetizados en la mitocondria forman parte de la cadena respiratoria: Cox1, 

Cox2 y Cox3 son subunidades de la citocromo c oxidasa; Cob es una subunidad del complejo 

citocromo bc1 y Atp6, Atp8 y Atp9 son subunidades de la ATP sintasa. Todas estas proteínas 

son hidrofóbicas y cruzan varias veces la membrana interna. La única proteína soluble 

codificada en este genoma es Var1, la cual forma parte de la subunidad pequeña del ribosoma 

mitocondrial.  

Las demás subunidades de los complejos respiratorios, así como las proteínas necesarias para 

la expresión de los genes mitocondriales, se sintetizan en el citosol y son importadas a la 

mitocondria (Towpik, 2005). 

 

La cadena respiratoria 

En la matriz mitocondrial se encuentran las enzimas que metabolizan a los ácidos grasos y al 

piruvato formado en la glucólisis para producir Acetil CoA, así como las que se encargan de 

oxidar a la Acetil CoA en el ciclo del ácido cítrico. Los productos de esta oxidación son el 

CO2 (que es desechado), el GTP, el FADH2 y el NADH. Los dos últimos son la fuente de 

electrones de la cadena respiratoria (Alberts, 2002). Los electrones son transferidos del 

NADH al oxígeno por medio de los complejos respiratorios. Mientras tanto, la energía 
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liberada es almacenada como un gradiente electroquímico de protones a través de la 

membrana interna mitocondrial (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. El DNA mitocondrial de S. cerevisiae mide 85.5kb y codifica a los RNAs ribosomales 15S 

y 21S, así como el RNA 9S que forma parte de la RNAsa RPM2 (Cuadros rojos), un conjunto de 24 

tRNAs (Círculos verdes) y ocho proteínas (rectángulos amarillos). Los exones se representan en azul 

claro y los intrones en azul obscuro. Los orígenes de replicación (ori1-ori8) están representados por 

las flechas.  

 

 

El gradiente de protones le proporciona a la ATP sintasa la energía necesaria para producir 

ATP a partir de ADP y Pi, proceso conocido como fosforilación oxidativa (Alberts, 2002). 

La cadena respiratoria y fosforilación oxidativa de S. cerevisiae están constituidas por cuatro 

complejos: el complejo II o succinato deshidrogenasa, el complejo III o citocromo bc1, el 

complejo IV o citocromo c oxidasa y el complejo V o ATP sintasa. Estos complejos se 
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encuentran embebidos en la membrana interna mitocondrial y, a excepción del complejo V, 

contienen grupos prostéticos que se reducen y oxidan (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A diferencia de otros organismos, S. cerevisiae no cuenta con complejo I; en su lugar tiene 

dos NADH deshidrogenasas, una interna (asociada a la cara interna de la membrana interna) y 

otra externa (asociada a la cara externa de la membrana interna).  

 

La citocromo c oxidasa o complejo IV cataliza la transferencia de 4 electrones del citocromo c 

al O2 para formar 2H2O. Además de catalizar esta reacción, la citocromo c oxidasa es el 

segundo sitio de bombeo de protones en S. cerevisiae (Alberts, 2002). 

 

 

 

Figura 2. La cadena respiratoria de S. cerevisiae consta de 3 complejos respiratorios, los cuales dan 

lugar a un gradiente de protones que la ATP sintasa utiliza para transformar la energía en ATP. Se 

indican con números romanos los diferentes complejos respiratorios (II-V). Las NADH 

deshidrogenasas alternas se indican con la letra D. El lado positivo de la membrana se indica como 

Lado P y el lado negativo como Lado N. MIM = Membrana interna mitocondrial. Q = Ubiquinona. 
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La citocromo c oxidasa 

La citocromo c oxidasa (CcO) de S. cerevisiae está compuesta por 12 subunidades. Nueve de 

ellas se encuentran codificadas en el DNA nuclear, son sintetizadas en el citosol e importadas 

a la mitocondria. La función de las subunidades nucleares no está muy clara, pero se cree que 

están involucradas en el correcto ensamblaje del complejo y en la regulación de su actividad 

(Alberts, 2002). 

 

Las 3 subunidades restantes (Cox1, Cox2 y Cox3) forman el núcleo catalítico de la enzima y 

están codificadas en el DNA mitocondrial. 

La subunidad 2 de la CcO (Cox2) contiene dos átomos de cobre unidos a residuos de cisteína. 

A este sitio se le llama CuA y es el aceptor de electrones provenientes del citocromo c.  

Después de pasar por este sitio los electrones son donados al hemo a y de ahí al centro hemo 

a3-CuB, los cuales se encuentran en la subunidad 1 (Cox1). Por último, el oxígeno es reducido 

a 2H2O con la adición de 4 electrones. Mientras tanto, 4 protones son bombeados al espacio 

intermembranal (Alberts, 2002). 

 

La biogénesis de la citocromo c oxidasa 

La biogénesis de la CcO es complicada. Esto se debe a su localización subcelular (embebida 

en la membrana interna mitocondrial), al origen genético dual de sus componentes (genoma 

nuclear y mitocondrial), a la naturaleza hidrofóbica de la mayoría de ellos y su alto número de 

grupos prostéticos (Stiburek et al., 2006). Por lo tanto, un gran número de productos génicos 

han evolucionado para adaptarse a esos requerimientos. A pesar de que algunos de estos 

factores actúan en una forma general y participan también en la biogénesis de otros complejos 

respiratorios, diversos estudios en S. cerevisiae han identificado más de 30 factores nucleares 

esenciales para la biogénesis correcta de la CcO (Stiburek et al., 2006). 

 

Previamente al ensamblaje de la CcO, las tres subunidades codificadas en el DNA 

mitocondrial son sintetizadas en ribosomas asociados a la membrana interna mitocondrial. Los 

RNA mensajeros de estas subunidades son reclutados en la membrana interna por una serie de 

proteínas de membrana.  Estas proteínas se unen a secuencias específicas en el 5´UTR del 

mRNA y podrían ser importantes para el reclutamiento y posición de los ribosomas (Carr and 
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Winge, 2003). Estos factores son denominados activadores traduccionales y son específicos de 

cada RNA mensajero mitocondrial (Figura 3). 

 

Se han encontrado activadores traduccionales para los RNA mensajeros de COX1 (Pet309), 

COX2 (Pet111), COX3 (Pet54, Pet494 y Pet122), COB (Cbs1, Cbs2, Cbp1 y Cbp6), ATP6 

(Nca3) y ATP9 (Aep1 y Aep2). Para ATP8 y VAR1 no se han encontrado activadores 

traduccionales (Perez-Martinez et al., 2008). 

 

Los activadores traduccionales son proteínas asociadas a la membrana interna mitocondrial ya 

sea de forma integral (Pet122, Pet494, Pet111, Cbs1)(Green-Willms et al., 2001; Krause-

Buchholz et al., 2000; McMullin and Fox, 1993; Michaelis et al., 1991) o periférica (Pet309, 

Pet54, Cbs2, Cbp1) (Krause et al., 2004; Krause-Buchholz et al., 2005; Krause-Buchholz et 

al., 2000; McMullin and Fox, 1993; Tavares-Carreon et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Los activadores traduccionales mitocondriales actúan sobre el 5´UTR de su RNA mensajero 

blanco para activar su traducción cerca de la membrana interna mitocondrial. EIM = Espacio 

intermembranal, MEM = Membrana externa mitocondrial, MIM = Membrana interna mitocondrial. 
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La localización membranal de los activadores traduccionales sugiere su papel en el 

acoplamiento de la traducción con la inserción en la membrana (Naithani et al., 2003). Esto 

permite la inserción co-traduccional de los productos mitocondriales altamente hidrofóbicos 

recién sintetizados para su ensamblaje en los grandes complejos respiratorios (Chacinska and 

Boguta, 2000). 

 

La participación que tienen los activadores traduccionales en el acoplamiento del RNA 

mensajero al ribosoma está respaldada por varios datos experimentales. Se ha demostrado una 

interacción genética entre el activador traduccional de COX3, Pet122, y la subunidad pequeña 

del ribosoma (Haffter and Fox, 1992; McMullin et al., 1990). También se sabe que Cbs2 

interacciona con el ribosoma intacto (Krause-Buchholz et al., 2004; Krause-Buchholz et al., 

2005). 

 

Además de la interacción con los ribosomas, también se han descrito interacciones físicas 

entre los activadores traduccionales. Se ha comprobado que los activadores traduccionales del 

mRNA de COX3 (Pet54, Pet122 y Pet494) interactúan entre sí para formar un complejo 

activador (Brown et al., 1994). También se han descubierto interacciones entre el activador 

traduccional de COX1, Pet309, y los 3 activadores traduccionales de COX3. En experimentos 

de doble híbrido se ha establecido la interacción entre Pet111 y Pet54 (Naithani et al., 2003). 

La red de interacciones entre los activadores traduccionales indica que la maquinaria 

traduccional mitocondrial está altamente organizada y regulada. Sin embargo, la asociación 

física entre los activadores no se requiere para su actividad; ya que la eliminación de un 

activador no interrumpe las funciones específicas de los demás (Fox, 1996). 

 

La cantidad de activador traduccional disponible podría también controlar los niveles de 

proteína sintetizada. En el caso de la proteína Cox3, el activador traduccional Pet494 parece 

ser el paso limitante. Un incremento en la concentración de este activador conduce a un 

incremento en la cantidad de Cox3. Esto no ocurre cuando se sobreexpresan sus otros 

activadores (Steele et al., 1996). Pet111 en sobreexpresión también incrementa los niveles de 

la proteína Cox2 (Green-Willms et al., 2001). 
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El aumento en la expresión de los activadores traduccionales también puede afectar 

negativamente la respiración. Si el activador traduccional de COB (Cbs2) se sobreexpresa, se 

observa un fenotipo no respiratorio y una acumulación de Cox1 (Tzschoppe et al., 2000). Un 

exceso de Pet111 también lleva a un defecto en la respiración debido a la falta de traducción 

de COX1 (Fiori et al., 2005). La sobreexpresión de los activadores traduccionales de COX3 

tiene un pequeño efecto negativo en la respiración a 37ºC (Wiesenberger et al., 1995).  

 

No se han identificado secuencias consenso entre los 5´UTRs de los RNAs mensajeros 

mitocondriales, ni se ha establecido la región específica de unión a RNA de ningún activador 

traduccional. Sólo Pet309, el activador traduccional de Cox1, tiene dominios reconocibles de 

unión a RNA (Tavares-Carreon et al., 2008). 

Los activadores traduccionales no muestran similitud entre ellos y sus secuencias sólo se 

encuentran conservadas en el reino fungi.  

 

Pet309 

Pet309 es una proteína periférica asociada a la cara interna de la membrana interna 

mitocondrial. Consta de 965 aminoácidos y tiene un peso molecular de 112.6 kDa. Además del 

papel que tiene como activador traduccional de COX1 también participa en la estabilización de 

su RNA mensajero. Se ha observado que las mutantes nulas en pet309 son incapaces de 

respirar debido a la ausencia de Cox1 (Manthey and McEwen, 1995). 

La proteína ortóloga de Pet309 en humano es LRPPRC. Cuando esta proteína tiene mutaciones 

es causante del síndrome de Leigh, una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por 

una deficiencia en la actividad de la CcO(Cooper et al., 2006; Mootha et al., 2003). 

