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1. RESUMEN  
 

El proceso de importación de proteínas a la mitocondria se puede dividir en dos fases: 

el transporte de proteínas desde el citosol a la mitocondria y la translocación de éstas 

a los diferentes compartimentos mitocondriales. Los años de estudios sobre las trans-

locasas mitocondriales y sus mecanismos han detallado con gran precisión el orden 

de sucesos y los actores moleculares que llevan a cabo la distribución del proteoma 

mitocondrial a cada compartimento del organelo. No obstante, poco se conoce sobre 

la primera fase de la importación.  

Uno de los modelos generados para conceptualizar algunos aspectos del transporte 

de proteínas a la mitocondria es el de importación cotraduccional. En éste, algunas 

proteínas son translocadas a la mitocondria al mismo tiempo que ocurre su traducción 

en los ribosomas citosólicos. En este contexto, un agente que ha ganado relevancia en 

este modo de importación es el Complejo Asociado a polipéptidos Nacientes (NAC), 

el cual es un heterodímero compuesto por las subunidades α-NAC y β-NAC que se 

asocia al túnel de salida de los ribosomas. En los últimos años se ha determinado que 

NAC participa en el reconocimiento de algunos sustratos de importación a la mito-

condria. 

En Saccharomyces cerevisiae, a causa de un evento de duplicación genética ocu-

rrido durante su historia evolutiva, existen dos subunidades β-NAC parálogas (β1- y 

β2-NAC, codificadas por los genes EGD1 y BTT1 respectivamente) las cuales se han 

implicado diferencialmente en el proceso de importación mitocondrial. En línea con 

lo anterior, se ha reportado que existe una interacción genética entre los genes BTT1 

y SAM37, el cual que codifica para una proteína citosólica del complejo SAM encar-

gado del ensamblaje de proteínas con estructura de barril β en la membrana externa 

mitocondrial.  

Este estudio encontró que la eliminación del gen SAM37 afecta negativamente los 

niveles proteicos de β2-NAC, mientras que la subunidad paráloga β1-NAC no se ve 

afectada. Asimismo, se especula que la ausencia de Sam37 puede alterar el tipo y el 

número de modificaciones postraduccionales de que puede ser blanco β2-NAC. Final-

mente, se determinó que la reducción en los niveles proteicos de β2-NAC no es debida 

a la acción del sistema ubiquitina-proteosoma, por lo que algún otro mecanismo po-

siblemente module los niveles proteicos de esta subunidad en ausencia de Sam37. 
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2. INTRODUCCIÓN   
 

2.1 Origen evolutivo y fraccionamiento del genoma mitocondrial  

 

Las mitocondrias son organelos con genoma propio que se cuentan dentro de las ca-

racterísticas definitorias de los eucariotas y su aparición en estas células marca un hito 

en la historia evolutiva de las células nucleadas (Dacks et al., 2016). Estas estructuras 

participan en funciones celulares tales como los metabolismos de lípidos y aminoáci-

dos, la biosíntesis del grupo hemo y de los centros Fe-S y, como rasgo característico, 

la biosíntesis de la mayor parte del ATP celular mediante el ciclo de Krebs y la fosfo-

rilación oxidativa (Pfanner, Warscheid, & Wiedemann, 2019).  

Uno de los rasgos principales de estos organelos es su peculiar estructura. Si bien 

la mayoría de los organelos de las células eucariotas se encuentran delimitados por 

una bicapa lipídica (p.ej., retículo endoplásmico, lisosomas/vacuola, endosomas tem-

pranos, aparato de Golgi, etc.), las mitocondrias poseen una estructura de doble mem-

brana (externa e interna; ME y MI respectivamente) la cual delimita dos espacios 

acuosos (el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial; EIM y MM, respectiva-

mente) (Pfanner et al., 2019). Esta arquitectura contribuye a diferenciar la composi-

ción de los dos compartimentos acuosos del citosol y además permite la distribución 

de las funciones metabólicas de las mitocondrias. De este modo, los procesos como 

la fosforilación oxidativa se pueden llevar a cabo en la MI, mientras que el metabo-

lismo de nitrógeno o el ciclo de Krebs se realizan en la fase acuosa de la MM (Toth 

et al., 2020; Wallace, 2005).  

La presencia de la doble membrana mitocondrial se explica por su origen evolu-

tivo como una α-proteobacteria ancestral (Roger, Muñoz-Gómez, & Kamikawa, 

2017). Durante la eucariogénesis, el proceso evolutivo que llevó a la formación de las 

células eucariotas modernas, se especula que ocurrió un evento de endosimbiosis en 

el que un ancestro de una arquea del supergrupo Asgard, con una temprana capacidad 

fagocítica, engulló a una bacteria posiblemente relacionada con las α-protebacterias 

modernas (Dacks et al., 2016; Lane, 2014; Mills, 2020). Dicho evento desencadenó 

un reparto paulatino de funciones metabólicas de tal modo que la α-proteobacteria 

asumió tareas dedicadas a la producción de energía y de cofactores, mientras que el 

hospedero arqueano asumió el control de la biosíntesis de proteínas y lípidos del 
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endosimbionte (Avendaño-Monsalve, Ponce-Rojas, & Funes, 2020; Dacks et al., 

2016; Lane, 2014). 

Ahora bien, un hecho crucial que dio paso a tal reparto de funciones fue el rearre-

glo de los genomas arqueano y bacteriano (Archibald, 2015; Dacks et al., 2016; Mills, 

2020). Durante la coevolución del endosimbionte con su hospedero arqueano, el ge-

noma bacteriano sufrió una reducción significativa de su tamaño a causa de la reloca-

lización de genes en el genoma del hospedero, así como a la pérdida de genes por 

acumulación de mutaciones (Kurland & Andersson, 2000). En consecuencia, el hos-

pedero asumió el control de la mayor parte del proteoma bacteriano que, en las células 

eucariotas modernas, supone un 99 % de las proteínas, mientras que el 1 % restante 

se encuentra codificado en el genoma del organelo (Spang et al., 2019). Como vesti-

gios de dicho proceso de reparto y asimilación de funciones, en las mitocondrias ac-

tuales ha quedado un genoma organelar reducido el cual codifica solamente algunas 

proteínas altamente hidrofóbicas de la cadena de transporte de electrones y la presen-

cia de dos bicapas lipídicas reminiscentes de las dos membranas celulares de las bac-

terias Gram negativas.  

El rearreglo de los genomas bacteriano y arqueano debió suponer un enorme reto 

y una gran presión de selección para las células eucariotas en formación debido al 

cambio en la forma en que llegan las proteínas a la mitocondria (Schneider, 2020). La 

transferencia de secciones del genoma bacteriano al naciente genoma nuclear auto-

máticamente implicó la biosíntesis de proteínas en el citosol celular. En consecuencia, 

elementos celulares citosólicos y membranales, tales como chaperonas, receptores de 

membrana o proteínas de reconocimiento de RNA, tanto originarios del hospedero 

arqueano como del endosimbionte bacteriano, fueron adaptados para asegurar que las 

proteínas mitocondriales sintetizadas en el citosol llegasen a su subcompartimento 

funcional (Priesnitz & Becker, 2018; Schneider, 2020; Song, Herrmann, & Becker, 

2021). Esto, junto con la adición de secuencias de localización mitocondrial a las pro-

teínas mitocondriales codificadas en el genoma nuclear, dio paso al surgimiento del 

proceso de importación mitocondrial (Hansen & Herrmann, 2019). La importancia de 

este proceso para la vida eucariótica se pone en evidencia por la letalidad y por la 

inducción de la respuesta a proteínas mal plegadas ante un fallo o mutación de los 

sistemas implicados en dicho fenómeno (den Brave, et al., 2021; Wallace, 2005).  
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2.2 Elementos moleculares que participan en la importación mitocondrial 

 

Desde su aparición como un endosimbionte bacteriano, las nacientes mitocondrias 

ganaron y cedieron funciones en esa larga interrelación que tuvieron con su hospedero 

arqueano (Mills, 2020; Spang et al., 2019). Si bien las funciones características de 

estos organelos son las relacionadas con la generación de ATP por medio de la fosfo-

rilación oxidativa (Enríquez, 2016; Schmidt, Pfanner, & Meisinger, 2010), funciones 

ya presentes en el endosimbionte bacteriano (Lane, 2014), las mitocondrias también 

adquirieron un papel central en aquellos procesos que definen y distinguen a las célu-

las eucariotas (Dacks et al., 2016; Fenton, Jongens, & Holzbaur, 2021; Pfanner et al., 

2019). Tales son la autofagia, las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis, la regu-

lación del ciclo celular y la determinación sexual de algunos organismos. Asimismo, 

en estos organelos también ocurren fenómenos esenciales para toda célula como lo 

son el control de calidad de proteínas (proteóstasis), la regulación del estado oxido-

rreductivo, el mantenimiento y remodelación del retículo endoplásmico, la respuesta 

al estrés oxidante y la biosíntesis de centros Fe-S (Figura 1).  

Una de las consecuencias más importantes de la asimilación del endosimbionte 

bacteriano durante el surgimiento de la célula eucariota fue la transferencia de genes 

bacterianos al genoma nuclear. Esto fue puesto en evidencia en estudios filogenéticos 

en los que se observa la agrupación de genes nucleares eucarióticos dentro de familias 

génicas presentes en las bacterias modernas (Kurland & Andersson, 2000). Aunque 

la presencia de algunos de estos genes se puede explicar por transferencias genéticas 

horizontales a diferentes tiempos durante la evolución de las células nucleadas (Dacks 

et al., 2016), la evidencia es clara sobre la transferencia génica del genoma del endo-

simbionte bacteriano al genoma del hospedero arqueano.  Como resultado, solamente 

una fracción de los genes bacterianos originales se retuvo en el empequeñecido ge-

noma mitocondrial, principalmente de proteínas transmembranales hidrofóbicas de la 

cadena de transporte de electrones y algunos tRNAs (M. Ott, Amunts, & Brown, 

2016).  

Ahora bien, la gran versatilidad de funciones descrita de las mitocondrias (Figura 

1) es resultado del actuar de su proteoma, el cual además de estar codificado en dos 

genomas distintos, está compuesto por proteínas que participan en varios procesos 

celulares y está modulado por el estado metabólico celular (Gerbeth et al., 2013; 
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Kayikci & Nielsen, 2015; Priesnitz & Becker, 2018) (Figura 2). Si a esta complejidad 

se le suma el hecho de tener que coordinar la síntesis de más del 95 % de proteínas 

mitocondriales en el citosol con la síntesis de aquéllas codificadas en el genoma mi-

tocondrial (Harbauer et al., 2014; Priesnitz & Becker, 2018), se hace evidente la pre-

sión de selección que llevó al desarrollo de un sistema de importación capaz de loca-

lizar eficientemente el proteoma mitocondrial en los cuatro compartimentos mitocon-

driales (Schneider, 2020).  

 

Conviene señalar que el sistema de importación de proteínas a la mitocondria sur-

gió como una adaptación del sistema de organización proteica del endosimbionte bac-

teriano ante el nuevo entorno intracelular y como consecuencia del fraccionamiento 

en la codificación del proteoma mitocondrial (Funes, Kauff, Van Der Sluis, Ott, & 

Herrmann, 2011; Kurland & Andersson, 2000; Preuss, Ott, Funes, Luirink, & 

Herrmann, 2005; Schneider, 2020).  En este aspecto, el sistema de organización de 

proteínas del endosimbionte tuvo que adaptarse a la incorporación de elementos de 

Figura 1. La mitocondria como punto en común de muchos procesos esenciales para 

la vida eucariótica. Se indican los diversos procesos celulares en los que la mitocondria 

participan, así como los compartimentos en que son llevados a cabo. La mayoría de dichas 

funciones son el resultado de la adaptación de las funciones bioquímicas bacterianas al 

nuevo entorno citosólico luego de ser fagocitada. Igualmente, algunas funciones como la 

mitofagia o la importación de proteínas son resultado de la asimilación del endosimbionte 

como un organelo bajo control del núcleo celular. AAA: proteasas dependientes de ATP de 

la MI, Fe-S: centros hierro-azufre, E3: ligasa de ubiquitina: mtDNA: DNA mitocondrial, 

RE: retículo endoplásmico, Ub: ubiquitina. Imagen adaptada de Pfanner et al., 2019. 
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origen exclusivamente eucariótico entre las que se incluyen, por ejemplo, la adición 

de transportadores de metabolitos en la MI de la mitocondria (como el intercambiador 

ATP/ADP), o la adición proteínas transmembranales de la ME ancladas por el ex-

tremo C terminal (Roger et al., 2017). Estas últimas involucradas en el control de la 

proteóstasis y la remodelación del organelo (Fenton et al., 2021; Frank et al., 2012). 

Es posible que tales incorporaciones al sistema de organización proteica se dieran 

como una forma de control de la célula hospedera sobre las actividades metabólicas y 

la biogénesis del endosimbionte. Por lo tanto, elementos de origen bacteriano como 

adiciones de origen eucariótico fueron piezas esenciales para la transición de un en-

dosimbionte bacteriano autónomo hacia un organelo cuya biogénesis y regulación se 

encuentran bajo control del núcleo celular eucariótico (Roger et al., 2017; Schneider, 

2020).  

Figura 2. Modulación del proteoma mitocondrial en respuesta a cambios en la activi-

dad metabólica de las células. Ejemplo de S. cerevisiae de los cambios en abundancia 

proteica de los elementos que participan en los procesos mitocondriales. Resalta la modula-

ción en la abundancia proteica ante un cambio de metabolismo de los procesos del metabo-

lismo energético (3.3 veces), de la cadena de transporte de electrones (cadena respiratoria, 

3.6 veces) y del transporte de metabolitos (2.6 veces). Se indica también el incremento pro-

porcional de la masa proteica mitocondrial respecto a la masa proteica celular ante un cam-

bio de metabolismo en el que se induce la biogénesis mitocondrial. Imagen adaptada de: 

Pfanner et al., 2019. 
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2.2.1 Generalidades del proceso de importación de proteínas 

Todo sistema de importación de proteínas presente en los tres dominios de la vida 

(arqueano, bacteriano y eucariótico) posee las mismas características generales ya que 

surgieron como respuesta a la necesidad temprana de organizar los proteomas a través 

de las membranas biológicas (Hansen & Herrmann, 2019; Mulkidjanian, Galperin, & 

Koonin, 2009; Renthal, 2010). Éstas se pueden resumir en los siguientes puntos: 

 

1. La síntesis de proteínas por ribosomas en un entorno acuoso.  

2. El reconocimiento de motivos estructurales en el mRNA o en las proteínas 

a importar por factores solubles generales o específicos. 

3. La transferencia de las proteínas a importar a su membrana destino. 

4. La translocación de proteínas a través de translocadores presentes en la 

membrana o la inserción directa de las proteínas a la membrana del com-

partimento de destino. 

 

 Dichos fenómenos se consideran resultado de adaptaciones moleculares tempra-

nas a uno de los rasgos definitorios de toda célula viva: la delimitación y distinción 

de espacios acuosos por medio de membranas lipídicas. Este contraste entre fases 

acuosas y lipídicas en las células tempranas puso en escena una gran variedad de en-

tornos fisicoquímicos en los cuales los nacientes proteomas tuvieron que operar y 

adaptarse para llevar a cabo los procesos bioquímicos esenciales (Mulkidjanian et al., 

2009; Renthal, 2010). Como una solución para distinguir aquellas fracciones de los 

proteomas cuya funcionalidad dependía de la inserción o de la translocación a través 

de membranas biológicas, las proteínas evolucionaron cuatro tipos de señales topogé-

nicas determinantes de su localización subcelular (Hansen & Herrmann, 2019): 

 

1. Secuencias señal que inician la translocación proteica a compartimentos 

membranosos (membrana plasmática, retículo endoplásmico, ME mito-

condrial, etc.). 

2. Señales de paro-transferencia que frenan la translocación proteica y permi-

ten la liberación lateral de segmentos hidrofóbicos a la membrana destino. 
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3. Secuencias señal que permiten la unión del blanco a factores generales o 

específicos de destino proteico (chaperonas, proteínas adaptadoras o mo-

toras, etc.). 

4. Secuencias de inserción que facilitan unión de las proteínas directamente a 

las membranas biológicas. 

2.2.2 Las señales de importación presentes en las proteínas mitocondriales 

El proceso de importación mitocondrial es un caso particular entre los eucariontes 

debido a que la mitocondria es un organelo con dos membranas biológicas funcional 

y estructuralmente distintas (ME y MI). Estas membranas delimitan dos espacios 

acuosos (EIM y MM) cuya composición difiere sustancialmente del entorno citosó-

lico. Sumado a ello, la MI forma invaginaciones denominadas crestas las cuales for-

man subdominios diferenciados y dedicados a la fosforilación oxidativa (Pfanner 

et al., 2019; Vögtle et al., 2017). Análogamente, las regiones de la MI que no forman 

crestas se encuentran dedicadas al intercambio de metabolitos, proteínas y lípidos con 

el resto de la célula. En consecuencia, la transferencia y la organización del proteoma 

mitocondrial desde el citosol hasta los diferentes compartimentos organelares sólo 

pudo ser posible mediante la incorporación de información estructural capaz de espe-

cificar tanto el sitio de destino como la orientación de cada proteína mitocondrial 

(Chacinska, Koehler, Milenkovic, Lithgow, & Pfanner, 2009; Fox, 2012).  

