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Abreviaturas 

3’ UTR Región 3’ no traducida del mRNA 

5’ UTR Región 5’ no traducida del mRNA 

ATP Adenosín trifosfato 

DO600nm Densidad óptica a 600 nm 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

ER Retículo endoplásmico (Endoplasmic Reticulum) 

ERMES complejo de estructura de encuentro entre el retículo endoplasmático y la 

mitocondria (ERMES por sus siglas en inglés) 

mtDNA Ácido desoxirribonucleico mitocondrial 

nt Nucleótido 

IM Membrana interna mitocondrial (inner membrane) 

IMS Espacio intermembranal (intermembrane space) 

LSU Subunidad grande del ribosoma (large subunit) 

OM Membrana externa mitocondrial (outer membrane) 

O/N Toda la noche (over night) 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PEG Polietilen glicol 

RBP Proteína de unión a RNA (RNA binding protein) 

RNA Ácido ribonucleico 

rRNA Ácido ribonucleico ribosomal 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero 

tRNA Ácido ribonucleico de transferencia 

SAM Maquinaria de clasificación y ensamblaje (Sorting and Assembly 

Machinery) 

SSU Subunidad pequeña del ribosoma (Small Subunit) 

TOM Complejo de la traslocasa externa mitocondrial (Translocase of the 

Outer Membrane) 
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Introducción 

La mitocondria 

La mitocondria es un organelo remanente de la endosimbiosis de una α-proteobacteria (1), 

cuyo genoma se ha perdido o se ha transferido al núcleo parcialmente, además de contener 

su propia maquinaria genética. La mitocondria está compuesta por una doble membrana, 

la membrana interna mitocondrial (IM) y la membrana externa mitocondrial (OM). El 

espacio entre la IM y OM se conoce como el espacio intermembranal (IMS), mientras que 

al espacio acuoso rodeado por la IM se denomina matriz mitocondrial.  Es en la IM, donde 

se encuentran los complejos respiratorios necesarios para llevar acabo la producción de 

energía en forma de adenosín trifosfato (ATP) mediante un proceso denominado 

fosforilación oxidativa (2). En un inicio se pensaba que este organelo era casi independiente 

de la célula y que su única función era proveer de energía a la célula (3). Esta perspectiva 

ha cambiado, pues se ha descubierto que tiene una amplia comunicación con el resto de la 

célula. La mitocondria no sólo se especializa en diversas rutas metabólicas como el ciclo de 

Krebs, la β-oxidación y en la biosíntesis del grupo hemo y fosfolípidos; también participa en 

numerosas rutas metabólicas como en procesos de señalización y  muerte celular 

programada (4). Por otra parte, se ha visto que la mitocondria forma sitos de contacto con 

diferentes organelos, uno de ellos es el complejo de estructura de encuentro entre el 

retículo endoplasmático y la mitocondria  (ERMES, por sus siglas en inglés), el cual está 

involucrado en diversas funciones como herencia y movilidad mitocondrial, homeostasis 

lipídica y iónica e importación de proteínas, entre otras (5).  

Al contrario de lo que se pensaba,  la mitocondria no es un organelo aislado, ya que forma 

una red mitocondrial cuya morfología está regulada por eventos de motilidad, fusión y fisión 

(4). Estos eventos son importantes ya que ayudan a que haya una correcta segregación del 

DNA mitocondrial (mtDNA) y, por lo tanto, una correcta biogénesis mitocondrial (6). 
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S. cerevisiae como modelo de estudio  

La levadura Saccharomyces cerevisiae es uno de los eucariontes más utilizados como 

modelo de estudio. El cultivo de S. cerevisiae ofrece ventajas sobre otros modelos ya que 

su cultivo es económico al ser su tiempo de duplicación corto, por lo que se obtiene 

fácilmente biomasa para realizar diversos experimentos. Al ser una levadura anaerobia 

facultativa tiene la capacidad de generar energía mediante la fermentación de diversas 

fuentes de carbono, además de contar con un genoma mitocondrial y obtener energía 

mediante la fosforilación oxidativa. Lo anterior repercute en que pocos genes 

mitocondriales son esenciales para la supervivencia de la levadura, con lo cual es posible 

realizar mutaciones knock-out, y así poder estudiar diversos genes mitocondriales (7). 

Además, únicamente en S. cerevisiae, es posible modificar el DNA mitocondrial de una 

forma muy controlada con técnicas basadas en recombinación homóloga (8). 

Por otra parte, se estima que un porcentaje mayor al 31% de genes humanos asociados a 

enfermedades tienen un homólogo en S. cerevisiae (9), lo que hace que esta levadura sea 

un modelo de estudio representativo y extrapolable a otros organismos eucariontes.  

 

Genoma mitocondrial de S. cerevisiae 

El genoma de S. cerevisiae codifica RNA’s mensajeros (mRNA’s) únicamente para ocho 

proteínas, de las cuales, siete corresponden a subunidades de la cadena de transporte de 

energía y fosforilación oxidativa (Cox1, Cox2 y Cox3, pertenecientes al complejo IV; Cytb, 

perteneciente al complejo III; Atp6, Atp8 y Atp 9, pertenecientes al complejo V), y una 

corresponde a una proteína ribosomal de la subunidad pequeña del ribosoma (Var1). Lo 

anterior indica que S. cerevisiae requiere de toda una maquinaria para la expresión de genes 

mitocondriales que han ido co-evolucionando junto al genoma mitocondrial. Es por esto 

que el genoma de S. cerevisiae, además,  codifica el set completo de RNA’s de transferencia 

(tRNA), dos RNA’s ribsomales (rRNA) y  la subunidad 9S RNA de la RNAasa P  (10, 11) (Figura 

1) 
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Figura 1.  Esquema del genoma mitocondrial en levadura. Modificada de (11) 
 
 
 

Síntesis de proteínas mitocondriales en levadura 

Debido al origen endosimbionte de la mitocondria, la traducción en el organelo tiene 

similitudes al sistema bacteriano, y presenta diferencias importantes con la maquinaria de 

traducción citosólica. La síntesis de proteínas mitocondrial se da en 3 pasos (11, 12): 

1) La iniciación comienza con los factores de iniciación: Ifm1, que contiene actividad 

GTPasa y Aim23. Aim23 disocia al ribosoma en dos subunidades, la grande (LSU) y la 

pequeña (SSU). Mientras que Ifm1 forma un complejo con la formil metionina-tRNA para 

facilitar la unión con la SSU, el codón de inicio es reconocido en el sitio P de la SSU. Cuando 

esto pasa las subunidades se reasocian, se hidroliza el GTP unido a If2mt y se separan los 

factores de iniciación. 

2) La elongación consiste en ciclos que constan de 3 pasos: 

a. Ubicación del nuevo aminoacil tRNA en el sitio A del ribosoma. 
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b. Formación del enlace peptídico mediante la enzima peptidil transferasa, presente en 

la subunidad grande del ribosoma. 

c. Translocación del peptidil-tRNA al sitio P. 

La entrada de los nuevos aa-tRNA requiere que estén asociados al factor de elongación Tuf1, 

el cual une a GTP y tiene actividad GTPasa. El complejo se une al sitio A, si la unión es afín 

con el ribosoma, ocurren cambios conformacionales que activan la GTPasa, liberando el 

factor de elongación del aa-tRNA. Después, la enzima peptidiltransferasa cataliza la 

formación de un enlace peptídico. Por último, el factor Mef1 es el responsable de desplazar 

en una unidad de codón, para que el sitio A quede libre y se pueda seguir traduciendo.  

 

3) La terminación inicia cuando se encuentra un codón de paro: UAA, UAG, 

AGA/AGG. Tiene un factor de liberación: release factor (RF1) en levadura, llamado Mrf1. 

Por último, al liberar el polipéptido naciente, el mitoribosoma se convierte en un substrato 

para el factor de reciclaje Rrf1 y Mef2, el cual separa al ribosoma en subunidades 

individuales para que puedan reentrar al ciclo de traducción. (11, 12) 

 

Importación de proteínas mitocondriales  

Como se explicó anteriormente, el genoma mitocondrial únicamente codifica para ocho 

proteínas, sin embargo, los proteomas mitocondriales (13–15) (Flores Mireles, et al., sin 

publicar) muestran un aproximado de mil proteínas localizadas en mitocondria. Esto implica 

que la mayoría de las proteínas sean importadas desde el citosol.  

La expresión de los genes nucleares que codifican a las proteínas mitocondriales comienza 

con la transcripción de los RNA’s mensajeros (mRNA). La síntesis de estas proteínas puede 

ocurrir, ya sea en polisomas “atados” a la mitocondria o en “polisomas libres”  (2).  

Se sabe que la proteína periférica de la OM, Puf3p, es una proteína de unión a RNA (RBP) 

que se asocia a regiones 3’UTR de los mRNA mediante un dominio homólogo pumilio, 

uniéndose mayormente a transcritos de genes mitocondriales (16). En condiciones 
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fermentativas, Puf3p al unirse a la región 3’UTR, promueve la deanilación de la cola del 

mRNA con lo que se evita la síntesis de estos transcritos (17–19). Mientras que en 

condiciones respiratorias se asocia a los polisomas y estimula la traducción de ciertos 

mRNA’s al co-localizarlos cerca de la mitocondria gracias a la asociación antes descrita (20, 

21).  Se cree que este mecanismo es compartido  y no excluyente por la subunidad Tom 20 

del complejo de la traslocasa externa mitocondrial (TOM por sus siglas en inglés)  (22). 

  

Luego de ser traducidas, las proteínas mitocondriales son guiadas por chaperonas 

citosólicas al complejo TOM ‒también pueden ser co-traducidas e importadas a TOM‒. Se 

importan mediante el canal de TOM al IMS. Una vez en el espacio intermembrana, 

dependiendo del tipo de proteína importada, estas son procesadas de diferente manera. 

En particular, los precursores de las proteínas β-barril, son asistidas por las pequeñas 

chaperonas Tims hacia la maquinaria de clasificación y ensamblaje (SAM por sus siglas en 

inglés). El complejo SAM ayuda en el plegamiento y la integración de las proteínas β-barril 

a la OM (5, 23) (Figura 2). 

 

Figura 2. Importación de proteínas β-barril. Los precursores de las proteínas β-barril son ingresadas por 
chaperonas citosólicas a través del canal de la translocasa externa mitocondrial (TOM), para después ser 
transportadas por las pequeñas proteínas Tims hacia la maquinaria de clasificación y ensamblaje (SAM), donde 
el precursor será plegado e insertado a la membrana externa mitocondrial (OM). Modificada de (23) 
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El complejo ERMES consta de cuatro subunidades: Mmm1, proteína anclada al retículo 

endoplásmico (ER), Mdm12 y Mdm34, proteínas periféricas de membrana y Mdm10, 

proteína integral de la OM. 

