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Abreviaturas

3’ UTR
5’ UTR
ATP
GTP
DO60onm
DNA

ER
ERMES

mtDNA
nt

IMM
IMS
LSU
SSuU
OMM
MOS

eEF1
RNA
mMRNA
tRNA
SiRNA
RPB
GST
GSH
O/N
ET
MC
M
TOM
SAM
MPP
TC
PIC
PTC

Regidn 3’ no traducida del mRNA

Regidon 5’ no traducida del mRNA

Adenosin trifosfato

Guanosin trifosfato

Densidad 6ptica a 600 nm

Acido desoxirribonucleico

Reticulo endoplasmico (Endoplasmic Reticulum)

complejo de estructura de encuentro entre el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria (ERMES por sus siglas en inglés)

Acido desoxirribonucleico mitocondrial

Nucleétido

Membrana interna mitocondrial (inner membrane)

Espacio intermembranal (intermembrane space)

Subunidad grande del ribosoma (large subunit)

Subunidad pequeiia del ribosoma (small subunit)

Membrana externa mitocondrial (outer membrane)

Superficie de la membrana externa mitocondrial (mitochondrial outer
membrame surface)

Factor de elongacién 1

Acido ribonucleico

RNA mensajero

RNA de transferencia

RNA de interferéncia (small interference RNA)
Proteina de union a RNA

Glutation S-transferasa

Glutatién

Over night

Extracto total

Extracto de mitocondria cruda

Extracto de mitocondria purificada

Translocasa de la membrana externa (translocase of the outer membrane)
Magquinaria de clasificacion y ensamblaje (Sorting and Assembly Machinery)
Procesadora de la matriz mitocondrial

Complejo ternario (ternary complex)

Complejo de preiniciacion (preinitiation complex)

Centro peptidiltransferasa (petidiltransferase center)



Resumen

El factor de elongacién eucarionte 1By (eEF1By) es parte del factor intercambiador de
nucledtidos de guanina eEF1B, perteneciente al complejo de elongaciéon 1 (eEF1), cuya
funcién es entregar aminoacidos a los ribosomas durante la traduccién citosélica. En la
levadura Saccharomyces cerevisiae este factor es codificado por dos genes: TEF3y TEF4. La
delecién de ambas isoformas no tiene impacto en la traduccién por lo que se sugiere que
su principal funcién es asegurar el andamiaje adecuado de las diferentes subunidades en
el complejo eEF1B al interactuar con la subunidad eEF1Ba

En proteomas mitocondriales reportados recientemente se han encontrado diversos
factores que candnicamente participan en la traduccién citosélica, lo que nos lleva a
preguntarnos cual es su funcidn en el organelo. Uno de estos factores es la isoforma Tef4
(eEF1By), el cual es objeto de estudio de este trabajo. Su ortélogo en humano, eEF1By, se
ha localizado en mitocondria, siendo su funcién co-localizar al mRNA de la vimentina para
su traduccidn. Sin embargo, en levadura, aunque esta reportado en diferentes proteomas,
aun no se ha confirmado de forma experimental su localizacién mitocondrial, ni la funcién
gue pudiera tener en el organelo.

En este trabajo se confirmd que Tef4 es una proteina mitocondrial que se localiza en la
superficie de la membrana externa mitocondrial.

Para conocer la funcion de Tef3 y Tef4 se evalué el crecimiento de las mutantes nulas de
cada gen y de la doble mutante en medios respiratorios y fermentativos y a diferentes
temperaturas. No se encontraron diferencias entre el crecimiento de las tres mutantes y la
cepa silvestre isogénica en ambos tipos de fuentes de carbono y a diferentes temperaturas.
También se evalud el efecto de la eliminacidn de los factores en la morfologia mitocondrial,
ya que el silenciamiento del ortélogo eEf1By en humanos genera fragmentacion. La
morfologia mitocondrial en ausencia de Tef3 y Tef4 no se ve significativamente alterada.
Finalmente se evalud la sensibilidad de las mutantes al peréxido de hidrégeno ya que
ambos factores presentan un dominio de glutatién-S-transferasa, el cual participa en
procesos de proteccidn a agentes xenobidticos. No se encontraron diferencias en el
crecimiento de las cepas mutantes y la cepa silvestre en presencia de H,0;. Estos datos
sugieren que la inactivacion de Tef3 y Tef4 no genera efectos drdsticos en el crecimiento
de la célula. Aunque no se haya encontrado la funcién de Tef4 en mitocondria, es probable
gue su papel siga siendo como factor citosélico co-localizado en la superficie mitocondrial.



Introduccion

La mitocondria

La mitocondria es en una estructura de doble membrana, con la membrana interna
mitocondrial (IMM) y la membrana externa mitocondrial (OMM). El espacio entre ambas
membranas se conoce como espacio intermembranal (IMS), y el espacio acuoso rodeado
por la IMM se denomina matriz mitocondrial. En la IMM se encuentran los complejos
respiratorios necesarios para la produccion de adenosin trifosfato (ATP) mediante la
fosforilacion oxidativa (Fox, 2012).

Anteriormente se creia que la mitocondria era un organelo practicamente independiente
de la célula y su principal funcién era proporcionar energia en forma de ATP, mediante la
fosforilacion oxidativa (Pagliarini & Rutter, 2013). Sin embargo, se ha descubierto que la
mitocondria establece una amplia comunicacidn con el resto de la célula. Ademads de su
participacién en diversas rutas metabdlicas, como el ciclo de Krebs, la B-oxidacion y la
sintesis de hemo y fosfolipidos, la mitocondria desempefia un papel relevante en procesos
de sefializacién y apoptosis (McBride et al., 2006).

Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio

Saccharomyces cerevisiae es una levadura ampliamente utilizada como modelo de estudio
en el ambito de la investigacidn. El cultivo de S. cerevisiae presenta ventajas significativas
en comparacion con otros modelos, debido a su bajo costo y su rapida duplicacién, lo que
permite obtener biomasa facilmente para llevar a cabo diversos experimentos. Al ser una
levadura anaerobia facultativa, tiene la capacidad de generar energia a través de la
fermentacion de diversas fuentes de carbono, asi como mediante la fosforilacion oxidativa.
Esta caracteristica implica que solo unos pocos genes que codifican para proteinas
mitocondriales son esenciales para la supervivencia de la levadura, lo que facilita la
creacion de mutantes knock-out y el estudio de diferentes genes mitocondriales (Altmann
et al., 2007). Ademds, S. cerevisiae es la Unica especie en la que se puede modificar de
manera altamente controlada el DNA mitocondrial mediante técnicas basadas en la
recombinaciéon homologa (Bonnefoy & Fox, 2007).

Ademas, se ha estimado que mas del 31 % de los genes humanos asociados a
enfermedades tienen un homadlogo presente en S. cerevisiae (Foury, 1997). Esto convierte
a esta levadura en un modelo de estudio representativo y extrapolable, hasta cierto punto,
a otros organismos eucariontes, lo que proporciona una valiosa herramienta para
investigar y comprender los mecanismos subyacentes de diversas enfermedades humanas.



Morfologia mitocondrial

La mitocondria no es un organelo aislado, sino que forma una red mitocondrial cuya

morfologia se regula mediante procesos de motilidad, fusidn y fisién (McBride et al., 2006).

Estos eventos son esenciales para una adecuada segregacion del DNA mitocondrial (mtDNA)
y, por lo tanto, para una correcta biogénesis y homeostasis mitocondrial (Aretz et al., 2020).

La mitocondria adopta una red tubular que se extiende por todo el citoplasma. Sin embargo,
esta distribucién no es azarosa, lo que asegura que todas las mitocondrias sean
suplementadas de forma eficiente con las proteinas sintetizadas en mitocondria y citosol,
asi como el mtRNA y mtDNA(Aretz et al., 2020)

La fusion mitocondrial depende de dos proteinas con dominios GTPasas, la primera en la
membrana externa de la mitocondria, Fzol y la segunda anclada a la membrana interna
mitocondrial, Mgm1. Estas proteinas interactian fisicamente con Ugol, proteina de la
membrana externa mitocondrial, la cual es esencial para la fusién mitocondrial. Dado a
gue Ugo1l pertenece a una familia transportadora de acidos grasos a través de membrana,
se cree que su funcion es la de facilitar la fusién de los lipidos en el sitio de fusién (Aretz
et al., 2020; Labbé et al., 2014).

Durante la fision mitocondrial, las GTPasas citosdlicas, Dnm1 en levadura, son reclutadas a
la mitocondria donde forman complejos homomultiméricos que envuelven sitios de corte
y provocan constriccién. Por otra parte, se ha visto que se requieren sitos de contacto con
el reticulo endoplasmico, para que se realice la fision. Estos sitios estan formados por el
complejo ERMES (Endoplasmatic Reticulum Mitochondria Encounter Structure), el cual
consta de dos proteinas mitocondriales: Mdm10 y Mdm34. Una proteina citosdlica,
Mdm12 y una anclada a reticulo endoplasmico, Mmm1 (Aretz et al., 2020). La proteina que
regula al complejo ERMES es Geml y se ha visto que su delecién forma estadios
intermedios de la fusion, por lo que se sugiere que su funcidén es necesaria para la
resolucidn eficiente de las puntas mitocondriales recién formadas (Aretz et al., 2020; Labbé
et al,, 2014).

Al ser un proceso dindmico, las redes mitocondriales pueden sufrir fragmentacién por
diversos factores como: pérdida del potencial de membrana, decremento de la respiracion,
cambios en el metabolismo y aumento en la formacidén de especies reactivas de oxigeno
(Jezek et al., 2018)

La fision mitocondrial puede ser un paso previo a la mitofagia (autofagia selectiva para
mitocondrias), la cual ayuda a eliminar a las mitocondrias excedentes o dafadas y asi



previene una produccion excesiva de ROS, lo que contribuye a una correcta homeostasis
mitocondrial (Innokentev & Kanki, 2021)

Importacion de proteinas mitocondriales

Aunque el genoma mitocondrial de levadura codifica Unicamente para ocho proteinas, se
han encontrado alrededor de 1000 proteinas en los proteomas mitocondriales (Flores-
Mireles et al., 2023; Reinders et al., 2006; Renvoisé et al., 2014; Schulte et al., 20233;
Sickmann et al., 2003). Esto se debe a que la mayoria de las proteinas son sintetizadas en
el citosol e importadas a la mitocondria.

La expresion de los genes nucleares que codifican proteinas mitocondriales comienza con
la transcripcion de los RNA mensajeros (mRNA). La sintesis de estas proteinas puede ocurrir
tanto en polisomas asociados a la mitocondria como en polisomas libres (Fox, 2012).

Se ha descubierto que la proteina periférica de la membrana externa mitocondrial (OMM),
Puf3, es una proteina de unién al RNA (RBP) que se asocia con regiones 3'UTR de los mRNA
mediante su dominio homdlogo pumilio. Puf3 tiende a unirse principalmente a los
transcritos de genes mitocondriales (Gerber et al., 2004). En condiciones fermentativas,
cuando se une a la regidn 3'UTR, Puf3 promueve la deadenilacidon del mRNA, evitando asi
la sintesis de estos transcritos (Lapointe et al., 2015; Lee & Tu, 2015; Wang et al., 2019).
Por otro lado, en condiciones respiratorias, Puf3 se asocia con los polisomas y estimula la
traduccién de ciertos mRNA al colocarlos en proximidad de la mitocondria, gracias a la
asociacién mencionada anteriormente (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Schatton & Rugarli,
2018). Se cree que este mecanismo compartido no es excluyente y podria estar mediado
por la subunidad Tom20 del complejo de translocasa externa mitocondrial (TOM)(Eliyahu
et al,, 2010).

Después de ser traducidas, las proteinas mitocondriales son guiadas por chaperonas
citosodlicas hacia el complejo TOM (translocasa de la membrana externa) o pueden ser co-
traducidas e importadas directamente a través del complejo TOM. Estas proteinas se
importan a través del canal del complejo TOM, el cual es formado por la subunidad Tom40,
hacia el espacio intermembranal (IMS) de la mitocondria. Una vez en el espacio
intermembrana, el procesamiento de las proteinas importadas varia dependiendo del tipo
de proteina (Qiu et al., 2013).