Como se mencionó antes, un aspecto esencial para el funcionamiento de los siste-

mas de importación es su capacidad de diferenciar los motivos estructurales adiciona-

dos a las proteínas capaces de indicar su localización subcelular. En este aspecto, de-

bido a la particular estructura de las mitocondrias, en el transcurso de la evolución se 

hizo necesaria la expansión de la información estructural incorporada a las proteínas 

mitocondriales, hecho que conllevó al incremento en la complejidad del proteoma del 

organelo (Roger et al., 2017). Dicha complejidad hizo necesaria la adaptación de los 

sistemas de organización proteica del endosimbionte bacteriano hacia un sistema de 

importación capaz de distinguir las distintas señales incorporadas a aquellas proteínas 

mitocondriales sintetizadas desde el citosol (Schneider, 2020). A continuación, se de-

tallan algunas generalidades sobre los motivos estructurales más comúnmente encon-

trados en las proteínas mitocondriales. 
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• Presecuencias y variaciones 

 

Las presecuencias son el tipo de motivo estructural más común en los precursores de 

las proteínas mitocondriales y generalmente especifican a la matriz mitocondrial 

como sitio de destino, aunque también pueden encontrarse en algunas proteínas de la 

MI y al EIM (Tabla 1). Estos motivos son secuencias ubicadas en el extremo N-ter-

minal de las proteínas y forman hélices α anfipáticas de entre 8 y 80 residuos aproxi-

madamente. Son ricas en aminoácidos con cargas positivas y en aminoácidos hidro-

fóbicos, los cuales se encuentran organizados de modo que una cara de la hélice posee 

carga positiva mientras que la otra adquiere un carácter hidrofóbico. Dicha configu-

ración les permite ser transportadas a través de las membranas mitocondriales por un 

efecto electroforético generado por el potencial electroquímico negativo de la MI mi-

tocondrial (Chacinska et al., 2009; Fox, 2012; Hansen & Herrmann, 2019). 

Generalmente, estos motivos estructurales están sucedidos por sitios de corte de 

proteasas de la matriz mitocondrial encargadas de escindir las presecuencias una vez 

que la proteína arribó a su sitio de destino, proceso conocido como maduración del 

precursor (Fox, 2012). En algunos casos, estas secuencias están seguidas de segmen-

tos transmembranales y señales de paro-transferencia que pausan la translocación a la 

matriz mitocondrial y permiten la liberación lateral de la proteína a la MI (Hansen & 

Herrmann, 2019; Ieva et al., 2014). Una vez en el plano de la membrana, se escinden 

las presecuencias expuestas a la matriz mitocondrial y el segmento transmembranal 

funge como ancla para la proteína que ahora se encuentra de cara al EIM. Además, en 

algunos casos estas secuencias poseen un sitio de corte adicional en seguida del 

Basado en: Chacinska et al., 2009. 

Tabla 1. Secuencias señal editables en las proteínas mitocondriales 
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segmento transmembranal, el cual es blanco de corte para proteasas de la MI. De este 

modo, proteínas ancladas a la MI por el proceso anterior son separadas del segmento 

transmembranal y son liberadas al EIM.  

 

• Secuencias internas y segmentos no escindibles 

 

En algunos casos, las proteínas mitocondriales no son sintetizadas con presecuencias 

editables que guíen su importación. En cambio, la información necesaria para su im-

portación y localización se encuentra en forma de motivos estructurales presentes en 

las formas maduras de las proteínas a importar (Tabla 2). Este tipo de señales de lo-

calización, denominadas como señales internas, están presentes principalmente en 

proteínas de la MI con segmentos transmembranales y en todas las proteínas de la 

ME. Asimismo, aunque en menor medida, se pueden encontrar en algunas proteínas 

de la matriz y de las MI y ME mitocondriales (Chacinska et al., 2009; Fox, 2012).  

El primer tipo de señales internas son las encontradas en los transportadores de 

metabolitos de la MI, cuyos principales ejemplos son el intercambiador de ADP/ATP 

y el transportador de fosfato (Chacinska et al., 2009; Pfanner et al., 2019). Éstos son 

considerados como una innovación eucariótica que surgió durante la transición del 

endosimbionte bacteriano a la mitocondria moderna ya que no se han encontrado ho-

mólogos de estas proteínas en los linajes procarióticos estudiados hasta la fecha 

Basado en: Chacinska et al., 2009. 

 

Tabla 2. Secuencias señal no editables en las proteínas mitocondriales 
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(Roger et al., 2017). Típicamente, dicha clase de proteínas contienen seis cruces trans-

membranales circundados por señales internas de aproximadamente 10 aminoácidos 

de longitud. Dichas señales internas son reconocidas por chaperonas citosólicas y son 

sitio de unión de los receptores de la ME mitocondrial y de las proteínas Tim pequeñas 

(Tim 8, 9, 10, 12 y 13) en el EIM  (Chacinska et al., 2009; Hansen & Herrmann, 2019). 

Otro tipo de señales internas son las presentes en las proteínas de la ME que po-

seen estructura de barriles β, tales como el poro de translocación Tom40 o la porina 

con actividad de canal aniónico regulado por voltaje Por1 (Becker, Song, & Pfanner, 

2019; Takeda et al., 2021). En este tipo de proteínas, la señal interna necesaria para 

indicar su localización organelar se encuentra en forma de un asa de láminas β en el 

extremo C-terminal la cual es esencial para la interacción con el complejo SAM y 

para su liberación lateral a la membrana lipídica (Takeda et al., 2021). Adicional-

mente, existen ciertas señales internas de estructura variada a lo largo de la proteína 

las cuales son necesarias para la interacción con los receptores del poro de transloca-

ción TOM y para la interacción con las proteínas Tim pequeñas en su trayecto desde 

el EIM hasta la ME (Chacinska et al., 2009).  

Algunas proteínas de la ME poseen señales formadas por hélices α hidrofóbicas. 

En la mayoría de los casos, este tipo de señales se encuentran tanto en el extremo N-

terminal como en el C-terminal, y fungen de anclas transmembranales que permiten a 

las proteínas posicionarse en la ME mitocondrial mientras exponen sus dominios fun-

cionales al citosol celular (Becker et al., 2019; Doan et al., 2020). Algunos ejemplos 

de esto son los receptores del poro de translocación Tom20 y Tom70 con anclas en su 

extremo N-terminal o Fis1, proteína esencial para la remodelación mitocondrial, con 

un ancla en su extremo C-terminal (Fox, 2012). Asimismo, existen algunos casos en 

que las señales internas se encuentran como una o varias hélices α transmembranales 

en la región interna de las proteínas destinadas a la ME (Doan et al., 2020). La inser-

ción de estas tres clases de proteínas parece depender de una acción coordinada del 

receptor del poro de translocación Tom70, del complejo MIM de la ME y del com-

plejo SAM, aunque algunas proteínas con anclas en el extremo C-terminal pueden 

insertarse sin la necesidad de éstos (Becker et al., 2019; Doan et al., 2020). Por lo que 

las rutas de inserción a la ME más bien depende del tipo particular de proteína de que 

se trate, puesto que existen ejemplos de cada clase de proteínas cuya inserción sólo 

depende uno o dos de los complejos arriba mencionados.  
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Finalmente, cierto tipo de proteínas destinadas a la matriz y al EIM mitocondrial 

poseen segmentos helicoidales semejantes a las presecuencias editables del extremo 

N terminal (pseudopresecuencias). Estas señales les permiten a las proteínas que las 

poseen utilizar las vías de importación clásicas de aquellas proteínas con presecuen-

cias fidedignas, inclusive en ausencia de una presecuencia editable (Backes et al., 

2018).  

 

• Señales moduladas por oxidorreducción 

 

Este tipo de señales internas se encuentran en la mayoría de las proteínas destinadas 

al EIM y poseen la particularidad de que están conformadas por hélices α anfipáticas 

internas adyacentes a motivos de cisteínas oxidables (Tabla 3) (Chatzi, Manganas, & 

Tokatlidis, 2016; Habich, Salscheider, & Riemer, 2019). La oxidación de estas cisteí-

nas conlleva a la formación de puentes disulfuro intramoleculares necesarios para la 

retención de las proteínas importadas en el EIM. Dicho proceso es denominado ple-

gamiento oxidativo y es catalizado por el complejo MIA (complejo conformado por 

Mia40 y Erv1 en levadura) de modo semejante a los procesos de plegamiento oxida-

tivo del periplasma de las bacterias Gram negativas (Chatzi et al., 2016; Habich et al., 

2019). Algunos tipos de proteínas que se importan al EIM desde el citosol de esta 

manera son las proteínas Tim pequeñas mencionadas con anterioridad y las proteínas 

en las que la coordinación química de cofactores como el grupo Hemo o la formación 

y ruptura de puentes disulfuro es esencial para su función (Fox, 2012).  

2.2.3 Vías de importación mitocondrial 

La mayoría de las proteínas mitocondriales tienen que atravesar alguna de las dos 

membranas del organelo para llegar a su sitio de destino en consecuencia de su 

Basado en: Chacinska et al., 2009. Tabla 3. Secuencias señal moduladas por oxidorreducción 

Basado en: Chacinska et al., 2009. 
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traducción citosólica (Wasilewski, Chojnacka, & Chacinska, 2017). De hecho, cuatro 

de las cinco vías principales de importación transitan necesariamente a través de la 

ME (Figura 3). Es por ello por lo que existen diferentes complejos proteicos encarga-

dos de acompañar y direccionar a los precursores mitocondriales a lo largo de estas 

vías con el objetivo de localizar al proteoma mitocondrial hasta su compartimento de 

destino (Chacinska et al., 2009). 

El primer componente del sistema de importación mitocondrial es la translocasa 

de la membrana externa TOM, por sus siglas en inglés. Esta translocasa es un com-

plejo multiproteico que posee por dos receptores periféricos, Tom20 y Tom70, 

Figura 3. Vías de importación de proteínas a la mitocondria. En la Vía I las proteínas 

con presecuencias editables son conducidas desde el citosol a través del complejo TOM 

hasta TIM23 en donde pueden ser liberadas lateralmente a la MI o translocadas hacia la 

matriz mitocondrial. En la Vía II, los precursores son translocados por TOM hacia el EIM 

en donde son unidos por las proteínas Tim las cuales los conducen hasta el complejo TIM22 

para ser insertados en la MI. A través de la Vía III, los precursores con motivos de cisteínas 

son translocados por TOM hacia el EIM en donde el sistema MIA los oxida para formar 

puentes disulfuro intramoleculares a través del proceso de relevo de puentes disulfuro. Por 

la vía IV se conducen las proteínas con estructura de barril β hacia la membrana externa a 

través de su unión con las proteínas Tim pequeñas y la acción del complejo SAM. En la Vía 

V, se insertan directamente a la ME gracias a sus propiedades fisicoquímicas o por la acción 

del complejo MIM y Tom70. Imagen adaptada de: den Brave et al., 2021. 
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encargados del reconocimiento de las proteínas a importar (Endo & Yamano, 2010). 

Dichos receptores reconocen diferentes conjuntos de proteínas mitocondriales de 

modo que Tom20 se une preferencialmente a proteínas con presecuencias editables, 

mientras que Tom70 forma los primeros contactos con las secuencias internas de pro-

teínas con varios cruces transmembranales de la MI y la ME (Endo & Yamano, 2010; 

Wasilewski et al., 2017). Adicionalmente, Tom70 reconoce las pseudopresecuencias 

en algunas proteínas y forma interacciones con chaperonas de las familias Hsp70 y 90 

que acompañan a los precursores mientras se encuentran parcialmente desplegados en 

el citosol (Backes et al., 2018; Young, Hoogenraad, & Hartl, 2003). Otro componente 

central del complejo TOM es Tom22, cuya función es la de recibir a los precursores 

mitocondriales previamente reconocidos por Tom20 y Tom70 para transferirlos a 

Tom40 (Avendaño-Monsalve et al., 2020; Becker et al., 2019; Yamamoto et al., 

2011). Esta última proteína forma el poro de translocación de la membrana externa 

gracias a su estructura de barril β, la cual le permite ser el canal por el que los precur-

sores mitocondriales transitan al interior de la mitocondria (Neupert & Herrmann, 

2007). Por último, las proteínas Tom pequeñas transmembranales (Tom 5, 6 y 7) re-

gulan estructuralmente al complejo TOM al modular la estequiometría entre los re-

ceptores y el poro de translocación, particularmente al definir si la unidad funcional 

de TOM estará compuesta por dos o tres canales de translocación (Endo & Yamano, 

2010; Pfanner et al., 2019). Asimismo, los segmentos transmembranales de algunas 

Tom pequeñas participan en la transferencia de los precursores mitocondriales desde 

el citosol hasta el EIM durante su tránsito por la ME.  

La vía más utilizada por las proteínas mitocondriales para arribar a su sitio de 

destino es la vía de las presecuencias (indicada como I en la Figura 3) debido a que, a 

través de ella, ocurre la importación de aproximadamente el 60 % del proteoma mito-

condrial (Pfanner et al., 2019). La razón de tan alto número es debido a que la mayor 

parte del proteoma mitocondrial es sintetizado con presecuencias editables y sus va-

riaciones antes mencionadas (Vögtle et al., 2009). Un ejemplo de ello puede apre-

ciarse en la Figura 2, particularmente en las clases denominadas como “Metabolismo 

energético” y “Cadena respiratoria” que, además de ser los dos procesos mitocondria-

les con la mayor abundancia proteica, ocurren tanto en la matriz mitocondrial como 

en la MI y el EIM.  
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Esta vía de importación comienza cuando los precursores con presecuencias arri-

ban al complejo TOM en donde son reconocidos por Tom20 y transferidos a Tom22 

para ser insertados a través de Tom40. Una vez en el EIM, los precursores son reco-

nocidos por el complejo TIM23, una de las dos translocasas de la membrana interna, 

el cual los transporta hacia la matriz mitocondrial. Este transporte hacia el espacio de 

la matriz es llevado a cabo por TIM23 gracias a dos procesos que actúan en concor-

dancia. El primero de ellos es la presencia del potencial de membrana mitocondrial 

(Δψ) generado por la cadena de transporte de electrones a través de la MI. De este 

modo, la acumulación de cargas negativas dentro de la matriz induce un movimiento 

electroforético de los precursores con presecuencias cargadas positivamente a través 

de TIM23. El segundo es el funcionamiento del motor PAM (de las siglas en inglés 

de Motor Asociado a la translocasa de Presecuencias) asociado a TIM23 por el lado 

de la matriz mitocondrial. El principal agente de este motor es la chaperona mitocon-

drial Hsp70 (mtHsp70) dependiente de ATP. Junto con sus cochaperonas, ésta se une 

cíclicamente a los precursores mitocondriales conforme emergen del poro de translo-

cación de TIM23 y promueve el movimiento unidireccional de éstos hacia la matriz 

mitocondrial. Una vez ahí, las presecuencias son escindidas por la proteasa de proce-

samiento mitocondrial (MPP, por sus siglas en inglés) (Chacinska et al., 2009; 

Pfanner et al., 2019; Wasilewski et al., 2017). 

Luego de la edición de la presecuencia, algunos precursores mitocondriales im-

portados por esta vía pueden ser integrados a la MI o liberados al EIM. Para ello exis-

ten dos vías generales por las cuales estos precursores transitan hacia dicho compar-

timento las cuales están denominadas como “vía de paro y transferencia” e “importa-

ción conservativa” (Bohnert et al., 2010; Wasilewski et al., 2017). En la primera, 

aquellas proteínas que poseen segmentos transmembranales y secuencias de paro-

transferencia son retenidas por el complejo TIM23 y luego son insertadas lateralmente 

a la MI por Mgr2, una subunidad periférica de TIM23 encargada de reconocer la fi-

delidad de las secuencias de paro-transferencia en los precursores mitocondriales 

(Ieva et al., 2014; Mirzalieva et al., 2019). Las proteínas insertadas de este modo pue-

den poseer un sitio de corte adicional el cual puede ser editado por proteasas residentes 

del EIM las cuales liberan los dominios solubles a este compartimento mitocondrial 

(Chacinska et al., 2009). La segunda vía es principalmente utilizada por proteínas de 

la MI con varios cruces transmembranales. En ésta, luego de la edición de la 
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presecuencia y de su transferencia a la matriz mitocondrial, las proteínas son condu-

cidas hacia la insertasa Oxa1 la cual integra las diferentes regiones transmembranales 

de las proteínas cliente hasta que adoptan su conformación final (Bohnert et al., 2010; 

Meier, Neupert, & Herrmann, 2005; Pfanner et al., 2019).  

