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Resumen 
 
 
El complejo IV o citocromo c oxidasa (COX) de Saccharomyces cerevisiae, es 

un complejo enzimático de 12 subunidades, que forma parte de la cadena 

respiratoria. Las subunidades I, II y III (Cox1p, Cox2p, Cox3p) forman el 

centro catalítico de la citocromo c oxidasa, son codificadas por el genoma 

mitocondrial y sintetizadas en la mitocondria. El resto de las subunidades son 

importadas del citosol. Dada la complejidad estructural de la citocromo c 

oxidasa, se han reconocido poco más de 20 factores nucleares que intervienen 

tanto en su biogénesis como en su estabilidad. A pesar de que los estudios 

para entender los mecanismos del ensamblaje de la COX en S. cerevisiae han 

sido amplios, poco se entiende a la fecha. 

Se ha visto que mutantes de genes que intervienen en el ensamblaje de la 

COX, se encuentran relacionados a enfermedades neurodegenerativas en 

humanos.  

A nosotros nos interesa estudiar dos factores que afectan el ensamblaje de 

COX, Shy1p y Cox14p. Se piensa que ambos factores intervienen en las 

primeras etapas de ensamblaje, y posiblemente actúan sobre Cox1p. 

SHY1 es el homólogo de levadura de SURF-1, un cofactor nuclear presente 

en humanos, que está relacionado con deficiencias en la COX;  COX14 es otro 

factor nuclear que se sabe interviene en el ensamblaje de la COX y 

posiblemente en la regulación de la síntesis de Cox1p. Para  entender la 

manera en que intervienen SHY1 y COX14 en la biogénesis y estabilidad de la 

citocromo c oxidasa, se generaron mutantes nulas ∆shy1  y ∆cox14. Con la 

finalidad de poder detectar a la subunidad Cox1p, las mutantes se generaron 

en una cepa, que contiene un triple epítope de hemaglutinina (3xHA) 

fusionado al extremo carboxilo terminal de la subunidad Cox1p. Se encontró 

que la presencia del triple epítope en Cox1p no afecta el fenotipo respiratorío 

de la cepa ni la actividad de citocromo c oxidasa.   
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Tanto la mutante nula de ∆shy1 como la de ∆cox14 presentan un defecto en 

su crecimiento respiratorío. ∆shy1 respira parcialmente mientras que  ∆cox14 

es incapaz de respirar. Cox1p, Cox2p y Cox3p son sintetizadas en ambas 

cepas, sin embargo la concentración estacionaria de Cox1p y Cox2p 

disminuye, mientras que la de Cox3p aumenta, este patrón se observa tanto 

en las cepa  ∆shy1 como en la cepa ∆cox14. Con esto concluimos que el efecto 

de ambos factores nucleares es a nivel post-traduccional. 
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Introducción 
 
 

Generalidades 
 

Las mitocondrias son organelos celulares que ocupan una 

porción sustancial del volumen citoplásmico de las células 

eucariontes. Han sido esenciales en la evolución de animales 

complejos.  En las mitocondrias se lleva a cabo la fosforilación 

oxidativa, en donde se degrada por completo la glucosa a H2O y CO2   

obteniéndose una ganancia energética (en forma de ATP) 15 veces 

mayor a la obtenida vía glucolítica. 

 

Las mitocondrias están provistas de dos membranas: una 

membrana externa que delimita al organelo, y una membrana interna 

que se proyecta hacia el interíor en forma de pliegues o "crestas 

mitocondriales”. El espacio entre ambas membranas es el espacio 

intermembranal, mientras que el espacio delimitado por la membrana 

interna corresponde a la matriz mitocondrial. Las membranas externa 

e interna establecen contacto entre sí en ciertas regiones o sitios de 

contacto, lo cual es importante para la fisiología del organelo.  

 

La membrana externa contiene proteínas de transporte 

especializadas que permiten el paso de moléculas desde el citosol 

hacia el interior del espacio intermembranal y después a la matriz 

mitocondrial. En la membrana interna existen abundantes complejos 

proteicos entre los que se encuentran los de la cadena respiratoria 

(complejo I o NADH deshidrogenasa, II o succinato deshidrogenasa, 

complejo III o citocromo bc1, y el complejo IV o  citocromo c 

oxidasa). En el caso de Saccharomyces cerevisiae el complejo I no 

está presente.  

 



El flujo de electrones a través de los complejos I, III y IV tiene 

como resultado el bombeo de protones (iones H+) a través de la 

membrana interna mitocondrial, generando de esta manera un 

ambiente alcalino en la matriz mitocondrial con respecto al espacio 

intermembranal. El gradiente de protones provee la energía para la 

síntesis de ATP. 

 

Además de llevarse a cabo la síntesis de ATP, en la mitocondria 

también se sintetizan aminoácidos, grupos hemos y otros metabolitos 

(Schatz, 1994).  

 

La teoría endosimbiótica de la evolución propone que el origen 

de las células eucariontes fue posible gracias a la fusión de distintos 

organismos procariontes. La mitocondria funge como evidencia para 

esta teoría, ya que presenta una doble membrana, lo que sustenta el 

mecanismo mediante el cual bacterias aeróbicas fueron fagocitadas; 

además las mitocondrias presentan un genoma de tipo procarionte.  

 

La mitocondria contiene toda la maquinaria enzimática 

necesaria para llevar a cabo la transcripción y traducción de su 

genoma. En S. cerevisiae el DNA mitocondrial contiene ocho genes 

que codifican para proteínas: COX1, COX2, COX3, ATP6, ATP8, ATP9, 

Cyt b y VAR1. Codifica también para genes de las subunidades 21S y 

15S del ARNr, 25 tARNs, y el componente 9S de la RNasa P. COX1, 

COX2 y COX3 codifican para las tres principales subunidades de la 

citocromo c oxidasa: Cox1p, Cox2p y Cox3p, respectivamente.  ATP6, 

ATP8, ATP9 codifican para subunidades de la ATPsintasa. CYT b  

codifica para el citocromo b, que se encuentra en el Complejo III y 

VAR1 codifica para una proteína de la subunidad chica de los 

ribosomas mitocondriales (Figura 1). 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Ubicación y topología de las proteínas sintetizadas en la 
mitocondria de levadura. III: Complejo III (Ubiquinol-citocromo c 
oxidoreductasa); IV: Complejo IV (Citocromo c oxidasa); V: (ATP 
sintasa); Ribosoma mt: Ribosoma mitocondrial. EIM: El extremo 
amino terminal de las proteínas transmembranales está dibujado 
del lado izquierdo (Westermann y col. Methods in cell biology, vol. 
65). 
 
 

 

La función del complejo IV (citocromo c oxidasa) de la cadena 

respiratoria es transportar los electrones del citocromo c al oxígeno 

molecular, reduciéndolo a H2O. Además es una bomba de protones 

que contribuye a la generación del gradiente de protones en la 

membrana interna mitocondrial. 

 

En S. cerevisiae, el complejo IV está compuesto por 12 

subunidades, de las cuales tres subunidades forman el núcleo 

catalítico del complejo. Estas tres subunidades (Cox1p, Cox2p y 

Cox3p) están altamente conservadas tanto en procariontes como en 

III IV V
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eucariontes. Son codificadas por el genoma mitocondrial, sintetizadas 

en la mitocondria e insertadas en la membrana interna mitocondrial.   

 

Las subunidades adicionales se codifican por genes nucleares y 

se importan a la mitocondria. Éstas son poco conservadas en su 

secuencia entre distintas especies de eucariontes (Herrmann y Funes, 

2005). Por ello se propone que son proteínas adquiridas durante la 

evolución de la célula eucariótica. 

 
 
 
 
Figura 2. Flujo de electrones del 
citocromo c soluble en el espacio 
intermembranal, hacia las grupos 
prostéticos en las subunidades I y II 
en la membrana interna mitocondrial 
de la citocromo c oxidasa. 
 

 

 

Cox1p es una proteína altamente 

hidrofóbica, contiene 12 cruces 

transmembranales que se unen por 

pequeñas asas hidrofílicas. Entre los dominios transmembranales se 

encuentran un hemo a de bajo espin y un sitio bimetálico compuesto 

por el hemo a3 y un centro de cobre denominado CuB en donde se 

reduce el oxígeno. El centro binuclear de cobre CuA en la subunidad 

Cox2p constituye el sitio de entrada de electrones, los cuales son 

canalizados a través de la cadena respiratoria (Khalimonchuk y col. 

2005) (Figura 2).  

 

S. cerevisiae es hasta ahora una de las pocas especies en la 

cual se puede manipular el genoma nuclear y mitocondrial de manera 

fácil y eficiente vía recombinación homóloga. Este hecho hace de S. 

Cyt c .~ 
EI M 

°3 

Matriz 



cerevisae un modelo adecuado para generar mutaciones de genes 

que intervienen en la respiración, ya que cepas mutantes son viables 

debido a su capacidad de fermentar.  

 

El ensamblaje de la citocromo c oxidasa (COX) requiere de la 

presencia de por lo menos 20 proteínas nucleares (McEwen y col. 

1986, Tzagoloff y Dieckmann, 1990).  Estas proteínas actúan en 

todos los niveles de expresión de los genes mitocondriales. Estos 

incluyen: procesamiento (Sephin y col. 1989) y la traducción de los 

ARNm mitocondriales (Costanzo y Fox, 1993) de las subunidades I, II 

y III, la inserción en la membrana de estas subunidades hidrofóbicas 

(Hell y col. 2001) y la maduración de los centros de hierro y cobre 

(Glerum y col. 1996, Barros y col. 2001, Herrmann y Funes, 2005).  

 

A pesar de que los estudios enfocados a entender el ensamblaje 

de la COX han sido amplios, aún no se entiende el orden preciso de 

eventos y la actividad específica de los factores de ensamblaje en la 

biogénesis de la COX. 

 

En años recientes se han podido detectar una gran cantidad de 

mutaciones en genes nucleares que intervienen en la cadena 

respiratoria relacionados a enfermedades neurodegenerativas. 

Ejemplos típicos son el síndrome de Leigh, la miopatía fatal infantil y 

la miopatía benigna infantil. Los tres síndromes están asociados a 

deficiencias en la citocromo c oxidasa (Di Mauro y col. 1998, 

Antonicka y col. 2003). 

 

Shy1p 

 

Shy1p es la proteína de levadura de 45 kDa,  homóloga de 

Surf1p, la cual se requiere para la completa expresión de COX 

(Mashkevich y col. 1997; Barrientos y col. 2002). El alineamiento de 



los genes de SHY1 Y SURF1 (FASTA34 versión 2004) muestra un 

valor de 57.3 % de identidad, lo cual sustenta su homología. Sin 

embargo esta similitud se centra a ciertas regiones  de las proteínas. 

