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Resumen 

Las proteínas son moléculas que tienen diversas funciones en la célula. Sin embargo, antes de que una 

proteína sea funcional debe plegarse. El plegamiento de las proteínas es asistido por chaperonas y 

chaperoninas, las cuales son moléculas muy importantes en la homeostasis proteica mitocondrial. 

Cuando el número de proteínas desplegadas en la mitocondria es más grande que la capacidad por 

plegarlas, se acumulan generando estrés. Para resolver el estrés por acumulación de proteínas 

desplegadas en la mitocondria de metazoarios, se activa la vía UPR (Unfolded Protein Response). La 

UPRmt desencadena una respuesta transcripcional específica en el núcleo y la inhibición de la síntesis 

de proteínas en ribosomas citosólicos. En la levadura Saccharomyces cerevisiae no se ha descrito una 

vía UPRmt y se desconoce como la mitocondria resuelve el estrés por proteínas acumuladas en su 

matriz. Los resultados de este trabajo en la levadura S. cerevisiae, sugieren la activación transcripcional 

de YTA12, el cual codifica para el ortólogo de la vía UPRmt de nematodos Spg7, el cual se activa por 

cloranfenicol (chl), un inhibidor de la traducción mitocondrial que causa estrés mitocondrial. Además, 

en este trabajo se encontró que la activación transcripcional de YTA12 durante el estrés mitocondrial 

inducido por chl depende de la vía retrógrada. Esta vía consiste en una comunicación entre la 

mitocondria y el núcleo cuando hay una disminución en la cantidad de ADNmt o una interferencia con 

su metabolismo, la cual desencadena una respuesta transcripcional para producir los metabolitos 

necesarios. Este es el primer reporte en el que un ortólogo de un elemento de respuesta de la vía 

UPRmt en nematodos, se relaciona con componentes de la vía retrógrada para generar una respuesta 

transcripcional durante el estrés mitocondrial en S. cerevisiae. 

 

 

Palabras clave: Estrés mitocondrial, UPRmt, respuesta retrógrada, Saccharomyces cerevisiae, 

cloranfenicol, proteínas desplegadas, proteínas acumuladas 
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I.-Introducción 

 

• 1.1 Aspectos generales de las proteínas y su plegamiento 

 

Las proteínas son moléculas compuestas por aminoácidos que por su composición y orden determinan 

la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, así como el efecto hidrofóbico e interacciones de largo 

alcance que definen su plegamiento (Karplus 1997). Para que una proteína adopte su estructura 

funcional llamada forma “nativa”, debe plegarse adecuadamente (Karplus 1997; Branden y Tooze 

1999). 

El plegamiento de algunas proteínas empieza en el túnel de salida del ribosoma (Hardesty y Kramer 

2001). Sin embargo, el plegamiento final es asistido por chaperonas y chaperoninas (Gething y 

Sambrook 1992). Las chaperonas se unen a la superficie hidrofóbica de las proteínas, protegiéndolas 

del efecto hidrofóbico y propiciando un plegamiento adecuado que depende de su estructura primaria. 

Las interacciones entre las chaperonas y las proteínas que están en proceso de plegarse tienen un 

tiempo de asociación efímero y cuando las chaperonas se despegan de la superficie hidrofóbica, las 

proteínas quedan en un estado de plegamiento intermediario. Nuevas chaperonas actúan en ciclos 

repetidos sobre los intermediarios de plegamiento hasta que se alcanza el estado final (Hartl y Hayer-

Hartl 2002; Saibil 2013).  

 

• 1.2 El proteoma mitocondrial: importación y plegamiento 

 

El proteoma mitocondrial está constituido por más de 1300 proteínas codificadas tanto en genes 

mitocondriales como en genes nucleares. Menos de 20 proteínas están codificadas en el genoma 

mitocondrial y son subunidades que dan origen a los complejos de la cadena respiratoria y de la FoF1-

ATP sintetasa. Las proteínas que están codificadas en el genoma mitocondrial presentan un alto grado 



11 

 

de hidrofobicidad, por lo que el túnel de salida de los ribosomas mitocondriales está adaptado 

estructuralmente para su plegamiento adecuado (Greber y Ban 2016) 

Gran parte del mantenimiento de la mitocondria se lleva a cabo por proteínas codificadas en genes 

nucleares y constituyen aproximadamente el 99% del proteoma mitocondrial. En consecuencia, hay un 

constante flujo de proteínas extramitocondriales que necesitan ser ensambladas y maduradas adentro de 

la mitocondria (Nelson y Cox 2014). Cuando las chaperonas detectan en el túnel de salida de los 

ribosomas citosólicos una secuencia de importación mitocondrial (MTS), transportan al complejo 

ternario formado por el ribosoma, el ARNm y el péptido naciente, hasta la translocasa de la membrana 

externa mitocondrial (TOM). De esta manera la importación mitocondrial ocurre de forma acoplada a 

la traducción citoplásmica (Hardesty y Kramer 2001; Yogev et al., 2007). 

Una vez dentro de la mitocondria, los péptidos importados son asediados por una variedad de 

chaperonas y chaperoninas, las cuales inducen un ensamblaje y plegamiento apropiado, protegiéndolos 

del efecto hidrofóbico y otros factores (Hartl y Hayer-Hartl 2002  ̧Saibil 2013). 

A pesar de que este proceso está fuertemente regulado, cuando las chaperonas se saturan, la capacidad 

de ensamblaje y plegamiento proteico mitocondrial se ve atenuado, desencadenando que algunas 

proteínas no alcancen su estado nativo induciendo estrés y disfunción mitocondrial (Jia et al., 2011).  

 

• 1.3 Importancia de la mitocondria 

 

La mitocondria es uno de los organelos más importantes en la célula, ya que aquí ocurre la respiración 

y se produce, mediante la fosforilación oxidativa, gran parte de la energía que necesita la célula. 

Además, se llevan a cabo varios procesos esenciales en el metabolismo, tales como el ciclo de Krebs y 

la -oxidación, entre otros. Estos procesos requieren de enzimas eficaces con un funcionamiento 

adecuado, por lo que una alteración en el proteoma mitocondrial es muy dañina para la célula (Nelson y 

Cox 2014).  

En casos de estrés generado por la acumulación de agregados proteicos, hay un proceso llamado 

Respuesta a las Proteínas Desplegadas o vía UPR (del inglés, Unfolded Protein Response). Este 
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proceso es una vía de señalización que comunica a la mitocondria y al núcleo (Jovaisaite et al., 2014; 

Runkel et al., 2013; Benedetti et al., 2006; Yoshida et al., 2000; Haynes et al., 2013). 