 

Existen evidencias genéticas que indican que Pet309 actúa específicamente en el 5´UTR del 

mRNA de COX1: si el 5´UTR de COX1 es intercambiado por el 5´UTR de otro gen 

mitocondrial como COB, la expresión de COX1 será dependiente de los activadores 

traduccionales de COB y no de Pet309 (Manthey and McEwen, 1995). 
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Pet309 contiene varias repeticiones PPR (del inglés, Pentratricopeptide repeats). Estas 

repeticiones pertenecen a una familia de proteínas muy grande en plantas, con al menos 442 

miembros en Arabidopsis thaliana (Small and Peeters, 2000). Sin embargo, existen muy pocos 

ejemplos de estas proteínas en fungi, animales y protistas (Lurin et al., 2004; Pusnik et al., 

2007). Se sabe que estas proteínas participan en diferentes pasos del metabolismo de RNA 

como la estabilidad, edición y traducción (Coffin et al., 1997; Manthey and McEwen, 1995; 

Nakamura et al., 2003; Okuda et al., 2007; Schmitz-Linneweber et al., 2005). Pet309 es el 

único activador traduccional en S. cerevisiae en cuya secuencia se predicen dominios PPR y se 

cree que éstos son los responsables de la unión al RNA mensajero de COX1 (Tavares-Carreon 

et al., 2008). 

 

En la secuencia de 965 aminoácidos de Pet309 se predicen 12 repeticiones PPR en serie desde 

el aminoácido 312 al aminoácido 759 (dominios predichos con el programa TPR pred: 

http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred) (Figura 4). Se propone que los dominios PPR son 

motivos de unión macromoleculares que consisten de dos alfa hélices antiparalelas. El 

conjunto de estas repeticiones podrían formar una cavidad en cuya base habría un centro 

cargado positivamente afín al RNA de cadena simple (Small and Peeters, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diagrama general de Pet309. Se indican con números las repeticiones PPR. 
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En el laboratorio se han hecho algunas mutaciones de los dominios PPR de esta proteína. En 

un caso se suprimieron 285 aminoácidos. Estos abarcaban los 8 dominios PPR más 

fuertemente predichos (del PPR1 al PPR8). En la cepa con esta mutación COX1 no se tradujo, 

sin embargo, el RNA mensajero de COX1 presentaba niveles normales. También se 

suprimieron siete dominios PPR por separado, y se observó el mismo fenotipo. Estos 

resultados indicaron que los dominios PPR de Pet309 participan en la traducción de COX1, sin 

embargo, no participan en la estabilidad del RNA mensajero de COX1 (Tavares-Carreon et al., 

2008). Por lo tanto, la función de estabilización del mRNA debe de corresponder a otro 

dominio de esta proteína. 

 

Se ha reportado que, mientras los dominios PPR de algunas proteínas determinan la 

especificidad por la secuencia de RNA, su región carboxilo terminal es el dominio catalítico de 

la proteína (Okuda et al., 2007). 

Los últimos 206 aminoácidos de Pet309 no tienen ningún dominio predicho en su secuencia. 

Sin embargo, se sabe que en otros activadores traduccionales la región carboxilo terminal está 

involucrada en la interacción con los ribosomas.  

Como se dijo antes, se ha demostrado la interacción genética de Pet122 con los ribosomas 

mitocondriales. Esta interacción parece ser mediada por los últimos 67 aminoácidos del 

activador traduccional y fue descubierta con la aparición de revertantes respiratorias de cepas 

con mutaciones en la región carboxilo terminal de Pet122. Los genes que suprimían esta 

mutación codificaban para subunidades estructurales de la subunidad pequeña del ribosoma 

mitocondrial y al parecer se trataba de mutaciones compensatorias que conferían a dichas 

proteínas una restitución de su función (Haffter and Fox, 1992; McMullin et al., 1990). Otro 

estudio reveló que Cbs2, un activador traduccional del mRNA de COB, interactúa con los 

ribosomas mitocondriales a partir de sus últimos 4 aminoácidos (Krause-Buchholz et al., 

2004). 

 

Es probable que el mecanismo de acción de todos los activadores traduccionales sea muy 

parecido entre ellos, sin embargo, no existe similitud alguna entre sus secuencias. Por lo tanto, 

la región carboxilo terminal de Pet309 podría tener funciones muy diferentes a las descritas 

para otros activadores. Hasta el momento no se conoce su función.   
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Justificación 

 
Cox1 cruza 12 veces la membrana interna mitocondrial por lo que es altamente hidrofóbica. Su 

biogénesis es complicada y no se comprende en su totalidad. Sin embargo, se han descubierto 

múltiples factores que participan en su correcta transcripción, traducción e inserción en la 

membrana (Barros et al., 2006; Barrientos et al., 2004; Perez-Martinez et al., 2003; Tavares-

Carreon et al., 2008). Pet309 es un activador de la traducción de COX1 y se caracteriza por 

tener 12 dominios PPR predichos en su secuencia, los cuales podrían estar uniendo al RNA 

mensajero de COX1.  Estos dominios abarcan 447 aminoácidos ubicados en la parte central de 

la proteína, dejando a los últimos 206 aminoácidos sin ningún dominio predicho en su 

secuencia. Estos últimos aminoácidos se encuentran muy conservados en el reino fungi, lo cual 

apoya su importancia en la función de Pet309. 

 

Hasta el momento, se han caracterizado algunas mutantes de Pet309 que carecen de los 

dominios PPR. Esto deja a la región carboxilo terminal del activador traduccional como un 

área inexplorada que podría tener funciones importantes en la traducción del mensajero de 

COX1 así como en la estabilización del mismo. 

En este estudio nos interesa conocer la función de la región carboxilo terminal  de Pet309 

sobre la expresión de COX1 y la estabilización de su mensajero blanco. 
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Hipótesis 
La región carboxilo terminal de Pet309 participa en la traducción y estabilización del RNA 

mensajero de COX1.  

 

 

 

 

Objetivo 
Estudiar el papel que tiene la región carboxilo terminal de Pet309 en la estabilización y 

expresión del RNA mensajero de COX1.  

 

 

 

 

Objetivos particulares 
• Generar  dos diferentes mutantes del extremo carboxilo terminal de Pet309. 

• Verificar la localización subcelular de las proteínas mutantes. 

• Observar la expresión de Cox1 cuando Pet309 tiene truncada la región carboxilo 

terminal. 

• Evaluar el efecto de la proteína trunca sobre el gen reportero de la traducción 

cox1::ARG8m. 

• Analizar el efecto de la proteína mutada en la estabilidad del RNA mensajero de 

COX1. 
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Materiales y Métodos 
 

Cepas 

Las cepas de S. cerevisiae que se usaron son congénicas a la cepa D273-10B. (I0) 

representa un DNA mitocondrial que contiene al gen COX1 sin intrones. 

Cepa Genotipo nuclear [mitocondrial] Referencia 

XPM231 Matα, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52 

pet309Δ::LEU2[cox1Δ::ARG8m,ρ+]  

Tavares-

Carreón et al. 

XPM232 Matα, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52 

pet309Δ::LEU2[COX1 (I0), ρ+] 

Tavares-

Carreón et al. 

XPM201 Matα, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52 [COX1 (I0), 

ρ+] 

Tavares-

Carreón et al. 

AZO24 Matα, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52 pet309ΔC-

terminal ::3xHA[COX1 (I0), ρ+] 

El presente 

estudio 

YC2 Matα, arg8::hisG, leu2-3, 112 ,lys2, ura3-52 pet309ΔC-

terminal ::3xHA[COX1 (I0), ρ+] 

Camacho-

Villasana, Y 

 

SB4 Matα,  ade2, ura3Δ, PET309-3xHA-URA3-3xHA, [ρ+] Sarah Broadley 

 

Las cepas se crecieron en medio rico fermentable con 2% de glucosa (YPD) ó rafinosa 

(YPRaf) y medio rico no fermentable con 3% etanol, 3% glicerol (YPEG). Para 

seleccionar crecimiento por auxotrofía, las células se crecieron en medio mínimo 

suplementado con aminoácidos (ver Apéndice). 

 

Construcción de las mutantes de Pet309 

Las  mutantes se generaron por PCR. Se utilizó como molde al gen PET309 silvestre 

previamente clonado en un vector bacteriano (pXP96) el cual contiene a PET309 con el 

triple epítope de hemaglutinina (3xHA), con el cual puede detectarse inmunológicamente 

a la proteína. Este epítope se fusionó al extremo carboxilo terminal, ya que es probable 
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que el extremo amino terminal de Pet309 contenga a la presecuencia que dirige a la 

proteína a la mitocondria.  

 

La mutante pet309Δ632-962 se obtuvo por un PCR con los oligonucleótidos  F16 y R4 

(Figura 5) (Ver apéndice para las secuencias de los oligonucleótidos). Para obtener a la 

mutante en un vector de bajo número de copia, el fragmento de 390pb se cortó con las 

enzimas de restricción EcoRI y XhoI y se ligó en el plásmido pXP97 igualmente cortado 

(este plásmido contiene al gen PET309 silvestre en el vector de bajo número de copia 

pRS416). A éste plásmido se le nombró pXP106. 

Para obtener a la mutante en el vector de alto número de copia, el plásmido pXP106 se 

cortó con las enzimas de restricción XbaI y XhoI y se ligó en el plásmido pXP104 

igualmente cortado (este plásmido contiene al gen PET309 silvestre ligado en el vector de 

alto número de copia YEp352). 

 

La mutante pet309Δ760-962 se obtuvo por PCR de fusión. En el primer PCR se utilizaron 

los oligonucleótidos F4 y R12 para obtener un fragmento de 410pb. En el segundo PCR 

se utilizaron los oligonucleótidos F17 y R4 para obtener un fragmento de 400pb. Estos 

dos PCR se utilizaron para hacer un PCR de fusión con los oligonucleótidos F4 y R4 

(Figura 5). Para obtener a la mutante expresada en vector de bajo número de copia, el 

PCR de fusión se cortó con las enzimas EcoRI y XhoI y el fragmento de 800 pb se ligó en 

el plásmido pXP97 igualmente cortado. A este plásmido se le nombró pXP107.  

Para obtener a la mutante ligada en un plásmido de alto número de copia, el plásmido 

pXP107 se cortó con las enzimas XbaI y XhoI y se ligó en el plásmido pXP104 

igualmente cortado. 

 

La mutante pet309Δ813-962 se obtuvo por PCR de fusión. En el primer PCR se utilizaron 

los oligonucleótidos F4 y R23 para obtener un fragmento de 540pb. En el segundo PCR 

se utilizaron los oligonucleótidos F17 y R4 para obtener un fragmento de 390pb. Estos 

dos PCR se utilizaron para hacer un PCR de fusión con los oligonucleótidos F4 y R4 

(Figura 5). El PCR de fusión se cortó con las enzimas EcoRI y XhoI y el fragmento de 
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900 pb se ligó en el plásmido pXP97 igualmente cortado. A este plásmido se le nombró 

pYC41. 

 

La mutante pet309Δ863-962 se obtuvo por PCR de fusión. En el primer PCR se utilizaron 

los oligonucleótidos F4 y R24 para obtener un fragmento de 690pb. En el segundo PCR 

se utilizaron los oligonucleótidos F17 y R4 para obtener un fragmento de 390pb (Figura 

5). Estos dos PCR se utilizaron para hacer un PCR de fusión con los oligonucleótidos F4 

y R4. El PCR de fusión se cortó con las enzimas EcoRI y XhoI y el fragmento de 1000 pb 

se ligó en el plásmido pXP97 igualmente cortado. A este plásmido se le nombró pYC42. 

 

La mutante pet309Δ903-962 se obtuvo por PCR de fusión. En el primer PCR se utilizaron 

los oligonucleótidos F4 y R25 para obtener un fragmento de 820pb. En el segundo PCR 

se utilizaron los oligonucleótidos F17 y R4 para obtener un fragmento de 390pb. Estos 

dos PCR se utilizaron para hacer un PCR de fusión con los oligonucleótidos F4 y R4 

(Figura 5). El PCR de fusión se cortó con las enzimas EcoRI y XhoI y el fragmento de 

1200 pb se ligó en el plásmido pXP97 igualmente cortado. A este plásmido se le nombró 

pYC43. 

 

Construcción de las quimeras 

La quimera de Pet309 con la región carboxilo terminal de Pet111 se realizó por PCR de 

fusión. En el primer PCR se amplificaron los 400 pb anteriores al codón 760 de PET309. 