Una región de Shy1p inicia en el residuo 81 y termina en el 191 

(región central de la proteína) y la otra región se encuentra cercana 

al extremo carboxilo terminal con 12 identidades en una sección de 

23 residuos (Nitjtmans y col. 2001).    

 

El entender la función de esta proteína es de gran interés dado 

que se ha encontrado que mutaciones en Surf1p son responsables de 

varios casos del  síndrome de Leigh (Tiranti y col, 1998, Zhu y col. 

1998), una enfermedad neuromuscular que presenta deficiencias en 

COX (DiMauro y De Vivo, 1996). 

 

En mutantes de shy1, se observa una deficiencia parcial en COX 

(disminuye en un 80% con respecto a una cepa silvestre) (Barrientos 

y col. 2002), un aumento en la concentración del citocromo c y de la 

actividad del complejo III. Estas alteraciones se ven reflejadas en la 

capacidad de las mutantes nulas de shy1 para crecer en medios no 

fermentables como YPEG, ya que son cepas que respiran 

parcialmente. 

 

Shy1p ha sido localizada en la mitocondria asociada de manera 

estable a la membrana interna mitocondrial con parte de su 

estructura viendo hacia el espacio intermembranal. Su estructura 

primaria sugiere la presencia de dos secuencias hidrofóbicas de 

suficiente longitud para actuar como dominios de anclaje a la 

membrana interna mitocondrial. Estos dominios se encuentran en los 

extremos amino y carboxilo terminal de la proteína (Mashkevich y 

col. 1997).    

 



Shy1p presenta dos dominios funcionales, ya que en mutantes 

donde se expresan separadamente los extremos amino y carboxilo 

terminal, la función de Shy1p se restaura, sin embargo ambos 

dominios son necesaríos para la función (Mashkevich y col. 1997).    

 

A la fecha no se entiende cuál es la función de Shy1p pero se 

ha sugerido que participa en la biogénesis de Cox1p (Barrientos y col. 

2002). 

 

 

Cox14p 

 

Cox14p es una proteína de origen nuclear importada por la 

mitocondria. Su peso molecular es de 7.9 kDa. Mutantes de cox14 

son incapaces de crecer en fuentes de carbono no fermentables 

(Glerum y col.  1995). El fenotipo de las mutantes nulas de cox14 

sugiere que Cox14p es requerida en el ensamblaje de COX. 

 

El análisis espectral muestra un patrón característico de las 

cepas mutantes con deficiencias en COX (carece de citocromo α y α3, 

pero presenta las bandas de absorción correspondientes a las 

citocromos b, c y c1) (Glerum y col. 1995). 

 

En mutantes de cox14, Cox1p sí se sintetiza pero su estabilidad 

es muy baja (Glerum y col. 1995), por lo que se entiende que la 

función de Cox14 es postraduccional, posiblemente tiene que ver con 

la inserción y/o translocación de Cox1p en la membrana interna 

mitocondrial. 

     

    Cox14 es una proteína periférica de la membrana interna 

mitocondrial orientada hacia la matriz mitocondrial (Barrientos  y col.  

2004).  



 

Por los fenotipos observados en mutantes nulas de cox14 se ha 

sugerido que su función es regular negativamente la expresión de 

Cox1p (Barrientos y col. 2004). 

 

El modelo sugerido sobre la función de Cox14p es que éste 

previene que factores específicos de COX1 promuevan la traducción 

del ARNm de COX1 en mutantes incapaces de completar el 

ensamblaje de una citocromo c oxidasa funcional (Barrientos y col.  

2004).  Sin embargo este modelo aún no es claro y lo único que se 

sabe con certeza es que Cox14p interactúa físicamente con Cox1p 

recién sintetizada y con Mss51p (Barrientos y col.  2004), una 

proteína que se requiere para la síntesis de Cox1p (Siep y col.  2000; 

Pérez-Martínez y col.  2003). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Justificación 

 
En S. cerevisiae, la citocromo c oxidasa es un complejo 

enzimático formado por 12 subunidades, tres de las cuales son 

codificadas por el genoma mitocondrial y sintetizadas en la 

mitocondria; estas tres subunidades (Cox1p, Cox2p y Cox3p) forman 

el centro catalítico de la enzima, y es aquí donde se encuentran los 

distintos grupos prostéticos. El resto de las subunidades son 

importadas del núcleo. Por todas estas características la biogénesis 

de la citocromo c oxidasa, es altamente compleja; a la fecha se han 

identificado alrededor de 20 factores nucleares que intervienen en su 

ensamblaje y estabilidad. Sin embargo, poco se entiende sobre su 

mecanismo de acción.  

 

Cox1p juega un papel muy importante en la biogénesis de la 

citocromo c oxidasa, ya que se ha visto que forma parte de los 

primeros intermediarios en el proceso de ensamblaje (Nijtmans y col. 

1998). 

 

Cox1p es una proteína altamente conservada y muy 

hidrofóbica, por lo cual es muy poco antigénica. Por ello no se cuenta 

con anticuerpos eficientes que permitan la detección de niveles bajos 

de Cox1p, o que permitan llevar a cabo inmunoprecipitaciones para 

detectar intermediarios del ensamblaje de COX. Esto se debe a que 

en mutantes del ensamblaje, las subunidades de la COX son muy 

inestables. 

 

A nosotros nos interesa estudiar dos genes (SHY1 y COX14) 

que se cree participan en las primeras etapas de la biogénesis de la 

COX, y que muy probablemente actúan sobre Cox1p. Por ello en 

nuestro trabajo se utilizó una cepa en la que Cox1p tiene fusionado 

un triple epítope de hemaglutinina  (3xHA) en su extremo carboxilo 



terminal lo cual permitirá detectar a Cox1p con eficiencia utilizando 

un anticuerpo comercial contra este epítope, aún en mutantes que 

afectan el ensamblaje de la citocromo c oxidasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivo 

 

El objetivo general de este trabajo es contribuir al estudio del 

mecanismo mediante el cual factores nucleares como Shy1p y 

Cox14p intervienen en el ensamblaje de la COX. 

 

Los objetivos particulares bajo los cuales se sustenta el desarrollo 

de este trabajo son: 

 

• Demostrar que la función de la COX no se altera por la 

presencia del 3xHA fusionado al extremo carboxilo terminal de 

Cox1p. 

 

• Generar mutantes nulas de shy1 y  cox14 en una cepa que 

contenga el gen COX1-3xHA. 

 

• Caracterizar a las mutantes nulas de shy1 y  cox14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Métodos  

(*Para amortiguadores, soluciones y medios ver apéndices) 

 

Medios de crecimiento 

 

Se prepararon soluciones, amortiguadores y medios de cultivo según 

Sherman F. 1991. Los medios de cultivo sólidos preparados fueron YPAEG* y 

YPAD*. Todos los medios se prepararon con agua desionizada y se 

esterilizaron  por 45 minutos a 120°C para evitar la contaminación de otros 

hongos o bacterias. Los medios de cultivo líquido preparados fueron YPAD* y 

YPA-rafinosa*.  

 

Tabla de cepas 

 
Tabla 1. Genotipo de las cepas empleadas en este estudio. Entre corchetes 
se indica el genotipo mitocondrial. 

Cepas empleadas Genotipo 

XPM60 MATα, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52, shy1-
delta::URA3 [ρ+] 

XPM211 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52 [ρ+, 
COX1-3XHA] 

XPM201 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52 [ρ+, 
COX1] 

AFC115a MATa, ura3-52, trp1-63, leu2delta1::tTA:: LEU2, 
kanMX4-tet07::PET111, cox14-delta::URA3 [ρ+] 

NB40-3c MATa, arg8::hisG, lue2-3, 112, lys2, ura3-52, his3-
deltaHinDIIII [ρ0] 

Cepas generadas   
OZ1 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, shy1-

delta::URA3 [ρ+, COX1-3XHA] 
OZ2 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52. shy1-

delta::URA3 [ρ+, COX1] 
OZ3 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-5, cox14-

delta::URA3 [ρ+, COX1-3XHA] 
OZ4 MATα, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, cox14-

delta::URA3 [ρ+, COX1] 
Las cepas madre (XPM201 y XPM211) con las que se generaron las mutantes 
de los diferentes genes (∆shy1, ∆cox14)  no presentan intrones en COX1. 



Métodos de biología molecular 

 

Purificación de DNA total  

1. Crecer en 2 ml de medio líquido YPAD  toda la noche  a 30 °C. 

2. Centrifugar los 2 ml, por 1 minuto a 14 000 rpm a temperatura 

ambiente. Eliminar el sobrenadante en ambas centrifugaciones. 

3. Resuspender la pastilla 

4.  en 400 µl de QTP* y 400 µl de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 

(25:24:1). Agitar en vortex 3 minutos. 

5. Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm, 4°C y extraer el 

sobrenadante. 

6. Precipitar el DNA  con 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 

5.3* y con 3 volúmenes de etanol.  

7. Incubar por 10 minutos a –20 °C.   

8. Centrifugar por 5 minutos a 14 000 rpm. Eliminar el sobrenadante. 

9. Lavar con etanol al 70% 

10. Dejar secar por aproximadamente 15 minutos.  

11.  Resuspender en 50 µl de agua estéril. 

12. Guardar a -20 °C. 

 

Métodos de biología molécular según Sambrook y col.  2001.  

 

Amplificación por PCR 

1. Preparar mezcla de reacción* para tubos con 50 µl. (Utilizar los 

desoxioligonucleótido correspondientes a una concentración de 10 

mM cada uno) en hielo.  

2. Agregar 1.0 µl de DNA total roto de la cepa correspondiente al 

tubo con la mezcla de reacción.  

 

 



Se generó un programa en el termociclador como el siguiente: 

 

 

 
 

 

                              

 
 

 

 

 

Geles de agarosa 

1. Preparar gel de agarosa al 1 % con TAE 1X* y 0.01 µl/ml de 

bromuro de etidio (10mg/ml).   

2. Agregar a cada muestra solución de carga* (0.1 µl/µl).  

3. Correr en una cámara de electroforesis a 100 mV por una hora. 

 

Purificación de fragmentos de PCR 

1. Cortar las bandas correspondientes al peso del DNA de interés del 

gel de agarosa   

2. Purificar con el kit QIAGEN QIAquick, Gel extraction.  

3. Correr en un gel de agarosa 2.5 µl del DNA purificado para estimar 

la cantidad total de DNA obtenido. 

 

 

Transformación de levadura  (Gietz y Schiestl, 1995) 

 

1. Crecer XPM211 y XPM201 en 2 ml de medio líquido YPAD toda la noche 

a 30 °C.  

