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Abreviaturas 

APS    Sigla en inglés de “Amonium Persulfate”. 

BN-PAGE   Gel de acrilamida azul nativo. 

CcO    Citocromo c oxidasa. 

Cox1    Subunidad 1 de la citocromo c oxidasa. 

Cox1ΔC15   Subunidad 1 de la citocromo c oxidasa que carece de 

 los últimos 15 aminoácidos del extremo carboxilo  

terminal.  

COX1    mRNA mitocondrial que codifica para Cox1. 

Cox2    Subunidad 2 de la citocromo c oxidasa. 

COX2    mRNA mitocondrial que codifica para Cox2. 

Cox3    Subunidad 3 de la citocromo c oxidasa. 

COX3    mRNA mitocondrial que codifica para Cox3. 

DEPC    Siglas en inglés de “Diethyl pyrocarbonate”. 

EDTA    Siglas en inglés de “Ethylenediaminetetraacetic acid 

disodium”. 

HEPES siglas en inglés de“4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1- 

 sulfonic acid”. 

ioTL    Traducción mitocondrial in organello (en mitocondrias  

aisladas). 

ivTL    Traducción mitocondrial in vivo (en células completas). 

mtDNA   DNA mitocondrial. 

mRNA  de COX1  RNA mensajero de COX1. 

ORF    Siglas en inglés de “Open reading frame”. 

PMSF    Siglas en inglés de “Phenylmethanesulfonyl fluoride”. 
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PVDF    Siglas en inglés de “Polyvinylidene fluoride”. 

RRM    Siglas en inglés de “RNA recognition motif”. 

SDS    Siglas en inglés de “Sodium dodecyl sulfate”. 

SDS-PAGE   Gel de acrilamida desnaturalizante, con SDS. 

TLCK    Siglas en ingles de “Nα-Tosyl-L-lysine chloromethyl 

    ketone hydrochloride”. 

UTR    Región no traducible. 
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RESUMEN 

La citocromo c oxidasa (CcO) es el último complejo de la cadena respiratoria 

mitocondrial. En el genoma mitocondrial de la levadura Saccharomyces cerevisiae 

se codifican 3 de las 12 subunidades de esta enzima, Cox1, Cox2 y Cox3. La 

síntesis de cada una depende de proteínas conocidas como activadores 

traduccionales que actúan en el extremo 5’-UTR de su mRNA blanco para activar 

la traducción. Pet54 es una proteína de la familia RRM (por las siglas en inglés 

"RNA Recognition Motif") que se sintetiza en el citosol y se importa a la 

mitocondria, donde lleva a cabo sus funciones. Originalmente Pet54 fue 

identificado como uno de los tres activadores traduccionales específicos del 

mRNA de COX3. Adicionalmente se encontró que Pet54 se necesitaba para 

procesar un intrón del gen mitocondrial COX1. En este trabajo describimos una 

tercera función de Pet54 en la regulación de la síntesis de Cox1 y que es 

independiente de su función en el procesamiento del intrón del transcrito de 

COX1.  

Cox1 es la subunidad más grande de la CcO y es el centro de nucleación de la 

enzima durante su ensamblaje. Su síntesis está altamente regulada por varias 

proteínas entre las que se encuentra Mss51, Cox14 y Coa3. Estas proteínas 

forman parte de un intermediario de ensamblaje de alto peso molecular conocido 

como COA, donde también se encuentra Cox1 recién sintetizada. Estas 

chaperonas coordinan el ensamblaje de la CcO con la traducción del mRNA de 

COX1, de tal manera que cuando hay un defecto en el ensamblaje de la CcO la 

síntesis de Cox1 disminuye. En el laboratorio encontramos que esta regulación 

depende de señales en el extremo carboxilo terminal de la misma proteína Cox1. 

Cuando se elimina esta región de Cox1, la regulación de la síntesis de Cox1 se 

pierde, y la proteína se sintetiza a niveles normales aunque la CcO no se 

ensamble. Se ha observado que esta regulación se da en la gran mayoría de 

mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO, excepto para la mutante ∆pet54. 

Esto sugería que Pet54 podía ser un regulador positivo de la síntesis de Cox1. 

Nuestro objetivo fue estudiar el mecanismo mediante el cual Pet54 regula la 
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síntesis de Cox1. A partir del comportamiento único de Pet54 se encontró que la 

disminución de la síntesis de Cox1 en mutantes ∆pet54 no sólo era independiente 

del extremo C-terminal de Cox1, sino también de Cox14 y Coa3, reguladores 

negativos de la síntesis de Cox1. 

Mss51 es una chaperona con doble función, por un lado es activador traduccional 

del mRNA de COX1 actuando en su extremo 5’-UTR, y formando un complejo de 

180 kDa; por otro lado forma parte del complejo COA (de 250-450 kDa) al 

interaccionar físicamente con Cox1. Se piensa que Mss51 es el factor principal 

que coordina la síntesis con el ensamblaje de Cox1. En este trabajo se encontró 

que existe una interacción genética entre Pet54 y Mss51, ya que la 

sobreexpresión de Mss51 llevó a un rescate parcial de la disminución de la 

síntesis de Cox1 provocada por la mutación pet54. Mediante ensayos de doble 

híbrido se observó una interacción física débil y/ó transitoria entre Pet54 y Mss51. 

Mediante geles azules nativos identificamos que en ausencia de Pet54, Mss51 se 

encuentra separada del complejo COA, y se enriquece en el complejo de 180 kDa, 

involucrado en la activación traduccional del mRNA de COX1. Nuestros datos 

sugieren que aunque Mss51 se encuentra formando el complejo de activador 

traduccional, Mss51 no se encuentra activa. 

Se concluye que Pet54 es un factor necesario para la correcta síntesis de Cox1, 

posiblemente promoviendo la función de Mss51 sobre la activación traduccional 

del mRNA de COX1. 

Curiosamente, se observó que el efecto de Pet54 sobre la síntesis de Cox1 es 

observable sólo en presencia de la proteína Cox1. Esto sugiere que Mss51 

contiene señales reguladoras en su secuencia que son modificadas al interactuar 

con Cox1 durante su ensamblaje. Pet54 podría participar en el reciclaje de Mss51 

a un nivel estructural. 
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ABSTRACT 

Cytochrome c oxidase (CcO) is the last complex of the mitochondrial respiratory 

chain. Three, out of 12 subunits, named Cox1, Cox2 and Cox3, are coded by 

mitochondrial genes in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Synthesis of these 

three subunits depend on translational activators that act on the 5'-UTR of target 

mRNAs to activate translation. Pet54 is a RRM protein (RNA Recognition Motif) 

that is synthesized in the cytosol and imported into the mitochondria, where it 

carries out its functions. Pet54 originally was identified as one of three translational 

activators of COX3 mRNA. Additionally Pet54 is necessary to process an intron of 

COX1 mRNA. In this work we describe a third, novel Pet54 function on the 

regulation of Cox1 synthesis. This role is independent on its activity in processing 

the COX1 intron.  

Cox1 is the largest subunit of CcO and is the enzyme's nucleation center during 

assembly. Its synthesis is highly regulated by various proteins, including Mss51, 

Cox14 and Coa3. These proteins form a high molecular weight complex known as 

COA complex, in which Cox1 is also present. These chaperones coordinate CcO 

assembly with COX1 mRNA translation. When there is a defect in CcO assembly, 

then Cox1 synthesis decreases. In our lab we found that this control signal is 

dependent on the carboxyl terminal region of Cox1. When this region of Cox1 is 

deleted, then Cox1 synthesis regulation is lost, and the protein is synthesized to 

normal levels, even when CcO is not assembled. The role that the Cox1 C-terminal 

end plays is conserved among the majority of mutants that block CcO assembly, 

except for Δpet54 mutant. This was the only case in which synthesis of Cox1 was 

still decreased even if Cox1 lacked the C-terminal. This observation suggests that 

Pet54 may have a positive role on Cox1 synthesis. Our goal was to understand the 

mechanism by which Pet54 regulates Cox1 synthesis. The observed role of Pet54 

was not only independent on the Cox1 C-terminal of Cox1 but also was 

independent on Coa3 and Cox14, the negative regulators Cox1 synthesis. 

Mss51 has a dual function, it is translational activator of COX1 mRNA, acting on 

the 5'-UTR, and forming an 180 kDa complex; Mss51 is also part of the COA 
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complex (250-450 kDa) that physically interacts with Cox1. This is the central 

factor that coordinates Cox1 synthesis and assembly. In this work, a genetic 

interaction between Mss51 and Pet54 was observed, as the overexpression of 

MSS51 led to a partial rescue of the reduced Cox1 synthesis caused by Δpet54 

mutation. Two-hybrid assays showed a weak and/or transient physical interaction 

between Pet54 and Mss51. By blue native gels we identified that in the absence of 

Pet54, Mss51 is enriched in the 180kDa complex involved in translational 

activation of COX1 mRNA. However, Mss51 is not competent for translation. 

It is concluded that Pet54 is necessary for efficient synthesis of Cox1, possibly by 

promoting the activation of Mss51 as translational activator of the COX1 mRNA.  
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INTRODUCCIÓN. 

La levadura S. cerevisiae como modelo de estudio.  

S. cerevisiae se utiliza ampliamente como modelo de estudio de la dinámica y 

función mitocondrial. Gracias a su capacidad fermentadora, la levadura puede 

sobrevivir aun cuando la cadena respiratoria esté afectada. Esto permite manipular 

genes que afecten la producción de ATP en la levadura sin afectar la viabilidad del 

organismo. En este organismo se pueden utilizar herramientas muy poderosas de 

genética que permiten identificar factores asociados a la función mitocondrial con 

facilidad. Esto se debe a que S. cerevisiae posee una recombinación genética 

altamente eficiente que permite la manipulación fácil y rápidamente de genes 

nucleares. En 1996 se publicó le secuencia del genoma de S. cerevisiae (Goffeau 

A, 1996), y en 1998 se pudo secuenciar completamente su genoma mitocondrial 

(Foury F et al, 1998).  

Actualmente se cuenta con las herramientas moleculares para manipular 

facilmente tanto el genoma mitocondrial como el genoma nuclear de S. cerevisiae 

(Bonnefoy N and Fox TD, 2002). Esto hace de este organismo uno de los modelos 

más utilizado para estudiar a la cadena respiratoria. Además, se sabe que muchos 

de los genes que tienen una función en la biogénesis mitocondrial en S. 

cerevisiae, tienen homólogos en humano (Soto IL et al, 2012, Szklarczyk R et al, 

2012). Por ello, esta levadura es también un modelo muy importante para estudiar 

las bases moleculares de enfermedades mitocondriales humanas derivadas de 

mutaciones en genes conservados. 

 

La mitocondria y su genoma. 

La mitocondria es el organelo en el que se encuentra la cadena transportadora de 

electrones compuesta por los complejos respiratorios (Figura 1). Éstos transportan 

electrones desde el NADH y el FADH2 hasta al oxígeno. En S. cerevisiae, existen 

tres complejos respiratorios: el complejo II (succinato deshidrogenasa) que 
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transporta los electrones del succinato a la ubiquinona; el complejo III o complejo 

bc1, que oxida al ubiquinol y cede los electrones al citocromo c, transportando 4 

protones al espacio intermembranal (EIM); y el complejo IV (citocromo c oxidasa) 

que oxida al citocromo c y reduce el oxígeno, transportando durante este proceso 

2 protones por cada 2 electrones. El bombeo de protones al espacio 

intermembranal genera un gradiente electroquímico que es aprovechado por la 

ATP sintasa para producir ATP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 1. Cadena respiratoria de S. cerevisiae en la membrana interna mitocondrial. Los cristales 

se obtuvieron de Protein Data Bank: Complejo II, 1ZOY (Sun F, et al 2005), Complejo III, 1NTM 

(Gao X, et al 2003), Complejo IV, 1OCC (Tsukihara, T et al 1996) y la ATP sintasa 2WPD (Giraud 

MF,  et al 2012).  Se esquematiza el flujo de electrones (flechas negras) y la translocación de los 

protones hacia el espacio intermembranal (flechas rojas).  

 

La mitocondria contiene su propio material genético (mtDNA), localizado en la 

matriz mitocondrial. Este genoma es muy compacto (70-85 Kb) y en el caso de S. 

cerevisiae, codifica para sólo 8 proteínas, siete de las cuales son subunidades de 

los complejos de la cadena respiratoria: Cob, el citocromo b del complejo III; Cox1, 
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Cox2, Cox3, de la CcO; Atp6, Atp8 y Atp9 de la ATP sintasa. La proteína restante, 

Var1, forma parte de la subunidad chica del ribosoma. Éste genoma codifica 

además 24 tRNAs y los rRNA 15S y 21S que forman al ribosoma mitocondrial, así 

como un RNA 9S que forma parte de la RNAasa P (Foury F et al, 1998). 

El genoma mitocondrial de levadura contiene intrones en los genes COX1, COB y 

rRNA 21S. El número de intrones varía entre cepas de laboratorio; incluso existen 

cepas de levadura que no contienen intrones en el mtDNA y la función respiratoria 

no se ve afectada (Séraphin B et al, 1987). Pueden encontrarse hasta siete  

intrones en COX1, cinco en COB y uno en el RNA 21S (Tzagoloff A et al, 1986). 

La mayoría de los intrones en COX1 y COB son marcos de lectura abiertos (ORF) 

que se encuentran en fase con los exones que les preceden (Figura 2). Cinco 

intrones codifican para madurasas (bi2, bi3, y bi4 de COB; ai1 y ai2 de COX1) que 

participan en el procesamiento de algunos intrones mitocondriales. 

Adicionalmente, cuatro intrones codifican para endonucleasas (ai3, ai4, y ai5α de 

COX1 y ω del rRNA 21S) y dos intrones codifican para transcriptasas reversas 

(ai1 and ai2 de COX1) (Lipinski A et al, 2010).  
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Figura 2. A) Genoma mitocondrial de S. cerevisiae. En naranja se muestran los exones y en verde 

los intrones. En amarillo se muestra los RNA ribosomales y en líneas azules los tRNAs (Thr2, Asp, 

Cys, Ser2, His, Arg2, Leu, Ala, Gln, Ile, Lys, Tyr, Asn, Gly, Met, Phe, Thr y Val). Diagrama del 

transcrito de COB (B) y de COX1 (C). En letras negritas se indican los exones.  En café se 

muestran los intrones que codifican para madurasas, y en gris el resto de los intrones. Modificado 

de Dieckmann, CL and Staples, R. (1994) 

A) 

B) COB 

C) COX1 
COX1 
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La transcripción del genoma mitocondrial es catalizada por la RNA polimerasa 

mitocondrial (mtRNAP), conformada por la subunidad catalítica Rpo41p y el factor 

de transcripción Mtf1p (Costanzo MC and Fox TD, 1990). La mtRNAP produce 

trece transcritos primarios en forma de policistrones que incluyen varias 

combinaciones de rRNAs, tRNAs y mRNAs, y que generalmente contienen tRNAs 

en sus extremos, y funcionan como las principales señales de procesamiento 

(Schäfer B, 2005). Un ejemplo de un policistrón es el caso del transcrito de COX1 

(Figura 2C), el cual se transcribe junto con ATP8 y ATP6. Este policistrón es 

procesado entre el cistrón COX1 y ATP8, de esta manera liberando a COX1 

maduro (Lipinski et al, 2010).   

 

Complejo IV mitocondrial o citocromo c oxidasa (CcO) 

El complejo IV mitocondrial es el último aceptor de electrones de la cadena 

respiratoria y lleva a cabo la reducción del oxígeno a agua (Figura 3). Esta 

reacción está acoplada al transporte de 4 protones hacia el espacio 

intermembranal por cada 4 electrones transferidos a la molécula de oxígeno. La 

CcO consta de 12 subunidades en levadura y 13 en mamíferos  (Fontanesi F et al, 

2006). Tres de estas subunidades, Cox1, Cox2 y Cox3, son altamente hidrofóbicas 

y se codifican en el DNA mitocondrial, mientras que el resto de las subunidades se 

importan a la mitocondria desde el citosol. En la estructura cristalina de bovino se 

aprecia que las subunidades Cox1, Cox2 y Cox3 forman el centro del complejo, el 

cual se encuentra rodeado por las diez subunidades adicionales (Tsukihara, T et al 

1996).  

El transporte de electrones en el complejo IV comienza con la oxidación del 

citocromo c por un centro binuclear de iones de cobre llamado CuA que se 

encuentra en el dominio intermembranal de Cox2. Posteriormente, el electrón es 

transferido al hemo a en Cox1 y finalmente transportado al centro hemo a3:CuB, 

donde una molécula de oxígeno se reduce a 2 moléculas de agua (Khalimonchuk 

O et al, 2010). 



 
 

12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo cristalográfico de un monómero de la CcO. Se muestran en verde las 

subunidades provenientes del citosol. Las subunidades codificadas en el genoma mitocondrial son 

Cox1 (en rojo), Cox2 (en azul), y Cox3 (en morado). En amarillo se muestra el centro hemo a3:CuB. 

(Tsukihara, T et al 1996). EIM, espacio intermembranal. 

 

 

El ensamblaje de la CcO es un proceso muy complejo debido al origen tanto 

nuclear como mitocondrial de sus subunidades (figura 4). Se han descrito al 

menos 30 factores que ayudan al ensamblaje de este complejo en levadura 

(Fontanesi F et al, 2008). Las subunidades no ensambladas son degradas 

rápidamente, principalmente las subunidades que son codificadas en el mtDNA 

(Nakai T et al, 1994). Se propone que el ensamblaje de la CcO se lleva a cabo 

agregando módulos preensamblados cuyos núcleos se forman a partir de cada 

subunidad mitocondrial. De este modo, Cox1 forma un módulo, que se propone es 

al que se le agregan el resto de módulos y subunidades. Cox2 forma otro módulo 

EIM 

Matriz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakai%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7883749
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y Cox3 forma un tercer módulo. (Su CH, et al, 2014; Mcstay GP  et al, 2013). El 

módulo de Cox1 se comienza a formar por la adición de las chaperonas Coa1, 

Cox14 y probablemente Coa3, que se asocian con Cox1 en un estadio conocido 

como D1. Posteriormente se ha propuesto que se agrega la chaperona Mss51 y la 

subunidad Cox5 para formar el subcomplejo D2. La adición de la subunidad Cox6 

forma el estadio D3. A continuación se forma el subcomplejo D4 aunque no se 

sabe a ciencia cierta cuál es su composición. El último estadio es D5 que contiene 

a la chaperona Shy1 además de los componentes anteriores (McStay G, et al 

2013). El módulo de Cox3 inicia con el subcomplejo C1 que está formado por 

Cox3-Cox4-Cox7-Cox13, posteriormente se forma el subcomplejo C2, al que se le 

adiciona Rfc1, y por último se forma un subcomplejo C3-C4 con una composición 

aún por determinar (Figura 4). La composición del módulo de Cox2 no se ha 

podido establecer,  pero se especula que puedan estar presentes las subunidades 

Cox9 y Cox12 (Su CH, et al, 2014; Mcstay GP  et al, 2013). 

Se ha sugerido que la inserción de los grupos hemo a Cox1 se lleva a cabo antes 

de la adición de las subunidades Cox5 y Cox6, ya que en las mutantes COX10 y 

COX15, cuyos productos llevan a cabo la inserción de los grupos hemos a Cox1, 

no se observa la acumulación del intermediario Cox1-Cox5-Cox6 (Williams SL et 

al , 2004). Esto indica que los grupos hemo le  confieren a Cox1 cierta 

conformación que le ayuda a asociarse con Cox5 y Cox6. Las mutantes de las 

chaperonas COX11, que produce las proteína encargada de la incorporación del 

CuB, pueden acumular el intermediario Cox1-Cox5-Cox6, lo que apunta a que el 

CuB se agrega posteriormente a este intermediario (Williams SL et al, 2004). La 

proteína Sco1 le confiere el Cu a Cox2 para formar el CuA. Mutantes Δsco1 

propician una fuerte inestabilidad de Cox2 por lo que el modulo de Cox2 no es 

formado adecuadamente (Rigvy K et al, 2008). 
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Figura 4. Modelo propuesto para el ensamblaje de la CcO.  El ensamblaje de la CcO comienza con 

tres módulos, el de Cox1, el de Cox2 y el de Cox3. Se muestran los pasos sucesivos del 

ensamblaje de la CcO y la adición de los grupos hemo a, hemo a3. Basado en Su CH, 2014 y en 

Mcstay GP 2013. Las subunidades se muestran en color y las chaperonas en cuadros blancos.  

 

 

La subunidad Cox1 de la CcO 

La subunidad I (Cox1) del complejo IV cuenta con doce cruces transmembranales, 

contiene dos grupos hemo a y un átomo de cobre, CuB, que participan en la 

reducción del oxígeno a agua (Figura 5). En la levadura, el residuo His72 en la 

segunda hélice y la His378 en la hélice 10  coordinan al grupo hemo a, y la His376 

sirve de ligando al grupo hemo a3 (Bestwick M et al 2010). El CuB está unido a 

Cox1 mediante la His190. Los extremos carboxilo y amino terminal de Cox1 están 

expuestos hacia la matriz mitocondrial (Tsukihara T et al, 1996). Cox1 contiene las 

vías para translocar los protones hacia el espacio intermembranal (Tsukihara T et 

al, 1996) y es el centro de nucleación para el ensamblaje de la CcO (Mick DU et 
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al, 2012). Cox1 tiene 514 aminoácidos y forma el centro catalítico junto con las 

subunidades 2 y 3. En el modelo cristalográfico de bovino se observa que además 

de estas dos subunidades, en la CcO, Cox1 sólo entra en contacto con las 

subunidades de origen nuclear Cox8 y Cox5a, mientras que el resto de las 

subunidades rodean este subcomplejo Cox1-Cox5a-Cox8 (Tsukihara T et al, 

1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo cristalográfico de Cox1 de bovino. En rojo se observan sus doce cruces 

transmembranales. En verde se muestran los grupos hemo a y hemo a3. En azul se indica el átomo 

de cobre. PDB 1OCC (Tsukihara T et al, 1996).  

 

El ensamblaje de la CcO requiere de una regulación estricta para evitar la 

sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) dañinas para las 

células. La mayor fuente de producción de ROS, principalmente como superóxido, 

es la cadena respiratoria a través de los complejos I, II y III. Los ROS son 

producidos cuando los electrones escapan de los grupos prostéticos de la cadena 

respiratoria y reaccionan directamente con el oxígeno (Dröse S and Brandt U, 

2012). Se ha propuesto que el hemo a de Cox1 mal ensamblado podría tener 
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actividad de peroxidasa, y por lo tanto producir especies pro-oxidantes 

(Khalimonchuk O et al, 2007). 