Otra vía de importación mitocondrial es la dedicada a la importación de proteínas 

con varios cruces transmembranales de la MI tales como los transportadores de meta-

bolitos (indicada como II en la Figura 3). Estas proteínas comienzan su viaje a la 

mitocondria desde el citosol, donde se asocian con chaperonas de las familias Hsp70 

y 90 (Becker et al., 2019; Hansen & Herrmann, 2019). Debido a que estas proteínas 

poseen numerosos segmentos hidrofóbicos, la acción de estas chaperonas es crucial 

para evitar su agregación durante su tránsito del citosol a las translocasas mitocon-

driales. Una vez en el complejo TOM, el receptor Tom70 interactúa con las señales 

internas hidrofóbicas de los precursores mitocondriales, así como con las Hsp70 y 90 

que las acompañan (Endo & Yamano, 2010; Young et al., 2003). Luego de esta inter-

acción, dichas chaperonas son liberadas al citosol y los precursores mitocondriales 

son transferidos en conformación de asas hacia Tom40 para su translocación. Ya en 

el EIM, las proteínas Tim pequeñas se asocian a los precursores en tránsito para evitar 

la agregación de los dominios hidrofóbicos transmembranales nuevamente expuestos 

a un entorno acuoso. Estas mismas Tim pequeñas guían a los precursores al complejo 

translocasa TIM22, el cual inserta los diferentes segmentos transmembranales en la 

MI con un marcada dependencia del Δψ (Chacinska et al., 2009; Pfanner et al., 2019; 

Wasilewski et al., 2017).  

La principal clase de proteínas del EIM está conformada por aquellas que poseen 

motivos de cisteínas oxidables (Chatzi et al., 2016; Habich et al., 2019). Estas proteí-

nas llegan al complejo TOM (indicado como III en la Figura 3) y son transportadas a 

través de Tom40 hasta el EIM. Ahí, las proteínas interactúan con el sistema MIA (de 

las siglas en inglés del sistema de importación y Ensamblaje del espacio Intermem-

branal Mitocondrial) anclado en la MI el cual consta de la oxidorreductasa Mia40 y 

de la oxidasa de sulfhidrilos Erv1 (Stojanovski, Bragoszewski, & Chacinska, 2012). 

Al llegar al EIM, esta clase de precursores mitocondriales interactúan con MIA, la 

cual a través de oxidaciones y reducciones secuenciales en cisteínas internas de 

Mia40, oxida las cisteínas de los precursores para la formación de puentes disulfuro 

intramoleculares. Al establecimiento de estos puentes disulfuro necesarios para el 
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plegamiento correcto del precursor mitocondrial se le denomina “plegamiento oxida-

tivo” (Chatzi et al., 2016). Las cisteínas reducidas de Mia40 a causa de la oxidación 

del precursor mitocondrial son nuevamente oxidadas por Erv1, lo que lleva a la rege-

neración de los puentes disulfuro originales. Posteriormente, Erv1 transfiere los elec-

trones tomados de la oxidación de Mia40 hasta el citocromo c, lo que regenera sus 

puentes disulfuro originales. Este fenómeno da como resultado neto la transferencia 

de puentes disulfuro de Erv1 a Mia40 y de ahí a los precursores mitocondriales del 

EIM, proceso denominado como “relevo de disulfuros” (Fischer & Riemer, 2013).  

La cuarta vía (IV en la Figura 3) es la dedicada a la inserción de proteínas con 

estructura de barril β a la ME (Höhr, Straub, Warscheid, Becker, & Wiedemann, 

2015). De un modo semejante a como llegan las proteínas de la vía II al EIM, aunque 

con una interacción inicial con Tom20, estas proteínas se translocan a través de 

Tom40 hasta el EIM y se asocian por las proteínas Tim pequeñas para evitar su agre-

gación en el entorno acuoso de este compartimento. Posteriormente, son conducidas 

hasta la Maquinaria de Distribución y Ensamblaje (SAM, por sus siglas en inglés) en 

donde son translocadas a través de Sam50, otra proteína formadora de poro con es-

tructura de barril β, y liberadas lateralmente a la ME (Pfanner et al., 2019). Esta libe-

ración a la ME depende de la presencia de un asa de láminas β denominada “señal β” 

la cual es necesaria para el ensamblaje del barril β entrante y para la apertura de Sam50 

hacia el plano de la membrana (Takeda et al., 2021).  

La última vía (V en la Figura 3) está encargada de la inserción de proteínas con 

cruces transmembranales en la ME mitocondrial (Chacinska et al., 2009; Doan et al., 

2020). De modo general, ninguna de estas proteínas hace uso del poro de transloca-

ción de Tom40. En cambio, en lo que respecta a las proteínas ancladas por la región 

N-terminal o con varios cruces transmembranales, su inserción a la membrana de-

pende de su reconocimiento inicial por Tom70 y de su posterior liberación lateral a la 

ME por la Maquinaria de Importación Mitocondrial (MIM, por sus siglas en inglés). 

No obstante, existen casos en los que la dependencia de Tom70 para su inserción no 

es estrictamente necesaria (Doan et al., 2020; Wasilewski et al., 2017). En el caso de 

las proteínas con anclas hidrofóbicas en el extremo C-terminal, hasta la fecha no se 

ha identificado ninguna insertasa de cuya función dependa la inserción en la mem-

brana. En contraste, la inserción membranal de estas proteínas parece más bien de-

pender de la composición local de lípidos de la ME la cual resulta suficiente para 
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permitir la inserción de las anclas transmembranales al plano de la membrana 

(Kemper et al., 2008; Renthal, 2010; Wasilewski et al., 2017). 

 

2.3 Modelos de importación mitocondrial 

 

Otro rasgo esencial para el proceso de importación mitocondrial es el trayecto que 

toman las proteínas desde su sitio de síntesis hasta los complejos de translocación de 

la mitocondria. Este proceso, al igual que otros casos como los del retículo endoplás-

mico o el de importación de proteínas al núcleo celular, toma provecho de diferentes 

factores citosólicos y chaperonas para asegurar el arribo de las proteínas hasta los 

receptores del sitio de destino (Avendaño-Monsalve et al., 2020; Gemmer & Förster, 

2020; Jiang, Cheng, Mandon, & Gilmore, 2008).  

En general, existen dos modos en que las células eucariotas llevan a cabo la trans-

ferencia de proteínas hasta su sitio de inserción: la importación cotraduccional y la 

importación postraduccional (Hansen & Herrmann, 2019). A continuación, se discu-

tirán ambos modelos de importación en el contexto de la mitocondria, así como un 

modelo reciente en el que la transferencia de proteínas por la superficie del retículo 

endoplásmico es necesaria para la localización de algunos precursores mitocondriales 

(Figura 4).  

2.3.1 Modelo de importación postraduccional 

Este modelo es el responsable de la importación de cerca de dos tercios del proteoma 

mitocondrial que culmina su síntesis en el citosol antes de llegar a su compartimento 

mitocondrial (Becker et al., 2019). Dicho modo de importación depende de la acción 

de chaperonas de la familia Hsp70 las cuales acompañan a los precursores mitocon-

driales desde su salida del túnel ribosomal hasta su deposición en la translocasa del 

complejo TOM (Hartl, Bracher, & Hayer-Hartl, 2011; Young et al., 2003). La parti-

cipación de estas chaperonas es gracias a su capacidad de unir tramos de secuencias 

hidrofóbicas en las proteínas mitocondriales que, de modo dependiente de ATP, pre-

vienen su agregación al estar expuestas al entorno acuoso del citosol, hecho particu-

larmente relevante para las proteínas transmembranales de la ME y de la MI (Becker 

et al., 2019; den Brave et al., 2021).  
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Ahora bien, el trayecto desde el ribosoma hasta la superficie mitocondrial de cual-

quier proteína importada de este modo comienza con su reconocimiento por el Com-

plejo Asociado al Ribosoma o RAC, por sus siglas en inglés. Éste es un complejo 

proteico anclado al túnel de salida del ribosoma el cual está conformado por chapero-

nas de las familias Hsp70 y 40 el cual tiene la propiedad de asociarse a los péptidos 

nacientes conforme emergen del ribosoma, y el cual se ha determinado que es capaz 

de estimular la importación de algunos precursores mitocondriales in vitro (den Brave 

et al., 2021; Deuerling, Gamerdinger, & Kreft, 2019; Gribling-Burrer et al., 2019). 

Posterior a su reconocimiento por RAC, los precursores mitocondriales son transferi-

dos a chaperonas Hsp70 o Hsp90 del citosol las cuales los mantienen en un estado 

conformacional permisivo para su translocación a través de Tom40. Dicha asociación 

de los precursores con este tipo de chaperonas es esencial para la direccionalidad del 

transporte hacia la mitocondria a causa de la capacidad de estas proteínas de reconocer 

e interactuar físicamente con el receptor Tom70 (Young et al., 2003). Tal interacción 

es posible gracias a un dominio de repeticiones de tetratricopéptidos presente en la 

región citosólica de Tom70 el cual es reconocido por la región C-terminal de las 

Hsp70 y Hsp90 (Becker et al., 2019). Una vez realizada la interacción chaperona-

receptor, tanto Tom70 como Tom20 pueden detectar las señales de importación de las 

Figura 4. Modelos de las fases iniciales del proceso de importación mitocondrial. A) En 

el modelo de importación postraduccional, los precursores mitocondriales completamente 

sintetizados son unidos por chaperonas citosólicas de las familias Hsp40, 70 y 90, y son 

conducidos hasta el poro de translocación de Tom40 gracias a la asociación física entre 

dichas chaperonas y los receptores del complejo TOM. B) Modelo de importación cotra-

duccional en el que la translocación a través del poro de Tom40 ocurre simultáneamente a 

la traducción de los precursores mitocondriales. Se destaca la acción de los receptores del 

complejo TOM que unen las presecuencias mitocondriales, así como de la proteína de unión 

a RNA Puf3 y de la chaperona NAC anclada al túnel de salida del ribosoma. C) En este 

modelo, los precursores mitocondriales completamente sintetizados se unen a la superficie 

del retículo endoplásmico y son transferidos a TOM con la ayuda de la chaperona Hsp40 

Djp1. Imagen adaptada de Hansen & Herrmann, 2019. 
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proteínas enganchadas por las chaperonas y conducirlas por su ruta de importación 

adecuada al tiempo que las chaperonas culminan su ciclo de hidrólisis de ATP y libe-

ran los precursores para su translocación (Becker et al., 2019; Hansen & Herrmann, 

2019; Hartl et al., 2011).  

Un punto importante por recalcar es que las chaperonas involucradas en este tipo 

de transporte son factores generales celulares cuyo funcionamiento no solamente es 

aprovechado por la importación de proteínas a la mitocondria. Éstas participan tam-

bién en el plegamiento general de proteínas, en el mantenimiento de la proteóstasis, 

en el ensamblaje de ribosomas y hasta en la extrusión de vesículas membranales, por 

lo que la especificidad necesaria para este tipo de importación debe recaer en algún 

otro elemento molecular (Becker et al., 2019; Hartl et al., 2011; Masser et al., 2019; 

Rosenzweig, Nillegoda, Mayer, & Bukau, 2019). 

Recientemente, se ha considerado que la incorporación de cochaperonas de la fa-

milia Hsp40 al proceso de importación subsana la inespecificidad de las Hsp70 y 90 

(Becker et al., 2019; Jores et al., 2018). Este tipo de proteínas, también llamadas pro-

teínas J por su homología con la chaperona DnaJ, además de estimular la actividad de 

ATPasa de las Hsp70 al asociarse físicamente a ellas, se unen a distintos sustratos 

mitocondriales a través de un dominio de unión a sustratos (Jores et al., 2018). De esta 

clase de cochaperonas resaltan cuatro (Ydj1, Sis1, Djp1 y Xdj1) que en levadura son 

capaces de unir precursores mitocondriales y de facilitar su asociación a las chapero-

nas principales para su transporte a la mitocondria (Avendaño-Monsalve et al., 2020; 

Hansen & Herrmann, 2019). Así pues, se ha determinado que Ydj1 y Sis1 son capaces 

de interactuar con segmentos hidrofóbicos de los precursores de barriles β de la ME, 

así como algunas presecuencias. En lo que respecta a Djp1 y Xdj1, se ha determinado 

que ambas cochaperonas se unen preferencialmente a algunos precursores hidrofóbi-

cos de las ME y MI, entre ellos elementos importantes de los complejos MIM y TOM 

tales como Mim1 y Tom22. Por lo tanto, la adición de estos elementos moleculares al 

sistema de transferencia basado en chaperonas Hsp70 y 90 que acompaña a los pre-

cursores mitocondriales desde el ribosoma hasta la superficie mitocondrial, le brinda 

la especificidad necesaria para identificar a los sustratos de importación (Becker et al., 

2019). Si bien a la fecha todavía no se conoce con exactitud qué tipo de secuencias o 

motivos están involucrados en el reconocimiento de los sustratos por parte de las 
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cochaperonas, es claro que éstas últimas le brindan robustez y fidelidad al sistema de 

importación postraduccional mitocondrial. 

2.3.2 Modelo de importación cotraduccional 

Este modelo parte de que la traducción de las proteínas mitocondriales codificadas en 

el núcleo puede ocurrir concomitantemente a su inserción al organelo por parte de las 

translocasas mitocondriales. Dicho modelo toma como base estudios de microscopía 

y de fraccionamiento celular en los que se han encontrado tanto mRNAs de proteínas 

mitocondriales como ribosomas traduccionalmente activos en la vecindad de las mi-

tocondrias, fenómeno que se especula como análogo a la inserción cotraduccional de 

proteínas de la vía de secreción en el retículo endoplásmico o al sistema de exporta-

ción de proteínas al periplasma bacteriano (Avendaño-Monsalve et al., 2020; Gadir, 

Haim-Vilmovsky, Kraut-Cohen, & Gerst, 2011; Hansen & Herrmann, 2019; Lesnik, 

Golani-Armon, & Arava, 2015; Williams, Jan, & Weissman, 2014).  

El mecanismo que subyace a este modelo está basado en la interacción conocida 

de las presecuencias de la región N-terminal con el receptor Tom20 de la ME mito-

condrial (Yamamoto et al., 2011). Al ser éstas las primeras regiones que emergen del 

ribosoma, existe la posibilidad de que las presecuencias se asocien directamente con 

Tom20 y procedan a su translocación a través de Tom40, al mismo tiempo que conti-

nua la traducción del mRNA que codifica la proteína mitocondrial. La evidencia que 

apoya este supuesto está basada en la coprecipitación de mRNAs codificantes para 

proteínas de ancestría procariótica, en particular de precursores mitocondriales con 

presecuencias, así como subunidades de la cadena de transporte de electrones (Becker 

et al., 2019). 

Además de la interacción de Tom20 con las presecuencias, dos fenómenos pare-

cen también estar implicados de este tipo de importación: el anclaje de los mRNAs a 

la superficie mitocondrial y la asociación de los ribosomas citosólicos a los complejos 

de importación a través del Complejo Asociado a Polipéptidos Nacientes (NAC, por 

sus siglas en inglés) (Avendaño-Monsalve et al., 2020; Gadir et al., 2011; Hansen & 

Herrmann, 2019). En el primero de ellos, se ha resaltado la participación de Puf3, una 

proteína con capacidad de unión a RNA. En este aspecto, algunos estudios han deta-

llado que Puf3 tiene la capacidad de localizarse en la superficie de la ME y que apro-

ximadamente el 50 % de los mRNAs mitocondriales poseen sitios de unión a esta 
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proteína en su región 3’ no traducida (Becker et al., 2019). Asimismo, se ha encon-

trado en la levadura que la eliminación simultánea de Puf3 y Tom20, ambos implica-

dos en este modo de importación, afecta severamente el crecimiento en condiciones 

respiratorias, situación en que la biogénesis y el funcionamiento mitocondrial son de 

sustancial importancia. No obstante, la eliminación simple de Puf3 no afecta de ma-

nera significativa el crecimiento ni la importación de precursores mitocondriales 

como cabría esperar de un elemento esencial de este tipo de proceso (Avendaño-

Monsalve et al., 2020; Becker et al., 2019). El anclaje de los ribosomas a los comple-

jos de translocación a través de NAC podría explicar por qué la ausencia exclusiva de 

Puf3 no tiene mayores repercusiones en el proceso de importación cotraduccional, por 

lo que su estructura, funcionamiento y participación en este modo de importación se 

discutirán con detalle en próximos apartados.  