Se tomó como molde a pXP97 y se utilizaron los oligonucleótidos F4 y R22 (Figura 5). 

En el segundo PCR se amplificaron las últimas 300pb de PET111 tomando como molde 

un plásmido que contenía al gen PET111 en el vector de alto número de copia YEp352 

(plásmido pJM20). En este caso se utilizaron los oligonucleótidos Pet111F1 y Pet111R1. 

Se hizo un tercer PCR en el que se amplificaron las primeras 210pb del 5´UTR de 

PET309, para lo que se utilizaron los oligonucleótidos F25 y R4.  

Estos tres PCR se unieron en un PCR de fusión amplificando con los oligonucleótidos F4 

y R4. De este PCR se obtuvo un fragmento de 900pb, el cual fue cortado con las enzimas 

de restricción EcoRI y XhoI y ligado en el plásmido pXP97 cortado con estas mismas 
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enzimas, obteniendo así a la quimera expresada en el vector de bajo número de copia. A 

este plásmido se le nombró pYCV37. 

Para obtener a la misma quimera expresada en el vector de alto número de copia, el 

plásmido pYCV37 se cortó con las enzimas XbaI y XhoI y se ligó en el plásmido 

pXP104 cortado con las mismas enzimas. 

 

La quimera de Pet309 con la región carboxilo terminal de Pet122 también se realizó por 

PCR de fusión. En el primer PCR se amplificaron los 400pb anteriores al codón 760 de 

PET309. Se tomó como molde a pXP97 y se utilizaron los oligonucleótidos F4 y R22 

(Figura 5). En el segundo PCR se amplificaron las últimas 180pb de PET122 tomando 

como molde al DNA genómico total de la cepa YC2. En este caso se utilizaron los 

oligonucleótidos Pet122F1 y Pet122R1. Se hizo un tercer PCR en el que se amplificaron 

las primeras 210pb del 5´UTR de PET309, para lo que se utilizaron los oligonucleótidos 

F25 y R4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sitios de corte de las enzimas utilizadas en PET309. El sitio de corte XbaI se encuentra 

a 310pb del codón de inicio. El sitio EcoRI se ubica al final del PPR8. El sitio de corte XhoI se 

encuentra a 190pb del codón de paro. Se muestra la localización de los oligonucleótidos 

utilizados. Los oligonucleótidos R12, R23, R24 y R25 tienen un fragmento de secuencia 

complementaria al oligonucleótido F17. El oligonucleótido F16 incluye un sitio de corte de 

EcoRI. (Ver apéndice para las secuencias de los oligonucleótidos). Las flechas indican el sentido 

de los oligonucleótidos y las líneas diagonales unidas a las flechas indican secuencias 

complementarias a otro oligonucleótido. Los números (1-12) indican las repeticiones PPR.  
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Estos tres PCR se unieron en un PCR de fusión amplificando con los oligonucleótidos F4 

y R4. De este PCR se obtuvo un fragmento de 800pb, el cual fue cortado con las enzimas 

de restricción EcoRI y XhoI y ligado en el plásmido pXP97 cortado con estas mismas 

enzimas, obteniendo a la quimera expresada en el vector de bajo número de copia. A este 

plásmido se le llamó pYCV38. 

Para obtener a esta misma quimera expresada en el vector de alto número de copia, el 

plásmido pYCV38 se cortó con las enzimas XbaI y XhoI y se ligó en el plásmido 

pXP104 cortado con las mismas enzimas.  

 

Integración de la mutante Δ760-962 en el cromosoma 

Para integrar la mutación pet309Δ760-962 en el cromosoma se hizo un PCR de fusión. En el 

primer PCR se amplificaron los ultimos 400 pb de la mutante. Se tomó como molde al 

plásmido de bajo número de copia que contenía a la mutante pet309Δ760-962 y se utilizaron 

los oligonucleótidos F4 y HAR (Figuras 5 y 6A). Por otro lado, se hizo otro PCR tomando 

como molde el DNA genómico de la cepa SB4 la cual contiene a Pet309 silvestre seguido por 

el gen URA3 flanqueado por dos triples epítopes de hemaglutinina (Pet309-3xHA-URA3-

3xHA) (Figura 6B). Se utilizaron los oligonucleótidos HAF y R4 para obtener un fragmento de 

1360pb. Los dos fragmentos obtenidos se unieron en un PCR de fusión  y se amplificó usando 

los oligonucleótidos F10 y R1 obteniendo un fragmento de 1700pb (Figura 6C). 

Esta construcción se transformó en la cepa XPM201 y se seleccionaron las células que lo 

integraron en medio –URA. Las colonias que crecieron en este medio se dejaron crecer en 

medio YPD con 0.3% de Acido 5-fluororótico (5-FoA) (Figura 6D). Este reactivo es tóxico 

para las células que expresan el gen URA3. El objetivo era inducir a las levaduras para que  

recombinaran de tal forma que el gen URA3 fuera eliminado y el gen pet309 mutante se 

quedara etiquetado con un solo triple epítope. Por PCR se verificó que la mutación se hubiera 

insertado en el lugar del gen PET309 silvestre (Figura 6E). A esta cepa se le llamó AZO24. 
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Figura 6. Estrategia para la integración de la mutación pet309Δ760-962 en el cromosoma. A) PCR 

en el que se amplificaron los últimos 400pb de la mutante pet309Δ760-962  B) Amplificación del 

casette que contiene al gen URA3 flanqueado por dos triples epítopes de hemaglutinina. Se 

incluyeron las primeras 200pb del 3´UTR de PET309 C) El PCR de fusión resultante de los dos 

PCR anteriores  se transformó en la cepa XPM201 que contiene a PET309 silvestre. En medio –

URA se seleccionaron a las mutantes que integraron la construcción. Las cruces indican el sitio de 

recombinación. D) A las colonias seleccionadas se les cultivó en un medio con 0.3% de 5-FoA para 

que recombinaran a partir del 3xHA. E) Mutación pet309Δ760-962 integrada en el cromosoma. 
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Transformación de las levaduras 

Las cepas XPM231, XPM232 y AZO24 se transformaron con los vectores que contienen 

las construcciones de las mutantes mediante el método de Ito (Ito et al., 1983) que se 

describe a continuación: 

1. Crecer en 2 ml de YPD la cepa deseada a 30ºC por 16 h. 

2. Tomar 500 µl de las células del cultivo y centrifugar 1 min a 14000 rpm  a 4ºC en 

una centrífuga de mesa modelo Eppendorf 5415C. Eliminar el sobrenadante. 

3. Resuspender las células en 52.5µl de mezcla de transformación: 

40µl de una solución de PEG-3350 al 50%. 

5µl de una solución de DTT de 1M. 

5µl de una solución de acetato de litio 2M. 

2.5µl de una solución de DNA de esperma de salmón a 10mg/ml (previamente 

hervido por 10 min y colocado en hielo inmediatamente). 

4. Agregar el DNA a emplear para la transformación celular (100 ng). 

5. Incubar a 42ºC por 30 min agitando en vórtex cada 10 min. 

6. Plaquear la mezcla en el medio selectivo. 

 

 

Obtención de la fracción mitocondrial cruda Modificado de (Diekert et al., 2001) 

1. Crecer una colonia de levadura en 4 ml de medio -UraRaf  48h a 30°C con una 

agitación de 250 rpm. 

2. Resembrar en 50 ml de medio -UraRaf e incubar a 30°C con una agitación de 250 

rpm hasta alcanzar una A600 entre 1.2 y 1.4 u.a. (fase exponencial de crecimiento). 

3. Del cultivo anterior resembrar en 2 litros de medio -UraRaf e incubar 16 horas a 

30°C con una agitación de 250 rpm hasta alcanzar una A600 entre 1 y 1.2 u.a. (fase 

exponencial de crecimiento). 

4. Centrifugar a 4000 rpm por 10 min a 4°C en el rotor GS3. 

5. Lavar el botón una vez con agua fría desionizada, reunir todos los botones en un 

tubo de centrífuga previamente pesado. 

6. Centrifugar a 4000 rpm por 10 min a 4°C en rotor GS3. Eliminar el sobrenadante 

y pesar. 
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7. Resuspender el botón en el amortiguador TD (2 ml/g de peso húmedo) (Ver 

apéndice para la composición del amortiguador). 

8. Agitar 10 min a 30°C con agitación de 250 rpm. 

9. Centrifugar a 3300 rpm durante 5 min a 4ºC en rotor GS3. 

10. Lavar el botón con el amortiguador MP2 sin zimoliasa (7 ml/g de peso húmedo) 

(Ver apéndice para la composición del amortiguador). 

11. Centrifugar 5 min a 3300 rpm en rotor GS3. 

12. Resuspender el botón en amortiguador MP2 (7ml/g de peso húmedo), adicionar 

zimoliasa-20T (3mg/g de peso húmedo). 

13. Agitar 45 min a 30°C. 

A partir de este punto todo se hace a 4°C 

14. Centrifugar a 2500 rpm por 5 min a 4°C en rotor GS3. 

15. Resuspender en 1/4 del volumen requerido de amortiguador Dounce (13.4 ml/g). 

16. Homogeneizar 10 veces en 40 ml. de amortiguador Dounce usando un 

homogenizador y pistilo de vidrio (Ver apéndice para la composición del 

amortiguador). 

17. Centrifugar 5 min a 3300 rpm en el rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante. 

18. Centrifugar 5 min a 3300 rpm en el rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante. 

19. Centrifugar 12 min a 12000 rpm en el rotor SS-34 a 4°C (en el botón se 

encuentran las mitocondrias crudas). 

20. Resuspender el botón en 10 ml de amortiguador SEH (Primero resuspender en 2 

ml, con la punta de la micropipeta cortada) (Ver apéndice para la composición del 

amortiguador). 

21. Centrifugar 12 min a 12000 rpm en el rotor SS-34 a 4°C. 

22. Resuspender el botón en 300 µl de amortiguador SEH (con la punta de la 

micropipeta cortada). 

 

Obtención de las mitocondrias purificadas en gradiente de Nicodenz 

23. Preparar 5 ml de cada una de las siguientes soluciones de Nicodenz en 

amortiguador SEH 2x (Ver apéndice para la composición del amortiguador). 
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25% = 2.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x. 

20% = 2 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 0.5 ml de agua. 

15% = 1.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 1 ml de agua. 

10% = 1 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 1.5 ml de agua. 

5% = 0.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 2 ml de agua. 

 

24. Preparar dos gradientes por cultivo, depositando 2 ml de cada solución de 

Nicodenz en el siguiente orden: 25, 20, 15, 10 y 5% (Usar punta para micropipeta 

cortada en el extremo). 

25. Depositar 0.5 ml del extracto crudo de mitocondrias en cada gradiente (Usar punta 

cortada). 

26. Centrifugar a 39000 rpm a 4ºC por 39 min en un rotor SW40Ti.  

27. Remover la banda de mitocondrias con aguja y jeringa (La banda se observará a la 

altura de Nicodenz al 16%). 

28. Diluir las mitocondrias con 25 ml de amortiguador SEH. 

29. Centrifugar 10 min a 12000 rpm en el rotor SS-34 a 4ºC. 

30. Para eliminar completamente el Nicodenz resuspender el botón en 20 ml de SEH 

frío. 

31. Centrifugar 12 min a 12000 rpm en el rotor SS-34 a 4°C. 

32. Resuspender el botón en 250 µl de amortiguador SEH frío, con la punta para 

micropipeta cortada en el extremo. 

Congelar en nitrógeno líquido y guardar hasta su uso a -70°C en alícuotas de 25 µl. 

 

 

Cuantificación de proteínas por Lowry modificado (Markwell, 1978) 

 
Solución A 

Na2CO3 (2%), NaOH (0.4%), Na2tartrato (0.16%), SDS (1%). 