La mayoria de las proteinas que se importan a la mitocondria contienen una presecuencia
en el amino terminal, la cual actia como una sefial para que los precursores proteicos se
dirijan a la mitocondria. Una vez que los precursores ingresan a la matriz mitocondria, esta



presecuencia se escinde generalmente mediante la accion de la peptidasa procesadora de
la matriz mitocondrial (MPP), antes de adquirir su conformacion final (Busch et al., 2023).

Otra via de importacién es la utilizada por los metabolitos acarreadores hidrofdbicos y las
proteinas de membrana interna mitocondrial. Estas proteinas cuentan con elementos
internos, los cuales tienen secuencias cargadas positivamente y residuos hidrofébicos.
Estos elementos son reconocidos, después de entrar por el complejo TOM, por las
chaperonas conocidas como pequefias proteinas TIM, las cuales guian a los precursores al
espacio intermembranal, donde son aceptados por TIM22 e insertados a la membrana
interna mitocondrial (Busch et al., 2023; Eaglesfield & Tokatlidis, 2021a).

Por otra parte, las proteinas del espacio intermembranal contienen motivos de cisteinas,
los cuales entran a través del complejo TOM en su forma reducida. Al llegar al espacio
intermembranal forman un puente disulfuro transitorio con la subunidad oxido-reductasa
Mia40, proteina que funciona como un receptor del espacio intermembranal y la cual es el
componente esencial del complejo MIA, que se encarga de oxidar a las proteinas
importadas (Busch et al., 2023; Eaglesfield & Tokatlidis, 2021a)

Si la proteina a importar tiene una conformacién barril B, sus precursores igualmente son
ingresados mediante el complejo TOM, para después ser asistidos por las pequeias
chaperonas Tim hacia la maquinaria de clasificaciéon y ensamblaje (SAM por sus siglas en
inglés). El complejo SAM ayuda en el plegamiento y la integracion de las proteinas barril B
a la OMM (Busch et al., 2023; Ellenrieder et al., 2017; Kundu & Pasrija, 2020)

Existen proteinas localizadas en la superficie de la mitocondria que actiian como un sistema
de control de calidad de proteinas mitocondriales a ser importadas. El sistema ubiquitina-
proteasoma juega un papel central en la degradacion de las proteinas con algun defecto.
Por ejemplo, si la proteina no se encuentra desplegada antes de la importacién, su paso a
través del canal de TOM se bloquea, por lo que la proteina no puede ser importada y por
ende entra en la via de degradacidn. La mayoria de las proteinas mitocondriales codificadas
en el nucleo, son importadas de manera postraduccional, siendo que las chaperonas Hsp70
y Hsp90 guian a los precursores proteicos del ribosoma a la superficie mitocondrial para
gue sean reconocidas por la subunidad Tom70 (den Brave et al., 2021; Schulte et al., 2023a)

Ademas de las secuencias ya antes mencionadas que dirigen a las proteinas a la

mitocondria, se han identificado codones de inicio no candnicos que dirigen ciertas

proteinas hacia la mitocondria. Estos codones de inicio no candnicos pueden ubicarse rio

arriba o rio abajo del coddn de inicio estandar, y algunos conservan el codéon AUG, mientas

que otros solo difieren por una letra (CTG, TTG, GTG, ACG, ATC, ATA y ATT). Ademas,

algunos de estos codones de inicio no candnicos confieren a la proteina una presecuencia
10



mitocondrial, mientras que otras proteinas no contienen sefiales reconocibles que las
dirijan a la mitocondria (Monteuuis et al., 2019).

Sintesis de proteinas: diferencias entre la traduccién mitocondrial y
la citosolica.

Debido al origen endosimbionte de las mitocondrias, la maquinaria de traduccidn en este
organelo presenta similitudes con el sistema bacteriano y diferencias significativas con la
maquinaria de traduccidn citosélica. Una de las principales diferencias entre la sintesis de
proteinas en citosol y en la mitocondria, es el uso de codones, del cual se han encontrado
al menos 27 diferencias con respecto al cddigo genético universal en el sistema de
traduccién mitocondrial de diversos eucariontes (Garcia-Guerrero et al., 2016) Sin embargo,
en ambos compartimentos la sintesis de proteinas mitocondriales ocurre en tres etapas
distintas: iniciacion, elongacion y terminacion(Garcia-Guerrero et al., 2016; Kummer & Ban,
2021; Ott et al., 2016).

Iniciacidn

La primera diferencia importante entre la traduccién citosdlica y mitocondrial se da en
como el ribosoma reconoce el coddn de inicio. Los ribosomas citosélicos se unen al mRNA
enlaregidon 5’ UTR y escanean en direccion 3’, inspeccionando el mRNA en busca del codén
de inicio AUG. Aunque en la traduccién en mamiferos, el contexto Kozak es relevante para
identificar el coddn de inicio, en levadura, parece tener menos relevancia (Dever et al.,
2016). En las mitocondrias de levadura, la interacciéon entre el mRNA vy los activadores
traduccionales ayudan a que se inicie la traduccion (Dennerlein et al., 2017; Kummer & Ban,
2021; Priesnitz & Becker, 2018). Estos activadores traduccionales presentan diferentes
mecanismos, algunos promueven la traduccion de los mMRNA mitocondriales al unirse a su
region 5" UTR, mientras que otros estabilizan el transcrito o interactdan con el ribosoma
(Dennerlein et al., 2017; Kummer & Ban, 2021; Priesnitz & Becker, 2018)

Al inicio, el mRNA estd unido a la subunidad pequefia del ribosoma (SSU), y el coddn de
inicio es reconocido por el tRNA de inicio en el sitio P del ribosoma. En la mitocondria este
tRNA acarrea una metionina formilada (fMet-tRNAM¢t), a diferencia de la traduccion
citosélica donde el tRNA utiliza una metionina sin ninguna modificacién(Dever et al., 2016;
Garcia-Guerrero et al., 2016). Los factores de iniciacidn involucrados en esta etapa en la
traduccién mitocondrial son Ifm1 y Aim23, mientras que en la traduccidn citosdlica existen
11 diferentes factores de inicio codificados por 24 genes (Dever et al., 2016; Garcia-
Guerrero et al., 2016). Ifm1, posee actividad GTPasa, forma un complejo con el formil
metionina-tRNA y facilita su unidn a la SSU en el sitio P, donde se reconoce el coddn de
inicio. Aim23, por otro lado, disocia el ribosoma en sus subunidades LSU y SSU. Luego de
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que el coddn de inicio es reconocido, las subunidades ribosomales se vuelven a asociar, se
hidroliza el GTP unido a If2mt y los factores de iniciacion se disocian (Fox, 2012; Kummer
& Ban, 2021; Ott et al., 2016). En cuanto a la traduccidn citosélica en levadura, para que
inicie la traduccién, primero el factor elF2 se une a GTP y al Met-tRNA™®, formando un
complejo ternario (TC), que se asocia con la subunidad ribosomal 40S, junto con los
factores elF1, elF1A, elF3 y posiblemente elF5, para formar el complejo de preiniciacion
43S (PIC). Por otra parte, la familia de factores elF4 prepara al mRNA para asociarse con el
complejo 43S PICy asi formar el complejo 48S PIC. El siguiente paso es el escaneo del codén
de inicio, que va acompafiado de la hidrdlisis de GTP por parte del factor elF2 y la liberacién
de los factores de inicio. Finalmente, el factor elF5B promueve la unién de la subunidad
60S para formar el ribosoma 80S. Una vez que ambas subunidades se unen, se hidroliza el
GTP por parte del factor elF5B, lo que provoca la liberacién de este factor del monosoma
80S (Dever et al., 2016).

Elongacion

Durante esta etapa, la cadena polipetidica se elonga hasta que el ribosoma reconoce el
cododn de termino. Esta etapa consiste en ciclos de tres pasos y es el paso mas conservado
de la traduccidn entre citosol y mitocondrias (Garcia-Guerrero et al., 2016):

a) Correcto apareamiento del coddn del mRNA, con el aminoacil tRNA
(decodificacion)

b) Formacion del enlace peptidico catalizada por el centro peptidiltransferasa
(PTC), presente en la subunidad grande del ribosoma.

c) Translocacion del peptidil-tRNA al sitio P

En la mitocondria, para que un nuevo aminoacil-tRNA (aa-tRNA) pueda ingresar al sitio A,
este debe estar asociado al factor de elongacién Tufl (eEF1A en citosol), que se une a GTP
y actia como una GTPasa. Este complejo se une al sitio A del ribosoma vy, si hay afinidad de
unioén, se producen cambios conformacionales que activan la GTPasa, liberando al factor
de elongacién Tufl-GDP (eEF1A-GDP) y permitiendo al aa-tRNA su localizacién en el sitio A.
Cuando el extremo aminoacil del tRNA del sitio A ingresa al PTC, la formacidn del enlace
peptidico ocurre rdpida y espontaneamente. Formandose un estado hibrido P/E y A/P con
los extremos aceptores de los tRNA en los sitios E y P, mientras que los bucles de los
anticodones permanecen en los sitios P y A respectivamente. Por lo que para que la
elongacion continue, el tRNA desacilado P al sitio E para que eventualmente sea expulsado
del ribosoma, mientras que el peptidil-tRNA tiene que moverse del sitio A al sitio P. Para
esto el factor Mef1-GTP (eEF2-GTP) promueve la translocacidn al hidrolizar al GTP, dejando
el sitio A libre y expulsando al tRNA desacilado. Mientras que el factor Tufl se recicla para
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entrar en una nueva ronda de traduccidn al regenerar el GTP. (Dever et al., 2016; Kummer
& Ban, 2021; Ott et al., 2016; Ramakrishnan, 2002).

Terminacion

La etapa de terminacidn en la traduccion, tanto citosélica como mitocondrial, comienza
cuando se encuentra un coddén de terminacién. En levadura, este proceso implica la
participaciéon de un factor de liberacién llamado Mrfl en mitocondria. En cambio, en citosol
el factor liberacién es eRF1, el cual se une al ribosoma junto con el factor eRFF3. La
interaccidon entre ambos factores es critica para el reconocimiento del codén de término,
siendo la hidrélisis del GTP por parte del factor eRF3 lo que facilita la identificacién del
cododn de término, asi como la liberacién del péptido. Una vez que se hidroliza el GTP, eRF3
se disocia dejando al factor eRF1 en el sitio A (Dever et al., 2016; Garcia-Guerrero et al.,
2016; Ott et al., 2016).

Una vez que el coddn de terminacién es reconocido, se libera el polipéptido recién
sintetizado. En este punto, el ribosoma se convierte en un sustrato para los factores de
reciclaje Rrfl y Mef2 en mitocondria. Estos factores se encargan de separar las
subunidades ribosomales para que puedan volver a entrar en el ciclo de traduccién y
participar en la sintesis de nuevas proteinas (Garcia-Guerrero et al., 2016; Ott et al., 2016).
En tanto que en citosol el factor que promueve la separaciéon de las subunidades
ribosomales es Rlil (Dever et al., 2016)

Factor de elongacion eEF1By

En la elongacion citosodlica participa el complejo factor de elongacion 1 (eEF1). En S.
cerevisiae, el complejo consta de dos unidades: el factor de elongaciéon 1A (eEF1A) y el
factor de elongacién 1B (eEF1B) el cual se subdivide en las subunidades a. y y. La subunidad
eEF1A, cuando esta unida a GTP, se asocia y entrega tRNA al sitio A del ribosoma. Si la unién
coddn-anticodén es correcta, ocurre un cambio conformacional en el ribosoma y esto da
paso a la hidrdlisis del GTP, por lo que se libera eEF1A-GDP (Figura 1) (Sasikumar et al.,
2012). Se sabe que el dominio carboxilo terminal de la subunidad eEF1Ba esta involucrada
en la union eEF1A-GTP y su actividad de intercambio de nucleétidos de guanina (Jeppesen
et al., 2003). Por otra parte, el dominio amino terminal de eEF1Ba se une fuertemente a la
interfase de la proteina estructural eEF1By. Dado que la delecion de eEF1By no es letal, al
contrario de lo que se observa en la delecién de eEF1A y eEF1Ba, se cree que esta
subunidad tiene una funcién Unicamente estructural (Olarewaju et al., 2004; Sasikumar et
al., 2012). Se ha sugerido que la subunidad y mejora la velocidad de recambio de los
nucledtidos de guanina en humanos (Trosiuk et al., 2016). Este ultimo factor, eEF1By
(codificado por los genes TEF3 y TEF4), es el objeto de estudio de esta tesis. Para el
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desarrollo de este estudio, se trabajé con ambas proteinas, por lo que de ahora en adelante
para referirnos al factor eEF1By, se utilizara la nomenclatura Tef3 o Tef4.