2.3.3 Importación asistida por el Retículo Endoplásmico 

Las mitocondrias son organelos altamente dinámicos los cuales forman contactos fí-

sicos con otras estructuras membranosas tales como el retículo endoplásmico, los pe-

roxisomas, los lisosomas/vacuola y la membrana plasmática (Murley & Nunnari, 

2016). El caso de las interacciones con el retículo endoplásmico salta a la vista puesto 

que este organelo forma parte de una vía de importación de algunas proteínas mito-

condriales. En estudios recientes, se determinó que la superficie del retículo endoplás-

mico desempeña un papel importante para la importación de Oxa1, una translocasa de 

la MI mitocondrial codificada en el núcleo celular (Hansen et al., 2018). En esta vía, 

éste y otros precursores hidrofóbicos culminan su traducción y se asocian físicamente 

con la superficie del retículo. Ahí, la cochaperona Djp1 (implicada también en el mo-

delo de importación postraduccional) los conduce hasta los sitios de contacto entre el 

retículo y la mitocondria hasta arribar al receptor Tom70 del complejo TOM, el cual 

comienza su translocación hacia el interior del organelo (Hansen et al., 2018; Hansen 

& Herrmann, 2019). Si bien esta vía no es estrictamente esencial para la importación 

de las proteínas mencionadas, se especula que la asociación con la membrana reticular 

brinda un área superficial amplia la cual sirve para estabilizar los segmentos hidrofó-

bicos de los precursores mitocondriales y de ese modo se previene su agregación o un 

plegamiento aberrante que comprometería la proteóstasis celular (Becker et al., 2019). 
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Sin embargo, los detalles moleculares y los elementos que participan en esta vía si-

guen bajo estudio. 

 

2.4 El Complejo Asociado a Polipéptidos Nacientes 

 

El Complejo Asociado a polipéptidos Nacientes o NAC, por sus siglas en inglés, 

forma parte de un grupo particular de chaperonas las cuales se asocian física- y tran-

sitoriamente al túnel de salida ribosomal (Deuerling et al., 2019). Dichas chaperonas 

se unen a las regiones nacientes de las proteínas en traducción y previenen su plega-

miento aberrante al conducir a las proteínas nacientes hacia las chaperonas Hsp60, 70 

y 90 del citosol (Hartl et al., 2011; Koplin et al., 2010). Estas últimas guiarán el pro-

ceso de plegamiento de las proteínas en traducción hasta su conformación nativa. 

Ahora bien, NAC es una chaperona que en eucariontes está conformada por un 

heterodímero en el que se asocian físicamente una subunidad α y una subunidad β 

(ambas denominadas como α- y β-NAC a partir de aquí). Dicha asociación es llevada 

a cabo a través de un dominio de dimerización homólogo presente en ambas subuni-

dades el cual adopta una estructura de barril β aplanado y el cual es rico en aminoáci-

dos hidrofóbicos en su interior (Liu, Hu, Li, Niu, & Teng, 2010; Spreter, Pech, & 

Beatrix, 2005; Wang et al., 2010) (Figura 5). Además del dominio de dimerización, 

tanto α- como β-NAC poseen elementos estructurales únicos que las diferencian entre 

sí y que están involucradas en su función. Así, mientras que α-NAC posee en su región 

C-terminal un dominio similar a ubiquitina (UBA, por sus siglas en inglés) formado 

por un haz compacto de tres hélices, β-NAC está caracterizada por poseer un dominio 

de unión a ribosomas en su extremo N-terminal en el cual un motivo de lisinas y 

argininas es esencial para su funcionamiento (Möller et al., 1998; Spreter et al., 2005; 

Wegrzyn et al., 2006). No obstante, recientemente se ha determinado que algunas sec-

ciones de α- y de β-NAC, distintas de las antes mencionadas, también interactúan 

físicamente con el ribosoma y son relevantes para unirse a los péptidos nacientes 

(Gamerdinger et al., 2019; Shen et al., 2019).  

NAC se asocia a los ribosomas físicamente a través de la interacción de β-NAC 

con las proteínas ribosomales uL23 y eL31 ubicadas en las inmediaciones del túnel 

de salida ribosomal. Del mismo modo, α-NAC participa en la asociación física con el 

ribosoma mediante la formación de contactos físicos transitorios con la proteína uL29 



24 
 

la cual se encuentra en la cercanía del túnel de salida del ribosoma, hecho reforzado 

por la presencia de un tracto de aminoácidos alcalinos recientemente encontrados en 

esta proteína (Deuerling et al., 2019; Gamerdinger et al., 2019).  

Una de las características más notables de NAC es que se expresa equimolarmente 

a los ribosomas citosólicos y se une a éstos en una estequiometría de 1:1, lo cual re-

salta su participación como una chaperona importante para la proteóstasis celular (del 

Alamo et al., 2011; Deuerling et al., 2019; Kramer, Boehringer, Ban, & Bukau, 2009). 

Dicha afirmación es apoyada por la evidencia encontrada en Caenorhabditis elegans, 

Drosophilla melanogaster y Mus musculus en donde la eliminación de los genes 

Figura 5. Elementos estructurales del Complejo Asociado a polipéptidos Nacientes. A) 

Representación esquemática de los elementos estructurales de las subunidades α- y de 

β-NAC humanos. En ambas subunidades se destaca la presencia del dominio NAC de di-

merización, así como el dominio asociado a ubiquitina (UBA, por sus siglas en inglés) de 

α-NAC y el motivo alcalino de unión a ribosomas de β-NAC. B) Compilado de los elemen-

tos estructurales de NAC (morado: α-NAC, azul: β-NAC) de los cuales se han obtenido 

estructuras tridimensionales. Se destacan el dominio NAC de dimerización tomado del NAC 

humano (PDB: 3MCB) y el dominio UBA (PDB: 1TR8), tomado del NAC arqueano. Las 

regiones punteadas en cada caso representan regiones flexibles de las cuales no se ha podido 

determinar su estructura. C) Representación de superficie electrónica del ribosoma 80S de 

levadura indicado en colores gris y trigo. Se indican en rojo, amarillo y azul las proteínas 

con las que interactúan las dos subunidades de NAC (referidas con flechas morada y azul). 

Se indica como perspectiva el túnel de salida del ribosoma. Imagen adaptada de: Deuerling 

et al., 2019. 
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codificantes de NAC deriva en un fenotipo de letalidad embrionaria en estos tres or-

ganismos modelo (Bloss, Witze, & Rothman, 2003; Bull, 1966; Deng & Behringer, 

1995).   

Ahora bien, la función clásica atribuida a NAC es la de la regulación de la impor-

tación cotraduccional de proteínas al retículo endoplásmico (del Alamo et al., 2011; 

Wiedmann, Sakai, Davis, & Wiedmann, 1994). Dicha función se especuló en estudios 

sobre NAC en los que la eliminación de este complejo proteico llevaba a la inducción 

de la respuesta a proteínas mal plegadas del retículo y al reconocimiento inespecífico 

de algunas proteínas por parte de la Partícula de Reconocimiento de Señal (SRP, por 

sus siglas en inglés), una ribonucleoproteína que tiene por función el reconocimiento 

de las secuencias de importación en las proteínas del retículo endoplásmico (del 

Alamo et al., 2011; Gamerdinger et al., 2019; Möller et al., 1998; Wiedmann et al., 

1994). Recientemente, se determinó que NAC impide la unión inespecífica de los ri-

bosomas a Sec61, el translocón presente en la membrana del retículo endoplásmico. 

Al bloquear dicha interacción, NAC previene la importación errónea de proteínas na-

cientes a este organelo y le brinda especificidad al transporte de proteínas al permitir 

que sólo aquellas proteínas con las secuencias de localización del retículo endoplás-

mico pueden ser reconocidas por SRP e importadas hacia este organelo a través de la 

interacción de esta ribonucleoproteína con su receptor adyacente a Sec61 

(Gamerdinger, Hanebuth, Frickey, & Deuerling, 2015).  

Otras funciones atribuidas a NAC son la protección de las cadenas nacientes de la 

degradación citosólica y la asistencia al plegamiento temprano de proteínas. En el 

primer caso, dicha acción la realiza al unirse físicamente a los péptidos nacientes y al 

prevenir su ubiquitinación temprana, lo cual evita su degradación por el sistema ubi-

quitina-proteosoma. El segundo caso se ve apoyado por estudios en levadura en que 

la eliminación de NAC favorece la agregación proteica y por estudios donde se deter-

minó que este complejo es necesario para el crecimiento cuando se suministran análo-

gos de prolina conocidos por favorecer el plegamiento aberrante de las proteínas en 

los que se incorporan (Deuerling et al., 2019; Koplin et al., 2010). 
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2.4.1 NAC de S. cerevisiae y su participación en la importación cotraduccional de 

proteínas a la mitocondria 

La participación de NAC en el proceso de la importación mitocondrial se puede trazar 

hasta algunos estudios realizados en C. elegans y S. cerevisiae en los que se encon-

traron precursores mitocondriales glicosilados cuando se suprimía a β-NAC en el ne-

mátodo, así como una reducción de proteínas mitocondriales en mutantes nulas de 

NAC en la levadura. Además, la ausencia de NAC desencadena en células humanas 

un fenotipo de disfunción mitocondrial. Asimismo, en ensayos in vitro de importación 

de proteínas mitocondriales se encontró una translocación menos eficiente ante la au-

sencia de NAC (Avendaño-Monsalve et al., 2020; Gamerdinger et al., 2015; George, 

Walsh, Beddoe, & Lithgow, 2002). No obstante, la letalidad que supone la elimina-

ción o las mutaciones de los componentes de NAC en algunos organismos modelo ha 

complicado el estudio de la participación de este complejo proteico en el proceso de 

importación mitocondrial y solamente ciertas evidencias indirectas, como las antes 

mencionadas, han dado información sobre ello. De modo contrastante con lo que ocu-

rre en otros eucariontes, en la levadura S. cerevisiae no se presenta el fenotipo de 

letalidad en la ausencia de NAC y, en este organismo, solamente se han reportado 

algunas repercusiones celulares como lo es la acumulación menor de proteínas agre-

gadas o mal plegadas (Deuerling et al., 2019; Franke, Reimann, Hartmann, Köhlerl, 

& Wiedmann, 2001; Ponce-Rojas et al., 2017). Gracias a esto, la mayor parte de los 

estudios sobre la participación de NAC en la importación de mitocondrial se han lle-

vado a cabo en esta levadura.  

Ahora bien, S. cerevisiae es una levadura cuyo origen se remonta a un evento de 

alopoliploidización ancestral en el que levaduras de dos clados evolutivamente dis-

tanciados se fusionaron genética y estructuralmente (Marcet-Houben & Gabaldón, 

2015). Dicha fusión derivó en un linaje híbrido del que desciende una gran parte de la 

familia Saccharomycetaceae de levaduras cuyo rasgo principal es la presencia de sec-

ciones del genoma completamente duplicadas (Dujon & Louis, 2017). En consecuen-

cia, S. cerevisiae, al ser parte de la mencionada familia de levaduras, posee genes 

parálogos que codifican para proteínas involucradas en la mayoría de sus procesos 

celulares (Escalera-Fanjul, Quezada, Riego-Ruiz, & González, 2019). NAC es un 

ejemplo de ello. Debido a la alopoliploidización referida, en S. cerevisiae se encuen-

tran dos genes que codifican para dos subunidades β-NAC parálogas: los genes EGD1 
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y BTT1, que codifican respectivamente a las subunidades β1- y β2-NAC. De modo 

semejante a otros eucariontes, la subunidad α-NAC se encuentra codificada por un 

solo gen el cual es nombrado como EGD2 (del Alamo et al., 2011; Hu & Ronne, 1994; 

A. K. Ott, Locher, Koch, & Deuerling, 2015). En consecuencia, debido a que los tres 

genes de NAC de S. cerevisiae poseen el mismo dominio de dimerización homólogo 

antes mencionado, es posible la formación de dos poblaciones de heterodímeros, αβ1-

NAC y αβ2-NAC, así como de poblaciones de homodímeros de cada una de las 

subunidades. 

En los estudios sobre NAC realizados en S. cerevisiae se han encontrado diferen-

cias tanto estructurales como funcionales entre ambas subunidades β-NAC, y por ex-

tensión, entre los dos tipos de heterodímeros que se pueden formar con la subunidad 

α-NAC (del Alamo et al., 2011; George et al., 2002; Hu & Ronne, 1994; Lesnik, 

Cohen, Atir-Lande, Schuldiner, & Arava, 2014; A. K. Ott et al., 2015; Ponce-Rojas 

et al., 2017). Un rasgo que destacar es que las subunidades β1- y β2-NAC poseen los 

mismos elementos estructurales (esto es, un dominio conservado de unión a ribosomas 

basado en un motivo de lisinas y argininas en el extremo N-terminal y el dominio de 

dimerización de láminas β) pese a tener una similitud e identidad de secuencia del 

64.3 % y 46. 5 %, respectivamente. Igualmente destacable es que ambas proteínas 

poseen una marcada diferencia de expresión en la que, tanto a nivel de mRNA como 

de abundancia proteica, existe una relación aproximada de 100:1 entre β1- y β2-NAC. 

De esta diferencia tácita de expresión y abundancia se asume que la población predo-

minante de heterodímeros que lleva a cabo las funciones clásicas de NAC es la con-

formada por αβ1-NAC.  

En estudios realizados al precipitar los ribosomas a los que se encontraban unidos 

los heterodímeros de NAC, se encontró que hay una asociación diferencial de los he-

terodímeros con subpoblaciones de ribosomas traduccionalmente activos (del Alamo 

et al., 2011). En este aspecto, se encontró la asociación de αβ1-NAC con ribosomas 

encargados de la traducción de proteínas citosólicas y de la vía de secreción mientras 

que a αβ2-NAC se lo encontró asociado con poblaciones de ribosomas en la traducción 

de proteínas de los diferentes compartimentos mitocondriales. Esto mismo se corro-

boró en estudios realizados por escrutinio genético en los que se encontraron interac-

ciones sintéticas negativas entre el gen BTT1 y algunos genes codificantes de proteí-

nas mitocondriales (Ponce-Rojas et al., 2017).  



28 
 

Existen reportes en los que ambos heterodímeros de NAC participan en el proceso 

de importación cotraduccional mitocondrial a modo de nexo entre la ME mitocondrial 

y los ribosomas en traducción (Lesnik et al., 2014; Ponce-Rojas et al., 2017). En el 

primero de ellos se destaca la participación de la abundante proteína de ME mitocon-

drial OM14 la cual funge como un receptor de αβ1-NAC y posee interacciones físicas 

con proteínas ribosomales expuestas al citosol.  

El segundo de los estudios destaca las interacciones física y genética de αβ2-NAC 

con Sam37, una proteína periférica de la cara citosólica del complejo SAM la cual 

está involucrada en la asociación de este complejo con la translocasa TOM. La rele-

vancia de las interacciones entre αβ2-NAC y Sam37 se ve reflejada en que la ausencia 

simultánea de los genes que codifican a cada uno de estos elementos disminuye la 

eficiencia de importación de algunos precursores mitocondriales tales como Oxa1 o 

Sod2. No obstante, los detalles sobre el modo en que NAC puede reconocer los sus-

tratos de importación y el modo en que se llevan a cabo las interacciones con las 

proteínas de la ME mitocondrial se desconocen y continúan en estudio.  

Se ha determinado que los componentes de αβ1-NAC son sujetos de ubiquitina-

ción y que dicha modificación postraduccional es necesaria para su funcionamiento 

normal y estabilidad (Panasenko, David, & Collart, 2009). Asimismo, se han repor-

tado ubiquitinaciones en β2-NAC (Swaney et al., 2013). Si este tipo de modificación 

postraduccional es relevante para el funcionamiento de β2-NAC en la importación co-

traduccional de proteínas a la mitocondria es campo abierto de estudio. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO 

 

NAC es una chaperona cuya función se ha asociado con la asistencia del plegamiento 

temprano de proteínas y más recientemente con la importación cotraduccional de pro-

teínas a la mitocondria. En S. cerevisiae, levadura descendiente de un evento de du-

plicación genética ancestral (Marcet-Houben & Gabaldón, 2015), NAC posee genes 

parálogos que codifican para dos subunidades β-NAC, lo cual contrasta con lo que 

ocurre en otros eucariontes donde solamente existe una de estas subunidades (Hu & 

Ronne, 1994). Un fenómeno común en las duplicaciones génicas es la divergencia de 

la función y de la regulación génica, fenómeno usualmente nombrado como neofun-

cionalización (Conant & Wolfe, 2008). A la fecha, existen reportes de que las subuni-

dades parálogas β1- y β2-NAC de S. cerevisiae muestran funciones diferenciadas tanto 

por su asociación con distintos subgrupos de ribosomas, como por sus diferencias de 

expresión y de interacción con proteínas de la membrana externa mitocondrial (del 

Alamo et al., 2011; Lesnik et al., 2014; Ponce-Rojas et al., 2017; Wiedmann & Prehn, 

1999). 

En trabajos previos se determinó que β2-NAC posee un perfil de regulación de-

pendiente de la fuente de carbono que contrasta con el perfil de expresión constitutivo 

que muestra β1-NAC. En este aspecto, β2-NAC ve aumentados sus niveles proteicos 

en presencia de fuentes de carbono fermentables como la glucosa, mientras que en 

fuentes de carbono no fermentables como el glicerol o el lactato sus niveles proteicos 

disminuyen. Por esta razón es posible suponer que las interacciones de β2-NAC pue-

dan ser moduladas en función de las condiciones fisiológicas de la célula y la subse-

cuente adaptación de su proteoma ante las variaciones del entorno. En línea con esto, 

se ha demostrado la existencia de una interacción genética y física entre SAM37 y 

BTT1 y sus productos codificados (Sam37 y β2-NAC respectivamente), la cual reper-

cute negativamente en la importación de algunas proteínas mitocondriales (Ponce-

Rojas et al., 2017). No obstante, poco se conoce sobre la naturaleza funcional de esta 

interacción.  