2. Tomar 650 µL de cada cepa.  

10 min. 94 °C 

45 seg. 94 °C 

1 min. 53 °C 

2 min. 72 °C 

2 min. 72 °C 

211 



3. Centrifugar por 1 minuto a 14 000 rpm. Desechar el sobrenadante. 

4. Centrifugar 1 minuto a 14 000 rpm. Eliminar completamente el 

sobrenadante.   

5. Agregar a cada tubo 52.5 µL de mezcla maestra* más 6 µl del casete 

correspondiente (shy1::URA3 o cox14::URA3). Agitar en vortex. 

6. Incubar ambos tubos a 42 °C por 90 minutos. Cada 15 minutos agitar 

en vortex.  

7. Plaquear en medio –URA e incubar por 4 días a 30°C.  

 

 

Diluciones seriadas 

 

1. Crecer 2 ml de YPD de cada cepa. 

2. Pesar tubos eppendorf (1.5 ml) en balanza analítica. 

3. Poner 1 ml de cultivo y centrifugar 1 minuto a 14 000 rpm.  

4. Eliminar todo el sobrenadante. Obtener peso húmedo. 

5. Diluir con agua estéril para que las células queden a 0.01 g/ml. 

6. Colocar en los pozos A2, A3, A4 …. 135 µl de agua estéril.  

7. Colocar en el primer pozo A1, B1, C1…..150 µl de cada cepa. 

8. Tomar 15 µl  del canal con cepa concentrada y transferir a los siguientes 

pozos, homogenizando la dilución dos veces antes de pasar a la 

siguiente columna de dilución. 

9. Esterilizar el replicador en etanol y flamear. Dejar enfriar por segundos. 

10. Imprimir en YPAD y YPEG.  

 

 

Obtención de mitocondrias (Modificado de Glick and Pon, 1995) 

  

1. Crecer una colonia de levadura en 2 ml de medio YPD Raf toda la noche 

a 30°C. 



2. Resembrar en 25 ml de medio YPD Raf e incubar a 30°C  hasta una A600 

en la fase exponencial de crecimiento. 

3. Del cultivo anteríor resembrar en 1 L de medio YPD Raf e incubar toda la 

noche a 30°C hasta una A600 entre 1.4 y 1.6 (fase exponencial de 

crecimiento). 

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

5. Lavar el botón una vez con agua fría, juntar todo el botón en un tubo de 

centrífuga previamente pesado. 

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

sobrenadante y pesar. 

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

8. Agitar 10 minutos a 30°C. 

9. Centrifugar 5 minutos a 3300 rpm en rotor GS3. 

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

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

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

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

13. Agitar de 30 a 60 minutos a 30°C, hasta que los esferoplastos se formen 

(Revisar la formación de esferoplastos a los 30, 45 y 60 minutos).  

Para revisar la formación de esferoplastos: 

Comparar 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M adicionando 50 µl de 

células, agitar en vortex. Cuando se formaron los esferoplastos el tubo con 

agua se verá claro a comparación del tubo con sorbitol que se observará 

turbio debido a que la diferencia de osmolaridad romperá a los esferoblastos 

en agua. 

 

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

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



15. Resuspender en 1/4 del volumen requerido de amortiguador Dounce* 

(13.4 ml/g). 

16. Homogenizar 10 veces en 40 ml de amortiguador usando un 

homogenizador y pistilo de vidrío. 

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

sobrenadante. 

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

sobrenadante. 

19. Centrifugar 12 minutos a 12000 rpm en 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). 

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

se encuentran las mitocondrias crudas). 

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

la micropipeta cortada).  

23. Cuantificar espectrofotométricamente de la siguiente manera: Llevar 10 

µl de mitocondrias crudas a 1000 µl con SDS al 0.6 %, agitar en vortex. 

Calcular la cantidad de proteína considerando que Abs= 0.21 

corresponde a 10mg/ml de proteína a 280 nm. 

24. Congelar en nitrógeno liquido y guardar a -70 °C en alícuotas de 25 µl. 

 

 

Lowry  (Modificado de Markwell, 1978)  

Curva de calibración 

 Se empleó una solución de albúmina de 1 mg/ml. 

 Se prepararon soluciones de albúmina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 

80, 90 y 100 µl de la solución de albúmina.  

 



1. Ajustar la muestra con agua a 1 ml. 

2. Adicionar 3 ml de solución C* y mezclar en vortex. Incubar 10 minutos a 

        temperatura ambiente. 

3. Adicionar 300 µl de solución D* y mezclar en vortex e incubar 30 

minutos a temperatura ambiente. 

4. Medir absorbancia a 540 nm. 

 

Inmunoréplicas tipo Western  

 

1. Preparar geles de poliacrilamida (30/0.8%) de separación* y  

apilamiento*.  

2. Preparar las muestras. 

• Poner el volumen requerido de la cepa correspondiente en un tubo 

eppendorf y aforar a 20 µL con solución de carga 1X*. 

• Calentar las muestras a 70 °C por 5 minutos. 

3. Cargar las muestras en el gel, junto con 3 µL de marcador de pesos 

moleculares. 

4. Correr el gel 30 minutos a 50 V y 120 minutos a 80 V. 

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

PVDF (Millipore) mediante un método semi-seco, de la siguiente 

manera: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema que explica el método de transferencia semi-seco. 

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 



6. Transferir 2 hr. a 1.5 mA/cm2.  

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

temperatura ambiente con solución de bloqueo*. 

8. Incubar la membrana con solución de réplica*, y el anticuerpo anti-HA* 

acoplado a peroxidasa de rábano, durante 1 hora a temperatura 

ambiente. 

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

lavado 2 veces más. 

10. Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteína Cox1p-3xHA 

siguiendo las indicaciones del kit ECL (Amersham). 

11. Tomar autoradiografía con la película BioMAx Light Film (Kodak) 

exponiendo durante 5 seg. 

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

con la solución de eliminación* de anticuerpo por 30 minutos a 50°C. 

13. Bloquear nuevamente con la solución de bloqueo durante 1 hora a 

temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. 

14. Incubar la membrana con la solución de bloqueo, la cual contiene el 

anticuerpo contra CS (citrato sintasa), durante 1 hora a temperatura 

ambiente. 

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

lavado 2 veces más. 

16. Incubar la membrana con la solución de réplica la cual contiene el 

anticuerpo secundarío anti-Conejo (Sigma) acoplado a peroxidasa de 

rábano, durante 1 hora a temperatura ambiente. 

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

lavado 2 veces más. 

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

(Amersham). 

19. Tomar autoradiografía con la película BioMAx Light Film (Kodak), 

exponiendo durante 90 segundos. 



20. Repetir con los anticuerpos necesaríos. 

 

Anticuerpo Concentración Anticuerpo 
secundarío 

αCS 1:1000 αConejo 

αConejo-Peroxidasa 1:3000 - 

αCox2p  1:500 αRatónP 

αCox3p 1:500 αRatónP 

αRatón-Peroxidasa 1:3000 - 

αCox1p 1:200 αRatónP 

αHA-Peroxidasa 1:500 - 

 
Tabla 2. Anticuerpos empleados en el Western. Se especifica la dilución 
empleada y el anticuerpo secundarío. 
 
 
 
 
Oximetría (Estabrook, 1997)  
 

El consumo de oxígeno se midió con un electrodo tipo Clark inmerso en 

una cámara con agitación y temperatura regulada. El electrodo se conectó a 

un oxímetro YSI-5300. 

Los valores del control respiratorío (C.R.) se obtuvieron calculando el 

cociente de la velocidad de consumo de oxígeno en estado III sobre el estado 

IV. 

 

Para cuantificar la actividad de toda la cadena respiratoria. 

1. Preparar una solución con magnesio*, etanol*, fosfato* y potasio*.  

2. Aforar a 1.5 ml con amortiguador SH*.  

3. Agregar 0.25 mg/ml de proteína de la cepa correspondiente. 

4. Medir por 4 minutos.  



5. Agregar ADP* para medir el acoplamiento. 

 

Para cuantificar la actividad de la COX. 

1. Prepara una solución con magnesio*, fosfato*, calcio*, TMPD*, 

ascorbato*, antimicina*  

2. Aforar a 1.5 ml con amortiguador SH*. 

3. Agregar 0.25 mg/ml de la cepa correspondiente. 

4. Medir por 4 minutos. 

5. Agregar cianuro de potasio*. 

 

 

Espectro UV-visible 

 

1. Tomar los microlitros necesaríos de mitocondrias para tener una 

concentración de 5 mg/ml de proteína. 

2. Centrifugar a 4 ºC, 10 minutos 14 k rpm para obtener mitocondrias en 

el botón. 

3. Resuspender con punta cortada en 1 ml de amortiguador de 

solubilización*. 

4. Incubar en hielo 10 minutos. 

5. Centrifugar a 4 ºC, 10 minutos 14 k rpm  y tomar sobrenadante. 

6. Hacer por duplicado las muestras. 

 

Para realizar el espectro uv visible de las mitocondrias se utilizó el 

espectrofotómetro de doble haz (modo dual ammninco DW 2000): 

 

1. Agitar en vortex las muestras. 

2. Colocar un ml en cada una de las celdas 

3. Leer de 400-650 nm 



4. Agregar ditionita (punta de espátula) a la celda que se encuentra en la 

ranura S del espectro. Invertir dos veces. 

5. Leer de 400-650 nm 

 
 

Síntesis in organelo (Modificado de Herrmann y col., 1994; 
McKee y Poyton, 1984) 

 
 
1. Preparar 1 ml de amortiguador 1.5X IOTL* a 4 ºC. 

2. Preparar mitocondrias (10 mg/ml) en amortiguador SH. 

3. Agregar 22 µl de amortiguador 1.5X  IOTL a 10 µl de mitocondrias (10 

mg/ml). Resuspender suavemente. Incubar 5 minutos a 30 ºC. 

4. Agregar 2 µl de 35S-Met (5 µCi/ µl). Incubar 30 minutos a 30 ºC. 

5. Agregar 1 ml de amortiguador SH a 4 ºC. 

6. Centrifugar 10 minutos a 14 K rpm, 4 ºC. Eliminar todo el sobrenadante. 

7. Resuspender el botón en 64 µl de amortiguador de carga 1X* 

8. Agitar en vortex 1 minuto a temperatura ambiente. 

9. Cargar 16 µl de cada muestra en un gel de poliacrilamida (30 %/ 0.15 

%)*. Guardar el resto a -70 ºC. Cargar 4 µl de marcador de pesos 

moleculares. 

10. Correr a 25-27 mA constantes por 3.5 hrs. 

11. Transferir el gel a membrana de nitrocelulosa (Protran BioScience) 2 

hrs. a 1.5 mA/cm2. Utilizar amortiguador de corrida* 1x con metanol al 

20%. 