Cox1 es una de las subunidades cuya biogénesis es muy regulada. La cantidad y 

estequiometría de Cox1 se controla por dos medios principalmente: su 

degradación proteolítica, mediada por las proteasas mitocondriales AAA ATP-

dependientes (Arnold I et al, 2002) y por metalopeptidasas como Oma1 (Käser M 

et al, 2003), y mediante el control de la sínteis de Cox1. Esta forma de regulación 

es la que nos interesa estudiar en este trabajo.  

La síntesis de Cox1 se coordina con su inserción y su ensamblaje dentro de la 

membrana interna mitocondrial mediante un proceso muy complejo. Nuestro grupo 

y otros laboratorios han observado que la síntesis de Cox1 disminuye en mutantes 

que no ensamblan a la CcO (Poutre CG et al 1987; Calder KM et al, 1991; Shingú-

Vázquez M et al, 2010). Algunos de los factores involucrados en esta regulación 

se describen a continuación:  

1.- Activación traduccional: Mss51 y Pet309 llevan a cabo la activación 

traduccional del mRNA de COX1 actuando en el extremo 5’UTR del mRNA para 

promover la traducción. Mutantes nulas de estas dos proteínas no respiran debido 

a que Cox1 no se puede sintetizar (Manthey GM et al, 1995; Decoster E et al, 

1990; Perez-Martinez X et al, 2009). Los mRNA mitocondriales no poseen una 

secuencia Shine-Dalgarno ni dependen de un mecanismo de scanning para 

posicionar al ribosoma mitocondrial en el AUG de inicio, como sucede en bacterias 

y en el citosol, respectivamente. Por ello se propone que los activadores 

traduccionales llevan a cabo esta función (Fox TD, 1996).  

Pet309 es una proteína de origen nuclear que se asocia de manera periférica a la 

membrana interna, mirando hacia la matriz mitocondrial (Tavares-Carreón F et al, 

2008). Cuenta con 965 aminoácidos y contiene en su secuencia motivos 

Pentatricopeptide Repeat (PPR por sus siglas en inglés). Sabemos que Pet309 

actúa en el extremo 5’UTR del mRNA de COX1 (Manthey GM et al, 1995; Pérez-

Martínez X et al, 2009) e interacciona físicamente con el extremo mRNA de COX1 
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(Zamudio-Ochoa et al, 2014). Además, se ha observado que Pet309 interacciona 

con el ribosoma mitocondrial a través del extremo amino terminal (Zamudio-Ochoa 

et al, manuscrito en preparación). 

Mss51 es una proteína que se importa a la mitocondrial desde el citosol, consta de 

436 aminoácidos y al igual que Pet309, se asocia periféricamente a la membrana 

interna mirando hacia la matriz mitocondrial (Siep et al, 2000). A diferencia de 

Pet309, Mss51 contiene al menos dos sitios de acción, uno en el extremo 5’UTR 

del mRNA de COX1 y otro en la región codificante. Ambos sitios de acción son 

necesarios para la síntesis de Cox1, por lo que se ha sugerido que Mss51 tiene un 

papel de activador traduccional y como factor de elongación en la síntesis de Cox1 

(Pérez-Martínez X et al, 2003; Pérez-Martínez X et al, 2009). Adicionalmente 

Mss51 interacciona físicamente con la proteína Cox1 recién sintetizada (Pérez-

Martínez X et al, 2003) y una pequeña porción interacciona con el ribosoma 

(Zamudio-Ochoa et al, manuscrito en preparación). Hasta el momento no se ha 

demostrado la asociación de Mss51 con el mRNA de COX1 (Zamudio-Ochoa et al, 

2014). 

2.- Acoplamiento entre el ensamblaje de Cox1 recién sintetizada y su síntesis: La 

proteína Cox1 recién sintetizada se asocia con varias chaperonas para formar 

complejos de alto peso molecular, conocidos como complejos COA. Se propone 

que estos complejos monitorean el estado de ensamblaje de la CcO dentro de la 

membrana (Soto I et al, 2012).  

Además de su función como activador traduccional, Mss51 se asocia a Cox1 

recién sintetizada, sirviéndole como chaperona (Pérez-Martínez X et al, 2003). 

Estás dos proteínas forman parte de los complejos COA que incluyen a Cox14, 

Coa3, Coa1 y Shy1. El tamaño de estos complejos en geles nativos va de 250- 

450 kDa (Mick DU et al, 2010) y en gradientes de sacarosa muestran una masa 

molecular de 450 kDa (Fontanesi F et al, 2009). 

Cox14, considerado un regulador negativo de la síntesis de Cox1, interacciona con 

Mss51 y con Cox1 recién sintetizada y es indispensable para una unión estable de 
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estas dos últimas proteínas (Barrientos A et al, 2004; Pérez-Martínez X et al, 

2009). Cox14 tiene un tamaño de 7.9 kDa, se encuentra embebida en la 

membrana interna mitocondrial (Glerum DM et al, 1995) y es indispensable para el 

crecimiento de la levadura en medios respiratorios. Las mutantes nulas de este 

gen sintetizan Cox1 normalmente, a pesar de que la CcO no se ensambla. Lo 

mismo se observa si se combina una mutante cox14 con una interrupción de 

cualquier otro gen necesario para el ensamblaje de la CcO (Barrientos A et al, 

2004). Se piensa que Cox14 es una chaperona que sigue el ensamblaje de la CcO 

hasta sus últimas etapas ya que se ha encontrado en supercomplejos (Mick DU et 

al, 2010). 

Coa3, también se considera un regulador negativo de la síntesis de Cox1. Se 

encuentra embebida en la membrana interna mitocondrial. Se ha demostrado su 

interacción  con el complejo que contiene a Cox1, Mss51, Cox14 y Shy1, y 

además con supercomplejos (Mick DU et al, 2010). Además, presenta el mismo 

fenotipo que la mutante ∆cox14, es decir, restablece la síntesis de Cox1 en 

mutantes de ensamblaje de la CcO (Mick DU et al, 2010; Fontanesi F et al, 2011). 

El modelo actual para explicar la regulación de la síntesis de Cox1 se describe a 

continuación (Figura 6) (revisado en Herrmann JM et al, 2012; Soto IC et al, 2012; 

Mick DU et al, 2012): 1) Mss51 y Pet309 activan la traducción del mRNA de 

COX1. Estas proteínas asisten al ribosoma mitocondrial a localizar el codón de 

inicio (Zambrano A et al, 2007; Zamudio-Ochoa A et al, 2014). 2) Mss51 además 

interacciona con Cox1 para formar parte de los complejos COA. El extremo 

carboxilo terminal de la proteína Cox1 es importante para mediar esta interacción 

(Shingú-Vázquez M et al, 2010). Dentro de estos complejos se encuentra también 

Cox14 y Coa3. De esta manera se forman complejos COA de alto peso molecular 

que involucran por lo menos a Mss51-Cox14-Coa3-Cox1. 3) Mss51 queda 

atrapado en este complejo hasta que Cox1 adquiera sus grupos prostéticos y se 

agregue el resto de subunidades de la CcO. Se propone que la asociación de 

Mss51 depende de la conformación del extremo C-terminal de Cox1, la cual podría 

ir cambiando conforme se ensambla la CcO (Shingú-Vázquez M et al, 2010; 
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García-Villegas et al, manuscrito en preparación). Se ha sugerido que la síntesis 

de Cox1 disminuye en mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO porque 

Mss51 queda atrapado en los complejos COA, lo que evita que pueda llevar a 

cabo su papel como activador traduccional. En este modelo Cox14 y Coa3 son los 

encargados de estabilizar la unión de Mss51 al complejo COA para “atraparlo” e 

impedir su función como activador traduccional. Es por esto que mutantes nulas 

cox14 y coa3 no regulan la síntesis de Cox1, de tal forma que la síntesis es 

normal aunque la CcO no se pueda ensamblar (Mick DU et al, 2010; Fontanesi F 

et al, 2011; Barrientos A et al, 2004).  
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Figura 6. Modelo para la regulación de la síntesis de Cox1.  El ciclo comienza con Mss51 y Pet309 

activando la traducción del mRNA de COX1 (1). Posteriormente, Mss51 se asocia con Cox1 recién 

sintetizada y otras chaperonas de ensamblaje de la CcO para formar complejos COA (2). Conforme 

se agregan las subunidades de la CcO, Mss51 queda libre de este complejo y puede llevar a cabo 

un nuevo ciclo de traducción (3). El extremo C-terminal de Cox1 (rojo) podría monitorear el estado 

de ensamblaje de Cox1 y permitir la liberación de Mss51 del complejo COA. EIM, espacio 

intermembranal. 

 

 

Otro factor importante para la regulación de la síntesis de Cox1 es su propio 

extremo carboxilo terminal. Es la parte más soluble de la proteína y mira hacia la 

matriz mitocondrial. Se ha observado que es importante para estabilizar la 

interacción entre Mss51 y Cox14. En mutantes de ensamblaje en las que Cox1 

carece de los últimos 15 amino ácidos del extremo carboxilo terminal (Cox1ΔC15), 

la síntesis de Cox1 es muy similar a lo observado en una cepa silvestre (Shingú-

Vázquez et al, 2010), indicando que la regulación se ha perdido. Este efecto es 



 
 

21 
 

muy similar al observado para una mutante  Δcox14 o Δcoa3. Por lo anterior, se 

propuso que Mss51 interacciona con Cox14 a través del extremo carboxilo 

terminal de Cox1. Conforme se agregan las subunidades de la CcO, este extremo 

carboxilo terminal cambia de conformación y Mss51 pierde su interacción con el 

complejo COA, pudiendo así llevar a cabo un nuevo ciclo de traducción del mRNA 

de COX1. 

 

La proteína Pet54  

Pet54 es una proteína de origen nuclear, cuenta con 293 aminoácidos y es 

importada a la mitocondria aunque no se ha identificado una presecuencia que la 

dirija al organelo. Se asocia de forma periférica a la membrana interna 

mitocondrial y se localiza hacia la matriz mitocondrial (McMullin TW and Fox TD, 

1993). Contiene en su secuencia un dominio RRM (RNA recognition motif). Este 

es el dominio más abundante en proteínas que unen RNA y consta de 

aproximadamente 90 aminoácidos. Se han descrito dos regiones conservadas en 

este dominio necesarias para la unión de RNA: la región RNP1, en que participan 

principalmente tres aminoácidos aromáticos, y la región RNAP2 (Maris C et al, 

2005). Su estructura característica es de tipo β1α1β2β3α2β4 (Figura 7). Donde las 

cuatro laminas β sirven de superficie de unión de dos a 8 nucleótidos de RNA 

(Cléry A et al, 2008). Además de su función en la interacción con RNA se ha 

observado que los dominios RRM sirven de unión a proteínas y otros dominios. 

Incluso se ha demostrado que algunos dominios RRM no unen RNA sino que su 

única función es unirse a otras proteínas (Fribourg S et al, 2003). La conformación 

de este motivo tiene una amplia diversidad para unir secuencias de RNA por lo 

que no se ha encontrado una secuencia conservada de unión de RNA (Cléry A et 

al, 2008). 

Pet54 interacciona físicamente con Pet122 y Pet494 para llevar a cabo la 

activación traduccional del mRNA mitocondrial COX3 (Brown NG et al, 1994), que 

codifica para la subunidad 3 de la CcO. En mutantes nulas de cualquiera de estos 
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tres factores, ∆pet54, ∆pet122 o ∆pet494, no se sintetiza la subunidad Cox3 de la 

CcO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo cristalográfico del dominio RRM de la proteína hnRNP. Se indican las dos hélices 

α y las cuatro estructuras lámina β-plegada.  Se muestra la superficie de unión a nucleótidos. En 

verde se muestran los aminoácidos arómaticos necesarios para la unión de nucleótidos (indicados 

en amarillo). Tomado de (Cléry A et al, 2008). 

 

 

Pet54 tiene además la función de escindir el intrón ai5β del pre mRNA de COX1. 

Por medio de inserciones se han descubierto posibles sitios de Pet54 necesarios 

para esta función. Entre estos sitios se encuentran: D96-P97, L146-T147, e I285-L286 

(Valencik M et al, 1989) (Figura 8).  

Mediante experimentos in vitro de unión a RNA se ha demostrado que Pet54 se 

une al extremo 5’UTR del mRNA de COX3 en la región de -590 a -512 nucleótidos 

río arriba del codón de inicio (Kaspar B et al, 2008). De igual manera se une al 
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intrón ai5β mediante 66 nucleótidos que incluyen 3 nucleótidos del exón en su 

extremo 3’. La similitud entre estas dos secuencias es significativa ya que son 

extremadamente ricas en los nucleótidos AU (Kaspar B et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Modelo de Pet54 de acuerdo al software I-TASSER (Zhang Y et al, 2008). En azul se 

muestra el dominio RRM,  en rojo se muestran los aminoácidos en los que se realizaron 

inserciones y que afectan la expresión de COX1.  

 

 

En este trabajo descubrimos que Pet54 tiene una tercera función regulando la 

síntesis de Cox1. Esta función es independiente de la presencia de intrones del 

transcrito de COX1. Si bien Pet54 no es absolutamente indispensable para 

sintetizar a Cox1, sí es necesaria para obtener niveles óptimos de su síntesis. En 

este trabajo describimos cómo se descubrió esta tercera función, qué 

características posee y discutimos su posible mecanismo de acción 
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JUSTIFICACIÓN 

Como se mencionó, el ensamblaje de la CcO es un proceso complejo dado el 

origen tanto nuclear como mitocondrial de sus subunidades. Su ensamblaje 

involucra varias etapas, así como diversas chaperonas que participan en estas 

etapas. Se ha observado que la síntesis de la subunidad Cox1 es altamente 

regulada (Mick DU et al, 2010), de tal manera que cuando existe un defecto en el 

ensamblaje de la CcO la síntesis de Cox1 disminuye, evitando que se formen 

intermediarios mal ensamblados. Sin embargo, cuando a Cox1 se le elimina el 

extremo carboxilo terminal o cuando los reguladores negativos de la síntesis de 

Cox1, Cox14 y Coa3, son eliminados, los niveles de Cox1 se restablecen, incluso 

cuando CcO no se puede ensamblar porque falta una subunidad o una chaperona 

(Barrientos A et al, 2004; Mick DU et al 2010; Shingú-Vázquez et al, 2010).  

En el laboratorio nos encontrábamos estudiando si el papel regulador del extremo 

carboxilo terminal de Cox1 se conservaba en presencia de diferentes mutaciones 

que afectaban el ensamblaje de la CcO. Para ello se generaron mutaciones en 

que se eliminaban diversas subunidades de la enzima, así como chaperonas de 

ensamblaje que participan en diferentes etapas (Shingú-Vázquez et al, 2010). En 

todos los casos se encontró que, como era de esperarse, si la CcO no se 

ensamblaba entonces la síntesis de Cox1 disminuía. Cuando además se 

eliminaba el extremo C-terminal de Cox1 (Cox1∆C15), la síntesis de Cox1 se 

recuperaba, aunque la CcO no se ensamblara (Shingú-Vázquez M et al., 2010). Lo 

anterior indica que el extremo C-terminal de Cox1 regula su propia síntesis en 

todas las mutantes del ensamblaje de la CcO. Sin embargo, llamó nuestra 

atención que la única mutante que se comportó diferente era la mutante ∆pet54. 

En este caso la síntesis de Cox1∆C15 no se recuperó. Este efecto es específico 

para Pet54, y no se debe a la ausencia de Cox3 ya que al estudiar la mutante 

∆pet122 (otro activador traduccional de COX3), la síntesis de Cox1∆C15 se 

recuperó a niveles normales como se observa para la mayor parte de las 

mutantes. Este comportamiento es independiente de la presencia de los intrones 

de COX1. Todo esto indica que aparte de la función de Pet54 como activador 
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traduccional del mRNA de COX3, como factor de splicing del intrón aI5 de COX1, 

esta proteína posee una tercera función, en este caso regulando la síntesis de 

Cox1 (Shingú-Vázquez M et al., 2010). 

El objetivo de este trabajo es estudiar cuál es el mecanismo por el cual Pet54 

llevaría a cabo esta nueva función reguladora. 

 

 

HIPÓTESIS  

Dado que en la mutante Δpet54 los niveles de síntesis de Cox1 disminuyen y no 

se restablecen en las cepas con Cox1ΔC15, entonces Pet54 debe tener una 

nueva función en la síntesis de Cox1, posiblemente como un regulador positivo.  

 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar el mecanismo por el cual Pet54 regula la síntesis de Cox1.  

Objetivos particulares 

1. Llevar a cabo una caracterización del efecto de Pet54 sobre la síntesis de Cox1: 

 -  Estudiar si la disminución de la síntesis de Cox1 se debe específicamente 

a la ausencia de Pet54 o este efecto es debido a una ausencia de Cox3.  

 -Demostrar si la disminución en la cantidad de Cox1 observada en las 

mutantes pet54 se debe a una disminución en su síntesis o a un aumento 

en su degradación. 
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 - Analizar si la regulación de Pet54 depende de las chaperonas Cox14 y 

Coa3. 

 

2. Estudiar si el papel de Pet54 es a nivel de la activación traduccional de Cox1: 

- Estudiar si el efecto de la mutante ∆pet54 se localiza en los extremos 

UTR´s del mRNA de COX1. 

    - Explorar si la estabilidad de los activadores traduccionales del mRNA de 

COX1, Pet309 y Mss51 se ve afectada en la mutante ∆pet54.  

 

3. Estudiar si Pet54 actúa sobre el complejo COA de alto peso molecular. 

 

- Estudiar si Pet54 interacciona con Mss51 o con Cox1. 

-  Estudiar si Pet54 comigra con los complejos COA de alto peso molecular 

de Mss51. 

-  Estudiar si la migración de Mss51 en los complejos de alto peso 

molecular cambia en la mutante ∆pet54. 
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MATERIALES Y MÉTODOS.  

Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas. 

Éstas se encuentran descritas en el apéndice I. 

 

Medios de cultivo. 

 YPD (1 litro): 

Extracto de levadura                 10 g 

Peptona                                     20 g 

Dextrosa                                    20 g 

Adenina                                  0.03 g 

Para medio sólido agregar  20 g de agar. Esterilizar en autoclave. 

 

 YPGal (1 litro): 

Extracto de levadura                10 g 

Peptona                                   20 g 

Galactosa                                20 g 

Adenina                                0.03 g 

Para medio sólido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave. 

 

 YPEG (1 litro): 

Extracto de levadura              10 g 
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Peptona                                 20 g 

Glicerol                                  30 ml 

Etanol                                    30 ml  

(Adicionar después de esterilizar y cuando el medio este a 50 °C) 

Adenina                              0.03 g 

Agar                                      20 g 

Esterilizar en autoclave. 

 

 Medio mínimo Gal/-Met (1 litro): 

Base nitrogenada sin aminoácidos                      6.7 g 

Dextrosa o galactosa                                          20 g 

Mezcla de suplementos  

Medio -Met                                                                   0.75 g 

Para medio sólido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave. 

 

Generación de mutantes nucleares (Amberg D et al, 2005). 

Las mutantes nucleares en las que se eliminó un gen que codifica para una 

proteínade se obtuvieron reemplazando el gen en el locus original con casetes de 

resistencia a kanamicina (KANMX4) o de marcadores de auxotrofía (LEU2 o 

URA3). El gen de eliminación (KanMX4, LEU2 o URA3) se amplificó por PCR a 

partir de DNA total de levadura, en el cual el gen ya se encontraba sutituido, 

utilizando un juego de oligonucleótidos específicos para cada gen ubicados 

aproximadamente 300 nucleótidos rio arriba del codón de inicio o 300 nucleótidos 

rio abajo del codón de paro. Los productos de PCR se separaron en un gel de 
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agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio y se purificaron siguiendo las 

instrucciones del sistema comercial de QIAGEN. Las células se transformaron con 

estos productos de PCR y las deleciones se integraron al cromosoma mediante 

recombinación homóloga. 

 

Transformación de las levaduras (Burke Dan, 2000). 

• Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la 

noche a 30°C en agitación. 

• A la mañana siguiente se adicionaron 2 ml más de medio YPD e incubaron 2 

horas más a 30°C en agitación. 

• Se centrifugaron 600 μl de los cultivos a transformar por 1 min a 13200 g a 

temperatura ambiente. Se eliminó completamente el sobrenadante. 

• Se resuspendió el botón celular en 52.5 μl de amortiguador de transformación. 

• Se adicionó el DNA (desde 100 ng a varios μg). 

 - Estrategia para las transformaciones en donde el DNA debe integrarse al 

genoma (productos de PCR): 

• Cada muestra de botón celular con amortiguador de transformación se incubó 30 

min a 30°C, posteriormente se calentó 15 min a 42°C.  

• Se agitó ligeramente cada 10 min.  

• Se adicionó 1 ml de medio YPD y se incubó 2 horas a 30°C.  

• Se centrifugó 1 min a 13200 g, a temperatura ambiente. Se eliminaron 900 μl del 

medio YPD. 

 - Estrategia para las transformaciones por medio de plásmidos: 
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• Cada muestra de botón celular con amortiguador de transformación se incubó 30 

min a 42°C agitando ligeramente en vórtex cada 10 min. 

• Se plaqueó la mezcla en el medio sólido de selección necesario. 

 Amortiguador de transformación (para una transformación): 

PEG 3350 50%                                           40 μl 

DTT 1M                                                         5 μl 

Acetato de litio 2M                                         5 μl 

DNA de esperma de salmón 10 mg/ml       2.5 μl  

(Antes de usar hervir 10 minutos y mantener en hielo) 

 

Purificación de DNA total de las levaduras (Burke Dan, 2000). 

• Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la 

noche a 30 °C. 

• Los cultivos se centrifugaron 1 min a 13200 g a temperatura ambiente. 

• Las células se lavaron con 500 μl de agua y se recuperaron por medio de  

centrifugación, como en el paso anterior. 

• El botón celular se resuspendió en 200 μl de amortiguador de lisis. 

• Se adicionaron 200 μl de una mexcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 

(25:24:1). 

• Se agitó en el vórtex por 3 min a velocidad máxima a temperatura ambiente. 