Se ha determinado que los genes que presentan una interacción genética y cuyos 

productos codificados forman parte de complejos proteicos pueden ver alterados sus 

niveles de expresión ante la eliminación de uno de sus miembros (Braberg et al., 

2020). Hasta la fecha no se ha determinado si la ausencia Sam37 tiene algún efecto 
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sobre el heterodímero αβ2-NAC. Por lo tanto, estudiar la interacción de las proteínas 

β2-NAC y Sam37 resulta importante para entender la divergencia funcional entre los 

parálogos β-NAC de S. cerevisiae y para entender de mejor manera la interacción de 

NAC con las proteínas de la membrana externa mitocondrial.   
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Qué impacto tiene la ausencia de Sam37 sobre β2-NAC? 

 

5. HIPÓTESIS 

 

La ausencia de Sam37, en una cepa nula sam37Δ, puede afectar los niveles proteicos 

de β2-NAC, así como su participación en la importación de precursores mitocondria-

les. 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto de la ausencia de Sam37 (sam37Δ) sobre los niveles proteicos 

de β2-NAC. 

 

7. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Etiquetar a los genes EGD1 y BTT1 con regiones codificantes de epítopos de 

hemaglutinina en el contexto genético de la mutante sam37Δ. 

2. Evaluar los niveles proteicos de β1-NAC-HA y β2-NAC-HA en el contexto 

genético silvestre y el de la mutante sam37Δ. 

3. Determinar si existen modificaciones postraduccionales en β2-NAC-HA y si 

las hubiere, cuál es su efecto sobre sus niveles proteicos. 

4. Analizar por inmunoprecipitación de HA el impacto de la ausencia de Sam37 

sobre los niveles proteicos de β2-NAC y sus modificaciones postraducciona-

les. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1 Construcción de cepas mutantes de S. cerevisiae  

 

En este estudio se utilizaron dos cepas silvestres de S. cerevisiae, esto con el objetivo 

de corroborar que las observaciones obtenidas en la cepa estándar de laboratorio 

BY4741 no sean atribuibles a artificios experimentales. Asimismo, se utilizó a una 

cepa nula sam37Δ para estudiar el efecto que tiene la ausencia de este gen sobre las 

subunidades β1 y β2 de NAC. En la Tabla 4 se indican los genotipos de las cepas antes 

referidas. 

 

 

Cepa Genotipo Referencia 

BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
Brachmann et al, 

1998 

YPS128 MATa ho::HphMX ura3::KanMX 
Cubillos F.A. et al, 

2009 

Δsam37 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 

sam37Δ0::KanMX4 

Construida en el 

laboratorio 

 
Para la construcción de las mutantes con los genes EGD1 y BTT1 fusionados a 

secuencias que codifican etiquetas con epítopos de hemaglutinina (HA), se amplifi-

caron por PCR las regiones codificantes para tres y seis epítopos de hemaglutinina, y 

para los módulos de resistencia a higromicina (3HA::hphNT1) y a cloNAT 

(6HA::natNT2) contenidas respectivamente en los plásmidos pYM24 y pYM17 

(Janke et al., 2004).  

La amplificación se llevó a cabo con el kit Phusion High-Fidelity PCR Master 

Mix with HF Buffer; se ajustaron las condiciones de reacción siguiendo las instruccio-

nes del proveedor y los amplicones se verificaron por electroforesis en gel de agarosa. 

Se utilizaron los siguientes desoxioligonucleótidos para obtener los amplicones para 

etiquetar, por separado, a EGD1 y a BTT1. 

 

 

Nombre Gen objetivo Cepa objetivo Secuencia 

Jab01 (F) EGD1 
YPS128, 

Δsam37 

5’-AGA-GTT-AGT-TGA-AGG-TCA-AAC-TTT-TGA-TGC-

TGA-CGT-CGA-ATA-CCC-ATA-CGA-TGT-TCC-TGA-

CTA-TG-3’ 

Tabla 4. Cepas parentales de S. cerevisiae  

Tabla 5. Desoxioligonucleótidos para etiquetar a EGD1 y BTT1   
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Jab02hph (R) EGD1 Δsam37 
5’-GTG-TTT-TTT-TAT-TTA-ACG-TTA-AAA-TTA-AAG-

ATT-AAG-TTA-TTA-AAG-CCT-TCG-AGC-GTC-CCA-

AAA-CC-3’ 

Jab02nat (R) EGD1 YPS128 
5’-GTG-TTT-TTT-TAT-TTA-ACG-TTA-AAA-TTA-AAG-

ATT-AAG-TTA-TAC-AAC-AGG-TGT-TGT-CCT-CTG-3’ 

Jab05 (F) BTT1 
YPS128 

Δsam37 

5’-CGA-CAG-ATG-CAG-CGA-GAC-AAA-ACA-ACA-

AGT-GAT-GAA-TAG-CTA-CCC-ATA-CGA-TGT-TCC-

TGA-CTA-TG-3’ 

Jab06hph (R) BTT1 Δsam37 
5’-CAC-TAG-CTA-TAA-CGT-TTA-CTG-GCA-ATT-ATT-

ATG-AAC-TAT-GTT-AAA-GCC-TTC-GAG-CGT-CCC-

AAA-AC-3’ 

Jab06nat (R) BTT1 YPS128 
5’-CAC-TAG-CTA-TAA-CGT-TTA-CTG-GCA-ATT-ATT-

ATG-AAC-TAT-GAC-AAC-AGG-TGT-TGT-CCT-CTG-3’ 

 

Una vez obtenidos los amplicones, éstos se utilizaron para transformar a las cepas 

YPS128 y Δsam37. De este protocolo de transformación se excluyó a la cepa parental 

BY4741 debido a que, en trabajos previos del laboratorio, se construyeron las cepas 

etiquetadas con el módulo 3HA::hphNT1 en los genes EGD1 y BTT1. Brevemente, se 

tomó 1.5 mL de cultivo celular con una DO600 entre 0.7 y 1.0 unidades. Este volumen 

se centrifugó a 8 600 g por dos minutos. El sobrenadante se retiró, se lavó el botón 

celular con 1 mL de H2O estéril y las células se recuperaron por centrifugación con 

los mismos parámetros. Después, el botón celular se resuspendió e incubó con LiAc 

0.1 M durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se recolectaron las células y se 

trataron secuencialmente con las siguientes soluciones: 240 µL de PEG 3 500 al 50 % 

(p/v), 36 µL de LiAc 1.0 M, 10 µL de ADN de esperma de salmón 10 mg/mL, 45 µL 

de reacción de PCR y 29 µL de agua estéril grado Biología Molecular. Se resuspendió 

el botón celular y durante 45 minutos se sometió a choque térmico a 42 °C. Las células 

se recuperaron por centrifugación y se sembraron en medio YPD no selectivo. 48 ho-

ras de crecimiento a 30 °C más tarde, los céspedes celulares se replicaron al medio de 

selección YPD + Higromicina o YPD + cloNAT, según fuera el caso, y se dejaron 

crecer por 48 horas más a 30 °C. Una vez que se obtuvieron colonias resistentes al 

medio de selección, éstas se propagaron de nueva cuenta en medio selectivo para su 

evaluación por PCR y electroforesis en gel de agarosa.  

Para validar si las colonias obtenidas presentaban las fusiones EGD1-

3HA::hphNT1, BTT1-3HA::hphNT1, EGD1-6HA::natNT2 o BTT1-6HA::natNT2, se 

extrajo ADN genómico total siguiendo el protocolo reportado en Johnson, Smith, & 

Schneider, 2014. Con el ADN obtenido, se realizaron reacciones de PCR con el kit 

NZYTaq II 2x Green Master Mix y se ajustaron condiciones de amplificación de 

acuerdo con las recomendaciones del proveedor. Los desoxioligonucleótidos Butb1 y 
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Flyb2, dirigidos a la región 5’ no traducida de los genes en cuestión, fueron utilizados 

para validar las fusiones en el gen EGD1 (EGD1-3HA::hphNT1, EGD1-6HA::natNT2) 

y en el gen BTT1 (BTT1-3HA::hphNT1, BTT1-6HA::natNT2), respectivamente. Para 

completar el par necesario para la amplificación se utilizaron los desoxioligonucleó-

tidos hphRev y natRev dirigidos a los módulos de resistencia hphNT1 y natNT2 res-

pectivamente. En la tabla siguiente se indica su direccionalidad, la región a la que van 

dirigidos, así como su secuencia de nucleótidos. 

 

 

Nombre Región objetivo Secuencia 5’ – 3’ 

Butb1 (F) 
5’ no traducida de 

EGD1  
5’-GGG-GCG-GCC-GCC-GGT-TAT-GAA-TTA-ATC-TCT-TGG-3’ 

Flyb2 (F) 
5’ no traducida de 

BTT1  
5’-GCG-GCG-GCC-GCC-TTT-CCA-ATC-CAA-ATA-ATC-CG-3’ 

hphRev (R) 
Módulo de resis-

tencia hphNTI 
5’-GCA-ATC-GCG-CAT-ATG-AAA-TC-3’ 

natRev (R) 
Módulo de resis-

tencia natNT2 
5’-GTT-GTT-TAT-GTT-CGG-ATG-TG-3’ 

 

Las cepas mutantes etiquetadas obtenidas por la metodología descrita anterior-

mente se resumen a continuación: 

 

 

Nombre Fondo silvestre Genotipo 

BYβ1 BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 EGD1-3HA::hphNT1 

BYβ2
 BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 BTT1-3HA::hphNT1 

NtAm β1 YPS128 MATa ho::hphMX ura3::KanMX EGD1-6HA::natNT2 

NtAm β2 YPS128 MATa ho::hphMX ura3::KanMX BTT1-6HA::natNT2 

Δsam37β1 BY4741 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 sam37Δ0::KanMX4 

EGD1-3HA::hphNT1 

Δsam37β2 BY4741 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 sam37Δ0::KanMX4 

BTT1-3HA::hphNT1 

 

 

 

 

Tabla 7. Cepas de S. cerevisiae con los genes EGD1 y BTT1 etiquetados 

Tabla 6. Desoxioligonucleótidos para validar las fusiones en los genes EGD1 y BTT1 
 

Nombre Región objetivo Secuencia 5’ – 3’ 

Butb1 (F) 
5’ no traducida de 

EGD1  
GGG-GCG-GCC-GCC-GGT-TAT-GAA-TTA-ATC-TCT-TGG 

Flyb2 (F) 
5’ no traducida de 

BTT1  
GCG-GCG-GCC-GCC-TTT-CCA-ATC-CAA-ATA-ATC-CG 

hphRev (R) 
Módulo de resis-

tencia hph 
 

natRev (R) 
Módulo de resis-

tencia nat 
(Pendiente) 
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8.2 Crecimiento de las cepas mutantes para validación de las etiquetas de hemaglu-

tinina 

 

Las cepas mutantes se crecieron inicialmente en 5 mL de medio YPD durante 16 horas 

a 30 °C con agitación. Posteriormente, se midió la DO600 de cada cultivo y se realiza-

ron las siguientes diluciones a 0.3 unidades de DO600 final en 5 mL de medio YPD. 

Al llegar los cultivos a una DO600 entre 0.7 y 1.0 unidades se recolectaron 2 unidades 

de DO600 y se procesaron para la obtención de extractos proteicos totales los cuales 

fueron analizados por inmunodetección con anticuerpos contra HA. 

 

8.3 Obtención de extractos proteicos totales y electroforesis desnaturalizante de pro-

teínas 

 

Para la extracción de proteínas totales se tomaron 2 unidades de DO600 de células pro-

venientes de cultivos crecidos en las diferentes condiciones evaluadas. Esta cantidad 

de células se recuperó por centrifugación a 8 609 g por 2 minutos, se lavó con 1 mL 

de H2O desionizada estéril y se volvió a centrifugar con los parámetros mencionados. 

Los botones celulares se resuspendieron en 250 µL de Tris-HCl 50 mM pH 8.0, se les 

agregó 50 µL de solución de extracción (NaOH 0.3 N, β-mercaptoetanol 176 mM y 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, por sus siglas en inglés) 3.5 mM) y se incuba-

ron durante 10 minutos en hielo. Posteriormente, se adicionó ácido tricloroacético 

hasta una concentración final de 12 % v/v y se incubó por 30 minutos a -20 °C. Luego, 

se centrifugó por 30 minutos a 18 000 g y 4 °C, y se descartó el sobrenadante. Los 

botones celulares se resuspendieron en 1 mL de acetona a -20 °C y se volvió a centri-

fugar con los mismos parámetros. Se desecharon los sobrenadantes y los botones ce-

lulares se resuspendieron en 50 µL y de amortiguador Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH: 

6.8, glicerol 10 %, SDS 2 %, β-mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0.02 % p/v) 

para obtener una concentración final de 4 unidades de DO600/mL. 

Una vez terminada la extracción de proteínas totales, se cargaron 10 µL de los 

extractos totales en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (16 % de acrilamida y 

0.2 % de bis-acrilamida) y se realizó la electroforesis durante dos horas a 120 V y 35 

mA por gel en amortiguador de corrida (glicina 385 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y 

SDS 0.1% p/v). 
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Luego, se realizó una electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa (Amers-

han Protran 0.2 µm NC, GE Healthcare Life Sciences) en cámara semiseca con amor-

tiguador de transferencia (glicina 191.8 mM, Tris-HCl 24.7 mM, SDS 0.1% p/v y 

metanol 20 % v/v). Se validó la transferencia de las proteínas a las membranas de 

nitrocelulosa por medio de una tinción con rojo de Ponceau (ácido acético glacial 1 

% v/v y pigmento rojo de Ponceau 1 % p/v). 

 

8.3 Ensayo de inducción en presencia o ausencia de MG-132 para la determinación 

de modificaciones postraduccionales en β2-NAC 

 

Las cepas en las que fue etiquetado el gen BTT1 con epítopos de HA se crecieron en 

30 mL de medio YPD o YPGli por 16 horas a partir de colonias individuales tomadas 

de medio YPD sólido. Pasado el tiempo indicado, se realizaron diluciones con medio 

YPD fresco a 0.3 de DO600 final para las cepas BYβ2 y NtAmβ2 y a 0.4 de DO600 final 

para la cepa Δsam37β2. Para realizar estas diluciones se midió la DO600 de los cultivos 

crecidos en YPGli luego de las 16 horas de crecimiento, se calculó el volumen nece-

sario de cultivo para obtener una cantidad de células que, resuspendidas en 30 mL de 

medio fresco, tuvieran una DO600 final de 0.3 o 0.4 según fuera el caso. Una vez cal-

culado dicho volumen, se transfirió a tubos graduados de 50 mL y se centrifugó a 3 

900 g por 5 minutos para quitar el medio YPGli. Descartado el sobrenadante, cada 

botón celular se resuspendió en 30 mL de medio YPD fresco y se transfirió a matraces 

de 250 mL, que se incubaron durante tres horas a 30 °C con agitación. Finalmente, 

para determinar si la inhibición del sistema ubiquitina-proteosoma tenía algún efecto 

sobre las supuestas modificaciones postraduccionales de β2-NAC, se agregó MG-132 

(52.56 mM en DMSO) hasta una concentración final de 50 μM a un grupo de matra-

ces; como control se incluyó un grupo idéntico de cultivos al que se le agregó DMSO 

en el mismo volumen que el agregado de MG-132 al grupo anterior. 

Para recolectar las muestras correspondientes al t = 0 h de cultivo, se tomaron 2 

unidades de DO600 de los cultivos en medio YPD fresco de las cepas BYβ2 y Δsam37β2. 

De modo semejante, en los t = 1, 2 y 3 h se recolectaron 2 DO600 de células luego de 

medir la densidad óptica de los cultivos en incubación. Cada muestra de células se 

procesó para la elaboración de extractos proteicos totales como se detalla en la sección 

previa.  
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8.4 Inmunoprecipitación de proteínas etiquetadas con HA 

 

Partiendo de cultivos en fase exponencial con o sin la adición de MG-132, se recolec-

taron equivalentes a 2, 4 o 6 unidades de DO600 de células en tubos graduados de 50 

mL por centrifugación a 3 900 g durante 5 minutos. Luego, se lavaron los botones 

celulares obtenidos con 1 mL de agua desionizada y se transfirieron a tubos de 1.5 

mL, se centrifugaron a 10 000 g por dos minutos y se descartaron los sobrenadantes. 