 

 

 

 

 

 

 



Las proteínas separadas por SDS-PAGE se transfieren mediante un método 

semi-seco, de la siguiente manera:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. Secar la membrana perfectamente bien. 

13. Exponer 6-12 hrs. en pantalla de fósforo. 

14. Revelar la señal en el Typhoon 8600 (Molecular Dynamics) 

 
 

 

Inmunoprecipitación  
 

3 filtros prehumedecidos en amortiguador 
de corrida 1x con metanol al 20 % 

3 filtros prehumedecidos en amortiguador de 
corrida 1x con metanol al 20 % 

Membrana de nitrocelulosa  prehumedecida 
en amortiguador de transferencia 1x con 
metanol al 20% 

Gel prehumedecido en amortiguador de 
transferencia 1x con metanol al 20 % 



 
Preparación de perlas de proteína A sefarosa sólidas (Amersham).  

Todo a 4 ºC y con la punta de la pipeta cortada. 

 

1. Pesar 0.1 g de perlas y agregarles 1.5 ml de agua estéril a 4 

ºC. 

2. Agitar en incubadora giratoria 5 minutos a 4 ºC. 

3. Centrifugar a 2.2 K rpm, 1 minuto a 4 ºC. 

4. Eliminar sobrenadante. 

5. Repetir lavado 3 veces más. 

6. Agregar 500 µl de etanol al 20%, 4 ºC. 

7. Guardar a 4 ºC. 

 

 

Solubilización de mitocondrias. 

 

1. Tomar 25 µg de mitocondrias de cada cepa y agregar 20 µl de 

amortiguador de carga 1X* de geles. Apartar. Esta será la 

fracción total. 

2. Tomar 250 µg de mitocondrias de cada cepa. 

3. Centrifugar 1 minuto, 14 K rpm 4 ºC. 

4. Resuspender suavemente con punta cortada en 1 ml de 

amortiguador de lisis* 

5. Incubar 15 minutos, 4 ºC. Mezclar por inversión a los 7.5 

minutos. 

6. Centrifugar 10 minutos 14K rpm, 4 ºC. 

7. Tomar el sobrenadante en un tubo Eppendorf frío  y agregar 20 

µl de PAS sin acoplar. 

8. Incubar 5 minutos, 4 ºC, en incubadora giratoria. 

9. Centrifugar 4K rpm 1 minuto, 4 ºC. 



10. Tomar el sobrenadante en un tubo Eppendorf frío y agregar 30 

µl de PAS acopladas a antiHA de rata. (Ver protocolo de 

acoplamiento de antiHA a perlas mas adelante) 

11. Mezclar por inversión y mezclar en incubadora giratoria por 2 

hrs. 4 ºC. 

12. Lavar con 500 µl de amortiguador de lisis, para ello invertir 5 

veces, y centrifugar 2.2 K rpm, 30 segundos, 4ºC. Repetir una 

vez más. 

13. Lavar con un 1 ml de Tris 20 mM pH 7.4, para ello invertir 5 

veces, y centrifugar 2.2 K rpm, 30 segundos, 4ºC. Repetir una 

vez más pero centrifugar 4 K rpm, 1 minuto. 

14. Eliminar todo el sobrenadante.  

15. Agregar 20 µl de solución de carga Lammeli. 

16. Vortex a temperatura ambiente 10 minutos.  

17. Centrifugar 14 K rpm, 1 minuto. 

18. Tomar sobrenadante con microjeringa y cargar en gel SDS-

PAGE (30 %/ 0.15 %)*. Cargar 4 µl de marcador de pesos 

moleculares. 

19. Correr a 25-27 mA constantes en amortiguador de 

electrofororesis 1x. 

20. Teñir el gel con azul de Coomasie. 

 

Acoplamiento de antiHA de rata a perlas de proteína A sefarosa 

(PAS). 

Todo a 4 ºC y con la punta de la pipeta cortada. 

 

21. Tomar 50 µl de perlas preparadas por cada muestra.  

22. Lavar con 1 ml de Tris 20 mM pH 7.4, 4 ºC. Para ello: 

• Invertir 5 veces. 

• Centrifugar a 2.2 K rpm, 30 segundos a 4 ºC. 

• Eliminar sobrenadante 

23. Repetir lavado 2 veces más. 



24. Llevar al volumen inicial de perlas con Tris 20 mM pH: 7.4, 4 

ºC. Apartar 20 µL por cada muestra. 

25. Al resto agregar 0.25 µl de antiHA rata (ROCHE, monoclonal 

clona 3F10) por cada µl de perlas. Mezclar por inversión. 

26. Mezclar en incubadora giratoria 1-2 hrs. 4 ºC. 

 

Tinción con azul de Coomassie 

 

1. Eliminar el gel sobrante. Incubar 30 minutos a temperatura 

ambiente en solución fijadora* en recipiente de plástico. En 

agitación. 

2. Incubar el gel toda la noche a temperatura ambiente en 

solución teñidora*. En agitación. 

3. Incubar el gel toda la noche a temperatura ambiente en 

solución desteñidora*. En agitación. 

 



Resultados  
 
 

El crecimiento de la cepa  XPM211 no se afecta por la presencia del 
epítope 3xHA fusionado al extremo carboxilo terminal de Cox1p. 
 

Para verificar que la presencia del 3xHA en Cox1p no afecta la actividad 

de la COX se realizaron diluciones seriadas de las cepas XPM201 y XPM211 en 

medio YPAEG y YPAD a distintas temperaturas (25 ºC, 30 ºC Y 37 ºC) y se 

dejaron crecer por cuatro días. YPAEG es un medio no fermentable 

etanol/glicerol, por lo que sólo aquellas cepas capaces de respirar crecen 

(Figura 1). 

No se presentan diferencias de crecimiento en medio YPAD o YPAEG, 

entre la cepa que presenta el triple epítope de hemaglutinina en el extremo 

carboxilo de Cox1p (XPM211) y la que no lo presenta (XPM201). Esto se 

observa a tres temperaturas distintas. 

 

 
 
 
Fig. 1. Diluciones seriadas de las cepas XPM201 y XPM211 en medio YPAD y 
YPAEG crecidas a distintas temperaturas por cuatro días.
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La acumulación del hemo a entre la cepa silvestre y la cepa con el 
3xHA en Cox1p es similar. 

 

El hemo a es uno de los grupos prostéticos de la citocromo c oxidasa, y 

se encuentra en Cox1p. Para comprobar que el triple epítope de hemaglutinina 

en Cox1p no afecta la inserción del hemo a en Cox1p, se elaboró un espectro 

uv-visible desde 400 nm a 650 nm,  en las cepas XPM201 y XPM211. Las 

mitocondrias se solubilizaron con Tritón-X100, y se redujeron con ditionita. La 

concentración de hemo a se obtuvo con el ∆є630-605= 16.5 (Griffiths y Wharton. 

1961). 

Se encontró que la concentración de hemo a no se ve modificada en la 

cepa con el 3xHA en Cox1p (0.116 nmoles/mg) con respecto a XPM201 (0.119 

nmoles/mg). 

Las bandas correspondientes al pico γ (430  nm) del citocromo b, al pico  

α (560 nm) del citocromo b y al pico α del citocromo c1 (550 nm) son 

identificables en ambas cepas (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
Fig. 2.  Patrón espectral de las cepas XPM211 y XPM201.  El espectro se 
realizó con 5 mg/ml de mitocondrias. Las mitocondrias se redujeron con 
ditionita. En la parte superior de figura se muestra un zoom de los 500 nm a 
los 650 nm. 
 

 

La función de la citocromo c oxidasa no se altera por la presencia del 
3xHA en Cox1p. 
 

Se comprobó que la capacidad respiratoria de la cepa XPM211 no se ve 

afectada por la presencia del triple epítope de hemaglutinina en Cox1p, se 

midió la velocidad de consumo de oxígeno en toda la cadena respiratoria y 

únicamente en la COX. Para medir la actividad de toda la cadena respiratoria 

se utilizó etanol como sustrato. Para medir la actividad de la COX, se bloqueó 

al complejo III con antimicina; como donador de electrones se utilizó 
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TMPD/Ascorbato y cianuro de potasio como inhibidor de la COX. También se 

obtuvieron los valores de control respiratorío midiendo el acoplamiento con  

ADP.  

Se encontró que la velocidad de consumo de oxígeno en toda la cadena 

respiratoria, con etanol como sustrato es similar entre la cepa wt silvestre y la 

cepa con el 3xHA en Cox1p (Figura 3A). Se observó que ambas están 

acopladas. El valor del control respiratorío (C.R.) en XPM201 fue de 1.69, y en 

XPM211 de 1.63 (Figura 3B). 
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Figura 3.  A) Oximetrías: Velocidad de consumo de oxígeno para toda la 
cadena respiratoria y para la citocromo c oxidasa en XPM201 y XPM211. B) 
Acoplamiento: Cambio en la velocidad de consumo de oxígeno debido a la 
adición de ADP.  
 
 
 
Cox1p-3XHA es detectable con eficiencia mediante el anticuerpo 
antiHA. 
 

Se realizó un Western blot para detectar la presencia de Cox1p en 

XPM211 (COX1-3xHA). 

Para ello se utilizó un anticuerpo antiHA acoplado a peroxidasa de 

rábano (Roche Biochemicals). Como control de carga se empleó un anticuerpo 

anticitrato sintasa, ya que la citrato sintasa es una proteína soluble de la 

matriz mitocondrial. El control negativo es XPM201 (COX1) y por tanto no se 

detecta la señal de Cox1p. Dado que XPM211 presenta el triple epítope de 

hemaglutinina en el extremo carboxilo de Cox1p fue posible detectarla 

claramente con un peso molecular de 59 kDa, lo cual corresponde al peso 

molecular esperado (58.8 kDa)(Figura 4). 
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Figura 4.  Gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) y Western blot. 
Se cargaron mitocondrias crudas de XPM201 y XPM211. Se cargaron 15 y 30 
µg de proteína mitocondrial.  Control de carga CS: Citrato sintasa. 
 

 

 

 

Hasta este punto del trabajo, podemos concluir que la presencia del triple 

epítope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de Cox1p, no afecta la 

actividad de la citocromo c oxidasa. Y que el triple epítope de hemaglutinina 

en Cox1p, funciona, ya que es posible detectar de manera eficente a Cox1p. 
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Generación de mutantes nulas de shy1 y cox14. 