 

• 1.4 La vía UPR mitocondrial 

 

La vía UPR es un sistema de control de calidad dentro de la mitocondria. En términos generales, 

cuando las proteínas mitocondriales no alcanzan su conformación nativa, se acumulan en la matriz y en 

el espacio intermembranal. Esto activa una respuesta transcripcional de genes nucleares que codifican 

para chaperonas y proteasas mitocondriales (Zhao et al., 2002; Benedetti et al., 2006), con el objetivo 

de aumentar la capacidad de plegamiento y de degradación de péptidos que no se plegaron 

adecuadamente.  

Además, se ha descrito que la vía UPRmt se acopla a otro sistema de control de calidad que remueve 

proteínas mitocondriales acumuladas en el citosol a través de la proteosoma 26S (Zhao et al., 2002). 

Este proceso es esencial para mantener la homeostasis celular y estudios recientes sobre longevidad 

sugieren que la UPRmt puede prevenir el deterioro funcional asociado al envejecimiento y a sus 

enfermedades relacionadas (Houtkooper et al., 2013). Hasta ahora la UPRmt se ha caracterizado en 

mamíferos y nematodos, pero no en la levadura. 

 

• 1.4.1 UPRmt en nematodos 

 

En C. elegans la vía UPRmt se origina en la matriz mitocondrial, cuando las proteínas con un 

plegamiento erróneo se acumulan y sobrecargan la capacidad de las chaperonas. En consecuencia, las 

proteínas acumuladas se proteolizan en péptidos cortos de 6 a 30 aminoácidos de longitud mediante la 

acción de las proteasas Clpp-1 y Spg7. Los péptidos pequeños resultantes son transportados por Haf-1, 

el cual está embebido en la membrana interna y acarrea a estos péptidos desde la matriz mitocondrial al 

espacio intermembranal para que puedan difundir hacia el citoplasma. Los péptidos transportados al 
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citoplasma de esta forma afectan la importación a la mitocondria de nuevas proteínas (Jovaisaite et al., 

2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et al., 2006), incluyendo a Atfs-1 que en condiciones normales 

entra a la matriz mitocondrial porque contiene una secuencia de localización mitocondrial (MTS) y allí 

es degradada por la proteasa Lon. Sin embargo, durante la UPRmt la importación interrumpida de Atfs-

1 propicia su acumulación en el citoplasma (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et 

al., 2006), con lo que eventualmente se transporta al núcleo mediante su secuencia de localización 

nuclear (NLS). En el núcleo, Atfs-1 coopera con un complejo formado por Ubl-5 y Dve-1, para que 

éste se asocie al promotor del gen de la chaperona mitocondrial HSP-60 y a promotores de los genes 

SPG7 y CLPP-1 con lo que se activa su transcripción (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013; 

Benedetti et al., 2006). 

De manera alternativa y paralela a las actividades de Atfs-1, Gcn-2, una cinasa dependiente de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que se generan en mitocondrias disfuncionales, fosforila al factor eIf2-α, el 

cual participa en el inicio de la traducción. La forma fosforilada de este factor no es activa, por lo que 

se inhibe la traducción citoplásmica de proteínas y con esto se reduce la carga en las chaperonas 

mitocondriales (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013;) (Figura 1). 

 

Figura 1. La vía UPRmt en C. elegans está mediada por Atfs-1, la cual en estrés mitocondrial por proteínas desplegadas 

activa chaperonas y genes de respuesta. Alternativamente a Atfs-1, Gcn-2 se activa por la acumulación de ROS e inactiva la 

traducción citosólica para aliviar la carga proteica, mediante la fosforilación del factor eIf2. (Jovaisaite et al., 2014; Runkel 

et al., 2013; Benedetti et al., 2006). 

 

• 1.4.2 UPRmt en mamíferos 
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En mamíferos, la vía UPRmt ocurre tanto en la matriz mitocondrial como en el espacio 

intermembranal, y se les conoce como la vía activa y la vía de protección, respectivamente (Yoshida et 

al., 2000; Jovaisaite et al., 2014; Haynes et al., 2013). En la vía activa se ha observado que varios 

componentes de la vía de C. elegans están conservados, incluyendo a las chaperonas mitocondriales y 

Clpp-1(Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014).  

Una vez que se detecta el estrés mitocondrial por proteínas acumuladas, las cinasas Jnk2 y Pkr 

fosforilan al factor de transcripción c-Jun en los residuos Ser63 y Ser73, esta activación hace que el 

factor de transcripción se una al sito AP-1 en el promotor de los genes CHOP y C/EBPβ, los cuales 

codifican factores de transcripción que se unen a sitios en promotores de genes que son elementos de 

respuesta de UPRmt. (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014). Por su parte la 

cinasa Pkr fosforila a eIf2α, lo que inhibe la traducción de proteínas en citoplasma y por tanto induce 

una reducción en la sobrecarga de las chaperonas mitocondriales (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 

2000; Jovaisaite et al., 2014).  

En la vía de protección, las proteínas acumuladas en el citoplasma son detectadas y se degradan por el 

proteosoma 26S, pero si alguna proteína desplegada aún ingresa al espacio intermembranal, es 

eliminada por la proteasa Htra2. Cuando la proteasa Htra2 se sobrecarga por el exceso de agregados 

proteicos en el espacio intermembranal, se afecta a la cadena respiratoria, lo que conduce a una 

sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Además, una gran parte de los ROS 

producidos no pueden ser degradados debido a la reducida importación de proteínas a la mitocondria 

(Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014). La proteína cinasa Akt es sensible a las 

ROS producidas en el espacio intermembranal, lo que induce su fosforilación y esto propicia la 

activación del receptor de estrógeno α (Erα) (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 

2014). ERα por su parte, puede aumentar la actividad del proteosoma o aumentar el control de calidad 

en el espacio intermembranal al amplificar los niveles de expresión del gen HTRA2. Además, la 

activación de ERα aumenta la transcripción del factor respiratorio nuclear 1 (NRF1), que protege las 

mitocondrias y previene la pérdida del potencial de membrana mitocondrial mediante la activación 

transcripcional de genes nucleares necesarios para la respiración, la transcripción y replicación de ADN 

mitocondrial (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014) (Figura 2). 
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• 1.5 Factores que desencadenan la UPRmt 

 

Uno de los principales factores que desencadenan la UPRmt es la descompensación entre las proteínas 

codificadas en el ADN mitocondrial y en el ADN nuclear. Las proteínas que llevan a cabo la 

fosforilación oxidativa se componen de subunidades de origen nuclear y mitocondrial, las cuales tienen 

un equilibrio estequiométrico; cuando este equilibrio se pierde, se acumulan subunidades huérfanas en 

la mitocondria. Existen diversos factores que desencadenan esta descompensación como pueden ser 

mutaciones puntuales, la inhibición de la transcripción del ADNmt, la deficiencia de actividad de 

proteosoma 26S y la alteración de la maquinaria de traducción mitocondrial, entre otros (Houtkooper et 

al., 2013). 

