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RESUMEN 
 

 
Defectos en el genoma mitocondrial causan una variedad de enfermedades en el humano, 

algunas de estas están asociadas con mutaciones y/o deleciones de genes que codifican para 

proteínas que forman parte de los diferentes complejos que participan en la fosforilación 

oxidativa. Hasta el momento no existe una terapia para estos síndromes. Un avance hacia una 

posible terapia génica radica en la expresión alotópica, la cual implica que una nueva copia de 

este gen se localice funcionalmente en un nuevo compartimento celular, por ejemplo, un gen 

mitocondrial que se rediseñe para su expresión en el núcleo. Así, en el caso de la expresión 

alotópica de un gen mitocondrial, el producto proteico sintetizado en el citosol debe ser dirigido 

al compartimento mitocondrial donde se integrará funcionalmente La levadura Saccharomyces 

cerevisiae es un modelo idóneo para aplicar estrategias alotópicas. En el presente trabajo, 

intentamos rescatar la función de la citocromo c oxidasa de una cepa de levadura (S. 

cerevisiae) que tiene interrumpido al gen cox3 mitocondrial. La cepa es incapaz de crecer en 

fuentes de carbono no fermentativas. Se transformó a la cepa mutante con el gen del alga 

incolora Polytomella sp. que codifica para la subunidad cox3 del alga. Esta subunidad se 

encuentra naturalmente codificada en el núcleo en algas clorofíceas como Polytomella sp. En 

términos estrictos, no se intentó una expresión alotópica sino xenotópica, ya que se utilizó un 

gen de otro organismo. Se clonó el gen cox3 del alga en el vector pCM188, dando como 

resultado la clona denominada pCM188-cox3. Las levaduras se transformaron y se lograron 

crecer en un medio de selección auxotrófico. Sin embargo, no se pudo complementar la 

ausencia del gen cox3, ya que la levadura fue incapaz de crecer en un medio no fermentativo. 

En primera instancia se realizó la búsqueda del transcrito, al no obtener resultados positivos se 

continuó con la exploración de la proteína con técnicas de inmunodetección. El resultado 

negativo nos indicó que no teníamos la presencia de esta subunidad en la cepas de levadura 

transformadas con la construcción cox3. Concluimos que la levadura fue incapaz de transcribir y 

traducir el gen cox3 xenotópico proveniente de un alga. El presente trabajo nos ha permitido 

plantear modificaciones adicionales que deben realizarse al gen cox3 para promover su 

expresión alotópica. 
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INTRODUCCIÓN 
Las mitocondrias 
El origen intracelular de las mitocondrias se ha tratado de explicar mediante la hipótesis 

endosimbióntica, propone que las células protoeucariotas en un principio eran organismos 

anaerobios, carentes de mitocondrias. A consecuencia del aumento de los requerimientos 

energéticos de esta célula primitiva, junto con un aumento en la concentración del oxígeno 

atmosférico, se estableció una relación simbióntica estable con una bacteria de vida libre, como 

las α-proteobacterias (Margulis 1970). Las mitocondrias son organelos cuya forma más 

frecuente es ovalada (Figura 1), con una longitud de unos 2 μm y un diámetro de 0.5 μm, 

constituidos por dos membranas: la externa y la interna, las cuales delimitan a su vez el espacio 

intermembranal y la matriz mitocondrial. La membrana externa es bastante permeable, permite 

el paso de varias sustancias a través de las porinas y contiene los receptores de las proteínas 

de origen citosólico que se importan al interior del organelo. La membrana interna es altamente 

impermeable y presenta una gran número de invaginaciones que forman las crestas 

mitocondriales, en donde se encuentran alojados los complejos proteicos que participan en la 

fosforilación oxidativa y en diversos procesos de transporte. Por su parte, la matriz mitocondrial 

contiene gran cantidad de enzimas solubles, que participan en fenómenos metabólicos de gran 

importancia, como son el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs) y la oxidación de los 

ácidos grasos. También en la matríz mitocondrial se encuentra el DNA mitocondrial (DNAmt) y 

la maquinaria necesaria para la replicación, la transcripción y la síntesis de proteínas 

(ribosomas y RNA de transferencia) (González-Halphen & Vázquez-Acevedo 2002).    

 
Figura 1. Esquema de la mitocondria y las partes que la componen. 

 

Los genomas mitocondriales actuales son el resultado de una reducción del genoma bacteriano 

del endosimbionte original, y a pesar de que se piensa que todos los genomas mitocondriales 

derivan de un mismo ancestro común, cada grupo particular de organismos ha evolucionado de 

manera distinta. Actualmente los genomas mitocondriales presentan una diversidad en tamaño, 
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organización y complejidad génica (Lang et al. 1999). La migración de genes de los organelos 

al núcleo es el resultado de un proceso indispensable para el establecimiento de simbiosis 

metabólicas estables. En principio, los mismos procesos que han hecho que la mayor parte de 

los genes mitocondriales hayan migrado al núcleo deberían estar actuando sobre los genes que 

aún permanecen en las mitocondrias. Esto nos puede llevar a concluir que todos los genes 

mitocondriales deberían eventualmente migrar hacia el núcleo. Sin embargo, todas las 

mitocondrias estudiadas a la fecha poseen un genoma, y el contenido mínimo de genes es más 

o menos conservado entre las diferentes especies. En general todos ellos presentan genes que 

codifican para RNAs ribosomales (RNAr), RNAs de transferencia (RNAt), un conjunto variable 

de proteínas involucradas en la síntesis de proteínas, y un grupo de subunidades polipeptídicas 

de los complejos membranales translocadores de protones de la fosforilación oxidativa. Algunos 

genomas mitocondriales presentan incluso variaciones en el código genético universal. Por 

ejemplo, las mitocondrias de los mamíferos reconocen el codón UGA como codificador del 

triptofano en lugar del codón de término, y a los codones AGA y AGG como señales de 

terminación en lugar de codificar una arginina. En las mitocondrias de algunos hongos, de 

mamíferos, y de Drosophila, el codón AUU es reconocido como codificador de metionina, a 

diferencia del código genético universal, que reconoce a una isoleucina (Gray et al. 1999; Lang 

et al. 1999). 

 

Desde el punto de vista de la bioenergética, las mitocondrias son los organelos de las células 

eucariontes aeróbicas donde ocurren las transformaciones energéticas más importantes: la 

oxidación de los sustratos y la fosforilación del ADP para formar ATP. Estos dos fenómenos se 

reúnen conceptualmente en un uno solo conocido como fosforilación oxidativa. Los complejos 

de la fosforilación oxidativa están constituidos por grupos prostéticos oxidoreductores asociados 

a complejos proteicos oligoméricos. Alojados en la membrana interna mitocondrial se 

encuentran los cinco complejos multiproteicos que participan en este proceso: el complejo I 

(NADH: ubiquinona oxidorreductasa), el complejo II (succinato: ubiquinona oxidorreductasa), el 

complejo III (ubiquinol: citocromo c oxidorreductasa), el complejo IV (citocromo c oxidasa) y el 

complejo V (ATP sintetasa) (Hatefi 1985) (Figura 2). 
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Figura 2. Esquema de los complejos que participan en la fosforilación oxidativa. 