Se sabe que el complejo SAM comparte con el complejo ERMES a la proteína Mdm10p. La 

proteína Mdm10p se intercambia entre el complejo SAM y el complejo ERMES (Figura 3), 

dependiendo del nivel de la subunidad Tom7p del complejo TOM Al incrementar el nivel de 

la proteína Tom7, esta se une a Mdm10, liberándola de SAM y uniéndose al complejo 

ERMES (24).  

Mdm10 al estar unida al complejo ERMES favorece el buen funcionamiento del complejo ‒

homeostasis lipídica, morfología mitocondrial‒. Mientras que Mdm10 al estar unida al 

complejo SAM, favorece la biogénesis de las proteínas β-barril, Tom22 y Tom40 (24). 

 

Figura 3. Modelo de la dinámica de la proteína Mdm10p entre el complejo SAM y el complejo ERMES. 
Mdm10p interactúa con el complejo SAM y ERMES mediante las superficies opuestas de su dominio β-barril. 
Mdm10p es una proteína integral de membrana que funciona de anclaje al complejo ERMES y que es 
requerida por este para mantener tanto la morfología mitocondrial como la homeostasis lipídica. La unión de 
Mdm10p con Sam promueve la biogénesis del complejo TOM. Dado a que el sitio de unión Mdm10p con 
Tom7p y SAM son cercanos, cuando Tom7p se une a Mdm10, la unión entre Mdm10p y SAM se rompe. Lo 
anterior promueve la unión de Mdm10p al complejo ERMES.  OM: membrana externa mitocondrial ER: 
retículo endoplásmico. Modificado de (24)  
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Justificación 

Con el fin de ampliar el estudio de la mitocondria y su relación con el resto de la célula, se 

han hecho múltiples proteomas en S. cerevisiae (13–15) (Flores Mireles, et al., sin publicar), 

entre ellos el realizado por Reinders. En este proteoma, se encontró un 25% de proteínas 

de función desconocida, entre ellas proteínas originalmente descritas como citosólicas. Tal 

es el caso de factores de traducción citosólica. Lo anterior resulta interesante ya que, 

cuando existe un cambio en la fuente de carbono, de un medio fermentable a uno 

respiratorio, el incremento en los mRNA’s de las subunidades de la cadena de transporte 

de electrones, codificadas en el núcleo, incrementa con mayor rapidez que las codificadas 

en el genoma mitocondrial (25). Además, se ha observado que la traducción mitocondrial 

no se encuentra regulada por la fuente de carbono en la que se incuba la célula, sino por la 

traducción citosólica, ya que la traducción mitocondrial es inhibida si la importación de 

proteínas mitocondriales sintetizadas en el citosol es bloqueada (25). Si es inhibida la 

traducción citosólica, la traducción de los mensajeros mitocondriales se ve afectada, dando 

como resultado un incremento en la síntesis de algunos mensajeros mitocondriales, 

mientras que en otros su traducción disminuye. Este patrón, dado por la inhibición de la 

traducción citosólica, se mantiene sin importar si la fuente de carbono es fermentable o 

respiratoria  (25). Lo anterior sugiere que, la expresión de los genes codificados en el núcleo 

coordina la traducción mitocondrial de una forma unidireccional.  

En el grupo de trabajo se ha observado que el factor de traducción citosólico, eIF4G1 

(codificado por el gen TIF4631), puede regular la síntesis de Cox1, proteína que se sintetiza 

dentro de la mitocondria (García-Cordero, et al., sin publicar). eIF4G1 es una proteína que 

aparece en proteomas mitocondriales, sugiriendo que su función en este organelo podría 

correlacionar con su asociación a la mitocondria. Por lo anterior, quisimos averiguar si 

existían otros factores de traducción citosólica que se asociaran físicamente a la 

mitocondria y que, al igual que eIF4G1, pudieran estar involucrados en la traducción 

mitocondrial. Es por ello que, revisando los proteomas mitocondriales encontramos a los 

factores de traducción citosólica eIF5A y eEF1Bγ (13–15) (Flores Mireles, et al., sin publicar), 

siendo este último el objeto de estudio de esta tesis. 
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eEF1Bγ (codificada por el gen TEF4 en levadura) es parte del complejo de elongación eEF1B. 

Aunque la traducción citosólica difiere en gran medida de la mitocondrial, la elongación es 

la etapa que se encuentra más conservada entre ambas (12). En la elongación citosólica 

participa el complejo factor de elongación 1 (eEF1). En S. cerevisiae, el complejo consta de 

dos unidades: el factor de elongación 1A (eEF1A) y el factor de elongación 1B (eEF1B) el cual 

en S. cerevisiae se subdivide en las subunidades beta y gamma. La subunidad eEF1A, cuando 

está unida a GTP, se asocia y entrega tRNAs al sitio A del ribosoma. Si la unión codón-

anticodón es correcta, ocurre un cambio conformacional en el ribosoma y esto da paso a la 

hidrólisis del GTP, por lo que se libera eEF1A-GDP (Figura 4) (26). Se sabe que  el dominio 

carboxilo terminal de la subunidad eEF1Bα está involucrada en la unión eEF1A-GTP y su 

actividad de intercambio de nucleótidos (27). Por otra parte, el dominio amino terminal de 

eEF1Bα se une fuertemente a la interfase de la proteína estructural eEF1Bγ. Dado que la 

deleción de eEF1Bγ, en comparación con la deleción de eEF1A y eEF1α no es letal, se cree 

que esta subunidad tiene una función únicamente estructural (26, 28).  
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Figura 4 Primer paso de la elongación: complejo eEF1. El complejo de elongación eucariótico consta de dos 
subunidades, la eEF1-A y eEF1-B (eEF1B-α y eEF1B-γ). La subunidad eEF1-A se asocia y entrega tRNA’s (círculo 
rojo) al sitio A del ribosoma. Cuando la asociación entre codón y anti-codón es correcta ocurre un cambio 
conformacional en el ribosoma, lo que da paso a la hidrólisis del GTP a GDP, dando como resultado un fosfato 
inorgánico (Pi). El complejo eEF1B, en específico la subunidad eEF1B-α intercambia GTP por GDP. 
 

 

Se han encontrado funciones no canónicas de la proteína eEF1Bγ en ortólogos. Tal es el caso 

de su asociación en células humanas a regiones no codificantes en el extremo 3’UTR del 

RNA mensajero de distintos genes asociados a ciclo celular como Che-1 y p53 en células 

HeLa (29). También se une a genes estructurales como el de la vimentina (Vim) en 

fibroblastos humanos (30), y se ha observado asociada a regiones promotoras de los genes 

Vim, Che-1 y Tp53 (29). La sobrexpresión de la proteína eEF1Bγ en células humanas da como 

resultado severos tumores (31–33). 



18 
 

Por otra parte, la deleción del gen TEF4 en levadura aumenta la resistencia al estrés 

oxidativo en la cepa (28), lo que sugiere que la proteína Tef4p juega un papel en el 

metabolismo del estrés oxidativo. 

Además, eEF1Bγ se ha encontrado asociada a distintas proteínas de la membrana externa 

mitocondrial como: el complejo SAM (34), cuya función es ensamblar proteínas beta 

plegadas en la membrana externa,  Puf3 (35) , proteína que se une a la región 3’UTR de RNA 

mensajeros ayudando así a su traducción e importación a mitocondria, y Mdm10 (36), 

proteína perteneciente al complejo ERMES y SAM. Mediante un experimento de doble 

híbrido, eEF1Bγ se detectó asociada al factor de elongación EF-Tu ‒ortólogo del complejo 

eEF1 en mitocondria‒ (28). Por último, es importante destacar que el gen que codifica para 

la proteína eEF1Bγ ( de ahora en adelante Tef4p), TEF4, tiene una isoforma denominada 

TEF3 (37). Sin embargo, esta no se ha encontrado en el proteoma mitocondrial. Por todo lo 

anterior, y dado que Tef4 se localiza en proteomas mitocondriales (13–15) (Flores Mireles, 

et al., sin publicar),  es probable que Tef4p tenga una función en la mitocondria. Una 

primera opción podría ser que Tef4p, regula a la traducción mitocondrial como lo hace el 

factor de traducción citosólica, eIF4G1. Esto además, podría apoyarse por la observación de 

que la traducción citosólica regula a la mitocondrial (25). Alternativamente, Tef4p podría 

tener otra función en la mitocondria dado que en otros modelos se ha observado que 

presenta funciones diferentes a la traducción y a que Tef4p interacciona con proteínas de 

la maquinaria de importación de proteínas mitocondriales, de biogénesis como Puf3p y de 

interacción con otros complejos enzimáticos como ERMES. 

 

 

Hipótesis 

Al ser Tef4p un factor de elongación citosólica y haberse encontrado en el proteoma 

mitocondrial, es probable que Tef4p tenga una función en la mitocondria, posiblemente en 
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la traducción de proteínas mitocondriales sintetizadas en citosol, ya sea directamente en la 

traducción de estas o en su importación a la mitocondria. 

 

Objetivos 

El objetivo general es estudiar la función de Tef4 en la mitocondria, ya sea como un 

regulador de la traducción mitocondrial o en otra vía mitocondrial.  

Objetivos particulares  

• Verificar la correcta deleción del gen TEF4 en la cepa comercial de S. cerevisiae 

BY4742. 

• Eliminar el gen TEF4 en la cepa silvestre de S. cerevisiae, sustituyéndolo con el casete 

KANMX4. 

• Investigar si el gen TEF4 participa en la regulación de la síntesis de proteínas 

mitocondrial como lo hace eIF4G1. Para ello, eliminar TEF4 en las cepas XPM78 y 

XPM76 de S. cerevisiae, sustituyéndolo con el casete KANMX4. 

• Observar el fenotipo en distintos medios respiratorios y fermentativos, así como su 

sensibilidad a la temperatura. 

• Clonar una construcción en que Tef4 se fusione con el epítope FLAG. 

• Etiquetar a la mitocondria con la proteína verde fluorescente GFP. 

• Observar mediante el microscopio de fluorescencia la morfología de la red 

mitocondrial.  