La doxiciclina y el cloranfenicol (chl) inhiben la síntesis de proteínas en ribosomas mitocondriales, 

debido a que impiden la formación del complejo ribosoma-ARNt, el cual afecta a la elongación del 

péptido naciente, lo que induce una disminución en la respiración y una activación de la UPRmt en C. 

elegans (Houtkooper et al., 2013). 

En patologías como la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Ferri et al., 2006) y como la ataxia de 

Friedrich (Correia et al., 2008), se ha visto que existe daño mitocondrial, lo que desencadena la 

formación de agregados proteicos en la matriz mitocondrial, los cuales en etapas iniciales pueden 

activar la UPRmt. 
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Figura 2. La señalización UPRmt en mamíferos esta mediada por Jkn2 y Pkr que fosforilan a c-Jun para que active la 

transcripción de CHOP y C/EBPβ, que a su vez promueven la transcripción de chaperonas y proteasas mitocondriales. 

Además, Pkr inhibe la traducción de proteínas citosólicas. En una vía alternativa en el espacio intermembranal, Akt, 

promueve la activación del proteosoma 26S en el citosol y la activación transcripcional del gen HTRA2 (el cual codifica una 

proteasa del espacio intermembranal mitocondrial) y del gen NRF1 (el cual codifica un factor de transcripción clave en la 

replicación y transcripción del ADN mitocondrial) (Jovaisaite et al., 2014). 
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II.-Antecedentes 

 

• 2.1 Comunicación entre la mitocondria y el núcleo en estrés mitocondrial en la levadura 

S. cerevisiae 

 

En la levadura S. cerevisiae se desconoce cómo la mitocondria responde a estrés por proteínas mal 

plegadas dentro de la matriz mitocondrial. Recientemente se han descrito diversas vías que responden 

al estrés por la disminución de la importación mitocondrial, la cual atenúa la traducción citosólica 

reprogramando los patrones de expresión genética (Boos et al, 2019; Avendaño-Monsalve et al., 2020). 

Para compensar este desequilibrio estequiométrico en la mitocondria, entre las proteínas codificadas 

del ADN mitocondrial y en el ADN nuclear y estabilizar la homeostasis proteica mitocondrial se 

activan programas de adaptación transcripcional, en los cuales se incrementa la actividad del 

proteosoma, a través de la regulación positiva y negativa de activadores transcripcionales como Hsf1, 

Rpn4, HAP y Pdr3 (Wang and Chen, 2015; Wrobel et al., 2015; Boos et al., 2019; Matsumoto et al., 

2019). Sin embargo, hasta ahora este tipo de estudios no han permitido identificar una UPR 

mitocondrial. Lo más cercano a una UPRmt es la llamada respuesta retrógrada, ya que, en ésta, como 

en la UPRmt, existe una comunicación con el núcleo cuando hay disfunción en el interior de la 

mitocondria, generada por condiciones de estrés. Lo que se sabe hasta ahora es que la respuesta 

retrógrada se activa cuando hay una disminución en la cantidad de ADNmt o una interferencia con su 

metabolismo y cuando hay una inhibición de la fosforilación oxidativa (Sekito et al., 2000) (Figura 3). 

 

• 2.2 Respuesta retrógrada en la levadura S. cerevisiae 

 

La respuesta retrógrada en levaduras es controlada por las proteínas Bmh1p, Bmh2p, Rtg1p, Rtg2p, 

Rtg3p y Aup1 (Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014) (Figura 

3). En condiciones normales (cuando el sistema esta silenciado), la proteína Mks1p se encuentra 
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hiperfosforilada, lo que hace que su extremo amino se una al dímero Bmh1p-Bmh2p. En condiciones 

de estrés mitocondrial (cuando el sistema está activo) Mks1p está hipofosforilada y por medio de su 

extremo carboxilo terminal se une a Rtg2p, lo cual propicia la hipofosforilación de Rtg1p-Rtg3p 

mediada por Aup1. 

Rtg3p es una proteína con una secuencia de localización nuclear. Sin embargo, en condiciones 

normales forma un dímero con Rtg1p en el citoplasma. La localización citoplasmática del dímero 

Rtg1p-Rtg3p es dependiente de su estado de fosforilación. En condiciones de disfunción mitocondrial, 

el dímero hipofosforilado se transporta al núcleo y activa genes que tienen sitios de unión CTCAC 

conocidos como “cajas r”. Un gen que está muy caracterizado y que se regula de esta manera es CIT2, 

el cual tiene dos cajas R en su promotor. Esta vía además es regulada negativamente por Lst8p de 

manera dependiente e independiente de Tor1 y Tor2 (Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al., 

2013; Jovaisaite et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Respuesta retrógrada. Mks1p regula positiva o negativamente a Aup1 afectando el estado de fosforilación del 

dímero Rtg1p-Rtg3p. En disfunción mitocondrial Rtg1p-Rtg3p está hipofosforilado y activa genes nucleares de respuesta al 

estrés mitocondrial. Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014) 
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III.-Justificación 

 

Debido a que se desconoce si existe una vía UPRmt en la levadura S. cerevisiae y que la vía retrógrada 

está poco caracterizada, en este trabajo se propone estudiar genes nucleares que codifican para 

proteínas mitocondriales, algunos de los cuales en C. elegans y en mamíferos responden a la UPRmt.  

Decidimos usar chl, un inductor de estrés mitocondrial, el cual inhibe la síntesis de proteínas en 

ribosomas mitocondriales, debido a que impide la formación del complejo ribosoma-ARNt, y esto 

afecta a la elongación del péptido naciente, lo que induce una disminución en la respiración y una 

activación de la UPRmt en C. elegans. Sin embargo, en la levadura S. cerevisiae no se sabe si hay 

UPRmt y se desconoce si este tipo de estrés por chl genera una UPRmt. Por lo tanto, en este trabajo, 

más que referirnos a UPRmt en levaduras, incluimos el término "estrés mitocondrial" a los efectos del 

tratamiento con cloranfenicol, suponiendo que esto genera defectos en el plegamiento y en el 

procesamiento de proteínas mitocondriales. La detección de genes nucleares que respondan a 

condiciones de estrés mitocondrial inducido por chl nos ayudará en primer lugar a discernir si su 

expresión se comporta de la misma manera que sus ortólogos en la vía UPRmt en C. elegans y en 

segundo lugar a caracterizar si en esta condición su expresión depende de la vía retrógrada en la 

levadura S. cerevisiae. En la Tabla 1 se enlistan los genes que se estudiaron en este trabajo y las 

proteínas que codifican. 