Tef4, tiene una isoforma en levadura denominada Tef3 (Toss Kinzy et al., 1994). Se sabe
que ambas isoformas se expresan en condiciones normales, ambas tienen la capacidad de
unirse eEF1Ba, y si un gen es eliminado, el otro continda expresandose. Por otra parte, no
se ha visto que las isoformas interactten entre ellas (Gavin et al., 2002a; Olarewaju et al.,
2004). Sin embargo, se ha propuesto que cada isoforma interactia consigo misma

\

formando homodimeros, dimerizando al complejo eEF1 (Jeppesen et al., 2003)

GDP

eEF1Ba

@ eEF1A
. /

Figura 1. Primer paso de la elongacién: funcién del complejo eEF1. El complejo de elongacién eucariético consta de dos
subunidades, la eEF1A y eEF1B (eEF1Ba y eEF1By). La subunidad eEF1A se asocia y entrega los tRNA (circulo rojo) al

sitio A del ribosoma. Cuando la asociacion entre codén y anti-coddn es correcta ocurre un cambio conformacional en
el ribosoma, lo que da paso a la hidrdlisis del GTP a GDP, dando como resultado un fosfato inorganico (Pi). El complejo
eEF1B, en especifico la subunidad eEF1Ba intercambia GTP por GDP.
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La estructura de eEF1By

C-term.

Domain 11

Figura 2. Modelo hipotético de eEF1 en levadura basado en estudios estructurales y experimentos de filtracion en gel.
Se propone que las tres subunidades eEF1A, eEF1Ba y eEF1By (Tef3) constituyen un complejo de la forma [eEF1A .
eEF1Ba. eEF1By]2. Se cree que EF1A (no se muestra en la figura) esta unido con el carboxilo terminal de eEF1Ba de S.
cerevisiae, el cual se muestra en la parte inferior. El dominio de unién a nucleétidos | (pturpura) de eEF1A y el dominio
11 (azul) interactian con el carboxilo terminal de eEF1Ba (verde). El dominio Ill de eEF1A aparece rojo. El dominio similar
a GST de eEF1By, codificado por el gen TEF3, se postula que media la dimerizacién del complejo. El sitio que se sugiere
que interactia eEF1Ba con eEF1By, estda marcado con asteriscos. Imagen tomada y pie de figura tomados de (Jeppesen
et al., 2003)

Se ha propuesto un modelo hipotético en levadura del complejo eEF1, donde las tres
subunidades eEF1A, eEF1Bo y eEF1By forman un complejo dimérico de la forma [eEF1A -
eEF1Ba - eEF1By],, donde la regidn amino terminal de la subunidad a interacciona con la
regidn amino terminal de la subunidad y. Siendo esta ultima la que dimeriza al complejo
(Jeppesen et al., 2003) (Figura 2). El dominio carboxilo terminal consiste en una
conformacion a/B que frecuentemente se encuentra en proteinas ribosomales y otros
factores de elongacién (Renou et al., 2022) y no presenta cruces transmembranales.

Sin embargo, se ha postulado que la subunidad y en humanos es la responsable de anclarse
a la membrana del reticulo endopldsmico mediante el dominio carboxilo terminal,
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colocalizando la traduccion de proteinas membranales y haciendo mas eficiente su
traduccion (Achilonu et al., 2018; Sanders et al., 1996; Sasikumar et al., 2012)

Tef3 - GSTN — GST-C — EF1G

. GST-N GST-C — EF1G
TEf4 A A A A A A A

4 72 89 211 253 356 413
Figura 3. Dominios de las proteinas Tef3 y Tef4. Ambas proteinas son isoformas del factor de elongacion eEF1By.
Poseen un dominio glutatién S-transferasa (GST) amino (N) y carboxilo en su regién amino terminal y un dominio del

factor de elongacion G en su carboxilo terminal. Para mas detalles leer el texto. Search ID: QM3-qcdsearch-
12FDCB819B0C98DA

La estructura obtenida por cristalografia de rayos X del amino terminal (219 residuos;
dominio 1) del eEF1By codificada por el gen TEF3, tiene un dominio similar al de las enzimas
glutation S-transferasa (GST) (Figura 3). Las enzimas GST catalizan la adicién nucleofilica del
tripéptido glutation (GSH) a compuestos electroéfilos, los cuales son tipicamente sustancias
toxicas para la célula, como las ROS (Bchini et al., 2021; Silverman, 2002). Entre las diversas
clases de GST, se destaca la clase 8, que presenta un residuo de serina en su sitio activo,
crucial para la estabilizacion del grupo tiol del GSH mediante un puente de hidrégeno
(Board et al., 1995; Rossjohn et al., 1998). La isoforma codificada por el gen TEF3 carece de
este aminoacido, mientras que la isoforma codificada por el gen TEF4 lo posee en la
posicion numero once. Esta observacién ha llevado a la hipétesis de que la subunidad y
podria tener una funcién catalitica en la detoxificacién celular. Los estudios in vitro
utilizando proteinas recombinantes de eEF1By de arroz y humano (hseEF1By) han
demostrado actividad catalitica (Achilonu et al., 2014; Kobayashi et al., 2001). Sin embargo,
la isoforma recombinante de S. cerevisiae codificada por el gen TEF3, no exhibe actividad
catalitica de GST (Jeppesen et al., 2003). Es posible que, la actividad catalitica Unicamente
sea presentada por la isoforma codificada por el gen TEF4, ya que, en ensayos de
sensibilidad a peréxido y arsénico, se ha demostrado que la mutante nula Atef4, a
diferencia de la mutante Atef3, es sensible a estos compuestos (Todorova et al., 2007).

Por otra parte, el dominio glutatidén S-transferasa esta ampliamente conservado en hongos,
asi como en humano (Figura 4), por lo que se ha propuesto que la actividad GST tiene una
funcién regulatoria en respuesta al estrés oxidativo en la traduccién. Ademas de que la
delecién de los genes TEF3 y TEF4 en S. cerevisiae conlleva a la acumulacién de proteinas
oxidadas, presentando defectos en la degradacidon de proteinas al someterlas a estrés
oxidativo (Esposito & Kinzy, 2010a; Grant, 2011; Renou et al., 2022).
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Figura 4. Alineamiento del extremo amino terminal de eEF1By de humano (heEF1ly), de S. cerevisiae (Tef3; SCEF1By) y
Aspergillus fumigatus (AfPsoE). Se muestran las estructuras secundarias usando flechas (hojas B) y garabatos (hélices).
Las regiones comunes se muestran en azul. Los residuos involucrados en la unidn con glutation se marcan con cabezas
de flecha. Los residuos que participan en la estabilizacion del heterocomplejo eEF1By-eEF1Ba se se seialan con
cuadrados. Ademas, se distingue la region GST amino (GST_N) y la region GST carboxilo (GST_C). Imagen tomada de
(Renou et al., 2022)

Por ultimo, se sabe que ambos genes se expresan globalmente de forma abundante y de
igual manera en condiciones normales (Olarewaju et al., 2004; Renou et al., 2022). En
condiciones de estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (0.2 mM), ambas subunidades
disminuyen su eficiencia de traduccidn. Lo que podria implicar que en condiciones de estrés
la traduccidn se esta inhibiendo y por ende la expresién de estos factores de traduccion.

Funciones no canodnicas de eEF1By

Se han descubierto funciones no convencionales en los ortélogos de la proteina eEF1By en
otros organismos. Por ejemplo, en células humanas, se ha encontrado que se asocia con
regiones no codificantes en el extremo 3'UTR de diversos genes relacionados con el ciclo
celular, como Che-1y p53 en células Hela (Pisani et al., 2016). Ademas, se ha observado
su union a mRNA de proteinas estructurales como la vimentina (Vim) en fibroblastos
humanos (Al-Maghrebi et al., 2002). También se ha observado su asociacion con regiones
promotoras de los genes Vim, Che-1 y Tp53 (Pisani et al., 2016). Es importante destacar
gue la sobreexpresién de la proteina eEF1By en células humanas ha demostrado causar
tumores (Lew et al., 1992; Mimori et al., 1995; Veremieva et al., 2014) y se ha relacionado
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con diferentes tipos de cancer como en el cancer colorrectal metastasico hepatico. Ademas
del fenotipo previamente mencionado, la doble mutante Atef3/4 en levadura, presenta un
defecto en el recambio proteico, asi como en la formacién de vesiculas para la degradacién
de proteinas (Esposito & Kinzy, 2010b).

También, se ha demostrado que las subunidades del complejo eEF1B se asocian al
citoesqueleto (S. Kim & Coulombe, 2010). En particular, se ha visto que eEF1By se asocia al
filamento intermedio de queratina mediante una regidn rica en lisina —tanto in vivo como
in vitro — en células (S. Kim et al., 2007). El silenciamiento de eEF1By aumenta la fraccién
80S sin alterar el perfil polirribosomal, lo cual sugiere que hay un cambio en el inicio de la
traduccién y no en la elongacion. Lo que indica que hay una conexidn significativa entre la
queratina y la maquinaria traduccional, aunque aun no se comprende por completo cémo
es que interaccionan (S. Kim et al., 2007).

Por ultimo, en la levadura S. cerevisiae se forman granulos en diferentes condiciones de
estrés. Esto con el objetivo de inhibir |la traduccién y asi ahorrar energia que se utiliza para
enfrentar condiciones adversas como es el estrés por temperatura. Inicialmente se
consideraba que los granulos de estrés Unicamente estaban conformados por factores de
inicio de la traduccidn, sin embargo, se han demostrado que también estds constituidos
por factores de terminacion y de elongacién de la traduccién. Ente ellos se destacan los
factores de terminacién eRF3 y eRF1, y el factor de elongacion Tefd (eEF1By), el cual es el
objeto de estudio de esta tesis (Grousl et al., 2013).

Tefd y la mitocondria

La proteina eEF1By se ha encontrado asociada a diversas proteinas de la membrana
externa mitocondrial a través de ensayos de protedmica (Figura 5). Por ejemplo, se ha
observado su asociacidn con el complejo SAM (Qiu et al., 2013), que desempefia un papel
en el ensamblaje de proteinas barril B en la membrana externa de la mitocondria. El mRNA
de Tef4 se ha encontrado asociado a la proteina Puf3 en ensayos de escala masiva
(Freeberg et al., 2013). Puf3 es una proteina de uniéon a RNA, la cual interacciona con la
region 3'UTR de los RNA mensajeros para facilitar su traduccidon e importacién a la
mitocondria. Ademas, tiene una interaccién genética negativa con la proteina Mdm10
(Usaj et al., 2017), que forma parte del complejo ERMES (sitio de contacto entre la
mitocondria y el reticulo endopldsmico).

En un experimento de doble hibrido, se ha detectado la asociacion de eEF1By con el factor
de elongacion EF-Tu, que es el ortdlogo del complejo de elongacidn traduccional eEF1 en
la mitocondria(Olarewaju et al., 2004). Adicionalmente, en el proteoma reportado por
(Schulte et al., 2023a), ambas proteinas comigran en el mismo peso. En estudios realizados
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en humanos, se ha observado que la inhibicién del factor de elongaciéon 1B y (heEF1By)
mediante un RNA de interferencia (siRNA), conduce a una red mitocondrial con un fenotipo
fragmentado (Pisani et al.,, 2016). Y mediante microscopia de fluorescencia, se ha
observado que heEF1By colocaliza con la mitocondria (Corbi et al., 2010)

/

deadenilacion

/
precursor de f-barril _—

IMS

@ Matriz
\_ /

Figura 5. Proteinas mitocondriales con las que interactua Tef4. La proteina Tef4 (no aparece en la figura) interacciona
fisicamente con la subunidad Sam50 del complejo SAM y con el factor de elongacion traduccional mitocondrial Tufl,
mientras que el mMRNA de Tef4 interacciona con la proteina de unién a RNA, Puf3, cuya funcién esta involucrada en la
biogénesis mitocondrial. Para mas informacion leer el texto.