Posteriormente, se resuspendieron los botones en 250 µL de AL+, se agregó el equi-

valente a 250 µL de volumen de perlas de vidrio y se rompieron las células en vórtex 

a máxima potencia con 8 pulsos de 20 segundos. Se recuperaron los lisados celulares 

en tubos de 1.5 mL por centrifugación a 10 000 g por 10 segundos a 4 °C y se añadie-

ron cuatro volúmenes de AL- para reducir la concentración de SDS de la suspensión 

del 0.5 % al 0.1 %. Luego, se agregaron 30 µL de resina α-HA (previamente lavada 

con 1 mL de AL- durante 20 minutos a 4 °C y rotación; la resina se recuperó por 

centrifugación a 600 g por 2 minutos y 4 °C) y se incubó durante dos horas a 4 °C en 

rotación.   

Posteriormente, se centrifugaron los tubos 600 g durante dos minutos a 4 °C, se 

descartó el sobrenandante y se lavó la resina en 800 µL de AL-. Este paso se repitió 

dos veces más. Finalmente, se añadieron 20 µL de amortiguador Laemmli y se calentó 

cada muestra a 60 °C por 10 minutos con agitación vigorosa. 

  

8.5 Inmunodetección  

 

Primeramente, las membranas de nitrocelulosa salidas de la electrotransferencia y te-

ñidas con rojo de Ponceau, se incubaron con solución de bloqueo (TBS 1x + leche 5 

% p/v) durante una hora a temperatura ambiente y agitación. Posteriormente, las mem-

branas se incubaron con los anticuerpos primarios respectivos toda la noche a 4 °C y 

agitación. A continuación, se indican las concentraciones, los organismos de los que 

se obtuvieron y las soluciones en las que se diluyeron los anticuerpos: 

 

• α-Hog1: 1:5 000, conejo, TBS 1x + leche 5 % p/v 

• α-Pgk1: 1:5 000, ratón, TBS 1x + leche 5 % p/v 

• α-Ubiquitina: 1:1 000, ratón, TBS-Tween 0.1 % + leche 5 % p/v  
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• α-HA: 1:3 000, ratón acoplado a HRP, TBS 1x + leche 5 % p/v; dado que este 

anticuerpo está acoplado a la enzima HRP, solamente se incubaron las mem-

branas deseadas durante dos horas a 4 °C con agitación y se procedió al reve-

lado en cuarto oscuro. 

 

Las membranas incubadas con los primeros tres anticuerpos se lavaron secuen-

cialmente al día siguiente del siguiente modo:  

 

1. TBS 1x Tween-20 0.1 %, 4 °C, agitación y 10 minutos  

2. TBS 1X, 4 °C, agitación y 10 minutos 

3. TBS 1X, 4 °C, agitación y 10 minutos 

 

Luego del lavado, se incubaron las membranas con los siguientes anticuerpos se-

gún fuera el caso:  

 

• α-conejo: 1:5 000, acoplado a HRP, TBS 1x + leche 5 % p/v 

• α-ratón: 1:10 000, acoplado a HRP, TBS 1x + leche 5 % p/v 

 

Finalmente, estos anticuerpos junto con el α-HA se lavaron como se indica arriba 

y se revelaron las membranass con el sustrato Inmobilon (Millipore) para su detección 

por quimioluminiscencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

9. RESULTADOS 

 

9.1 La eliminación de SAM37 impacta diferencialmente a los niveles proteicos de β1- 

y β2-NAC 

 

S. cerevisiae es una levadura modelo ampliamente usada en el campo biológico, por 

lo que la utilización de cepas estándar es común para el desarrollo del trabajo experi-

mental. Una característica que presentan las cepas de laboratorio es su facilidad de 

manejo, la cual se ha logrado a través de la cruza selectiva y la introducción de muta-

ciones. No obstante, como ha ocurrido en varios organismos modelo, existen varia-

ciones en los resultados experimentales entre diferentes cepas las cuales son atribui-

bles a las modificaciones introducidas a los organismos del laboratorio o a la variación 

natural inherente de las cepas parentales con las que se desarrollaron las cepas están-

dar. Con ello en mente, se aprovechó a la cepa YPS128, proveniente de una colección 

de aislados naturales de S. cerevisiae (Cubillos, Louis, & Liti, 2009), que funcionó en 

este estudio para contrastar los resultados obtenidos en la cepa estándar de laboratorio 

BY4741. Ya que la cepa YPS128 forma parte de un linaje silvestre de S. cerevisiae 

que crece en los robles norteamericanos, a partir de ahora se le denominará como 

NtAm para mayor facilidad.  

En trabajos previos del laboratorio, se reportó la existencia de una interacción ge-

nética negativa entre los genes que codifican al heterodímero αβ2-NAC (EGD2 y 

BTT1) y el gen SAM37 (Ponce-Rojas et al., 2017). Dicha interacción resulta intere-

sante puesto que, en ausencia de los tres genes, algunas proteínas mitocondriales ven 

afectada su importación a la mitocondria. Puesto que la proteína Sam37 es un compo-

nente soluble de la región citosólica del complejo SAM, encargado del ensamblaje de 

proteínas de la ME mitocondrial cuya conformación tridimensional es de barril β, se 

especula que puede actuar como una plataforma de anclaje del heterodímero αβ2-

NAC, situación semejante a la reportada para αβ1-NAC y la proteína OM14 (Lesnik 

et al., 2014). 

Debido a que no se conoce cómo afecta la ausencia de Sam37 directamente a los 

heterodímeros de NAC, se etiquetaron cromosómicamente a los genes de las subuni-

dades β1- y β2-NAC para que estas últimas contengan etiquetas de HA en su extremo 

3’ tanto en las cepas silvestres BY4741 y NtAm como en la mutante nula Δsam37. 
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Las etiquetas se verificaron por inmunodetección con anticuerpos específicos contra 

HA (Figura 6).  

 

De este experimento se puede concluir que se logró etiquetar exitosamente a las 

cepas NtAm y Δsam37 con etiquetas de HA en las subunidades β1- y β2-NAC. Ade-

más, se puede observar una clara diferencia en los niveles proteicos entre ambas 

subunidades β-NAC, evidenciada por el distinto tiempo de exposición requerido para 

revelar las inmunodetecciones (10 segundos para β1-NAC y 25 minutos para β2-

NAC). Tal diferencia de señal proteica se puede explicar por la abundancia diferencial 

de los transcritos de ambos parálogos los cuales, como se ha reportado previamente 

(Wiedmann & Prehn, 1999), se encuentran en una relación aproximada de 100:1 en 

donde la subunidad mayoritaria es β1-NAC. Asimismo, se puede apreciar que no hay 

diferencias en la señal observada de β1-NAC entre las diferentes cepas evaluadas. Por 

el contrario, β2-NAC muestra niveles más elevados en la cepa NtAmβ2, así como más 

disminuidos en las dos colonias analizadas de la cepa Δsam37β2 al compararlas con la 

cepa BY, en cuyo fondo genético se construyeron las mutantes Δsam37. En conclu-

sión, hay un efecto diferencial de la eliminación de SAM37 entre las subunidades β-

NAC, siendo los niveles proteicos de β2-NAC los que se afectan negativamente en 

ausencia de Sam37 en las cepas del fondo genético BY4741. Además, la mayor 

Figura 6. Verificación del etiquetado con HA en las subunidades β1-NAC y β2-NAC 

por inmunodetección. Cultivos de las cepas indicadas se crecieron hasta la fase de creci-

miento exponencial en medio rico con glucosa y 0.4 unidades de DO600 de extractos protei-

cos totales fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida. La subunidad β-

NAC etiquetada se muestra como superíndice en el nombre de la cepa analizada. Se evalua-

ron dos colonias independientes (a, b) de cada experimento de etiquetado de la mutante 

Δsam37. Hog1 se utilizó como control de carga del experimento. El experimento en que se 

reveló a β1-NAC se expuso durante 10 segundos mientras que el experimento para β2-NAC 

se expuso durante 25 minutos. 
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cantidad de señal que se observa de β2-NAC en la cepa NtAmβ2 indica que podría 

haber diferencias cepa-específicas que impacten la regulación de esta subunidad.  

 

 9.2 β2-NAC puede ser blanco de modificación postraduccional y de degradación pro-

teolítica  

 

Durante la optimización y ejecución de réplicas experimentales para corroborar los 

resultados mostrados en la sección anterior, se observó la aparición de bandas de ma-

yor y menor peso molecular que la banda esperada de 20.3 kDa de β2-NAC en extrac-

tos proteicos de NtAmβ2 (Figura 7). Al igual que antes, se aprecia una clara diferencia 

en los niveles proteicos de β2-NAC en donde la cepa NtAmβ2 muestra niveles altos de 

la proteína mientras que Δsam37β2 muestra niveles más bajos y la cepa BYβ2 niveles 

intermedios. Con esto, la Figura 7 refuerza las afirmaciones hechas sobre el impacto 

diferencial de la ausencia de Sam37 sobre las subunidades parálogas β-NAC.  

La aparición de bandas adicionales a la esperada de β2-NAC en la cepa NtAmβ2 

permite suponer que esta subunidad puede ser blanco de alguna modificación postra-

duccional que podría favorecer su degradación, premisa apoyada por estudios masivos 

en los que se ha detectado una ubiquitinación y una fosforilación en el extremo C-

terminal de esta subunidad (Lanz et al., 2021; Swaney et al., 2013).  

Figura 7. β2-NAC posiblemente es blanco de modificaciones postraduccionales y de 

degradación proteolítica. Cultivos de las cepas indicadas se crecieron hasta la fase de cre-

cimiento exponencial en medio rico con glucosa. Luego, 0.2 y 0.4 unidades de DO600 de 

extractos proteicos totales fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida en 

los paneles izquierdo y derecho, respectivamente. En los carriles indicados con Δsam37 se 

analizaron dos colonias obtenidas durante el mismo experimento de transformación. Se in-

dica el peso molecular estimado de la proteína β2-NAC etiquetada, así como el peso mole-

cular de las bandas adicionales encontradas en el carril NtAmβ2. 
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La detección de una banda de 28.4 kDa, la cual es ~8 kDa más pesada que la banda 

de 20.3 kDa de β2-NAC, permite suponer que en la Figura 7 se detectó la adición de 

un residuo de ubiquitina (~8.5 kDa) a β2-NAC y su posible marcaje para degradación 

por el sistema ubiquitina-proteosoma (Finley, Ulrich, Sommer, & Kaiser, 2012). Para 

descartar que la detección de estas bandas no fuese resultado de un artificio experi-

mental atribuible a la larga exposición para obtener la señal de la subunidad β2-NAC, 

se llevó a cabo una inmunodetección en la que se comparó la señal proveniente de 

extractos proteicos obtenidos de las cepas parentales sin etiquetar (Tabla 4) con la 

señal de las cepas en las que se etiquetó β1- y β2-NAC (Figura 8). 

Como se puede apreciar en el panel izquierdo, se corrobora una vez más que no 

hay diferencia entre los niveles proteicos de las subunidades β1-NAC en las diferentes 

cepas evaluadas. De igual modo, en el panel derecho se observa que la cepa NtAmβ2 

muestra una mayor señal de β2-NAC en comparación con la cepa BYβ2 como se ha 

visto anteriormente. En el caso de este experimento, no se detectó señal de esta 

subunidad de NAC en la cepa Δsam37β2, posiblemente debido a los bajos niveles pro-

teicos de β2-NAC se han observado en esta mutante. Cumpliendo el propósito de este 

experimento, se pudieron detectar una serie de bandas en ambas inmunodetecciones 

las cuales se pueden considerar como inespecíficas debido a su aparición tanto en los 

Figura 8. Se encuentran patrones de bandeo inespecíficos en la inmudetección de las 

etiquetas HA. Cultivos de las cepas indicadas se crecieron hasta la fase de crecimiento 

exponencial en medio rico con glucosa. Luego, 0.2 y 0.4 unidades de DO600 de extractos 

proteicos totales fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida en los paneles 

izquierdo y derecho, respectivamente. Los pesos moleculares de las proteínas β-NAC eti-

quetadas se indican a la derecha de cada panel. Los asteriscos (*) indican bandas inespecí-

ficas.  
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carriles en los que se analizaron cepas parentales como en los que se analizaron cepas 

etiquetadas. Sin embargo, no se logró detectar la aparición de las bandas observadas 

en la Figura 7, por lo que no se pudo descartar que se tratase algún tipo artificio ex-

perimental. 

 

9.3 Es posible la inducción de la expresión de β2-NAC al cambiar de un metabolismo 

respiratorio a uno fermentativo  

 

En trabajos previos del laboratorio se determinó que β2-NAC muestra un perfil de 

expresión diferencial que depende de la fuente de carbono, de modo que β2-NAC so-

lamente puede ser detectada en cepas crecidas en fuentes de carbono fermentables 

como la glucosa o la galactosa. Por lo contrario, esta proteína se vuelve indetectable 

cuando se analizan extractos proteicos de cepas crecidas en fuentes de carbono no 

fermentables como el glicerol o el lactato. Con ello en mente, nos preguntamos si las 

bandas de mayor y menor peso molecular de β2-NAC corresponden a algún meca-

nismo de regulación que incide sobre esta proteínas. Una estrategia comúnmente rea-

lizada para la detección de modificaciones postraduccionales y para la determinación 

de cinéticas de expresión es la inducción controlada de la expresión de la proteína 

bajo análisis. Por tal motivo, se diseñó el experimento mostrado en la Figura 9 y de-

tallado en el apartado 8.3 de este trabajo como una manera de estudiar la aparición de 

las bandas no identificadas de β2-NAC (Figura 7).  

Figura 9. Descripción gráfica del experimento de inducción de β2-NAC para detectar 

la aparición de posibles modificaciones postraduccionales. Los detalles experimentales 

se muestran en el apartado 8.3.  Ilustración realizada en BioRender.com. 
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Debido a que las bandas en cuestión se encontraron en la cepa silvestre NtAm, la 

estrategia mencionada se llevó a cabo en las cepas BYβ2 y Δsam37β2 para determinar 

si dichas bandas son un fenómeno exclusivo de la primera cepa o si son resultado de 

algún proceso regulatorio que incide sobre β2-NAC. Asimismo, la incorporación de 

la cepa Δsam37β2 permitiría aseverar si los niveles disminuidos de β2-NAC están de 

algún modo relacionados con la aparición de las bandas de mayor y menor peso mo-

lecular. Se realizaron los crecimientos iniciales de las cepas en medio rico con glucosa 

o con glicerol como fuentes de carbono con el fin de contrastar lo que sucede con β2-

NAC cuando las cepas transitan de un metabolismo que comienza a adaptarse a un 

modo respiratorio (YPD, ~16 h), o de uno plenamente adaptado (YPGli), a uno fer-

mentativo en el que se da el fenómeno de la represión catabólica (YPD fresco). Los 

resultados de esta estrategia se muestran en la Figura 10. 

 

*

* 

Figura 10. La inducción de la expresión de β2-NAC es posible por medio de un cambio 

de fuente de carbono no fermentable a una fermentable. Precultivos de las cepas indi-

cadas se crecieron en YPD o YPGli durante toda la noche y posteriormente se diluyeron a 

0.3 unidades de DO600 en medio YPD. Luego, se tomó el volumen equivalente a 2.0 unida-

des de DO600 de células para la obtención de extractos proteicos totales a las 0, 1, 2 y 3 h. 

Dichos extractos proteicos fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida e 

inmunodetección contra la etiqueta HA; Hog1 se utilizó como control de carga. Como con-

trol positivo se incluyó un extracto proteico total de la cepa BYβ2 obtenido a las 3 h en medio 

YPD en un experimento independiente. Los pesos moleculares estimados de las bandas no 

identificadas asociadas a β2-NAC se muestran en el panel superior izquierdo. * Carril en el 

que no pudo detectar la señal de la inmunodetección. 
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Del panel superior izquierdo se pueden destacar dos observaciones: la primera es 

la aparición de las mismas bandas encontradas en la Figura 2 pero ahora en la cepa 

BYβ2; y la segunda es que tales bandas muestran un incremento de intensidad con-

forme transcurre el tiempo en que crece la cepa BYβ2 en medio YPD fresco.  

En el panel inferior izquierdo se muestran los resultados de crecer previamente a 

la cepa BYβ2 en medio rico con glicerol como fuente de carbono. En este experimento 

se muestra que a las 0 h del cambio a medio con glucosa no se aprecia banda alguna 

de β2-NAC; sin embargo, conforme avanza el tiempo de cultivo, esta proteína co-

mienza a aparecer y a aumentar la intensidad de su señal, recapitulando un fenómeno 

de inducción de la expresión. Se puede vislumbrar la aparición de las bandas de mayor 

y menor peso molecular bajo análisis, pero la calidad del experimento no permite 

afirmarlo con seguridad debido a que no se obtuvo señal del t = 3h posiblemente por 

errores experimentales. 