 

Tabla 1. Ortólogos de vía UPRmt y genes relacionados funcionalmente 

Genes en S. 

cerevisiae 
Función mitocondrial de la proteína que codifica cita 

HUB1 Activador Transcripcional nuclear (Ortólogo de UBL5 en C. elegans) Benedetti et al., 2006 

MDL1 
Transportador de péptidos de la matriz al citoplasma (Ortólogo de Haf1 en C. 

elegans) 
Young et al., 2001 

GCN2 Cinasa que fosforila a eIf2α Kubota et al., 2001 

NMA11 
Proteasa y chaperona del espacio intermembranal (ortólogo de Htra2 en 

mamíferos) 
Padmanabhan et al., 2009 

HSP10 Chaperonina de matriz Höhfeld y Hartl 1994 

CCP1 Oxidorreductasa que degrada hidroperóxidos con mayor afinidad al H2O2 Charizanis et al., 1999 

SUE1 Proteasa que degrada formas inestables de citocromo c Wei y Sherman 2004 

YTA12 Proteasa m-AAA (Ortólogo de SPG7 en C. elegans) Arlt et al., 1996 
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IV.-Pregunta de investigación 

 

¿La transcripción de los genes CCP1, SUE1, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1, YTA12 y NMA111 se 

regula por la vía retrógrada en condiciones estrés mitocondrial inducido por chl en la levadura S. 

cerevisiae? 

 

V.-Hipótesis 

 

La expresión de los genes CCP1, SUE1, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1, YTA12 y MA111 aumentará en 

condiciones de estrés mitocondrial inducido por chl y se verá afectada en mutantes de la vía retrógrada. 

 

VI.-Objetivos 

 

• 6.1 Objetivo general 

 

Determinar la actividad transcripcional de los genes CCP1, SUE1, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1, 

YTA12 y NMA111 en mutantes de S. cerevisiae de la vía retrógrada cuando exista estrés mitocondrial 

inducido por chl. 
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• 6.2 Objetivos específicos 

 

1.- Evaluar el fenotipo de las mutantes de los genes de interés en presencia de estrés mitocondrial 

inducido por chl.  

2.- Determinar la actividad transcripcional de estos genes en condiciones de estrés mitocondrial 

inducido por chl. 
3.- Evaluar la expresión de estos genes en mutantes de la vía retrógrada en presencia y ausencia de 

estrés mitocondrial inducido por chl. 

 

VII.- Metodología 

 

• 7.1 Cepas y plásmidos 

 

Para todos los experimentos del trabajo se emplearon levaduras de la especie S. cerevisiae de la cepa 

BY4742. Las mutantes utilizadas en este trabajo están enlistadas en el anexo 1.  

Todos los plásmidos utilizados en este trabajo se enlistan en el anexo 2.  

Para amplificar los plásmidos se usaron bacterias de la cepa DH5α de Escherichia coli, y para clonar 

los promotores se usó el plásmido pGEM®-T Easy. 
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• 7.2 Condiciones de cultivos 

 

Las bacterias se crecieron a 37º C en medio LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 0.5% NaCl) 

con 100 μg/ml de ampicilina para la selección de los plásmidos. Las levaduras se cultivaron a 30°C en 

medio completo YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa). 

Para la selección de cepas transformadas se usó medio mínimo sintético SD (0.69% base nitrogenada 

sin aminoácidos y con sulfato de amonio, 2% glucosa y 20 μg/ml de cada aminoácido necesario para el 

crecimiento y selección de los plásmidos). Además de usar medio completo, algunas cepas se 

cultivaron en medios respiratorios YPG (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glicerol) y 

YPLAC (1% extracto de levadura, 1% peptona, 0.12% (NH4)2SO4, 0.1% KH2PO4, 0.0235% lactato al 

85%).  

El chl se estandarizo en cuanto a tiempo y concentración a través del fenotipo (datos no mostrados) se 

usó la dosis en la cual aún había crecimiento de las células. 

 

• 7.3 Análisis de crecimiento 

 

El crecimiento se determinó de una manera cualitativa mediante el crecimiento de las cepas en medio 

sólido y de forma cuantitativa determinando la densidad óptica mediante un espectrofotómetro de 

placas. Para el crecimiento en medio sólido, las cepas crecieron durante toda la noche en YPD líquido 

con 4mg/ml de chl en cajas de Petri con YPD y 1mg/ml de chl. La determinación del crecimiento en el 

espectrofotómetro de placas se hizo a 30°C en YPD líquido con 4 mg/ml de chl y durante 24 horas, 

iniciando con una densidad óptica de 0.2.  
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• 7.4 Análisis de dinámica mitocondrial 

 

Las cepas en este análisis crecieron en YPD líquido y se utilizaron en el momento que llegaron a su 

fase estacionaria, sin chl durante 10 horas y con 4mg/ml de chl durante 15 horas. Para visualizar la 

dinámica mitocondrial se usó un marcador que tiñe de color verde fluorescente a las mitocondrias 

llamado pVT100U-mtGFP, el cual tiene el promotor de la alcohol deshidrogenasa1 fusionado a una 

secuencia que codifica el péptido señal de importación de la subunidad 9 de la Fo ATP sintetasa de 

Neurospora crassa a la mitocondria (Westermann y Neupert 2000) y al gen de la proteína GFP. La 

morfología mitocondrial se observó por microscopia de epifluorescencia. 

 

• 7.5 Análisis in silico 

 

La búsqueda de genes ortólogos se hizo utilizando la base de datos Alliance of Genome Resources 

https://www.alliancegenome.org/, la cual mediante un gran número de algoritmos identifica genes en 

diferentes organismos que tienen un ancestro común y descienden de un gen ancestral idéntico, 

descartando similitud por duplicación genética. Los resultados de la base de datos Alliance of Genome 

Resources se corroboraron con un PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST). 

El análisis de promotores se hizo mediante la base de datos Yeastract http://www.yeastract.com/, en la 

cual se buscaron probables sitios de unión de factores de transcripción en los promotores de interés. 

 

• 7.6 Transformación de bacterias 

 

Las bacterias competentes se incubaron con 100 ng de plásmido durante 30 min en hielo. Después se 

les dio un choque térmico a 42°C durante 45 segundos. Se les agregó 1 ml de LB y se incubaron a 37°C 

https://www.alliancegenome.org/
http://www.yeastract.com/index.php
http://www.yeastract.com/
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durante 1 hora con agitación. Finalmente, las células se plaquearon en LB complementado con 

100μg/ml de ampicilina. 