 

Solución B 

Cu2SO4.5H2O (4%). 
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Solución C 

Mezclar 100 volúmenes de solución A con 1 volumen de solución B (preparar al 

momento) 

 

Solución D 

Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al momento) 

 
Curva de calibración 

 Usar una solución de albúmina de 1 mg/ml. 

 Preparar disoluciones de albúmina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 

µl de la solución de albúmina. Llevar a 1 ml con agua como indica el paso 1. 

1. Ajustar la muestra con agua a 1 ml. 

2. Adicionar 3 ml de solución C y mezclar en vórtex. Incubar 10 min a TA. 

3. Adicionar 300 µl de solución D y mezclar en vórtex e incubar 30 min a TA. 

4. Determinar la absorbancia a 540 nm. 

 

 

Geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

 

 
Gel separador 

12 % 

Gel concentrador 

4 % 

Acrilamida 30% 

Bisacrilamida 0.8% 
3.0 ml 0.488 ml 

Tris 2M, pH 8.8 1.395 ml  

Tris 2M, pH 6.8  234 µL 

SDS 20% 75 µl 19 µL 

H2O 3.00 ml 2.96 mL 

Persulfato de amonio 

10% 
38 µl 38 µL 

TEMED 3.8 µl 3.8 µL 

Neevia docConverter 5.1



 26 

 

Amortiguador de corrida 5X  0.125M Tris-HCl pH 8.3 

      0.96M  Glicina 

      0.5%  SDS 

 

Amortiguador de carga 2X   0.0625 M Tris-HCl, pH 8.3 

      10%  Glicerol 

      2%   SDS 

      5%  β-Mercaptoetanol 

      0.02%  azul de bromo fenol 

 

Iniciar la electroforesis a 80V durante 30 min. Posteriormente,  aumentar el voltaje a 

200V durante 90 min. 

 

Réplica en Western Blot  

1. Las proteínas separadas por SDS-PAGE se transfieren a membranas de PVDF 

(Millipore) mediante un método semi-seco usando la cámara de transferencia de 

FisherBiotech, de la siguiente manera: 

 

 

 

 

 

 

*Ver apéndice para la composición de los amortiguadores 

Transferir 2 horas a 1.5 mA/cm2, cuidando que no exceda los 10V. 

 

2. La membrana con las proteínas se bloquea toda la noche a 4°C o 2 hr a 

temperatura ambiente con solución de bloqueo (Ver apéndice para la composición 

de la solución). 

3 filtros prehumedecidos en amortiguador de transferencia negativo* 

3 filtros prehumedecidos en amortiguador de transferencia positivo* 

Membrana de PVDF prehumedecida en metanol y amortiguador de transferencia negativo* 

Gel prehumedecido en amortiguador de transferencia positivo* 
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3. Incubar la membrana con solución de réplica, la cual contiene el anticuerpo anti-

HA (Roche) acoplado a peroxidasa de rábano, durante 1h a temperatura ambiente. 

4. Lavar la membrana con solución de lavado por 10 min (Ver apéndice para la 

composición de la solución), repetir el lavado 2 veces más. 

5. Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteína Pet309-3xHA siguiendo 

las indicaciones del kit ECL plus (Amersham). 

6. Tomar autoradiografía con la película BioMAx XAR Film (Kodak) exponiendo 

durante 10 minutos. 

7. Eliminar el anticuerpo unido a las proteínas de la membrana incubando con la 

solución de eliminación de anticuerpo por 30 min a 50°C (Ver apéndice para la 

composición de la solución). 

8. Bloquear nuevamente durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 

4°C. 

9. Incubar la membrana con solución de réplica, la cual contiene el anticuerpo contra 

Cox1, G6PDH, CS o Cit. C1 durante 1 h a temperatura ambiente. 

10. Lavar la membrana con solución de lavado por 10 minutos, repetir el lavado 2 

veces más. 

11. Incubar la membrana con solución de réplica, la cual contiene el anticuerpo 

secundario anti-ratón (BioRad) o anti-conejo (Sigma) acoplados a peroxidasa de 

rábano, durante 1 h a temperatura ambiente. 

12. Lavar la membrana con solución de lavado por 10 minutos, repetir el lavado 2 

veces más. 

13. Revelar la presencia del anticuerpo siguiendo las indicaciones del kit ECL 

(Amersham). 

14. Tomar autoradiografía con la película BioMAx XAR Film (Kodak). Exponiendo 

durante 5 a 30 seg dependiendo del anticuerpo. 

Repetir con los anticuerpos necesarios. 
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Traducción in vivo (ivTL) de proteínas mitocondriales a partir de células 

completas 

1. Crecer una colonia en 2 ml de –URA Raf a 30˚C toda la noche. 

2. Inocular 0.1ml en 10 ml de –URA Raf , incubar a 30˚C toda la noche. 

3. En la mañana adicionar 10 ml de –URA Raf incubar 3 horas a 30˚C. 

4. Centrifugar alícuotas de 5 ml de cultivo (o 7.5 ml si la cepa no respira) en tubos 

con tapa de rosca previamente pesados a 3000 g por 5 min a TA. 

5. Lavar dos veces con 1 ml de agua estéril. En el último lavado pesar los tubos y 

eliminar la cantidad de células necesaria para tener 0.1g de células en todos los 

tubos. 

6. Resuspender en 500 µl de medio –Met Raf. Incubar 30 min a 30˚C con agitación. 

7. Adicionar 5 µl de cicloheximida (10mg/ml, disuelta en etanol). Incubar 5 min a 

30˚C con agitación. 

8. Adicionar 5µCi de 35S-Met. Incubar 10 min a 30˚C con agitación. 

9.  Enfriar inmediatamente en hielo/agua 5 min 

10. Centrifugar a velocidad máxima a 4˚C por 1 min en una centrífuga de mesa 

modelo Eppendorf 5415C. Eliminar sobrenadante. 

11. Lavar una vez con 500 µl de –Met Raf con 6.5µl de metionina 2.5mM. 

12. Centrifugar a velocidad máxima a 4˚C por 1 min en una centrífuga de mesa 

modelo Eppendorf 5415C. Eliminar sobrenadante. 

A partir de 0.1g de células: 

13. Lavar el pellet con 200 µl de SHP frío (Ver apéndice para la composición de la 

solución) adicionado con inhibidor de proteasas (3.3µl/10ml) (SIGMA). 

14. Resuspender el pellet en 200µl de SHP frío con inhibidor de proteasas (SIGMA). 

15. Adicionar un volumen de perlas de vidrio, previamente enfriadas a -20˚C. 

16. Agitar en vórtex 30 seg a velocidad máxima e incubar 30 seg en hielo. 

17. Repetir el paso anterior. 

18. Centrifugar a 6000 g por 5 min a 4˚C en una centrífuga de mesa modelo 

Eppendorf 5415C. 

19. Tomar el sobrenadante y poner en tubo eppendorf etiquetado en hielo. 

20. Adicionar al precipitado 200 µl de SHP frío. Repetir el ciclo vórtex/hielo. 
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21. Combinar los sobrenadantes y centrifugar a velocidad máxima durante 10 min a 

4˚C en una centrífuga de mesa modelo Eppendorf 5415C. 

22. Eliminar el sobrenadante y adicionar 40 µl de amortiguador de Laemmli 1X. 

Calentar a 65˚C por 5 min. 

23. Cargar 10µl en un gel de acrilamida/SDS al 12%, el resto guardar a -70˚C. Correr 

a 27mA a 7cm de la interfase de los geles. 

24. Transferir a membrana de PVDF 1.5 horas a 1.5mA/cm2. Dejar secar y exponer 

en una placa de película BioMAx XAR Film (Kodak). 

 

Fraccionamiento mitocondrial. Separación de la fracción membranal y la fracción 

soluble mitocondrial. Modificado de (Glick and Pon, 1995). 

 

Descongelar a las mitocondrias en un vaso con agua hirviendo sumergiendo 3 segundos e 

inmediatamente colocar en hielo. Mantener las mitocondrias en hielo hasta su uso. 

1. Centrifugar 100 µg de mitocondrias durante 5 min a 12000 rpm a 4˚C en una 

centrífuga de mesa modelo Eppendorf 5415C. 

2. Resuspender el botón en 400 µl del amortiguador CH (Ver apéndice para la 

composición del amortiguador). 

3. Incubar en hielo durante 10 min. 

4. Sonicar en un baño con hielo/agua usando un sonicador Branson Sonifier 450 con 

seis pulsos, “output” 5 y “duty cycle” al 40%. Repetir 3 veces. 

5. Centrifugar 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman) a 4ºC. 

6. Separar el sobrenadante y resuspender el botón en 400 µl del amortiguador CH. 

7. Precipitar las proteínas del sobrenadante y el botón adicionando 45µl de ácido 

tricloroácetico (TCA) al 100% (BioChemika). 

8. Incubar en hielo 30 min. 

9. Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4˚C en una centrífuga de mesa modelo 

Eppendorf 5415C. 

10. Lavar una vez con 1ml de acetona a -20˚C. 

11. Resuspender en 100 µl de amortiguador de carga 1X y calentar a 65˚C  durante 10 

min. 

Neevia docConverter 5.1



 30 

12. Separar en un gel de poliacrilamida-SDS y analizar por réplica en Western. 

 

Extracción alcalina de proteínas de membranas mitocondriales. Modificado de 

(Fujiki et al., 1982). 

 

Descongelar a las mitocondrias con agua hirviendo sumergiendo 3 segundos e 

inmediatamente colocar en hielo. Mantener a las mitocondrias en hielo hasta su uso. 

1. Centrifugar 100 µg de mitocondrias durante 5 min a 12000 rpm a 4˚C en una 

centrífuga de mesa modelo Eppendorf 5415C. 

2. Resuspender en 200 µl de Na2CO3 100 mM, pH 11.5. 

3. Agitar en vórtex 3 seg. 

4. Incubar 60 min en hielo. 

5. Centrifugar durante 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman). 

6. Separar el sobrenadante y resuspender el botón en 400 µl de amortiguador CH. 

7. Precipitar las proteínas adicionando 50 µl de TCA al 100% (BioChemika) a las 

dos fracciones obtenidas en el paso anterior. 

8. Incubar en hielo por 30 min. 

9. Centrifugar durante10 min a 12000 rpm a 4˚C en una centrífuga de mesa modelo 

Eppendorf 5415C. 

10. Lavar una vez con 1 ml de acetona a -20˚C. 

11. Resuspender en 50µl de amortiguador de carga 1X y calentar a 65˚C durante 10 

min. 

12. Separar en gel de poliacrilamida-SDS y analizar por réplica en Western. 

 

Gel desnaturalizante de RNA 

1. Inocular 3ml de –URA Raf con las cepas y dejar crecer a 30ºC hasta la fase 

exponencial. 

2. Purificar el RNA según las instrucciones del kit RNeasy de Qiagen. 

3. Cuantificar en Nanodrop ND-100. 

4. Preparación del gel 

1.7 g de agarosa 
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126 ml de H2O 

17.5 ml de MOPS10X (Ver apéndice para la composición del amortiguador) 

31.5 ml de formaldehído 

 

5. Preparación de muestras 

7.5 µg de RNA 

2 µl de MOPS10X 

6 µl de formaldehído 

20 µl de formamida 

6. Calentar las muestras por 15 min a 65ºC. 

7. Incubar en hielo por 5 min. 

8. Agregar 5µl de amortiguador de carga y 1µl de bromuro de etidio a 10mg/ml. 

9. Cargar las muestras en el gel y correrlo a 50V por 90 min, posteriormente correr a 

100V por 2 horas. 

 

Transferencia de RNA a membrana de Nylon-Hybond 

1. Colocar sobre un soporte un papel filtro que toque el amortiguador SSC10X  

2. Sobre el papel filtro poner el gel previamente lavado con H2O DEPC (Dietil 

pirocarbonato) 

3. Cubrir el gel con una membrana de Nylon-Hybond. 

4. Poner sobre la membrana 3 papeles filtro prehumedecidos con SSC10X (Ver 

apéndice para la composición del amortiguador). 