 

Materiales y métodos 

Lista de cepas utilizadas en este estudio  

Nombre Genotipo nuclear (mitocondrial) Referencia 
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BY4742 
Mat α, his3-delta1, leu2-delta0, lys2-delta0, ura3-delta0, 

BY4742(ρ+) 

YKO Matx Strain 

Collection ‒ 

Glycerol Stocks 

(Open Biosystem) 

NB40-36A Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, D273-10B (ρ+) (38) 

VP1, VP2 
Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, tef4-

delta ::KanMX4, D273-10B (ρ+) 
Este estudio 

XPM78 
Mat α, Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, D273-10B 

(COX1(1-512) :: ARG8m) 
(38) 

XPM76 
Mat α, Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, mss51-

delta :: LEU2, D273-10B (COX1(1-512) :: ARG8m) 
(38) 

VP3 
Mat α, Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, tef4-

delta :: KanMX4, D273-10B (COX1(1-512) :: ARG8m) 
Este estudio 

VP4 

Mat α, Mat α, arg8::hisG, ura4-52, leu2-3,112, mss51-

delta :: LEU2, tef4-delta :: KanMX4, D273-10B (COX1(1-

512) :: ARG8m) 

Este estudio 

Tabla 1. Lista de cepas utilizadas en este estudio. 

Medios de cultivo  

 

Medio Composición para 1L de medio 

YPD 

Extracto de levadura 

Peptona 

Dextrosa 

10 g 

20 g 

20 g 

YPEG 

Extracto de levadura 

Peptona 

Dextrosa 

Glicerol 

Etanol 

10 g 

20 g 

20 g 

30 mL 

30 mL 
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YPLac 

Extracto de levadura 

Peptona 

Sulfato de amonio 

Fosfato dipotásico 

Ácido láctico 

NaOH 

10 g 

10 g 

1.2 g 

1 g 

23.5 mL 

Ajustar pH 5.5 

SOC 

Triptona 

Extraco de levadura 

NaCl 

Dextrosa 

20 g 

5 g 

0.5 g 

3.6 g 

LB con ampicilina 

Extracto de levadura 

Triptona 

NaCl 

Ampicilina 

5 g 

10 g 

10 g 

100 mg 

Medio “Drop-out” 

Base nitrogenada sin aminoácidos 

Glucosa o galactosa 

Medio Drop-out 

6.7 g 

20 g 

Ver indicaciones 

del producto 

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados en este estudio. A los medios sólidos se les agrega 20g de agar. Todos 
los medios se esterilizan en autoclave durante 20 minutos a 120°C.  

Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

Oligonucleótido Secuencia (5’ a 3’) 
Localización 

aproximada 

TEF4-F1 GTACACGAACTCATTACACACCTTTGCCT 300 nt río arriba de la 

región UTR 

TEF4-R1 TTCGCTATTGTTGCAAAAGTACAATGG 300 nt río abajo de la 

región UTR 
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KanB CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT 250 nt río abajo del 

extremo 5’ del casete 

KanMX4 

KanC TGATTTTGATGACGAGCGTAAT 586 nt río arriba del 

extremo 3’ del casete 

KanMX4 

TIF4631 Fw CTGTTGTGCAACGGATGGATGGTAGATGG 191 nt río arriba de 

del codón de inicio 

AUG 

TIF4631 Rv3 CCATTAAAATGCATCAAACTTGTTTATAGC 251 nt río abajo del 

codón de paro 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en la verificación de mutantes. 

 

Oligonucleótido Secuencia (5’a 3’) 

TEF4-F1 GTACACGAACTCATTACACACCTTTGCCT 

TEF4-R1 TTCGCTATTGTTGCAAAAGTACAATGG 

TEF4FLAG-F1 
GATTATAAAGATGATGACGATAAATAATCTCAATAACTCTTCTTCCA 

TATTTTC 

TEF4FLAG-R1 TCGTCATCATCTTTATAATCTTTCAAAACCTTACCGTCAACAATTTCC 

TEF4-F3 CCTTAATTAACGTCTCAGTCCTCACTTGTTATTCATCTCTTGG 

TEF4-R2 GCGGGATCCTTCGCTATTGTTGCAAAAGTACAATGG 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en PCR de fusión. En negritas secuencia FLAG.  

 

Oligonucleótido Secuencia (5’ a 3’) 

pRS303N-F1 GAGCTGCGCACGTCAAGACTGTCA AG 

TEF4-F4 GATCTCCAAGAAACTACG CTT CTG AAG C 

TEF4-R3 CGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCT 

pRS303N-R1 CAACCGAACATGTACTTAGTAGAA 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en secuenciación. 
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Plásmidos utilizados en este estudio 

Plásmido Referencia 

pRS303N (39) 

pVT100U-mtGFP (40) 

Tabla 6. Plásmidos utilizados en este estudio. 

Extracción de DNA total de levadura 

1. Se realizó un precultivo con 3-4 colonias de levadura en 2 mL de medio YPD. Incubar 

a 30 °C O/N. 

2.  Se centrifugó 1 mL del precultivo a 14000 rpm/min. 

3. Se decantó y resuspendió con 500 μL con agua estéril. 

4. Se centrifugó a 14000 rpm/min. 

5. Se decantó el sobrenadante y se resuspendió el botón con 300 μL de amortiguador 

de lisis. 

6. Se agregaron 300 μL de fenol-cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) 

7. Se agitó en vórtex durante 5 min. 

8. Se centrifugó a 14000 rpm/5 min. 

9. Se traspasaron 300 μL de fase acuosa a un tubo nuevo. 

10. Se agregaron 900 μL de etanol y 30 μL de acetato de sodio 3 M, pH 5.3. 

11. Se incubó durante 20 minutos a -20 °C. 

12. Se centrifugó a 14000 rpm/10 min, a 4 °C. 

13. Se decantó el sobrenadante y se lavó con 750 μL de etanol al 70 %. 

14. Centrifugar a 14000 rpm/5 min, a 4 °C. 

15. Se decantó el sobrenadante y se dejó secar el botón durante 10 min. El tubo quedó 

libre de etanol. 

16. Se resuspendió el botón con 50 μL de agua libre de nucleasas (Gibco). 

17. El tubo se guardó a -20 °C. 
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Amortiguador de lisis  

Triton 100-X: 2 % 

SDS 1 % 

NaCl: 100 mM 

Tris-HCl, pH 8.0: 10 mM 

EDTA-Na, pH 8.0: 1 mM 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó con la enzima Taq DNA Polimerasa 

recombinante de Thermo Scientific. La reacción se realizó siguiendo el protocolo del 

fabricante con las temperaturas de 95 °C para la desnaturalización, 50 °C para el 

alineamiento y 72 °C para la elongación. Se utilizaron los oligonucleótidos de la Tabla 3. 

Purificación de productos de PCR 

Los productos de PCR se purificaron del gel de agarosa al 1 % con el kit QIAquick Gel 

Extraction Kit, siguiendo las indicaciones del producto. 

El PCR de fusión se realizó utilizando la enzima Platinum® Taq DNA Polymerase, High 

Fidelity, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las temperaturas utilizadas fueron 

de 94 °C para la desnaturalización, 55 °C para el alineamiento y 68 °C para la elongación. Se 

utilizaron los oligonucleótidos de la Tabla 4. 

Purificación de plásmidos 

Los plásmidos se purificaron mediante el kit de QIAgen para purificación de DNA plasmídico, 

siguiendo las indicaciones del producto. 

Verificación de la mutante ∆tef4 

Con el fin de verificar la correcta deleción del gen TEF4 en una cepa comercial de fondo 

genético BY4742. Se realizó un PCR con los pares de oligonucleótidos TEF4-F1/KanB y 
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KanC/TEF4-R1 (Figura 5). Los oligonucleótidos KanB y KanC se utilizan con el objetivo de 

conocer si el casete KanMX4 se encuentra eliminando al gen, en este caso TEF4. La 

secuencia KanB es homóloga a la cadena no codificante del casete KanMX4, 250 pb río abajo 

del extremo 5’ del casete. Mientras que KanC es homóloga a la cadena codificante del 

casete KanMX4, 587 pb río arriba del extremo 3’. 

 

 

Figura 5 Esquema de verificación de la mutante ∆tef4 con los oligonucleótidos TEF4-F1/KanB y KanC/TEF4-
R1. La secuencia KanB es homóloga a la cadena no codificante del casete KanMX4, 250 pb río abajo del 
extremo 5’ del casete. Mientras que KanC es homóloga a la cadena codificante del casete KanMX4, 587 pb río 
arriba del extremo 3’ del casete. 

 

 

Crecimiento de levadura en medios sólidos mediante diluciones 

seriadas 1:10 

1. Se cultivaron las cepas de interés en 2 mL de YPD a 30 °C O/N 

2. Al día siguiente se pesaron microtubos de volumen 1.5 mL con una balanza analítica. 

Se registraron los pesos de cada tubo. 

3. Se centrifugó 1 mL de cada cultivo en los microtubos previamente pesados a 14000 

rpm/1 min. Eliminar sobrenadante. 

4. Se pesaron los tubos con el precipitado de células y se estimó el peso del mismo. 

5. Se diluyeron las muestras con agua estéril a una concentración de 0.02 g/mL. 

6. Se colocaron, en una caja estéril con 96 pozos, 136 μL de agua estéril con una pipeta 

multicanal hasta la columna número 6 comenzando con la columna 2 (A2, A3, A4… 

B2, B3, etc) 

7. En la columna 1 (A1, B1, C1…), se agregaron 150 μL de la solución de cultivo. 
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8. Con una pipeta multicanal de 15 μL, se tomó este volumen de la columna 1 de cada 

fila y se transfirió a la siguiente columna (se homogeneizó en cada paso). Se repitió 

este paso hasta que se llegó a la columna 6. 

9. Se esterilizó el replicador sumergiéndolo en una caja Petri con etanol. Se puso en 

contacto con la flama y se dejó enfriar por unos segundos.  

10. Se sumergió el replicador en los pozos que contienen las diluciones. 

11. Se imprimó el replicador en los medios correspondientes. 

 

Transformación integrativa de levadura 

1. Se cultivaron las cepas de interés en 2 mL de YPD O/N para obtener un cultivo 

saturado. 

2. Se diluyó el cultivo anterior en 10 mL de YPD y se incubaron por 2 h a 30 °C para 

obtener una DO600 nm menor a 1. 

3. Se centrifugó a 14000 rpm/1 min, 750 μL y 1000 μL del cultivo anterior con el fin de 

obtener dos condiciones. Se eliminó el sobrenadante y se lavó el botón celular con 

500 μL de agua estéril. Se eliminó nuevamente el sobrenadante.  

4. Se mezcló el precipitado de las células con 52.5 μL de mezcla de transformación 

(n+1) 

5. Se añadió el DNA de interés (5 μg) 

6. Se incubó por 30 min a 30 °C. Se agitó cada 10 min en agitador vórtex. 

7. Se incubó por 15 min a 42°C. Se agitó cada 10 min en agitador vórtex. 

8. Se centrifugó a 14000 rpm/1 min y se aspiró la mezcla de reacción. 

9. Se recuperaron las células en 1 mL de medio YPD y se incubaron por 2 h a 30 °C. 

10. Se centrifugó a 14000 rpm/1 min y se plaqueó el botón celular en el medio de 

selección correspondiente. 