 
 

 
 
 
Figura 5. Esquema que muestra el mecanismo de recombinación homóloga 
mediante el cual se generaron las mutantes nulas de shy1∆::URA3 [ρ+, 
COX1-3XHA]  y cox14∆::URA3 [ρ+, COX1-3XHA]. 1) Amplificación por PCR 
del casete de interés con los extremos 5´UTR y 3´UTR del gen a mutar. 2) 
Transformación de la cepa de interés con el casete. El casete se insertará en 
el genoma de la cepa silvestre por recombinación homóloga. 3) Crecimiento 
en un medio –URA para seleccionar colonias transformadas. 
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Generación del casete shy1∆::URA3 y detección de mutantes nulas. 
 
 

Para obtener el casete shy1∆::URA3, se extrajo DNA total de la cepa 

XPM60, la cual contiene al casete shy1∆::URA3. Se realizó un PCR  con los 

oligonucleótidos SHY1F1*(236 nt río arriba del codón de inicio de SHY1) Y 

SHY1R1*(325 nt río abajo del codón de término de SHY1). Estos 

oligonucleótidos amplifican 236 nt río arriba y 325 nt río abajo, 

respectivamente sobre la secuencia no traducida del gen de SHY1. El tamaño 

del casete obtenido es de 1.6 Kb (Figura 6A) 

Se transformaron las cepas XPM201 y XPM211 con este DNA (Figura 

6B). Para comprobar que las cepas transformantes contuvieran el casete 

shy1∆::URA3 en la posición correcta dentro del genoma nuclear se realizó un 

PCR con DNA de distintas colonias transformantes, los oligonucleótido 

empleados fueron URA3F1*(300 nt río arriba del codón de inicio de URA3)  y 

SHY1R1*. Aquellas cepas que no contengan al casete shy1∆::URA3 no podrán 

ser detectadas en el gel de agarosa ya que el oligonucleótido URA3F1 

amplifica sobre el gen URA3. Las cepas que contienen el casete shy1∆::URA3 

presentan un tamaño de 1.5 kb (Figura 6C). 

 

 

 

 

                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa. A) Esquema que muestra donde 
amplifican los oligonucleótidos empleados para la obtención del casete y 
para la detección de las cepas transformantes. B) Producto de PCR con DNA 
total de XPM60 empleando a los oligonucleótidos SHY1F1 y SHY1R1 C) 
Producto de PCR con DNA total de las cepas transformadas con el casete 
shy1-delta::URA3. Como control negativo se utilizó DNA total de la cepa 
XPM211 (carril 3). 
 
 
 
Las mutantes nulas de shy1 respiran parcialmente. 
 
 

Para identificar el fenotipo de las cepas transformantes de ∆shy1 se 

realizaron diluciones seriadas a distintas temperaturas en medio YPAD y 

medio no fermentable etanol-glicerol. Las cepas mutantes de  ∆shy1 crecen 
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parcialmente en un medio no fermentable como el YPEG.  No se observan 

diferencias en el crecimiento entre las cepas que presentan el 3xHA en el 

extremo carboxilo de Cox1p (OZ1 y XPM211) y las que no lo presentan (OZ2 y 

XPM201) (Figura 7). Tampoco se observó sensibilidad a la temperatura.  

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Diluciones seriadas de las cepas OZ1: shy1-delta::URA3 [ρ+, COX1-
3XHA], OZ2:  shy1-delta::URA3 [ρ+, COX1 (delta I)], XPM201 [ρ+, COX1 
(delta I)],  y XPM211 [ρ+, COX1-3XHA],  a diferentes temperaturas en 
medio YPAD y YPAEG, crecidas por 4 dias. 
 
 
 
Generación del casete cox14∆::URA3 y detección de mutantes nulas. 
 

Para obtener el casete cox14∆::URA3, se extrajo DNA total de la cepa 

AFC115a, la cual es mutante nula de COX14. Se realizó un PCR  con los 

oligonucleótidos COX14F1* y COX14R1*. Estos oligonucleótidos amplifican 

380 nt río arriba y 300 nt río abajo, respectivamente sobre la secuencia no 

traducida del gen de COX14. De esta manera se genera un casete en donde el 

gen de URA3 se encuentra flanqueado por aproximadamente 350 nt de la 
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secuencia no traducida de COX14. El tamaño del casete obtenido es de 1.6 Kb 

(Figura 8A). 

Se transformaron las cepas XPM201 y XPM211 con este casete (Figura 

8B). Para comprobar que las cepas transformantes contuvieran el casete  

cox14-delta::URA3 en la posición correcta dentro del genoma nuclear se 

realizó un PCR con DNA de distintas colonias transformantes, los 

oligonucleótidos empleados fueron COX14F1* y COX14R1*. Las cepas que 

contienen el casete cox14∆::URA3 presentan un tamaño de 1.6 kb contrarío a 

una cepa silvestre que presenta un tamaño de 0.9 kb debido a que el gen de 

COX14 es más pequeño que el de URA3 (Figura 8C). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 8.  Electroforesis en gel de agarosa. A) Esquema que muestra donde 
amplifican los oligonucleótidos empleados para la obtención del casete y 
para la detección de las cepas transformantes. B) Producto de PCR con 
células totales de la cepa AFC115a. C) Producto de PCR con DNA total de las 
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cepas transformadas con el casete cox14-delta::URA3. Como control 
negativo se utilizó DNA total de la cepa XPM211 (carril 3) y como control 
positivo DNA total de la cepa AFC115a (carril 4).  
 
 
Las mutantes nulas de cox14 no respiran. 
 

Para identificar el fenotipo de las cepas ∆cox14 se realizaron diluciones 

seriadas a distintas temperaturas en medio YPAD y medio no fermentable de 

etanol-glicerol (Figura 9). Las cepas mutantes ∆cox14 son incapaces de 

respirar, ya que no crecen en un medio fermentable como el YPEAG.  No se 

observan diferencias en el crecimiento entre las cepas que presentan el 3xHA 

en el extremo carboxilo de Cox1p (OZ3 y XPM211) y las que no lo presentan 

(OZ4 y XPM201). Tampoco se observó sensibilidad a la temperatura (Figura 

9). 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Diluciones seriadas de las cepas cox14-delta::URA3 [ρ+, COX1-
3XHA], OZ2:  cox14-delta::URA3 [ρ+, COX1 (delta I)], XPM201 [ρ+, COX1 
(delta I)],  y XPM211 [ρ+, COX1-3XHA] en medio YPD y YPEG a distintas 
temperaturas,  crecidas por 4 días. 
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Las cepas transformantes en cox14∆::URA3 contienen DNA 
mitocondrial 

 

Para verificar que el fenotipo no respiratorio observado en las mutantes 

nulas ∆cox14 se debe a la mutación y no a que las cepas hayan perdido su 

DNA mitocondrial, se realizaron réplicas en terciopelo con distintos céspedes. 

Tanto las cepas transformantes como el control crecen en YPAD ya que 

es un medio rico que no genera ninguna presión de selección. Dado que las 

colonias transformantes  son mutantes nulas del gen cox14 no son capaces de 

crecer en YPAEG. Se realizó un apareamiento de las cepas mutantes con la 

cepa AFC115a (cox14∆::URA3) a través de una réplica en una caja de YPAD 

con un césped de AFC115a. Dado que las cepas transformantes también 

presentan el casete cox14∆::URA3 no hay complementación al aparearse y 

por tanto los diploides siguen siendo incapaces de crecer en YPAEG. Se realizó 

un césped con la cepa NB40-3c [ρ0] (una cepa ρ0 es aquella que no contiene 

DNA mitocondrial) y sobre éste se hizo una réplica de las cepas 

transformantes. Dado que las cepas transformantes presentan el casete 

cox14∆::URA3 y son  ρ+, y NB40-3c [ρ0]  presenta al gen COX14 entonces si 

hay complementación al aparearse y por tanto los diploides son capaces de 

crecer en YPAEG al igual que XPM211 (Figura 10). 

De esta manera se comprobó que la incapacidad respiratoria de las 

mutantes en ∆cox14 se debe a la mutación y no a la ausencia de DNA 

mitocondrial. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
Figura 10. Fenotipo de las cepas transformantes de  XPM201 y XPM211 con 
el casete cox14∆::URA3. 
 
 
 
La acumulación del hemo a disminuye en ambas cepas mutantes. 
 

Para identificar el patrón espectral de las cepas mutantes se realizó un 

espectro entre los 400-650 nm de la luz visible en el espectrofotómetro de 

doble haz en las cepas XPM211 (COX1-3xHA) wt, OZ1 (∆shy1) y OZ3 

(∆cox14). Las mitocondrias se solubilizaron con Tritón-X100, y se redujeron 

con ditionita. La concentración de hemo a se obtuvo con el ∆є630-605= 16.5  

mM-1 cm-1  (Griffiths y Wharton, 1961) (Figura 11). 
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y c se encuentran presentes a los 565 y 555 nm respectivamente. Se observa 

un aumento en la concentración del citocromo c en las mutantes con respecto 

al silvestre. Éste es un patrón espectral típico de mutantes con deficiencias en 

la COX (Mashkevich y col. 1997, Glerum y col. 1994). El hemo a  de la COX se 

detecta en la mutante ∆shy1 a los 605 nm, mientras que en la mutante 

∆cox14 no se puede observar el pico correspondiente. La concentración de 

YPEG

Cesped: COX14 [ρ0]

YPD

OZ3

XPM211

OZ4

OZ3

XPM211

OZ4

YPEG

Cesped: ∆cox14

YPEG

XPM211

OZ3

OZ3

XPM211

OZ4

OZ4

YPEG

Cesped: COX14 [ρ0]

YPD

OZ3

XPM211

OZ4

OZ3

XPM211

OZ4

OZ3

XPM211

OZ4

OZ3

XPM211

OZ4

YPEG

Cesped: ∆cox14

YPEG

XPM211

OZ3

OZ3

XPM211

OZ4

OZ4

YPEG

Cesped: ∆cox14

YPEG

XPM211

OZ3

OZ3

XPM211

OZ4

OZ4
    
  ´ 

    
    
´



hemo a en la mutante ∆shy1 es de 0.055 nmoles/mg de proteína, mientras 

que en XPM211 es de 0.116 nmoles/mg, lo cual indica una reducción de 

aproximadamente un 53 % en la acumulación de hemo a. 
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Fig. 11. Patrón espectral de mitocondrias de las cepas mutantes ∆shy1 y 
∆cox14, como control positivo se utilizó a la cepa wt: XPM211(COX1-3xHA). 
En la parte superior de figura se muestra un zoom de los 500 nm a los 650 
nm. 
 
 

 
 
 
 
 



La velocidad de consumo de oxígeno en las cepas mutantes se ve 
disminuida. 
 