La citocromo oxidasa 
El complejo IV mitocondrial, o citocromo c oxidasa (ferrocitocromo c: oxígeno oxidorreductasa) 

es el componente terminal de la cadena respiratoria. La enzima transfiere electrones desde el 

citocromo c reducido hasta el oxígeno y contribuye a la generación del gradiente electroquímico 

de protones. La reacción general que cataliza es la siguiente: 

 

4cyt c2+ 
(reducido) +  8H+

(matriz)  +  O2  →  4cyt c3+
(oxidado)  +  4H+

(espacio intermembranal)
  +  2H2O 

 

La enzima transfiere los electrones del acarreador móvil cyt c hasta el oxígeno molecular, 

mientras que cuatro protones son bombeados de la matríz al espacio intermembranal (Calboun 

et al. 1994).  

 

Los centros de oxido-reducción involucrados en la transferencia de electrones son dos grupos 

hemo tipo a, denominados a y a3, así como dos centros de cobre denominados CuA y CuB. La 

subunidad l contiene al hemo a y al centro binuclear hemo a

B

3-CuBB. En este centro binuclear, 

compartido por el hemo y el cobre, el oxígeno es reducido hasta formar agua. Por otra parte el 

centro binuclear de cobre denominado CuA, se encuentra unido a la subunidad ll y recibe los 

dos electrones provenientes del citocromo c en el centro CuA, para después transferirlos al 

hemo a, y finalmente hasta el centro binuclear hemo a3-CuB, donde el oxígeno se reduce a agua 

(Babcock & Wikström 1992).  

B
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Desde las bacterias hasta los mamíferos, existe una marcada conservación en las 

características  estructurales y funcionales de la enzima, y las diferencias particulares que se 

observan, probablemente están involucradas en mecanismos de regulación en animales 

superiores, que pueden no existir o ser muy diferentes en bacterias. Haciendo una comparación 

entre las estructuras de la citocromo c oxidasa de Paracoccus denitrificans (Iwata et al. 1995) y 

de bovino (Tsukihara et al. 1996), podemos decir que tanto en la secuencia como en la 

estructura, las tres subunidades más conservadas son: COXl, COXll y COXlll. 

 

La subunidad COXl, es altamente hidrofóbica, con 12 cruces transmembranales y está 

involucrada en el bombeo de protones a través de la membrana interna al espacio 

intermembranal, para contribuir a la formación del gradiente electroquímico. La subunidad 

COXll, es una proteína compuesta por tres segmentos: una región pequeña amino terminal que 

se localiza en el espacio intermembranal, dos hélices transmembranales y una región en el 

extremo carboxilo terminal que es hidrofílica y que también se localiza en el espacio 

intermembranal. Esta última  sección contiene a los residuos que unen el centro CuA, el cual 

recibe los electrones provenientes del citocromo c reducido. Al igual que COXl, COXlll es una 

proteína altamente hidrofóbica, con 7 cruces transmembranales. De las tres subunidades, esta 

es la menos conservada, siendo la hélice lll y parte de la Vll las que presentan mayor similitud 

entre las proteínas de diversas especies. No se conoce con certeza la función de esta 

subunidad, ya que no posee grupos que participan en las reacciones de oxido-reducción ni en 

el bombeo de protones, pero participa en la biogénesis del complejo y en el transporte de 

oxígeno molecular hasta el sitio catalítico en la subunidad l (Capaldi, 1990; Michel, 1998; 

Rottenberg, 1998).  

 

La citocromo c oxidasa de corazón de bovino es un dímero, y cada complejo está constituido 

por trece distintas subunidades, tres de ellas, las de mayor masa molecular (subunidades I, Il y 

III), están codificadas en el genoma mitocondrial, mientras que las diez restantes (IV, Va, Vb, 

VIa, VIb, VIc, VIIa, VIIb, VIIc y VIII) están codificadas en el genoma nuclear (Scheffler, 1999). 

Algo similar se puede observar en el caso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, en donde 

las subunidades l, ll y lll, estan codificadas en el genoma mitocondrial, y las subunidades lV, Va, 

Vb, Vl, Vla, Vlb, Vll, Vlla y Vlll, están codificadas en el núcleo (Barrientos et al., 2002). En 

contraste, en algunas algas de la familia Chlamydomonadaceae como Chlamydomonas 

reinhardtii y Polytomella sp., el gen cox3 es nuclear, su producto proteico se sintetiza en el 
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citosol y la proteína se importa al interior de la mitocondria para integrarse en el complejo de la 

citocromo c oxidasa en la membrana interna mitocondrial (Pérez-Martínez et al., 2000).  

 
Importación de proteínas a la mitocondria 
Hasta el momento se desconoce el mecanismo por el cual se importa la subunidad COXIII al 

interior de las mitocondrias de las algas clorofíceas. Sin embargo, es posible inferir un posible 

mecanismo basado en los estudios realizados en S. cerevisiae. En la levadura, existen 

complejos translocadores presentes en la membrana externa (TOM por sus siglas en inglés) e 

interna (TIM por sus siglas en inglés) encargados de la importación de precursores de proteínas 

mitocondriales al interior del organelo. Después de sintetizarse en ribosomas citosólicos, la 

preproteína es direccionada al complejo translocador TOM localizado en la membrana externa 

mitocondrial. Probablemente, la presecuencia mitocondrial ubicada en el extremo amino 

terminal del precursor de la subunidad COXIII, que contiene dos presuntos sitios de corte para 

peptidasas, interactúa con la subunidad Tom 20, la cual dirige el péptido hacia el poro formado 

por la subunidad Tom 40 que está embebida en la membrana externa mitocondrial. En seguida, 

el precursor pasa al complejo translocador TIM 23 situado en la membrana interna mitocondrial; 

la primera interacción se realiza con los dominios expuestos en el espacio intermembranal de 

Tim 21, 50 y 23. Con ayuda del potencial electroquímico (ΔΨ), se promueve el movimiento 

electroforético de cargas positivas de la proteína a través del canal formado por Tim 17. El 

siguiente paso es realizado por la chaperona Hsp70m (mitochondrial Heat shock protein) que se 

encuentra en asociación con los dominios expuestos en la matriz mitocondrial. La hidrólisis de 

ATP induce la translocación de la proteína a través de las subunidades Tim 44, 16 y 14 del 

sistema importador (Neupert, 1997; Neupert & Herrmann, 2007). En la matriz mitocondrial, 

probablemente se realiza la primera proteólisis de la presecuencia por la enzima m-AAA (Arlt et 

al., 1998). El reclutamiento e inserción de la preproteína en la membrana interna es realizado 

por Oxa1, Mba1 y el complejo Pnt1-Mss2- Cox18; todas estas proteínas son traducidas en el 

citoplasma e importadas a la mitocondria, la energía necesaria es facilitada por el potencial de 

membrana (ΔΨ) (Barrientos et al., 2002; Herrmann & Funes, 2005; Khalimonchuk & Rödel, 

2005; Koehler, 2004; Stiburek et al., 2006). Para obtener la proteína madura se efectúa la 

segunda proteólisis de la presecuencia en el espacio intermembranal, realizada por IMP (Inner 

Membrane Protease) la cual está constituida por dos subunidades catalíticas (Imp1 e Imp2) y 

una accesoria (Som1) que aumenta la eficiencia de Imp1 (Lou et al. 2006).  