 

• 7.7 Transformación de levaduras 

 

Las levaduras se cultivaron en YPD liquido hasta su fase estacionaria, después se tomaron alícuotas 

hasta ajustar 25ml en una densidad óptica de 0.3 (OD600) y se dejó creciendo a 30°C hasta llegar a una 

DO600 de 0.6. Las células se centrifugaron y se lavaron con agua. Se les adicionó 0.1M de TE pH 7.5 y 

0.1M de acetato de litio (pH 7.5). De esta mezcla se tomó una alícuota a la que se le agregaron 10 ng de 

plásmido (Anexo 2), 50 μg de ADN de esperma de salmón, 40% de polietilenglicol, 0.1M TE (pH 7.5), 

0.1M acetato de litio (pH 7.5). La mezcla se incubó durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente se 

agregó 40μl de DMSO y se incubó a 42°C por 15 minutos. Finalmente, las células se plaquearon en SD 

con los aminoácidos requeridos de acuerdo con el plásmido utilizado en cada transformación. 

 

• 7.8 Análisis de expresión 

 

Cada promotor analizado en este estudio se amplificó a partir de ADN genómico de la cepa BY4742 y 

los productos de PCR se ligaron en el plásmido pGEM®-T Easy (Anexo 2). Los plásmidos 

recombinantes se secuenciaron con los desoxioligonucleótidos T7 y SP6. Posteriormente a la 

verificación por secuenciación, cada promotor se subclonó en el plásmido YEp351-GFP (Anexo 2). 

Así, la expresión de GFP representa la actividad transcripcional de cada promotor. De esta manera, se 

analizó la fluorescencia de GFP por microscopia y citometría de flujo. 
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VIII.-Resultados 

 

• Análisis de los promotores en los genes de interés  
En este trabajo se eligieron genes que por su función o por su ortología pudieran responder a estrés 

mitocondrial inducido por chl, el cual como ya mencionamos inhibe la síntesis de proteínas en 

ribosomas mitocondriales, debido a que impide la formación del complejo ribosoma-ARNt y de esta 

manera afecta a la elongación del péptido naciente, lo que induce una disminución en la respiración y 

una activación de la UPRmt en C. elegans.  

El primer acercamiento a estos genes fue a través de un análisis bioinformático para saber qué factores 

de transcripción repercuten en algún cambio en su expresión. Para esto se hizo una búsqueda de los 

sitios de unión a factores de transcripción más importantes en los promotores de cada gen (Tabla 2). 

Una vez hecho el análisis se procedió a hacer ensayos de fenotipo en condiciones de estrés 

mitocondrial inducido por chl 

 

Tabla 2. Sitios de unión a factores de transcripción en ortólogos de UPRmt 

 

 

 

 

TF Función CCP1 SUE1 HSP10 YTA12 HUB1 NMA111 MDL1 GCN2 

Rtg1-Rtg3 Respuesta retrógrada  2 sitios  4 sitios  3 sitios 1 sitio 2 sitios 

Skn7-Stb5 Respuesta a estrés oxidativo 15 sitios 1 sitio 2 sitios 9 sitios 1 sitio   9 sitios 

Mns2-4 Respuesta a inanición 5 sitios 2 sitios 1 sitio 3 sitios 4 sitios   2 sitios 

Haa1 Respuesta a estrés de membrana 2 sitios 1 sitio 1 sitio 1 sitio     

Rpn4 Activación del proteosoma    1 sitio 1 sitio    
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• El gen YTA12 contribuye al crecimiento celular en condiciones de estrés ocasionado por 

cloranfenicol (chl) 
 

Con el objetivo de determinar si las proteínas codificadas por los genes que están regulados por los 

promotores seleccionados participan en la respuesta a estrés mitocondrial inducido por chl, medimos 

los efectos de este antibiótico en el crecimiento de mutantes de cada uno de los genes. En la figura 4, se 

puede observar que todas las mutantes crecen adecuadamente en condiciones sin estrés (-chl), sin 

embargo, en presencia de chl, la cepa mdl1 muestra una disminución moderada en su crecimiento, 

esto concuerda cuando se usa el medio respiratorio YPLAC, mientras que en la cepa yta12 el efecto 

del chl es más marcado y en medios respiratorios el crecimiento es nulo. El resto de las mutantes 

analizadas crecen a un nivel parecido al de la cepa silvestre. Cuando se determinan los efectos del chl 

en el crecimiento de las mutantes mediante un ensayo cuantitativo, se encontró que solamente la cepa 

yta12 muestra una sensibilidad moderada y ya no se aprecia el efecto en la cepa mdl1 (Figura 5). La 

sensibilidad de la cepa yta12 es más notoria en la gráfica de las regresiones lineales donde claramente 

se observa que la pendiente de la curva de la cepa yta12 es menor que el de la cepa silvestre y 

también es menor al de las otras mutantes. Esto se confirma cuando se grafican los valores de las 

pendientes normalizadas contra la cepa silvestre en cada condición (Figura 5C). En este caso, la 

disminución del crecimiento de la cepa yta12 en presencia de chl es de un 40% con respecto a la cepa 

silvestre. Las otras mutantes no muestran diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre.    
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Figura 4. El crecimiento de la cepa yta12 está disminuido en medio solido con 1mg/ml de chl. Las células crecieron 

previamente en medio completo liquido YPD complementado con 4mg/ml de chl y las diluciones se hicieron en medio 

completo solido YPD complementado con 1mg/ml de chl. El tratamiento con chl en cada figura se representa como chl+. 

Las células crecieron previamente en medio completo liquido YPD y las diluciones se hicieron en medio YPD, YPG y 

YPLAC.  
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Figura 5. El crecimiento de la cepa yta12 está atenuado en presencia de chl. 

A. cuantificación de crecimiento de cepas en el espectrofotómetro de placas con y sin cloranfenicol. B. Ajuste de rectas a la 

fase exponencial del panel a mediante el logaritmo natural de OD. C. Comparación de las pendientes de cada recta del panel 

b normalizadas en relación con la cepa WT chl-. OD=Densidad óptica, Ln OD= logaritmo natural de densidad óptica, chl-= 

tratamiento sin cloranfenicol, chl+= tratamiento con cloranfenicol, t= tiempo en horas, m=pendiente, b=intersección del eje 

X y Y. 
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• Efecto del estrés causado por el cloranfenicol (chl) en la morfología mitocondrial. 