Para detectar qué efectos tienen los genes SHY1 y COX14 sobre la 

capacidad respiratoria de la levadura se analizó la velocidad de consumo de 

oxígeno en las cepas mutantes OZ1(∆shy1) y OZ3(∆cox14).  

Se midió la velocidad de consumo de oxígeno de toda la cadena 

respiratoria y de la COX. Para medir la actividad de toda la cadena respiratoria 

se utilizó etanol como sustrato. Para medir la actividad de la COX, se bloqueó 

al complejo III con antimicina, como donador de electrones se utilizó 

TMPD/Ascorbato y como inhibidor de la COX, cianuro de potasio. También se 

midió el acoplamiento en ambas cepas mutantes, esto nos permite saber si la 

cadena respiratoria se encuentra acoplada a la síntesis de ATP.  

Se encontró que la velocidad de consumo de oxígeno en toda la cadena 

y en la COX disminuye aproximadamente a la mitad en la mutante nula 

∆shy1, mientras que la mutante nula ∆cox14, es totalmente incapaz de 

respirar. Ninguna de las dos cepas mutantes se encuentra acoplada a la 

síntesis de ATP, ya que una vez que se agregó ADP, la pendiente de velocidad 

de consumo de oxígeno no cambió.  

Al agregar cianuro de potasio durante la medición de la actividad de la 

COX se observó que el consumo de oxígeno se hacía nulo, lo cual nos indica 

que la actividad de la citocromo c oxidasa es inhibida por el cianuro de potasio 

(Figura 12). 

 



                                                                                                           
Figura 12. Oximetrías: Velocidad de consumo de oxígeno para toda la 
cadena respiratoria y para la citocromo c oxidasa en OZ1 (∆shy1) y OZ3 
(∆cox14), como control se utilizó a la cepa wt: XPM211 (COX1-3xHA). 
Ambas cepas mutantes presentan COX1-3xHA en el genoma 
mitocondrial. 
 
 
 
 
La acumulación de Cox1p, Cox2p y Cox3p varía entre las mutantes 
∆shy1 y ∆cox14. 
 

Se realizó un Western blot para detectar la presencia de Cox1p, Cox2p y 

Cox3p en ambas mutantes nulas.  

Para detectar a Cox1p se utilizó un anticuerpo antiHA acoplado a 

peroxidasa de rábano (Roche), para detectar a Cox2p y Cox3p se emplearon 

antiCox2p (Donado por el Dr. Thomas D. Fox) y antiCox3p (Molecular Probes), 

respectivamente. Como control de carga se empleó un anticuerpo anticitrato 

sintasa (Donado por el Dr. Thomas D. Fox), ya que la citrato sintasa es una 

proteína soluble de la matriz mitocondrial. Como control negativo se empleó 

XPM201 (COX1) y como control positivo a XPM211 (Cox1p-3xHA). Se reveló 

con el kit ECL (Amersham) (Figura 13A). 

0

100

200

300

400

500

600

COX1-
3xHA

∆shy1 ∆cox14
0

50

100

150

200

250

300

350

COX1-
3xHA

∆shy1 ∆cox14

48%

2%

53%

0.15%

Cadena respiratoria

Cepas Cepas

Citocromo c oxidasa

Ve
lo

ci
da

d 
de

 c
on

su
m

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)

V
el

oc
id

ad
 d

e 
co

ns
um

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)

0

100

200

300

400

500

600

COX1-
3xHA

∆shy1 ∆cox14
0

50

100

150

200

250

300

350

COX1-
3xHA

∆shy1 ∆cox14

48%

2%

53%

0.15%

Cadena respiratoria

Cepas Cepas

Citocromo c oxidasa

Ve
lo

ci
da

d 
de

 c
on

su
m

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)

V
el

oc
id

ad
 d

e 
co

ns
um

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)

48%

2%

53%

0.15%

Cadena respiratoria

Cepas Cepas

Citocromo c oxidasa

Ve
lo

ci
da

d 
de

 c
on

su
m

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)

V
el

oc
id

ad
 d

e 
co

ns
um

o 
de

 O
2

(n
at

g
O

2/m
in

m
g

pr
ot

)



Para cuantificar la concentración de las subunidades mitocondriales se 

empleó el programa AlphaDigiDoc RT2, la concentración de cada subunidad se 

normalizó con respecto a la citrato sintasa, y luego se comparó con respecto a 

XPM211 (Figura 13B). 

Se encontró que en la mutante nula ∆shy1, Cox1p y Cox2p disminuyen 

en un 23% y 32% respectivamente, mientras que Cox3p aumentó en un 3%. 

En la mutante nula ∆cox14, Cox1p disminuye en un 49%, y Cox2p en un 

100%. Cox3p se incrementó en un 66%. 

Con este experimento podemos concluir que ambas mutaciones 

provocan un fenotipo similar en la acumulación de las tres principales 

subunidades de la COX, pero que la mutante en ∆cox14 genera un fenotipo 

más radical. Este fenotipo puede deberse a que la síntesis de las subunidades 

que forman el centro catalítico de la COX se ve afectada, o a que las 

subunidades sí se sintetizan pero son inestables y se degradan. 
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Fig. 13. A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), se cargaron 5 
y 10 µL de mitocondrias de XPM201: [ρ+, COX1 (delta I)], XPM211: [ρ+, 
COX1-3XHA], OZ1: shy1-delta::URA3 [ρ+, COX1-3XHA]  y OZ3: ∆cox14-
delta::URA3 [ρ+, COX1-3XHA]  respectivamente. B) Gráfica que muestra la 
cuantificación de la acumulación estacionaria de Cox1p, Cox2p y Cox3p en 
∆shy1 y ∆cox14 con respecto a XPM211. 
 
 
 
La síntesis de proteínas codificadas por el DNA mitocondrial se afecta 
en las mutantes nulas ∆shy1 y ∆cox14. 
 

Para identificar qué genes mitocondriales se sintetizan en las cepas 

mutantes en ∆shy1 y ∆cox14, se realizó un ensayo de síntesis in organelo. 

Para ello se incubaron mitocondrias de XPM211, XPM201, OZ1, OZ2, OZ3 y 

OZ4 con 35S-Metionina por 30 minutos. Durante este tiempo se llevó a cabo la 

síntesis de proteínas en los ribosomas mitocondriales. Posteriormente se 

cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE, se transfirió a membrana de 

nitrocelulosa y la señal se reveló por autoradiografía (Figura 14).  

0

40

80

120

160

200

240

Cox1p Cox2p Cox3p

Subunidades mitocondriales

Po
rc

en
ta

je
COX1-3xHA
∆shy1
∆cox14

B 



Para cuantificar la cantidad de proteína sintetizada tanto en las cepas 

control (XPM211 y XPM201) como en las cepas mutantes (OZ1 y OZ3), se 

normalizó con un Western blot realizado sobre la misma membrana con la 

citrato sintasa (como control de carga) (Figura 15A y B).  

Encontramos que tanto en las cepas con el triple epítope de 

hemaglutinina en Cox1p como en las que no lo presentan, las ocho proteínas 

codificadas por el genoma mitocondrial son sintetizadas. Sin embargo se 

observa un patrón de síntesis diferente entre las cepas 3xHA y las cepas sin el 

epítope.  

En las cepas con el 3xHA, Cox1p se sintetiza 32% más en la mutante 

∆shy1 que el control mientras que en la mutante ∆cox14 se sintetiza 12% 

menos. Cox2p se sintetiza 7% menos en ∆shy1, y 39% menos en ∆cox14. La 

síntesis de Cox3p aumenta en un 6% en la mutante de shy1, pero disminuye 

en un 60% en ∆cox14. 

Por otro lado en las cepas sin el 3xHA, la síntesis de las tres principales 

subunidades aumenta en ambas mutantes. Cox1p aumenta en  ∆shy1, en un 

46%, en ∆cox14 en un 26%. Cox2p aumenta en un 44% en ∆shy1, y en un 

33% en ∆cox14. La síntesis de Cox3p aumenta en un 78% en la mutante de 

∆shy1 y en un 46% en ∆cox14. 

A partir de los datos obtenidos en este experimento podemos concluir 

que la eliminación de SHY1 y COX14 tienen un efecto post-traduccional, ya 

que Cox1p, Cox2p y Cox3p sí se sintetizan pero sus concentraciones 

estacionarias están alteradas, sugiriendo que las proteínas se sintetizan pero 

no se ensamblan y por ello son inestables. Este efecto es particularmente 

claro en Cox1p y Cox2p, en donde la concentración en estado estacionario 

disminuye en las mutantes. 

Por otro lado podemos observar que la presencia del 3xHA en el extremo 

carboxilo de Cox1p, afecta ligeramente la síntesis de las subunidades 

mitocondriales de la citrocromo c oxidasa.  

 



 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Síntesis in Organelo A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante 
(SDS-PAGE), se cargaron mitocondrias de XPM211: [ρ+, COX1-3XHA], OZ1: 
shy1-delta::URA3 [ρ+, COX1-3XHA],  OZ3: cox14-delta::URA3 [ρ+, COX1-
3XHA], XPM201: [ρ+, COX1 (delta I)], OZ2: shy1-delta::URA3 [ρ+, COX1 
(delta I)]  y  OZ4: cox14-delta::URA3 [ρ+, COX1 (delta I)] respectivamente. 
En las cepas en las que Cox1p presenta el triple epítope de hemaglutinina, 
Cox1p migra más lento (Primeros 3 carriles). Como control de carga se 
realizó un Western blot con un anticuerpo anti citrato sintasa (Última fila). 
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Figura 15. Gráfica que muestra la acumulación de proteínas mitocondriales 
recién sintetizadas en cepas mutantes de ∆shy1 y ∆cox14 con y sin 3xHA. A) 
Acumulación de proteínas mitocondriales en las cepas con el 3xHA. Como 
control se utilizó a la cepa XPM211 B) Acumulación de proteínas 
mitocondriales en las cepas sin el 3xHA. Como control se utilizó a la cepa 
XPM201. La cuantificación se realizó empleando el programa AlphaDigiDoc 
RT2. 
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Inmunoprecipitación 
 
 
 

Una contribución importante de este trabajo es que  a largo plazo se 

puedan hacer inmunoprecipitaciones de Cox1p en diferentes mutantes del 

ensamblaje. La inmunoprecipitación tiene como objetivo detectar qué 

subunidades de la COX y qué otros factores nucleares se encuentran 

presentes en mutantes de ensamblaje de la COX. Debido a que Cox1p se 

encuentra formando parte del primer intermediarío de ensamblaje, esta 

estrategia nos permitirá identificar a las proteínas presentes en los primeros 

intermediaríos del ensamblaje. Se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones con 

la cepa ∆cox14. Para ello se emplearon perlas de proteína A sefarosa (PAS) 

acopladas a un anticuerpo antiHA (ROCHE). Estas perlas se incubaron con 

mitocondrias solubilizadas de la cepas XPM201, XPM211 (COX1-3xHA), OZ3 (∆ 

cox14, COX1-3xHA) y OZ4 (∆cox14). Las perlas se lavaron y las proteínas 

unidas a éstas  se cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE, y el gel se 

tiñó con azul de Coomasie (Figura 16). 