 

Neevia docConverter 5.1



Aproximadamente el 15 % de los genes nucleares de S. cerevisiae codifican para proteínas 

mitocondriales (Neupert & Herrmann, 2007) . En contraste, el genoma mitocondrial es circular y 

contiene 85779 nucleótidos; sin embargo, presenta toda la maquinaria necesaria para la 

síntesis de proteínas (15s y 21s RNAr y 23 RNAt) y codifica para diecinueve proteínas, tres de 

las cuales son las subunidades más hidrofóbicas de la citocromo c oxidasa: COXl, COXll y 

COXlll (Foury et al. 1998). Las nueve subunidades restantes están codificadas en el núcleo, son 

sintetizadas por ribosomas libres en el citosol y se importan a la mitocondria (Margeot et al., 

2005).  

 

Migración de genes mitocondriales al núcleo 
La transferencia de genes de la mitocondria al núcleo es parte de una relación simbiótica 

estable, y la tendencia de los genes presentes en la mitocondria es migrar al núcleo. Una 

posible explicación radica en la idea basada en que el DNA de este organelo está sometido a 

concentraciones relativamente altas de radicales libres y especies reactivas de oxígeno 

producidos en la cadena respiratoria, y sería más susceptible a mutaciones que el DNA nuclear. 

Aunado a esto, la maquinaria de reparación del DNA es más eficiente en el núcleo que en las 

mitocondrias (de Grey, 2005; von Heijne, 1986; Blanchard & Lynch, 2000; Race et al., 1999).  

 

La migración de genes de la mitocondria al núcleo es un proceso que puede dividirse en varios 

pasos: en primer lugar, el material genético debe atravesar las membranas mitocondriales e 

ingresar al núcleo a través de los poros de la membrana nuclear. Posteriormente, debe 

integrarse en el genoma y adquirir elementos de regulación y expresión nucleares. Después de 

un cierto periodo durante el cual tanto el gen mitocondrial como la copia nuclear son 

funcionales, cualquiera de las dos copias puede ser silenciada y eventualmente eliminada. Para 

que la migración sea exitosa, el gen mitocondrial relocalizado en el genoma nuclear debe 

activarse y convertirse en un gen funcional. Si por alguna razón no se lleva acabo las 

modificaciones necesarias para activarlo, el gen puede desaparecer, o bien permanecer en el 

genoma nuclear como pseudogene. Existen varias hipótesis acerca de por qué en los genomas 

mitocondriales se conserva todavía un conjunto limitado de genes. Una posible explicación ha 

sido que en las mitocondrias de algunos organismos se utiliza un código genético diferente al 

que se emplea en el genoma nuclear. Esta heterogeneidad de lenguajes podría evitar la 

expresión de genes mitocondriales relocalizados en el núcleo. Sin embargo, esto no explica por 

qué cierto grupo de genes permaneció en los genomas mitocondriales durante la migración 

masiva de genes hacia el núcleo, cuando el fenómeno de endosimbiosis apenas comenzaba y 
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no existían diferencias en los códigos genéticos. Otra hipótesis que explica la permanencia de 

ciertos genes en el DNAmt toma en consideración la hidrofobicidad de los productos proteicos 

correspondientes. Las proteínas codificadas en los DNAmt suelen ser aquellas que se localizan 

en la membrana interna mitocondrial y que se caracterizan por ser altamente hidrofóbicas. Se 

ha propuesto que la síntesis en el citosol de este tipo de proteínas podría ocasionar que no se 

dirigieran al compartimento celular adecuado (por ejemplo, que se insertaran en las membranas 

del retículo endoplásmico en lugar de hacerlo en las mitocondrias). Se ha propuesto que las 

proteínas altamente hidrofóbicas no pueden ser importadas correctamente a la mitocondria, por 

lo que deben ser sintetizadas en el interior del organelo para ser insertadas a la membrana 

interna mitocondrial y adquirir la conformación topológica necesaria para su acoplamiento 

correcto en el complejo respiratorio al que pertenecen (von Heijne, 1986). Hay dos ejemplos de 

proteínas que se han conservado en los genomas mitocondriales de todos los organismos 

caracterizados hasta la fecha: el gen cob1 que codifica al citocromo b del complejo bc1 y el gen 

cox1 que codifica para la subunidad l de la citocromo c oxidasa. El citocromo b tiene ocho 

cruces transmembranales y la subunidad cox1 tiene doce cruces transmembranales. Aquellos 

organismos que poseen complejo l (NADH-ubiquinona oxidoreductasa), también contienen 

varios de los genes nad en su genoma mitocondrial (los genes nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L y 

nad5), que codifican para proteínas altamente hidrofóbicas con tres a 16 cruces 

transmembranales (González-Halphen  et al. 2003) (Figura 3). 

 

 
Fugura 3. Esquema de las subunidades de los diferentes complejos, que se codifican en el núcleo y en la mitocondria 

del humano. 
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Enfermedades relacionadas con la mitocondria. 
Existen muchas enfermedades ocasionadas por mutaciones en el DNA mitocondrial. Dado el 

papel fundamental en la producción de la energía dentro de las células eucariotas, las 

consecuencias de mutaciones en el DNA mitocondrial pueden producir la muerte en individuos 

de corta edad (recién nacidos hasta los primeros años de la infancia), o bien dar lugar a 

enfermedades degenerativas asociadas con el envejecimiento como problemas cardiacos, 

diabetes tardía, y enfermedades como Parkinson ó Alzheimer. Los tipos de mutaciones se 

pueden agrupar en diferentes tipos: rearreglos del DNAmt, como duplicaciones y/o ablaciones; 

mutaciones puntuales en genes involucrados en la traducción, como RNAr y RNAt; y 

mutaciones puntuales en genes que codifican para proteínas de la cadena respiratoria (Wallace 

1992a, 1992b). 

 

La subunidad lll (COXlll ó CO3) de la citocromo c oxidasa del humano es una de las tres 

codificadas en el DNA mitocondrial (CO1, CO2 y CO3), las subunidades restantes IV, Va, Vb, 

VIa, VIb, VIc, VIIa, VIIb, VIIc, y VIII están codificadas en el núcleo (Kadenbach et al., 1983; 

Capaldi, 1990). El gen cox3 se encuentra en la posición 9207 y 9990 del genoma mitocondrial 

(Anderson et al., 1981), contiene 783 pares de bases, no tiene intrones y codifica un solo 

péptido. El transcrito de este gen, es un policistrón flanqueado en el extremo 5´ por el gen ATP6 

y en el 3´ por el tRNA de glicina (Ojala et al., 1981); el peso molecular esperado para la 

subunidad COXlll es de 30 kD (Anderson et al., 1981). 

 

Una de las enfermedades relacionadas con cambios en la secuencia de nucleótidos del gen 

cox3 es la neuropatia óptica hereditaria de Leber (LHON por sus siglas en inglés), la cual 

consiste en una degeneración de los gangliocitos de la retina y sus axones. Se ha reportado 

una mutación puntual en la posición 9438 que da lugar al cambio de una glicina por un serina 

en la posición 78 de la proteína (G78S) y otra en la posición 9804 que da lugar al cambio de 

alanina por una treonina en la posición 200 de la proteína (A200T). En ambos casos se trata de 

una transición de una base G por una A, según lo reportado por Johns  & Neufeld (1993).  