Respecto a lo que ocurre con la cepa Δsam37β2, en el panel superior derecho no 

se notan cambios significativos en la intensidad de la señal de β2-NAC, pero sí se 

detecta la aparición de bandas de menor peso molecular a las 3 horas del cambio a 

medio rico con glucosa. En el panel inferior derecho se observa que, al realizar el 

cambio del precultivo en medio con glicerol al medio con glucosa, la aparición de la 

banda correspondiente a β2-NAC se da hasta las 2 h de cultivo y con muy baja inten-

sidad de señal. El cambio de intensidad de las bandas correspondientes a β2-NAC a 

partir de esta figura en delante en todos los carriles puede deberse a la optimización 

del proceso de revelado de los experimentos. Finalmente, con estos resultados se 

puede confirmar este método como una opción para evaluar la inducción y la modu-

lación de β2-NAC cuando se realiza la transición de un metabolismo respiratorio a 

uno fermentativo. 

 

9.4 La adición del inhibidor del proteosoma MG-132 favorece la aparición de formas 

de mayor y menor peso molecular de β2-NAC 

 

Existen reportes de que las subunidades que conforman a NAC son sujeto de modifi-

caciones postraduccionales, en particular de fosforilaciones y ubiquitinaciones (Lanz 

et al., 2021; Swaney et al., 2013). Estas últimas saltan a la vista puesto que se ha aso-

ciado a las ubiquitinaciones como una marca de degradación por medio del sistema 
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ubiquitina-proteosoma, aunque también se les ha atribuido un papel en la regulación 

de la función y la localización de las proteínas modificadas (Finley et al., 2012; Ye & 

Rape, 2009). En el caso particular de NAC de S. cerevisiae, un estudio determinó que 

las subunidades α- y β1-NAC son ubiquitinadas por el complejo Ccr4-Not y que dichas 

modificaciones afectan el sitio de unión al ribosoma y afectan la estabilidad de NAC 

(Panasenko et al., 2009). No obstante, en dicho trabajo no se evaluó la situación de 

β2-NAC ni su estado de ubiquitinación. Con este antecedente y sobre la hipótesis de 

que cierto tipo de ubiquitinaciones pueden favorecer la degradación proteica a través 

del sistema ubiquitina-proteosoma (Finley et al., 2012), es posible que la disminución 

de β2-NAC observada en la cepa Δsam37β2 se deba a una degradación incrementada a 

causa de una ubiquitinación excesiva.  

Para determinar lo antes dicho, se analizó a β2-NAC con el método de inducción 

detallado en la sección anterior, partiendo de cepas crecidas en medio YPGli respira-

torio con la adición del inhibidor del proteosoma MG-132 en el t = 0 h hasta una 

concentración final de 50 μM. Los resultados de este experimento se muestran en la 

Figura 11. 

En el panel superior donde se muestra el experimento realizado con la cepa BYβ2 

se aprecia que el MG-132 favorece la aparición de la banda correspondiente a β2-NAC 

luego de la primera hora de cultivo, en contraste con lo que ocurre en la condición sin 

MG-132 en donde β2-NAC aparece hasta la segunda hora. De manera semejante, la 

aparición de bandas de menor peso molecular ocurre una hora antes en presencia de 

MG-132 que en su ausencia. En el análisis de la cepa Δsam37β2 no se aprecia un efecto 

considerable del MG-132 y solamente se observa que a las tres horas de cultivo en 

presencia de esta molécula las bandas de menor peso molecular aparecen con mayor 

intensidad respecto a la condición carente del inhibidor del proteosoma. La presencia 

de señal de las bandas de menor peso molecular en el carril del control negativo (C-) 

del panel superior de la Figura 11 es probable que se deba a un paso del extracto 

proteico total del control positivo. A pesar de que no se aprecia una diferencia de 

intensidad en las bandas en los experimentos con las cepas BYβ2 y Δsam37β2, atribui-

ble a los diferentes tiempos de exposición, de estos resultados se concluye que puede 

haber un efecto positivo del MG-132 sobre la estabilidad de β2-NAC y es dependiente 

de la presencia de Sam37.  
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9.5 La disminución de β2-NAC en ausencia de Sam37 no es debida a la acción del 

sistema ubiquitina-proteosoma 

 

Debido a la falta de un efecto claro del inhibidor MG-132 sobre los niveles proteicos 

de β2-NAC en el experimento de la sección anterior, se estandarizó un protocolo de 

inmunoprecipitación (referido en la sección de Materiales y Métodos) de proteínas 

etiquetadas con HA. Esto se realizó con el objetivo de analizar de con mayor precisión 

las bandas de mayor y menor peso molecular asociadas a β2-NAC, así como para des-

cartar aquellas bandas que pudieran deberse a reacciones cruzadas del anticuerpo 

Figura 11. La adición de 50 μM de MG-132 favorece la aparición de formas de mayor 

y menor peso molecular de β2-NAC durante su inducción por cambio de fuente de 

carbono. Precultivos de las cepas indicadas se crecieron en YPGli durante toda la noche y 

posteriormente se diluyeron a 0.3 unidades de DO600 en medio YPD. Luego, se tomó el 

volumen equivalente a 2.0 unidades de DO600 de células para la obtención de extractos pro-

teicos totales a las 0, 1, 2 y 3 h. Dichos extractos proteicos fueron analizados por electrofo-

resis en gel de poliacrilamida e inmunodetección contra la etiqueta HA; Pgk1 se utilizó 

como control de carga. Como control positivo se incluyó un extracto proteico total de la 

cepa BYβ2 obtenido a las 3 h en medio YPD en un experimento independiente. Se incluye 

un control negativo donde se analiza un extracto proteico total de la cepa BY4741 (carente 

de señal de HA) crecida en las mismas condiciones que el control positivo. Los pesos mo-

leculares estimados de las bandas no identificadas asociadas a β2-NAC se muestran a la 

derecha de cada panel. 
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contra HA con proteínas de los extractos proteicos totales. Los resultados de esta es-

tandarización se muestran en la Figura 12.   

En esta figura se muestran dos tiempos de exposición del experimento de inmu-

noprecipitación en los que se aprecia la desaparición de las bandas inespecíficas ob-

servadas en los extractos proteicos, así como de las bandas de menor y mayor peso 

molecular asociadas a la detección de β2-NAC (Figuras 7, 10 y 11). Sin embargo, la 

sobreexposición del experimento de inmunoprecipitación permite apreciar la presen-

cia de una banda de ~37 kDa cuando se analizan 6 unidades de DO600 de células de la 

cepa BYβ2, la cual parece ser específica de esta cepa puesto que no corresponde con 

Figura 12. La inmunoprecipitación de β2-NAC permite eliminar los patrones de ban-

deo inespecíficos de la inmunodetección de las etiquetas HA. Se recolectaron 2, 4 y 6 

unidades de DO600 de células de las cepas indicadas en fase de crecimiento exponencial en 

medio YPD, se lisaron mecánicamente y se analizaron por electroforesis desnaturalizante 

luego de inmunoprecipitar las etiquetas HA. Se incluye un control positivo de la etiqueta de 

HA obtenido mediante extracción de proteínas totales de 2 unidades de DO600 la cepa BYβ2, 

así como un control negativo proveniente de un extracto proteico total de la cepa BY4741.  

En el panel inferior se muestra una sobreexposición del experimento mostrado en el panel 

superior. Los asteriscos indican las bandas inespecíficas esperadas.  
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las observadas en 6 unidades de DO600 de la cepa BY4741 sin etiquetar. Aunque este 

resultado resulta conveniente para analizar a las proteínas etiquetadas con HA sin la 

Figura 13 La inmunoprecipitación de β2-NAC permite la detección de proteínas de 

varios pesos moleculares positivas a ubiquitina. Se recolectaron 2 y 4 unidades de DO600 

de células de las cepas indicadas en fase de crecimiento exponencial en medio YPD, se 

lisaron mecánicamente y se analizaron por electroforesis desnaturalizante e inmunodetec-

ción luego de inmunoprecipitar las etiquetas HA. Se incluye un control positivo de la eti-

queta de HA (Total BYβ2) obtenido mediante extracción de proteínas totales de 2 unidades 

de DO600 la cepa BYβ2 y un control negativo proveniente de un extracto proteico total de la 

cepa BY4741 (Total BY4741). En la parte inferior se muestra una sobreexposición del ex-

perimento en el panel superior. Se indican los pesos moleculares estimados de las bandas 

encontradas en la detección con α-Ub. Los asteriscos indican las bandas inespecíficas espe-

radas.  
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interferencia de las bandas inespecíficas encontradas en el análisis de extractos de 

proteínas totales, se contrapone a los resultados mostrados en las Figuras 7, 10 y 11. 

Para abordar la hipótesis de la ubiquitinación de β2-NAC y tratar de solventar la 

pérdida de detección de las bandas asociadas a esta subunidad se repitió el experi-

mento de inmunoprecipitación en las mismas condiciones que el mostrado en la Fi-

gura 12 y se realizó la inmunodetección con α-HA y α-ubiquitina. Esto con el objetivo 

de determinar si la subunidad en efecto es blanco de la modificación postraduccional 

mencionada. Asimismo, en vista de que al analizar 2 y 4 unidades de DO600 se puede 

detectar la banda correspondiente a β2-NAC con suficiente intensidad y sin la compli-

cación de patrones de bandeo inespecíficos, solamente se recolectó este número de 

células en los experimentos subsecuentes. El resultado del experimento mencionado 

se expone en la Figura 13.  

En el experimento referido se observa, al igual que en la Figura 12, la desaparición 

de los bandeos inespecíficos a pesar de la realización de una sobreexposición de la 

inmunodetección (panel inferior). Se observan bandas de altos pesos moleculares 

cuando se realiza la inmunodetección con un anticuerpo contra ubiquitina. Estas ban-

das tienen unos pesos estimados indicados a la derecha de los paneles de la Figura 13 

las cuales se ponen más en evidencia cuando se realiza una sobreexposición del expe-

rimento (panel inferior). Cabe mencionar que no se logró detectar la señal de ubiqui-

tinación basal de los extractos proteicos totales, posiblemente debido a la poca canti-

dad en que se encuentran las especies ubiquitinadas. 

Para estimar si las bandas encontradas en la Figura 13 corresponden a posibles 

ubiquitinaciones se realizó el siguiente cálculo:  

 

β2-NAC ubiquitinada = Peso molecular de β2-NAC + (número de ubiquitinaciones*peso 

molecular de la ubiquitina) 

 

Con base en los pesos moleculares estimados de β2-NAC (~20.33 kDa) y de la 

ubiquitina (~8.5 kDa), de ser solamente ubiquitinada esta subunidad de NAC, debe-

rían poderse observar los siguientes pesos moleculares (las bandas observadas en la 

Figura 8 más probables de ser ubiquitinaciones se sitúan junto a los pesos moleculares 

calculados más semejantes): 
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Especie de β2-
NAC+Ub 

Peso molecular calcu-
lado 

Bandas observa-
das 

+0Ub 20.33 kDa  

+1Ub 28.83 kDa ~30.99 kDa 

+2Ub 37.33 kDa  

+3Ub 45.83 kDa ~42.27 kDa 

+4Ub 54.33 kDa  

+5Ub 62.83 kDa ~64.69 kDa 

+6Ub 71.33 kDa  

+7Ub 79.83 kDa ~80.89 kDa 

+8Ub 88.33 kDa  

+9Ub 96.83 kDa  

+10Ub 105.33 kDa  

 

En las Figuras 7, 8 y 10 se muestra que la cepa Δsam37β2 presenta niveles reduci-

dos de β2-NAC respecto de las cepas silvestres BYβ2 y NtAmβ2. Para determinar si los 

niveles reducidos que muestra la primera cepa se deben a posibles alteraciones en la 

ubiquitinación, se realizó un experimento de inmunoprecipitación en la cepa 

Δsam37β2 (Figura 14) en las mismas condiciones que el mostrado en la Figura 13.  

Figura 14. Los niveles proteicos de β2-NAC se mantienen reducidos en la cepa 

Δsam37β2 pese a la inmunoprecipitación. Se recolectaron 2 y 4 unidades de DO600 de cé-

lulas de las cepas indicadas en fase de crecimiento exponencial en medio YPD, se lisaron 

mecánicamente y se analizaron por electroforesis desnaturalizante luego de inmunoprecipi-

tar las etiquetas HA. Se incluye un control positivo de la etiqueta HA obtenido mediante 

extracción de proteínas totales de 2 unidades de DO600 la cepa Δsam37β2 y un control nega-

tivo de la etiqueta de HA proveniente de un extracto proteico total de la cepa BY4741. Los 

asteriscos indican las bandas inespecíficas esperadas.  
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De manera análoga a lo visto en figuras anteriores, la detectabilidad de β2-NAC 

en la cepa Δsam37β2 es baja pese al enriquecimiento derivado de la inmunoprecipita-

ción de HA. Asimismo, solamente se observó la aparición de una banda de alto peso 

molecular (~64.69 kDa) en el carril 5 del análisis con α-Ub. De nueva cuenta, no se 

observa señal en el análisis con α-Ub de los extractos totales de las cepas Δsam37β2. 

Con los resultados de las Figuras 13 y 14, apoyados en el cálculo de los pesos mole-

culares estimados de las ubiquitinaciones de β2-NAC, se refuerza la hipótesis de que 

esta subunidad es blanco de modificaciones postraduccionales, en particular de ubi-

quitinaciones. Cabe la posibilidad de que durante la inmunoprecipitación de β2-NAC 

se hayan recuperado otras proteínas tales como α-NAC. De ser esto cierto, es posible 

que la presencia de las bandas de ~25 kDa que se muestran en las Figuras 13 y 14, y 

que no se aprecian en el panel α-HA, correspondan a especies de α-NAC unidas a un 

residuo de ubiquitina (α-NAC: 18.7 kDa + Ub: ~8.5 kDa = 27.2 kDa).  

Ahora bien, partiendo del supuesto de que las ubiquitinaciones favorecen la de-

gradación proteica por medio del sistema ubiquitina-proteosoma, se evaluó el efecto 

del inhibidor MG-132 sobre los patrones de bandeo observados durante la inmunopre-

cipitación de β2-NAC. Para ello, se incluyó la adición de 50 μM de MG-132 a cultivos 

destinados al protocolo de inmunoprecipitación realizado en las mismas condiciones 

que los mostrados en las Figuras 13 y 14. Los resultados se muestran en la Figura 15. 

En las Figuras 15A, B y D se aprecia que el tratamiento con MG-132 parece dis-

minuir levemente la cantidad de β2-NAC que se puede detectar en la cepa BYβ2 luego 

de la recuperación de la proteína por inmunoprecipitación o mediante la extracción de 

proteínas completas. No obstante, esto bien podría deberse a un artificio experimental 

puesto que no se observa lo mismo en una sobreexposición de la inmunoprecipitación 

(Figura 15C) o en un experimento independiente del análisis de extractos proteicos 

totales de la cepa BYβ2 (Figura 15D, panel derecho). Por otro lado, se puede notar en 

las Figuras 15B y 10C que los niveles proteicos de β2-NAC en la cepa Δsam37β2 se 

mantienen reducidos respecto a los mostrados por la cepa BYβ2 a pesar del tratamiento 

con MG-132. Esto se corrobora en el panel derecho de la Figura 15D en donde los 

niveles de β2-NAC en Δsam37β2 disminuyen a causa del tratamiento de MG-132 res-

pecto del tratamiento control con DMSO, aunque no se puede descartar que se deba a 

algún artificio experimental. En el análisis con el anticuerpo contra ubiquitina muestra 

que las bandas observadas en la Figura 13 también aparecen cuando se realiza el 
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experimento de inmunoprecipitación con la cepa silvestre BY4741, lo que descartaría 

a las bandas analizadas como posibles ubiquitinaciones de la subunidad β2-NAC, o 

bien, proteínas ubiquitinadas que coprecipitan junto con esta subunidad. Sin embargo, 

se necesita realizar una inmunoprecipitación contra proteínas ubiquitinadas en busca 

de β2-NAC para determinar fehacientemente el estatus de ubiquitinación de esta pro-

teína. En conclusión, esta serie de experimentos permiten afirmar que los niveles 

Figura 15. Los niveles disminuidos de β2-NAC en el fondo Δsam37β2 no se deben a la 

acción del sistema ubiquitina-proteosoma.  Análisis de las cepas indicadas crecidas hasta 

la fase de crecimiento exponencial en medio YPD en presencia o ausencia de 50 μM de 

MG-132. Los niveles de β2-NAC-HA se evaluaron por electroforesis desnaturalizante luego 

de inmunoprecipitar las etiquetas HA o de una extracción de proteínas totales.  

A) Inmunoprecipitación de β2-NAC-HA a partir de 4 unidades de DO600 de las cepas BYβ2 

y BY4741.  

B) Inmunoprecipitación de β2-NAC-HA a partir de 4 unidades de DO600 de las cepas BYβ2 

y Δsam37β2.  

C) Sobreexposición del experimento mostrado en B.  