Nota: Para la transformación con plásmido, se incubó por 30 min a 42 °C.  Se agitó en vórtex 

cada 10 min. Se plaqueó directamente junto con la mezcla de reacción en el medio de 

selección. 
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Mezcla de reacción 

• 40 μL de PEG 50 % 

• 5 μL de DTT 1 M 

• 5 μL Acetato de litio 2 M 

• 2.5 μL DNA de esperma de salmón 10 mg/mL (hervir 10 min y enfriar en hielo) 

Transformación de células competentes por choque térmico 

1. Se descongeló un tubo de células E. coli competentes en hielo. Se añadió 1 μL de 

plásmido y se incubó por 30 min en hielo. 

2. Se realizó un choque térmico a 42 °C en un termo-block por 2 min. 

3. Se regresó el tubo al hielo y se agregaron 900 μL de SOC. Se incubó el tubo 1 h a 37 

°C con agitación constante. 

4. Se plaquearon 50 μL y 100 μL en medio LB con ampicilina. Se incubo a 37°C O/N 

  

Digestión  

Las reacciones de digestión se realizaron con las enzimas de restricción BamHI y PacI Time 

Saver™ de la marca New England  BioLabs, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la 

clonación se utilizó un volumen de mezcla total de 50 μL (5 μL de plásmido). Para la prueba 

diagnóstico se utilizó un volumen de mezcla total de 20 μL (3 μL de plásmido). 

Ligación 

Las reacciones de ligación se realizaron con la enzima DNA ligasa de la marca Promega. La 

reacción se incubó a 4 °C durante toda la noche. Para la reacción de ligación se utilizó un 

volumen de mezcla total de 10 μL 

Electroforesis 

Para la electroforesis se realizó un gel de agarosa al 1 %. El corrimiento electroforético se 

realizó a 100 V, 200 mA con una duración entre 40 y 60 min. 
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Microscopía de epifluorescencia 

Las células transformantes se incubaron en medio “Drop-out” -URA con glucosa o galactosa, 

hasta que se alcanzó un crecimiento exponencial, (aprox. 𝐷𝑂600 𝑛𝑚 = 0.5 ). 

Posteriormente, las células se fijaron con una solución de paraformaldehído al 4 % en PBS 

(41) durante 15 min en la obscuridad. Después se realizaron 3 lavados con PBS. Por último, 

se procedió a observar a las levaduras con un microscopio de epifluorescencia marca 

Olympus BX51 (IFC-UNAM) (42).  
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Resultados 

Comprobación de la mutante comercial ∆tef4 

Con el fin de estudiar la función de Tef4p en la mitocondria, lo primero que se necesitaba 

era generar un casete con el cual poder eliminar al gen TEF4 de la cepa WT utilizada en el 

laboratorio. Para ello, la bióloga María Teresa Lara Ortiz (técnica del laboratorio dirigido por 

el doctor Gabriel del Río, IFC UNAM), nos facilitó la cepa ∆tef4 de la colección comercial. En 

esta colección cada gen de la levadura se interrumpe por un casete de resistencia al 

antibiótico G418, KANMX4, y el fondo genético de la colección es BY4742 (43).  Con el fin 

de comprobar la correcta deleción del gen TEF4 de la cepa de la colección comercial, se 

realizó un PCR.  La muestra se analizó en una electroforesis en gel de agarosa con los 

oligonucleótidos TEF4-F1/KanB y KanC/TEF4-R1 (Figura 6). Se utilizó como control positivo 

a la cepa YC196, la cual tiene eliminado al gen TIF4631 sustituido con el casete KanMX4; 

esta cepa se amplificó con los oligonucleótidos TIF4631Fw8/KanB y KanC/TIF4631Rv3. El 

control negativo fue la cepa WT (NB40-36A) que no contiene el casete KANMX4 en su 

genoma.  

El peso esperado de los productos amplificados fue de 640 pb para los oligonucleótidos 

TEF4-F1/KanB y 858 pb para el par KanC/TEF4-R1. El control positivo amplificó usando 

ambos pares de oligonucleótidos, como se esperaba, debido a que tiene el casete KanMX4 

en lugar del gen TIF4631. El control negativo no amplificó debido a que tiene el gen TEF4 

silvestre. Con lo que se comprobó la correcta deleción del gen TEF4 en la cepa comercial 

con fondo genético BY4742. 
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Figura 6. Comprobación de la eliminación del gen TEF4 en la cepa WT (BY4742). Se realizó una reacción de 

PCR con los pares de oligonucleótidos TEF4-Fw1/KanB y KanC/TEF4-Rv1. a) La muestra se analizó mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Como control positivo se utilizó a la cepa YC196 (∆tef4::KanMX4). 

Como control negativo se utilizó a la cepa WT(NB40-36a).   b) Esquema de verificación de la mutante ∆tef4 

con los oligonucleótidos TEF4-F1/KanB y KanC/TEF4-R1. La secuencia KanB es homóloga a la cadena no 

codificante del casete KanMX4, 250 pb río abajo del extremo 5’ del casete. Mientras que KanC es homóloga a 

la cadena codificante del casete KanMX4, 587 pb río arriba del extremo 3’ del casete. 
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La eliminación del gen TEF4 no afecta la respiración 

Con el fin de comparar el efecto de la mutante nula Δtef4 en diferentes fondos genéticos, 

se generó una mutante nula Δtef4 en la cepa NB40-36A. Utilizando los oligonucleótidos 

TEF4F1/R1 y la cepa Δtef4::KanMX4 de la colección comercial, se amplificó  el casete 

KanMX4 mediante una reacción de PCR. El producto de la reacción se corrió en un gel de 

agarosa mediante una electroforesis y se purificó con el kit QIAquick Gel Extraction (Figura 

7).  

 

 

Figura 7. Casete de KanMX4 purificado.  Se realizó un análisis por electroforesis en gel de agarosa para 

comprobar la correcta purificación del casete kanmx4 (3μl) obtenido de la purificación del gel agarosa. Peso 

molecular esperado: 2166 pb aprox. 

 

Después se transformó la cepa WT integrando el casete purificado. El producto de la 

transformación integrativa se plaqueó en un medio con glucosa y geneticina (150 mg/L).  

Las colonias obtenidas se purificaron en un medio con glucosa y geneticina (200 mg/L).  Para 
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comprobar la correcta inserción del casete KanMX4 se realizó un PCR con los 

oligonucleótidos KanC y TEF4-R1.  Por último, se realizó un análisis por electroforesis en gel 

de agarosa para revelar los productos de PCR.  Se usó como control negativo a la cepa WT 

y como control positivo a la cepa mutante Δtef4 de la colección comercial. El peso esperado 

para el producto amplificado usando el par de oligonucleótidos KanC/TEF4-R1 era de 858pb, 

por lo que se concluye que la transformación integrativa del casete KanMX4 fue exitosa 

(Figura 8).   

Las clonas A y C se seleccionaron para realizar los siguientes experimentos, y se les designó 

el nombre de VP1 y VP2 (Figura 8) 

 

Figura 8. Verificación de la transformación integrativa de la cepa NB4036-A con el casete KanMX4, 
sustituyendo al gen TEF4. Se extrajo DNA de las clonas obtenidas mediante la transformación integrativa. Con 
el fin de verificar la correcta inserción del casete KanMX4, ser realizó un PCR con los oligonucleótidos 
KanC/TEF4-R1. Por último, se corrió una electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto de la 
reacción de PCR. Las clonas analizadas se enumeraron de la A a la G. Las flechas indican las clonas utilizadas 
en este estudio. Como control negativo, se utilizó a la cepa WT(NB4036-a), mientras que el control positivo 
fue la cepa comercial ∆tef4::KanMX4. Peso molecular esperado: 858pb. 

 

Con el objetivo de encontrar un fenotipo en las mutantes nulas Δtef4 se realizaron 

diluciones seriadas (Figura 9) con las cepas WT y las mutantes Δtef4 cambiando las variables 
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temperatura y fuente de carbono. Las cepas de laboratorio BY4742 y D273-10b, se 

decidieron estudiar, ya que se ha visto que la función de las proteínas puede variar 

dependiendo de los polimorfismos de cada cepa (44). Como medio fermentativo se utilizó 

glucosa, mientras que los medios respiratorios, los cuales requieren del uso del mtDNA, 

utilizados fueron lactato y etanol-glicerol; las temperaturas utilizadas fueron la de 

crecimiento óptimo, 30°C, y temperaturas que se consideran condiciones de estrés, 25°C y 

37°C.  

 

Figura 9. La deleción del gen TEF4 no afecta la función mitocondrial ni global de la levadura. Diluciones 
seriadas 1:10 de las cepas BY4742 y D273-10b (WT y ∆tef4) en los medios glucosa, etanol-glicerol y lactato; a 



34 
 

diferentes temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C. Las diluciones seriadas se hicieron por triplicado. Fotos del tercer 
día de crecimiento.  

 

 

No se observaron fenotipos distintos entre las dos cepas de laboratorio (Figura 9), la 

NB4036-a y la BY4742 en ninguna de las variables probadas (temperatura y medio de 

cultivo). Tampoco se observaron fenotipos distintos entre las cepas WT y sus mutantes 

∆tef4 en ninguna de las variables probadas (temperatura y medio de cultivo).  Esto nos 

indica que, al menos en las condiciones estudiadas, la deleción del gen TEF4 no afecta la 

función respiratoria mitocondrial evaluado por el crecimiento en lactato y glicerol; tampoco 

parece afectar la función global de la levadura (evaluado por su crecimiento en glucosa).  

La proteína Tef4p no parece tener el mismo papel regulador de 

eIF4G1 en la síntesis de Cox1.  

La proteína Cox1p pertenece al complejo citocromo c oxidasa, componente de la cadena 

respiratoria, y se encuentra codificada en el genoma mitocondrial. Uno de los activadores 

traduccionales del mRNA de COX1 es la proteína Mss51p. Además de actuar como activador 

traduccional, la proteína Mss51p también interactúa con el péptido naciente de Cox1p, 

ayudando a completar la traducción. (38, 45). Se ha demostrado que si se coloca al gen 

reportero mitocondrial ARG8m fusionado a COX1 en el genoma mitocondrial, la traducción 

de esta construcción depende de Mss51p, de tal forma que en mutantes ∆mss51 la cepa no 

sintetiza Arg8p y no puede crecer en un medio sin arginina (38). En el laboratorio se 

encontró que, si se elimina al factor de inicio de la traducción citosólico eIF4G1, entonces 

la mutante puede nuevamente sintetizar Arg8p aunque no esté presente Mss51p. Esto 

indica que eIF4G1 es un regulador de la síntesis de Cox1 mitocondrial (García Cordero, et 

al., sin publicar). 