 

Otra enfermedad relacionada con mutaciones en el gen CO3 es la denominada MELAS por su 

nombre en inglés (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like episodes), 

la cual es un trastorno progresivo. Debido a que las células musculares y nerviosas tienen 

necesidades especialmente altas de energía, los problemas musculares y neurológicos son 

característicos de este síndrome. Sus manifestaciones clínicas fundamentales son: 
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encefalomiopatía, acidosis láctica, y episodios recurrentes de isquemia cerebral transitoria (que 

se manifiestan como jaquecas semejantes a la migraña, vómitos y (con menos frecuencia) 

convulsiones. En casos más graves, puede llevar al daño cerebral permanente. La mutación 

responsable de esta enfermedad fue reportada por Manfredi et al. (1995) en la cual una 

transición de T a C en la posición 9957 del gen CO3, genera un cambio en la proteína 

correspondiente de fenilalanina a leucina F251L. 

 
Keightley et al. (1996) reportaron la pérdida de 15 pares de bases en el gen CO3 9486- 9501, lo 

cual se traduce en la pérdida de 5 aminoácidos altamente conservados en un segmento 

transmembranal, que altera la función, el ensamblaje y/o la estabilidad del complejo lV .  En 

1998, Hanna et al., encontraron que una transición de G a A en la posición 9952, genera un 

cambio de triptofano a un codón de paro W249X, que resulta en la pérdida de 13 aminoácidos 

altamente conservados en la región C-terminal de esta subunidad. La inserción de una C en la 

posición 9537 (9537Cins) del gen CO3, provoca un corrimiento en el marco de lectura, por lo que 

el gen no se transcribe. Esto provoca una acidosis láctica severa, debido a la ausencia de 

ensamblaje de una citocromo c oxidasa funcional (Taranti et al. 2000). Horváth et al. en 2002 

encontraron una mutación puntual en la posición 9379 (G9379A), por lo que en la secuencia 

péptidica el aminoácido W58 se convierte en un codón de paro (W58X); esto genera que no se 

traduzca completo el gen, y a nivel del complejo lV que no se ensamble adecuadamente la 

holoenzima. Estos autores también observaron la acumulación de las subunidades COXl y 

COXll, y la degradación de las subunidades menores. La consecuencia clínica de esta mutación 

se manifiestan como una miopatía con intolerancia al ejercicio, acidosis láctica, crecimiento 

retardado y lipidosis.   

 

EXPRESIÓN ALOTÓPICA 

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene varias propiedades que tienden a establecerla 

como un sistema adecuado para la expresión de proteínas heterólogas. Puede  ser crecida 

rápidamente sobre un medio simple hasta obtener una alta densidad de células, su genética es 

una de las más avanzadas y puede ser manipulada casi con la misma facilidad que Escherichia 

coli (Romanos et al., 1992). 

 

 La expresión alotópica de un gen implica que una nueva copia de este gen se localice 

funcionalmente en un nuevo compartimento celular; por ejemplo, un gen originalmente 

mitocondrial que ahora se exprese desde el núcleo. Así, en el caso de la expresión alotópica de 
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un gen mitocondrial, el producto proteico sintetizado en el citosol debe ser dirigido al 

compartimento mitocondrial donde se integrará funcionalmente (Claros et al., 1996). 

 

S. cerevisiae puede ser un modelo para aplicar estrategias alotópicas, y puede proveer un 

camino hacia una eventual terapia génica para revertir las enfermedades del DNA mitocondrial 

(Gray et al., 1996). 

 
En estudios realizados por Claros et al. (1995) en S. cerevisiae se probaron construcciones 

citoplásmaticas de longitudes variables del citocromo b, encontrando que la capacidad de los 

polipéptidos para ser importados al interior de la mitocondria no está estrictamente relacionada 

con la cantidad de cruces transmembranales. Proponen que los parámetros críticos que 

permiten o no la importación de una proteína al interior de la mitocondria son el promedio 

máximo de hidrofobicidad de una cadena de entre 60 y 80 residuos de aminoácidos 

(mesohidrofobicidad) y la hidrofobicidad máxima de las regiones transmembranales. Estos 

valores son los indicadores adecuados de la facilidad o dificultad con la que una proteína pude 

ser importada a la mitocondria. De acuerdo con estos parámetros, las proteínas de origen 

nuclear COXlll, COXllA y COXllB, de las algas C. reinhardtii y Polytomella sp., tienen una 

hidrofobicidad reducida que permite su importación a la mitocondria (Pérez-Martínez  et al., 

2000, 2001). 
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HIPÓTESIS 
 

La expresión heteróloga del gen cox3 nuclear de algas clorofíceas en el citosol puede 

complementar la ausencia del gen mitocondrial correspondiente en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae. 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS 
 

a) Expresar el gen cox3 de Polytomella sp. en la cepa de levadura mutante DFS189 que carece 

del gen mitocondrial que codifica para la  subunidad COXlll de la citocromo c oxidasa. 

 
b) Demostrar la complementación heteróloga de dicha cepa en un medio de cultivo no 

fermentativo. 

 
c) De ser exitoso el punto b , localizar la presencia de la subunidad heteróloga COXlll, en la 
citocromo c oxidasa quimérica de la levadura. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Cepas de levadura 
Las cepas de la levadura S. cerevisiae utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el 

Dr. Thomas D. Fox de la Universidad de Cornell. Los genotipos son: NB40-36A  MATα lys2 

arg8::hisG ura3-52 leu2-3,112 [rho+] (Bonnefoy & Fox, 2000) y DFS189 MATa leu2-3,-112 his3-

ΔHindIII lys2 ura3-52 arg8::hisG [rho+ cox3::ARG8m]; esta cepa contiene una interrupción del 

gen ARG8 nuclear, que codifica para la enzima acetilornitina aminotranferasa, que interviene en 

el cuarto paso de la biosíntesis de arginina. Sin embargo, la cepa es prototrófica para la 

biosíntesis de arginina, ya que el gen ARG8m, recodificado para la expresión mitocondrial, se 

encuentra insertado en el gen cox3 mitocondrial. Esta mutante tiene una interrupción muy 

estable, incapaz de generar citocromo oxidasa y de respirar. Se puede descartar la presencia 

de levaduras que reviertan el genotipo (Steele et al., 1996). Se confirmó el genotipo de las 

levaduras mediante la siembra en diferentes medios mínimos (SD), que carecían de los 

diferentes aminoácidos de auxotrofía. El medio estaba compuesto por  0.67% de base 

nitrogenada sin aminoácidos, 2% de glucosa como base y 2% de agar si el medio es sólido, 

cambiando la concentración final de los diferentes aminoácidos, para arginina, histidina y uracilo 

de 20 mg/l, lisina 30 mg/l y para leucina de 100 mg/l. El medio YPD contiene 1% de extracto de 

levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa y 2% de agar si el medio es sólido. El medio YPGly 

contiene lo mismo que el YPD, pero 2% de glicerol como fuente de carbono; las cepas se 

preservaron en 15% de glicerol a -80 ºC (Burke et al., 2000). 

 

Bacterias y plásmidos 
La cepa bacteriana utilizada para la construcción de los plásmidos fue E. coli DH5α ([F´φ80d 

lacZΔM15], endA1, hsdR17, supE44, thi-1, recA1, gyrA, relA1, λ-). Las técnicas para preparar el 

medio LB (que contiene 1% de NaCl, 1% de triptona y 0.5% de extracto de levadura y 2% de 

agar si el medio es sólido para el crecimiento de E. coli), plaquear, estriar y preservar las clonas 

en medio LB con 15% de glicerol a -80ºC, fueron obtenidas de Miller (1972). La transformación 

de estas células por choque térmico, se llevó acabo como lo describieron Sambrook & Russell 

(2000). 