• La mezcla se centrifugó 5 min a 13200 g, a temperatura ambiente. 
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• Se separó la fase acuosa (fase superior) y se colocó en un tubo nuevo. Se 

precipitó adicionando 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3M pH 5.3 y 3 

volúmenes de etanol al 100%. Se incubó 10 minutos a -20°C. 

• La mezcla anterior se centrifugó 10 min a 13200 g a 4 °C. 

• El botón de DNA se lavó con 1 ml de etanol al 70% previamente enfriado a -

20°C. 

• Se centrifugó 1 min a 13200 ga 4°C. Se dejó secar la muestra al aire. 

• Se resuspendió en 50 μl de agua estéril. 

 

 Amortiguador de lisis (20 ml): 

Tritón X-100                         400 μl 

SDS 20%                                1 ml 

NaCl 5 M                              400 μl 

Tris-HCL 2 M pH 8.0            100 μl 

EDTA-Na 0.5 M pH 8.0          40 μl 

Agua                                18.06 ml 

 

Purificación de mitocondrias, modificado de (Glick BS and Pon LA, 1995). 

•Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPGal toda la 

noche a 30°C. 

• Se resembraron en 25 ml de medio YPGal e incubaron a 30°C toda la noche 

(dos noches para cepas que no respiran). 
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• Del cultivo anterior se resembraron 15 ml en 500 ml de medio YPGal, y se incubó 

toda la noche a 30°C hasta una absorbancia a 600nm entre 1.4 y 1.6. 

• Se centrifugó a 2831 g por 10 min a temperatura ambiente. 

• El botón de cada tubo se lavó una vez con agua fría y se juntaron todos en un 

tubo de centrífuga previamente pesado. 

 Se centrifugaron a 2831 g por 10 min a temperatura ambiente. Se eliminó el 

sobrenadante y se pesó. 

• Se resuspendió el botón en amortiguador TD (2 ml/g de peso húmedo). 

• Se agitó 10 min a 30°C. 

• Se centrifugó 5 min a 1927 g a temperatura ambiente. 

• Se lavó el botón con amortiguador MP2 (7 ml/g de peso húmedo). 

• Se centrifugó 5 min a 1927 g. 

• Se resuspendió el botón en amortiguador MP2 (7 ml/g de peso), y se adicionó 

zimoliasa (3 mg/g de peso húmedo). 

• Se agitó de 30 a 60 min a 30 °C, hasta que los esferoplastos se formaron (revisar 

la formación de esferoplastos a los 30, 45 y 60 min). 

 Para revisar la formación de esferoplastos: 

En tubos de vidrio se compararon 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M en 

donde se agregaron 50 μl de células, posteriormente se agitaron en vórtex. 

Cuando se formaron los esferoplastos el tubo con agua se observó claro 

comparado con el tubo con sorbitol que se observó turbio. 

A partir de este punto todo se hizo a 4°C y sin usar vórtex. 

• Se centrifugó a 1106 g por 5 min a 4°C. 
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•Se resuspendió en 1/4 del volumen requerido de amortiguador de 

homogenización (70 ml por cada cepa). 

• Se homogenizó 10 veces usando un homogenizador y pistilo de vidrio. 

• Se centrifugó 5 min a 1106 g a 4°C. Se recuperó el sobrenadante y se repitió la 

centrifugación. 

• El sobrenadante se centrifugó 12 min a 17418 g a 4°C (en el botón se 

encuentran las mitocondrias crudas). 

• Se resuspendió el botón en 10 ml de amortiguador SEH (primero se resuspendió 

en 2 ml, con la punta de la micropipeta cortada). 

• Se centrifugó 5 min a 1106 g a 4°C. Se recuperó el sobrenadante. 

• Se centrifugó el sobrenadante a 12 min a 17418 g a 4°C. 

• Se resuspendió el botón en 300-500 μl de amortiguador SEH (con la punta de la 

micropipeta cortada). 

• Se hicieron alícuotas de 25 o 30 μl de solución de mitocondrias, se congelaron 

en nitrógeno líquido y guardaron a -70°C hasta su uso. 

 

 Amortiguador TD (Tris-DTT): 

Tris-SO4 pH 9.4                                     0.1 M 

DTT                                                        10 mM 

 

 Amortiguador MP2: 

Sorbitol                                                  1.2 M 

Amortiguador de fosfatos (pH 7.4)        20 mM 
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Zimoliasa-20T                                       3 mg/g 

(Seikagaku Biobusiness Cat. No. 120491) 

 

 Amortiguador de homogeneización: 

Sorbitol                                                                          0.6 M 

Tris pH 7.4                                                                    10 mM 

EDTA                                                                             1 mM 

Albúmina sérica bovina (libre de ácidos grasos)           0.2% 

PMSF (preparar al momento en etanol)                         1 mM 

TLCK                                                                           50 μg/ml 

 

 Amortiguador SEH 

HEPES pH 7.4                                                            20 mM 

Sorbitol                                                                       0.6 M 

EDTA                                                                            1 mM 

 

Cuantificación de proteínas por el método de Lowry modificado (Markwell MA 

et al, 1978). 

Elaboración de la curva de calibración: 

Se usó 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 μg. Se llevó a 1 ml con agua. 
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 Se adicionaron 3 ml de solución C y se mezclaron en vórtex. Se incubaron 10 

min a temperatura ambiente. 

 Se adicionaron 300 μl de la solución D, se mezclaron en vórtex y se incubaron 

por 30 min a temperatura ambiente. 

 Se determinó la absorbancia a 740 nm. 

 

 Solución A: 

Na2CO3                             3% (p/v) 

NaOH                             0.4% (p/v) 

Na2-tartrato                  0.16% (p/v) 

SDS                                  1% (p/v) 

 Solución B: 

Cu2SO4·5H2O                 4% (p/v) 

 Solución C: 

Se mezclaron 100 volúmenes de solución A con 1 volumen de solución B 

(preparar al momento). 

 Solución D 

Se mezcló 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al 

momento) 

 

Traducción in organello (ioTL) y co-inmunoprecipitación (CoIP) a partir de 
mitocondrias puras (Herrmann et al, 2001; Westermann et al, 2001). 

• Se preparó 1 ml de amortiguador 1.5X ioTL con 0.2% (v/v) de piruvato cinasa. 
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• Se descongelaron en hielo 250 μg de proteína mitocondrial y se ajustó a un 

volumen de 25 μl con amortiguador SH en un tubo Eppendorf de 1.5ml. 

• Se mezclaron 55 μl de amortiguador 1.5X ioTL con 25 μl de mitocondrias 

(10μg/μl). 

• Se incubó 5 min a 30°C. 

• Se adicionaron 25 μCi de [35S]-Met (Perkin Elmer) 

• Se incubó 20 min a 30°C. 

• Se tomaron 4 μl de cada reacción y se pasaron a otro tubo (esta fue la fracción 

total, que representaba el 5% de la reacción de inmunoprecipitación). Se agregó 1 

ml de amortiguador SH y se centrifugó 10 min a 13200 g a 4°C. Se resuspendió en 

20 μl de amortiguador de Laemmli 1X y se guardó en hielo. 

• Al resto de la reacción de traducción se le agregó 1 ml de SH y se centrifugó 10 

min a 4°C, se eliminó el sobrenadante. 

• Las mitocondrias se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de lisis con la 

punta de la micropipeta cortada. Se incubaron 10 min en hielo (NO agitar en 

vórtex). 

• Se centrifugó a 13200 g por 10 min a 4 °C. Se pasó el sobrenadante a un tubo 

nuevo etiquetado. 

• A cada sobrenadante se adicionaron 40 μl de anticuerpo acoplado a proteína A 

sefarosa. 

• Se agitó en un agitador circular (Barnstead Internacional, Model 400110) durante 

2 horas a 4°C. 

•Se lavó dos veces con 500 μl de amortiguador de lisis. 

• Se lavó 1 vez con 1 ml de Tris 20 mM, pH 7.4. 
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NOTA: Entre cada lavado se agitó 5 min en agitador circular a 4°C y se centrifugó 

1 min a 600 g a 4°C. 

• Después del último lavado se centrifugó 1 min a 13200 g a 4 °C, se eliminó 

completamente el sobrenadante. 

• Se agregaron 20 μl de amortiguador de Laemmli 1X, y se agitó en vórtex por 15 

min a temperatura ambiente. 

• Se centrifugó por 15 s a 13200 g. El sobrenadante se cargó con microjeringa en 

un gel de SDS-acrilamida/Bis-acrilamida al 16%/0.15%. Se corrió el gel a 27 mA 

hasta que el frente alcanzó 7 cm de la interfase formada por los geles. 

• Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 1.5 h a 1.5 

mA/cm2. Se dejó secar la membrana y se expuso para obtener una 

autoradiografía. Posteriormente  se realizó western blot. 

 Amortiguador 1.5X para traducción (1.5X ioTL) con 0.2% (v/v) de 
piruvato cinasa &. 

Amortiguador Solución concentrada Adicionar para 1ml 

Sorbitol 2.4 M 375 μl 

KCl 1 M 225 μl 

Amortiguador de fosfatos, 

pH 7.2 

1 M 22.5 μl 

Tris-HCl, pH 7.4 1 M 30 μl 

MgSO4 1 M 19 μl 

Albúmina 100 mg/ml 45 μl 

ATP 200 mM£ 30 μl 

GTP 50 mM£ 15 μl 

Aminoácidos (sin Met, Tyr 

y Cys) 

2 mg/ml 9.1 μl 

Cisteína 10 mM 10 μl 

Tirosina 1 mg/ml 18.2 μl 
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Ácido α-ceto glutárico+  1.7 mg 

Fosfoenol piruvato+  3.5 mg 

 

Notas:  

& Preparar en hielo. Adicionar 2 μl justo antes de mezclar con las mitocondrias. 

£ Adicionar al final. 

+ Pesar el ácido α-ceto glutárico y disolver en 200 μl de H2O, adicionar al fosfoenol 

piruvato y disolver. Adicionar a la mezcla para tener un volumen final de 1 ml. 

 

 Amortiguador SH: 

Sorbitol                                      0.6 M 

HEPES, pH 7.4                         20 mM 

 Amortiguador de lisis: 

Digitonina                                  1% 

NaCl                                      100 mM 

Tris-HCl, pH 7.4                      20 mM 

 Amortiguador de Laemmli 2X: 

Tris-HCl, pH 6.8                      0.06 M 

Glicerol                                         5% 

SDS                                              2% 

β-Mercaptoetanol                         4% 

Azul de bromofenol              0.0025% 
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Traducción in vivo (ivTL) a partir de células completas (Bonnefoy et al., 2001). 

• Se cultivó una colonia en 2 ml de YPGal a 30°C toda la noche. 

• Se inoculó 0.1 ml del cultivo anterior en 10 ml de YPGal, se incubó a 30°C toda 

la noche. 

• A la mañana siguiente se adicionaron 10 ml de YPGal y se incubaron por 3 horas 

a 30°C. 

• Se centrifugó en tubos con tapa de rosca previamente pesados a 3000 g por 5 

min a temperatura ambiente. 

• Se lavó dos veces con 1 ml de agua estéril. En el último lavado se pesaron los 

tubos y se eliminó la cantidad de agua/células necesaria para tener 0.12 g de 

células en todos los tubos. 

• Se resuspendió en 500 μl con medio Gal/-Met. Se incubó 30 min a 30°C con 

agitación. 

• Se adicionaron 5 μl de cicloheximida (10 mg/ml, disuelta en etanol). Se incubó 5 

min a 30°C con agitación. 

• Se adicionaron 5 μCi de [S35]-Met. Se incubó 10 min a 30°C con agitación. 

• Inmediatamente se enfriaron las muestras en hielo/agua por 5 min. 

• Se centrifugó a velocidad máxima a 4°C por 1 min en una centrífuga Eppendorf 

5415D.  

  Se eliminó el sobrenadante. 

• Se lavó una vez con 500 μl de Gal/-Met con 2.5 mM de metionina no radioactiva. 

• Se centrifugó a velocidad máxima a 4°C por 1 min en una centrífuga Eppendorf 

5415D. Se eliminó el sobrenadante. 
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• Se lavó el botón con 200 μl de SHP frio, con inhibidor de proteasas de SIGMA 

(3.3 μl/10ml). 

• Se resuspendió el  botón en 200 μl de SHP frio, con inhibidor de proteasas de 

SIGMA (3.3 μl/10ml). 

• Se adicionó un volumen de perlas de vidrio, previamente enfriadas a -20 °C. 

• Se agitó en vórtex 30 s a velocidad máxima e incubó 30 s en hielo. 

• Se repitió el paso anterior. 

• Se centrifugó a 600 g por 5 min a 4 °C. 

• Se tomó el sobrenadante y se colocó en hielo en un tubo Eppendorf etiquetado. 

• Se adicionaron 200 μl de SHP frio. Se repitió el ciclo vórtex/hielo dos veces. 

• Se combinaron los sobrenadantes y se centrifugaron a velocidad máxima por 10 

min a 4 °C en una centrífuga Eppendorf 5415D. 

• Se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 40 μl del amortiguador de Laemmli 

1X. Se calentaron a 65°C por 5 min. 

• Se cargaron 10 μl en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 16%/0.15%, mientras 

que el resto se guardó a -70°C. Se corrieron las muestras a 27 mA hasta que el 

frente recorrió 7 cm de la interfase formada por los geles. 

• Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 1.5 h a 1.5 

mA/cm2 empleabdo un sistema semiseco en cámara FisherBiotech. La membrana 

se dejó secar y se expuso para una autorradiografía. 

 

 Amortiguador SHP: 

Sorbitol                                                                     0.6 M 

HEPES, pH 7.4                                                        20 mM 
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Inhibidor de proteasas de SIGMA   3.3 μl por cada 10 ml 

 

Gel de poliacrilamida para electroforesis en condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

A continuación se indica la composición del gel separador y concentrador. 

 Gel separador 
16 % 

Gel apilador 
4 % 

Acrilamida 30% 
Bisacrilamida 0.8% 

9.0 ml 0.83 ml 

 

Tris-HCl 2 M, pH 8.8 3.28 ml - 

Tris-HCl 2 M, pH 6.8 - 150 μl 

SDS 20 % 85 μl 50 μl 

Agua 4.5 ml 4 ml 

APS 10% 100 μl 25 μl 

TEMED 20 μl 10 μl 

 

 Amortiguador de corrida 5X: 

Tris-HCl, pH 8.2                            0.125 M 

Glicina                                             0.96 M 

SDS                                                   0.5% 

Correr a 7 cm de la interfase formada por los geles a 27 mA constantes con  

amortiguador de corrida 1X. 

 

 Solución para la transferencia de proteínas 
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80 ml de solución de corrida para electroforesis en condiciones desnaturalizantes 

20 ml de metanol 

 

Replica en Western Blot. 

 Las proteínas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF 

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

 

3 hojas de papel filtro humedecidas en amortiguador de transferencia. 

  

Gel humedecido en amortiguador de transferencia. 

 

Membrana de PVDF humedecida en metanol y amortiguador de transferencia. 

 

3 hojas de papel filtro humedecidas en amortiguador de transferencia. 

 

Transferir de 1 a 2 horas a 1.5 mA/cm2, cuidando que no pase de 10 V. 

 La membrana con las proteínas se bloqueó toda la noche a 4°C o 2 h a  

temperatura ambiente con solución de bloqueo. 

 

 Se incubó la membrana con solución de réplica, la cual contiene el anticuerpo 

adecuado, durante 1 h a temperatura ambiente. 

 Se lavó la membrana con solución de lavado por 10 min, se repitió el lavado 2 

veces más. 
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 Se reveló la presencia del anticuerpo unido a la proteína siguiendo las 

indicaciones del kit ECL plus (Amersham) o Millipore. 

 La señal de quimioluminiscencia se detectó exponiendo la membrana a una  

película BioMAx XAR Film (Kodak). 

 Se eliminó el anticuerpo unido a las proteínas de la membrana al incubarla con la 

solución de eliminación de anticuerpo por 30 min a 50°C. 

 Se repitió desde el paso número dos con los anticuerpos necesarios. 

 

 Solución de bloqueo (50 ml): 

Leche en polvo libre de grasas (Svelty)                  5 g 

Tris-HCl 1 M, pH 7.6                                            2.5 ml 

NaCl 5 M                                                              1.5 ml 

 Solución de réplica (10 ml): 

Leche en polvo                                                    0.1 g 

Tris-HCl 1 M, pH 7.6                                           100 μl 

 NaCl 5 M                                                            200 μl 

EDTA 500 mM                                                      20 μl 

Tween-20 al 5%                                                  200 μl 

• Adicionar el anticuerpo indicado a la dilución apropiada. 

 

 Solución de lavado (1000 ml): 

Tris-HCl 1 M, pH 7.6                                            10 ml 

NaCl 5 M                                                              20 ml 



 
 

44 
 

EDTA 500 mM                                                     2 ml 

Tween-20                                                            1 ml 

 Solución de eliminación del anticuerpo (100 ml): 

β-mercaptoetanol                                             700 μl 

Tris HCl 1 M, pH 6.8                                       6.25 ml 

SDS 10%                                                           20 ml 

 Ensayo de doble híbrido (James P et al, 1996) 

 Se cultivaron las células de PJ69-4a en medio YPD toda la noche. 

 Se centrifugaron a 13200 g por 5 min. 

 Se transformaron las células de acuerdo con el método de transformación de 

plásmidos. 

 Se plaquearon en medios selectivos, -LEU/-URA, -LEU/-TRP 

 Se dejaron crecer por 3 días. 

 Se purificaron 3 colonias de cada transformación estriando en los mismos 

medios selectivos. 

 Se seleccionaron las células a comparar y se realizaron diluciones seriadas en 

medios selectivos –leucina/-uracilo (3 mM de amino triazol) y –leucina/-triptofano. 

 Se dejaron crecer por 7 días a 30°C.  

 

 

 

Electroforesis azul en condicones nativas (BN-PAGE) (Wittig I et al, 2006). 

 Se descongelaron las mitocondrias en hielo por 5 min. Se tomaron 250 μg de 

proteína mitocondrial con micropipeta de 200 μl. 

 Se resuspendieron en 250 µl de amortiguador de lavado.  
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 Las mitocondrias se centrifugaron a 13200 g por 2min y se eliminó el 

sobrenadante. 

 Se centrifugó nuevamente para eliminar completamente el sobrenadante. 

 Se homogenizaron completamente las mitocondrias en 45 μl del amortiguador de 

muestra pipeteando suavemente 10 veces con punta de 2 μl-200 μl. 

 Se agregaron 5 µl de digitonina al 10%, la cual se tenía preparada  previamente y 

guardada a -20°C. Se incubó en hielo por 30 min. 

 Se centrifugó por 12 min a 13200 rpm a 4°C en centrífuga de mesa. 

 Se colectó el sobrenadante y se agregaron 2.5 μl de solución de Coomassie 

Serva G al 5%. 

 Se corrió el gel 25 min a 17 mA con el amortiguador del cátodo al 0.02% de  

Coomassie Serva G (aproximadamente un tercio del gel). 

 Se cambió el amortiguador del cátodo al 0.02% por el de 0.002% de azul de 

coomassie Serva G y se corrio a 7 mA por 2 h.  

 Se usó metanol al 20% en amortiguador de electroforesis 1X para transferir las 

proteínas a una membrana PVDF por 2 h a 1.5 mA por cm2 de membrana. 

 Las membranas se lavaron con metanol al 100% por 3 min para eliminar el 

colorante. Se dejan secar por 15 min. 

 Se bloquea la membrana toda la noche con solución de bloqueo (ver sección de 

Western blot). 

 Se utilizan 20 µl de marcador de peso molecular de Amersham. 

 

 Amortiguador de lavado (50 ml): 

Sorbitol                            250 mM 

Bis-Tris                             50 mM 

Ajustar el pH a 7.0 con HCl 

 Amortiguador de muestra: 

Ácido amino-capróico           750 mM 
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Bis-tris                                     50 mM 

Ajustar el pH a 7.0 con HCl 

  

Preparación del gel azul nativo: 

 Acrilamida 
4% 

Acrilamida al 
5% 

Acrilamida al 
13% 

Acrilamida 
48.5%-
Bisacrilamida 3% 

125 µl 0.51 ml 1.34 ml 

Amortiguador de 
gel 3X 

0.5 ml 1.69 ml 1.69 ml 

Glicerol (80%) - 0.32 ml 1.28 ml 

Agua 0.86 ml 2.5 ml 0.72 ml 

APS 10% 8 µl 13.5 µl 13.5 µl 

TEMED 2.25 µl 4.9 µl 4.9 µl 

Volumen total 2.25 ml 9 ml 9 ml 

 

 Solución de Coomassie Serva Blue G: 

Azul de Coomassie Serva G  5% 

Disolver en 100 µl de amortiguador de muestra 

 

 Amortiguador del gel 3X: 

Bis-Tris                                                                    150 mM 

Ácido aminocapróico                                               1.5 M 

Ajustar el pH a 7.0 con HCl 



 
 

47 
 

 

 Amortiguador del cátodo (superior): 

Tricina                                                          50 mM 

Bis-Tris                                                         15 mM 

Azul de Coomassie Serva G                       0.02% 

 

 Amortiguador del cátodo (superior): 

Tricina                                                          50 mM 

Bis-Tris                                                         15 mM 

Azul de coomassie Serva G                      0.002% 

 

 Amortiguador de ánodo: 

Bis-tris                                                         50 mM     

Ajustar el pH a 7.0 con HCl 

 

Diluciones usadas para los anticuerpos:  

Anti citrato sintasa              1:1000                   (Donado por el Dr. Thomas D. Fox,                   

Universidad de Cornell, EUA) 

Anti HA (Hemaglutinina)     1:10000                   (Roche) 

Anti cMYC                           1:400                       (Roche) 

Anti conejo/peroxidasa       1:5000                     (Invitrogen)  

Anti ratón/peroxidasa         1:3000                     (BioRad) 
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Anti Tom40                    1:20000                (Donado por el Dr. Walter Neupert, 

Instituto de Bioquímica Max Planck, 

Alemania) 

Anti Coa3                           1:1000                      (Donado por el Dr. Anthony 

Barrientos, Universidad de Miami, 

EUA) 

Anti Cox1                           1:30000                    (Hecho en nuestro laboratorio) 
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RESULTADOS  

 

1. CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DE Pet54 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
Cox1. 