En S. cerevisiae, |la proteina Tef4, y no su isoforma Tef3, se encuentra reportada en diversos
proteomas mitocondriales derivados de experimentos utilizando diferentes fuentes de
carbono y cepas de laboratorio (Tabla 1). De manera adicional, se ha reportado que Tef4
mantiene una expresion constitutiva, sin cambios en su nivel de abundancia, tanto en
glucosa (medio fermentativo), galactosa (fermentativo sin represion de la biogénesis
mitocondrial) y lactato (medio respiratorio) (Renvoisé et al., 2014).

En cuanto a la correlacidn que nos muestran los proteomas, Tef4 parece estar comigrando
en mitocondria con Msf1, la cual es una fenilalanina aminoacil-tRNA sintetasa mitocondrial;
con Tefl y Tef2, paralogos que codifican para el factor de elongacién citosdlico eucarionte
eEF1Ba (descrito arriba), y con la proteina de elongacidn traduccional mitocondrial Tufl
(Schulte et al., 2023a).



Estos datos nos sugieren que la proteina Tef4 tiene una localizacion mitocondrial, y que
podria tener una funcién en este organelo.

Tabla 1. Condiciones en las que se ha reportado que la proteina Tef4 pertenece al proteoma mitocondrial. Todas las
levaduras se cosecharon en fase exponencial.

Cepa de laboratorio Fuente de carbono Referencia

Glucosa, galactosa y

W303 (Renvoisé et al., 2014)
lactato
I
BY4741y YPHA499 Glucosa, sacarosa, (Schulte et al., 2023a)
galactosa y glicerol
YPH499 Glicerol (Sickmann et al., 2003)
YPH499 Glicerol (Reinders et al., 2006)
BY4742 y D273-10b Galactosa (Flores-Mireles et al., 2023)

Justificacion

La expresidon coordinada de genes nucleares y la traduccién mitocondrial parece ser
unidireccional en levadura. Cuando hay un cambio en la fuente de carbono, de un medio
fermentable a uno respiratorio, se ha observado que el aumento en los mRNA de las
subunidades de la cadena de transporte de electrones, codificadas en el nucleo, ocurre de
manera mas rapida que las codificadas en el genoma mitocondrial (Couvillion et al., 2016).
Ademas, se ha descubierto que la traduccién mitocondrial no estd regulada directamente
por la fuente de carbono en la que se encuentra la célula, sino por la traduccion citosélica.
De hecho, la traduccidn mitocondrial es inhibida cuando se bloquea la importacién de
proteinas mitocondriales sintetizadas en el citosol(Couvillion et al., 2016) . Si se inhibe la
traduccién citosélica, se afecta la traduccién de los mMRNA mitocondriales, lo que resulta en
alteraciones en la sintesis de proteinas mitocondriales. Este patrén de regulacidn,
impulsado por la inhibicidn de la traduccion citosdlica, se mantiene independientemente
de si la fuente de carbono es fermentable o respiratoria(Couvillion et al., 2016)

En un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo, se ha observado que el factor de
traduccion citosodlico elF4G1 (codificado por el gen TIF4631) puede regular la sintesis de la
proteina Cox1, la cual es codificada y traducida en la mitocondria (Garcia-Cordero et al., sin
publicar). En células de ratén se ha comprobado que, aunque elF4G1 no se localiza en
mitocondria, si afecta indirectamente la traduccién mitocondrial y por ende la respiracion
(S. H. Kim et al., 2023). Sin embargo, en levadura hay reportes de que elF4G1 forma parte
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del proteoma mitocondrial (Reinders et al., 2006; Sickmann et al., 2003) lo que sugiere que
puede tener otra funcion en el organelo ademas de la ya reportada en otros organismos.
Por lo tanto, decidimos investigar si existen otros factores de traduccion citosélica que se
asocian fisicamente con la mitocondria y que, al igual que elF4G1, desempefian alguna
funcién en dicho organelo. Al revisar los proteomas mitocondriales, identificamos a los
factores de traducciodn citosodlica elF5A — cuya localizacién en mitocondria ya se confirmé
(Diaz-Granados & Pérez-Martinez, 2022) —y eEF1By (codificado por el gen TEF4 en levadura)
(Flores-Mireles et al., 2023; Reinders et al., 2006; Renvoisé et al., 2014; Schulte et al., 20233;
Sickmann et al., 2003), siendo este ultimo el foco principal de estudio en esta tesis.

Por otra parte, se considera que la mitocondria es la principal generadora de ROS mediante
la cadena de transporte de electrones, en especial por el complejo lll, y a la vez, también
contribuye a la homeostasis, ya que se ha visto que existen mutantes no respiratorias que
son mas sensibles a compuestos como perdxido de hidréogeno (Grant et al., 1997; Jezek et
al., 2018; Khalimonchuk et al., 2007). Ademads, hay una estrecha relacién entre la
morfologia de la red mitocondrial y el estrés oxidativo. Al haber un aumento de la
concentraciéon de ROS, la mitocondria se fisiona y comienza un proceso denominado
mitofagia, el cual es un proceso selectivo de autofagia que promueve la degradacion de
mitocondrias (Innokentev & Kanki, 2021; Kurihara et al., 2012; Liu et al., 2023), con lo cual
se busca reducir los niveles de ROS vy asi preservar supervivencia de la célula. Cuando los
niveles de estrés oxidativo son demasiado altos, la célula entra en un proceso de muerte
celular conocido como apoptosis (B. Kim & Song, 2016; Redza-Dutordoir & Averill-Bates,
2021).

Dado a que las enzimas GST son las enzimas antioxidantes mds abundantes (JeZek et al.,
2018), Todorova en 2007 realizd un ensayo bioinformatico donde reunié a todos los genes
de S. cerevisiae con un dominio GST, con el fin de encontrar proteinas que fungieran como
detoxificantes. Entre los genes que estudié se encuentran TEF3 y TEF4. Al eliminarlos en la
cepa BY4742, reportd que la mutante nula, Atef4, muestra sensibilidad al perdxido de
hidrégeno, mientras que Atef3 no presentd sensibilidad al compuesto. Este hallazgo nos
llevé a preguntarnos: ¢puede la localizacion de Tef4 en la mitocondria y la sensibilidad al
H,0, previamente reportada sugerir que su funcién en este organelo esta relacionada con
la regulacién o la percepcion del estrés oxidativo?

Otra interrogante que surge es por qué la célula codifica para dos isoformas de la misma
proteina, eEF1By (Tef3 y Tef4). Por lo que es importante diferenciar la funcidon que cumple
cada proteina en un contexto tanto global como mitocondrial.
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Hipotesis
Tefd tiene una localizacion mitocondrial en S. cerevisiae y regula la morfologia
mitocondrial.

Objetivo

Verificar la localizacion mitocondrial de la proteina Tef4 en levadura, asi como estudiar el
fenotipo de la mutante Atef4 al visualizar la morfologia de la red mitocondrial y su
sensibilidad a peréxido de hidrégeno. Ademads de comparar el fenotipo con la mutante nula
de su isoforma Tef3.

Obijetivos particulares
* Etiquetar a la proteina Tef4 en el extremo carboxilo terminal con el epitope 3xHA
para poder detectarla por inmunorréplica tipo Western Blot.

* Verificar la localizacion mitocondrial de la proteina Tef4 reportada en los
proteomas mitocondriales.

* Si se confirma la localizacion de Tef4 en el organelo, determinar su localizacidn
submitocondrial mediante un ensayo de proteinasa K.

* Visualizar la red mitocondrial de mutantes carentes de Tef4 y Tef3 en un medio
con glucosa y galactosa.

* Realizar ensayos de sensibilidad a perdxido de hidrégeno en las mutantes de Tef3
y Tef4

* Diferenciar el crecimiento de las mutantes Atef3, Atef4 y la doble mutante
Atef3/4 en un medio un medio fermentativo (glucosa) y en dos medios
respiratorios (lactato y etanol-glicerol).

* Analizar las interacciones mitocondriales, tanto fisicas como genéticas de Tef4,
reportadas en la literatura.
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Metodologia

Lista de cepas utilizadas en este estudio

Tabla 2. Listas de cepas utilizadas en este estudio

Nombre Genotipo nuclear (mitocondrial) Referencia
YKO Matx Strain
Mat a, his3-deltal, leu2-delta0, lys2-delta0O, ura3-delta0, Collection -
BY4742 +
BY4742(p*) Glycerol Stocks
(Open Biosystem)
P -Marti
NB40-36a Mat a, arg8 ::hisG, ura4-52, leu2-3,112, D273-10B (p*) ;Ierzeozog)artlnez et
Mat o, arg8:hisG, ura4-52, leu2-3,112, tef4- .
VPL VP2 ielta ::kanMX4, D273-108 (p*) Este estudio
Mat a, arg8 ::hisG, ura4-52, leu2-3,112, D273-10B (p*), .
VP7 TEF4 3xHA Este estudio
Mat o, arg8:hisG, ura4-52, leu2-3,112, tef4- .
yca1s delta ::KanMXx4, tef3-delta :NatMx6, D273-108 (p*) Este estudio
Mat o, arg8:hisG, ura4-52, leu2-3,112, tef3- .
yc21s delta ::NatMx6, D273-108 (p*) Este estudio
XPM202 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3,112, (B+A 2 (Shingu-Vazquezet

ai,COX2-62)

al., 2010)

Medios de cultivo

Tabla 3. Medios de cultivo utilizados en este estudio. A los medios sélidos se les agregaron 20 g de agar. Todos los

medios se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 120 °C.

Medio Composicion para 1L de medio
Extracto de levadura 10g
YPD Peptona 20g
Dextrosa 20g
Extracto de levadura 10g
Peptona 20g
YPEG Dextrosa 20g
Glicerol 30 mL
Extracto de levadura 10g
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Peptona 20g

YPGal
Galactosa 20g
Base nitrogenada sin aminodcidos 6.7¢g
Glucosa o galactosa 20g
Medio “Drop-out”
Medio Drop-out Ver indicaciones del producto
Extracto de levadura 10g
Peptona 10g
Sulfato de amonio 12¢g
YPLac
Fosfato dipotasico lg
Acido lactico 23.5mL
NaOH Ajustar pH 5.5

Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Tabla 4 Oligonucleétidos utilizados en la etiqueta de TEF4 con HA. Se etiquet6 el gen TEF4 en el carboxilo terminal.

Oligonucleétido

Secuenciab’ a3’

TEF4-3XHA-Fw

TGTTGTTGTCAATGGCGAAGATAAGGAAATTGTTGACGGTAAGGTTTT
GAAAAGGGAACAAAAGCTGG

TEF3-3XHA-Rv

TTTGTTTGACTCTTATGTATATTGGGAAGAAAATATGGAAGAAGAGTT
ATTGAGACTATAGGGCGAATTGGG
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Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en la eliminacién del gen TEF3. *Donado por el laboratorio de la doctora Soledad

Funes
Oligonucleétido Secuencia 5’ a 3’
TEF3-Fw2 CAGATGTAAAGAACAACCGTATCAAGTGG
TEF3-Rv2 GGATCAATGTGGTTAACAGGTTATTC
TEF3nat-Fw CCCTCCTTGTTATTGTATTTTCTGTTATTAGAGCATACAGCCAGCTGAAG
CTTCGTACGC
TEF3nat-Rv GGCGACATGAAGGATAGTACGAAGAGATTATTTTAAGACCTCGATGAA
TTCGAGCTCGTT
NAT Rev* GTTGTTTATGTTCGGATGTG

Tabla 6. Plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Referencia

pMPY-3xHA (B. L. Schneider et al., 1995)
pVT100U-mtGFP (Westermann & Neupert, 2000)
pAG25 (Goldstein & McCusker, 1999)

Anticuerpos utilizados en este estudio

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en este estudio.