5. Colocar sobre los papeles filtro una torre de papel de aproximadamente 7cm de 

altura. 

6. Sobre la torre, colocar una superficie plana de acrílico y un peso de 

aproximadamente 1kg de peso. 

7. Dejar transfiriendo toda la noche 

8. Hecha la transferencia, dejar secar la membrana. 

9. Entrecruzar la membrana con irradiación UV a 254/312 nm en un stratalinker de 

Stratagene. 
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Northern Blot 

1. Marcar la sonda con 32P, para ello seguir las instrucciones del Kit HexaLabel 

DNA Labeling (Fermentas). 

2. Una vez detenida la reacción se limpia la sonda en exceso de nucleótidos 

radioactivos por Micro-Bio Spin Cromatography Columns (BioRad) 

3. La sonda marcada y purificada se desnaturaliza incubando con 1/10 de volumen 

de solución 1N NaOH, 1mM de EDTA por 5 min a temperatura ambiente. 

4. Agregar la sonda a la solución de prehibridación donde se encuentra la membrana. 

 

Hibridación 

1. Prehibridar una hora a 65ºC en horno rotatorio con la siguiente solución 

precalentada 

5x SSC (Ver apéndice) 

5x Denhardt´s (Ver apéndice) 

0.5% SDS 

ssDNA 100mg/ml (previamente hervido 10 min y colocado en hielo 

inmediatamente). 

2. Agregar la sonda marcada y desnaturalizada. 

3. Hibridar a 65ºC toda la noche. 

 

Lavados 

1. Desechar la solución de hibridación. 

2. Hacer los siguientes lavados (50ml por lavado a 65ºC) 

• 1 lavado con 2x SSC, 0.2% SDS por 5 min, temperatura ambiente. 

• 2 lavados con 2x SSC, 0.2% SDS por 15min, 65ºC. 

• 1 lavado con 0.2x SSC, 0.2% SDS por 30 min, 65ºC. 

3. Envolver la membrana en egapack y exponer en pantalla de fósforo. 

4. Leer la emisión radioactiva con un TYPHOON 8600 phoshoimager. 

5. Cuantificar la señal en el programa ImageQuant versión 5.2. 
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Resultados 

 

Las mutaciones pet309Δ632-962 y pet309Δ760-962 se obtuvieron por técnicas de PCR (Ver 

material y métodos). Las proteínas truncas que se generaron se esquematizan en la Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Esquemas de las proteínas que se caracterizarán en el presente trabajo. A)Esquema de la 

proteína Pet309 silvestre etiquetada con el triple epítope de hemaglutinina. B)Esquema de la proteína 

mutante pet309Δ632-962. C)Esquema de la proteína mutante pet309Δ760-962.  

 

Localización subcelular de Pet309 

Para demostrar que las mutaciones en Pet309 no afectaron su importación a la mitocondria se 

realizó un Western Blot en el que se analizaron a las mitocondrias puras de las cepas que 

expresaban a las diferentes mutantes de pet309 empleando al vector de bajo número de copias. 

También se analizaron las fracciones citosólicas obtenidas durante la purificación mitocondrial 

para asegurarnos de que no hubiera una importación defectuosa.  

Utilizando un anticuerpo contra HA, se observó que Pet309 se asocia a las fracciones 

mitocondriales de las dos mutantes. Como se puede observar, las mutantes pet309Δ632-962 y 
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pet309Δ760-962 tienen los pesos moleculares esperados de 80 kDa y 95 kDa respectivamente; 

así como las mitocondrias de la cepa silvestre, con un peso de 120 kDa. En ninguna de las 

fracciones citosólicas se observó la proteína (Figura 8). Este resultado indica que la región 

carboxilo terminal de Pet309 no es necesaria para su importación a la mitocondria. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 8. Las mutantes de Pet309 co-purifican con la fracción mitocondrial. Como control se utilizó 

anticuerpo contra Citrato sintasa (proteína soluble mitocondrial) y anticuerpo contra G6PDH (proteína 

citosólica). Se cargaron 25µg de proteína en un gel de acrilamida al 12%.  

 

Fraccionamiento mitocondrial 

Se sabe que Pet309 es una proteína asociada a la membrana interna mitocondrial (Shingu-

Vazquez, 2006; Tavares-Carreon et al., 2008), por lo que se deseaba determinar si las 

mutaciones afectaban esta característica. Para ello se realizó un fraccionamiento mitocondrial. 

En este experimento se sonican las mitocondrias puras y se separan las membranas de la 

fracción soluble por ultracentrifugación. Las proteínas de ambas fracciones se resuelven 

por medio de SDS-PAGE y se analizan por Western Blot. 

En las mutantes, Pet309 apareció en la fracción membranal, al igual que en la cepa silvestre 

(Figura 9). Por lo tanto, la región carboxilo terminal de Pet309 no es necesaria para su 

asociación a la membrana. 
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Figura 9. Localización de las mutantes de Pet309 en las fracciones mitocondriales. 200µg de proteína 

mitocondrial se analizaron en un gel de acrilamida al 12%. Se utilizó anticuerpo contra citrato sintasa 

como control de proteína soluble. Como control membranal se utilizó anticuerpo contra citocromo c1 ( 

Cit c1, subunidad del Complejo III). 

 
 
Extracción alcalina de las proteínas membranales mitocondriales 

En el laboratorio se ha demostrado que Pet309 no tiene ningún cruce transmembranal, es 

decir, es una proteína periférica de membrana (Shingu-Vazquez, 2006; Tavares-Carreon et al., 

2008). Para comprobar que la asociación a la membrana no se hubiera modificado con las 

mutaciones, se realizó el experimento de extracción alcalina. 

En este experimento se incuba a las mitocondrias con carbonato de sodio, el cual compite con 

los sitios electrostáticos de asociación de las proteínas a la membrana, liberando a las 

proteínas periféricas. La fase membranal y la fase soluble se separan por ultracentrifugación y 

las muestras se analizan en un gel desnaturalizante. Por último, las proteínas se transfieren y 

se analizan por Western Blot.  

Las proteínas mutantes se comportaron como la proteína silvestre, detectándose en las 

fracciones solubles (Figura 10).  
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Este experimento demostró que las mutantes en la región carboxilo terminal son proteínas 

periféricas de membrana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fenotipo respiratorio 

Una vez conocida la ubicación subcelular de las mutantes, se quiso saber si la ausencia de la 

región carboxilo terminal de Pet309 estaba afectando la función respiratoria debido a la 

participación que esta proteína tiene en el inicio de la traducción de Cox1. Se hicieron 

diluciones seriadas de las cepas que contenían al gen pet309 mutante en plásmidos de alto y 

bajo número de copia en medio selectivo sin uracilo y con glucosa. Para conocer su 

crecimiento respiratorio se crecieron en medio sin uracilo a base de etanol y glicerol. Las 

células portadoras de los plásmidos con Pet309 mutada crecieron en medio fermentable 

(Figuras 11A y 12A). Sin embargo, no fueron capaces de crecer en medio no fermentable a 

ninguna de las tres temperaturas probadas (Figuras 11B y 12B). En experimentos hechos 

Figura 10.  Análisis de la separación de las proteínas mitocondriales por su extracción alcalina. Se 

utilizó anti citrato sintasa como control de proteína soluble. Se utilizó anti citocromo c1 (cit c1, 

subunidad del complejo III) como control de proteína integral de membrana. Se analizaron 200µg de 

proteína mitocondrial, por SDS-PAGE al 12%. 
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previamente en el laboratorio (Shingu-Vazquez, 2006), se ha observado que la presencia del 

triple epítope de HA en Pet309 inhibe el crecimiento respiratorio a 37ºC. Este resultado fue 

igual al observado con las diluciones seriadas de estos experimentos (Figura 11B). 

Esta falta de crecimiento respiratorio se compensa cuando Pet309, unida al triple epítope de 

HA, se sobreexpresa (Figura 12B). 

 

 

 

Figura 11. Diluciones seriadas de las mutantes expresadas en plásmido de bajo número de copia. A) 

Crecimiento de las cepas en medio fermentable a base de glucosa sin uracilo (-URA). B) Crecimiento 

de las cepas en medio no fermentable a base de etanol y glicerol sin uracilo (-URAEG). Las cepas se 

incubaron durante 4 días a 25ºC, 30ºC y 37ºC. 

 

Estos resultados indican que la región eliminada de Pet309 es necesaria para la capacidad 

respiratoria de S. cerevisiae, y que la sobreexpresión de las mutantes que carecen de estas 

regiones no compensa su función. Debido a las funciones previamente reportadas de Pet309   

(Manthey and McEwen, 1995; Tavares-Carreon et al., 2008), la incapacidad respiratoria  de 

las cepas puede deberse a una falla en el funcionamiento del complejo IV. 
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Figura 12. Diluciones seriadas de las mutantes expresadas en plásmido de alto número de copia. 

A) Crecimiento de las cepas en medio fermentable a base de glucosa sin uracilo (-URA). B) 

Crecimiento de las cepas en medio no fermentable a base de etanol y glicerol sin uracilo (-

URAEG). Las cepas se incubaron durante 4 días a 25ºC, 30ºC y 37ºC. 

 

 

Inmunodetección de Cox1 en las mutantes 

Se sabe que Pet309 es el activador traduccional de COX1, por lo tanto, la causa del fenotipo 

no respiratorio en las cepas mutantes podría deberse a la ausencia de Cox1. Para probar esta 

hipótesis, se purificaron mitocondrias de las cepas transformadas con las dos construcciones 

en los plásmidos de alto y bajo número de copia. También se purificaron mitocondrias de la 

cepa transformada con los plásmidos que contenían a Pet309 silvestre y de la que contenía a 

los plásmidos vacíos. Las proteínas mitocondriales se resolvieron por SDS-PAGE y se 

transfirieron a una membrana para su análisis con anticuerpos específicos (Figura 13). 

Pet309 se inmunodetectó con anticuerpo anti  HA. Se puede observar que en las cepas 

transformadas con las construcciones en los plásmidos de alto número de copia, Pet309 se 
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sobreexpresa. Sin embargo, Cox1 sólo se detectó en las cepas transformadas con plásmidos 

que contenían a Pet309 silvestre. 

La acumulación de la proteína Cox1 fue similar entre las cepas que contenían a Pet309 

silvestre en los plásmidos de alto y bajo número de copia. Este resultado indica que la 

acumulación de la proteína Cox1 no es dependiente de la cantidad de Pet309 disponible y que 

mayores cantidades de Pet309 no conllevan a una mayor acumulación de Cox1. Además se 

demostró que la región carboxilo terminal de Pet309 es necesaria para la acumulación de la 

proteína Cox1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Síntesis de proteínas mitocondriales in vivo 

Para descartar que Cox1 se estuviera sintetizando correctamente pero que se degradara por 

una falla en su inserción, se realizó un experimento de síntesis de proteínas mitocondriales in 

vivo. Este experimento consiste en marcar las proteínas sintetizadas en la mitocondria con 

metionina radioactiva. Las células completas se incuban con cicloheximida, la cual inhibe a 

los ribosomas citosólicos; por lo tanto, sólo se llevará a cabo la síntesis de proteínas 

Figura 13. Inmunodetección de Cox1 en las cepas con Pet309 silvestre y mutante en vectores de 

expresión de alto y bajo número de copias. Como control de carga se utilizó anti citrato sintasa 

(CS). 50µg de proteína mitocondrial se separaron por SDS-PAGE al 12% de acrilamida. Bajo = 

Cepas con plásmidos de bajo número de copia. Alto = Cepas con plásmidos de alto número de 

copia. 
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codificadas en el DNA mitocondrial. En la mezcla de reacción se agrega también metionina 

marcada radiactivamente con 35S con el propósito de que todas las proteínas sintetizadas de 

novo incorporen la marca. A continuación se purifican las mitocondrias y las proteínas se 

separan por SDS-PAGE. Por autorradiografía se analizan las proteínas marcadas. 