1.1 La mutante Δpet54 no recupera los niveles de la síntesis de Cox1ΔC15. 

En un estudio previo de nuestro laboratorio se observó que en las mutantes de 

ensamblaje de la CcO, la síntesis de Cox1 disminuía, sin embargo se recuperaba 

si la mutación se combinaba con una eliminación de los últimos 15 aminoácidos 

del extremo carboxilo terminal de Cox1 (Cox1∆C15) (Shingú-Vázquez M et al, 

2010). De entre todas las mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO que se 

analizaron, se encontró que únicamente la mutante ∆pet54 fue incapaz de 

reestablecer la síntesis de Cox1∆C15 (Shingú-Vázquez M et al, 2010). Pet54 es 

uno de los tres activadores traduccionales del mRNA de COX3. Para averiguar si 

este comportamiento era debido a la falta de Cox3 o si era debido a un efecto 

específico de la mutante ∆pet54, comparamos la síntesis de Cox1 y Cox1∆C15 en 

las mutantes de los otros dos activadores traduccionales del mRNA de COX3, 

∆pet122, ∆pet494.  

Se llevó a cabo un ensayo de traducción de proteínas mitocondriales recién 

sintetizadas, en el que estas se marcaron con [S35]-Met en presencia de 

cicloheximida como inhibidor de los ribosomas citoplásmicos. En este ensayo se 

incluyeron las tres mutantes ∆pet54, ∆pet122 y ∆pet494 en presencia de Cox1 

silvestre (WT) o carente de su extremo carboxilo terminal (Cox1∆C15) (Figura 9). 

En las mutantes se observó que Cox3 no se sintetizaba. Adicionalmente, Cox1 

silvestre disminuyó su síntesis, de acuerdo a lo reportado, ya que la CcO no se 

estaba ensamblando. Cuando se eliminó el extremo carboxilo terminal de Cox1, la 

síntesis de Cox1 se recuperó a niveles silvestres en las mutantes Δpet122 y 

Δpet494, justo como ocurre para otras mutantes descritas (Shingú-Vázquez M et 

al, 2010). Sin embargo, en el caso de la mutante  Δpet54, la síntesis de Cox1 no 

se recuperó, aun cuando se encuentra en combinación con Cox1ΔC15. Para 
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visualizar mejor este fenómeno se realizó una cuantificación de la intensidad de 

las bandas por densitometría (Figura 9B y C). El comportamiento de la mutante 

pet54 representa un caso muy particular, ya que hemos observado que en la 

mayoría de las mutaciones que afectan el ensamblaje de la CcO, la síntesis de 

Cox1ΔC15 se restablece. Esto sugiere que Pet54 podría tener un papel como 

regulador positivo de la síntesis de Cox1 que no se ha descrito.   



 
 

51 
 

 

 

 

 

  

 

        

  

 

  

 

 

 

 

Figura 9. El efecto de la mutante Δpet54 es independiente del extremo carboxilo terminal de Cox1. 

A) Traducción de proteínas mitocondrial marcadas radioactivamente con [S35]-Met en presencia de 

cicloheximida en células completas. Después de que se realizó el ensayo de traducción se 

obtuvieron mitocondrias por el método de extracción con perlas de vidrio. Las proteínas se 

separaron en un gel de SDS-PAGE y las proteínas recién sintetizadas se detectaron por 

autoradiografía. Cada banda representa una de las proteínas codificadas en el DNA mitocondrial: 

Var1, subunidad del ribosoma mitocondrial; Cox1, subunidad 1 de la CcO; Cox2, subunidad 2 de la 

CcO; Cox3, subunidad 3 de la CcO; Cytb, subunidad de la Citocromo c oxido-reductasa; Atp6, 

subunidad de la ATP sintasa. B) Cuantificación por densitometría usando Image J de la señal de 

Cox1 respecto a la señal de Cytb. Se realizó una t de student con una p>0.01 como 

estadísticamente significativa con una n=3. C) Como control de un efecto específico para Cox1 se 

realizó la cuantificación de Cox2 con respecto a Cytb.  

A) 

B) 



 
 

52 
 

1.2 El efecto de la mutante Δpet54 es independiente de Cox14 y Coa3. 

Todas las mutantes de ensamblaje de CcO reportadas hasta el momento 

recuperan la síntesis de Cox1 cuando se combinan con una mutante Δcox14 o 

una mutante Δcoa3. Se propone que esto se debe a que en ausencia de Cox14 o 

Coa3, Mss51 se libera del complejo COA y queda disponible para activar la 

traducción del mRNA de COX1, por lo que se considera que ambos son 

reguladores negativos de la síntesis de Cox1 (Barrientos A et al, 2004; Mick DU et 

al, 2010). 

Resultados de Shingú-Vázquez (2012) en el laboratorio indicaban que la doble 

mutante Δpet54/Cox1ΔC15 no recuperaba la síntesis de Cox1. Quisimos saber si 

las dobles mutantes Δpet54/∆cox14 o ∆pet54/∆coa3 recuperaban la síntesis de 

Cox1. Para contestar esta pregunta se llevó a cabo un ensayo de traducción de 

proteínas mitocondriales en presencia de [S35]-Met en mutantes sencillas o en 

dobles mutantes  Δpet54/Δcox14 o Δpet54/Δcoa3 (Figura 10A, B). En las 

mutantes sencillas Δpet54 se observó que la síntesis de Cox1 disminuyó, como 

era de esperarse (Figura 10A, carril 3 y 7) . Sin embargo, en el caso de las dobles 

mutantes con Δcox14 o Δcoa3 no hubo recuperación de la síntesis de Cox1 o de 

Cox1ΔC15 (Figura 10A, carriles 4 y 8). Esto sugiere que el efecto de la mutante 

Δpet54 es independiente de Cox14 o de Coa3.  

El marcaje radioactivo de Cox1 observado en las mutantes de la Figura 9 se 

podría deber a dos posibilidades: una rápida degradación de la proteína recién 

sintetizada o a una disminución en su síntesis. 

Para distinguir entre ambas posibilidades se utilizó el gen reportero de la 

traducción ARG8m, el cual se integró en el genoma mitocondrial. ARG8 es un gen 

que originariamente se encuentra en el genoma nuclear y que codifica para una 

proteína que se importa a la mitocondria e interviene en la síntesis de arginina. 

Este gen se ha recodificado utilizando el uso de codones de la mitocondria, y se 

ha utilizado ampliamente como gen reportero de la traducción mitocondrial gracias 

a que no tiene una función en el ensamblaje de la CcO y por lo tanto permite 
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estudiar la cantidad de proteína traducida (Steele et al, 1996). En este caso se 

utilizó la construcción COX1(1-512)::ARG8m en la cual el extremo carboxilo 

terminal de Cox1 se fusionó a la proteína Arg8m. El reportero contiene una 

presecuencia mitocondrial, por lo que la proteína de fusión Cox1-Arg8m contiene 

un sitio de corte entre los dos genes que al ser traducido separa a las dos 

proteínas. Si Cox1 fusionado a Arg8m se sintetizó, entonces la cepa crecerá en el 

medio mínimo sin arginina (–ARG). Esto nos hablará indirectamente de la cantidad 

de Cox1 sintetizada (Pérez-Martínez et al, 2003). 

Analizamos cuál era el fenotipo de crecimiento en un medio sin arginina de las 

mutantes sencillas ∆pet54 o dobles ∆pet54/∆cox14. Mediante un experimento de 

dilución seriada se observó que en la mutante Δpet54 no había crecimiento en 

medio -ARG (Figura 10C). Esto sugiere que en esta mutante, la síntesis de Cox1 

disminuye. Una vez que Cox14, regulador negativo de la síntesis de Cox1, es 

eliminado, la doble mutante Δpet54/Δcox14 no recuperó el crecimiento en medio –

ARG, el cual es un comportamiento diferente al que comúnmente se observa para 

otras mutaciones de ensamblaje de la CcO. Para ilustrar estas diferencias 

comparamos nuestros resultados con los de la mutante Δcox6, cuyo producto 

codifica para la subunidad 6 (Cox6) de la CcO. Como se ha reportado, la doble 

mutante ∆cox6/∆cox14 recuperó la traducción del mRNA reportero ARGm 

fusionado a COX1 (Shingú-Vázquez et al, 2010). 

Por lo anterior se concluye que a diferencia de la mayoría de las mutantes que 

afectan el ensamblaje de la CcO, el efecto de la mutante ∆pet54 es independiente 

de Cox14 y Coa3. Esto apoya nuestra idea de que Pet54 tiene un papel como 

regulador positivo en la síntesis de Cox1. 
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Figura 10. El efecto de regulación de Pet54 sobre la síntesis de Cox1 es independiente de Cox14 y 

Coa3. A) Traducción de proteínas mitocondriales in vivo con [S35]-Met en cepas cox14. Se indica 

el nombre de las mutantes, experimento realizado por Shingú-Vázquez, 2012, M. B) Traducción de 

proteínas mitocondriales in vivo con [S35]-Met en cepas coa3. Las mutantes se indican en la parte 

superior. Las proteínas se separaron por SDS-PAGE al 16% y se revelaron por autoradiografía C) 

Diluciones seriadas (1/10) de las cepas de levadura que portan a Cox1 fusionado en su extremo 

carboxilo terminal al gen reportero de la traducción ARG8m (diagrama superior). Las diluciones 

seriadas se incubaron a 30°C en medio mínimo sin arginina (-ARG) o en medio sintético completo 

(+ARG) por dos días. 

 

 

2. POSIBLES SITIOS DE ACCIÓN DE Pet54 EN LA SÍNTESIS DE Cox1 

Existen tres posibles sitios de acción de Pet54 que podrían explicar la regulación 

positiva de la síntesis de Cox1, la cual es independiente del extremo C-terminal de 

Cox1, de Coa3 y de Cox14: 

1.- Pet54 podría actuar directamente sobre el extremo 5’UTR como activador 

traduccional, o indirectamente, estabilizando/estimulando a los activadores 

traduccionales del mRNA de COX1: Pet309 y Mss51. De esta manera se 

explicaría que en ausencia de Pet54 los niveles de Pet309 y Mss51 activos 

disminuirían y sería imposible recobrar la síntesis de Cox1 independiente de su 

extremo carboxilo terminal o de Cox14/Coa3 (Figura 11A). 

2.- Pet54 podría actuar a nivel postraduccional, desestabilizando la unión de 

Mss51 al complejo COA. El modelo actual propone que Mss51 necesita liberarse 

del complejo COA para poder llevar a cabo un nuevo ciclo de traducción del 

mRNA de COX1. Si Pet54 tuviera una función ayudando a liberar a Mss51 de este 

complejo, en la mutante ∆pet54 la cantidad de Mss51 libre disminuiría y de esta 

manera sería imposible que recuperara la síntesis de Cox1∆C15 (Figura 11B).  

Adicionalmente, Pet54 podría estabilizar al mRNA de COX1 ya que contiene un 

dominio RRM que une RNA. En este caso, en la mutante ∆pet54 el mRNA de 
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COX1 disminuiría sus niveles evitando que se traduzca con eficiencia. Sin 

embargo experimentos de northern blot realizados por Angélica Zamudio en el 

laboratorio indicaron que los niveles del mRNA de COX1 no se afectan en la 

mutante pet54. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Modelos sobre los posibles sitios de acción de Pet54 en la regulación de la síntesis de 

Cox1. A) Pet54 podría actuar en el extremo 5’-UTR del mRNA de COX1 activando/estabilizando a 

Mss51 y/o Pet309. Alternativamente, podría actuar directamente sobre el mRNA como un activador 

traduccional. B) Pet54 podría hacer que la liberación de Mss51 del complejo COA fuera más 

eficiente para poderla reciclar una vez que la CcO prosigue su ensamblaje. Sin embargo, este 

papel sería independiente del extremo C-terminal de Cox1 o de Cox14 y Coa3. 

  

B) 

A) 
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3. Pet54 ACTÚA EN LOS EXTREMOS UTR´s DEL mRNA DE COX1. 

3.1 El efecto de la mutante Δpet54 depende de la presencia de Cox1  

La función de Pet54 podría localizarse en las regiones UTR del mRNA de COX1, 

ya que estas regiones de los mRNAs mitocondriales, en especial el extremo 5'-

UTR, es blanco de muchas proteínas que regulan la traducción, tal es el caso de 

Mss51 y Pet309. Adicionalmente, Mss51 también tiene sitios de acción en la 

región codificante de COX1. Para identificar el sitio de acción de Pet54 en el DNA 

mitocondrial, se empleó la misma construcción mitocondrial utilizada para 

identificar los sitios de acción de Pet309 y Mss51. Por un lado, en este mtDNA se 

eliminó completamente al gen COX1 y se reemplazó con los codones de ARG8m. 

La expresión de este gen reportero nos indicaría si Pet54 actúa en los extremos 

UTR del mRNA de COX1, ya que en esta construcción no hay región codificante 

de COX1. Por otro lado, los codones de COX1 se insertaron a 295 nucleótidos río 

arriba al gen COX2 y se flanqueó por los extremos 5’UTR y 3’UTR de COX2. Este 

mtDNA se conoce como "ectópico quimérico". En este caso COX1 se encuentra 

bajo el control del activador traduccional Pet111, específico para el 5'-UTR del 

mRNA de COX2 (Figura 12A) (Pérez-Martínez X et al, 2003). Un western blot para 

detectar a la proteína Cox1 indicó que en esta construcción se produce una menor 

cantidad de Cox1 comparado con mitocondrias que tienen mtDNA silvestre. Como 

era de esperarse, Cox1 no se sintetizó en una mutante pet111, ya que el mRNA 

de COX1 no se tradujo (Figura 12A). A continuación se eliminó a Pet54 en una 

cepa que contenía mitocondrias con el mtDNA ectópico quimérico. Al seguir el 

crecimiento en medio -ARG de células con este mtDNA se observó que la mutante 

Δpet54 disminuye su crecimiento en comparación con la cepa silvestre y las 

mutantes Δpet122 y Δpet494, activadores traduccionales de COX3, y Δpet111. 

Este dato sugiere que Pet54 actúa en los extremos UTR del mRNA de COX1. 

Sorprendentemente, encontramos que el defecto en el crecimiento en medio -ARG 

de mutantes pet54 se perdió al combinar con la mutación pet111 (Figura 12B). 

Como se mencionó con anterioridad, en este mtDNA la síntesis de Cox1 depende 

del extremo 5'-UTR de COX2, y por lo tanto de Pet111. Este dato sugiere que el 
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efecto de la mutante Δpet54 sobre la síntesis de Arg8 depende de que esté 

presente la proteína Cox1. Esta idea se reforzó al sobre-expresar a PET111. Una 

mayor cantidad de Pet111 conlleva a una mayor cantidad de Cox1. Como era de 

esperarse, en este caso el defecto en el crecimiento en medio -ARG en mutantes 

pet54 volvió a aparecer, ya que aumentó la cantidad de Cox1 (Figura 12C). 

Para corroborar que el efecto de pet54 sobre los extremos UTR del mRNA de 

COX1 depende de la presencia de la proteína Cox1, se analizaron cepas con un 

nuevo mtDNA. En este caso sólo se eliminó por completo la región codificante de 

COX1 y se sustituyó por ARG8m, pero en este caso no se reintrodujo el gen COX1 

ectópico, de tal manera que no hay codones de COX1 presentes en este mtDNA. 

Observamos que en esta construcción mitocondrial, una mutante Δpet54 creció en 

medio -ARG de manera similar a la cepa silvestre y las mutantes Δpet122 y 

Δpet494 (Figura 12D). Todo lo anterior sugiere que Pet54 tiene una función en los 

extremos UTR del mRNA de COX1 y que el efecto de la mutante Δpet54 depende 

de la presencia de la proteína Cox1.  
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Figura 12. El efecto de la mutante Δpet54 depende de la presencia de Cox1. A) Fondo mitocondrial 

ectópico quimérico y western blot de Cox1. La citrato sintasa (CS) se utilizó como control de carga. 

B) Diluciones seriadas (1/10) de cepas con DNA mitocondrial ectópico quimérico. COX1 se 

encuentra sustituido por el gen reportero de la traducción ARG8m  y el ORF de COX1 se encuentra 

flanqueado por los UTR’s de COX2. C) Diluciones seriadas (1/10) de cepas con fondo mitocondrial 

ectópico en donde se sobre-expresó a PET111. D) Diluciones seriadas (1/10) de las cepas de 

levadura que portan al gen reportero de la traducción ARG8m reemplazando completamente a 

COX1. 

 

3.2 Pet54 actúa a través del 5’UTR del mRNA de COX1 

Hasta la fecha se ha descirto que los activadores traduccionales actúan a través 

del 5’UTR del mRNA de COX1. Para determinar si Pet54 actúaba sobre el 5’UTR 

o sobre el 3’UTR del mRNA de COX1 Rodolfo García-Villegas en nuestro 

laboratorio, creo cepas en que se intercambió el extremo 5'-UTR y el 3’UTR de 

COX1 por el 5’UTR y 3’UTR de COX2, respectivamente (Figura 13). Sólo cuando 

se conserva el 5’UTR de COX1 se pudo observar una disminución en el 

crecimiento de la mutante Δpet54 en medio –ARG. En el caso en el cual se 

intercabio el 5’UTR de COX1 por el 5’UTR de COX2 no se observo ninguna 

diferencia de crecimiento en medio –ARG entre la silvestre y la mutante Δpet54. 

Esto sugiere que el sitio de acción de Pet54 es el 5’UTR del mRNA de COX1. Este 

dato no sorprende, ya que sabemos que los activadores traduccionales del mRNA 

de COX1, Pet309 y Mss51, actúan en el extremo 5'UTR de este mRNA (Manthey 

GM et al, 1995; Pérez-Martínez X et al, 2009). 
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Figura 13. Pet54 actúa en el extremo 5’UTR de COX1.  Se utilizó el gen reportero ARG8m para 

monitorear la síntesis de Cox1 dependiente del extremo 5'-UTR o 3'-UTR. Las cepas contienen un 

fondo mitocondrial similar al de la Fig. 12, excepto que el gen cox1Δ::ARG8m se flanqueó por 

ambos UTR´s de COX1 (construcción superior), por el 5’UTR de COX1 el 3’UTR de COX2 

(construcción media), o por el 5’UTR de COX2 y el 3’UTR de COX1 (construcción inferior). Las 

cepas PET54 y Δpet54  se crecieron en diluciones seriadas en medio –ARG y +ARG y se 

incubaron de 2 a 4 días a 30°C. Las barras negras indican las regiones UTR de COX1; las barras 

grises indican los UTR de COX2. Para reemplazar el extremo 3’UTR de COX1, 525 pb de la 

secuencia rio a bajo de COX1 se sustituyeron por 118 pb de la secuencia rio a bajo de COX2. Para 

la sustitución del extremo 5’UTR de COX1, 505 pb de la secuencia rio arriba se reemplazaron por 

73 pb de la secuencia rio arriba del 5’UTR de COX2 (Pérez-Martínez X et al, 2009). 

 

 

3.3 Pet54 no afecta los niveles de las proteínas Mss51 y Pet309. 

Mss51 y Pet309 son proteínas indispensables para la activación traduccional del 

mRNA de COX1. Actúan en el extremo 5’-UTR de este mensajero y en su 

ausencia no hay traducción, por lo que las cepas no pueden respirar (Manthey GM 

et al, 1995; Decoster E et al, 1990; Pérez- Martínez et al, 2009). Se ha observado 

que Pet309 y Mss51 existen en cantidades limitantes en la célula, regulando de 

esta manera la traducción del mRNA de COX1 (Pérez-Martínez X et al, 2009). Una 

disminución en los niveles de Mss51 o Pet309, podría explicar la disminución en la 

síntesis de Cox1 observada en una mutante ∆pet54. Para explorar esta 

posibilidad, generamos mutantes ∆pet54 y analizamos los niveles de Mss51 y de 

Pet309 mediante inmunoréplicas tipo western blot (Figura 14). Para poder 
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visualizar a las proteínas utilizamos cepas en que se les fusionó un triple epítope 

de hemaglutinina en el extremo carboxilo terminal (Mss51-3xHA o Pet309-3xHA). 

Estos epítopes no afectaron la capacidad respiratoria de las células (Tavares-

Carreón F et al, 2009; Pérez-Martínez X et al, 2003). Al realizar el ensayo de 

western blot se encontró que no hubo cambios en la abundancia de Pet309 o de 

Mss51 en ausencia de Pet54. Esto indica que Pet54 no tiene un papel en la 

estabilidad ni en la expresión de estos activadores traduccionales (Figura 14). 

 
 
        

 

  

 

 

Figura 14. La mutante Δpet54  no afecta la estabilidad de los activadores traduccionales del mRNA 

de COX1: Mss51 y Pet309. 10µg y 50µg de proteínas mitocondriales se separaron por SDS-PAGE 

al 16% y se transfirieron a una membrana de PVDF. Western blot de proteínas mitocondriales. A) 

Se observan los niveles de Mss51-3xHA en la mutante Δpet54. B) Se muestran los niveles de 

Pet309-3xHA en la mutante Δpet54. Como control de carga se utilizó citrato sintasa (CS). 

 

 

3.4 Pet54 interacciona genéticamente con Mss51 

Se ha observado que muchas mutantes que disminuyen la síntesis de Cox1 

recuperan esa síntesis si Mss51 es sobrexpresado (Barrientos A et al, 2004). El 

modelo actual indica que esto se debe a que en una mutante que no ensambla la 

CcO, Mss51 no está disponible como activador traduccional ya que se encuentra 

atrapado en el complejo COA. Al aumentar la cantidad de Mss51 existe mayor 

disponibilidad de esta proteína y por lo tanto se puede recuperar la síntesis de 

A) B) 
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Cox1. Para probar esta idea se utilizaron cepas con un mtDNA en que los codones 

de COX1 se fusionaron a los de ARG8m (COX1(1-512)::ARG8m), y se monitoreó el 

crecimiento de las células en medio sin arginina. Estas células se transformaron 

con un vector vacío o con un vector de 2 que sobre-expresa a MSS51 (Figura 

15). Dado que Pet309 es el otro activador traduccional de COX1, igualmente 

decidimos sobre-expresar esta proteína. Se encontró que la sobreexpresión de 

Pet309 no pudo recuperar el crecimiento en medio –ARG. En contraste, la sobre-

expresión de Mss51 recuperó parcialmente el crecimiento en este medio, lo que 

indica que existe una interacción genética entre Pet54 y Mss51, no así con 

Pet309. Para fines de comparación se incluyó a la mutante Δcox6, la cual presenta 

el comportamiento típico de la mayoría de las mutantes del ensamblaje de la CcO: 

la sobre-expresión de Mss51 recupera parcialmente la síntesis de Cox1 

(Barrientos A et al, 2002). Como era de esperarse, se encontró que la sobre-

expresión de Mss51 hace que la mutante Δcox6 recupere parcialmente su 

crecimiento en medio -ARG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 15. Pet54 y Mss51 presentan una interacción genética moderada. Diluciones seriadas (1/10) 

de las cepas de levadura que portan a Cox1 fusionado en su extremo carboxilo terminal al 

reportero de la traducción Arg8. Las células se transformaron con plásmidos que sobre-expresan a 
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los activadores traduccionales del mRNA de COX1 (PET309 y MSS51) y con un plásmido vacío 

(vector). Las diluciones se incubaron a 30°C en medio mínimo (-ARG) o en medio sintético 

completo (+ARG) por dos días. Las cepas pet309 y mss51 se transformaron con plásmidos 

conteniendo PET309 o MSS51, respectivamente, para comprobar que los plásmidos codifican 

proteínas funcionales (las cepas pet309 y mss51 son -ARG (Pérez-Martínez X et al, 2003)). 