 

Como ya se mencionó, el chl afecta la síntesis de las proteínas mitocondriales, lo que puede tener 

efectos en la morfología y dinámica mitocondrial. Estos efectos pueden ser diferentes en las diferentes 

mutantes. Las mitocondrias pueden presentarse en 4 diferentes morfotipos: fragmentado, intermedio, 

linear y filamentoso (Figura 6). Se marcaron las mitocondrias con GFP fusionado a la secuencia de 

importación mitocondrial de la subunidad 9 de la Fo ATP sintetasa y se determinó la morfología por 

medio de microscopía de epifluorescencia. En el caso de la cepa silvestre, predominó la morfología 

fragmentada en condiciones normales y esta no varió en presencia de chl. Todas las mutantes, excepto 

la cepa yta12, mostraron una morfología similar a la silvestre en ambas condiciones, excepto que las 

cepas sue1, hub1, y nma111, ocasionalmente mostraron una morfología intermedia en presencia de 

chl. El cambio más drástico de morfología se presentó en la cepa yta12, la cual mostró un fenotipo 

filamentoso en presencia de chl. Esto coincide con la deficiencia de crecimiento de esta cepa en un 

medio con glicerol, lo que indica una deficiencia respiratoria severa.  
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Figura 6. El chl afecta la morfología mitocondrial de las cepas sue1, gcn2, hub1, nma111 y yta12. Las células 

que crecieron en presencia de 4mg/ml de chl en cultivos líquidos. Las fotografías representan las morfologías 

predominantes y la ampliación de una sola célula.  chl-= tratamiento sin cloranfenicol, chl+= tratamiento con cloranfenicol. 
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• El chl afecta la expresión de los genes CCP1, HSP10 y YTA12. 
 

En experimentos preliminares se observó que los mayores efectos de un tratamiento con chl se dan en 

la expresión de los genes CCP1, HSP10 y YTA12, mientras que no se detectaron efectos significativos 

en la expresión de SUE1, GCN-2, HUB1 y MDL1, por lo que solo se mostrará el análisis de la 

expresión de los tres primeros. El gen CCP1 codifica para una proteína mitocondrial encargada de la 

degradación de especies reactivas de oxígeno y juega un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo. 

El gen HSP10 codifica para una co-chaperonina de la matriz mitocondrial, involucrada en el 

plegamiento de las proteínas mitocondriales y el gen YTA12 codifica para un componente del complejo 

de proteasas m-AAA de la membrana interna mitocondrial, el cual se encarga de degradar proteínas 

mal plegadas y también se requiere para el ensamblaje correcto de los complejos enzimáticos 

mitocondriales. Como puede verse, estas proteínas tienen un papel muy importante en el 

mantenimiento de la homeostasis mitocondrial. 

Los promotores de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 se fusionaron al gen que codifica para la GFP y se 

clonaron en un plásmido multicopia, de tal manera que la transcripción se detectó tanto por 

microscopía de epifluorescencia como por citometría de flujo.  

Células silvestres transformadas con los reporteros de HSP10 y CCP1 se comportaron de manera 

similar, es decir, se observó una expresión basal en condiciones normales, la cual disminuyó en 

presencia de chl (Figuras 7 y 8). En ambos casos y en condiciones normales, se observaron células 

fluorescentes, la cual es apenas perceptible después de un tratamiento con chl (Figuras 7A y 8A). La 

disminución de la transcripción de HSP10 es de aproximadamente un 50% con chl, mientras que la de 

CCP1 es de un 40% (Figuras 7C y 8C). Estas observaciones sugieren que durante un estrés 

mitocondrial inducido con chl se genera una señal aún no caracterizada, ya sea parte de un proceso 

transcripcional o traduccional, que se detecta a nivel de los promotores de HSP10 y CCP1 generando 

una disminución de su expresión. 
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Figura 7. La expresión de HSP10 disminuye en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas 

con el gen HSP10 unida a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresión de HSP10 con y sin cloranfenicol observado 

por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresión de HSP10 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometría 

de flujo. 

 

 

Figura 8. La expresión de CCP1 disminuye en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas 

con el gen CCP1 unido a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresión de CCP1 con y sin cloranfenicol observado 

por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresión de CCP1 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometría 

de flujo. 
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En cambio, el gen YTA12 tiene un comportamiento diferente a los dos anteriores, un caso contrario a la 

del gen HSP10; mientras que en condiciones normales su expresión está reducida (Figura 9), el 

tratamiento con chl induce una sobreexpresión significativa. Al microscopio se observa que la mayoría 

de las células emiten una señal de GFP mucho mayor en presencia de chl que en su ausencia (Figura 

9a), y este aumento es de aproximadamente 2 veces con respecto a la expresión basal. Estos datos 

sugieren que YTA12 es un gen que responde positivamente al estrés mitocondrial impuesto por el chl. 

Esto coincide con su participación en los procesos de proteólisis de proteínas mitocondriales mal 

plegadas sugerido por (Schnall et al., 1994; Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et al., 

2006) 

 

 

 

Figura 9. La expresión de YTA12 aumenta en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas 

con el gen YTA12 unido a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresión de YTA12 con y sin cloranfenicol observado 

por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresión de YTA12 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometría 

de flujo. 

 

 

https://www.yeastgenome.org/reference/S000057468
https://www.yeastgenome.org/reference/S000057468
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• La expresión del gen YTA12 es dependiente de la vía retrógrada en condiciones de estrés 

mitocondrial inducido por cloranfenicol (chl), mientras que la expresión de CCP1 se regula 

negativamente. 
 

Debido a que la única vía de comunicación entre mitocondria y núcleo que se conoce en levaduras es la 

respuesta retrógrada, nos interesó saber si la expresión de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 se ve 

afectada en mutantes de la respuesta retrógrada en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el 

chl. Esto se hizo midiendo la fluorescencia de los reporteros de GFP tanto por microscopía de 

epifluorescencia como por citometría. Los reporteros se expresaron en la cepa silvestre y en mutantes 

sencillas rtg1, rtg2 y rtg3.  

Como se mostró anteriormente, la expresión de CCP1 disminuye cuando la cepa silvestre se trata con 

chl, lo cual sugiere un mecanismo de represión en condiciones de estrés. La eliminación de la vía 

retrógrada a nivel de Rtg2 y Rtg3 (pero no de Rtg1) induce un aumento en la expresión de CCP1 en 

condiciones normales (Figura 10), sin embargo, en condiciones de estrés inducido con chl, la expresión 

aumenta significativamente en la cepa rtg1, pero no en las cepas rtg2 y rtg3 (Figura 10 a y b). 

Estas observaciones sugieren que la expresión del gen CCP1 está sujeta a una moderada regulación 

negativa dependiente de la vía retrógrada y que en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el 

chl la represión se acentúa y es dependiente principalmente de Rtg1.  