Los plásmidos utilizados fueron pCR4-TOPO de Invitrogen, en el cual estaba insertado el gen 

cox3 de Polytomella sp. y el plásmido pCM188 para expresión de genes en S. cerevisiae 

modulable por tetraciclina (Gari et al. 1997) 
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Réplicas tipo Northern  

La extracción de RNA total se realizó con la técnica del fenol ácido caliente, descrita por 

Ausubel et al. (2003). La separación de RNA en un gel al 1 % de agarosa con formamida-

formaldehído, desnaturalizante para ácidos nucleicos (Ausubel et al. 2002). Los ensayos de tipo 

Northern blot se realizaron por la técnica descrita por Sambrook & Rusell (2000), mediante una 

transferencia capilar no alcalina a una membrana de nylon Hybond-N (Amersham Pharmacia 

Biotech) sin carga, y se fijó con luz UV (254 nm por 1 min a 1.5 J/cm2). La sonda se hizo 

cortando el producto de PCR del gen cox3 de Polytomella sp. con BamH l; el marcaje de la 

sonda se hizo con el kit Rediprime II DNA Labeling System (Amersham Pharmacia Biotech). 

Para la extracción de RNA total de Polytomella sp. se usaron 80 ml de cultivo y se extrajo con el 

sistema RNeasy de Qiagen. 

 

PCR 

Para esta técnica se sintetizaron cebadores (COX3PF1A y COX3PRA), y se utilizó el Taq PCR 

Core Kit de Qiagen. El volumen final de la reacción se estandarizó a 100 μl, utilizando el 

protocolo que contiene el amortiguador QSolution. El programa del termociclador se muestra en 

la siguiente tabla: 

 

Ciclo Temperatura Tiempo 
x 1 94°C   5 min 

94°C 30 sec 
60°C 45 sec   x 30 
72°C    1 min  

x 1 72°C  10 min 
x 1   4°C ∞ 

 

RT-PCR 

A partir de la extracción de RNA total con la técnica antes mencionada, se utilizó como 

templado para ver la expresión del gen cox3, con ayuda del Transcriptor First Strand cDNA 

Sinthesis kit de Roche. Se llevó acabo la síntesis de cadena sencilla de DNA a partir del 

templado de RNA; posteriormente se amplificó por PCR, con los cebadores previamente 

diseñados (RT-cox3F y RT-cox3R), siguiendo los mismos ciclos en el termociclador y con el 

sistema que se utilizó para la amplificación del gen. 
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Extracción de plásmido 

La extracción se hizo por diferentes métodos, dependiendo de los requerimientos, la pureza y la 

cantidad. En el caso de obtener el gen y/o vector para ligar, se utilizaron las columnas Plasmid 

Midi Kit de Qiagen, ya que se obtienen rendimientos de 20 a 100 μg, dependiendo del origen de 

replicación. Para secuenciar o para hacer restricciones preeliminares se utilizaron las columnas 

QIAprep Miniprep de Qiagen, hasta 20 μg por columna. Para comprobar las ligaciones se usó el 

protocolo propuesto por Zhou et al. (1990). 

 

Enzimas de restricción 

Las endonucleasas de restricción empleadas fueron del tipo ll, las cuales obtenidas de 

diferentes laboratorios como Invitrogen, Roche o New England Biolabs. Las reacciones de 

restricción se efectuaron con el amortiguador correspondiente según el fabricante y la cantidad 

de DNA digerido. Para ligar se cortaba alrededor de 6 μg de plásmido o de inserto, 

manteniendo una relación de 1 unidad de enzima por cada 1 μg de DNA, y el volumen final de 

la reacción se llevó a 50 μl.  

 

Ligación 

Para efectuar la ligación, se usó la siguiente fórmula: 

ng de vector X tamaño del inserto en Kb  X  relación molar  inserto  =  ng de inserto  

        tamaño del vector en Kb                                                vector       
 

Se utilizó la T4 DNA Ligase de Roche, la cual requiere que la reacción se lleve acabo en un 

volumen de 30 μl con su amortiguador respectivo. 

 

Purificación de producto de restricciones, PCR y extracción del gel. 

Se empleó el kit QIAquick Spin de Qiagen para limpiar, ya sea los fragmentos generados a 

partir de las digestiones con endonucleasas o para el producto de PCR, esto con el fin de 

eliminar las enzimas y los amortiguadores con los cuales se llevan a cabo estas reacciones. 

Estas columnas también permiten extraer del gel de agarosa fragmentos de DNA. 

 

Geles de agarosa 

Los geles se hicieron a diferentes porcentajes de agarosa, dependiendo de lo que se quisiera 

visualizar. Se tiñeron con 1 μl de bromuro de etidio (10 mg/ml). La electroforesis se llevó acabo 

a 70 Volts entre 45 min a 1 hr en cámaras MINICELL, el buffer utilizado fue TAE (40 mM Tris-
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acetato, 1 mM EDTA). Las muestras se cargaron en los pocillos conteniendo 5 μl del 

amortiguador Dye (0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilen-cianol FF, 30% glicerol)(Sambrook & 

Rusell, 2000), el marcador de peso molecular utilizado fue 1 Kb plus DNA Ladder de Invitrogen. 

Cebadores: 
Para secuenciar en la colección de plásmidos pCM 
182AF 5´ CACACACTAAATTACCGC 
182AR 5´ GCGTGAATGTAAGCG 
 
Para obtener el gen cox3 
COX3PF1A 5’ GTTTTTGGTCAAGCGGCCGCATGAGGTCTCAGC 
COX3PR1A 5’ CCCTTGACAATCGACGTCTTAGTACTGGCCAACG 
 
Para el RT-PCR 
RT-cox3F 5´ ATGAGGTCTCAGCTTCTTAAG 
RT-cox3R 5´ TTAGTACTGGCCAACGTAG     

 

Obtención del extracto proteico de levadura 

Las cepas de levadura (NB40-36A y DFS189) sin plásmido fueron crecidas en el medio YPD 

(50 ml), y las cepas con el plásmido en el medio SD sin uracilo (50 ml); ambos medios 

contenían glucosa como fuente de carbono. Las levaduras se crecieron hasta alcanzar una 

densidad óptica de 1.0 (600 nm), se colectaron las células centrifugando a 5000 rpm durante 5 

min en un rotor Fiberlite F1-8x50 (SS-34) con una centrifuga Sorvall RC 5B, se resuspendieron 

en 2 ml de amortiguador que contenía 600 mM de manitol , 5 mM de MES y 1% de SDS.   

El volumen resuspendido se colocó en un tubo Falcon de 15 ml y se agregó la misma cantidad 

de perlas de vidrio de 0.5 mm (Bio Spec Products); con ayuda de un vortex se homogeneizó 

con el siguiente ciclo:   

 

 
 

40 seg  Vortex 
 

 
X 8 veces 

 
 
 
20 seg   Hielo

 
 
 
 

 

 

La concentración de proteína se determino por el método descrito por Lowry et al. (1951), 

midiendo la absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV-160A. 
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Gel desnaturalizante de poliacrilamida 

Se realizaron geles de placa de 1.2 mm de espesor al 12% de arcrilamida en una cámara BRL 

(Vertical Gel Eletrophoresis Sistem) de acuerdo al protocolo propuesto por Schägger et al. 

(1986). 