 

4. Pet54 ES NECESARIA PARA ACTIVAR EFICIENTEMENTE LA 
TRADUCCIÓN DEL mRNA DE COX1. 

4.1 Pet54 migra en un complejo de alto peso molecular diferente a los de 
Mss51. 

Debido a que se había detectado una moderada interacción genética entre Mss51 

y Pet54, nos interesó analizar si también existía una interacción física entre estas 

proteínas, para ello se analizó su migración mediante BN-PAGE. Estos geles 

tienen la ventaja de que no contienen un agente desnaturalizante y por lo tanto 

podemos observar a las proteínas formando complejos (Wittig et al, 2006). Para 

detectar a Pet54 se fusionó en su extremo C-terminal un triple epítope C-MYC 

(Pet54-3xMYC), el cual no afectó el crecimiento respiratorio de la cepa (datos no 

mostrados). Se aislaron mitocondrias que contenían a Pet54-3xMYC y/o Mss51-

3xHA, se solubilizaron con digitonina al 1% y se corrieron en BN-PAGE. Este gel 

se transfirió a membrana de PVDF y se incubó con un anticuerpo anti-MYC para 

detectar a Pet54-3xMYC. Luego se eliminó el anticuerpo con una solución con β-

mercaptoetanol y se incubó con un anticuerpo anti-HA para identificar a Mss51-

3xHA. Posteriormente se repitió el proceso y se incubó con un anticuerpo anti-

Tom40, como control de carga. Por último se realizó una incubación con un 

anticuerpo contra Cox1. Se observó que Pet54 migraba en un complejo de 

aproximadamente de 190 kDa (Figura 16A, carril 2, 3, 4 y 5). Adicionalmente se 

utilizó una cepa sin epítope MYC en Pet54 como control negativo para detectar 

señales inespecíficas del anticuerpo (Figura 16A, carril 1). Cuando se incubó esta 

membrana con un anticuerpo contra el epítope HA se encontró, como se ha 

reportado, que Mss51 migra formando al menos tres complejos de alto peso 
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molecular de 180 kDa y de 250-450 kDa (Mick DU et al, 2010) (Figura6, carriles 6 

y 7). Sin embargo, ninguno de estos complejos comigra con Pet54. Cuando la 

membrana se incubó con un anticuerpo contra Cox1, se observó la presencia de 

esta proteína en supercomplejos, así como una pequeña porción en comigración 

con la banda de 250-450 kDa de los complejos COA donde aparece Mss51 

(Figura 16A, carriles 11 y 12); sin embargo tampoco se observó comigración de 

Pet54 con ninguna de las bandas de Cox1. 

Adicionalmente, se determinó si Mss51 podría afectar al complejo detectado de 

Pet54. Para ello analizamos mitocondrias de una mutante ∆mss51 (Figura 16A, 

carril 3). Se observó que la banda de Pet54 de 190 kDa disminuye su intensidad, 

más no su migración, con respecto a una cepa silvestre. Este resultado sugiere 

que aunque no se detecta interacción entre Pet54 y Mss51 por este método, la 

cantidad de complejo Pet54 si se ve afectado por ausencia de Mss51.  

Se ha descrito que Pet54 interacciona con Pet309 (Towpik J. 2005). Para saber si 

la mutante nula Δpet309 modificaba la migración de Pet54, se solubilizaron 

mitocondrias de la mutante Δpet309 y se corrieron en un gel azul nativo. 

Posteriormente se llevó acabo un western blot contra Pet54-3xMYC. No se mostró 

ningún cambió en el patrón de migración o en la intensidad de la banda de Pet54 

(figura 16A, carril 4). Este dato corrobora lo antes observado. A continuación se 

incubó la membrana contra Mss51-3xHA y se observó que se encontraba 

exclusivamente en la población de activador traduccional, como se ha reportado 

(Pierrel F, et al. 2007) (Figura 16A, carril 9). Posteriormente se incubó a la 

membrana con un anticuerpo contra Cox1 y como se esperaba, no se observó 

ninguna reacción (figura 16A, carril 14). 

Adicionalmente se ha reportado que Pet54 interacciona con Pet122 y Pet494 

(Brown NG et al, 1994). Para observar si el complejo de Pet54 de 190 kDa está 

formado por estas proteínas se corrió en un gel azul nativo la mutante Δpet494 

(figura 16A, carril 5). El complejo observado mediante Western blot no cambió su 

patrón de migración, sugiriendo que dicho complejo no depende de Pet494 y que 

por lo tanto no es el complejo encargado de activar la traducción del mRNA de 
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COX3. Se observó que Mss51 en la mutante pet494 se enriquecía en los 

complejos COA y la fracción que corresponde a su función de activador 

traduccional disminuía (Figura 16A, carril 10). Esto está de acuerdo con el modelo 

que propone que cuando existe un defecto en el ensamblaje de la CcO, Mss51 se 

encuentra atrapado en el complejo COA. La misma membrana decorada con 

anticuerpos anti-Cox1 demuestra que no se forman supercomplejos, sino sólo 

intermediarios del ensamblaje de la CcO (Figura 16A, carril 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Pet54 no comigra con Cox1 ni con Mss51. A) 100 µg de proteínas mitocondriales se 

solubilizaron con 1% de digitonina y se separaron en un gel azul nativo con gradiente 5%-13% de 

B) 

A) 
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acrilamida. Posteriormente se llevó a cabo la transferencia de proteínas del gel a una membrana 

de PVDF y se realizó Western blot con los anticuerpos indicados. Tom40 se uso como control de 

carga. La flecha negra indica el complejo de alto peso molecular que contiene a Pet54. B) 

Proteínas mitocondriales se separaron por medio de SDS-PAGE y posteriormente se transfirieron a 

una membrana de PVDF y se realizó Western blot con los anticuerpos indicados. La citrato sintasa 

(CS) fue utilizado como control de carga. 

 

Para discernir si la disminución de intensidad observada en el complejo de Pet54 

de 190 kDa en la mutante Δmss51 se debía a la inestabilidad de la Pet54 se 

analizaron los niveles en estado estacionario de Pet54 mediante geles de 

acrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). No se observó cambio alguno en los 

niveles de Pet54 en ninguno de los casos (Figura 16B). Esto sugiere que la 

disminución del complejo de Pet54 observado en la mutante Δmss51 no se debe a 

la inestabilidad de Pet54 sino a una disminución en la formación del complejo de 

alto peso molecular.    

En conclusión, Pet54 no comigra con Mss51 sino que forma un complejo de alto 

peso molecular diferente a los formados por Mss51. El complejo de Pet54 no se 

altera en mutantes de genes cuyos productos se han descrito que interaccionan 

con Pet54, como Pet309 o Pet494. Esto puede indicar que el complejo observado 

de Pet54 realiza otra función que la de activador traduccional o la de su asociación 

con Pet309. Se observó que Mss51 es necesario para otorgar estabilidad al 

complejo de Pet54. 

 

4.2 Pet54 interacciona físicamente con Mss51. 

Si bien los resultados anteriores nos indican que existe una interacción genética 

entre Pet54 y Mss51, no contamos con evidencia de que estas proteínas 

interaccionen físicamente. Para observar una posible interacción física entre estas 

dos proteínas se llevó a cabo un ensayo de doble híbrido (James P et al, 1996) 

Para ello se clonaron los marcos de lectura de PET54 y MSS51 fusionados con el 
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dominio de activación de GAL4 (Pet54-AD y Mss51-AD); adicionalmente se 

clonaron ambos genes fusionados al dominio de unión de GAL4 (Pet54-BD y 

Mss51-BD). Con estos plásmidos se transformaron las cepas de levadura en sus 

diferentes combinaciones (Pet54-AD con Mss51-BD y Pet54 BD con Mss51-AD), y 

se examinó el crecimiento en un medio sin histidina con 3 mM de aminotriazol (-

HIS 3mM AT) y medio sin adenina (-ADE). Como control positivo utilizamos cepas 

que expresan a Pet122-BD y a Pet54-AD, ya que sabemos que estos activadores 

traduccionales interaccionan físicamente (Naithani S et al 2003). Como controles 

negativos utilizamos cepas transformadas con los plásmidos vacíos. Sólo en la 

combinación de Pet54-AD con Mss51-BD se pudo observar un crecimiento 

moderado en medio –HIS, no así en medio –ADE (figura 17). Se ha reportado que 

el medio –HIS es más sensible y menos astringente que el medio -ADE (Leung GP  

et al, 2011). De hecho, se observó que el control positivo (Pet122-AD/Pet54-BD) 

presentó un menor crecimiento en medio -ADE. De igual manera, llama la atención 

que sólo se presentara crecimiento en la combinación Pet54-AD/Mss51-BD, y no 

en la combinación inversa. Sin embargo, esto se puede deber a que una 

interacción débil o transitoria podría perderse al alterar la secuencia de las 

proteínas a probar al cambiar su fusión de AD a BD (o viceversa). Ejemplos de 

este comportamiento se han detectado con anterioridad (Leung GP  et al, 2011; 

Zhao X et al, 1998).  
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Figura 17. Pet54 interacciona débilmente con Mss51. Plásmidos para ensayos de doble híbrido 

conteniendo las regiones codificantes de Pet54, Mss51 y Pet122 fueron clonadas en el domino de 

activación (AD) y de unión (BD) de GAL4, y co-transformados en la cepa Pj69-4A (James P et al, 

1996). Las co-transformaciones fueron seleccionadas en medio –leucina y –uracilo o –leucina y –

triptofano. El crecimiento fue examinado mediante crecimiento de diluciones seriadas en medio –

histidina 3 mM de aminotriazol (AT) y en medio –adenina. Las diluciones seriadas se incubaron por 

7 días a 30°C. El crecimiento de las células que contenían a Pet122-AD y Pet54-BD se usó como 

control positivo de dos proteínas que se ha descrito que interaccionan entre sí (Naithani S et al 

2003). 

 

Para confirmar la interacción física entre Mss51 y Pet54 observada por doble 

híbrido se llevaron a cabo co-inmunoprecipitaciones de ambas proteínas. Para ello 

se purificaron mitocondrias con Mss51-3xHA y Pet54-3xMYC. Para adicionalmente 

intentar detectar una interacción de Pet54 con el péptido Cox1 naciente, se realizó 

un ensayo de traducción de proteínas mitocondriales en presencia de S35-[Met] 

antes de solubilizar a las mitocondrias con digitonina al 1%. El solubilizado se 

incubó con anticuerpo anti-MYC (Figura 18A) o con anti-HA (Figura 18B) 

acoplados con proteína A sefarosa para precipitar a Pet54-3xMYC o a Mss51-

3xHA. Las proteínas se separaron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a una 

membrana de PVDF y se analizaron mediante autoradiografía para ver a Cox1 

recién sintetizada. Posteriormente se hicieron inmunorréplicas tipo Western blot 

para detectar a Pet54-3xMYC y a Mss51-3xHA. 

Primero se llevó a cabo la inmunoprecipitación de Pet54-3xMYC. Como control 

negativo se usó una cepa sin epítope en Pet54. Se observó mediante 

autorradiografía que a pesar de tener una buena inmunoprecipitación de Pet54-

MYC no obtuvimos una co-inmunoprecipitación de Cox1. Mediante Western blot 

no se pudo demostrar una interacción entre Pet54 y Mss51. Para confirmar que la 

co-inmunoprecipitación se realizó correctamente se utilizó como control positivo la 

inmunoprecipitación de la proteína Cox14-3xMYC, ya que se ha descrito que 

interacciona con Cox1 y con Mss51 (Barrientos A et al, 2004). 
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En segundo lugar se realizó la inmunoprecipitación de Mss51-HA. Se observó 

mediante Western blot que Mss51 inmunoprecipitó correctamente, sin embargo 

mediante este método no pudimos demostrar una interacción de  Pet54 con 

Mss51 o Cox1. En este caso, el control positivo fue la inmunoprecipitación entre 

Mss51-3xHA y Cox1 (Pérez-Martínez et al, 2003).  

 

  A) 

B) 
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Figura 18. No se detectó inmunoprecipitación de Pet54 con Cox1 o con Mss51. Se realizó una 

traducción in organello con mitocondrias aisladas. Posteriormente se solubilizaron y se 

inmunoprecipitó a Pet54-3xMYC (A) o a Mss51-3xHA (B). Las proteínas mitocondriales se 

separaron por SDS-PAGE y se detectaron por autoradiografía. Posteriormente se realizó Western 

blot con los anticuerpos indicados. A) Se inmunoprecipitó a Pet54-3xMYC para buscar a Cox1 o a 

Mss51. Como control positivo se utilizó la interacción entre Cox14-3xMYC y  Mss51-3xHA. B) Se 

inmunoprecipitó a Mss51 para buscar a Pet54-3xMYC. Como control positivo se utilizó la 

interacción entre Mss51-3xHA y Cox1. La fracción total representa el 5% del volumen 

inmunoprecipitado. 

 

En conclusión, Pet54 y Mss51 interaccionan físicamente entre ellas, sin embargo, 

nuestros datos sugieren que esta interacción es muy débil y/o transitoria, por lo 

que sólo se detecta por doble híbrido, mas no mediante BN-PAGE o 

inmunoprecipitación. 

 

4.3 La mutante ∆pet54 altera la migración de Mss51 

A pesar de que hasta el momento no hemos podido detectar una interacción física 

entre Mss51 y Pet54, nuestros datos indican que existe una interacción genética 

de estas proteínas. Por ello decidimos analizar si la mutante ∆pet54 alteraba la 

migración de los complejos de Mss51 en geles azules nativos. El modelo 

establecido dice que en una mutante del ensamblaje de la CcO se disminuyen los 

niveles de Cox1 porque Mss51 queda atrapado con Cox1 formando complejos 

COA (con un peso entre 250 y 400 kDa), evitando así que pueda llevar a cabo su 

papel como activador traduccional. Se ha propuesto que la población de Mss51 

que está activa traduccionalmente migra con un peso menor al de los complejos 

COA, de aproximadamente 180 kDa (Mick D, et al, 2010). Para observar los 

complejos de Mss51 se purificaron mitocondrias con Mss51-3xHA (o sin epítope 

como control negativo) y se solubilizaron con digitonina. Las proteínas se 

separaron por BN-PAGE (Figura 19). De acuerdo a lo reportado en la literatura, 

Mss51 migró en complejos de 250-400 kDa (representando complejos COA) y de 

180 kDa (representando el complejo traduccionalmente activo) (Figura 19, carril 3). 
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Se observó que en la mutante ∆pet54 (Figura 19, carril 4) la fracción libre de 

Mss51 se encuentra en cantidad muy parecida a la silvestre (Figura 19, carril 3). 

Como referencia se analizaron dos mutantes que bloquean el ensamblaje de la 

CcO: Pet122, activador traduccional del mRNA de COX3 (Kloeckener-Gruissem B 

et al, 1988), y Cox1, una chaperona esencial para proporcionar el Cu a Cox1 (Car 

HS, et al 2002). De acuerdo a lo esperado, tanto en la mutante pet122 como en 

la cox11 (Figura19, carriles 5 y 6) se observó un enriquecimiento de los 

complejos de Mss51 de 250-450 kDa, mientras que el complejo traduccionalmente 

activo disminuye en ambas mutantes (180 kDa) (Figura 19, carriles 3 y 4). Esto 

sugiere que la causa por la que la síntesis de Cox1 disminuye en mutantes ∆pet54 

es diferente a lo sugerido para otras mutantes de ensamblaje "tradicionales". Esto 

también sugiere que la fracción libre de Mss51 en mutantes pet54 es incapaz de 

promover la traducción del mRNA de COX1 con eficiencia, y que no basta con que 

Mss51 esté enriquecido en complejos de 180 kDa. 
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Figura 19. La mutante Δpet54 no cambia el patrón de migración de los complejos de Mss51. Se 

purificaron mitocondrias de las cepas indicadas y 100 µg de proteínas mitocondriales se 

solubilizaron con 1% de digitonina. Se separaron en un gel azul nativo con gradiente 5% al 13% de 

acrilamida. Posteriormente se llevó a cabo  a transferencia de proteínas del gel a una membrana 

de PVDF y se realizó Western blot con anticuerpos anti-HA (α-HA), anti-Coa3 (α-Coa3) o anti-Cox1 

(α-Cox1). Como control negativo de señales inespecíficas se utilizaron mitocondrias en que Mss51 

no poseía epítope. El anticuerpo anti-Tom40 se usó como control de carga. 

 

Por otro lado, quisimos evaluar la integridad de los complejos COA. Esto se realizó 

detectando mediante Western blot a Coa3. Esta proteína se ha descrito como 

parte de los complejos COA y junto con Cox14 son reguladores negativos de la 

síntesis de Cox1. Además se ha descrito que interacciona con los supercomplejos 

respiratorios (Mick DU, et al. 2010). Se utilizó como control negativo de las señales 

inespecíficas una cepa mutante Δcoa3 (Figura 19, carril 7). Se observó que Coa3 

migraba en complejos de entre 250-450 kDa en todos los casos analizados. Este 

tamaño corresponde al de los complejos COA (Figura 19, carriles 8-12). 

Adicionalmente, en el caso de las cepas silvestres se observó una banda de 

alrededor de 900 kDa que comigra con supercomplejos respiratorios (Figura 19, 

carriles 8 y 9).  

Debido a que el efecto de la mutante Δpet54 depende de la presencia de Cox1, 

quisimos analizar la migración de esta proteína en la mutante pet54. Se observó 

que la mutante Δcoa3 (Figura 19, carril 13) mostraba un barrido que 

probablemente corresponde a agregados de Cox1 con otras proteínas, como se 

ha descrito (McStay GP, et al 2012). En las cepas silvestres se observan 

complejos de alto peso molecular de alrededor de 250-450 kDa que corresponden 

a intermediarios de ensamblaje de la CcO (complejos COA) y una banda de 

alrededor de 900 KDa que corresponde a la formación de supercomplejos (Figura 

19, carriles 14 y 15). En las cepas mutantes Δpet54, Δpet122 y Δcox11 sólo se 

observan intermediarios (Figura 19, carriles 16-18). 
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En conclusión, la mutante Δpet54 cambia el patrón de migración de Mss51 de 

manera diferente a otras mutantes que afectan el ensamblaje de la CcO. En la 

mutante Δpet54, Mss51 se encuentra en su forma de activador traduccional de 

manera muy similar a una cepa silvestre y en mayor cantidad a otras mutantes del 

ensamblaje estudiadas (Δpet122 y Δcox11). Sin embargo no existe mayor síntesis 

de Cox1 (Figura 12D).  

Además, se encontró que la mutante pet54 no incremento la interacción de 

Mss51 a los complejos COA. Este comportamiento es diferente al reportado en la 

Figura 19 para otras mutantes, en que los complejos COA (250-450 kDa) se 

enriquecen. En la mutante pet54 el complejo de Mss51, representando su 

función de activador traduccional, se encuentra en niveles iguales a lo observado 

en condiciones silvestres. Esto sugiere que Pet54 se requiere para "activar" a 

Mss51 en su función traduccional. 

Dado que la ausencia de Pet54 no afectó la migración de Coa3 en complejos 

COA, nuestros datos corroboran que Pet54 no afecta a estos complejos. Su 

función apunta hacia la activación de Mss51 presente en el complejo de 180 KDa. 

 

4.4 Mss51 se encuentra mayoritariamente libre de los complejos COA en las 
mutantes Δpet54/Δcox14 y Δpet54/Cox1ΔC15 

Nuestros datos apoyaban la hipótesis de que en la mutante pet54, Mss51 se 

distribuye entre los complejos COA (250-400 kDa) y traduccional (180 kDa) igual 

que en la cepa WT (Figura 19). Sin embargo, Mss51 en el complejo traduccional 

no está activa. Es decir, nuestros datos apoyan que Pet54 se requiere para hacer 

que Mss51 sea competente en la traducción. Para comprobar esta hipótesis 

usamos cepas en que todo Mss51 se encuentra en el complejo traduccional de 

180 kDa. Para ello utilizamos la mutante cox14. En este caso sabemos que toda 

Mss51 se encuentra en su forma traduccionalmente activa, pues los complejos 

COA pierden estabilidad (Barrientos et al, 2004). Posteriormente combinamos la 

mutación cox14 con la mutación pet54 y analizamos cómo migraban los 
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complejos de Mss51. También se comparó la migración de Mss51 en BN-PAGE 

de las dobles mutantes cox14/pet122, ya que pet122 representa al 

comportamiento de la mayoría de mutantes de ensamblaje de la CcO (Figura 20). 

De acuerdo a la literatura, en un experimento de traducción in vivo se observó que 

las mutantes pet54 y pet122 disminuyen la síntesis de Cox1 (Figura 20A, 

carriles 2 y 3). Sin embargo, la doble mutante Δpet54/Δcox14 no recuperó la 

síntesis de Cox1 (Figura 20A, carril 5), a diferencia de la doble mutante 

Δpet122/Δcox14 (Figura 20A, carril 6), en donde sí se recuperó la síntesis de 

Cox1. La distribución de Mss51-3xHA en las dobles mutantes Δpet54/Δcox14 y 

Δpet122/Δcox14, se analizó mediante BN-PAGE. Se encontró que en las mutantes 

cox14, Δpet54/Δcox14 y Δpet122/Δcox14, Mss51 se encuentra libre formando el 

complejo de 180 kDa (Fiugra 20B, carriles 4, 5 y 6). En el caso de las mutantes 

cox14 y Δpet122/Δcox14, esta condición parece ser suficiente para que la 

síntesis de Cox1 se reactive a niveles silvestres, aunque la CcO no se ensamble. 