 

Todas las proteínas codificadas en el DNA mitocondrial se marcaron en las cepas probadas, 

exceptuando Cox1, la cual únicamente se marcó en las cepas que contenían a Pet309 silvestre 

en alto y bajo número de copia (Figura 14). La cantidad de Cox1 marcada fue notablemente 

mayor en la cepa con Pet309 sobreexpresada que en la cepa transformada con el plásmido de 

bajo número de copia.  

Estos resultados indicaron que la región carboxilo terminal de Pet309 es necesaria para la 

traducción de COX1, y que la sobreexpresión de Pet309 mutante no compensa el defecto en la 

síntesis de Cox1.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Síntesis de proteínas mitocondriales in vivo. Las proteínas fueron marcadas con [35S] 

Metionina y analizadas por SDS-PAGE y autoradiografía. Se indican las proteínas: Var1, subunidad 

ribosomal; Cox1, subunidad 1 de la Citocromo c oxidasa; Cox2, subunidad 2 de la Citocromo c 

oxidasa; Cob, citocromo b; Cox3, subunidad 3 de la Citocromo c oxidasa; Atp6, subunidad 6 de la 

ATPasa.  Bajo y alto indican plásmidos de bajo y alto número de copias respectivamente. 
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El gen Arg8m como reportero de la traducción 

El experimento de síntesis de las proteínas mitocondriales in vivo sugiere que la razón de la 

falta de crecimiento respiratorio es el defecto en la traducción de Cox1. Sin embargo, es 

posible que el efecto observado se debiera a una muy rápida degradación de la proteína, la 

cual pudiera ocurrir dentro de los 10 min  que dura el experimento. Esto impediría detectar a 

la proteína Cox1 marcada radiactivamente a pesar de que hubiera sido sintetizada.   

Para saber si el defecto respiratorio en las cepas portadoras de las mutaciones se debía a la 

falta de traducción o a una rápida degradación de Cox1, se utilizó una cepa en la cual la 

región codificante de COX1 en el DNA mitocondrial está intercambiada por el gen ARG8m. 

Arg8 es una proteína soluble mitocondrial que participa en la síntesis de arginina. Se codifica 

en el DNA nuclear, es traducida en el citosol e importada a la mitocondria.  

En la cepa utilizada para este experimento, el gen ARG8 se eliminó del núcleo y se recodificó 

para expresarse desde el DNA mitocondrial. En este DNA,  ARG8m se encuentra flanqueado 

por los UTRs de COX1, por lo que su traducción es dependiente de Pet309 (Perez-Martinez et 

al., 2003). Por lo tanto, sólo las cepas que cuenten con una proteína Pet309 funcional 

expresarán el gen ARG8m y serán capaces de vivir en un medio que no contenga arginina. 

Esta cepa fue transformada con las dos construcciones de pet309 trunca en la región carboxilo 

terminal, en los plásmidos de alto y bajo número de copia previamente mencionados.  

Ninguna de las cepas mutantes fue capaz de vivir en un medio sin arginina. Esto se aplicó a 

bajo (Figura 15) y a alto número de copia (Figura 16), lo cual indica que la región carboxilo 

terminal de Pet309 es necesaria para la traducción de su mRNA blanco, y que la ausencia del 

fenotipo respiratorio se debe a la falta de traducción de COX1. 
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Figura 15. Diluciones seriadas de las mutantes expresadas en plásmido de bajo número de copia en la 

cepa que contiene al gen reportero de la traducción cox1::ARG8m. A) Crecimiento de las cepas en 

medio fermentable sin uracilo (-URA). B) Crecimiento de las cepas en medio sin arginina (-ARG). 

Las cepas se incubaron durante 4 días a 25ºC, 30ºC y 37ºC. 
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Figura 16. Diluciones seriadas de las mutantes expresadas en plásmido de alto número de copia en la 

cepa que contiene al gen reportero de la traducción cox1::ARG8m. A) Crecimiento de las cepas en 

medio fermentable sin uracilo (-URA). B) Crecimiento de las cepas en medio sin arginina (-ARG) Las 

cepas se incubaron durante 4 días a 25ºC, 30ºC y 37ºC. 
 

 

Análisis del RNA mensajero de COX1 

Se sabe que Pet309 participa en la estabilidad del RNA mensajero de COX1 (Manthey and 

McEwen, 1995). En experimentos previos, hemos observado que los dominios PPR de Pet309 

no son los responsables de esta estabilidad (Tavares-Carreon et al., 2008). Esta función podría 

ser realizada por la región carboxilo terminal. Para probarlo, se realizó un experimento de 

Northern Blot (Figura 17). Se purificó el RNA total de las cepas mutantes en alto y bajo 

número de copia, así como de las cepas con plásmidos que contenían a Pet309 silvestre y a las 

cepas transformadas con los dos plásmidos vacíos. Los RNA totales se resolvieron en un gel 

desnaturalizante en presencia de formaldehído y se transfirieron a una membrana de Nylon-

Hybond. Esta membrana se hibridó con  las sondas de 3 genes mitocondriales diferentes, las 

cuales estaban marcadas radioactivamente con 32P. La membrana hibridada se expuso en una 

pantalla de fósforo y se analizó en un escáner Typhoon 9400 (Figura 17A) 

Neevia docConverter 5.1



 44 

La cuantificación de las bandas (Figura 17B) indicó que la sobreexpresión de Pet309 silvestre 

lleva a una acumulación de más del doble del RNA mensajero de COX1. Este efecto también 

se observó en las cepas que sobreexpresaban a pet309 mutante. El resultado de acumulación 

del mensajero no se observó en presencia del plásmido vacío de alto número de copia, 

indicando que la acumulación del mRNA de COX1 es un efecto dependiente de Pet309.  

Sin embargo, en las cepas que contenían a pet309 mutada en bajo número de copia se observó 

una disminución de aproximadamente 50% en la cantidad de RNA mensajero de COX1 

respecto a la cepa con Pet309 silvestre en plásmido de bajo número de copia. Esta 

disminución fue similar a la observada en las cepas que carecían de Pet309, lo cual coincide 

con reportes previos de mutantes nulas en PET309 en las que bajan los niveles del mRNA de 

COX1 (Manthey and McEwen, 1995). 

Estos cambios en la acumulación del mensajero fueron específicos de COX1, ya que la 

cuantificación de las bandas obtenidas con la sonda de COX2 demostró que este gen no 

presenta cambio alguno en su transcripción.  

Este resultado indica que la región carboxilo terminal de Pet309 es necesaria para la 

estabilidad del RNA mensajero de COX1. Sin embargo, la función de este dominio puede ser 

compensada por la sobreexpresión de la proteína trunca, la cual tiene un comportamiento 

similar al de la proteína Pet309 silvestre en sobreexpresión.  

Con este experimento podemos afirmar que la falta de traducción de COX1 no se debe a la 

falta de estabilidad del mensajero, ya que las cepas con Pet309 trunca en sobreexpresión 

muestran un fenotipo no respiratorio a pesar de que existe una mayor acumulación del RNA 

mensajero de COX1. 
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Figura 17. Análisis del RNA mensajero de COX1 en las mutantes. A) Northern Blot a partir de RNA 

total. Se hibridó con sondas anti COX1, anti COX2 y 15S rRNA como control de carga.  Bajo=Cepas 

con plásmidos de bajo número de copias. Alto=Cepas con plásmidos de alto número de copias. B) 

Gráfica cuantitativa en porcentaje de los niveles de RNA mensajero de COX1 en las distintas cepas. 

La cantidad de RNA se normalizó contra los niveles de rRNA 15S. Los porcentajes se calcularon 

considerando los niveles de RNA de COX1 de la cepa silvestre en bajo número de copia como 100% 

(*). 

A) 

B) 
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Quimeras de Pet309 con Pet111 y Pet122 

Los resultados hasta el momento indican que la región carboxilo terminal de Pet309 participa 

directamente en la traducción de COX1. Sin embargo, no se conoce el mecanismo mediante el 

cual ejercía su función.  

Se ha propuesto que los dominios PPR de Pet309 son los responsables de la unión al RNA 

mensajero de COX1 (Tavares-Carreon et al., 2008). Si ésta es la función de los dominios, la 

región carboxilo terminal podría estar interactuando con el ribosoma para aproximarlo al 

RNA mensajero de COX1 que está por traducirse. Si este fuera el caso, Pet309 no sería el 

primer activador traduccional con dominios de unión a los ribosomas, ya que se ha 

comprobado que Pet122, un activador traduccional de COX3, interactúa con los ribosomas 

mitocondriales a través de sus últimos 67 aminoácidos (McMullin et al., 1990). 

Valiéndose de la asociación previamente descrita del extremo carboxilo terminal de Pet122 

con los ribosomas, se diseñó una quimera que contenía a Pet309 trunca en sus últimos 200 

aminoácidos unida a los 67 aminoácidos de Pet122. Si la función del extremo carboxilo 

terminal de Pet309 es la unión al mitoribosoma, probablemente la adición de estos nuevos 

aminoácidos la compensará. 

También se diseñó una quimera que contuviera los últimos 100 aminoácidos del activador 

traduccional de COX2, Pet111. No existen datos que apoyen que este activador se une al 

ribosoma, sin embargo, esta construcción se incluyó para investigar el posible papel que 

podrían tener en común la región carboxilo terminal de todos los activadores traduccionales 

mitocondriales. 

Las construcciones se obtuvieron por PCR y se ligaron en los plásmidos de bajo y alto 

número de copia. Las células transformadas con las construcciones quiméricas no lograron 

sobrevivir en un medio no fermentable a base de etanol y glicerol (Figura 18). 

Las mismas construcciones en los dos tipos de plásmido se transformaron en la cepa que 

contiene al gen reportero de la traducción Arg8m en el lugar del gen COX1. Este experimento 

se realizó con la intención de verificar que la razón de la falta de crecimiento respiratorio en 

presencia de las dos quimeras se debía a la falta de traducción de Cox1. Las cepas que 

contenían a las quimeras no fueron capaces de sobrevivir en un medio sin arginina.  

Los resultados pueden indicar que la función del extremo carboxilo terminal de Pet309 no es 

la unión al ribosoma. Sin embargo, existen explicaciones alternas como que el sitio de unión a 
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ribosoma de Pet122 no es compartido por Pet309 o que la combinación quimérica probada 

interrumpió la estructura proteica, impidiendo su función. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 18. Crecimiento fermentativo y respiratorio de las quimeras de Pet309 con Pet111 y Pet122 en 

bajo número de copia. Q Pet111 = Se fusionaron los primeros 759 aminoácidos de Pet309 con los 

últimos 100 aminoácidos de Pet111. Q Pet122 = Se fusionaron los primeros 759 aminoácidos de 

Pet309 con los últimos 67 aminoácidos de Pet122. Las cepas fueron crecidas en medio sin uracilo y 

con glucosa(-Ura), medio sin uracilo con etanol/glicerol(-UraEG) y medio sin arginina (-Arg). Las 

cajas fueron incubadas a 30ºC por 4 días. COX1 5´UTR = Región 5´ no traducida del mRNA de 

COX1. COX1 3´UTR = Región 3´ no traducida del mRNA de COX1. ARG8m = Gen que codifica a la 

proteína Arg8 ubicado en el DNA mitocondrial. 
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mitocondrial: 
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Pet309 como proteína multidominio 

Pet309 podría ser una proteína multidominio donde cada uno de ellos es capaz de trabajar por 

separado, ya que los dominios PPR predichos se encuentran bien localizados en la parte 

central, mientras que en la región carboxilo terminal no se predice ningún indicio de ellos. Por 

lo tanto, este extremo carboxilo podría tener una función diferente que pudiera llevarse a cabo 

independientemente del resto de la proteína. 