D) Análisis de β2-NAC-HA a partir de extractos proteicos totales obtenidos de las cepas 

BYβ2 y Δsam37β2 con o sin tratamiento de 50 μM de MG-132; se incluye un control negativo 

de la etiqueta de HA proveniente de un extracto proteico total de la cepa BY4741. 
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reducidos de β2-NAC ante la falta de Sam37 no se deben a una degradación por medio 

del sistema ubiquitina-proteosoma, al menos en las condiciones experimentales usa-

das en este estudio.  
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10. DISCUSIÓN 
 

En este estudio se exploró el efecto de la mutación sam37Δ sobre las subunidades β-

NAC de S. cerevisiae, en particular sobre la subunidad β2-NAC. El mismo partió del 

reporte en que los genes codificantes de Sam37 y β2-NAC muestran una interacción 

genética negativa que apunta a que ambos podrían estar involucradas en el fenómeno 

de importación cotraduccional de proteínas a la mitocondria (Ponce-Rojas et al., 

2017). Asimismo, este estudio partió de la hipótesis de que la ausencia de Sam37 

repercute negativamente sobre los niveles proteicos de β2-NAC.  En el transcurso de 

la elaboración de cepas mutantes para el estudio de esta interacción, se encontraron 

por inmunodetección una serie de bandas de mayor y menor peso molecular que β2-

NAC (Figuras 7, 10, 11 y 15), las cuales parecen ser específicas de esta proteína 

puesto que no se encuentran en los análisis de la cepa silvestre. Asimismo, se deter-

minó que la mutación sam37Δ no parece tener un efecto sobre los niveles proteicos 

de β1-NAC, escenario que no se repitió en el análisis de esta mutación sobre β2-NAC 

(Figuras 6 y 7). En este último, los niveles proteicos de la subunidad se ven disminui-

dos ante la ausencia de Sam37. Las dos evidencias mencionadas permitieron plantear 

la hipótesis de que esta proteína posiblemente es blanco de alguna modificación pos-

traduccional, en particular la ubiquitinación, y que la ausencia de Sam37 de algún 

modo afecta la susceptibilidad de β2-NAC a ser modificada y degradada.  

En la literatura existen algunos estudios en donde se ha estudiado la función indi-

vidual de las subunidades de NAC de S. cerevisiae (del Alamo et al., 2011; Nyathi & 

Pool, 2015; A. K. Ott et al., 2015; Ponce-Rojas et al., 2017), pero uno en particular 

aborda la modificación postraduccional de las subunidades α- y β1-NAC (Panasenko 

et al., 2009). Brevemente, en este estudio se determinó que las subunidades α- y β1-

NAC son ubiquitinadas y que esta modificación afecta de manera positiva su asocia-

ción con el ribosoma. De igual manera, se estableció que la ubiquitinación de las 

subunidades se da de manera coordinada entre sí y en función de los niveles de glucosa 

en el medio, y que existe una interacción física entre la subunidad α-NAC y el pro-

teosoma. A pesar de que en dicho trabajo no se estudió a β2-NAC, esta evidencia 

apoya fuertemente la premisa planteada sobre la modificación postraduccional de esta 

subunidad y permitió suponer a la ubiquitinación como la causante de los niveles re-

ducidos de β2-NAC en ausencia de Sam37. 
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La ubiquitinación es una modificación postraduccional que se da por la adición de 

residuos de ubiquitina sobre las lisinas de la proteína blanco. Tradicionalmente, se ha 

asociado a la ubiquitinación con la degradación del sustrato por medio del sistema 

ubiquitina-proteosoma (Finley et al., 2012). Si bien esta modificación generalmente 

destina a las proteínas a ser degradadas (Samant, Livingston, Sontag, & Frydman, 

2018), esto depende de la forma en que se unen los residuos de ubiquitina entre sí. En 

particular, la unión de los residuos de ubiquitina a través de sus lisinas 48 es la que 

favorece la degradación proteica. Otro tipo de poliubiquitinaciones, tales como aque-

llas en que los residuos de ubiquitina se encuentran unidos por sus lisinas 11, 62, 6, 

27, 29 o 33 forman parte de procesos regulatorios que inciden sobre las proteínas 

blanco. (Ye & Rape, 2009). Posiblemente ese sea el caso reportado por Panasenko y 

colaboradores (Panasenko et al., 2009), puesto que la eliminación de las lisinas poliu-

biquitinadas de β1-NAC disminuyen la asociación con el ribosoma y alteran el patrón 

de ubiquitinación en α-NAC. Sin embargo, la premisa de que la ubiquitinación es 

necesaria para la función normal de α- y β1-NAC no necesariamente se extiende a β2-

NAC. Por tal motivo durante el presente estudio se plantearon dos premisas a seguir: 

la ubiquitinación como parte del funcionamiento normal de β2-NAC o la ubiquitina-

ción como marca de degradación de β2-NAC. En vista de que la ausencia de Sam37 

disminuye los niveles proteicos de esta subunidad de NAC, se ahondó en la última 

premisa además de que concordaba con la hipótesis de la que partió este estudio.  

Para indagar en ese punto, se determinó el efecto que el inhibidor del proteosoma 

MG-132 tiene sobre los niveles proteicos de β2-NAC. En dicho experimento se tomó 

provecho del hecho de que β2-NAC ve disminuidos sus niveles proteicos hasta niveles 

indetectables cuando la levadura crece en una fuente de carbono no fermentable, po-

siblemente debido a algún mecanismo de regulación activo durante el metabolismo 

respiratorio. Así pues, se encontró que los niveles de β2-NAC se ven ligeramente au-

mentados durante su inducción en presencia de MG-132 tanto en la cepa BYβ2 como 

en la Δsam37β2 (Figura 11). 

Ahora bien, los análisis llevados a cabo con extractos totales de proteínas tuvieron 

la complicación de que la detección de β2-NAC fue muy baja, debido a su bajo nivel 

de expresión, lo cual a su vez incrementó la variabilidad experimental a causa de los 

largos tiempos de exposición necesarios para observar a la proteína. Por ello, no se 

puede descartar que la aparición de bandas de mayor y menor peso molecular o el 
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efecto detectado del MG-132 podrían ser más bien cambios sutiles o artificios expe-

rimentales, que este método de análisis resulta ineficaz a la hora de discernir entre 

ambas posibilidades. Por estos motivos, se estandarizó un protocolo de inmunopreci-

pitación contra las etiquetas de HA para evaluar con mayor precisión lo que ocurría 

con β2-NAC.  

La inmunoprecipitación de β2-NAC permitió descartar algunas hipótesis que se 

habían planteado, en particular, que la aparición de bandas de mayor y menor peso 

molecular corresponden a ubiquitinaciones que regulan de algún modo esta subunidad 

de NAC. Si bien es cierto que las bandas de menor peso molecular detectadas en las 

Figuras 7, 10 y 11 fueran productos de degradación de β2-NAC, y que por ello no se 

pudieron recuperarse durante la inmunoprecipitación, dicho argumento no explica la 

falta de detección de las bandas de peso molecular más alto en estos experimentos. 

Aunque se observaron algunas bandas de pesos moleculares altos en las inmunopre-

cipitaciones reveladas con α-HA de las Figuras 12 y 15, de momento no se puede 

aseverar que se traten de las mismas bandas que las previamente mencionadas. En 

consecuencia, la conclusión más probable es que ambos tipos de bandeos sean resul-

tado de un artificio experimental, o bien, de algún otro tipo de modificación postra-

duccional que modifica la migración de la proteína en el gel. Caso de ello pueden ser 

las SUMOilaciones, las acetilaciones, las lipidaciones o las glicosilaciones. Para es-

tudiar dicha posibilidad se requiere de métodos con una especificidad distinta a los 

utilizados en este trabajo. 

La posibilidad de la poliubiquitinación de β2-NAC también se abordó en este es-

tudio (paneles indicados como α-Ub en las Figuras 13 a 15). Respecto a esto, se ob-

tuvieron resultados poco concluyentes ya que las bandas de pesos moleculares de alto 

peso molecular detectadas en las Figura 13 y 14, y estudiadas como ubiquitinaciones 

fehacientes, también se aprecian en los análisis de inmunoprecipitación realizados con 

la cepa silvestre BY4741. Esto querría decir que toda la señal detectada por el anti-

cuerpo α-Ub es debida a una inespecificidad de éste o a que algunas proteínas ubiqui-

tinadas fueron reconocidas por el anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitación de 

HA. Sobre esto último, cabe la posibilidad de que una especie ubiquitinada de la 

subunidad α-NAC haya podido recuperarse durante la inmuprecipitación β2-NAC. 

Una opción para afirmar dicha premisa sería realizar los experimentos de inmunopre-

cipitación en una cepa carente de la subunidad α-NAC y contrastar los resultados de 
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las figuras 13 y 14. Finalmente, para definir si la ubiquitinación en efecto ocurre en 

β2-NAC y si su estatus está alterado en ausencia de Sam37, se requiere inmunopreci-

pitar todas las proteínas ubiquitinadas y observar si diferentes formas de β2-NAC se 

encuentran entre ellas.  

Como se mencionó antes, la poliubiquitinación es un mecanismo fundamental 

para la degradación de las proteínas por medio del sistema ubiquitina-proteosoma. Si 

bien el análisis de ubiquitinación de β2-NAC no fue concluyente, los efectos de esta 

modificación postraduccional también se estudiaron de modo indirecto a través de la 

inhibición del proteosoma mediante la adición de MG-132 a los cultivos de levadura 

(Figuras 11 y 15). Aunque el tratamiento de las cepas BYβ2 y Δsam37β2 con MG-132 

de la Figura 11 parecía indicar que la inhibición de proteosoma afectaba de manera 

positiva los niveles de β2-NAC durante la inducción de su expresión, evidenciado por 

la mayor intensidad de las bandas sospechosas de ser productos de degradación, esta 

observación no se repitió en la Figura 15. En las condiciones experimentales de la 

Figura 15, el MG-132 parece no tener ningún efecto sobre los niveles proteicos de β2-

NAC, en particular sobre la cepa Δsam37β2 en la que se mantienen los niveles reduci-

dos de esta subunidad de NAC respecto de la cepa BYβ2. Esta última observación 

descartaría al sistema ubiquitina-proteosoma como la causa de los niveles disminuidos 

de β2-NAC en el contexto de la mutación sam37Δ, aunque se necesitan experimentos 

más detallados para aseverar tal conclusión. Pese a que en este trabajo se abordó la 

hipótesis de la ubiquitinación como marca de degradación, la posibilidad de que esta 

modificación cumpla un papel regulatorio resulta igualmente interesante. Se ha repor-

tado que la E3 ligasa Not4 de levadura, un componente crucial del complejo Ccr4-

Not involucrado en la estabilidad de los mRNAs y en el control de calidad de péptidos 

nacientes y del proceso de traducción  (Collart, 2016; Miller & Reese, 2012), tiene 

como blanco a las subunidades α- y β1-NAC (Panasenko et al., 2009). De esto último 

se deriva que estudiar la posible ubiquitinación de β2-NAC, tomando en consideración 

la función de Not4, permitiría determinar si este tipo de modificación postraduccional 

repercute de algún modo en su participación en la importación mitocondrial. 

La disminución de los niveles proteicos de β2-NAC en ausencia de Sam37 resulta 

intrigante puesto que son proteínas que se han relacionado con la importación cotra-

duccional de proteínas a la mitocondria (Ponce-Rojas et al., 2017). El análisis reali-

zado en este trabajo sobre dicho fenómeno permite decir que la estabilidad de β2-NAC 



59 
 

está de alguna manera favorecida por Sam37. No obstante, no se puede obviar el he-

cho de que la reducción de los niveles proteicos pueda deberse a una disminución de 

la transcripción de su gen codificante o a una disminución de la traducción de su 

mRNA. En línea con esto, la reducción en los niveles proteicos explicaría por qué no 

se observa un efecto sobre la importación mitocondrial en la mutante sam37Δ (Ponce-

Rojas et al., 2017). Ante la falta de Sam37, es posible que la cantidad restante de β2-

NAC sea suficiente para solventar la importación cotraduccional de proteínas a la mi-

tocondria. Además, existe evidencia de que β2-NAC, ya sea en un estado homodimé-

rico o como heterodímero con α-NAC, no es el único componente de NAC que se ha 

asociado con la importación cotraduccional. Tanto en levadura como en eucariontes 

pluricelulares se ha determinado que el heterodímero αβ1-NAC también participa en 

la correcta importación de precursores mitocondriales a su organelo destino y que 

interactúa físicamente con proteínas de la membrana externa mitocondrial como 

OM14 (Gamerdinger et al., 2015; George et al., 2002; Lesnik et al., 2014). Por estos 

motivos, los efectos sobre la importación mitocondrial solamente son observables 

dada la ausencia simultánea de Sam37, de β2-NAC y de α-NAC, cuya ausencia impide 

la formación del heterodímero αβ1-NAC. Determinar con precisión qué mecanismos 

inciden sobre β2-NAC para regular sus niveles proteicos en función de la fuente de 

carbono y para reducir sus niveles en ausencia de Sam37, permitiría conocer mejor de 

qué modo esta proteína participa y se modula dentro del complejo proceso de la im-

portación de proteínas a la mitocondria. 
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11. CONCLUSIONES 
 

• La ausencia de Sam37 reduce los niveles proteicos de β2-NAC. 

• Es posible inducir la expresión de β2-NAC mediante el cambio de un metabo-

lismo respiratorio a uno fermentativo.  

• La disminución de los niveles proteicos de β2-NAC en ausencia de Sam37 no 

es causada por el sistema ubiquitina-proteosoma.  

• La ubiquitinación posiblemente tenga un papel regulatorio sobre la función de 

β2-NAC. 

12. PERSPECTIVAS  
 

• Determinar el efecto del MG-132 sobre los niveles de β2-NAC durante la tran-

sición del metabolismo fermentativo al respiratorio. Dicho experimento permi-

tiría determinar si la degradación por medio del sistema ubiquitina-proteosoma 

está involucrado en la disminución de los niveles de β2-NAC observada cuando 

S. cerevisiae se encuentra en un metabolismo respiratorio.  

• Realizar experimentos de inmunoprecipitación con anticuerpos antiubiquitina 

para determinar si en efecto β2-NAC es una proteína blanco de estas modifica-

ciones postraduccionales. 

• Sustituir las lisinas de β2-NAC por alaninas para determinar la posición de 

aquéllas que podrían ser blanco de ubiquitinación.  

• Determinar el efecto de las ausencia de Sam37 sobre la transcripción de los 

genes EGD1, EGD2 y BTT1 por RT-qPCR. Esto permitiría evaluar a qué nivel 

del proceso de la expresión de los genes de NAC repercute la ausencia de 

Sam37.  

• Evaluar la localización celular de las proteínas α-, β1- y β2-NAC mediante mi-

croscopía de fluorescencia. Dicho análisis permitiría estudiar lo que sucede con 

las subunidades de NAC en los diferentes metabolismos de S. cerevisiae, así 

como la repercusión de la ausencia de Sam37 en la localización celular de és-

tas.  

• Estudiar el efecto que tiene la eliminación de la E3 ligasa Not4 sobre la esta-

bilidad y función de β2-NAC. 
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13. APÉNDICE 
 

13.1 Medios de cultivo 

• YPD: Extracto de levadura 1 % p/v, bactopeptona 2 % p/v y glucosa 2 % p/v.  

• YPGli: Extracto de levadura 1 % p/v, bactopeptona 2 % p/v y glicerol 2 % p/v. 

• YPD + Higromicina: Extracto de levadura 1 % p/v, bactopeptona 2 % p/v, glucosa 

2 % p/v e Higromicina B 250 µg/mL.  

• YPD + cloNAT: Extracto de levadura 1 % p/v, bactopeptona 2 % p/v, glucosa 2 

% p/v y cloNAT  100 µg/mL.  

Para los mismos medios, pero en estado sólido, se agregó agar hasta el 2 % p/v. 

 

13.2 Soluciones y amortiguadores 

 

Soluciones para electroforesis en gel de agarosa 

 

• TAE 50X: Tris 242 g/L, ácido acético glacial 57.1 mL/L, EDTA (0.5 M pH 8.0) 

100 mL/L. 

• Amortiguador de carga 6X: Azul de bromofenol 0.25 % p/v, xileno cianol 0.25 % 

p/v y glicerol 30 % v/v. 

 

Soluciones para electroforesis desnaturalizante de proteínas 

 

• Amortiguador de corrida: Glicina 385 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y SDS 0.1% 

p/v.  

• Amortiguador de transferencia: Glicina 191.8 mM, Tris-HCl 24.7 mM, SDS 0.1% 

p/v y Metanol 20 % p/v. 

• Rojo de Ponceau: Ácido acético glacial 1 % v/v y pigmento rojo de Ponceau 1 % 

p/v. 

• TBS: NaCl 150 mM y Tris-HCl 10 mM pH 7.5.  

• TBS-Tween: NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.5 y Tween 20 0.1 % v/v. 

 

Amortiguadores para inmunoprecipitación: 
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• Amortiguador AL+: Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM pH 

8.0, glicerol 0.5 % v/v, DTT 0.5 mM, PMSF 3.3 mM y SDS 0.5 % v/v. 

• Amortiguador AL-: Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM pH 8.0, 

glicerol 0.5 % v/v, DTT 0.5 mM y PMSF 3.3 mM. 
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