En contraste, la mutante Δpet54/Δcox14  sigue presentando una baja eficiencia en 

la síntesis de Cox1.  

Esta membrana se incubó con el anticuerpo anti-Cox1. Las mutantes Δcox14 y 

Δpet122/Δcox14 mostraron la presencia de agregados de Cox1 (carril 10 y 12) con 

Var1, Cox2 y Cytb, que previamente se reportaron como consecuencia de eliminar 

a Cox14 (McStay GP, et al 2013).  Llama la atención que en el caso de la mutante 

Δpet54/Δcox14 no se detectó señal de Cox1, sugiriendo una gran inestabilidad de 

Cox1 en dicha mutante (Figura 20A, carril 5 y Figura 20B carril 11).  

La ausencia de señal de Cox1 en BN-PAGE podía deberse a una gran 

inestabilidad de Cox1 en la doble mutante Δpet54/Δcox14, o podría deberse a que 

los epítopes que reconoce el anticuerpo anti-Cox1 se encuentran ocultos en el gel 

nativo, tal vez debido a que Cox1 cambia de conformación en ausencia de Cox14 

y Pet54.  Por ello se analizaron las mismas muestras de la Figura 20A y B en un 

gel desnaturalizante SDS-PAGE y Western blot (Figura 20C). Como era de 

esperarse, la cantidad de Cox1 bajó en todas las mutantes respecto a la cepa 

silvestre. Sin embargo, la mutante doble Δpet54/Δcox14 no mostró señal alguna 
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de Cox1 (carril 5). Este dato corrobora nuestra observación de que en geles 

nativos no se detecta Cox1 en esta mutante doble, e indica que esto se debe a 

una mayor inestabilidad de Cox1. Esto podría deberse a que la poca Cox1 que se 

sintetiza en la mutante Δpet54 es degradada rápidamente en la ausencia de la 

chaperona Cox14, ya que la doble mutante Δpet54/Δcox14  es incapaz de 

recuperar la síntesis de Cox1. Esto está de acuerdo con la ausencia de Cox1 en 

geles nativos. Cox2 muestra mayor inestabilidad que Cox3 en estas mutantes de 

ensamblaje, al contrario que Cytb, en el que no se detectó ninguna alteración en 

sus niveles de expresión.  
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Figura 20. Pet54 se requiere para activar la forma traduccional de Mss51. A) Traducción de 

proteínas mitocondriales con  [S35]-Met. Se separaron las proteínas mitocondriales mediante SDS-

PAGE, se transfirieron a membrana PVDF y se detectaron por autoradiografía. B) Se purificaron 

mitocondrias de las cepas indicadas y 100 µg de proteínas mitocondriales se solubilizaron con 

digitonina al 1% y se cargaron en un gel azul nativo del 5% al 13%. Se transfirieron a membrana 

PVDF y se realizó western blot con los anticuerpos indicados. C) Western blot de las cepas de A y 

B). 

 

 

Adicionalmente las cepas cox14 y coa3, se ha observado que una cepa que 

carece de los últimos 15 amino ácidos en Cox1 tampoco regula la síntesis de 

Cox1 (Shingú-Vázquez et al, 2010). Lo primero que quisimos averiguar fue si 

Mss51 se distribuía de manera diferente en una cepa Cox1C15 respecto a la 

silvestre. Y después nos preguntamos si la mutante Δpet54/Cox1ΔC15 afectaba la 

distribución de los complejos de Mss51. 

Para ello se aislaron mitocondrias de las cepas silvestres y de la mutante 

Cox1ΔC15 y se solubilizaron con digitonina al 1%. Al analizar por western blot 

geles BN-PAGE encontramos que la mutante Cox1C15 presentó un mayor 

enriquecimiento del complejo de 180 kDa que la cepa  silvestre (Figura 21, carriles 

1 y 2). Al combinar Cox1C15 con la mutación pet54 o pet122 se observó que 

C) 
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la banda de 180 kDa seguía enriquecida de manera similar a lo observado en 

Cox1C15 (Figura 21, carriles 3 y 4). En el caso de Pet122 este enriquecimiento 

explica por qué la mutante pet122/Cox1C15 sintetiza a Cox1 a niveles silvestres 

(Figura 9). Sin embargo, la mutante pet54/Cox1C15 no fue capaz de recuperar 

la síntesis de Cox1 (Figura 9). Estos datos corroboran que en ausencia de Pet54, 

Mss51 se encuentra, en el complejo de 180 kDa, en cantidad suficiente para 

activar potencialmente la traducción del mRNA de COX1. Sin embargo esta 

proteína no se encuentra capacitada para sintetizar eficientemente a Cox1.  

Adicionalmente, se observó que Cox1 y Cox1C15 forman supercomplejos (Figura 

21, carriles 5 y 6), mientras que en ausencia de Pet54 o Pet122 no hay 

supercomplejos (Figura 21, carriles 7,8), como era de esperarse dado que la CcO 

no se ensambla. 

En conclusión, nuestros datos indican que Pet54 se requiere para activar 

traduccionalmente a Mss51. En ausencia de Pet54, la síntesis de Cox1 es muy 

reducida. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. La eliminación del extremo C-terminal de Cox1 no es suficiente para restaurar la síntesis 

de Cox1 en las mutantes pet54. Se purificaron mitocondrias de las cepas indicadas y 100 µg de 
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proteínas mitocondriales solubilizadas  con digitonina al 1% se cargaron en un gel azul nativo del 

5% al 13% de acrilamida. Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF y se realizó el 

Western blot con los anticuerpos indicados.  

 

5. La mutante mss51F199I recupera la síntesis de Cox1 en la mutante Δpet54 

Recientemente se describió que Mss51 une grupos hemo b mediante dos motivos 

CP (CPX). Si se mutaban las cisteínas de dichos motivos la síntesis de Cox1 

disminuía dramáticamente. Al igual que lo observado en las mutantes pet54, 

dicha disminución no se recuperaba al eliminar a Cox14 o al extremo C-terminal 

de Cox1 (Soto IC et al, 2012). Se sabe que la hemilación de Mss51 afecta la 

estructura de Mss51, y que a su vez, el grado de hemilación de Mss51 depende 

del estado redox (Soto IC et al, 2016). La pregunta era si Pet54 y la hemilación de 

Mss51 podrían ser parte de una misma vía dado que compartían fenotipo. 

Previamente se demostró que una mutación puntual en Mss51 (F199I) podía 

compensar la mutación de los motivos CPX, logrando una recuperación de la 

eficiencia de síntesis de Cox1 (Soto IC et al, 2012). Aldo E. García-Guerrero, en 

nuestro laboratorio, encontró que Mss51F199I podía también compensar a una 

mutante pet54, recuperando la síntesis de Cox1 a niveles silvestres (Figura 22) 

(Mayorga JP et al, 2016). Esta observación sugiere que Pet54 puede modular la 

estructura de Mss51 o su estado de hemilación para transformarla en una proteína 

activa en traducción.  
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Figura 22. Pet54 podría modular la conformación o hemilación de Mss51. Se realizó un ensayo de 

traducción in vivo de cepas silvestres y de la mutante Δpet54 conteniendo a Mss51 y Mss51F199I. 

Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE y resueltas por autoradiografía como en la Fig. 9. 

 

6. Pet54 interaciona físicamente con el mRNA de COX1  

Debido a que Pet54 es una proteína de la familia RRM, era factible que pudiera 

interaccionar físicamente con el extremo 5'-UTR del mRNA de COX1, sitio de 

acción de Pet54. Yolanda Camacho-Villasana, en nuestro laboratorio, 

inmunoprecipitó a Pet54-3xMYC, aisló RNA y analizó la presencia de COX1 

mediante transcripción reversa y PCR (Figura 23) (Mayorga JP et al, 2016). Se 

encontró que Pet54 interacciona con el mRNA de COX1, y que dicha interacción 

no depende de la presencia o ausencia de Mss51.  
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Figura 23. Pet54 interacciona con el mRNA de COX1 y esta interacción es independiente de 

Mss51. A) Las mitocondrias con Pet54-3xMYC o Pet54 (-) se solubilizaron con dodecil maltosido. 

El extracto se inmunoprecipitó con un anticuerpo anti-MYC. Una cuarta parte del inmunoprecipitado 

(IP) se separó mediante SDS-PAGE y se analizó por western blot con anticuerpos anti-MYC y anti-

citrato sintasa (como control de una proteína que no tiene que interaccionar con Pet54).  La 

fracción total representa el 5% del extracto mitocondrial usado para la inmunoprecipitación. Los 

asteriscos indican bandas inespecíficas para la IP (*). Los rombos indican bandas inespecíficas 

cuando se usó el anticuerpo anti-Myc. B) Se extrajo RNA de la fracción total (T) y de los 

inmunopreciputados (IP). Cada fracción se dividió en dos, y el cDNA se preparó en presencia (+) o 

en ausencia (-) de la enzima transcriptasa reversa (RT) usando primers para los extremos 5’UTR 

de COX1, COX3 (control positivo de interacción)  y VAR1 (control negativo de interacción). Los 

productos se separaron en un gel de agarosa. C) Se llevó a cabo un experimento similar al de A) y 

B), pero esta vez se incluyó una cepa mss51.  
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DISCUSIÓN 

Cox1 es el primer intermediario del ensamblaje de la CcO, y su degradación y 

síntesis están muy reguladas. Cuando existe un defecto del ensamblaje de la CcO 

la cantidad de Cox1 disminuye para evitar que se formen intermediarios que 

produzcan especies reactivas de oxigeno dañinas para la célula (Khalimonchuk, 

O, et al 2007). Sabemos que la síntesis de Cox1 tiene un mecanismo de 

regulación muy complejo, donde intervienen por lo menos 5 proteínas específicas 

(Mick DU et al, 2012). En este trabajo demostramos que Pet54 es un factor 

adicional involucrado en permitir que el mRNA de COX1 se traduzca con 

eficiencia. Pet54 se describió originalmente como activador de la traducción del 

mRNA de COX3 (Brown NG et al, 1994) y como factor necesario para el 

procesamiento del intrón aI5β del transcrito de COX1 (Valencik M et al, 1989). 

En la primera parte de este trabajo describimos cómo se identificó esta tercera 

función de Pet54. La mayoría de las mutantes de ensamblaje de la CcO 

disminuyen la síntesis de Cox1 y la recuperan cuando su extremo carboxilo 

terminal se elimina (Cox1C15) (Shingú-Vázquez et al, 2010). Analizando si este 

fenómeno se daba en una amplia gama de mutantes que bloquean el ensamblaje 

de la CcO nos encontramos con que pet54 era la única mutante analizada que se 

comportaba diferente. En este caso, la síntesis de Cox1C15 no se recuperaba 

(Shingú-Vázquez et al, 2010). Encontramos que este efecto no se debió a la falta 

de Cox3 ya que al  eliminar a Pet122 y a Pet494, los otros dos activadores 

traduccionales del mRNA de COX3, Cox1∆C15 sí recuperaba  sus niveles de 

síntesis. De esta forma pensamos que Pet54 tendría un papel específico 

regulando la síntesis de Cox1. Cabe mencionar que Pet54 no es absolutamente 

requerido para que Cox1 se sintetice, ya que en una mutante pet54 se detectan 

niveles muy bajos de síntesis. Esta proteína se requiere para que la traducción del 

mRNA de COX1 sea eficiente, y se dé a niveles silvestres.  

El ciclo regulador que coordina la síntesis de Cox1 con su ensamblaje depende no 

sólo del extremo carboxilo terminal de Cox1, sino también de las proteínas Cox14 

y Coa3. En ausencia de estas proteínas la síntesis de Cox1 tiene niveles silvestres 
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aunque no haya ensamblaje de la CcO, probablemente al perder la capacidad de 

retener a Mss51 en los complejos COA (Barrientos A et al, 2004; Mick DU et al, 

2010). En este trabajo encontramos que el efecto de la mutante Δpet54 no sólo es 

independiente del extremo C-terminal de Cox1, sino también de Cox14 y Coa3. Es 

decir, las mutantes pet54/cox14 y pet54/coa3 no recuperaron la síntesis de 

Cox1.  

De manera sorpresiva, en este trabajo encontramos que el efecto de la mutante 

∆pet54 sobre los UTR’s de COX1 dependía de la cantidad de proteína Cox1 

presente. Mientras más Cox1 había, mayor era el efecto de Pet54 sobre su 

síntesis. Esto nos llevó a proponer un modelo en donde la activación/desactivación 

de la forma traduccional de Mss51 depende de la proteína Cox1 (Figura 24, más 

adelante).  

En el modelo actual de regulación de la síntesis de Cox1 se plantea que lo que 

importa es que Mss51 esté libre de los complejos COA para ser activo 

traduccionalmente (Barrientos A et al, 2004). Sin embargo nuestros resultados 

demuestran que hay otros requerimientos para que Mss51 sea competente como 

activador traduccional. Nuestros experimentos sugieren que en condiciones en 

que Mss51 se encuentra separada de los complejos COA, esta proteína no 

traduce con eficiencia al mRNA de COX1 si no está Pet54. Lo que sigue es 

comprender qué hace Pet54 a Mss51 para activarla. 

 

Con todos nuestros descubrimientos llegamos a un modelo de acción de Pet54: 

 1.- Primero Mss51, en su forma libre, activa la traducción del mRNA de COX1. 2.- 

Posiblemente al interaccionar con Cox1 (dentro del complejo COA conformado 

también por Cox14 y Coa3), Mss51 modifique su conformación actuando como 

chaperona. Esta conformación le impediría actuar como activador traduccional (se 

desactiva). Esto explicaría por qué se requiere de la presencia de la proteína Cox1 

para observar el fenotipo de mutantes pet54. 3.- Conforme se van adhiriendo las 

subunidades de la CcO, Mss51 se libera pero aún en su forma inactiva en 
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traducción. 4.- Pet54 tendría la función de rearreglar la conformación de Mss51 (o 

la hemilación de Mss51) para activarla en traducción. 5.- Mss51 llevaría a cabo un 

nuevo ciclo de traducción del mRNA de COX1, posiblemente ayudado por la 

interacción de Pet54 con el mRNA de COX1 (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Modelo de la función de Pet54 en la síntesis de Cox1. Pet54 tendría el papel de 

rearreglar la conformación de Mss51 para que esta proteína pueda llevar a cabo la activación 

traduccional del mRNA de COX1. 

 

Recientemente se describió una tercera mutante, Δmam33, que no recupera la 

síntesis de Cox1ΔC15. Mam33 es una proteína mitocondrial a la que no se le 

había encontrado una función. Sin embargo, se descubrió que actúa como un 

activador traduccional del mRNA de COX1. En la mutante Δmam33, la síntesis de 

Cox1 disminuye, sobre todo, en fuentes de carbono fermentables (Roloff GA and 

Henry MF 2015). Con el descubrimiento de esta proteína y de la nueva función de 

Pet54 aquí descrita se hace aún complejo el sistema de regulación de la síntesis 

de Cox1. 
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En la mitocondria existe una interrelación muy compleja entre los factores que 

tienen que ver con el ensamblaje de la CcO. Se ha descrito que muchos de los 

activadores traduccionales interaccionan entre sí de manera que podría 

coordinarse para un correcto ensamblaje de la CcO. Pet54 se ha encontrado que 

interacciona con Pet309, activador traduccional del mRNA de COX1, y con 

Pet111, activador traduccional del mRNA de COX2 (Towpik J 2005). Esto sugiere 

que esta interacción es funcional, y que serviría para coordinar el ensamblaje de 

los tres módulos cuyos centros de nucleación son las subunidades mitocondriales 

Cox1, Cox2 y Cox3.  

 

Pet54 podría tener funciones adicionales en la biogénesis de la CcO. Esta 

proteína se encuentra formando parte de supercomplejos III-IV (Vukotic, M et al, 

2012). Además, en este trabajo se demostró que la proteína Cox1 es 

particularmente inestable en la mutante doble pet54/cox14. Cox14 es 

indispensable para evitar que Cox1 se agregue entre sí y con otras proteínas 

mitocondriales como Var1 (McStay GP et al, 2013). Tal vez Pet54 también 

desempeña un papel estabilizando a Cox1 agregada, y por eso las dobles 

mutantes pet54/cox14 contienen cantidades inusualmente bajas de la proteína 

Cox1. 

 

El control sobre la síntesis de Cox1 esta conservado ampliamente en diversos 

organismos. Se ha encontrado que muchos ortólogos de los factores que regulan 

la síntesis de Cox1, desde levaduras hasta humanos. Recientemente se ha 

descrito un ortólogo de Cox14 en humano llamado C12orf62, y que tiene una 

función estabilizando tanto a Cox1 como a Cox2 y Cox4 (Szklarczyk R  et al, 

2012). Mss51 se encuentra conservado en el reino de los hongos y se ha 

propuesto un ortólogo en humano llamado ZMYND17 (Soto IC et al, 2012). Sin 

embargo, se ha observado que en ratones es un factor que regula el metabolismo 

del músculo esquelético (Moyer AL y Wagner KR, 2015). Hasta la fecha no se ha 

encontrado un ortólogo de Pet54 en humano.  
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La regulación de la síntesis de proteínas codificadas en el genoma nuclear no es 

exclusiva de las proteínas de la CcO.  Se ha observado que citocromo b, la única 

subunidad codificada en el genoma mitocondrial del complejo III, también muestra 

una regulación en su síntesis similar a la de Cox1. Cbp3 y Cbp6 tienen una 

función dual ya que promueven la síntesis del mRNA de COB y además 

interaccionan con la proteína Cob recién sintetizada. Conforme se van agregando 

las subunidades del complejo III Cbp3 y Cbp6 se liberan de Cob y pueden llevar a 

cabo un nuevo ciclo de traducción del mRNA de COB (Gruschke S  et al, 2011; 

Herrmann J et al, 2012; Gruschke S et al, 2012). 

 

Recientemente se han descrito casos en los que una proteína tiene más de una 

función. A estas proteínas se las ha dado el nombre de proteínas “moonlighting” o 

multifuncionales. Estas proteínas son aquellas que utilizan diferentes regiones en 

su secuencia para llevar a cabo diferentes funciones, la mayoría regulatorias o 

estructurales (Khersonsky O and Tawfik DS, 2010). Existe una amplia descripción 

de proteínas moonlighting en levadura pero un caso muy particular se da en la 

mitocondria con la aconitasa. Esta enzima forma parte de ciclo de las ácidos 

tricarboxílicos y además se encuentra asociada con los nucleoides mitocondriales 

(Chen XJ et al, 2005). Mutantes  ∆aco1 muestran inestabilidad de mtDNA y se 

vuelven incapaces de crecer en un medio respiratorio. Sin embargo, existen 

mutantes de Aco1 sin actividad catalítica pero que pudieron mantener estable el 

mtDNA. Nuevas funciones están siendo descritas para proteínas y es de esperar 

que aparezcan nuevas funciones para proteínas mitocondriales.  

 

Otro ejemplo de proteína multifuncional mitocondrial es la NAD+-isocitrato 

deshidrogenasa. Esta enzima forma parte del ciclo de Krebs, llevando a cabo la 

descarboxilación  oxidativa del isocitrato. Además de esta función se demostró 

que se unía a los 5’UTR de los ocho transcritos mitocondriales (Elzinga SD et al, 

1993). Esta unión disminuía los niveles de expresión de las proteínas codificadas 

en el genoma mitocondrial. Así mismo, se demostró que la unión del 5’UTR de 

COX2 inhibía significativamente la actividad de la NAD+-isocitrato deshidrogenasa 
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(Sondra L et al, 2000). Esto demuestra la capacidad de ciertas proteínas de 

realizar varias funciones y en especial la  NAD+-isocitrato deshidrogenasa muestra 

otra forma de regular la expresión de los genes mitocondriales dependiendo del 

estado del ciclo de Krebs. 

 

Pet54 es una proteína multifuncional y contiene un domino RRM. Estos son el 

dominio de unión a RNA más abundante en los organismos. Estos dominios 

existen tanto en virus y bacterias hasta en células eucariontes (Maris C et al, 

2005). Se ha observado que no sólo son importantes para la unión a RNA si no 

que también son necesarios para la unión de proteínas. Incluso se ha observado 

en algunas proteínas que los dominios RRM no unen RNA sino que unen 

exclusivamente proteínas (Fribourg S et al, 2003). De esta manera los motivos 

RRM son muy versátiles y ampliamente utilizados en todos los organismos. Ya 

que en Pet54 no se predicen otros dominios funcionales, se puede pensar que el 

dominio RRM en Pet54 cumpla otras funciones además de unir RNA. 
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Conclusiones 
  
 La síntesis de Cox1 disminuye dramáticamente en mutantes pet54, y esta 

disminución es independiente de Cox14 y de Coa3.  

 Pet54 actúa sobre los extremos UTR del mRNA de COX1, pero su función 

depende de la presencia y cantidad de proteína Cox1. 

 Pet54 migra en un complejo de 190 KDa cuya estabilidad depende 

parcialmente de Mss51. 

 Pet54 interacciona débilmente con Mss51. 

 Pet54 regula la distribución de complejos proteicos de Mss51. Una mutante 

pet54 aumenta la población de Mss51 que tiene la función de activar la 

traducción del mRNA de COX1. 

 La doble mutante ∆pet54/Δcox14 y la mutante ∆pet54/Cox1∆C15 mantienen 

mayoritariamente a Mss51 en su fracción de activador traduccional. Sin 

embargo, esta fracción de Mss51 es incapaz de traducir al mRNA de COX1 

eficientemente. 
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Perspectivas 

- Investigar los factores con los cuales Pet54 forma complejos de alto peso 

molecular. La elucidación de este complejo puede llevar a un mayor 

esclarecimiento de su función. Para ello, propongo realizar un experimento de 

pulldown de pet54 y por medio espectrometría de masas identificar qué proteínas 

se encuentran asociadas a Pet54. 
- Estudiar si en la mutante ∆pet54, Mss51 presenta un defecto en la unión a hemo. 

Las mutantes de Mss51 de unión a grupo hemo son las únicas descritas hasta la 

fecha que se comportan como la mutante ∆pet54. Esto sugiere una posible 

relación entre los dos fenotipos. Para ello, propongo realizar un pulldown de 

Mss51 en cepas con la mutante ∆pet54 y detectar si el espectro de los grupos 

hemo de Mss51 se encuentra afectado. 

- Identificar las regiones de Pet54 que llevan a cabo la regulación de la síntesis de 

Cox1. Se ha demostrado que Pet54 contiene diferentes regiones que afectan la 

expresión de COX1 y la expresión de COX3. Para ello, propongo hacer 

mutaciones al azar de Pet54 e identificar que mutantes sólo afectan la síntesis de 

Cox1. 