Anticuerpo Fuente Dilucion
Cdc28 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
VDAC Abcam 1:5000

HA-HPR Roche 1:2000

Tom20 Donado por el laboratorio de la Doctora 15000
Soledad Funes

CSs Donado por Tom Fox 1:1000

Creacion de la mutante sencilla Atef3 y la doble mutante Atef3/4

Se disefiaron los oligonucledtidos TEF3nat-Fw y TEF3nat-Rv (Tabla 5) para amplificar la
secuencia del gen natMX6 en el plasmido pAG25, y a este par de oligonucledtidos se les
afadidé una secuencia homdloga a los UTR del gen TEF3 con el objetivo de que recombinara
en estos sitios y asi poder eliminar al gen TEF3 por transformacidn integrativa utilizando el
método de acetato de litio (Burke Dan, 2000). Ademas, se disefiaron los oligonucleétidos
TEF3-Fw2 y TEF3-Rv2 para verificar la correcta delecién del gen.
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Inmunodeteccion de Tef4 por medio de inmunorréplica tipo
Western Blot

Se incubd toda la noche (O/N) a 30 °C con agitacidén constante un precultivo de 2 mL de
YPGal de la cepa etiquetada con 3xHA. Se extrajo proteina total como se describe a
continuacion. Se centrifugaron 2 mL del medio y el botdn se resuspendié en 1 mL de H,0.
Se afiadieron 150 L, recién preparados, de 1.85 M NaOH, 7.4 % de beta mercaptoetanol,
PMSF 10 mM. La mezcla se homogeneizd en el vértex y se incubd en hielo durante 15 min.
Después se afiadieron 150 uL de acido tricloroacético al 50 %, y se mezcld invirtiendo el
tubo. Nuevamente se dejé incubando en hielo por 20 min. Posteriormente se centrifugé
durante 10 min a 4 °C, y se quitd el sobrenadante con la punta de una micropipeta. A
continuacion, se lavo el botén con 1.5 mL de acetona fria (-20 °C). Se centrifugd la mezcla
durante 5 min a 4 °C; se quité el sobrenadante, y se dejé secar el botén para eliminar todo
rastro de acetona. Por ultimo, el botdn celular se disolvié en 50 pyL de amortiguador SDS
(SDS 5 %, NH4OH 1 %). Se desnaturalizaron las proteinas por 5 min a 65 °C. Y se procedié a
cargar el gel para electroforesis.

Se preparé un gel de poliacrilamida con la composicidn indicada en la Tabla 8. Se tomaron
50 plL de las muestras y se corrieron en una camara de electroforesis con amortiguador de
corrida (Tris-HCl pH 8.3, 0.250 M, glicina 2.5 M y SDS 1 %), durante 2 ha 110 V.

Tabla 8. Composicion de un gel de acrilamida para SDS-PAGE

Reactivo Gel separador (12 %) Gel apilador (4 %)
Acrilamida 30 %/
Bisacrilamida 0.8 % 4.0ml 0.65mlb
Tris-HCIpH 8.82 M 1.86 mL -
Tris-HCIpH 6.82 M - 312.15ulL
SDS 20 % 50 uL 25 uL
Agua destilada 4 mL 4 mL
APS 10 % 50 pL 50 pL
TEMED 5 pL 5 plL

Posteriormente los geles se colocaron en una camara de transferencia semi-seca, para ser
transferidos a una membrana de PVDF (Bio-Rad) con el amortiguador de transferencia
(amortiguador de corrida, metanol 20 %), durante 1 h 30 min a 10 V y 95 mA. Las
membranas se bloquearon con la solucion de bloqueo (leche descremada 10 %, Tris-HCl pH
7.6 50 mM, NaCl 150 mM) durante toda la noche a 4 °C con agitacién constante. Al dia
siguiente se retird la solucién de bloqueo y se incubé con el anticuerpo correspondiente
(Tabla 7), en una solucién de réplica (leche descremada 1 %, Tris-HCl pH 7.6 10 mM, NacCl

26



100 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, Tween-20 0.1 %). Las membranas se lavaron 3 veces con
solucién de lavado (Tris pH 7.6 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, Tween-20 0.1%)
durante 10 min a temperatura ambiente y con agitacidén constante, y se incubaron con un
anticuerpo secundario segln sea el caso. Para la deteccidon se utilizé el reactivo
ClarityTMWestern ECL Substrate (Bio-Rad) y se reveld con el escaner para Western Blot LI-
COR C-DiGit utilizando la sensibilidad maxima.

Verificacion de la localizacion mitocondrial de Tef4
Se etiquetd a Tef4 el extremo del carboxilo terminal con 3xHA, seguin el método de (B. L.
Schneider et al., 1995) con el objetivo de poder detectarla con inmunodeteccién.

Se extrajo proteina total de las muestras y se realizé una inmunorréplica tipo Western Blot
para detectar a la proteina Tef4 etiquetada con 3xHA (Anexo 1). Por ultimo, se mandé a
secuenciar la cepa y no se encontré ninguna mutacion.

Para verificar la localizacion de Tef4 en mitocondria, se realizd un fraccionamiento
celular para aislar a las mitocondrias y después se procedié a purificar el extracto crudo
mitocondrial mediante un gradiente de nycodenz. La metodologia se describe a
continuacion:

e Seinoculd una colonia de levadura en 2 mL de medio YPGal y dejar crecer O/N a
30 °C con agitacion constante.

e Seincoluaron 750 uL del medio saturado en 1 L de galactosa (se utilizaron 2 litros
en total). Se inculd O/N a 30 °C con agitacion constante hasta que se obtuvo una
densidad éptica de entre 0.8-0.9.

e Se centrifugd a 2800 x g durante 5 mina 4 °C

e Se juntd el botdn con agua fria y destilada en un solo tubo de centrifuga
previamente pesado.

e Se centrifugd a 2800 x g durante 5 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se
pesd

e Se resuspendio el boton en amortiguador TD (2 mL/g de peso himedo)

e Se agitd durante 10 min a 30 °C.

e Se centrifugd durante 5 min a 2000 x g a 4 °C.

e Se resuspendio el botén en amortiguador MPZ (7 mg/g de peso himedo), y se
adiciond zimoliasa-20T (3 mg/g de peso humedo).

e Se agitd durante 1 hora a 30 °Cy reviso la formacion de esferoplastos.

e Se centrifugd a 1100 x g durante 5 min a 4 °C.

e Seresuspendid el botén en 40 mL de amortiguador Dounce.

e Se homogeneizd 15 veces utilizando el homogenizador y pistilo de vidrio.
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e Se centrifugd 5 min a 2000 x g a 4 °Cy se recuperd el sobrenadante. Este paso se
realizé dos veces

e Se centrifugd 12 min a 17400 x g a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y se guardé
el botdn celular, que es donde se encuentran las mitocondrias crudas.

e El botdn se resuspendié en 2 mL de amortiguador SEH. Este paso se realizé con
punta cortada y se homogeneizd suavemente.

e Después se realizé un un gradiente de nycodenz utilizando el protocolo de
(Boldogh & Pon, 2007) con el objetivo de purificar las mitocondrias obtenidas.

e Con las fracciones celulares obtenidas se cuantificaron mediante el método de
Lowry, diluyendo las muestras 1:10.

Posteriormente se utilizaron muestras de extractos totales (ET), extractos citosélicos (C),
extractos mitocondriales crudos (MC) y extractos mitocondriales purificados (M). Se
utilizé el anticuerpo anti-HA peroxidasa, para detectar la presencia de la proteina Tef4
etiquetada con 3xHA. Como control citosélico se utilizé el anticuerpo contra Hogl y al
anticuerpo contra VDAC como control mitocondrial.

Visualizacion de la red mitocondrial

Se transformaron a las cepas WT, Atef4, Atef3, Atef3/4 y Afzol con el plasmido pVT100U-
mtGFP (Westermann & Neupert, 2000), el cual dirige a la proteina verde fluorescente
(GFP) a la mitocondria. Las cepas con el plasmido integrado crecen en el medio drop-out
-URA.

Para visualizar la morfologia de la red mitocondrial, se sigui6 el siguiente protocolo:

e Se inoculd a la cepa correspondiente en 2 mL de medio -URA con glucosa y se
dej6 crecer O/N a 30 °C con agitacidn constante.

e Seinocularon 20 pL del cultivo saturado a 10 mL de medio -URA con glucosa y se
dejo crecer hasta llegar a la fase exponencial (DO 600 nm entre 0.6-<1.0).

e Se agregé paraformaldehido con PBS al 3.7 % al medio y se dejo incubando
durante 30 min a 30 °C con agitacion constante. Después, se lavd tres veces con
PBS y se resuspendié con 100 uL de agua.

* Nota: cuando se utilizé galactosa se puso un precultivo de dos O/N.

Por ultimo, se visualizé la morfologia de la red mitocondrial mediante el microscopio de
epifluorescencia marca Olympus BX51 (IFC-UNAM). Se compard a la cepa WT con las
mutantes Atef4 (objetivo 100x). Como control positivo se utilizé a la mutante nula del
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gen FZO1, cuya morfologia mitocondrial estd fragmentada (Westermann & Neupert,
2000).

El conteo de células de acuerdo con su morfologia mitocondrial se realizé utilizando
image J (C. A. Schneider et al., 2012)

Ensayo de sensibilidad a perdxido de hidrogeno

Se prepararon cajas de YPD con 6 mM de perdxido de hidréogeno. Después se realizaron
diluciones seriadas con las cepas WT, Atef4, Atef3, Atef3/4 y la cepa Acox2 como control
positivo al estrés con peréxido de hidrégeno.

Las diluciones seriadas se realizaron de la siguiente manera:

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

Al dia siguiente se pesaron microtubos de volumen 1.5 mL con una balanza analitica.

Se registraron los pesos de cada tubo.
3. Se centrifugd 1 mL de cada cultivo en los microtubos previamente pesados a 14000
rpm/1 min. Eliminar sobrenadante.
Se pesaron los tubos con el precipitado de células y se estimé el peso del mismo.
5. Se diluyeron las muestras con agua estéril a una concentracion de 0.02 g/mL.
Se colocaron, en una caja estéril con 96 pozos, 136 pL de agua estéril con una pipeta
multicanal hasta la columna nimero 6 comenzando con la columna 2 (A2, A3, A4...
B2, B3, etc)
7. Enlacolumnal (A1, B1, C1...), se agregaron 150 uL de la solucién de cultivo.
8. Con una pipeta multicanal de 15 pL, se tomo este volumen de la columna 1 de cada
fila y se transfirio a la siguiente columna (se homogeneizé en cada paso). Se repitid
este paso hasta que se llegd a la columna 6.
9. Se esterilizé el replicador sumergiéndolo en una caja Petri con etanol. Se puso en
contacto con la flama y se dejé enfriar por unos segundos.
10. Se sumergid el replicador en los pozos que contienen las diluciones.
11. Se imprimoé el replicador en los medios correspondientes.

Ensayo de proteinasa K (Modificado de Fujiki y col., 1982)
1. Para cada tratamiento descrito en la tabla 6, se utilizaron 100 pg de mitocondrias
crudas, las cuales se resuspendieron en el amortiguador SH (Sorbitol 0.6 M, HEPES

20 mM).
2. Todos los tratamientos se incubaron durante 30 min en hielo.
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3. Después se agregaron 2 pL de PMSF (200 mM) para detener la actividad de la
proteinasa K (PK).

Se centrifugd por 5 min a 13000 rpm.

Se desecho el sobrenadante y se resuspendié en 500 uL de SH con PMSF (200 mM)
Se centrifugd por 5 min a 13000 rpm a 4 °C

No v ok

Se desechd el sobrenadante y se resuspendié en 20 plL de solucién digestora de
Laemmli (Tris 0.125 M, SDS 4%, glicerol 20 %, beta mercaptoetanol 5%, azul de
bromofenol 100 mg para 50 mL de amortiguador.