Debido a este antecedente, surgió la duda de si Tef4p pudiera tener el mismo efecto que 

eIF4G1 en la regulación de la síntesis de Cox1p mitocondrial, ya que ambas proteínas son 
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factores de traducción citosólica y están presentes en los proteomas mitocondriales (13–

15) (Flores Mireles, et al., sin publicar). 

Ya que es probable que la proteína Tef4p ayude a la traducción de proteínas mitocondriales 

sintetizadas en citosol, ya sea directamente en la traducción de estas o en su importación a 

mitocondria, se generó una mutante nula Δtef4 en una cepa que contenía el gen reportero 

COX1(1-512)::ARG8m (XPM78) y también en su mutante Δmss51 (XPM76). La 

transformación de las células se llevó a cabo de igual forma que en la sección anterior 

(Figura 10). Esto se realizó con el fin de saber si la eliminación del gen TEF4 podía revertir el 

fenotipo de la mutante Δmss51, igual que lo hace la mutante ∆tif4631. 

  

 

Figura 10. Transformación integrativa de levaduras en las cepas COX1(1-512)::ARG8m, XPM78 (WT) y su 
mutante Δmss51 XPM76. Se transformaron las cepas antes mencionadas con el casete KanMX4. Para 
comprobar la correcta deleción del gen TEF4 se realizó un PCR con los oligonucléotidos KanC/TEF4-R1. Se 
corrió una electroforesis en un gel de agarosa al 1% con el fin de verificar los productos de PCR. Como control 
negativo se utilizó a la cepa NB4036-a la cual tiene el gen TEF4 silvestre, y como control positivo a la cepa 
comercial Δtef4. Se seleccionaron las clonas b y c de la mutante Δmss51 y se les designó con el nombre VP4. 
Las clonas seleccionadas de las cepa WT (COX1(1-512)::ARG8m) fueron las b y d, y se les designó el nombre 
de VP3. 
 
 

Se realizaron diluciones seriadas (Figura 11) en tres distintas fuentes de carbono: glucosa 

(fermentativo), etanol-glicerol (respiratorio) y glucosa sin arginina (- arginina) a tres 
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diferentes temperaturas: 25 °C, 30 °C y 37 °C. El medio sin arginina se utiliza debido a que 

la secuencia del gen COX1 está fusionada con el gen reportero ARG8m, por lo que, si Cox1p 

no se sintetiza, el gen reportero no se puede expresar y por ende no pude crecer en un 

medio sin arginina (38). 

Como se esperaba, la mutante ∆mss51 no creció en el medio sin arginina debido a que 

COX1(1-512)::ARG8m no se traduce y por ende no respira, por lo que tampoco creció en el 

medio respiratorio etanol-glicerol (Figura 11). Por otra parte, la doble mutante 

∆mss51/∆tif4631 sí es capaz de crecer en un medio sin arginina (García-Cordero et al., sin 

publicar), lo que indica que la mutación supresora ∆tif4631 es una mutación supresora del 

fenotipo debido a la mutación ∆mss51 (Figura 11). Sin embargo, la doble mutante 

∆mss51/∆tif4631, no restaura el crecimiento en el medio respiratorio (etanol-glicerol) 

(Figura 11), lo que indica que la mutación supresora ∆tif4631, no participa en la regulación 

del ensamblaje de Cox1p, función que sí cumple Mss51p además de regular la traducción 

de Cox1p. En contraste, la doble mutante ∆mss51/∆tef4, al igual que la mutante ∆mss51, 

no creció en un medio sin arginina en ninguna de las tres temperaturas probadas (Figura 

11). Estos resultados indican que la deleción de la proteína Tef4p no tiene el mismo papel 

que el factor de inicio eIF4G1 en la regulación de la síntesis de Cox1p.  
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Figura 11 La eliminación del gen TEF4 no reconstituye la función de la proteína Mss51p. Diluciones seriadas 
1:10 de las cepas COX1(1-512)::ARG8m, XPM78 (WT y ∆tef4) y su mutante Δmss51 XPM76 (WT y ∆tef4)  en 
los medios glucosa, etanol-glicerol y medio glucosa sin arginina; a diferentes temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C. 
Las diluciones seriadas se hicieron por triplicado. Fotos del tercer día de crecimiento. 
 

La mutante ∆tef4 afecta a la red mitocondrial 

Pisani en 2016 reportó que el ortólogo de la proteína Tef4p en humano, al expresarse en 

células HeLa, y después de silenciarse mediante un small interfering RNA (siRNA) específico 

para Tef4p, mostró una afectación en la red mitocondrial. Por lo anterior, se decidió analizar 

si en las mutantes ∆tef4, generadas en este estudio, se veía algún efecto en la morfología 

de la red mitocondrial. Para ello se transformaron a las cepas WT(D273-10b) y  
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Δtef4 con el plásmido pVT100UV-mt GFP (Figura 12). El plásmido tiene un promotor 

constitutivo de alcohol deshidrogenasa y como presecuencia mitocondrial tiene a los 69 

aminoácidos de la subunidad 9 de la F0-ATPasa de Neurospora crassa, lo que hace que la 

proteína verde fluorescente, GFP, se dirija a la mitocondria (mtGFP)   (40).  

Las células de ambas cepas expresando a mtGFP, se dejaron crecer hasta llegar a la fase 

exponencial en dos medios con distintas fuentes de carbono fermentables: glucosa, 

carbohidrato que reprime la expresión de genes mitocondriales (46) y, galactosa, 

carbohidrato que no reprime los genes mitocondriales. Las células se observaron en el 

microscopio de epifluorescencia. En un medio con galactosa las redes mitocondriales de la 

cepa WT son más abundantes y ramificadas que en un medio con glucosa (Figura 13 A y C). 

Por otra parte, en ambas fuentes de carbono, se observa que al eliminar el gen TEF4, la red 

mitocondrial se ve más fragmentada que en su contraparte WT (Figura 13 B y D). En estas 

imágenes se observan estructuras mitocondriales pequeñas y redondas (Figura 13-B) lo que 

Figura 12. Representación del plásmido pVT100U-mtGFP. El plásmido incluye al marcador auxótrofo URA3. El 
promotor constitutivo del alcohol deshidrogenasa (ADH) se indica con una flecha negra. La presecuencia 
mitocondrial está indicada como “pre”. Además, se indican los sitios de corte de las enzimas de restricción. 
(Westermann et al., 2000) 
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indica daño en las redes mitocondriales. Lo anterior sugiere que la proteína Tef4p presenta 

alguna función en la regulación de la fusión y fisión mitocondriales.  

 

 

Figura 13. Imágenes representativas de células 
de levadura en fase exponencial con la 
expresión constitutiva del plásmido pVT100U-
mtGFP expresando a la proteína mtGFP. Se 
utilizaron dos fuentes de carbono distintas: 
glucosa (A-B) y galactosa (C-D). En las cepas 
silvestres (WT; A y C) se observan mitocondrias 
tubulares y alargadas, mientras que en las cepas 
tef4∆ se observan redes mitocondriales 
fragmentadas. La flecha blanca indica estructuras 
mitocondriales pequeñas y redondas. 
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Diseño de un plásmido que exprese a Tef4p etiquetado con el epítope 

de FLAG 

Se ha visto que la proteína Tef4p es parte de los proteomas mitocondriales (13–15) (Flores 

Mireles, et al., sin publicar). Con el fin de comprobar que Tef4p forma parte de la 

mitocondria y conocer su localización en el organelo, se generó una construcción en que la 

proteína Tef4p se fusiona en su extremo carboxilo terminal con un epítope de FLAG. Lo 

anterior con el objetivo de poder detectar a Tef4p mediante ensayos de Western blot 

usando anticuerpos comerciales monoclonales.  

 

 

 

 

Figura 14. Plásmido pRS303N. Este plásmido tiene la particularidad de reemplazar el marcador auxótrofo, 
HIS3, con un marcador antibiótico nanNT2 (nurotricina). El plásmido puede integrarse en forma circular o de 
forma linealizada. Los sitios de restricción mostrados en el mapa son únicos en el vector. Los únicos sitios de 
restricción en los que se puede introducir el DNA foráneo son los mostrados en azul. Los sitios de restricción 
PacI y BamHI utilizados en este estudio se muestran subrayados. Modificado de (39) 
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La secuencia de FLAG codifica para un péptido de 8 aminoácidos de secuencia 

AspTyrLysAspAspAspAspLys. Este péptido es muy hidrofílico y por ende muy fácil de 

identificar con un anticuerpo, además de que adopta una conformación tridimensional 

altamente expuesta al plegarse (47) 

El plásmido utilizado recibe el nombre de pRS303N (Figura 14) (39). Este plásmido puede 

integrarse en el DNA nuclear. Esto último es viable, ya que el plásmido tiene la 

particularidad de reemplazar el marcador auxótrofo, HIS3, con un marcador de resistencia 

al antibiótico nanNT2 (nurotricina), lo cual facilita la selección de las levaduras al ser 

transformadas.  

Figura 15 Esquema de una PCR de fusión. A) Con el DNA de la secuencia TEF4 se realizaron dos reacciones de 
PCR. La primera con los oligonucleótidos TEF4-F3/TEF4FLAG-R1 y la segunda reacción con los oligonucleótidos 
TEF4FLAG-F1/TEF4-R2. B) De estas dos reacciones se obtuvieron dos secuencias que se traslapan en la región 
FLAG. Se realizó una tercera reacción con ambas secuencias, utilizando a los oligonucleótidos TEF4-F3/TEF4-
R2. De esta última reacción se obtuvo un inserto de DNA con la secuencia TEF4-FLAG y los sitios de restricción 
BamHI y PacI. C) Por último se digirió tanto el plásmido como el inserto de DNA y se ligaron. 
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Se diseñaron oligonucleótidos (Tabla 4) para efectuar una PCR de fusión (Figura 15) (48). 

Los oligonucleótidos, además de introducir la secuencia FLAG, también se diseñaron con las 

secuencias de los sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y PacI. Esto con el 

objetivo de introducir el inserto al plásmido PRS303N (39). El producto del PCR de fusión se 

purificó con el kit QIAquick Gel Extraction. Después, se digirió al igual que el plásmido 

pRS303N con las enzimas de restricción BamHI y PacI. Se realizó una reacción de ligación 

entre el inserto (producto del PCR de fusión) y el vector (plásmido pRS303N). El producto 

obtenido se usó para transformar células competentes, E. coli DH5α, mediante choque 

térmico. Las células se recuperaron en medio LB + ampicilina (100 mg/L).  