- Identificar el sitio de unión de Pet54 al 5'UTR del mRNA de COX1. Para ello, 

propongo que se sobre-exprese y purifique a la proteína Pet54 para realizar 

ensayos de interacción con fragmentos del extremo 5'UTR de COX1 y analizarlos 

mediante retraso en la movilidad en geles. 
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'" ~ '",n~""n . W. ""'",'" ,h .. ,h .. ",o of " ... ,. ,od " , '" hy 
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".,-., of .... < ... , e ~""' .......... " .,;",,,,,,,,,,, . .. "",oo """""t> COXl 

ARc>8'" f-il!I!L 
• 

""'" .~_woW>¡tho _ C"", (WI) "' .... C. >1 _ "" .... " 
_o""" (~ _ _ I'''':'_ • .....-~......, ·_ r'~ .... ~ t'" P""~' ,.,"'u,. . ..... ...d"""""" ,~ <O< "".¡; ~I "",o , __ o n.o """,,, """",...d _ ....... ""'_ ... " ,.,,,"" .. 

·"1·" .... -... ,,..,. '>'''''''_ ~ _ ........ '" " "-. _ '- ""''"'"'''' .,.-;.., ,,.. .........,. , . .... c~ , ..... .., .. . ~~ _."" ..... ,,,. _J ____ """""""'"'''' ...... ''''''''''''''''" ............. ,_'''' 
'" ..... "'_ '" thc .. ~ l,...., (o. , '""" ( .,, /.<"" _,',l). ,"""",,", ...... _, .~. w. ""',~ ''''' _'''(n,Q_ 
"" ~"""" . , ...,.. '" ... " ","" no _ -....o. w., """""'''-'''' .... __ ... M''''''''''''' ........ ''' '',.'''¡') ..,.._ 

'Q __ W ......,,,.,_·"""'- Ap ' .... .,,<om .. " '_"""' • ..., 

.'<J. " 

'"--
To " • • Ii ,m th, ' ""'"" , .... 1' 0:. " 1 ~ ¡",¡ ' "~ . rL" , 1,mm", l" n 

.-.I.~"' m Nr-"....j I ".o "8',1 •• ,,,, . , .. , .ro. 'o, dof,,,,.. 1" . ,, ~, I. · 

' ;fin . .. ~ u...d . .... OJXI(i _S IlyARCII'" '~ I""tn ,"', ,,'" " 

th . OOXI I""",. Th l, "1''''''' "' , ,-" """""'Ir ",od ' fi 
~.",. ,,,tu t. ""t~'''"' , ,,",,,,, ... " . nO po<' _'" '" L>,I"", 1 o. t;"',t, 

In Cm1 i I<\, 20, 1" . U) . ¡" ' 01, """ ''''''', ,o. "'1"""" AR'.fI", 
",M.- ' ",d .. lo, '" ."')',,'" I ' '''fik~o ¡" " g;nl" , "io<yn, o.~,, ;, 
f" ...ó I o f .. "" 'o " , c_,,,~,; ,, . ¡ ",o fif <:o" . _. ,,'" l' .-.-.1 .. 
fo. , ",~"""Md,;, 1 "'8"'108 . " d 1" '-'-''';'''' " q"' ''''', ""ou_ 
"",1" 1",, of " " '" ,, ~'f' , ..... "1.1 ,,.., 1>. . tr..ct0<! hy ' " '''''' ' 1". 
.-.1, :0" . TI>. C~, ' m""'Y ,"co.t...J f.y '-"" , (1 _,\ ' l ¡ :AR( "'~ ;, 

"",,,"Iod In' " ",~ I ,-. (,,) "'''1'''''' ' "'PI""""S "",,,,1 .. ,
P;''''''T ~m .. ~' (lO). Th"~ '" ,,",,o;,.,..,j 'o. --"/"" ,1< • .-.1 
~''''-' , ., ",U'at;fiO< ,,'1' 0 ' "' cm 1(1_:' 1l!.:A ' I(X' coo"ruct 
.~.ob>,,,,," I",~ iou.t)· (l 6), II~' !>¡x154 .".un '"ou~c'" ,,-<1uu-<1 
V"~· ,h In m,," un> .. d,~.~ .. ~",¡ ,~· .. ''''''l'''c-<1 ~ ill, ""lkl ' rP" 
'-" --"'~,,4 ,dI. m", Kl ¡,. "f.''''''~-'' ' . " h Lh<' )" ''S )" ,,' h>o
"''''-' 1., 0..,1"" 1"""" o, (o, l , l""~ Lh '" , he ,Joubk mu,",,' 
!J.peiS'/--"<""U on n~'J",m Idd.ln~ :~';,"'''' ~ ... 0'"' , Ii~hlly 
¡'''p",,-d .. ''-''''1'''',," ~· " h ' h<- ~"I:k !J.pe154 mnL:u" 1" ",n· 
' ''''. ,,'u .. ¡~n l ,,",d)' , j , ~",. ,-<1 116) • • --"<",,, "'" ' "'~ .' "w.-<1 
" -<1",,,," gmwLh "" " " 1, ,, ", " dh'l' ,,~m l," ,. ¡, ... " . , ",,,,,, .. 

' K~U J. O-"~._, " Co . ' <'M .... ............... _ ;, .... . 

...... " '" <0. 1 . .... e .. " CM « c""u c" , .......... """"" "' 
fU>!, ca", W," ",,, lO' .. _ ...... __ ..-w'" I "" ... 
_"' ... "...,.......""'_.n.o~"""'-"',_ • 
""'-" .,. 5DS-1'''''' .... __ -"-.""".c, """", ,.....".,... .. ~,,"', 
,~ ....... co"" .""' , ,...,,-,.......,. " ,~ ..... ,o""~ , . H .. __ "'".,.... 
W~ f""" ~ f,_ro '''' ,,""' .... m .. ' .odo", ...d ' ...... 'k_ "" ", .. ,,... "''''''''"''' .. , ...... ,..."". ",,.;,,o.-" __ """""'" 
".,.. ... , "'~",~ .. o"'w~ .... " .. ~, M _ _ c..tO _ 'P"'""M ·"t . 
..;.o_"'" ,~ ............ h _ ,..... ,..""" ... _ _ l - A.OG) 

...d ...,.., ... 'o..,-," lO " 

.1.1"'1"" ",",,-," ; ~"-, ' " ,..-.-.. m'" "",m. 1 S"""' O 1"..". rh." 
oh" ..... "'.." , ........ " " , h. < 'ct ) " """1>1)' d.f"", c~"...ó hy ,1>. 
k,,, ~f , .... '>, ,,""o<ó "" ,,'h,,', .-.1 ,h. " p""" fu...d !o ('o,, 
. 00 , h .. , , ' , ...-el"" I"" ;, ,,'" "'., .. .-• ....! " " ~ I~ ,,11, . 

r. l"n '''1'" ..... , ,,'" .1." ; " d ~", ,"', dol",'" .-.f ,,"'.-... 
,<Ó"c...o (:~', ,)·"'h .. " • .-.1 " " " 1, "d",,, I~ o '''O< oot '"'I"'n
J"',,, on ' he "",-" ,bl) «', '"""'1 C·k", .. ,.,] c=1 01 ("A l 0' 
Co,l 4/Co.oJ "'\IuldLo, )' 1"",,-,<>, .. 01" .. " "", 1m ,,,,,, L C O 
.",,'nobl) m ... "'.' • . 0.." "~u¡,, ,", ,,,,gil . uf1'C" , h<. iJ"" 01"" 
Pccs.l. 1",. " P,,'vW<o!1 un"'''~',',J Jm~ L po~, ;". rol,-, i .. p'" 
.. "-"il,>, (0, 1 .)"01 ....... ,, 

f\ ',;;,¡ .1 , 1.> "" ""', 5 ' 1I"1,",,>Ia".,} R,;"", of '-XIX! onRNA 
P, · L"'" ,"~I " ,,"1, '.: >Y "' h ,,~, , ,¡ c. .. I . L L w" d, ,r.:."", ' ;',,,- li) 
lL ,,, .. IJ " m " 1"''' ''' ,,,,. in cm;1 mR~A "" ' ,.n ~;, , , :d 
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' ''3'''''', , hL •• ct~iry- c..-.uld "" " lO " 'i''''' 1)- M ,nd l "",~' 
"loo,...! ,~ M"" , "," I' .. :~ " , wtok h ... ' "n",,,;,-,,,,I ",,'';'''~'' A 
oleVAl l\\I( .~A. (ü) l' ,ould . " O" ,1. UJA comph" , "t". COXI 
it ,,,,,ld OOntrID" to 10 ,>t", ¡ ro""« , nd 'OC,~~tl~ lor !rO l\,",_ ~ '·lITR 

Lio,"'¡ "" i ... ü,," Ilo~'," "~ ' lb ",', H" '¡w"kl [", i,xl,1"''''lc,,' --I¡;;¡"" 'I-~>--r,'o','" ____ _ 
ur i>.J.to U", COA I C".muccU ,-mi " "" Lm' C=Wo...J_nK'ili_ cox : C0X2 
0,,,1 """ Io.d ~,~,"" )' ,,·~u l , " '-) 1" 1' HITR :¡'-lITR 

To 'd whe,to .. ~ ... ",1 ' ''8',1"", C~, I '1'"",,,;, 0)' .>ct; og 
,to"'''gh ,to . u""," , I" ,,1 ...pon, 01 , too eoxl m",~ , w. 
c ... .ru"'-'" , I~' y"~ ,h on "",<hum L.,cUng "'~"'¡,~' 01'" " , .;" 
~' .... ",C()X 1, ,oI mf"'I"""''' ~'., "'1''' ''" h" U,..,t R(''¡¡- S"'" 
(ce" !jdRC,I""I, In "Id ," "". ,hi , ",, '" toa. ,e.. COX I ,.-.d; og 
'''3",n ,1", • .0 f,¡' OOt o U ,\2 'fI ", ;n_"d " '" .",opi-< •• " 
on ,too mtV_'.-\., In lhi"l\tV_~A, ,1. k>~¡' 01 ü>xl p,"',in "'. 
lo,.. "" COO'lpo'M ""ith, "'",;n with "'ild "'PO m;1ocnoMri,l 
DNA (r,", 1.\) , .. xl ". " nLh,,,, J,' ... ',.J, on 11., lc,"".J",,,,,,, l 
"d<vo'o, P,~ !ll ,:10), w" ,k~1,, 1 PET54., ~'dl., lr.., PETJ22, 
prT191-, .",1 rrTll1 '"'"." ,, <1 .. , ,,, ,,,,," L h .~"'w(h " ' ,011, 1,, 
,,,.d,,, ,,, 1.,,1,'3 "~I n ,, ,,_ W. ~b.o,,-..J 'h .. &/,,, /22, ~{~,W1-, 

.00 :>pe" 11 nH""'" ohowod. ~m ;'" ~,~"' " .. ''"~l''' '..d 
w~h , "'ild-typ< "",in 'dh ,h, co, lII':A/(;&~ coastru<t ¡H~, 

J1!j, n,¡, i . ",ruj""n' 'Ai,1 ''''' i(b lMl ;n j"", h d, or in l he 
.t-"", of Gal , ~1,,5 j i, ,,,,L "''''~''' '' <C''¡ ""J rI .. "do,,· ¡, 
.,,;il,bleto .up~ ,.OIm;i CVAl " -U l'R '",n.l"¡o".1 ",tln-
1;OLl "'''pi''' ' '''' aboc<\Co 01 CeO ",,,,mblr ( 1;), In (00""", 
,-""" .... "', d d~, < .. 'xll,,\JIQo~ " V'-"le" ~ .. ,,-.In,,"¡ ¡" 

t.l'dS4 m u Lc" ¡"'" . u¡p,.un; LI,., , I ~' "",.", ... l,on ",p"s,¡ h i" 
LI>., unl .. n ,I, I". "'!I"'" ,e' n." mRNA , 1",""'10') LI-.· C()!d 
'" _IITR_ S"'1"',,"~ lf, In u.. ,k.uhl. ",,,t, n! t.l",Sji~ __ I III , 

",-t-. Cm' o. "'" .)-",".~",d , .. 1"""' •• ''" <>f , .... =,¡-'" 
<'IXQI'" «?""" ,",'os ,iLnil", to wild-!)-v< ¡.,.,'.¡" ,u~,,"ln_. 
ti", ,Oc d i,,,,, of Pctc.4 M ,r.:, eU\l m~.'A untr. m L.,'" 
""""'" d",,,-,,,J,, on LI~· pn""'"'' o f c..ul "",¡ .-in 'j'~ e .... .!'"m 
Lh" ""'., ~ ,. ha! "'<'''''1'''''''''' PUIU ,.oo "',- oo...',wcl a 
""c ",,~-.1 ~,,, "' h " " ",.-.1ium 1ooo""'B "')!,n," ,' . Iú 1""S4 
d.IP+.,,, {Fi~ ~C} ,-<onO , "'" . hm",,',," PrTS1 "" • 
".d!blRGS" ","'" ",1 .. ,"" lh,' COXl ,'w"" <c'. "m '"'' 
<b.<" L In ' hi> """ , Lh ,' Clf" ,S-¡ ",,,L,,,, L >1", .. "" y"~ lh bd .... , 
"""hum ,.d",~ "B""'" "m,l" lo 'l."" ur Lh. "'lI d- Lrl" , 
l l'd/22, . nd t.¡>c' :~'I e. lI. IFi" 'lrJ) 

1'0 ' ''"mon, wIW',too"e.. cox 1 ,-' _L n '" l' _'J I " ... ",_ 
J'" ¡ff .¡", lor 1'«:;'1, ",', mar"" ""liL" ",*1 m;100: hond,ul 
<en"""," ,imili, '" lho M< indk"", in 1 i~ J.1. "!""'P' ,he( 
""I .. ~ d~, COXI,' c< Y cn Ilu,k",. d ,,- ARGS" ,,,,"" l<-' 
~' .. "'''"'''''';--.1 "itl, U'" '-:0'-':2 5' O< 3' trrR , ""'f"-,,¡¡,'d y, 
1I" lm ", ILIo • ,,1 1<!_(y¡'" ""d .,,, B"''' " '' "'1'P'-""'¡ &" ,wL h •• , 
"--,,,, ,,, I.o<king "S'n, ... {fig, i ), . t, too ugh ... Q, w"h , ..... "h_ 
«Km ,," (nI 1 ,-i _L n to.o • w . .. ~ .. W"""", I"0o..~ """ " .. 
in , ..... m;' oc1000,;" lh,,,,, """""' "" ,h, ('V;':2 ,'-Vr H Ill'< 

p,=nt, "'"" ,h,,,,Io<o Pct l l l i, ]imilinA 1",.11/&8"'" <x~, 
f), 1"ion 0+,/",,\1 d id o,,, . H'..-, g,,,"'h in ,,~~ I, .. ohtoo " ,, 11> 
h..,o"!! ,h, C( '''' '. _l ro K, "'Rfl,,," ng , to" ' o. ' ''E'' nf ",,',1 
,",'"lo" in ,rn. ""''''''''. In ",ütr ... , ,h. j,p<'l-J ",,;in (OO· 
Lui"i,," Lhe' ene~ ' U I R ~w,," ,.¡ ,,-.1u«xi ",,,.' l1 i" " .. -di,"" 
loc'~m, "'"nu,,', 110 .. ,,,,,, d.l •• ho~ <lwl , IK' I''li' ' l '" Pd 5-1 i • 
, . " 11,,,,1 Lo , II~,C()XI;; ' IITR_ 
\hi 1 ,mi P"'-lO'J .. L "" Lh. C0XI mR,' S' _1 ITR ¡2, i n] , 

.nd hooh r"". lo< .l> Ilm;' ins In, ",,,,b,"," liOi_ W. ;m~"¡_ 
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fKAH J .., .. ... , • • _ , . C<>XP """' ... " ........ ' ...... ,tO, .. 
_ .. _ .... I"~~ .. .... <." ' I".,.;~", ... "~ .' , ,,""';o'"._ 

,"~, ~"' ~"""~, • '"' w" "" ~ "".e"""= .r . .",..~ , ...... ,,, ... 
_...,.. .... «C<ID_ Ln .. '"''''' ... m.-, " .... "' .... "",,, _ .... 
.... (0'" ,-"", . .. ......,.. " ." "''''''' ",",,.,. ... _ , ... ~« COf'"" 
... m")W, <"" , .... .. """'. I ~, ....... , .. , , ... .... , ,>!"oO'_"_ 
• ...... ,hn~' oO"'" _. """""" .~ SI"!< ,.,.". ~'" w.""," , .... ... 
'ho _ ..... " " ..-."".., _ "" e .. ' ..... """' ... "" a.-.,. "" ..... lCI1 .. . ......, 'ootrol ,,," __ ,,, """''',n .... ''''',_ 
.... "" .. """''''''', ' , "'''' di"",", , ,, ... ...,..,.".d ... ,n, ........., ... .""""_","""'"",_,",,,",,,",,,,1_1_'''''',,,,,,,,,," 
.., ' . ""','_ ""' ..... ....,... "" ,..,., .. lO 'ce co" '"''''"" ... 
"''''''' ",",,,,~ """"..-.J ~ ,"" .., ''''pi, _ '" , ,..,.,.. ''''-= 
.., . ...... """ _"PFT" '-',",""" 00 "",,,"" m......, 1 ...:.:" 
ron"""",,1 1 ...,;o ........ ' """ _" ..... _fo.- '"",'''30 'C~, .... rox, '.-.. ..".,. .... _ by .... ,...,...._ AAGr 
_ ¡; ,,.,..-,..,; .. _, .. ..,;, "~" '~' , ~" .... ..-ri< ",m .~,,~ , W~ 

___"'" , ... . ,ti<_ ..... n" .~.m" , ... ""0'<> ~ ... _ ~ _ -",", 
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'-_""""_'<"""1 __ .... _"" 1-< "", .. . IO": ffM COXt 
.... _ _ . _ ... ..-...;,0_ ..... __ .. . .. 

..... ""'"" ..... ... ""'''hl1IQ'"_~._ 0,._=" -"" ," "'" ' .... ' __ ,\!Ion""' ... ____ MIl' ,'''"' ....... rflX' 
,r' ""' ,_ .. """"" "''''' rotJ,' ""'>M ............. mi, ,',m 
\1 • • " .... )._ . '-,ro" _'_~""'! ......... ''''''_.M''''''''' __ . ,~ w",. ur , ,., ............ J-< "' '' , ... ,,'" .. ___ 
_ ' _'_"' ''' " ... " ... COIf' ___ . ... ro" ,·_,n. _,,"" .. "".., " ... rur, ..,.._. """""'" n. _ od"" .. "''''' '''''''' ..... n __ 1 ... 

... , .......... ·11 ... !be " •• «Ir " .. ,. k~,-Io .... , .... "" """ ..... "ouId.l>< 

.11",," "" &_ ni....,. ... ,,,..-<ItIo f., .... "" ... _ h 

"opJo"'-~ '""'I .... -.I ... '~, e .. rmiI>.oI ..... ull'<-iJO!I 
... "",--.' --. ... ;,,-,1 __ TI ...... -... ......... _ .,,'1" ..... 
'oIuq g ..................... 1 d",,'" u.. .................. "". ~~ 
,..,. "-",l. "'.....,. ~ anaII'>n '" ~1";'I-hHA .. 
Prl»O 3.11.' """,hl , h .. ['''.'''~ ~,",~, .,.< ... ¡I", .... ~ 
11>< .....,.,.. of 1'<1:>1 (t ljl. '" " ..-.:( 111 ." od<Ii<kn _ •• k«! 
.............. 5-1 m.",.. "" ... O,,) l" ..... . ,,,, .... , ...... "h P"o.M 
... ~I"'I A. p"""",.t,>ot..o<"""" lile _'!ti in ~ t.d _ 
i"" '''''n>,..''¡ . !.J""". (;()X ¡(!~;¡J;.JI«".iI'" "",i" ,,'0< 

h..,lJ, "","" ,] ¡l o,. K \ , "-" ..l.,,] ~ I~' I ¡"'. · ,h" "I~'""""" 
, ... Id bo . II ..... ; .. ,..¡ h ) ' .-.. " .. ,~ .. "''''',,¡ rrrlfl'! .. M,~;¡_ 
.'"h~" .. ", .. .-...... ,j 'n'fi.ll' pl""' ;d, ,,><1 ,".,.. ....... U...! ' fi 
L"mlom, ...... '54, COXJ(J SI2)oAIIGr "·U,, (h,' ,,' .... , ... 