Mediante este experimento pudimos detectar varias bandas en la cepa 

XPM211 (cox1-3xHA) que suponemos corresponden a las subunidades de la 

COX. Sin embargo en la mutante nula de ∆cox14 sólo pudo ser detectada una 

banda específica. Para identificar qué bandas son inespecíficas se utilizó 

XPM201 ó OZ4 (Cox1p silvestre) como control negativo. El paso siguiente es 

mejorar las condiciones de la inmunoprecipitación, e identificar a las bandas 

detectadas. 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Inmunoprecipitación de la proteína Cox1p en 
mitocondrias silvestres o ∆cox14. Carriles 1-4:   Proteínas totales. 
wt: XPM201 (Cox1p), wt: XPM211 (Cox1p-3xHA), OZ4 (∆cox14) y 
OZ3 (∆cox14, [Cox1p-3xHA]). Carriles 6-9: Proteínas mitocondriales 
acopladas a perlas con antiHA. wt: XPM201 (Cox1p), wt: XPM211 
(Cox1p-3xHA), OZ4 (∆cox14) y OZ3 (∆cox14, [Cox1p-3xHA]). Con 
flechas largas se indican las bandas específicas. 
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Discusión  
 
 

La citocromo c oxidasa es una enzima formada por 12 

subunidades en S. cerevisiae. Tres de estas subunidades (Cox1p, 

Cox2p y Cox3p) forman el centro catalítico de la enzima, aquí se 

encuentran distintos grupos prostéticos como el centro binuclear CuA, 

el CuB, el hemo a, el hemo a3, así como magnesio y sodio. Cox1p, 

Cox2p y Cox3p, son codificadas por el genoma mitocondrial, 

sintetizadas en la mitocondria e insertadas en la membrana interna 

mitocondrial. El resto de las subunidades son importadas del núcleo e 

insertadas en la membrana interna mitocondrial, para que finalmente 

pueda ensamblarse el complejo IV. De manera que el tener una 

enzima funcional requiere de la coordinación del genoma nuclear con 

el mitocondrial, así como la inserción de distintos grupos prostéticos. 

Estas características hacen de la biogénesis de la citocromo c 

oxidasa, un proceso bastante complejo. 

 

Actualmente se han identificado alrededor de 20 factores 

nucleares que intervienen en el ensamblaje y estabilidad de la COX, 

sin embargo poco se entiende del mecanismo de acción de éstos. 

 

El estudio de la biogénesis de la COX es muy importante, ya 

que muchas enfermedades mitocondriales en humano se asocian a 

defectos en la COX.  

 

Nosotros trabajamos con S. cerevisiae para poder comprender 

cómo se llevan a cabo algunos de los procesos relacionados con el 

ensamblaje y estabilidad de la COX, ya que es un modelo que nos 

permite hacer muchas más manipulaciones genéticas que en células 

de humano. 

 



Shy1p y Cox14p, son dos factores nucleares que se ha visto 

intervienen en los primeros intermediaríos del ensamblaje de la COX, 

posiblemente interaccionando directamente con Cox1p. 

El entender el mecanismo mediante el cual Shy1p y Cox14p 

participan en el correcto funcionamiento de la COX, ya sea regulando 

la síntesis de las subunidades que integran a COX o en el proceso de 

ensamblaje de las subunidades, permitirá manipular enfermedades 

mitocondriales asociadas a deficiencias en la COX como el síndrome 

de Leigh. 

 

Cox1p es una subunidad mitocondrial de la citocromo c oxidasa, 

que juega un papel esencial tanto en la biogénesis como en la 

actividad de la COX.  

Es una proteína integral de la membrana interna mitocondrial 

altamente hidrofóbica; aunado a esto se encuentra muy conservada 

taxonómicamente; por ello es una proteína de difícil detección en 

mutantes que afectan la respiración. El utilizar una cepa con el triple 

epítope de hemaglutinina unido al extremo carboxilo de Cox1p es de 

vital importancia para los alcances de este proyecto, ya que el interés 

principal de este trabajo es inmunoprecipitar contra el epítope de 

hemaglutinina en mutantes que afectan a la COX. De esta manera 

esperamos contribuir a la compresión de los mecanismos que 

intervienen en la biogénesis y  actividad de la citocromo c oxidasa. 

 

En la primera parte del trabajo se caracterizó a la cepa wt: 

XPM211 [COX1-3xHA]. Encontramos que la presencia del triple 

epítope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de COX1 no afecta 

la actividad de la COX, y que el 3xHA, nos permite detectar a Cox1p. 

 

La caracterización de las mutantes nulas de ∆shy1 [COX1-

3xHA] y ∆cox14 [COX1-3xHA] nos permitió detectar cualitativamente 

un fenotipo típico de mutantes que afectan la respiración. Ya que la 



respiración disminuye parcialmente en la mutante de ∆shy1 (50% de 

la actividad de la COX medida por oximetría) y se abate por completo 

en la mutante de ∆cox14. Esto último nos dice que la función de 

Cox14p tiene efectos más drásticos sobre la respiración. 

Posiblemente Shy1p podría colaborar con algún otro factor no 

identificado que puede compensar un poco la función de Shy1p 

cuando esta proteína no se encuentra. 

 

El patrón espectral de ambas mutante nulas muestra que el 

pico correspondiente al hemo a, se ve disminuido en ambas 

mutantes, esto podría deberse a que  de alguna forma se está 

afectando o la inserción del hemo a a la subunidad I, o la estabilidad 

de Cox1p. Los picos correspondientes a los citocromo c y b sí son 

detectables, e incluso se detectan mucho más pronunciados con 

respecto a la cepa silvestre; esto podría deberse a un mecanismo 

compensatorio debido a la disminución en el hemo a, lo cual se ve 

sustentado con trabajos anteriores en donde se ha detectado en 

mutantes de shy1 un aumento en la actividad de la NADH-citocromo 

c reductasa y de la succinato c reductasa (Mashkevich y col. 1997). 

 

En ambas mutantes nulas se sintetizan todas las proteínas 

codificadas en el genoma mitocondrial, sin embargo se observan 

diferencias en el patrón de la concentración de las subunidades I, II y 

III entre las cepas mutantes con y sin COX1-3xHA. En ∆shy1 y 

∆cox14, la concentración de Cox1p, Cox2p y Cox3p aumenta con 

respecto al control XPM201. Por otro lado en la cepa mutante ∆shy1 

[COX1-3xHA], las concentraciones de Cox1p, Cox2p y Cox3p se 

mantienen mas parecidas al control, mientras que en ∆cox14, la 

concentración de las tres subunidades disminuye. Esto podría deberse 

a diferencias en las preparaciones mitocondriales, ya que se 

elaboraron en diferentes días. Alternativamente  la presencia del 



triple epítope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de Cox1p, 

podría estar afectando ligeramente la síntesis de las proteínas 

mitocondriales.  

 

Por otro lado, las concentraciones estacionarias de Cox1p y 

Cox2p disminuyen, mientras que la concentración de Cox3p aumenta. 

Este patrón se observa tanto en la cepa ∆shy1 [COX1-3xHA] como en  

∆cox14 [COX1-3xHA]; aunque en la cepa ∆cox14 es mucho más 

dramático, lo cual tiene una relación directa con el  fenotipo 

respiratorio observado tanto en la mutante de ∆shy1 como en la de 

∆cox14. 

 

Dado que las subunidades I y II son sintetizadas pero sus 

concentraciones estacionarias disminuyen en ambas mutantes, 

podemos concluir que la función tanto de Shy1p como de Cox14p es 

a nivel post-traduccional. Las proteínas Cox1p y Cox2p se sintetizan 

normalmente pero se degradan al no poder ser ensambladas en la 

citocromo c oxidasa. 

 

SHY1 es el gen homólogo de levadura de SURF1. SURF1 es un 

gen que se encuentra mutado en pacientes con el síndrome de Leigh, 

y en estos pacientes se observan niveles bajos de la citocromo c 

oxidasa (DiMauro y De vivo, 1996; Rahman y col. 1996; Tiranti y col. 

1998; Zhu y col. 1998). Mutaciones en SHY1 o en su homólogo en el 

humano, producen un fenotipo bioquímico similar (Barrientos y col. 

2002). 

 

Se ha propuesto que la deficiencia respiratoria en mutantes de 

shy1 y surf1, se debe a que la citocromo c oxidasa no se ensambla 

bien (Tiranti y col. 1998; Zhu y col. 1998). Nuestros datos confirman 

una función a nivel post-traduccional,  y creemos que la interacción 

podría ser a nivel de Cox1p. Ya que en mutantes nulas de ∆shy1, 



Mss51p, un activador traduccional de Cox1p, es capaz de revertir el 

fenotipo respiratorio casi a niveles normales (Barrientos y col. 2002). 

 

En mutantes del ensamblaje de la COX, la síntesis de Cox1p se 

reduce drásticamente (Barrientos y col. 2004). A la fecha no se sabe 

cuál es el mecanismo de esta regulación negativa en la síntesis de 

Cox1p. Sin embargo, en mutantes dobles, por ejemplo: ∆shy1∆cox14 

ó ∆pet111∆cox14 la síntesis de Cox1p se recupera (Barrientos y col. 

2004) . Por ello se ha propuesto que Cox14p regula negativamente la 

síntesis de Cox1p, en mutantes que afectan la respiración. Se ha 

visto que Cox14p es capaz de interactuar físicamente con Cox1p 

recién sintetizada, así como con la proteína Mss51p, la cual se 

necesita para llevar a cabo la síntesis de Cox1p (Pérez-Martínez y col. 

2003, Barrientos y col. 2004). El mecanismo propuesto es que en 

mutantes que afectan el ensamblaje de la COX, Cox14p “recluta” a 

Mss51p, de manera que la traducción de Cox1p se ve disminuida 

(Barrientos y col. 2004). Estos datos muestran que Cox14p juega un 

papel esencial tanto en la traducción de Cox1p, como a nivel post-

traduccional. El inmunoprecipitar a Cox1p-3xHA en  mutantes nulas 

de ∆cox14 [COX1-3xHA] nos permitirá identificar quiénes se unen a 

Cox1p en estas condiciones, con lo cual entenderemos mejor la 

función de Cox14p en el  ensamblaje de la citocromo c oxidasa. 