8. Se analizé mediante una electroforesis (SDS-PAGE)

Tabla 9. Ensayo de proteinasa K

Tratamiento Mitocondria Mitocondria + PK Mitocondria + PK + T-
cruda
x100
Proteinasa K
+ +
10 mg/mL
Tritén x 100 +
(2 %)

Prediccion de la sub-localizaciéon mitocondria de Tef4
Para calcular la probabilidad de que Tef4 tenga una presecuencia mitocondrial, se utilizé el
predictor MitoFate (http://web.pasteur.fr/packages/pack@MitoFates@1.2 ) Para predecir

la localizacion  subcelular de Tef4 se  utilizd al predictor DeepMito
(http://busca.biocomp.unibo.it/deepmito/)

Prediccion de cruces transmebranales de Tef4

Para calcular la probabilidad de que Tef4 contenga segmentos transmembranales, se
utilizaron a los predictores DeepTMHMM (Hallgren et al., 2022)(Hallgren et al., 2022)
(https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM) y  Orient TM (Liakopoulos et al,,
2001)(http://athina.biol.uoa.gr/orienTM/). Como control, se utilizaron a las proteinas

Tom?20 (1 cruce transmembranal) y Mdl1 (6 cruces transmembranales)

Analisis de las proteinas que interaccionan fisica y genéticamente
con Tef4

A través de la base de datos Saccharomyces Genome Database (SGD) y Go Slim Mapper
(https://www.yeastgenome.org/goSlimMapper) se analizaron las interacciones reportadas,

tanto genéticas, como fisicas de la proteina Tef4. Las proteinas fueron catalogadas de
acuerdo con su localizacidn celular.
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Resultados

Tef4 se localiza en la superficie de la membran externa mitocondrial
Con el objetivo de conocer si el factor de elongacién citosdlico Tef4 se localiza en la
mitocondria tal como se ha reportado en diversos proteomas (Flores-Mireles et al., 2023;
Gonczarowska-Jorge et al., 2017; Reinders et al., 2006; Renvoisé et al., 2014; Schulte et al.,
2023; Sickmann et al., 2003), se crecieron células en un medio con galactosa y se
obtuvieron mitocondrias puras. Se realizé un ensayo de inmunorréplica tipo Western Blot
con muestras de extracto total (ET), de la fraccion citosdlica(C), y la fraccion mitocondrial
purificada (M). Como control mitocondrial, se utiliz6 un anticuerpo contra la porina VDAC,
proteina de la membrana externa mitocondrial y contra la citrato sintasa (CS), proteina de
la matriz mitocondrial; como control citosélico y nuclear se utilizé un anticuerpo contra la
ciclina Cdc28. El resultado de la inmunodeteccidn nos indicd que las mitocondrias
obtenidas fueron purificadas con éxito, ya que no se detectd al control Cdc28 en el carril
de la fracciéon mitocondrial (Figura 6). Tefd se detectd en todas las fracciones, incluso en la
fraccion mitocondrial, aunque en menor cantidad (Figura 6). Como era de esperarse, los
controles de proteinas mitocondriales, VDAC y citrato sintasa, se enriquecieron en la
fraccion mitocondrial. Con este experimento se confirmd la presencia de Tef4 en la
mitocondria de la levadura.

Para determinar la localizacién submitocondrial de Tef4, se realizé un ensayo de incubacién
con proteinasa K (PK) seguido de una inmunorréplica tipo Western Blot. La proteinasa K es

& o N

Tefd —> b & ~53 kDa
VDAC = o - 30kDa
Cdc28 [ = ~ 34 kDa

CS e  ~51kDa

Figura 6. Western blot contra Tef4-HA. Para detectar a la proteina Tef4, se utilizo un
anticuerpo contra HA peroxidasa; a-VDAC como control de carga; a-Cdc28 como control
citosélico y a-CS como control mitocondrial; ET = extracto total; C = citosol; M =
mitocondrias puras
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una enzima que hidroliza los enlaces peptidicos. En este ensayo, se afiade PK a las
mitocondrias crudas con el propésito de eliminar cualquier proteina que se encuentre en
la periferia de la mitocondria o sobre la superficie mitocondrial y, por lo tanto, esté
expuesta a la accidn de la proteasa. En contraste, aquellas proteinas que se localizan dentro
de la mitocondria estaran protegidas de la accién enzimatica gracias a las bicapas lipidicas
mitocondriales.

En el primer carril (Figura 7) se utilizaron mitocondrias crudas (MC), sin ningln tratamiento
adicional, lo que permitié la deteccion de todas las proteinas: Tef4, Tom20 y CS. En el
segundo carril (Figura 7 By D), se tratd a las mitocondrias con PK. Este tratamiento hidrolizé
a las proteinas que se encontraban en la superficie de la mitocondria, por lo que no se
detectd a la proteina Tom20 (proteina de la OMM). Tef4 tampoco fue detectada. CS si se
detectd, ya que, al ser una proteina localizada en la matriz mitocondrial, ésta se encontraba
protegida de la accién de la PK por la doble membrana mitocondria. En el dltimo carril
(Figura 7 Cy D), las mitocondrias se trataron con Tritén X-100, un detergente que rompe
las membranas lipidicas. En combinacién con la PK, este tratamiento hidrolizé todas las
proteinas, por lo que en este carril no se detectd ninguna proteina. Lo que indica un
correcto funcionamiento de la PK. Dado que Tef4 se perdié debido a la accidn de la PK,
podemos concluir que esta proteina se encuentra por fuera de la mitocondria, localizada
hacia el citosol, pero asociada a la superficie mitocondrial.
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Figura 7. Ensayo de proteinasa K. A) Mitocondrias crudas sin ningtin tratamiento. B) Mitocondrias crudas con PK, la
cual hidroliza a las proteinas que se encuentran en la superficie de la membrana C) Mitocondrias con PK y tritén x 100
(Tx100). El Tx100 es un detergente que rompe la membrana lipidica mitocondrial, por lo cual la PK puede hidrolizar el
enlace peptidico de todas las proteinas mitocondriales. D) Inmunorréplica tipo Western Blot del ensayo de PK. Se
cargaron 100 pg de proteina. MC: mitocondria cruda sin ningun tratamiento; MC + PK: mitocondria cruda con
proteinasa Ky MC + PK + Tx100: mitocondria cruda con triton x100 y proteinasa K. n=3

La delecidn tanto de Tef4 como de Tef3 no afecta el crecimiento en
medios respiratorios

En levadura, los genes TEF3 y TEF4 codifican el factor de elongacién eEF1By. Ambos genes
se expresan de manera constitutiva y forman parte del complejo de traduccion eEF1, (Gavin
et al., 2002b; Olarewaju et al., 2004). Sin embargo, solo se ha confirmado la localizacién de
Tef4 en la superficie de la mitocondria, mientras que no hay evidencia de que Tef3 se
localice en mitocondria. Esta observacion sugiere que estas isoformas pueden desempenar
funciones distintas en la célula, en especial en la mitocondria

Por lo que se decidid eliminar a ambos genes con el fin de comparar la funcién de ambas
isoformas. Para esto se realizaron diluciones seriadas con las cepas WT y las mutantes
Atef3, Atef4 y Atef3/4 cambiando las variables temperatura y fuente de carbono (Figura
8). Como medio fermentativo se utilizé glucosa, mientras que los medios respiratorios
utilizados fueron lactato y etanol-glicerol; las temperaturas utilizadas fueron la de

33



crecimiento 6ptimo, 30 °C, y temperaturas que se consideran condiciones de estrés,

25°Cy 37 °C.
glucosa etano-glicerol
25°C
30°C
37°C
atef3/atefsl X X XK B IKS

Figura 8. La delecion del gen TEF3 no afecta la funcion mitocondrial ni global de la levadura. Se realizaron diluciones
seriadas de las cepas WT (D273-10b), Atef4, Atef3 y la doble mutante Atef3/Atef4 en los medios glucosa, etanol-glicerol
y lactato; a diferentes temperaturas: 25°C, 30°Cy 37°C. Fotos del quinto dia de crecimiento. n=3

No se observaron fenotipos distintos entre las cepas WT y las mutantes Atef3, Atefd y
Atef3/4 en ninguna de las variables probadas (Figura 8) (temperatura y medio de cultivo).
Esto nos indica que, al menos en las condiciones estudiadas, la delecién del gen TEF4, ni de
su isoforma TEF3 afectan la funcién respiratoria mitocondrial evaluado por el crecimiento
en lactato y glicerol, y tampoco parece afectar la funcidn global de la levadura (evaluado
por su crecimiento en glucosa).

Tanto la cepa mutante Atef3 como la Atef4 no son sensibles a
peroxido de hidrégeno
En la célula se produce estrés oxidativo cuando los mecanismos de supervivencia celular

son incapaces de hacer frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) o al dafio causado
por estos (Grant, 2011).

Todorova en 2007 realizd un ensayo bioinformatico donde reunid a todos los genes de S.
cerevisiae con un dominio GST, con el fin de encontrar proteinas que fungieran como
detoxificantes. Entre los genes que estudio se encuentran TEF3 y TEF4. Al eliminarlos en la
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cepa BY4742, reportd que la mutante nula, Atef4, muestra sensibilidad al peréxido de
hidrogeno, mientras que Atef3 no presentod sensibilidad al compuesto.

Con el antecedente de que la mutante nula Atef4 (BY4742) es sensible al estrés oxidativo
inducido por perdxido de hidrégeno, y teniendo en cuenta que la proteina Tef4 se localiza
en la mitocondria, el principal organelo productor de ROS, nos propusimos verificar en la
cepa de laboratorio D273-10b si la sensibilidad al peréxido se repetia en la mutante nula
Atef4. Por lo tanto, se decididé llevar a cabo un ensayo de sensibilidad a perdxido de
hidrégeno (3 mM y 6 mM) con las cepas WT (D273-10b), Atef4, Atef3, Atef3Atef4 y Acox2.
La cepa Acox2 se utilizé como control positivo a la sensibilidad a perdxido de hidrégeno
(Garcia-Villegas et al., 2017; Khalimonchuk et al., 2007)

A una concentracién de 3 mM de H,0; no se observé sensibilidad de ninguna de las cepas,
ni siquiera de la Acox2 (Figura 9). A una concentracion de 6 mM, se observé que el control
positivo, Acox2, no crecié en comparacion con la cepa WT. Sin embargo, las mutantes nulas
Atefd, Atef3 y Atef3Atefd crecieron igual que la WT (Figura 9). Lo que nos indica que la
delecién de estos genes no hace sensible a la cepa a perdxido de hidrégeno. Siendo un
resultado distinto al que se reportd por Todorova, et al., 2007, nos sugiere que el fondo
genético nuclear entre las cepas de laboratorio BY4742 y la D273-10b, presenta
interacciones genéticas diferentes, lo que conlleva a fenotipos igualmente distintos.
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Figura 9. La mutante nula Atef4 no presenta sensibilidad a peréxido de hidrégeno. Se realizaron diluciones seriadas
de las cepas WT, Atef4, Atef3, Atef3Atef4 y Acox2 en un medio con glucosa, sin y con peroxido de hidrégeno (3 mM y
6 mM) a diferentes temperaturas (25, 30 y 37 °C). Fotos al tercer dia de crecimiento. n=3

La delecion de Tef4 no afecta la morfologia mitocondrial en
comparacion con su homéloga en humano

Pisani en 2016 reporté que el ortdlogo de la proteina Tef4 en humano, al expresarse en
células Hela, y después de silenciarse con un siRNA especifico para Tef4, mostré una
afectacién en la morfologia de la red mitocondrial. Por lo anterior, se decidié analizar si en
las mutantes Atef4 yAtef3 se repetia este fenotipo. Para ello, se transformé a las cepas WT,
Atef4, Atef3, Atef3/4 y Afzol, con un plasmido que contiene a la secuencia de proteina
verde fluorescente (GFP) con una presecuencia mitocondrial (Anexo 2), que hace que la
proteina GFP se importe a mitocondria (GFPmt). Se utilizé la mutante nula Atefd y Atef3,
asi como la doble mutante, Atef3/4, con el fin de conocer la funcién de cada isoforma en
la regulacién de la morfologia mitocondrial. Mientras que, la cepa Afzol, se utilizé como
control positivo de fragmentacion (Westermann, 2010).