Inmunoréplicas tipo Western 
Las muestras del extracto total proteico de las cepas de levadura sin transformar y 

transformadas con la construcción pCM188-cox3, se separaron en el gel de poliacrilamida antes 

mencionado. Por medio del procedimiento descrito por Towbin et al. (1979), se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa Trans-Blot (BIO-RAD) que mantenía las mismas dimensiones que el 

gel, mediante una cámara semi-seca de transferencia Hoefer TE 70 (Amersham Biosciences), 

por un lapso de dos horas y media; el miliamperaje se calculó multiplicando el largo por el 

ancho de la membrana (cm). La membrana se bloqueó, se incubó con el anticuerpo primario 

(anti-COXlll Molecular Probes) y con el secundario (anti-ratón IgG Invitrogen). Finalmente la 

réplica tipo Western se reveló según lo descrito por Hawkes et al. (1982) 
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RESULTADOS 

 
El gen cox3 de Polytomella sp. contiene 1113 pares de bases, y está insertado en el plásmido 

pCR4-TOPO (Fig. 4). Este vector se utilizó para ligar los productos de PCR por medio de 

topoisomerasas y en la secuencia de inserción contiene el gen (ccdB), que es tóxico  para E. 

coli. Así, las bacterias que no tengan el inserto deseado mueren, en cambio las bacterias que 

presenten el inserto interrumpen este gen y pueden vivir en un medio LB con ampicilina 100 

μg/ml o con kanamicina 50 μg/ml, ya que el plásmido confiere resistencia a estos dos 

antibióticos. 

 
Figura 4. Diagrama del plásmido pCR4-TOPO y del sitio múltiple de clonación. 

 

Las células DH5α se transformaron con este vector por medio de choque térmico y se 

seleccionaron en medio LB con ampicilina 100 μg/ml. El plásmido se purificó en una columna de 

Qiagen, se concentró a 2.5 μg/μl, y el producto se secuenció en la Unidad de Biología Molecular 

del Instituto de Fisiología Celular. Los cebadores utilizados fueron el T3 y el T7 que flanquean el 

producto de la ligación. Con las secuencias se pudo observar que el codón de inicio estaba en 

la orientación de cebador T3. Haciendo un alineamiento con la secuencia obtenida de cox3 en 

la base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI) con acceso 

AF286057, se observó que el inserto no presentaba ninguna alteración en la secuencia de 

nucleótidos. Dentro del sitio múltiple de clonación de este vector se encuentran los sitios Not l y 
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Pst l, los cuales están flanqueando al gen cox3, Not l en el extremo 5´ y Pst l en el 3´ (Fig. 5); 

estos son compatibles con el sitio múltiple de clonación del plásmido pCM188. 

 

 
Figura 5. 1) Marcador de peso molecular; 2) pCR4-TOPO con el gen cox2b de Polytomella sp. sin digerir; 3) pCR4-

TOPO con el gen cox2b de Polytomella sp. liberado con las enzimas Not l y Pst l , 4) pCR4-TOPO con el gen cox3 de 
Polytomella sp. sin digerir; 5) pCR4-TOPO con el gen cox3 de Polytomella sp., el cual fue liberado con las enzimas 

Not l y Pst l. 
 

Aprovechando estos sitios de restricción se logró insertar el cDNA de cox3 en el vector pCM188 

(Fig. 6), dando el nombre a esta construcción de pCM188-cox3, quedando en fase con el 

promotor.  

 
Figura 6. Esquema del plásmido pCM188 en el cual se puede observar el los orígenes de replicación para bacterias 
(pMB1) y para levadura (ARS1), el marcador de selección para bacterias (Amp) y para levadura (URA3), el promotor 

(CYC1) y el operador de tetraciclina (TetO). 
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Este plásmido tiene la capacidad de replicarse tanto en bacterias como en S. cerevisiae; para 

seleccionarlo en bacterias solo se requiere de ampicilina (100 μg/ml), y para la selección en 

levadura se usa un marcador de auxotrofía para URA3, presente en las dos cepas que se 

utilizan en este proyecto (NB40-36A y DFS189). Dicha proteína interviene en la biosíntesis de 

uracilo, así en un medio mínimo sin uracilo, solo las levaduras transformadas podrán sobrevivir. 

También posee un origen de replicación como si fuera el centrómero del cromosoma 4, y se 

asegura que al menos una copia de este vector estará presente en cada célula. La elección del 

vector pCM188 se debe a que el promotor que flanquea el gen de interés, contiene la secuencia 

del gen de la isoforma 1 del citocromo c (CYC-1) de S. cerevisiae, el cual se expresa de manera 

constitutiva. De esta manera se evitó el uso de  vectores inducibles  por galactosa (evitar que la 

levadura creciera fermentando la galactosa) o inducibles por cobre (ya que dicha inducción 

puede llegar a ser tóxica para la levadura). Al inverso de estos vectores el pCM188, no requiere 

de inducción, y se puede modular la expresión del gen de interés con la presencia de 

tetraciclina, con 0.001 μg/ml del antibiótico la expresión decrece un 20% y la inactivación 

completa se logra con 1 μg/ml de tetraciclina, según lo reportado por Gari et al. (1997),  

 

Para corroborar la secuencia de la construcción pCM188-cox3 la cual tiene 9262 pares de 

bases, se generó un mapa de restricción con el programa EnzimeX de licencia libre para Mac 

OS X 10, así se obtuvo que la enzima BamH l corta en el sitio múltiple de clonación del 

plásmido y en la posición 481 del gen cox3 de Polytomella sp.; el peso esperado para esta 

restricción es una banda de 8741 y 521 pares de bases (Fig. 7). 

 

 

 
               Vector 

 Inserto 

Figura 7. En los carriles del 1 al 3 se hizo una digestión con la enzima BamH l, 1) plásmido pCM188 sin inserto, 2) y 
3) son pCM188-cox3 se puede observar un banda de alrededor de 500 pares. 
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Se probaron las cepas NB40-36A y DFS189 en medios con diferentes fuentes de carbono que 

contenían glucosa (YPD) medio en el cual las levaduras fermentan, y glicerol (YPGly) en el cual 

las levaduras solo pueden respirar (Fig. 8). Como puede observarse, la cepa interrumpida en el 

gen cox3 mitocondrial es incapaz de crecer en sustratos no fermentables. 

 
Figura 8. Prueba de las cepas utilizadas en medio fermentativo y respiratorio. 

 

Obtenida la construcción pCM188-cox3 se continúo con la transformación de las levaduras con 

el procedimiento descrito por Gietz & Woods (2002); los resultados obtenidos se muestran en la 

figura 9. 

 
Figura 9. Transformación de las cepas con el pCM188 y pCM188-cox3, de 1 a 3 es NB40-36A, de 4 a 6 es DFS189, 

1 y 4 con pCM188, 2 y 5 con pCM188-cox3, 3 y 6 sin vector. 
 

Las cepas transformadas con la construcción pCM188-cox3 se sembraron en medio mínimo sin 

uracilo con 2% de glicerol como fuente de carbono. La complementación no fue exitosa, ya que 
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no crecieron en este medio las cepas que tenían interrumpido el gen mitocondrial. La presencia 

del vector con el gen cox3 de Polytomella sp. no restauró la deficiencia del gen cox3 

mitocondrial de la levadura. Al no obtener los resultados esperados nos preguntamos sí la 

proteína COXlll del alga se está expresando en la levadura. Se continuó con la búsqueda del 

RNA mensajero de este gen, por medio de RT-PCR, en el cual se usó como templado el RNA 

total de las cepas de levaduras transformadas con la construcción (Fig. 10). 