 

El comprender la dinámica del genoma mitocondrial con 

respecto al nuclear, además de permitirnos entender de manera más 

clara rutas metabólicas tan trascendentales evolutivamente como la 

cadena respiratoria, nos permitirá entender enfermedades genéticas 

neurodegenerativas y en un futuro, el desarrollo de técnicas que 

permitan tratarlas.  

 

 

 



Conclusiones 

 
 

• El triple epítope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de 
Cox1p, no afecta la función de la citocromo c oxidasa. 

 
• Cox1p es detectable en la cepa con COX1-3xHA y en las 

mutantes nulas de shy1 y cox14. 
 

• ∆shy1 genera un fenotipo respiratorio parcial mientras que 
∆cox14 elimina la respiración. Este efecto es específico para la 
citocromo c oxidasa. 

 
• Shy1p y Cox14p actúan a nivel post-traduccional. 

 
 



Apéndice I. Soluciones  
 
 

Medios de crecimiento (1 L) 

YPAD YAPEG Medio Mínimo 
 
Extracto de levadura 1 % 
Bacto peptona 2 % 
Dextrosa o Rafinosa (YPAD 
Raf) 2 % 
Adenina 30 mg 
 

 
Extracto de levadura 1 % 
Bacto peptona 2 % 
Glicerol 3 % 
Etanol 3 % 
Adenina 30 mg 

 
Base nitrogenada sin a.a. 
0.67 % 
Dextrosa 2 % 
Medio dropout CSM con 
deficiencia de a.a. 

 
 Para medio sólido: Bacto agar 2 % 

 
 
 

Biología molecular 

Purificación de DNA total 
Acetato de sodio 3 M, pH 5.3 

Etanol 50 y 100% 

Amortiguador QTP 
 

Triton X-100 20 % 
SDS 1% 
NaCl 0.1 M 
Tris pH: 8, 10 mM 
EDTA pH: 8, 1 mM 

Amplificación por PCR 
Mezcla de reacción de 50 µl 
 
dNTPs 10 mM  
Amortiguador 10X 
MgCl2  50 mM 
Primer Reverse 10 µM 
Primer Forward  10 µM 
Taq Polimerasa  
Agua  

 
 
1 µl 
5 µl 
1.5 µl 
5 µl 
5 µl 
0.5 µl 
32 µl 

Geles de agarosa 
TAE 50X 
 

Tris 24.2 % 
Ácido acético glacial 5.71 %  
EDTA-Na2 1.86 % 

Amortiguador de carga 6X 
 

Azul de bromofenol 0.25 % 
Xilene cianol FF 0.25 % 
Glicerol en agua 30 % 

 
 



                            
Transformación de levadura 

Mezcla maestra por transformación 
 
PEG 3350 50 % 
DTT 1 M 
Acetato de litio 2 M 
DNA  de hebra sencilla de esperma de 
salmón 10 mg/ml. (Previamente hervido 
por 10 minutos y luego incubado a 4 ºC) 

 
 

40 ul 
5 ul 
5 ul 

2.5 ul 

 

 

Obtención de mitocondrias crudas 

Amortiguador TD 
 
Tris-SO4 pH:9.4 
DTT  

 
 
0.1 M 
10 mM 

MP2 
 
Sorbitol 
Amortiguador de fosfatos pH: 7.4 
Zimoliasa-20T 

 
 
1.2 M 
20 mM 
3 mg/g de peso húmedo 

SEH 
 
HEPES pH: 7.4 
EDTA 
Sorbitol 

 
 
20 mM 
1 mM  
0.6 M 

Dounce 
 
Tris pH 7.4 
BSA (Libre de ácidos grasos) 
PMSF 
TLCK 
Sorbitol 

 
 
10 mM 
0.2 % 
1 mM 
50 µg/ml 
0.6 M 

 

 

Cuantificación de proteínas: Lowry 

Solución A  
 
Na2CO3  
Na2tartrato  
NaOH  
SDS 

 
 
2 % 
0.4 % 
0.16 % 
1 % 



Solución B  
 
Cu2SO4.5H2O 

 
 
4 % 

Solución C 
 
Mezclar 100 volumenes 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) 

 

 

Western 

Geles de poliacrilamida 
Amortiguador de corrida 5X 
 
Tris-HCl pH:8.3  
Glicina  
SDS 

 
 
0.125 M 
1.25 M 
0.5 % 

Amortiguador de carga 1X 
 
Tris-HCl pH: 8.3  
Glicerol  
SDS 
β-Mercaptoetanol  
Azul de bromo fenol 

 
 
100 mM 
20 % 
4 % 
2 % 
0.2 % 

 
 

 
Gel separador 

12 % 
Gel apilador 

4 % 

Arcrilamida   30 % 
Bisacrilamida 0.8 % 

4 ml 0.65 ml 

Tris 2M pH: 8.8 1.86 ml  
Tris 2M pH: 6.8  312.4 µl 

SDS 20 % 100 µl 50 µl 
H2O 4 ml 3.95 ml 

APS 10 % 50 µl 50 µl 
TEMED 5 µl 5 µl 

            Aforar a:                                     5 ml                              2.5 ml 



 

Transferencia 
Amortiguador de transferencia 
negativo  
 
Ácido -amino-n-caproíco (Sigma) pH: 
8.5-8.7 (ajustar con Tris)  
SDS 0.05 % 

 
 
 
39.4 g/l 
 
0.5 g/l 

Amortiguador de transferencia  
positivo  
 
Tris  
Tricina  
Metanol 

 
 
 
18.2 g/l 
9 g/l 
20 % 

Anticuerpos 
Solución de bloqueo  
 
Leche en polvo  
Tris 1 M pH: 7.6  
NaCl 5 M  
Aforar con H2O 

 
 
5 g 
2.5 ml 
1.5 ml  
 50 ml 

Solución de blot  
 
Leche en polvo  
Tris 1M pH: 7.6  
NaCl2 5 M  
EDTA 500 mM  
Tween-20 al 50% 
Aforar con H2O 

 
 
0.1  g 
100 µl 
200 µl 
20 µl 
200 µl 
10 ml 

Solución de lavado  
 
Tris 1 M pH 7.6  
NaCl 5 M  
EDTA 500 mM  
Tween-20  
Aforar con H2O 

 
 
10 ml 
20 ml 
2 ml 
1 ml 
1 l 

Solución de eliminación 
 
β-mercaptoetanol  
Tris 1 M pH: 6.8  
SDS 10 %  
Aforar con H2O  

 
 
700 µl 
6.25 ml 
20 ml  
100 ml 

 

 

 



Oximetría  

Toda la cadena: 
 
Amortiguador SH 
 
Sorbitol   
Hepes     
 
 
 

 
 
 
 
0.6 M 
20 mM 

Etanol 100% 
KCl  2 M  
MgCl2  0.1 M 
Pi 1 M 
ADP 100 mM 
Aforar con Amortiguador SH a 1 ml 

 7.5 µl 
10 µl 
20 µl 
6 µl 
3.5 µl 

 
 

Citocromo c oxidasa 
 
KCl  2 M  
MgCl2  0.1 M 
Pi 1 M 
ADP 100 mM 
Antimicina 150 mM 
TMPD 15 mM (Disuelto en DMSO y 
protegido contra la luz) 
Ascorbato 250 mM 
KCN 50 mM 
Aforar con Amortiguador SH a 1 ml 

 
 

10 µl 
20 µl 
6 µl 
3 µl 
12 µl 
5 µl 
30 µl  
15 µl 

 
 

Todas las soluciones se mantienen a 4 ºC 
 

Espectro UV-visible 

Amortiguador de solubilización 
NaCl  
HEPES  
PMSF (Disuelto en etanol) 
Triton x-100  
 

 
300 mM 
20 mM, pH: 7.4 
1 mM (Fresco)  
1 % 

 

Síntesis in organelo 

Amortiguador 1.5x IOTL 
Sorbitol 2.4 M 
KCl 1 M   
KPi 1 M pH: 7.2 
Tris-HCl  1 M pH 7.4 

 
375 µl 
225 µl 
22.5 µl 
30 µl 



MgSO4 1 M 
BSA 100 mg/ml (libre de ácidos grasos) 
ATP 200 mM  
GTP 50 mM 
Aminoácidos (-Met, -Tyr, -Cys) 2 mg/ml  
Cisteína 10 mM 
Tirosina 1 mg/ml 
Ácido cetoglutárico 
Fosfoenol piruvato 
Piruvato Cinasa 0.2 % (Agregar justo 
antes de empezar la reacción) 

19 µl 
45 µl 
30 µl 
15 µl 
9.1 µl 
10 µl 
18.2 µl 
1.7 µl 
3.5 µl 
2 µl 

Amortiguador SH (Ver oximetria)  

 

Gel de poliacrilamida (15%/0.15%) 
Amortiguador de corrida 5X (Ver Western) 
Amortiguador de carga 1X  
 
Tris-HCl pH 8.3  
Glicerol  
SDS 
β-Mercaptoetanol  
Azul de bromo fenol 

 
 
100 mM 
20% 
4% 
7.8 % 
0.2% 

 
 

Gel separador 
16 % 

Gel apilador 
5 % 

Arcrilamida   30 % 
Bisacrilamida 0.3 % 

9  ml 0.83  ml 

Tris 2M pH: 8.8 3.28 ml - 
Tris 2M pH: 6.8 - 150 µl 

SDS 20 % 83.5 µl 25 µl 
H2O 4.5 ml 4 ml 

APS 10 % 100 µl 25 µl 
TEMED 10 µl 5 µl 

 
 

 
 

Inmunoprecipitación 
 
Amortiguador de lisis 
 
Digitonina  
NaCl  
Tris pH: 7.4 

 
 
1 % 
100 mM 
20 mM 

Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (15%/ 0.15%) 



(Ver Síntesis in organelo) 
Tinción con Coomasie 

Solución fijadora 
 
Metanol  
Ácido acético 
 
Solución teñidora 
 
Ácido acético 
Azul brillante de coomasie G-250 
 
Solución desteñidora 
 
Ácido acético 
 

 
 
50 % 
10 % 
 
 
 
10 % 
0.05 % 
 
 
 
10 % 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Apéndice II. Oligonucleótidos  

 
 

Nombre Secuencia 
SHY1F1 5' GTAATAGATTGAACCTCTTCTGTGCTC 3' 

SHY1R1 5' GGTGCAATTGCTGAGCTTATACG 3' 

URA3F1 5' CGGCTCGAGCACCGCATAGGGTAATAACTG 3' 

COX14F1 5' GATTGGGGTGTCAACGTAATGTAC 3' 

      COX14R1 5' CTAGATGGCGAATAGACGAC 3' 

 
 

 
 
 
 
 

60 
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