Para probar esta hipótesis se utilizó una cepa que contiene la mutación pet309Δ760-962 

integrada en el cromosoma, a la cual se le introdujo un plásmido de alto número de copia que 

contenía a Pet309 sin los 8 dominios PPR más fuertemente predichos. En un trabajo anterior 

se caracterizó esta mutante trunca en los dominios PPR y se observó que la mutación no 

afecta su localización submitocondrial (Tavares-Carreon et al., 2008). 

Las células  que contenían a las dos mutaciones truncas (dominios PPR y región carboxilo 

terminal), mostraron un fenotipo no respiratorio (Figura 19). 

Este resultado indica que los dominios PPR y la región carboxilo terminal de Pet309 no 

pueden trabajar por separado para cumplir su función en la traducción de COX1. 

 

 

Figura 19.  Comparación del crecimiento respiratorio y fermentativo de la mutante pet309Δ760-962 

transformada con el plásmido que contiene a la mutante pet309ΔPPR. La cepa nula en pet309 se 

indica con Δ . Las células se dejaron crecer a 30ºC por 2 días. 
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Mutaciones cortas de la región carboxilo terminal 

Debido a la ausencia de respiración de las cepas portadoras de las mutaciones en PET309, se 

intentó identificar el número mínimo de aminoácidos necesarios para que Pet309 fuera 

funcional. Para ello se crearon 3 mutantes que suprimían 150, 100 y 50 aminoácidos del 

extremo carboxilo terminal: pet309Δ813-962, pet309Δ863-962 y pet309Δ913-962. 

Al transformar levaduras nulas en pet309 con estas construcciones, ninguna de las tres fue 

capaz de recobrar la capacidad respiratoria (Figura 20). 

Concluimos de este experimento que los últimos 50 aminoácidos de Pet309 son necesarios 

para la respiración en S. cerevisiae. Sin embargo, continuaremos haciendo supresiones más 

cortas en la región carboxilo terminal  de Pet309 para identificar el número mínimo de 

aminoácidos necesarios para obtener una proteína funcional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Crecimiento fermentativo y respiratorio de las supresiones de 150, 100 y 50 amino ácidos 

de la región carboxilo terminal de Pet309 en bajo número de copia. Las células se dejaron crecer a 

30ºC por 4 días. 
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Discusión 

 

En este estudio se deseaba estudiar el papel del extremo carboxilo terminal de Pet309 sobre la 

estabilidad y traducción del RNA mensajero de COX1. Para ello se crearon dos mutantes que 

suprimían esa región. La mutante pet309Δ632-962 se diseñó tomando en cuenta los 8 

dominios PPR predichos más fuertemente, suprimiendo los 330 aminoácidos que les seguían. 

En la otra mutante, pet309Δ760-962, se suprimieron los últimos 202 aminoácidos en los 

cuales no se predice ningún dominio PPR. 

 

Dos experimentos demostraron directamente la falta de traducción de COX1 en las dos 

mutantes de la región carboxilo terminal: la falta de expresión del gen reportero de la 

traducción ARG8m y la ausencia de la proteína Cox1 marcada radioactivamente en el 

experimento de la traducción in vivo de las proteínas mitocondriales. Estos resultados indican 

que los últimos 202 aminoácidos de Pet309 son necesarios para la traducción de COX1.  

 

Debido a que estos 330 y 202 aminoácidos son aproximadamente el 30% y el 20% de Pet309 

respectivamente, era necesario comprobar que la supresión de éstos no hubiera interrumpido 

por completo la estructura de la proteína. Si este fuera el caso, el efecto observado en la 

traducción del mRNA de COX1 no se debería directamente a la falta del carboxilo terminal, si 

no que sería consecuencia de que los otros dominios no estuvieran funcionando o de que 

pet309 mutante no estuviera bien localizada en la mitocondria.  

 

Sin embargo, no parece ser este el caso, ya que los experimentos de localización subcelular 

indican que las mutantes de pet309 siguen dirigiéndose a la mitocondria y que se comportan 

como proteínas periféricas de la membrana mitocondrial, por lo que la falta de traducción no 

se debe a un defecto en la importación o ubicación subcelular de Pet309.  

Los experimentos de ubicación subcelular (fraccionamiento mitocondrial y extracción alcalina 

de proteínas mitocondriales) demuestran que Pet309  es una proteína periférica de membrana 

mitocondrial (Figuras 9 y 10) (Tavares-Carreon et al., 2008); contrario a lo que Manthey y 

col. reportaron en 1998, donde sugieren que Pet309 es una proteína integral de membrana 
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interna mitocondrial (Manthey et al., 1998). Sin embargo, el grupo de Manthey realizó los 

experimentos de ubicación submitocondrial en una cepa que sobreexpresaba a Pet309. Se ha 

reportado que la sobreexpresión de los activadores traduccionales puede llevar a alteraciones 

en el funcionamiento mitocondrial (Fiori et al., 2005). En este sentido, nuestros experimentos 

de ubicación subcelular de Pet309 se realizaron en cepas portadoras de los plásmidos de bajo 

número de copia (Figuras 9 y 10). 

 

El experimento de Northern Blot es la mejor evidencia de que existen dominios de Pet309 que 

siguen siendo funcionales. Se ha reportado que además de su función en el inicio de la 

traducción, Pet309 también participa en la estabilización del mRNA de COX1 (Manthey and 

McEwen, 1995).  Esta función es evidente al sobreexpresar a Pet309 silvestre, ya que la 

cantidad de mensajero de COX1 en esta cepa aumenta considerablemente al compararla con 

una cepa que expresa a Pet309 a niveles fisiológicos (Figura 17). 

 

Cuando las mutantes de pet309 se sobreexpresaron, se observó una mayor acumulación del 

RNA mensajero de COX1 similar al observado con la sobreexpresión de Pet309 silvestre. Este 

fenómeno no se observó en la cepa que contenía al plásmido vacío de alto número de copia 

(Figura 17). 

 

Este fenómeno demuestra que Pet309 trunca en la región carboxilo terminal sigue 

conservando un grado de funcionalidad.  

 

El fenómeno de acumulación del RNA mensajero se había observado previamente en 

mutantes de Pet309 que carecen de los 8 dominios PPR más fuertemente predichos. En este 

caso, el RNA mensajero de COX1 también mostraba altos niveles cuando la mutante era 

sobreexpresada (Tavares-Carreon et al., 2008). 

 

Pet309 no es el único activador traduccional cuya sobreexpresión conlleva a una mayor 

acumulación de mRNA: cuando Pet111, el activador traduccional de COX2, se sobreexpresa, 

se observa un incremento del mRNA de COX2 de aproximadamente 3.3 veces respecto a la 

cantidad observada a niveles fisiológicos de Pet111. Asimismo, si Pet111 es suprimido, los 
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niveles de mRNA de COX2 disminuyen. Estos resultados indican que, al igual que Pet309, 

Pet111 participa en la estabilización de su RNA mensajero blanco y que la sobreexpresión de 

estos activadores conlleva a una mayor estabilización del mismo (Fiori et al., 2005). 

 

La estabilización del mRNA blanco por parte de sus activadores traduccionales podría ser una 

estrategia para la regulación de su síntesis. Se ha demostrado que estos activadores se 

encuentran en muy bajas concentraciones en la célula (Marykwas and Fox, 1989) . Por lo 

tanto, su baja expresión podría limitar la estabilidad del mRNA restringiendo a su vez los 

niveles de traducción.  

 

La expresión de Pet309 en vectores de bajo número de copia es la condición más semejante a 

lo que ocurre en condiciones fisiológicas. Las dos mutantes de la región carboxilo terminal 

expresadas en estos plásmidos mostraron una disminución en la acumulación de RNA 

mensajero de COX1 de aproximadamente el 50% respecto a la silvestre (Figura 17). Esta 

disminución fue muy similar a la observada en la cepa nula en Pet309 que contenía  al 

plásmido vacío.  

 

En la mutante que carece de 8 dominios PPR el resultado no fue el mismo. Al expresar a 

pet309 sin estos dominios en vectores de bajo número de copia, la acumulación del RNA 

mensajero de COX1 fue muy similar a la observada en la cepa con Pet309 silvestre expresada 

en vector de bajo número de copia (Tavares-Carreon et al., 2008). 

 

Estos resultados indican que la región carboxilo terminal de Pet309 participa en la 

estabilización del RNA mensajero de COX1, no así los dominios PPR. 

 

Se ha propuesto que los dominios PPR de Pet309 interaccionan con el RNA de COX1, 

mientras que la región carboxilo terminal de la proteína podría estar uniéndose al ribosoma o 

a alguna otra proteína que regulara su función. Sin embargo, no se sabe cómo es que la región 

carboxilo terminal de Pet309 participa en la estabilización del RNA mensajero de COX1. Una 

posible explicación es que la región carboxilo terminal también interacciona con el RNA en 

un sitio de unión diferente al de los dominios PPR, estabilizándolo. Esta función de 
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estabilización podría ser cumplida también por otra proteína que se asociara al extremo 

carboxilo terminal de Pet309 y que interaccionara directamente con el mRNA de COX1. 

 

A pesar de que la región carboxilo terminal de Pet309 participa en la estabilidad del RNA 

mensajero de COX1, la evidencia no sugiere que ésta sea la razón de la falta de traducción de 

la proteína Cox1. La sobreexpresión de las mutantes llevó a una acumulación del RNA 

mensajero mucho mayor a la observada en la cepa que contenía a Pet309 silvestre en bajo 

número de copia. Sin embargo, esta acumulación no llevó a la traducción del mRNA de 

COX1 indicando que la región carboxilo terminal de Pet309 tiene otro papel además de la 

estabilización del RNA mensajero de COX1. 

 

La observación de que no toda la proteína se encarga de la estabilización del mRNA nos llevó 

a pensar que Pet309 puede ser una proteína con al menos dos dominios diferenciados 

(dominios PPR y región carboxilo terminal) y que cada dominio podría trabajar por separado. 

Sin embargo, la coexpresión de las proteínas pet309ΔPPR y pet309Δcarboxilo terminal no le 

devolvió a la levadura la capacidad respiratoria.  

 

Estas dos mutaciones ya se han estudiado por separado y se sabe que en ambas la proteína 

trunca sigue teniendo la misma ubicación submitocondrial que la proteína silvestre; asimismo 

se ha observado el fenómeno de acumulación del RNA mensajero cuando son 

sobreexpresadas (Tavares-Carreon et al., 2008). Esto indica que las dos proteínas siguen 

teniendo algún grado de funcionalidad. La ausencia de respiración de la cepa cotransformada 

demuestra que estos dos segmentos de la proteína deben de mantenerse muy cercanos uno al 

otro para cumplir su función (Figura 19). 

 

La sobreexpresión de Pet309 silvestre conlleva a una acumulación del transcrito de COX1. 

Los resultados obtenidos de la traducción de proteínas mitocondriales in vivo indicaron que la 

sobreexpresión de Pet309 silvestre también lleva a una mayor traducción del mRNA de COX1 

(Figura 14). Sin embargo, el Western blot (Figura 13) mostró cantidades iguales de Cox1 en  

las mitocondrias, lo cual indica que el exceso de proteína traducida es degradada. Este efecto 

puede deberse a que el resto de las subunidades siguen expresándose normalmente, por lo que 
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el exceso de Cox1 no encuentra otras subunidades con las cuales asociarse para formar el 

complejo de la CcO y se degradará. 

 

Estudios de las proteínas PPR en las plantas han identificado dominios carboxilo terminal 

conservados en estas proteínas. Estas regiones se clasifican en tres grupos: E, E+ y DYW. 

Estos motivos se han implicado en el reclutamiento de factores catalíticos. Es decir, mientras 

que los dominios PPR dan la especificidad por el RNA, los dominios carboxilo terminal 

podrían estar reclutando a los factores que catalizarán la reacción sobre éste (Saha et al., 

2007). Esta hipótesis podría indicar que el carboxilo terminal de una proteína PPR, al no dar 

especificidad por el sustrato, puede tener una función común con el de otra proteína PPR.  