35 

 

 

Figura 10. La expresión de CCP1 aumenta en la cepa rtg1Δ en tratamiento con cloranfenicol. A) Expresión de CCP1 

con y sin cloranfenicol en las mutantes rtg1Δ, rtg2Δ y rtg3Δ observado por citometría de flujo. B) Expresión de CCP1 con y 

sin cloranfenicol en la mutante rtg1Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. C) Expresión de CCP1 con y 

sin cloranfenicol en la mutante rtg2Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. D) Expresión de CCP1 con y 

sin cloranfenicol en la mutante rtg3Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia 
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La expresión de HSP10 se ve disminuida en las mutantes de la vía retrógrada en comparación con la 

WT, pero en la condición de la WT chl+, se ven marginalmente aumentadas. Sin embargo, entre las 

mutantes de la vía retrógrada no se observan diferencias significativas entre la condición chl- y chl+ 

(Figura 11). Esto sugiere que la vía retrógrada no controla significativamente la expresión de HSP10 en 

condiciones de chl+. 

 

 

Figura 11. La expresión de HSP10 disminuye en cepas mutantes de la vía retrógrada. A) Expresión de HSP10 con y 

sin cloranfenicol en las mutantes rtg1Δ, rtg2Δ y rtg3Δ observado por citometría de flujo. B) Expresión de HSP10 con y sin 

cloranfenicol en la mutante rtg1Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. C) Expresión de HSP10 con y 

sin cloranfenicol en la mutante rtg2Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. D) Expresión de HSP10 con 

y sin cloranfenicol en la mutante rtg3Δ visualizado a través de microscopia de epifluorescencia 



37 

 

La expresión de YTA12 en cambio está fuertemente controlada por la vía retrógrada en presencia de chl. 

Esto puede observarse porque el efecto inductor mostrado anteriormente por el chl en la expresión de 

YTA12 (Figura 9) desaparece en las cepas rtg1, rtg2 y rtg3. Esta disminución es significativa en las 

tres mutantes, pero es mucho más severa en la cepa rtg1 (Figura 12).    

En todos los casos, los cambios en la expresión medidos por citometría se corresponden 

adecuadamente con las observaciones al microscopio de epifluorescencia.    

 

Figura 12. La expresión de YTA12 disminuye en cepas mutantes de la vía retrógrada en tratamiento con 

cloranfenicol. A) Expresión de YTA12 con y sin cloranfenicol en las mutantes rtg1Δ, rtg2Δ y rtg3Δ observado por 

citometría de flujo. B) Expresión de YTA12 con y sin cloranfenicol en la mutante rtg1Δ visualizado a través de microscopia 

de epifluorescencia. C) Expresión de YTA12 con y sin chl en la mutante rtg2Δ visualizado a través de microscopia de 

epifluorescencia. D) Expresión de YTA12 con y sin cloranfenicol en la mutante rtg3Δ visualizado a través de microscopia de 

epifluorescencia 
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IX.- Discusión 

El chl es un antibiótico que inhibe la síntesis de proteínas en la mitocondria. Uno de los efectos 

primarios de esta inhibición es la acumulación de subunidades huérfanas que provienen del citoplasma 

y que no pueden formar complejos por la falta de las subunidades mitocondriales. Esto genera 

problemas de ensamblaje y de plegamiento. En metazoarios, éste fenómeno genera una respuesta 

celular conocida como UPRmt. Esta es una vía muy bien caracterizada en nematodos y en mamíferos 

(Zhao et al., 2002; Benedetti et al., 2006; Runkel et al., 2013) que básicamente consiste en la 

activación de chaperonas y proteasas que degradan los péptidos acumulados en la mitocondria, y los 

cuales son exportados al citoplasma donde activan una respuesta que llega al núcleo y que incluye la 

disminución de la transcripción de genes de proteínas de metabolismo mitocondrial y el aumento de la 

transcripción de genes requeridos para aliviar el estrés mitocondrial (Zhao et al., 2002; Benedetti et al., 

2006; Runkel et al., 2013).   

En este trabajo generamos estrés mitocondrial en la levadura mediante tratamientos con chl con el 

objetivo de identificar genes nucleares que respondieran a este estrés y tratar también de identificar la 

ruta por la que se da la comunicación mitocondria-núcleo. 

Con base en la estructura de los promotores y a la función que desempeñan las proteínas codificadas 

por estos genes, seleccionamos tres genes que codifican para proteínas mitocondriales como posibles 

reporteros de estrés mitocondrial inducido por el chl: CCP1, HSP10 y YTA12   

En el caso de CCP1 y HSP10, su transcripción disminuye en condiciones de estrés por el tratamiento 

con chl. Esta observación es un tanto sorprendente, ya que dado su importante papel en la homeostasis 

mitocondrial se esperaba que se regularan positivamente en respuesta al estrés mitocondrial inducido 

por el chl. Cabe recordar que CCP1 codifica para una proteína que degrada especies reactivas de 

oxígeno y juega un importante papel en estrés oxidativo. Se ha demostrado que las ROS aumentan 

cuando existe disfunción mitocondrial por la acumulación de proteínas en la mitocondria (Runkel et al., 

2013; Jovaisaite et al., 2014; Benedetti et al., 2006) por lo que era de esperarse una mayor actividad de 

este enzima en respuesta al chl, el cual de manera indirecta propicia la acumulación de subunidades 

huérfanas mitocondriales. Por su parte, HSP10 codifica para una chaperona de matriz involucrada en 

los procesos de plegamiento, por lo que también se requeriría una mayor actividad durante el estrés 

mitocondrial inducido por el chl. El hecho de que la transcripción de estos genes baje en respuesta al 

chl no implica necesariamente una disminución en la actividad de las proteínas, por lo que es de 
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suponerse que la disminución en su tasa transcripcional ocurra en paralelo a la disminución de una gran 

cantidad de transcritos nucleares con el objetivo de aliviar la carga en los procesos de transporte y 

plegamiento mitocondriales (Boos et al.,2019). Esto se desprende también del hecho de que la 

obstrucción en la importación de proteínas mitocondriales sintetizadas en el citoplasma induce una 

disminución en su transcripción (Boos et al, 2019). El hecho de que tanto CCP1 como HSP10 bajen su 

transcripción en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el chl, puede implicar también que 

estas proteínas no son importantes durante el estrés y que no se requieren para recuperar la homeostasis 

mitocondrial, lo que se apoyaría en la observación de que estos genes no son esenciales para el 

crecimiento en medios con chl, ni en medios respiratorios, este supuesto coincide con el trabajo de 

Boos y colaboradores (Boos et al.,2019). 