 
Figura 10. M) Marcador, 1) DFS189, 2) DFS189 con pCM188, 3) DFS189 con pCM188-cox3, 4) control de la reacción 

sin RNA. 
 

Con esta técnica se obtuvieron resultados positivos, como se puede observar en el carril 3 de la 

figura 10. Al realizar nuevamente el experimento pero agregando desoxirribonucleasa 1 de 

Roche, no se observó la banda, lo que sugería que el producto de PCR observado se debiera a 

la amplificación de DNA del vector. Se decidió hacer ensayos de tipo Northern blot, usando 

como templado el RNA total que se tenía extraído, y como sonda la digestión con BamH l del 

gen cox3 de Polytomella sp. alrededor de 500 pares de bases (Fig. 11). 

                                                   
                          A                                                                                  B 
Figura 11. A: La digestión del gen cox3 de Polytomella sp., el fragmento de alrededor de 500 pares de bases (carril 1) 
se empleo para hacer la sonda en el ensayo de Northern blot. B: 1) Sonda del gen cox3 2) RNA de DFS189 3) RNA 

de DFS189 con pCM188 4) RNA de DFS189 con pCM188-cox3 5) RNA total de Polytomella sp. 
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La membrana se tiñó con azul de metileno para visualizar la transferencia del RNA, y 

posteriormente se efectuó la hibridación, y la membrana se colocó en un cassette de Molecular 

Dynamics con una pantalla sensible al fósforo radioactivo. No se obtuvo una señal positiva para 

la cepa transformada con el plásmido pCM188-cox3; lo único que se pudo apreciar fue la sonda 

marcada (Fig. 12). 

 
Figura 12. Membrana de nylon que se digitalizó por medio de un aparato Storm de Molecular Dynamics en la Unidad 

de Biología Molecular del I.F.C., con RNA de la cepa DFS189 y con RNA total de Polytomella sp., el gel que se 
muestra en la figura 12 es el mismo que se utilizo para este análisis. 

 

Los experimentos de Northern blot sugerían la ausencia de un transcrito del gen cox3. Para 

confirmar este resultado, se exploró la presencia/ausencia de la proteína con ensayos de tipo 

Western blot, ya que en laboratorio contamos con un anticuerpo anti-COXlll de  S. cerevisiae, 

que cruza con la subunidad de Polytomella sp., como fue previamente reportado por Pérez-

Martínez et al. (2000). 

 

En la figura 13 se muestra el gel desnaturalizante de poliacrilamida, el cual se realizó para 

separar las proteínas presentes en los extractos totales de los cultivos, como controles positivos 

para la inmonuréplica de tipo Western se utilizó mitocondrias aisladas de Yarrowia lipolytica y la 

citocromo c oxidasa de Polytomella sp.; en paréntesis se muestra la concentración de proteína 

que se cargó en cada pozo. 

 

Neevia docConverter 5.1



 1              2                3               4               5             6

 
Figura 13. Gel desnaturalizante: 1) Mitocondrias aisladas de Yarrowia lipolytica (25μg), 2) Complejo lV de Polytomella 

sp. (375μg), 3) Extracto total de la cepa NB40-36A (817μg), 4) Extracto total de la cepa NB40-36A transformada con 

la construcción pCM188-cox3 (252μg), 5) Extracto total de la cepa DFS189 (767μg), y 6) Extracto total de la cepa 

DFS189 transformada con la construcción pCM188-cox3 (250μg). 

 

 

                1                                2                           3                          4                           5                    6

 
Figura 14. Inmunoréplica tipo Western usando el anticuerpo anti-COXlll: 1) Mitocondrias aisladas de Y. lipolytica, 2) 

Complejo lV de Polytomella sp, 3) Extracto total de la cepa NB40-36A, 4) Extracto total de la cepa NB40-36A 
transformada con la construcción pCM188-cox3, 5) Extracto total de la cepa DFS189, y 6) Extracto total de la cepa 

DFS189 transformada con la construcción pCM188-cox3. 
 

El gel se utilizó para realizar el estudio de tipo Western blot, según lo descrito en Materiales y 

Métodos. En la figura 14 se muestra el resultado de este procedimiento, en el cual podemos 

observar que el anticuerpo anti-COXlll tiene reacción cruzada con la subunidad COXlll de Y. 

lipolytica (carril 1), y con la subunidad COXlll de Polytomella sp. (carril 2), y en los carriles 3 

(cepa silvestre) y 4 (cepa silvestre con la construcción pCM188-cox3), se puede observar que el 

anticuerpo hace reacción contra el péptido para el cual fue diseñado. En el caso de la cepa 
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carente del gen cox3 (DFS189), carriles 5 (sin transformar) y 6 (transformada con la 

construcción pCM188-cox3), no se pudo observar la presencia de esta subunidad de la 

citocromo c oxidasa. Concluimos que no hay presencia de la proteína COXIII del alga en las 

levaduras transformadas. 
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DISCUSIÓN 
 

En el presente trabajo, intentamos rescatar la función de la citocromo c oxidasa de una cepa de 

levadura (S. cerevisiae) que tiene interrumpido al gen cox3 mitocondrial, expresando el gen del 

alga incolora Polytomella sp. que codifica para la subunidad cox3 del alga. En términos 

estrictos, no se realizó una expresión alotópica sino mas bien xenotópica, ya que se utilizó un 

gen de otro organismo.  

Para lograr este propósito, se clonó el gen cox3 del alga en el vector pCM188, dando como 

resultado la clona denominada pCM188-cox3. Las levaduras se transformaron y se lograron 

crecer en un medio sin uracilo. Sin embargo, no se pudo complementar la ausencia del gen 

cox3, ya que la levadura fue incapaz de crecer en un medio no fermentativo. En primera 

instancia se realizó la búsqueda del transcrito; al no obtener resultados positivos se continuó 

con la exploración de la proteína con técnicas de inmunodetección. El resultado negativo nos 

indicó que no teníamos la presencia de esta subunidad en la cepas de levadura transformadas 

con la construcción. 

 
Para que ocurra una expresión alotópica exitosa se requiere de una serie de eventos que 

faciliten la transcripción, la traducción, la importación a la mitocondria, el procesamiento de la 

preproteína, la inserción en la membrana interna, y la integración funcional en la holoenzima 

 

a) La primera parte a contemplar es la preferencia de codones del gen que se va a expresar. En 

el caso de algas clorofíceas y de S. cerevisiae los genes utilizan el código estándar, pero tienen 

preferencias distintas para cada aminoácido. 

 

b) El vector de expresión es otro punto a contemplar; como requerimientos esenciales 

podríamos señalar que tenga un origen de replicación multicopia (2μ) y un promotor fuerte 

como son el CYC-1 o el PGK (fosfoglicerato cinasa). Obtenida la expresión del gen, se puede 

modular, haciendo uso de otros vectores como el utilizado en este trabajo pCM188 o pSAL1, el 

cual regula su expresión mediante variaciones en la concentración de cobre en el medio. 

Ambos contienen una región centromérica por lo que cada célula tendrá sólo una copia del 

plásmido. 