Las células recuperadas se seleccionaron y se purificó el plásmido mediante el kit QIAquick 

Plasmid Extraction y se digirieron con las enzimas de restricción antes mencionadas. Se 

verificó la correcta obtención del plásmido mediante una electroforesis en gel de agarosa, 

donde el peso molecular esperado era de 5696 pb para el vector y 2465 pb para el inserto 

(Figura 16). 

Figura 16. Digestión del vector pRS303N con el inserto tef4-FLAG. Las células competentes transformadas 
por choque eléctrico se purificaron. Después se digirió el plásmido con las enzimas de restricción PacI y 
BamHI. Para visualizar el producto de la reacción de digestión, se realizó una electroforesis en gel de agarosa. 
El peso molecular el peso molecular esperado era de 5496pb para el vector y 2465pb para el inserto.  
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Por último, se diseñaron oligonucleótidos (Tabla 5) para el inserto, regiones río arriba del 

sitio de restricción BamHI y regiones río abajo de PacI en el vector y, se mandó a secuenciar 

con el objetivo de verificar la correcta construcción del inserto. La secuenciación se realizó 

con éxito y no se encontraron mutaciones que pudieran afectar el fenotipo de las células 

(Apéndice I).  

Debido a la emergencia sanitaria presente en el último año, ya no se pudieron realizar los 

experimentos planeados para los que se diseñó el plásmido anteriormente presentado, sin 

embargo, se planean realizar en un futuro próximo. 
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Discusión 

La mitocondria es un organelo que participa en numerosas rutas metabólicas de la célula. 

Es por lo que, al contrario de lo que se pensaba, este organelo mantiene una amplia 

comunicación con el resto de la célula. Se sabe que la traducción de las proteínas 

mitocondriales está regulada por la traducción citosólica (25). Además de los activadores 

traduccionales que actúan en la matriz mitocondrial, se ha observado que existen factores 

de traducción citosólica que de igual manera regulan la traducción de las proteínas 

sintetizadas en la mitocondria (García-Cordero, et al., sin publicar). Con el fin de conocer 

más sobre la influencia que las proteínas involucradas en la traducción citosólica ejercen 

sobre la función mitocondrial, se decidió investigar al factor citosólico de elongación, Tef4p, 

el cual se ha visto asociado a la mitocondria (13–15) (Flores Mireles, et al., sin publicar). 

Se observó que, tanto la cepa silvestre como la mutante ∆tef4 crecieron por igual en medios 

sólidos fermentativos (glucosa) y respiratorios (lactosa y etanol-glicerol) a distintas 

temperaturas (25 °C, 30 °C y 37 °C).  Lo anterior indica que la mutante no presenta defecto 

en cuanto a su capacidad respiratoria, de lo cual se puede interpretar que la cadena 

respiratoria funciona de manera correcta, así como la traducción mitocondrial, ya que varias 

de las subunidades de la cadena respiratoria se sintetizan dentro de la mitocondria debido 

a que están codificadas en el mtDNA. Lo anterior parece estar respaldado por los ensayos 

de traducción in vivo incorporando [35S]metionina hechos por Olarewaju (28), en los cuales, 

la mutante ∆tef4 no presenta una disminución estadísticamente significativa en la síntesis 

total de proteína. Sin embargo, cabe la posibilidad de que haya diferencias en el consumo 

de oxígeno entre la cepa WT y la mutante nula ∆tef4, que no son perceptibles en un 

experimento macroscópico como el de crecimiento en diluciones seriadas, por lo que sería 

conveniente cuantificar el consumo de oxígeno en un oxímetro y compararlo entre la cepa 

WT y la mutante nula ∆tef4. Por otra parte, es probable que, aunque no hay diferencias 

significativas en la síntesis total de proteínas entre la cepa WT y la mutante nula, es posible 

que existan etapas de la traducción en donde esta se vea afectada debido a la mutación, 

por lo que sería necesario analizar el perfil ribosomal (49) de las cepas WT y ∆tef4, para así 

comparar la eficiencia de la traducción (50). 
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Existe el antecedente de que el factor de traducción citosólico eIF4G1, probablemente 

regule la síntesis de la proteína Cox1p. Ya que la mutante supresora de eIF4G1 revierte el 

fenotipo de la mutante nula ∆mss51, la cual no traduce a la proteína Cox1p y por lo tanto 

no respira. Debido a lo anterior, se decidió experimentar con la proteína Tef4p, la cual 

también es un factor de traducción citosólico, con el objetivo de averiguar si esta proteína 

tiene un papel regulador similar que el de eIF4G1 sobre la traducción de Cox1p. Para esto 

se utilizó un gen reportero mitocondrial sintético, ARG8m, el cual está fusionado con la 

secuencia de la proteína Cox1p. El gen ARG8m, al contrario de la mutante supresora eIF4G1, 

no se expresó en la mutante nula ∆tef4 y por ende tampoco restauró la función respiratoria.  

Por lo que la proteína Tef4p no parece estar involucrada en el inicio de la traducción 

mitocondrial de Cox1p. Sin embargo, con los resultados obtenidos no es posible descartar 

que la proteína Tef4p regule la síntesis de cualquiera de las otras siete proteínas codificadas 

en el mtDNA. 

Debido a que no se encontró un fenotipo en medios respiratorios al deletar al gen TEF4, se 

decidió buscar un fenotipo en la morfología mitocondrial. Nuestros resultados indican que 

la eliminación del gen TEF4 causa una mayor fragmentación en la red mitocondrial a 

diferencia de la cepa silvestre. Este fenómeno se observa tanto en medio con glucosa y con 

galactosa como fuentes de carbono fermentables.  

Se sabe que el rol fundamental de la fusión es la mezcla complementaria de material 

genético defectuoso mediante la redistribución de DNA, mRNA y proteínas mitocondriales 

(51). Además se ha visto que la pérdida de este mecanismo desemboca en la pérdida del 

genoma mitocondrial (51) y en la fragmentación de la red mitocondrial (52).  

Por otra parte, la fisión es un mecanismo en el cual la red mitocondrial se divide durante la 

división celular con el objetivo de repartir a la célula hija el mismo cociente mitocondrial 

que el de la célula madre (6). Sin embargo, se ha visto que la fisión no es absolutamente 

necesaria para la repartición del mtDNA, ya que la mutante nula de la proteína Dnm1p 

(complejo homomultimérico que constriñe a la red mitocondrial para separarla), aunque 

afecta la red mitocondrial dando un fenotipo hiperfusionado, aún es capaz de heredar DNA 
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mitocondrial en levadura. Por lo que se ha propuesto que un mecanismo independiente a 

la fisión es mediado por la proteína actina (6) 

Por otra parte, se sabe que la fisión ayuda en el control de calidad mitocondrial. La fisión al 

separar las redes mitocondriales da como resultado mitocondrias individuales. Si alguna 

mitocondria presenta un defecto, como un potencial de membrana bajo o daño por estrés 

oxidativo, el paso subsecuente es la eliminación de esta mediante el mecanismo de 

mitofagia (53). También se ha visto que la fisión está implicada en la regulación de la 

apoptosis (53). 

Después de la fisión mitocondrial (o del mecanismo dependiente de actina), el mtDNA se 

hereda durante la división celular. Uno de los mecanismos mediante el cual se reparte el 

DNA mitocondrial de forma anterógrada (de la célula madre a la célula hija), es el mediado 

por el complejo ARP2/3. Este complejo ayuda a la nucleación (inicio de la polimerización de 

la actina) de la actina, con el fin de formar filamentos de actina que crean fuerzas 

transitorias, las cuales mueven a la red mitocondrial (54, 55). 

La función de la proteína periférica mitocondrial, Puf3p, es la de localizar RNA’s mensajeros 

en la membrana externa mitocondrial para su traducción, mediante un sitio de unión al 

extremo 3’UTR del mRNA en condiciones respiratorias. Además, en ciertas condiciones 

desestabiliza los mRNA’s, mediante la desanilación de estos (2). Recientemente, se ha 

demostrado que, Puf3p, es una proteína clave en el reclutamiento del complejo ARP2/3. Se 

tiene la hipótesis de que Puf3p sirve como un adaptador entre el complejo ARP2/3 y el 

complejo de ERMES (20), complejo cuya función es unir a la mitocondria con el retículo 

endoplásmico, también responsable de la unión entre la mitocondria y los cables de actina 

para el movimiento anterógrado y retrógrado durante la división celular (20). 

Con lo anterior, y sumado a que Tef4p y Puf3p interaccionan de forma física (35), es posible 

que Tef4p ayude al reclutamiento del complejo ARP2/3 en sinergia con Puf3p (Figura 17) 

Este reclutamiento implica que el complejo ERMES pueda unirse a los cables de actina y así 

promover un movimiento anterógrado el cual promueve la herencia mitocondrial. Se sabe 

que las mutantes ∆puf3 presentan un fenotipo fragmentado y agregado en la red 
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mitocondrial (20), similar al observado en este trabajo en las mutantes ∆tef4. Esta hipótesis 

tiene soporte ya que, se ha reportado una interacción genética negativa1 de Tef4p con la 

proteína Mdm10p, subunidad proteica perteneciente al complejo ERMES; cuya eliminación 

da como fenotipo una red mitocondrial afectada (en forma esférica), así como la afectación 

de los movimientos anterógrados y retrógrados (36, 56). Por otra parte, se ha visto que el 

movimiento anterógrado dado por el mecanismo del complejo ARP2/3 no es el único que 

cumple esta función. Además del complejo ARP2/3,  el complejo ERMES y las proteínas 

Myo2p y Ypt11p conforman otro mecanismo involucrado en el movimiento anterógrado (6, 

57). No se tiene evidencia de que los mecanismos anteriormente mencionados sean 

mutuamente excluyentes (6), por lo que es posible que la deleción de la proteína Tef4p, 

aunque afecte a la red mitocondrial, no cause la pérdida total de mtDNA debido a que existe 

otro mecanismo capaz de heredarlo. Lo anterior se ve reflejado en que la deleción del gen 

TEF4, no afecta el crecimiento de la levadura en medios respiratorios (ver resultados pág. 

31), donde el mtDNA, ya que en este se codifican proteínas esenciales para la cadena de 

transporte de electrones.  

Aunque los resultados preliminares muestren una afectación en la red mitocondrial, es 

necesario cuantificar en qué porcentaje la mutante ∆tef4 afecta la morfología mitocondrial 

en comparación con la cepa WT y si este efecto es estadísticamente significativo. 