Previamente, en mi tesis de licenciatura, se habia visto que la mutante Atef4 presentaba
un fenotipo fragmentado en las redes mitocondriales de algunas células. Con el fin de
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cuantificar el porcentaje de fragmentacién respecto a la cepa WT, se decidié estandarizar
la metodologia al fijar a las células con paraformaldehido al 3.7 %.

Al observar la morfologia mitocondrial en el microscopio de epifluorescencia, en un medio
con glucosa, se encontrd que las cepas WT, Atef3, Atef4 presentan una morfologia tubular
alargada (Figura 10 a, c y d). Mientas que la cepa control, Afzol, presenta una morfologia
fragmentada y redonda (Figura 10b).

Se contabilizd la morfologia mitocondrial de las células clasificandolas en 3 tipos:
fragmentada que se refiere a cuando hay algun tipo de divisidn de la red mitocondrial de
una célula; tubular, donde la red se muestra elongada sin ninguna fragmentacion; y esférica
gue es cuando se ve una red mitocondrial grande y en forma circular, aunque existan dos
0 mas mitocondrias. La cepa control Afzo1 mostré un 100 % de sus mitocondrias con una
morfologia esférica. Mientras que las demas cepas, aunque si presentaron redes
mitocondriales fragmentadas o esféricas, el porcentaje de redes elongadas fue mayor al
70 %, incluida la WT. Por lo que no parece que los genes TEF3 y TEF4 estén regulando la
morfologia mitocondrial en un medio fermentativo como la glucosa (Figura 11)

a) WT b) Afzo1

Figura 10. Imagenes representativas de células de levadura en fase exponencial con la expresién constitutiva de la
proteina GFP mt. Las células se cultivaron en glucosa (D.0.600nm entre 0.5-0.8). a) La cepa silvestre (WT) present6 una
morfologia mitocondrial alargada. c) y d) La mutante nula Atef4 presenté una morfologia mitocondrial alargada al igual
que la cepa Atef3 . b) El control Afzol, presenté una morfologia fragmentada donde se visualizan las mitocondrias
redondas. Objetivo 100x. n=3
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Figura 11 Cuantificacion de la morfologia mitocondrial de las cepas WT, Atef3, Atef4, Atef3/4, Afzol en un medio con
glucosa. Las redes mitocondriales se clasificaron en fragmentadas, tubulares y esféricas. n = 286 en total. Se utilizo el
programa Image J (C. A. Schneider et al., 2012).

Por ultimo, se observaron las redes mitocondriales en un medio con galactosa (Figura 12).
La galactosa, a diferencia de la glucosa, no reprime la biogénesis mitocondrial (Rowe et al.,
2014; Ulery et al., 1994) , por lo cual las redes mitocondriales se observaron mas elongadas
en todas las cepas (Figura 12). Mientras que la mutante Afzol, continud con un fenotipo
fragmentado y con redes mitocondriales redondas; la cepa WT, presentd una morfologia
tubular en un 80 %, mientras que en un 11 % presenté un defecto en la red mitocondrial.
La cepa control Afzo1 presenté una morfologia tubular en un 16 % y en un 73 % se visualizé
un defecto en su morfologia mitocondrial. Por otra parte, las mutantes, en su mayoria
fueron tubulares al igual que la WT, por lo que podemos concluir que la delecién de los
genes TEF3 y TEF4 no afectan la morfologia de la red mitocondrial en las condiciones
empleadas en este trabajo (Figura 13).
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Atef3

Atef4

Atef3/4

Figura 12. Imagenes representativas de células de levadura en fase exponencial con la expresién constitutiva de la
proteina GFP mt. Las células se cultivaron en galactosa (D.0.600nm entre 0.5-0.8). a) La cepa silvestre (WT) presentd
una morfologia mitocondrial alargada. B), c) y d) La mutante nula Atef4 presenté una morfologia mitocondrial alargada
al igual que la cepa Atef3 y Atef3/4. E) El control Afzo1, present6 una morfologia fragmentada donde se visualizan las
mitocondrias redondas. Objetivo 100x. n=3
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Figura 13 Cuantificacién de la morfologia mitocondrial de las cepas WT, Atef3, Atef4, Atef3/4, Afzol en un medio con
galactosa. Las redes mitocondriales se clasificaron en fragmentadas, tubulares y esféricas. n = 449 en total. Se utilizé
el programa Image J (C. A. Schneider et al., 2012).

Analisis de las proteinas que interaccionan fisica y genéticamente
con Tef4

Se confirmé la localizacién mitocondrial de Tef4 en la superficie de la mitocondria de Ia
levadura. Sin embargo, aln no se ha encontrado un fenotipo que nos hable de su funcién
en este organelo. Con el objetivo de entender en qué contexto se asocia Tef4 a la superficie
de la mitocondria, se analizaron las interacciones fisicas y genéticas de Tef4 mediante la
base de datos SGD (Saccharomyces Genome Database). Las proteinas identificadas se
clasificaron de acuerdo con su localizacién en la célula mediante el programa Go Slim
Mapper (https://www.yeastgenome.org/goSlimMapper ). En total, de las 278 proteinas
gue interaccionan genéticamente, 41 se localizan en mitocondria, lo que equivaleaun 32 %
(Anexo 5.). Mientras que de 100 proteinas que interactuan fisicamente con Tef4 (Anexo 6.),
Unicamente 18 se localizan en mitocondria (Figura 14). Sélo 3 proteinas mitocondriales
interactian tanto fisicamente como genéticamente con Tef4 (Tabla 10). De estas 3

proteinas, solo de dos se ha confirmado su localizacion mitocondrial de forma experimental,
Rpni11 (Hofmann et al., 2009) y Tef2 (Brandina et al., 2006a).
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Esta ultima proteina, también llamada eEF1A, forma parte del complejo de elongacién 1y
co-inmunoprecipita con Tef4 (Gavin et al., 2002a). Por lo cual, es probable que la asociacion

con mitocondria de la proteina Tef4, no sea directa, si no sea mediada por el complejo eEF1.

Por otra parte, es interesante la interaccion entre Rpnll y Tef4, ya que Rpnll estd
involucrada en la via de degradacidn de proteinas, y la doble mutante Atef3/4 presenta un
defecto en el recambio proteico durante condiciones de estrés oxidativo (Esposito & Kinzy,
2010b).

Por ultimo, Newl es un factor de terminacion de la traduccion, cuya localizacién
mitocondrial también se ha reportado en los proteomas mitocondriales (Reinders et al.,
2006; Sickmann et al., 2003), mas no se ha confirmado de forma experimental que sea
parte de la mitocondria.

Es interesante que de las tres proteinas con las que interacciona tanto fisica como
genéticamente, dos pertenezcan a la maquinaria de traduccidn citosdlico. Lo que nos
sugiere que probablemente su funcién como factor traduccional prevalezca, aunque
localizado en la periferia de la mitocondria.

Localizacion de proteinas que interactian con Tef4

, L 8
I |
reticulo endoplsmico _ 38
. . 18
mitocondria h 41
, 35
ncleo h 86
citoplasma 40
90

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Numero de proteinas

H fisicas M genéticas

Figura 14. Localizacion de las proteinas que interactuan con Tef4. Nimero de proteinas que interaccionan con Tef4
tanto fisica como genéticamente y su sublocalizacién celular.
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Tabla 10. Genes de proteinas mitocondriales que interaccionan fisica y genéticamente con Tef4.

Descripcion

Referencias
interacciones

Gen con Tef4
Proteina de unién a mRNA y factor de terminacion (Gavin et al,
NEWI traduccional. Su localizacidn en mitocondria no se ha 20023, 2006;
confirmado manualmente (Reinders et al., 2006; Hoppins et al.,
Sickmann et al., 2003). 2011)
Proteina involucrada en la via de degradacion de (Costanzo et al.,
proteinas. Las mutantes condicionales de este gen 2016; Guerrero
RPN11 | esencial muestran un fenotipo fragmentado de la red et al, 20063,
mitocondria. Se ha confirmado su localizacion 2008a)
mitocondrial (Hofmann et al., 2009)
Gen no esencial que codifica para la proteina eEF1A. Se (Costanzo et al.,
TEF2 | ha confirmado su localizacion mitocondrial (Brandina et 2016; Gavin et

al., 2006b).
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Discusion
La proteina Tef4 se encuentra en la mitocondria de la levadura S.

cerevisiae.

El proteoma mitocondrial de levadura contiene 8 proteina codificadas en el genoma
mitocondrial y mas de mil codificadas en el genoma nuclear (Flores-Mireles et al., 2023;
Gonczarowska-Jorge et al.,, 2017; Renvoisé et al., 2014; Sasikumar et al., 2012). Lo que
implica que la mayoria de las proteinas son importadas desde el citosol. En estos
proteomas se han encontrado proteinas citosdlicas involucradas en la sintesis de proteinas
como es el caso de elF5A, elF4G1, New1 y eEF1By (codificada por el gen TEF4 en levadura).

La mayoria de las proteinas mitocondriales sintetizadas en citosol (alrededor de 60-70 %)
contienen una presecuencia sefial en el amino terminal que se escinde después de la
importacion a la mitocondria (Busch et al., 2023). Sin embargo, no se ha identificado
ninguna sefal de este tipo en ningun factor de traduccion citosdlica. Por lo tanto, se decidio
realizar un estudio in silico de la proteina Tef4 utilizando el predictor MitoFates, el cual
arrojé una baja probabilidad (0.013) (Tabla 11) de que Tef4 posea una presecuencia
mitocondrial. Ademas, se empled el predictor DeepMito (Savojardo et al., 2019) para
determinar la probabilidad de que Tef4 se localice en cualquier compartimento
mitocondrial. El resultado indicé que existe un 31 % de probabilidad que se encuentre en
la membrana interna mitocondrial (Tabla 11). Sin embargo, el software no predice la
localizacion de Tef4 se localice en mitocondria debido a que la probabilidad es inferior al
50 %.

Tabla 11. Probabilidad de que la proteina Tef4 contenga una presecuencia mitocondrial o se localice en mitocondria

Programa utilizado Probabilidad ¢Esta en mitocondria?
. 0.013 de presentar una
MitoFates . P . . No
presecuencia mitocondrial
. 0.31 en membrana interna
DeepMito No

mitocondrial

Se ha reportado que, en humanos, el factor de elongacién eEF1By — proteina homdloga de
Tefd —, se localiza en la mitocondria (Pisani et al., 2016). Ademads, diferentes proteomas
mitocondriales realizados en levadura en los ultimos afios han identificado a Tef4, pero no
a su isoforma Tef3, en este organelo (Flores-Mireles et al., 2023; Gonczarowska-Jorge et
al., 2017; Reinders et al., 2006; Renvoisé et al., 2014; Schulte et al., 2023b; Sickmann et al.,
2003).
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Con el fin de comprobar su localizacién en mitocondria de forma experimental, se
purificaron mitocondrias de una cepa con Tef4 etiquetada con 3xHA, con lo que se
confirmo la localizacion de Tef4 en mitocondria, en una concentracion menos abundante
que en citosol (Figura 6).

A pesar de que los predictores utilizados no logran localizar a Tef4 en la mitocondria, un
analisis bioinformatico de los codones de inicio no candnicos (Monteuuis et al., 2019), los
cuales dirigen a las proteinas hacia la mitocondria, sugirié un inicio de traduccidn distinto
para Tef4. Este estaria localizado 18 nt rio arriba del ORF, siendo el coddn de inicio TTG en
lugar de ATG) (Monteuuis et al., 2019). Aunque este cambio de ORF, no predice ninguna
presecuencia, y los datos que se tienen hasta el momento son insuficientes para aseverar
que esta isoforma se traduce de forma significativa, seria interesante mutar el codén de
inicio no candnico, TTG, para poner a prueba esta hipoétesis.