...... ,,¡ '" ""~) h. d "" • .-.rnP'"'-""'Y _" ... , . """ .... """",-
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,_."', ... ,,''' .. ''''01''''' .... ''''. , .. , .. _ . .. ........ ~ ... 
'tpr, ""',.« "1-"".~ "" ,,""''"'''' ...... , ... """w ,, _ ....... ....., """ r'~""""'" .... ",,,,,,, ... ,,,,,,_ OJ . _ .... 0-,,."""'" ,~"",,,,~ . .,,.,.,,,, '" ~ "''''''- - , '"'~~-~ .... ~ 
-."".",. from .... ~,_,,' """" """,,'" "' , •• ""'''''''''''''0< 
,~w~ .. ~ _ u ......... ,,;;,,, ........ "~ , ...... ..,,~." , ... ~, 

.... ,,), c." ,, ~, To .... ' ¡., • "-IN .. '''"'"'' ( • • ....",'" 01 r, "" "' .... , 
,""""'" ,.,. ..... _ ~",,>d ,~ "'" .",~ .,.J W~ .. m "'0"''''1 ... .. 
... , """" ...... ''''' ' , üw'. <00', ,,.~ ... _. oc".>, ..... • " • • "'" 
<O,."' ........ " """'" I "" O. -."",., "'~ "'"" ""' ....... _~" ... ""'. 
~"."," I~ '" "(;1,'- "''' 

;1 ""',, ~ """" m n .. N. ¡,-.,. ,",",10,;.-,,, . 1"-'''",'00. " ... -,-, ;, 
"""''''1 '0 tu l ~ ,," .... \1.":; I 

¡,¡", I IM",¡, I. ,n", h, ".11 .. , ,,)1, , , ., ;, Im,,,1 LH le.· " , ,- ,~ 

\1 ,,'-,1 In "1>"""" of eo, , ,""N' ''''O,la' 'fi ''. lfh.myl .. "," 
01 \\..:" ~ .ft."",d by mm ' ion"'; t,,,, h.",,_f,' ,>diog U'X 
mot;f< ~, 0r ~.pI ... ion 01 ",""" , ,o .. ,!",'h,,' , 01 <.o" ;, 
,¡..,..... .... i2~) . Hn~ .... ''', ' h. ""'.'I r .... ",,1 ",di""" .. n_ 
.nl>, od&",.JJ) ¡d,·n L,I ... J .. " '>0".L,-,,)· " 'PI,,,,,,,,,,, ... 1 ~,¡,,1 

",u'"nL. IU), ,"" h", .. ll~' ",,<1 luc M"S l I",,,,.k lluc,, In ti", 
m,', "ntl .. ,~, ~lCox j lo .. ~ilJ_'H.,_lc,,·d,,·,u, ~ oc""k, io" " 
1..",,,..«-.1 (1lI). '11 .. - blnJ¡ .... uf I~"'" Lo .\1>.,1 ",n ¡nJeoc, 
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Pet54 Regulates (OXl franslarlon 

-, 
~, 

~
,~-

~'-.. - =-
woof""".' w"']d"",x'. "",~· e' ,.,,,. (0' IW>.'''u,,(4)) W" ,"",,"I~ 
10 . m ·. ti¡",o ... 11«"" p"", ro,ud ¡,., J¡nh-d '0 ~l",l h,"<n)'!.¡. 
'i"". \h 00, 11"'..0 ""'",h" '1""'""" o; "0'' 'n ,h. P'~" 'H,''-''
,h. ",«","'- v.o,,, d.~ "" 1 .... • .... 'H ,,'" m "",,,,", ,, _ 

0 , .. 1 '"n.'""''' ..... Y' ,00,...0 ,f,o! i o c~lI"m)" ~g "'>s., ""-. 
"",,,, ",,,, 01 Ce, 1 1, ~ ", I ~, '" ""'1. wll d-t)"f'" ",d -"1",\1 ,, 11, 
Iris- 9)_ n~,~, ", ', '"~,'" Lh. , U~· m»'¡""" ,m,"", ., " 
b) ..... ><x! UR' ",~x! r", Pd5-1 '" ,'ll"",~I) , .. ",,"L,' CO;U 
", "NA ."d ,ha, I'ot·,< fun,.'''''' m'g" t.. ,.. 1,,«1 'fi M"·, , 

f"m)"la';"" ."di"' """f"""",,,,,,1 '"-'''E<'' 
p..,S·j [,h" • . all, 1"1#"".,., ,,,,¡, /h< I"",,,,¡""" m.u "R,\'.{ _ 

R,,~u ~, 1\;54 "' . n ~~~l l' ",'" n, 11 h I'"",m" ti .. LI", 1 .. 11 ) 
L",..l;o, .."..j ocli,,' i<>ro. 0['0.1>0., 1 "",",.~ 1>0"",, .. o r p",;.¡ lo 
¡he' COXJ, ' UTR, T 0 1, .... hh i<k .. , ~" .. .,¡,,,,, .. ¡,,,"',, Pd54 
",,,IJ ph,"'-..JJ, ;""~,, L wi,h ,h.. ;"L' ... Oc .. C0X! ,< ........ ·';pL 
MilO<h"nd!¡' COITY¡Ll~ lh.. p",,,", ",-\I!~ prW'¡Ll ~w, ,olut.i 
11, ... ~;,h 00d"")'l 01.11"'00': "'''. " .. : .. "'"' 'oHn" ",p"''''P;_ 
,....0 w lr' '"';_'\\)" "",000 .. " .... " _~~ " c"" , f" 'm01" Ofi_ 
p ''''- 'pi'''. "' .. ,001" ,0,00 .n.Jp«1 "r , ... "" "''''''' ' j~''''' 
"," 1'C~_ TI", t,.,-h""l"' ~~, "...t l",,-;.-,,"tr lfi "'"<Ir th. 
p"nffl_OJKI m ~l\-" I"I ' ''-''''" ,n iJ.!<) . I'\'"~,,m h l,.' ;,S •• ..I r 
"' ,ho~'" ,f,,, 1'''''' _'''''",- imm,,""P"""p ''''.-.l. In '0"
".>t. '"' "m"¡,,«1 ",Ir.-.-"",,", .. I c~ , ·,,,, 'Y"" '" ¡"'E"';"" 
",,,,, ... ) w., .",- ,,, ""'" ,h. <mm"""P,.d p"'" 1<",,,,,,. ;"",_ 
,~, ,"S L' .L LI> .. Ime" ,,",!,,,''; !'''' '' ," •. " 'l' .. dfM' If"" lOA) . T" '''' IQ 
,, " "", l •• L' " cm;/ mRNA w"," "'~, ..".,¡ wllh p,,,;-,,¡, RXA 
w" " .... "Ile" ¡'o<n Lhe' imm"nop,,~ ,"'w L,'d 1\ ,5-1_ ~ 1 "C ir "'''0'' 
N,-.!." w .. an...t,·"x! b, n" ''''''' """", ... ", .. " .... "",, ,m" ... ,.I'" 
LI", U),I/ 5' lr! ~ , ""J .I~, c!)NA w" .mpur .. -.1 b,· l'ClI.. A •• 
p<><i<iw <OJ\l ro1.",,' ~od whOl"'" CUX3 ml(!c.\ ~ .... Cll", 
, m~lI f;«1 b.<o,u .. Ir"." reo ...... ',.· ,.,port" 1-,''- i" ,'i,,,, " 1" '_ 
,""" " ,1", I'K" "".""',, wlth , h. u Ix.< " _(Jn d ' ). A< • 
"'\<'t~~ "",,' mi , ~ .. , 1,.-, ",, ['M M V~R' , bo,,",,,, ". " . 1" .. , 
fiHh" ",R¡';,. 1, Ind,l""' '"'"' ofP.,'A COX I m ~NA ~."" p""_ 
,-n' 1" tI.- Vd s.! .1,M), ," ,""".,,,,,, 11'11, " ,,, r,.u"",,, wdl 
.. 'o ,bo "-,,, 11,,,,,,,,,, ( H'l. 1O~): Ioov.~'~'. ~ '""" """"' ¡",m .~, , ., 
,h. ;m",u""!,,,,- 'p"""'" 1,,,,,,,,,, ¡,,~\\ " ""U«1 ",,:,1 m" o_ 
,ho o"," . A, "1"""", '-'IX:< m ", .• ~ ... ,1", .mpl;~"l fm m 
11" ~,,;'¡ _'hM ),. ,m""'.'p",· lp" " L. , wh"n, l-'AR / m ~-ü 

w .. """-H' lrom Loc' ¡"' ''>U''"Fn~·'p".L ,' 1'\\. ", __ '" cl," 
wldoc-, ,he, ¡"" TOC '''''' "H,.¡5-I 3",\\" wHh (0,\/ mRNA ¡, 
41I,,",," b, ~l,.>j ro..uJn,» ,1"." .... ",10", Pu5-1 JxM,·,· w"" 
¡",""""", ,,, ,~i"l.,,-.1 ['o", "", ,,,·h,,,,,l'" '""" ,,'" '" lm»Sl 
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Pet54 R~ulatt5 COXI TrOM¡/a tlon 

A 

~--<-< -

, 
fIOOOllO .......... ' ..... , w<<' COX, .. ON"'_' ..... ' .. _~ , 0'.' " .. . , ... " ,." .... """"""' ____ <Io<Ioc)< ",""","",' ''' 
'"'' ,_"'..,_""',. r- l w"'~" ~ ......... "" _ _ "'"""'.O"' _eLt". "'''''''''''' ......... '''I'''' .. ''''''''''''''' ",. 5[1S.I'''''' ........... _".f'rof_ ..... k.<I<,.'''''' _ _ n .. _ .... .... __ ... ''''_)'< .'''_ .... __ '''' .,.,.,... 
_xl, Ics) ~ .. ""' ..... " .. ,~ , ... ~~ ,,,,,- ",. .,..,r,~,,,," "'~~~ , .. eL,,,. ."'~ ~~ .... .,.~, """" "" "'~,_",""" •. """""," 
_ ""'" .... ~.....,"""' .. 4d ............... ~ . ,~""_......, ... __ " .. ."." . ~""",'" 

""'K'N' '"~,,'" ... ,," ............ N .,.~. ' ,~ ,ionc ' ~~"K ,ion ~M """"'i ¡",_, M>d , ._.~ "''''_, ~, ... """," ~ ", . " . .. ~. (_ ) '" 
........ ,,_"""""'_"" ... m" .... v ... "'-'.JThTl"r "' ..... ..,.. _ • ..,. .... ron""'''' '''''' '''''--..n. PCR_ 
""" ~'"'''' ... , ... '''' .• ,_b''' __ C .... D, mitochond<~ '''''''_~....,, __ ''' '''' '''''_,...,.. .... .. _ , ... _ 
""" 10M" "' ... "",,<1, _ .... ,,""'" ""'.....,,.., .. ~ , """k 

mu,"' ;'-'" . " ~ A ""' ir' ~ f m" ,oi, Ina"'" ," o~..o ,h" , o. 
cm , m" NA ....... ;11 1""""" ,,, ' 0' ;mm"""p''''- 'P;'''' '' ;.0 ,_ 
cotmg' o" P .. c,·¡ bino, 'o ' o. rox I " RN.\ .n" In ' o. ,"""'~ 
, ,¡ ~h,-\ I (r 'l'- ' O. e ' "" rJ~ 

T"I"'Lh,'<, "'" " "" ,,"~~I 'h,' in 'h,· _'-",,-"", i'.;5-4. 
M»5 1 i. ,.,,';d~'<I 1", U~, Lw"¡ .. ' .... ".J ,,,,li,.L,,,, [om. I lo~ 

,.,,~, ch" "w""m;,, m L ,·",,,.,.." 'n L lo "",moL.' dr«x,,~ , .... ,¡" 
t i<>" of U !.\'! m KNA. lk<, .. ", VN>4 iIl'or>ct, .. i th ,o< CUXl 
lnl'NA. thi> iIlt","ion wuld "" ¡mport.tl\t Iix tn. ",t i"ui<>n of 
M"" l. ' 0 ..Id" .... 'o. "'"'pi .. f~m...o 1»' , b • • <", ,,oly i...o _ 
!>o<·k """w.h" CoL! w., ,",,( .J'",,'<I b,· Lhc' .1,,<'15-1 mu' , ';"" 
'I h i, l. no L ..... "';,,¡,," box." .. ' Lhe· pI,..., .... (, . .,... ",meti b, d imi 
""tion c.r P"":.4,..,, irKI<PC;l""''' of Co.i.liCo, a MOIM">~f , rt 
"'" .-,h ...... -..d 'O" , ,,~i>- m,d. Co, ' ', o;flhly u" .... "I •• 1<" ' o. 
""" 0. ,, ..0 "",. ... of " .. ',1 .n d (;.-,, ' 1 

OI,c." lo" 
1',61 ~'" ulitWly d<-!<, iW". ,,.n'¡,,ioMl ..:ti",' o.- 'p<

d ti.- fM ( '0-'3 m" NA (7) .,..j " • 1" ' 0' ,...,.< ... ~. 1M ( VX J 

'n'mn . I.'~ ,pI~ ' n~ r'<JI. H. " ",. & "' 0"'''''..0 ,h,,, " ... ''-\ 
pI'l"' ' , hI .-.J "'". 'O" " ;,,",,"""0'"' 01 ,h. ]>'.";.-.0 , o"'~ 
AlLo,,,,,,h ,1", 1~" ,m 1, ",,' , ,,,-, ,,,,,1, "'{" ,,,,,l. iI 1''' '"'' '' ' ' 
eff" ;'J\' Ülx l ')1lthe, j" 

" ;,~·.II .,,ohll <h..J ' o .. cm , OH "'A , ... ",1>,;.-,,, ;,,.,,h>,-.,j 

'n "U, ,,,,, ' 0" o.",,~ ('"' ) ,"",m blr ;1", , .... , ...-~ "" "..-~ ' " 
" ,o ' 9) . 00 ,b.>. , h ' , "8"1 .. "", COl' o. "' l~"""...d "r do"' i,,,, 
, ,¡ Co, I 1 (1.\) , ~ . hml,,, ' i,,, "~ o ' h, 1" , ' 5 , ,,.J u,, r".m ' h. 
C _l<'.mirul " ,'" " ICo, l (Co, l .l.C1') (16), n ,d h" J [w.d ",nol 
Pd 5'¡ ~ .. J ,,,-o,,',,'<I ¡"'u u" ', " ' con ' .. " lo ~ lwL ¡, '* .. , .. ",'<1 
1", ""'" 00 ..... 'mOl)· ",u«nL. ün d...J"", lhc· .I.p<', / 22 ,,0 

~l""·, 'n ", "" "" , b .. , ,, ~1"' '-' ' ' .• 1," " ~I" " ( H U ,,, "N A 
",,,,,,,,, .... 1. "''''~'."norP" s.¡ J..l "'-" "-~o,·".C,-,-, L'L.C l S .. ,, _ 
tt...~, . Th .. oo.."·",,, ,"SS'"..o th .. 1'0, ',1 ,,,,,10 bo 'p"",h~ 
,o¡:uI.¡.tor oí Coxl ,¡·n't.....;" ~'h"", ~lt\"io.L\ i, j¡\.rp.,ndrn, oí 
. IK·Cod ( ',~mm"l<'n<I S",,,1;u1r , th,· f"m,.,noI P"'5-4 .""m. 
,~o. inJ..I" "d . .. , of( :0>1-' "d (;.-,." ","""" •• """ b¡'& I .. ,~ o 

~l"".s1. ~'ox ' . ' '" J.p<t" . " ~",,,, d;o ,,'" "''''~, ,:." , ,¡ __ ,>to._ 
~ , 'om.m,l lc""j. , 

W. ",~.,HlII"" P, L~I ml( hL .. d " ,,, .. ,h ilé,,,, .. ,.- . I, ,~ 

th< üul ')"1" h' >i' po,h~·.y (j ' 1' .. >1 coold . ff"' t th, form. l.,n'" 'h,· COA com pk·_,,'. bl l"",,,c<i '>';=" !IK,ml «""" >C 01 
" ,"" ¡mm 'o." c","pln .. ro ¡,. """'v. ti-..- <''0.'' ,,, "NA 
lr",,,k' ,,,,,, !n lj~, ",b...",-"~l p«s.¡. M .. 51 ~"u"J 1><' moh' ~ ._ 

bI , "",,-"-lol,.J ~-i Lh Cod dnJ , I,,'COA com",,",," "'" LI-." .-Io." 

... """"~, IN" ,, '"n ~. L .. ,,1 .. " " ,, " _ I low"". , ti", I,,,~b l l _ 
~ " uol lk, ly "..,,,, ,, w • .-,h •• "wd ;o M". ",,,,,, f!"I ,!.ct,~_ 

" ho",., lIwL M .. , l .. . ,,'''-'n L on l J~' COA''-'''' ... ,''' .... '''iLd, 
in 'o. p""''''o"''' ,,,,, oi " .. '''- (11 ) , p,,,, ,o.. ",. oí oct '~ o 
oC P.., :.4 ,.",JJ "" '01,,· CO.\l 5' CH, ti,,· L ,~"." lo, ,,,,,,,.lo
' ioml "" ¡vol' io,, , ~1¡jd, i, dr;,,,,, ¡",. p ",,)W ' Lla M .. Ci I j " 20, 
40) One l"' , ol>.l,' ,· w.> ti,,, in UK' ."',,,,,,, 01 Pd54, M .. 5 l ..,xl 
,'otn) I .,~ ~ ,I.< , .. ..d. ' "0 ",""",,, ,o.", lo,.' '''' oc. II ", ' ,;,,~ 

1"" c...,l .)"L"'", (40) , , ¡,¡" """jJ .rk~· l ' l>.' db«'-"~'y "I COXl 

m' ~A "-.n~"""' . Alt.ma'; .. Iy.' m ' ¡ m".~' ¡,..,·. I, ,,,,, Id o. 
" '<Iu,,.J ", , '" "" .. "c·c· o[ Pd5l, ,h m •• in, ,1-., dfic'~"''-') oí 
tr ... mk' i<>n, Ho,""," " '''''''' of Ü"" I"",¡t.ili';', w" th< , ..... 
(r,~ , 61 (cl.w , .... >1 ..... . ,,1. ioxlk, ' u,!, ' ¡'o< P,,5-4 J..l nol , lh ' 
, ... 0;1;,.,' ol , ¡" cm , , ,, "~ .. ;,,,,, I OC';,..'M< '" ( '( ) X ¡ '"n_ 
", ,,,,, W,· '*''''',,,"<1 Llwl tIc'k" "n ol' Pd :.4 " 0 ,,,u1 "."n.....,n 
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APÉNDICE II 

Cepas de S. cerevisiae que se usaron en este trabajo, 

Cepa 
 

Genotipo nuclear 
(mitocondrial) 

Referencia  

 
XPM10b 

Matα, arg8::hisG, leu2-3,112, 
lys2, ura3-52 (ρ+,cox1 
delta::ARG8m) 

 
(Perez-Martinez et al., 2003) 
 

 
XPM11 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112 (ρ+, COX1(1-
512)::ARG8m, ΔΣaia) 

 
(Perez-Martinez et al., 2003) 

 
XPM48 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δmss51::LEU2 
(ρ+, COX1(1-512)::ARG8m) 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
XPM171 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2) 

 
(Perez-Martínez et al., 2003) 

 
 
 

XPM182 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, , 
Δpet111::URA3 (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2b) 

 

 
 
(Pérez-Martínez et al., 2003) 

 

 
XPM201 

 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (ρ+, ΔΣai) 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

XPM209 
 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15) 
 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 

 
XPM295 

 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
(ρ+, ΔΣai) 

 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
XPM298 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
(ρ+, ΔΣai, COX1ΔC15) 
 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

XPM315 
 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KanMX4, (ρ+, 
COX1(1-512)::ARG8m, ΔΣai) 

 

 
 

(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
XPM316 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KanMX4 (ρ+, ΔΣai) 

 

 
 

(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 
 

XPM317 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KanMX4 (ρ+, ΔΣai, 

 
 
 

(Shingú-Vázquez et al., 2010) 
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 COX1ΔC15) 

 
 

YC61 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δcox6::KANMX, (ρ+, COX1(1-
512)::ARG8m, ΔΣai 

 

 
 

(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
YC75 

 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δcox14::URA3 
(ρ+, ΔΣai) 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
YC76 

 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δcox14::LEU2 
(ρ+, ΔΣai, COX1ΔC15) 

 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

YC77 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KANMX (ρ+, ΔΣai), 
Δcox14::URA3 

 
 

Este trabajo 

 
 

YC78 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KANMX, 
Δcox14::LEU2 (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15) 

  
 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
YC100 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
Δpet54::KANMX (ρ+, ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 
 

YC101 
Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, PET309-3xHA, 
Δpet54::KANMX (ρ+, ΔΣai)  

 
 

Este trabajo 
 

YC102 
Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet494::KANMX (ρ+, ΔΣai)  

 
 

Este trabajo 
 
 

YC 103 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet494::KANMX (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15)  

   
 

Este trabajo 

 
 

YC104 

Matα, arg8::hisG, leu2-3,112, 
lys2, ura3-52 Δpet494::KANMX 
(ρ+, Δcox1::ARG8m) 

 
 

Este trabajo 

 
 

YC105 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet494::KANMX (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2)  

 
 

Este trabajo 

 
YC106 

Matα, arg8::hisG, leu2-3,112, 
lys2, ura3-52 Δpet122::KANMX 
(ρ+, Δcox1::ARG8m) 

 
Este trabajo 

 
YC109 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
PET54-3xMYC (ρ+, ΔΣai) 
 

 
 

Este trabajo 

 
YC112 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δcoa3::LEU2 

 
Este trabajo 
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(ρ+, ΔΣai) 
 

 
YC113 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δcoa3::LEU2 
(ρ+, ΔΣai, COX1ΔC15) 

 
Este trabajo 

 
 

YC114 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KANMX, Δcoa3::LEU2 
(ρ+, ΔΣai, COX1ΔC15) 

 
 

Este trabajo 

 
 

YC118 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KANMX, Δcoa3::LEU2 
(ρ+, ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 

 
LSR13 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet122::KANMX (ρ+, ΔΣai) 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

LSR28 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet122::KANMX (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15) 

 
 

(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

LSR33 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet54::KANMX (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2) 

 
 

Este trabajo 

 
 

LSR39 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Δcox14::URA3 
(ρ+, COX1(1-512)::ARG8m, 
ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 

 
LSR43 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δcox6::KANMX (ρ+, COX1(1- 
512)::ARG8m) 

 
(Shingú-Vázquez et al., 2010) 

 
 

LSR44 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δpet122::KANMX (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2) 

 
 

Este trabajo 

 
JPM18 

Matα, arg8::hisG, leu2-3,112, 
lys2, ura3-52, Δpet54::KANMX 
(ρ+, Δcox1::ARG8m) 

 
Este trabajo 

 
 

JPM23 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, 
Δcox14::URA3, 
Δpet54::KANMX (ρ+, COX1(1-
512)::ARG8m, ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 

 
 

JPM43 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (ρ+, 
Δcox1::ARG8m, Δcox2::COX1, 
COX2), Δpet111::URA3, 
Δpet54::KANMX 

 

 
 

Este trabajo 

 Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-  
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JPM44 

52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
PET54-3xMYC, Δmss51::LEU2 
(ρ+, ΔΣai) 

 
Este trabajo 

 
JPM49 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
Δpet122::KANMX (ρ+, ΔΣai) 

 
Este trabajo 

 
JPM50 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3XHA, 
Δcox11::KANMX (ρ+, ΔΣai) 

 
Este trabajo 

 
 

JPM52 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
PET54-3xMYC, 
Δpet494::URA3 (ρ+, ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 

 
 

JPM53 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
PET54-3xMYC, 
Δpet309::URA3 (ρ+, ΔΣai) 

 
 

Este trabajo 

 
 

JPM56 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
Δpet54::KANMX  (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15) 

 
 

Este trabajo 

 
 

JPM57 

Matα, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, 
Δpet122::KANMX  (ρ+, ΔΣai, 
COX1ΔC15) 
 

 
 

Este trabajo 

 

Todas estas cepas son congénicas o isogénicas de D273-10B. 

a: los genotipos mitocondriales son mostrados en paréntesis. ΔΣai significa que COX1 no 
contiene intrones. 

b: Inserción ectópica de COX1 rio arriba de COX2. 
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