Los mRNA’s de los genes TEF1, TEF2 (parálogos de la proteína eEF1-A en levadura) y TEF4 

interactúan con Puf3p (35); no así la isoforma de TEF4, TEF3 (también llamado CAM1). Esto 

coincide con que el gen TEF3 no se ha visto en proteomas mitocondriales (13–15) (Flores 

Mireles, et al., sin publicar). Con esto en mente, es probable que exista una población del 

complejo de elongación eucarionte que se localice únicamente en la mitocondria. Por lo 

que Tef4p y Puf3p podrían regular la biogénesis mitocondrial, mediante una interacción 

entre ambas proteínas. Es posible que Puf3p promueva la degradación de los mRNA’s de 

los genes TEF1, TEF2 y TEF4 en condiciones fermentativas y los localice en la periferia 

 
1  “Efecto en el que dos perturbaciones genéticas, al combinarse, resulta en un fenotipo más 
severo/penetrante de lo esperado dados los fenotipos de las perturbaciones individuales”(63)  
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mitocondrial para su traducción en medios respiratorios, con lo que la traducción de 

proteínas mitocondriales traducidas en citosol sería más eficiente (Figura 17).  

Aunque la presencia de la proteína Tef4p se ha visto en múltiples proteomas (13–15) 

(Flores-Mireles, et al., sin publicar) es importante comprobar su veracidad mediante la 

técnica de  Western Blot, ya que la información viene de experimentos realizados a gran 

escala y con una gran sensibilidad, con cual se corre el riesgo de que exista una 

concentración mínima de la proteína, (posiblemente resultado de una contaminación)  lo 

cual no sería biológicamente relevante (58). Es por lo anterior que, con el fin de comprobar 

la localización de Tef4p en la mitocondria y su sublocalización en este organelo, se decidió 

construir un plásmido con la secuencia del gen TEF4 etiquetada con FLAG. Conocer el 

subcompartimiento mitocondrial de Tef4p es importante debido a que dependiendo de 

dónde se localice (membrana externa mitocondrial, membrana interna, matriz, etc), da una 

pista de la función que realiza en mitocondria. Podemos especular que es posible que la 

proteína Tef4p sea periférica a la mitocondria, y esté asociada a la membrana externa del 

lado citosólico de la mitocondria. Desde ahí podría jugar un papel en la biogénesis 

mitocondrial. En este trabajo, se logró construir el plásmido con el inserto TEF4-FLAG de 

forma exitosa, sin embargo, este ya no se pudo integrar a la levadura debido a la 

implementación de la actual contingencia sanitaria. Lo que truncó el avance del proyecto, 

sin embargo, se planean realizar estos experimentos en un futuro. 

           

Figura 17. Modelo hipotético de la función de Tef4p en mitocondria. A) Puf3p se une al mRNA de los genes 
TEF1, TEF2 (eEF1-A) y TEF4 (eEF1-Bγ), lo cual ayuda a que se traduzcan cerca de la mitocondria y se co-localicen 
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cerca de la membrana externa mitocondrial (OM) con el fin de que la traducción de las proteínas 
mitocondriales cuyos genes son expresados en el núcleo sea más eficiente. B) Es posible que Puf3p y Tef4p en 
sinergia por separado ayuden al reclutamiento del complejo Arp2/3. OM: membrana externa mitocondrial. 
ER: retículo endoplásmico. 
 
 

El ortólogo de humano de Tef4p, eEF1Bγ, se une a la región 3’UTR de diversos genes; 

también se ha visto que se une a la región 3’UTR de mRNA’s de genes relacionados con el 

citoesqueleto, traducción y metabolismo mitocondrial. Lo que sugiere que, al menos en 

humano, eEF1Bγ controla la expresión de genes y además localiza a los mRNA’s en el sitio 

donde son traducidos (29, 59). Dado a que el ortólogo de Tef4p, eEF1Bγ, parece tener una 

función no canónica, como proteína de unión a RNA, es posible que Tef4p tenga la misma 

función en levadura.  

Con el fin de conocer la similitud entre la proteína Tef4p y su ortólogo en humano, se realizó 

un alineamiento entre las secuencias proteicas utilizando el programa Clustal Omega (60). 

El porcentaje de similitud entre ambas secuencias fue de 34.25 %, lo que indica una baja 

identidad entre secuencias. Sin embargo, a lo largo de todo el alineamiento, muchos 

aminoácidos están conservados (Figura 18). De acuerdo con Pisani (29), los dominios de 

unión a RNA, del ortólogo de Tef4p en humano, están a lo largo de toda la secuencia 

proteica, la cual consta de 437 aminoácidos. Debido a lo anterior, no se puede concluir 

mediante la alineación de ambas secuencias si Tef4p es capaz de unirse a RNA, por lo que 

es necesario probarlo experimentalmente. 
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Existe evidencia de que el aumento del estrés oxidativo da como resultado un fenotipo 

fragmentado de la red mitocondrial. En condiciones normales (sin estrés), los genes 

involucrados en la respuesta al estrés oxidativo son reprimidos por la proteína ciclina C y 

Cdk8. En condiciones de estrés oxidativo, la ciclina se transloca al citoplasma y forma un 

complejo con Dnm1-Mvp1, lo que activa la fisión mitocondrial. Lo anterior puede 

desembocar en el mecanismo de auto-degradación de las mitocondrias (mitofagia) o la 

muerte celular programada (apoptósis), dependiendo de la intensidad del estrés oxidativo 

(53, 61, 62). Es importante señalar que la fisión de la red mitocondrial por si sola no 

desemboca en muerte celular. 

Figura 18. Alineamiento de las proteínas Tef4p (arriba) y eEF1B-gamma de humano (ortólogo de Tef4p; abajo).  
“*” el aminoácido se encuentra completamente conservado  
“:” conservación entre aminoácidos con propiedades muy similares  
“.” conservación entre aminoácidos con propiedades débilmente similares 
“-“  indica una deleción (60) 
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Se sabe que la eliminación del gen TEF4 en levadura incrementa la resistencia de la célula 

al estrés oxidativo, y aunque aún no se conoce cómo es que participa en esta vía, es 

probable que tenga un rol como sensor de estrés, ya que posee un motivo semejante a la 

enzima glutatión S-transferasa clase θ, proteína involucrada en la desintoxicación de 

agentes xenobióticos (27, 28). Por lo que su eliminación sea un reflejo de una auto-

inhibición del complejo de elongación, ya que también se ha observado que la eliminación 

de la subunidad eEF1Bα aumenta la resistencia al estrés oxidativo de la cepa (28),  y por lo 

tanto esto aumente de forma, tal vez indirecta, la respuesta al estrés oxidativo. 

Probablemente incrementando la traducción de genes involucrados en el estrés oxidativo, 

y por ende un aumento en la fisión mitocondrial. En este caso no causaría apoptosis, pero 

sí una respuesta más eficiente hacia el estrés oxidativo.  

Aunque aún falta ahondar más en la conexión que tiene la proteína Tef4p y la mitocondria, 

parece ser que Tef4p modula, directa o indirectamente la morfología mitocondrial. Lo que 

es interesante, ya que sugiere la existencia de más proteínas consideradas únicamente 

citosólicas con una función mitocondrial. Estas funciones podrían depender de diversos 

factores ambientales (medio de cultivo, estrés oxidativo) como parece ser en este caso.  

 

Conclusiones 

• La eliminación de la proteína Tef4p no afecta la función global en medio 

fermentativo rico con glucosa (YPD). 

•  La eliminación de la proteína Tef4p no afecta el crecimiento de la levadura en medio 

respiratorio rico con glicerol o con lactato de la levadura. 

• La proteína Tef4p esté involucrada en mecanismos de fusión-fisión de mitocondrias 

ya que en mutantes ∆tef4 se observa una red mitocondrial más fragmentada que en 

la WT. 

• Se construyó un plásmido para integrar a Tef4p-FLAG en el genoma de levadura y 

caracterizar así su posible localización y función mitocondrial.  
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Perspectivas 

• Realizar ensayos con oximetría, para comprobar cuantitativamente que la 

respiración no está afectada en cepas con la deleción del gen TEF4. 

• Cuantificar el número de células en que la morfología mitocondrial se ve afectada 

por la mutante ∆tef4 para conocer si la afectación de la red mitocondrial es 

estadísticamente relevante. 

• Confirmar mediante ensayos de Western blot si Tef4p se asocia a la mitocondria. 

• Realizar ensayos de extracción de proteínas mitocondriales con carbonato de sodio, 

con el fin de conocer la asociación membranal de Tef4p en la mitocondria. 

• Sobrexpresar a la proteína Tef4p con el fin de conocer si tiene un efecto global o 

mitocondrial en la levadura, para conocer si tiene efecto en la biogénesis 

mitocondrial. 

• Eliminar a la proteína Puf3p, con el fin de comprobar si la síntesis de Tef4p disminuye 

en un medio con glucosa. Lo que sugeriría que Puf3p regula la síntesis de Tef4p y su 

probable co-localización en mitocondria. Lo que explicaría la aparición de Tef4p y no 

de Tef3p en el proteoma mitocondrial. 

• Medir la expresión de la proteína Dnm1p en una mutante nula ∆tef4, ∆tef3 y la doble 

mutante ∆tef3/∆tef4. 
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Apéndice 

I. Secuencia del plásmido pRS303N con el inserto TEF4-FLAG  

El codón de inicio y el codón de paro se encuentran resaltados al igual que el intrón presente 

en la secuencia del gen TEF4. Los blancos de las enzimas de restricción, así como la 

secuencia que codifica para la proteína FLAG, se encuentran en minúsculas y subrayadas. 

Todos los sitios antes descritos se encuentran marcados con una barra, la cual señala el 

inicio del sitio. La región codificante muestra los aminoácidos de acuerdo con el uso de 

codones de S. cerevisiae. El extremo 5’UTR del gen TEF4 abarca del sitio de corte de la 

enzima de restricción PacI al codón de inicio, siendo la región río arriba es secuencia del 

plásmido pRS303N. El extremo 3’ UTR, del gen TEF4, abarca del codón de paro al sitio de 

corte de la enzima de restricción BamHI, siendo la región río abajo es parte de la secuencia 

del plásmido pRS303N.  