 

Existen reportes en Arabidopsis thaliana que prueban esta hipótesis. Para esto, se utilizaron 2 

proteínas PPR que participan en la edición de RNA en cloroplasto: Crr21 y Crr4. Ambas 

proteínas contienen en su región carboxilo terminal a los dominios E y E+. Los carboxilos 

terminales de estas dos proteínas se intercambiaron y la función se conservó en ambos casos. 

Esta función no se mantuvo cuando las dos proteínas carecían de su región carboxilo terminal 

(Okuda et al., 2007).  

 

Basándonos en este reporte, se hizo lo mismo con la proteína Pet309. Pet309 no muestra 

ningún dominio E, E+ ni DYW. Sin embargo, la función de la región carboxilo terminal de 

Pet309 bien podría ser la misma que la de otro activador traduccional. El inconveniente en 

este caso es que no existe otro activador traduccional que contenga dominios PPR, por lo que 

optamos por los ultimos 67 aminoácidos de la proteína Pet122, activador traduccional de 

COX3. Se sabe que esta región interactúa genéticamente con algunas proteínas ribosomales, y 

era probable que compartiera la función con el extremo carboxilo terminal de Pet309. 

 

Además de esta quimera, también se fusionaron los últimos 100 aminoácidos de Pet111, 

activador traduccional de COX2, a nuestra mutante de Pet309. No existen datos de la función 

de esta región, pero podría ser similar a la de Pet309. 
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Ambas quimeras mostraron un fenotipo no respiratorio. Sin embargo, este resultado no prueba 

que la región carboxilo terminal de Pet309 no interactúe con los ribosomas. La adición de 100 

ó 67 aminoácidos diferentes a los originales pudo afectar la estructura general de Pet309 y por 

lo tanto su función. Incluso si este no fuera el caso, el sitio de unión de Pet122 o Pet111 al 

ribosoma puede ser diferente al sitio de unión de Pet309.  

 

El triple epítope de hemaglutinina fusionado al extremo carboxilo terminal de la proteína 

también podría tener un efecto negativo en la función de Pet309. En  el medio no fermentable 

a 37ºC, el crecimiento de la cepa silvestre con el triple epítope fue muy pobre (Figura 11). 

Esta observación ya se había hecho en el laboratorio, al comparar a las cepas con Pet309 

silvestre con o sin el triple epítope a esta misma temperatura (Shingu-Vazquez, 2006). No se 

sabe la causa de esta diferencia en el crecimiento. Sin embargo, este defecto en el crecimiento 

a 37ºC no se observa cuando Pet309-3xHA se sobreexpresa (Figura 12). Esto indica que el 

exceso de Pet309 con epítope es capaz de compensar la falta de actividad de Pet309-3xHA a 

niveles fisiológicos. El defecto en la actividad de Pet309-3xHA podría deberse a que el 

epítope dificulta la interacción con alguna otra proteína que es necesaria para su actividad. A 

niveles de sobreexpresión, el exceso de Pet309 compensaría esta interacción incompleta. 

 

Esta hipótesis podría probarse buscando levaduras revertantes, es decir, que una célula 

portadora del triple epítope fusionado a Pet309 mutara espontáneamente algún gen 

relacionado que pudiera suprimir el defecto en el crecimiento respiratorio a 37ºC. Esta 

mutación podría dar información del papel que está teniendo el triple epítope y, por lo tanto, 

de las funciones y relaciones de Pet309 con otras proteínas. 

En la figura 21 se ilustra un posible modelo de acción de la proteína Pet309. 
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Figura 21. Modelo de acción de Pet309. La región amino terminal está unida a la membrana interna 

mitocondrial. Los dominios PPR unen el 5´UTR del mRNA de COX1. La región carboxilo terminal 

une al ribosoma y a una proteína estabilizadora del mRNA (proteína “X”). EIM = Espacio 

intermembranal. 
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Conclusión 

La región carboxilo terminal de Pet309 es necesaria para la estabilidad y la traducción del 

RNA mensajero de COX1. 

 

 

 

 

 

 

Perspectivas 

• Comprobar la asociación de Pet309 con el ribosoma. 

• Estudiar si la asociación de Pet309 con el ribosoma se da a partir de su región 

carboxilo terminal. 

• Estudiar la asociación de Pet309 con otras proteínas a partir del extremo carboxilo 

terminal. 

• Investigar el mecanismo por el cual Pet309 estabiliza al RNA mensajero de COX1. 
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Apéndice  
 

Medios de cultivo 

Para 1L de: 

YPD* 

Extracto de levadura  10 g 

Peptona   20 g 

Dextrosa   20 g 

Adenina   0.03 g 

 

YPEG* 

Extracto de levadura  10 g 

Peptona   20 g 

Glicerol    30 mL 

Etanol     30 mL  

Adenina    0.03 g 

 

-URA* 

Base nitrogenada sin aminoácidos    6.7g   

Dextrosa                                          20g 

Medio drop out sin uracilo                   770mg 

 

-URA EG* 

Base nitrogenada sin aminoácidos         6.7g 

Medio dropout sin uracilo                      770mg 

Glicerol                                                   30ml 

Etanol                                       30ml 
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-URA Raf* 

Base nitrogenada sin aminoácidos    6.7g   

Rafinosa                                  20g 

Medio dropout sin uracilo                    770mg 

 

-Met Raf* 

Base nitrogenada sin aminoácidos     6.7g   

Rafinosa                                             20g 

Medio dropout sin metionina            750mg 

 

YPRaf* 

Extracto de levadura  10 g 

Peptona   20 g 

Rafinosa   20 g 

Adenina   0.03 g 

 

*Para medio sólido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave. 

 

Amortiguadores para la purificación de mitocondrias 

 

TD (Tris-DTT) 

Tris-SO4 pH 9.4    0.1 M 

DTT      10 mM 

 

MP2 

Sorbitol       1.2 M 

Amortiguador de fosfatos (pH 7.4)    20 mM 

Zimoliasa-20T (Accurate Chemical and Scientific Corporation) 3mg/g peso húmedo 
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Homogenización (Dounce) 

Tris pH 7.4     10 mM 

EDTA      1 mM 

BSA (libre de ácidos grasos)   0.2% 

PMSF (preparar al momento en Etanol) 1 mM 

TLCK      50 µg/ml 

Sorbitol     0.6 M 

 

Medio SEH     1X   2X 

HEPES pH 7.4    20 mM  40mM 

Sorbitol     0.6 M   1.2 M 

EDTA      1mM   2 mM 

 

Nicodenz (Accurate Chemical and Scientific Corporation) 

Hacer una solución al 50% en agua. 

 

Amortiguadores para el fraccionamiento mitocondrial 

Solución CH 

NaCl   100mM 

HEPES pH 7.4   20mM 

 

 

Amortiguadores para la extracción alcalina de mitocondrias 

 
Solución de Na2CO3, pH 11.5. 

Preparar una solución 200 mM de Na2CO3. No ajustar pH. 
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Amortiguadores para la transferencia de proteínas a la membrana de PVDF. 

 

Amortiguador de transferencia negativo. 

Ácido ε-amino-n-caproico (Sigma) 39.4 g/l, pH 8.5-8.7 (ajustar con Tris) 

SDS 0.05%        0.5 g/l 

 

Amortiguador de transferencia positivo. 

Tris  18.2 g/l 

Tricina      9 g/l 

Metanol   20 % 

 

Amortiguadores para la réplica en Western 

 

Solución de bloqueo 

Leche en polvo descremada  5 g 

Tris 1M, pH 7.6   2.5 ml 

NaCl 5M    1.5 ml 

H2O     a 50 ml 

 

Solución de réplica* 

Leche en polvo descremada  0.1 g 

Tris 1M, pH 7.6   100 µl 

NaCl 5M    200 µl 

EDTA 500mM   20 µl 

Tween-20 al 50%   200 µl 

H2O     a 10 ml 

* Adicionar el anticuerpo indicado a la dilución apropiada. 
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Solución de lavado 

Tris 1M pH 7.6  10 ml 

NaCl 5M   20 ml 

EDTA 500mM  2 ml 

Tween-20   1 ml 

H2O    a 1 l 

 

Solución de eliminación 

β-mercaptoetanol  700 µl 

Tris 1M, pH 6.8  6.25 ml 

SDS 10%   20 ml 

H2O    a 100 ml 

 

Diluciones usadas para los anticuerpos 

Anti HA/peroxidasa (clona 3F10)       1:500 (Roche) 

Anti C1                                       1:2000 (Donado por Diego Gonzáles) 

Anti Cox1                                                 1:200 (Mitosciences) 

Anti CS               1:1000 (Donado por Thomas D. Fox) 

Anti G6PDH                                             1:10,000 (Sigma) 

Anti conejo/peroxidasa                  1:5000 (Sigma) 

Anti ratón/peroxidasa                   1:3000 (BioRad) 

 

Amortiguador SHP para la traducción in vivo de proteinas mitocondriales 

Sorbitol    0.6M 

HEPES    20mM 

Inhibidor de proteasas (Sigma) 3.3µl/10ml de amortiguador 
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Amortiguadores para el gel desnaturalizante de RNA 

 

Amortiguador MOPS 10X para electroforesis de RNA 

MOPS                        41.8g 

Acetato de Sodio       6.8g 

EDTA                        3.7g  

 

Amortiguador de corrida 

Diluir el MOPS10X a 1X con H2O DEPC. 

 

Amortiguador de muestra para RNA 

Glicerol                           5ml 

EDTA pH8                     200ml 

Azul de bromofenol       25mg 

Xylene cianol                 25mg 

H2O  a 10ml 

 

Amortiguador SSC 10x para transferencia de RNA 

NaCl                               175.3g 

Citrato de Sodio              88.2g 

Ajustar a 1litro con H2O 

Ajustar pH a 7.0 con HCl 

 

Solución Denhardt´s 50X 

1% BSA 

1% Ficoll 

1% PVP 

Filtrar con membrana de 0.45mm 
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Secuencias de los oligonucleótidos 

 
Nombre Secuencia Comentarios 

F4 GTCACAGAATAAGGTACCAGCGAATTCC  

F16 gccgaattctAAATTCAGGGAACAAAAGCTGGAGCTC  
 

La secuencia en minúsculas incluye un sitio 

de corte ECORI 

F17 AGTAAATTCAGGGAACAAAAGCTGGAGC 
 

 

F25 TAGAAATGCATATATCATATTGTATAATC 
 

 

HAF AGGGAACAAAAGCTGGAGCTCC 
 

 

HAR GGAGCTCCAGCTTTTGTTCCC  

PET111F1 

 

gtattgaaaacattgaaaacAATCATAGGGCAAGCCTGATTAC 
 
 

La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido R22 

PET111 R1 caatatgatatatgcatttCTACTCCTCCTCCTTTTTATTCTC 
 
 

La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F25 

PET122 F1 gtattgaaaacattgaaaacGCTGCCCTGGCGTTGTTTGG  
 
 

La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido R22 

PET122 R1 acaatatgatatatgcatttCTATGTGTTGATTTCAAATCC  
 

La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F25 

R4 CCGAACTCGAGGATTTGGTTTTCAAGTTACAC   

R12 gttccctgaatttactGTTTTCAATGTTTTCAATACGATCC  
 

La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F17 

R22  
 

GTTTTCAATGTTTTCAATACGATCC  

R23 gttccctgaatttactCGATATATTATCTAAAATAAAACC La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F17 

R24  
 

gttccctgaatttactACTGGACTGCGTCTTATCCTCGG La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F17 

R25 gttccctgaatttactAATACCGTCCAAATATGTGTCTAAC La secuencia en minúsculas es 

complementaria al oligonucleótido F17 
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