 

c) Para el direccionamiento de proteínas hacia el compartimento mitocondrial correspondiente, 

una parte importante son las presecuencias mitocondriales. Como característica general, la 
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presecuencia mitocondrial es un péptido anfifílico que contiene preferentemente aminoácidos 

con cargas positivas, que pueden adoptar una estructura de α-hélice o  de β-lámina. Las 

longitudes son muy variables, desde 12 hasta más de 70 aminoácidos, ubicada en el extremo 

amino terminal de la proteína madura (Roise & Schatz, 1988).   

 

d) Una de las grandes limitaciones para la importación de proteínas a la mitocondria de origen 

nuclear es la hidrofobicidad, la cual no está relacionada exactamente con el número de cruces 

transmembranales, sino mas bien con la hidrofobicidad total de cada segmento transmembranal 

y con la hidrofobicidad promedio de la preproteína (mesohidrofobicidad)  (Claros et al., 1995, 

1996). Así, la reducción de la hidrofobicidad debe ser preferencialmente en los cruces 

transmembranales que no alteren la función ni en las interacciones importantes subunidad-

subunidad como es el caso de la subunidad COXlll de las algas clorofíceas (Pérez-Martínez et 

al., 2001). Con la reducción de la hidrofobicidad tambien se facilitaría el transporte a través de 

los complejos translocadores TOM/TIM (Membrana externa/Membrana interna). En el estudio 

realizado por Oca-Cossio et al. (2003) en células de mamífero, se importó una proteína 

resultante de la fusión entre el apocitocromo b (proteína que forma parte del núcleo catalítico 

del complejo lll) y la EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) y observaron por medio de 

microscopia confocal agregaciones en la periferia de la membrana externa, por lo que 

sugirieron que la traducción de proteínas hidrofóbicas debe estar acoplada a la translocación 

(Fujiki & Verner, 1993). La inserción cotraduccional facilitaría el transporte e impediría que se 

generen agregados en la membrana externa mitocondrial.  

 

e) Para que la traducción del RNAm se lleve acabo en la periferia de la membrana externa 

mitocondrial, es necesaria la presencia de elementos en cis dentro del 3´UTR, que dirija RNAm 

hacia la mitocondria (Marc et al. 2002). Una posible explicación para este fenómeno radica en el 

doble origen (procariota y eucariota) la composición de proteínas presentes en la mitocondria 

(Karlberg et al., 2000), por el cual las proteínas de origen procariota se traducen 

preferentemente en superficie de la membrana externa. También se ha observado una relación 

con el tamaño del RNAm y el lugar de la traducción con la biogénesis. Así, los RNAm que son 

largos, indican que son elementos básicos de la arquitectura de los complejos mitocondriales, 

por lo que suelen localizarse en la periferia de la membrana externa (Silvestre et al., 2003a). El 

grupo de Corral-Debrinski, ha realizado diferentes estudios con el 3´UTR para que el RNAm se 

dirija y traduzca en la periferia de la membrana externa mitocondrial y han observado que la 

presencia de elementos en cis en el 3´UTR está conservada desde la levadura (S. cerevisiae) 
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hasta los humanos (Silvestre et al. 2003b). En células HeLa han podido importar in vivo la 

subunidad ATP6 la cual es altamente hidrofóbica y forma parte del sector FO de la ATP 

sintetasa; esto fue posible sin la sustitución de aminoácidos para disminuir la hidrofobicidad; 

simplemente recodificaron el gen mitocondrial para su expresión nuclear y colocaron la 

presecuencia y el 3´UTR de la isoforma 2 de la superóxido dismutasa (SOD2) la cual es un 

enzima que se encuentra en la matriz mitocondrial (Kaltimbacher et al. 2006). 

 

f) El transporte de la preproteína hacia la matriz mitocondrial se realiza por medio de los 

complejos translocadores TOM/TIM23. Este proceso implica el reconocimiento de la 

presecuencia y de un potencial electroquímico (ΔΨ) que impulse el movimiento electroforético, 

con la participación de la chaperona Hsp70 asociada a los dominios expuestos en la matriz del 

complejo TIM23 (Tim 44, 16 y 14 ), que hidrolizando ATP  ayuda a la importación de la proteína 

a la matriz mitocondrial. 

 

g) La preproteína ubicada en la matriz sufre una primera edición, realizada presumiblemente 

por la enzima m-AAA, la cual remueve parte de la presecuencia con la hidrólisis de ATP, esta 

peptidasa participa en la proteólisis para la formación de los complejos de la cadena respiratoria 

(Artl et al. 1998). 

 

h) El siguiente paso es la exportación e inserción de la preproteína en la membrana interna 

mitocondrial; este proceso es llevado acabo por Oxa1, Mba1 y el complejo formado por Pnt1-

Mss2- Cox18. 

 

i) Para que la preproteína adquiera la conformación madura se requiere de una segunda 

escisión de la presecuencia restante en el espacio intermembranal, este paso es realizado por 

el complejo IMP. 

 

j) La incorporación de COXlll a la holoenzima, no es un evento aislado, ya que debe acoplarse a 

la biogénesis de las otras subunidades que forman parte del núcleo de esta enzima. Lo primero 

que se incorpora es COXl, la cual tiene que adquirir los grupos hemo (a y a3) y el cobre B, al 

mismo tiempo se debe de integrar COXll y adquirir el cobre A, realizada la asociación COXl - 

COXll, se incorpora COXlll. Esta última subunidad establece tres contactos con COXl y se forma 

el complejo COXlll - COXl - COXll. El ensamblaje correcto de esta subunidad da como resultado 
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la función del complejo, ya que aunque no presenta grupos que participen en las reacciones de 

oxido-reducción, parece tener un papel estructural importante.  

 

k) Como puede observarse, la expresión alotópica de genes no es un proceso trivial, e implica 

una gran cantidad de pasos. En el presente trabajo, se encontró que la cepa de levadura 

transformada con el gen cox3 de las algas clorofíceas, no se expresó en la levadura. No pudo 

detectarse en el sistema un RNA mensajero o a la proteína correspondiente. El sistema de 

expresión que se escogió para este trabajo, se truncó desde el primer paso, probablemente 

porque la levadura fue incapaz de transcribir y traducir el gen cox3 xenotópico proveniente de 

un alga.  
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PERSPECTIVAS 
 

En el futuro, utilizaremos un gen cox3 recodificado de la propia levadura para intentar su 

expresión alotópica. El gen se diseñará haciendo alineamientos múltiples de las secuencias de 

las subunidades COXIII de levadura, Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp., y 

comparando los alineamientos con la estructura cristalográfica de la subunidad de bovino, cuya 

estructura cristalográfica ya se conoce. Se diseñará la proteína reduciendo la hidrofobicidad de 

los cruces transmembranales de acuerdo a lo que ha ocurrido naturalmente en la subunidad 

COXlll de algas clorofíceas. Para el diseño del gen correspondiente, se tomará en cuenta el uso 

y preferencia de codones que son utilizados en el núcleo de la levadura. A este gen se 

adicionará en el extremo 5´ la secuencia que codifica para la presecuencia mitocondrial de 

Polytomella sp. e incluiremos regiones 3’ UTR típicas de RNA mensajeros de levadura que 

darán lugar a proteínas mitocondriales. Como un primer acercamiento, el gen sintético se 

expresará bajo el control de un promotor constitutivo en un vector multicopia, para confirmar la 

presencia del transcrito y la proteína, posteriormente se realizarán otras construcciones con 

vectores en los que se pueda regular la expresión del gen.  
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