 

 

 

 

   

  TCAAAATGTATGGATGCAAATGATTATACATGGGGATGTATGGGCTAAATGTACGGGCGA  < 60 

           10        20        30        40        50  

 

 

   

  CAGTCACATCATGCCCCTGAGCTGCGCACGTCAAGACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCC  < 120 

           70        80        90        100       110  

 

 

   

  TCCATGTCGCTGGCCGGGTGACCCGGCGGGGACGAGGCAAGCTAAACAGATCTGGCGCGC  < 180 

           130       140       150       160       170  

 

 

   PacI 

   | 

  CttaattaaCGTCTCAGTCCTCACTTGTTATTCATCTCTTGGTCATCTCATCTCTTTTAT  < 240 

           190       200       210       220       230  

 

 

   

  TGTACTTTCCTCTTTTCTTTACCGGAGATGAGAATAAAAAGAATTCATTTTAAAAAATTT  < 300 

           250       260       270       280       290  
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  TCAATTTGGTGTCTGGGTGAAACTTTTTAATCGTGTAATCCCAATTAAACCACTCTACTT  < 360 

           310       320       330       340       350  

 

 

   

  TACTTTAATTGGTACACGAACTCATTACACACCTTTGCCTCTATTGCTTGTGTCAATCGT  < 420 

           370       380       390       400       410  

 

 

   

  GTTGAGAGAGGAAGCCCAAAACAAGGGAAATTAACCTCTGTAGGCAAGCCATCACATTTG  < 480 

           430       440       450       460       470  

 

 

   

  GCAATAGCAGCCCTCATTTAATTTAATTCGGCATGTGGCCGGCAGGGTAATGCGCTCTGC  < 540 

           490       500       510       520       530  

 

 

   

  TGCTGACAAAATTGAAAGAAAAATTTTTTTCATCAACAGTTTGCAATACTTTCTTTTTCA  < 600 

           550       560       570       580       590  

 

 

   

  TATTTAATTCATCCATTCCGTCGTTAATTTTGTTCAAAACTGGTGTCCATCCTTAATACC  < 660 

           610       620       630       640       650  

 

 

                                        Codón de inicio 

                                        | 

  AACTCAATTCTTTGATTTTGGCCCTCGATAGATTCAAGATGTCCCAAGGTACTTTATACA  < 720 

                                        M  S  Q  G  T  L  Y  I 

           670       680       690       700       710  

 

 

   

  TTAATAGATCTCCAAGAAACTACGCTTCTGAAGCTTTGATTTCTTACTTTAAACTAGATG  < 780 

    N  R  S  P  R  N  Y  A  S  E  A  L  I  S  Y  F  K  L  D  V 

           730       740       750       760       770  

 

 

   

  TCAAGATCGTTGATCTAGAACAATCTAGCGAGTTTGCTTCTTTGTTCCCATTGAAGCAAG  < 840 

    K  I  V  D  L  E  Q  S  S  E  F  A  S  L  F  P  L  K  Q  A 

           790       800       810       820       830  

 

 

   

  CCCCTGCATTTTTGGGTCCAAAGGGCTTAAAGCTAACTGAAGCTTTGGCTATCCAATTTT  < 900 

    P  A  F  L  G  P  K  G  L  K  L  T  E  A  L  A  I  Q  F  Y 

           850       860       870       880       890 

 

   

  ATTGTATGTTCCATATTTTATTTTAACACTTCCACATACATTGTTTTGCGCGTTTCCCGT  < 960 

    L 

          910       920       930       940       950  
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  TCGTTTATTTGGCACGTCATTTTTCTTCGAAACATAATGATGAAAAAAAATTTTATCAAA  < 1020 

           970       980       990       1000      1010  

 

 

   

  CAGTTATCCCTGTCTGAATGGGTAATAATAGGTAACCTCTCATATGTTGATATTTGTATT  < 1080 

           1030      1040      1050      1060      1070  

 

 

   

  TCTGATATGTTTCTTAAAGAAAAATGAAAGTCAAAATAACAAAAAGGAAGTACAAAGCGT  < 1140 

           1090      1100      1110      1120      1130  

 

 

   

  GTCCTAATCCAGGAAAAAATATAAAGGATTGTTTTACTAACATTTCTTCAATTAATGGTT  < 1200 

           1150      1160      1170      1180      1190  

 

 

   

  GTATAACCATCGAGATGATGTATATTTAGTGGCTAATCAAGTTGCCGATGAAAAAGAAAG  < 1260 

                                 A  N  Q  V  A  D  E  K  E  R  

           1210      1220      1230      1240      1250  

 

 

   

  AGCTCGCTTATTAGGTTCCGACGTTATCGAAAAGTCTCAAATCCTTAGATGGGCATCTCT  < 1320 

   A  R  L  L  G  S  D  V  I  E  K  S  Q  I  L  R  W  A  S  L  

           1270      1280      1290      1300      1310  

 

 

   

  AGCTAATTCCGATGTCATGAGCAACATTGCTCGTCCATTCCTTTCTTTCAAAGGTTTGAT  < 1380 

   A  N  S  D  V  M  S  N  I  A  R  P  F  L  S  F  K  G  L  I  

           1330      1340      1350      1360      1370  

 

 

   

  TCCATACAACAAGAAAGACGTTGATGCTTGTTTTGTTAAAATCGACAACCTAGCTGCTGT  < 1440 

   P  Y  N  K  K  D  V  D  A  C  F  V  K  I  D  N  L  A  A  V  

           1390      1400      1410      1420      1430  

 

 

   

  CTTCGATGCTAGATTGAGAGACTACACCTTTGTTGCTACCGAAAACATTTCTCTAGGTGA  < 1500 

   F  D  A  R  L  R  D  Y  T  F  V  A  T  E  N  I  S  L  G  D  

           1450      1460      1470      1480      1490  

 

 

   

  CCTTCATGCCGCTGGTTCTTGGGCTTTTGGTTTGGCCACTATTTTGGGCCCTGAATGGAG  < 1560 

   L  H  A  A  G  S  W  A  F  G  L  A  T  I  L  G  P  E  W  R  

           1510      1520      1530      1540      1550  
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  AGCTAAGCATCCTCATTTGATGAGATGGTTCAACACTGTTGCTGCTTCTCCAATCGTGAA  < 1620 

   A  K  H  P  H  L  M  R  W  F  N  T  V  A  A  S  P  I  V  K  

           1570      1580      1590      1600      1610  

 

 

   

  GACTCCATTTGCTGAAGTCAAATTGGCTGAAAAGGCTCTAACCTACACTCCACCAAAGAA  < 1680 

   T  P  F  A  E  V  K  L  A  E  K  A  L  T  Y  T  P  P  K  K  

           1630      1640      1650      1660      1670  

 

 

   

  GCAAAAGGCTGAAAAGCCAAAGGCCGAAAAGTCAAAGGCTGAAAAGAAGAAGGACGAAGC  < 1740 

   Q  K  A  E  K  P  K  A  E  K  S  K  A  E  K  K  K  D  E  A  

           1690      1700      1710      1720      1730  

 

 

   

  TAAGCCAGCAGATGATGCTGCTCCAGCTAAAAAGCCAAAGCACCCATTGGAAGCTTTAGG  < 1800 

   K  P  A  D  D  A  A  P  A  K  K  P  K  H  P  L  E  A  L  G  

           1750      1760      1770      1780      1790  

 

 

   

  AAAGTCCACATTTGTCTTGGATGACTGGAAGAGAAAGTACTCCAACGACGACACCAGACC  < 1860 

   K  S  T  F  V  L  D  D  W  K  R  K  Y  S  N  D  D  T  R  P  

           1810      1820      1830      1840      1850  

 

 

   

  AGTTGCTTTGCCATGGTTCTGGGAACACTACAACCCTGAAGAATACTCCATCTGGAAGGT  < 1920 

   V  A  L  P  W  F  W  E  H  Y  N  P  E  E  Y  S  I  W  K  V  

           1870      1880      1890      1900      1910  

 

 

   

  TGGTTACAAATACAACGACGAACTTACCTTGACTTTCATGTCCAACAACTTGGTCGGTGG  < 1980 

   G  Y  K  Y  N  D  E  L  T  L  T  F  M  S  N  N  L  V  G  G  

           1930      1940      1950      1960      1970  

 

 

   

  TTTTTTCAACAGATTGTCCGCTTCTACTAAGTACATGTTCGGTTGTTTAGTTGTCTATGG  < 2040 

   F  F  N  R  L  S  A  S  T  K  Y  M  F  G  C  L  V  V  Y  G  

           1990      2000      2010      2020      2030  

 

 

   

  TGAAAACAACAATAATGGTATTGTTGGTGCCGTTATGGTCAGAGGCCAAGATTTCGCTCC  < 2100 

   E  N  N  N  N  G  I  V  G  A  V  M  V  R  G  Q  D  F  A  P  

           2050      2060      2070      2080      2090  
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  AGCCTTTGATGTCGCTCCAGACTGGGAATCTTACGAATACACCAAGTTGGACCCAACCAA  < 2160 

   A  F  D  V  A  P  D  W  E  S  Y  E  Y  T  K  L  D  P  T  K  

           2110      2120      2130      2140      2150  

 

 

   

  GGAAGAAGACAAAGAATTTGTCAACAACATGTGGGCTTGGGATAAGCCTGTTGTTGTCAA  < 2220 

   E  E  D  K  E  F  V  N  N  M  W  A  W  D  K  P  V  V  V  N  

           2170      2180      2190      2200      2210  

 

 

                                          FLAG 

                                          | 

  TGGCGAAGATAAGGAAATTGTTGACGGTAAGGTTTTGAAAgattataaagatgatgacga  < 2280 

   G  E  D  K  E  I  V  D  G  K  V  L  K  D  Y  K  D  D  D  D  

           2230      2240      2250      2260      2270  

 

 

      Codón de paro 

      | 

  taaaTAATCTCAATAACTCTTCTTCCATATTTTCTTCCCAATATACATAAGAGTCAAACA  < 2340 

   K     

           2290      2300      2310      2320      2330 

 

 

   

  AAACGAATTTTCAAAAGAAAAAAGAAAAAAACCCTGAAGTCTACTTCATGATTACCCCAT  < 2400 

           2350      2360      2370      2380      2390  

 

 

   

  ACTTACGCGTGGTTTAATTCTATGTAACGATTAACGTCCATGTAATCATTATATATATAT  < 2460 

           2410      2420      2430      2440      2450  

 

 

   

  ATTGTAATAATCTCTCTAATTGAGTATCACAATCTGCTGCGGTTACTCTAACAATATTTT  < 2520 

           2470      2480      2490      2500      2510  

 

 

   

  GCATAAACTTGATTCTTCTCTTCTTATTTCATGTTTCAGTGGGGCATTTTCCATTGTACT  < 2580 

           2530      2540      2550      2560      2570  

 

 

                   BamHI 

                   | 

  TTTGCAACAATAGCGAAggatccGTCGACCTGCAGCGTACGCAGTTGTCGAACTTGGTTT  < 2640 

           2590      2600      2610      2620      2630  

 

 

   

  GCAAAGGGAGAAAGTAGGAGATCTCTCTTGCGAGATGATCCCGCATTTTCTTGAAAGCTT  < 2700 

           2650      2660      2670      2680      2690  

 



58 
 

 

   

  TGCAGAGGCTAGCAGAATTACCCTCCACGTTGATTGTCTGCGAGGCAAGAATGATCATCA  < 2760 

           2710      2720      2730      2740      2750  

 

 

   

  CCGTAGTGAGAGTGCGTTCAAGGCTCTTGCGGTTGCC  < 2797 

           2770      2780      2790    
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