A diferencia del comportamiento de CCP1 y HSP10, la expresión de YTA12 aumenta en condiciones de 

estrés inducido con chl. Esta observación concuerda con el hecho de que la expresión de SPG7 (el 

ortólogo de YTA12 en C. elegans) aumenta en condiciones de estrés mitocondrial y responde a la 

activación de la UPRmt en esta especie (Benedetti, et al. 2006). El aumento de la expresión de YTA12 

sugiere que éste es un gen importante durante el estrés mitocondrial inducido por el chl y esta hipótesis 

se basa en dos observaciones importantes de este trabajo: una es que la cepa yta12 muestra 

sensibilidad al chl y la otra es que es un gen esencial para el crecimiento en medios respiratorios. Una 

observación adicional y que no es menos importante que las anteriores, es que la cepa yta12 muestra 

mitocondrias filamentosas en condiciones de estrés inducido con chl. Esto sugiere que en ausencia de 

Yta12 las mitocondrias se fusionan y forman filamentos para maximizar la formación de los complejos 

de la fosforilación oxidativa con el objetivo de mantener una producción mínima de energía durante el 

estrés (Youle y Bliek, 2012). Yta12 es una proteasa de tipo m-AAA que se localiza en la mitocondria y 

que funciona no solo como proteasa sino también como chaperona, lo cual implica que es esencial en 

los procesos de recuperación de la homeostasis mitocondrial, por lo que su sobreexpresión durante un 

estrés no es sorprendente.  

Hasta ahora, la respuesta retrógrada es la única vía descrita en S. cerevisiae que participa en la 

comunicación mitocondria-núcleo (Sekito et al, 2000); Rtg1, Rtg2 y Rtg3 son constituyentes 

importantes de esta vía. Rtg1 y Rtg3 forman un complejo que se une a promotores de los genes de 

respuesta a estrés mitocondrial y regulan su transcripción. En este trabajo evaluamos la dependencia de 

la transcripción de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 de la vía retrógrada en condiciones de estrés 

inducido con chl. De los tres genes estudiados, el que menos depende de los componentes de la vía 
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retrógrada es HSP10. Debido a que en las mutantes rtg, no se observa ningún cambio en su expresión, 

tanto en condiciones basales como en presencia de chl, de tal manera que el reflejo de la interrupción 

de la vía retrógrada no se da en condiciones de estrés mitocondrial. Esto sugiere que hay otro sistema 

implicado en la represión de la transcripción de HSP10 durante el estrés. En el caso de CCP1, la vía 

retrógrada juega un papel importante en su regulación. En condiciones basales Rtg3 parece reprimir su 

expresión, ya que en la cepa rtg3, la transcripción aumenta significativamente. En condiciones de 

estrés en cambio, Rtg1 reprime severamente la expresión de CCP1, ya que en la cepa rtg1, la 

transcripción aumenta significativamente. Esta observación concuerda con los genes PUT1 y YLR346C 

cuya expresión también se reprime por Rtg1 (Charles et al., 2001). 

Finalmente, la expresión de YTA12 en condiciones de estrés es completamente dependiente de la vía 

retrógrada. En las mutantes carentes de Rtg1, Rtg2 o Rtg3, se observó expresión basal en condiciones 

normales, pero la inducción que se produce en presencia de chl ya no ocurre y el mayor efecto se ve en 

la mutante de Rtg1. Esto implica que YTA12 es un gen que responde positivamente a las condiciones de 

estrés mitocondrial inducido por el chl y que es un gen de respuesta retrógrada. La fuerte dependencia 

en Rtg1 puede deberse a que este factor es esencial en la regulación de genes de respuesta retrógrada 

esto es similar a la dependencia que tienen los genes CIT2, IDH2 y YOR135C (Charles et al., 2001), 

mientras que Rtg3 puede tener un papel independiente (Rothermel et al., 1995; Rothermel et al., 1997; 

Charles et al., 2001)                               

 

XI.-Conclusiones 

 

Yta12 es importante para la respuesta a estrés inducido con chl, es esencial para el crecimiento en 

medios respiratorios, su expresión se induce en condiciones de estrés mitocondrial y depende 

positivamente de la vía retrógrada.  

 

Hsp10 y Ccp1 son dispensables para la respuesta a chl, no se requieren para sostener el crecimiento en 

medios respiratorios y su transcripción se reprime en condiciones de estrés mitocondrial. La vía 

retrógrada reprime la expresión del gen CCP1 en condiciones de estrés. 
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XII.-Perspectivas 

 

-Determinar si existe una UPRmt en la levadura S. cerevisiae 

Si existe una UPRmt en S. cerevisiae: 

 -Demostrar si tiene alguna relación con la respuesta retrógrada 

- Analizar los componentes de esta vía 

- Evaluar en qué momento se favorece la expresión del gen YTA12 

- Determinar si la expresión de YTA12 es dependiente del complejo Rtg1/Rtg3 en condiciones de estrés 

– Evaluar los sitios de unión del complejo Rtg1/Rtg3 en el promotor de YTA12 
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Anexo 1 
 

Todas las mutantes usadas en este trabajo fueron obtenidas de la colección comercial de mutantes del 

Laboratorio del Dr. Gabriel del Rio Guerra, quien amablemente donó a nuestro laboratorio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas usadas en este trabajo 

Nombre  Descripción 

BY4742 MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0 (Brachmann et al., 1998) 

BY4742 hub1Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; hub1Δ 

BY4742 yta12Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; yta12Δ 

BY4742 ccp1Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; ccp1Δ 

BY4742 sue1Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; sue1Δ 

BY4742 nma111Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; nma111Δ 

BY4742 mdl1Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; mdl1Δ 

BY4742 gcn2Δ MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; gcn2Δ 
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Anexo 2 
 

 
Plásmidos usados en este trabajo  

Nombre  Descripción 

pGEM®-T Easy (Vector vacío) f1, PrSP6, PrT7, lacZ, AMP
r
 

pGEM®-T Easy- PrCCP1 f1, PrSP6, PrT7, PrCCP1, AMP
r
 

pGEM®-T Easy- PrYTA12 f1, PrSP6, PrT7, PrYTA12, AMP
r
 

pGEM®-T Easy- PrHSP10 f1, PrSP6, PrT7, PrHSP10, AMP
r
 

YEp351 (Vector vacío) 2μ, LEU2, lacZα, AMP
r
, GFP 

YEp351- PrHSP10 2μ, PrHSP10, AMP
r
, LEU2, GFP 

YEp351-PrCCP1 2μ, PrCCP1, AMP
r
, LEU2, GFP 

YEp351-PrYTA12 2μ, PrYTA12, AMP
r
, LEU2, GFP 

pVT100U-mtGFP 2μ, PrADH, URA3, GFP 
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