Después de confirmar la localizacion mitocondrial de Tef4, se incubaron las mitocondrias
con proteinasa K con el propdsito de conocer la localizacion submitocondrial. Los
resultados indicaron que Tef4 se encuentra en la periferia de la membrana externa
mitocondrial, ya que al incubar a las mitocondrias con PK se perdié a Tef4, como sucedid
con un control de proteina que ve hacia el lado citosdlico de la membrana externa
mitocondrial (Tom20). Esta observacion nos conduce a dos posibilidades: la primera es que
Tef4 se asocie de forma indirecta a la mitocondria a través de un complejo, por ejemplo,
siendo parte del complejo eEF1 (complejo de elongacién eucarionte 1). Alternativamente,
Tef4d se podria asociar directamente mediante un dominio transmembranal. Para explorar
esta ultima hipétesis, se utilizaron dos predictores de dominios transmembranales (Tabla
12 y 13). Como control se utilizd la secuencia proteica de Tom20, proteina que posee un
segmento transmembranal (Eaglesfield & Tokatlidis, 2021b); y MdI1, proteina que posee 6
segmentos transmembranales (Eaglesfield & Tokatlidis, 2021b). El predictor DeepTMHMM
(Hallgren et al., 2022), predijo de forma eficiente los cruces transmembranales de Mdl1,
pero no de Tom20 (Tabla 12), mientras que el predictor Orient TM (Liakopoulos et al., 2001)
predijo cruces transmembranales en ambas proteinas, pero no el nimero correcto. Sin
embargo, ningun software predice algun segmento transmembranal en la secuencia de
Tefd. Por lo que, aungque no es imposible, es poco probable que Tef4 posea un cruce
transmembranal.
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Tabla 12. Prediccion de cruces transmembranales. Estos resultados se obtuvieron mediante el predictor DeepTMHMM
(Hallgren et al., 2022)

Proteina Cruces transmembranales predichos Cruces transmembranales
mMdil 6 6

Tom20 0 1

Tef4 0 N/D

Tabla 13. Prediccidn de cruces transmembranales. Estos resultados se obtuvieron mediante el predictor Orient TM
(Liakopoulos et al., 2001)

Proteina Cruces transmembranales predichos Cruces transmembranales
mdl1 5 6

Tom20 2 1

Tef4 0 N/D

El factor de elongacion eEF1A se ha reportado que esta asociado a la superficie de la
membrana externa mitocondrial asociado a un macrocomplejo (Brandina et al., 2006b).
Este macrocomplejo se compone de transportadores mitocondriales, enzimas glucoliticas
y factores de traduccién (Brandina et al., 2006b). Ya que eEF1A forma parte del complejo
de elongacién eEF1 al igual que Tef4, es posible que la asociacidon a mitocondria de Tef4
dependa de eEF1A (codificado por TEF1 y TEF2 en levadura) (Brandina et al., 2006b). Aun
no se conoce la funcién de este macrocomplejo. Se especula que podria regular el
transporte del piruvato a la mitocondria, o estar involucrado en la importacion de tRNAs a
la mitocondria (Baleva et al., 2017). Por lo que es necesario que se caractericen los factores
y enzimas que lo conforman para poder elucidar su funcién. Asi como también investigar
la presencia de Tef4 en el macrocomplejo de la enolasa.

El dominio Glutatidn S-Transferasa no actua en la via de eliminacion
del peroxido de hidrogeno en la cepa de laboratorio D273-10b

Como se menciond anteriormente, la proteina Tef4 presenta un dominio GST, que se cree
que es cataliticamente activo (Jeppesen et al., 2003; Renou et al., 2022). Aunque no se ha
comprobado experimentalmente, se ha reportado que la delecion del gen TEF4, en la cepa
de laboratorio BY4741, hace mads sensible a la cepa al estrés oxidativo por perdxido de
hidrégeno (Todorova et al., 2007). Aunado a que Tef4 se localiza en mitocondria y
considerando que este organelo es una de las principales fuentes generadores de ROS, es
posible que la funcién de Tef4 en mitocondria sea la de regular o percibir estrés oxidativo.
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Con el fin de investigar el papel de Tef4 en la cepa D273-10b, se decidid replicar el
experimento realizado por Todorova et al., en 2007. Sin embargo, no se encontrdé que la
cepa Atef4 fuera sensible a H,0,, como si lo es en el fondo genético BY4741. Por ello se
realizé un alineamiento del DNA gendmico de TEF4 entre ambas cepas (Anexo 3) para
conocer si el cambio en el fenotipo se debia a alguna mutacion en el genoma, pero no se
encontrd ninguna diferencia entre las secuencias. Por lo que es posible que el fenotipo sea
dado por diferencias genéticas y cémo éstas interactian entre si, propias de la cepa de
laboratorio que se estudid. Existiendo ejemplos de proteinas que no conservan su funciéon
entre cepas de laboratorio de S. cerevisiae (Garcia-Guerrero et al., 2018)

Que la mutante nula Atef4 no sea sensible a perdxido nos indica que al menos en estas
condiciones, el dominio GST no esta ejerciendo funcién alguna en la via de eliminacién del
perdxido de hidrogeno. O tal vez si participa en esta via, pero su funcidon no es fundamental
porque otras proteinas podrian ser mas activas que Tef4, al menos en estas condiciones.

La proteina Tef4 no regula la morfologia de la red mitocondrial

La regulacién de la morfologia mitocondrial que ejerce la subunidad y en humanos
(heEF1By) se da mediante la proteina vimentina. Siendo la vimentina una proteina de
filamento intermedio estructural y parcialmente localizada en mitocondria, cuyo
knockdown conlleva a la fragmentacién y desorganizacién de la mitocondria (Corbi et al.,
2010). El silenciamiento de heEF1By causa la incorrecta compartimentalizacion de la
vimentina y por ende la fragmentacion de la red mitocondrial. Esto se debe a que, en
humanos, heEF1By se une a la regidon promotora del mRNA de la vimentina co-localizandola
en mitocondria (Corbi et al., 2010).

Pisani en 2016 reporté que el ortdlogo de la proteina Tef4 en humano, al expresarse en
células Hela, y después de silenciarse mediante un small interfering RNA (siRNA) especifico
para Tef4 de humano, mostré una afectacion en la red mitocondrial. Por lo anterior, se
decidid analizar si en las mutantes Atef4 se veia algun efecto en la morfologia de la red
mitocondrial. Ni en un medio con glucosa, ni con galactosa, se observé fragmentacion o
alguna otra diferencia en la red mitocondrial en las cepas Atef3, Atef3/4 y Atef4 (Figura 10
y 12).

Comparando las secuencias proteicas, el porcentaje de identidad entre heEF1By y Tef4 es
35.4 % (Tabla 14), —entre Tef3 y heEF1By es de 34.6 % — lo que indica una baja identidad
entre secuencias. Sin embargo, a lo largo de todo el alineamiento, muchos aminoacidos
estan conservados (Figura 15). Los dominios de unién a RNA de heEF1By estan a lo largo
de toda la secuencia proteica, la cual consta de 437 aminodcidos (Pisani et al., 2016).
Debido a lo anterior, no se puede concluir mediante la alineacién de ambas secuencias si
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Tef4 es capaz de unirse a RNA, ya que no son muy similares entre si. Por otra parte, no hay
un ortélogo de la vimentina en levadura que pudiera estar regulando la morfologia
mitocondrial. Lo anterior, aunado a que la delecién de las dos isoformas de la subunidad y
no muestra una afectacién en la red mitocondrial, nos indica que la localizacién
mitocondrial de Tef4 no estd involucrada con la regulacion de la morfologia mitocondrial.

hEF1By/1-437 1 MAA TYP--EN.RAFKA IAAQYSGAQMRVLSAPPHFHFGQTNR 45
TEF4/1-412 1 MSQ INRSPRNYASEA-BI --SYFKLDMKIV-------- DLEQ- 35
TEF3/1-415 1 MSQ ANFRIRT.VPRG- V--KALKLDMKVV-------- TPDAA 36

hEF1By/1-437 46 TPEBELRK AGKV DDEFCVFESNABAYMYVSNEEL-------- 84
TEF4/1-412 36 SSERAS L LKQA PKELKLTEAL QFMLANQVADEKERARL 82
TEF3/1-415 37 AEQIEARD LKKV PKEYKLTEAM NYMLVKLSQDDKMKTOQL 83

hEF1By/1-437 85 RE@ST--PEAAARVVOWVSFAD IVPPASTWVFPTLEIMHH QATE 129
TEF4/1-412 83 L@SD--VIEKSE@ILRWASLAN VMSNIARPFLSFKGLIPY KDVD 127
Q

TEF3/1-415 84 LGADDDLNAQAMEI! IR LCIQIANTIVPLKEGGAPY KSVD 130

< r~rm

TEF4/1-412 128 ACFVKIDNLAAVFDAREBRDYWRFVATENIS HAAGSWAFGLATIL 174
TEF3/1-415 131 SAMDAVDK.VDIFENR KNYBYLATENIS VAASIFTRYFESLF 177

hEF1By/1-437 177 EPSFRIQAFBNTN LIBCINQBOQFRAVLGEV
TEF4/1-412 175 GPE AKHBRHLM N AASBIVKTPFAEV
TEF3/1-415 178 GTE AQHRBA IV N RASBFLKDEYKDF

hEF1By/1-437 130 NAKEEVRRILGLLDAY KTRIFI.VGIRVTETVVCT LLWLYKQVL 176

LCEBEMAQFDAKKFAE 223
LAERALTYTP----- 216
FADEPLS--P----- 217

hEF1By/1-437 224 T KKDTPR E GSREEKQKPOQMERKEEKKANA PEEEMDECEQAL 270
TEF4/1-412 217 - -B- - - - - AEKPKAEKS KAEKKKDE - - AK R & 8 % 6 WS s DA 245
TEF3/1-415 218 - -|- - - - - EKKAPAAAPA KEE--BAKP&A------- TETE 248

hEF1By/1-437 271 AAEP FAHEP EF E 317
TEF4/1-412 246 APAK LEARG D 292
TEF3/1-415 249 TSSK LELEG E 295

hEF1By/1-437 318 G
TEF4/1-412 293 E
TEF3/1-415 296 E

YSEMRFPE Q
KVGMKYND L
KVTMKYND L

SSS VWV F
NNG V AVMV
NNG AVMV

hEF1By/1-437 410 QTLVREYFSWEGAFQHVEK--AFNQ
TEF4/1-412 383 KEFVNNMWAWDKPVVVNGEDKE I VD
TEF3/1-415 386 KEF I NNMWABWD KPVSVNGEPKEIVD

DKLR AsvILFE 364

VG SAST CLVVYE 339

VG SAST CLVVYSE 342
ELA--BPrLs TWR GSEET 409
DFAPAEDVA EIT TKEED 382

hEF1By/1-437 365
TEF4/1-412 340

TEF3/1-415 343 E

DYVPAEDVA D¥YA TNDDD 385
I F 437

VL 412
VL 415

> 40 %

Porcentaje de identidad

Figura 15 Alineamiento de las proteinas hEF1By de humano, Tef4 y Tef3. El color indica el porcentaje de identidad. El
alineamiento fue hecho con el software Clustal W (Sievers et al., 2011) y Jalview
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Tabla 14. Matriz porcentaje de identidad entre las proteinas hEF1G, Tef4 y Tef3. El alineamiento fue realizado con el

software Clustal W (Sievers et al., 2011)

Proteina heEF1By Tefa Tef3

heEF1By 100.0% 35% 35%
Tef4 35.4% 100% 65%
Tef3 34.6% 65% 100%

En este estudio, se confirmd que la proteina Tef4 se localiza en la mitocondria en la

superficie de la membrana externa. Sin embargo, aun falta investigar como es que se da

esta asociacion, la cual pensamos que ocurre de forma indirecta a través del factor de

elongacion eucarionte 1 (eEF1), ya que el factor de traduccion, Tef2 (eEF1A), también se

ha reportado en la superficie de la membrana externa mitocondrial (Brandina et al., 2006b).

Ademas de la localizacién, es necesario elucidar la funcidon de Tef4 en este organelo.

Basandose en los andlisis realizados a través de la base de datos de SGD (Anexo 5y 6), se

proponen tres posibles hipdtesis sobre su funcién:

1. Participacion en la traducciéon mitocondrial: El factor de traduccién eEF1 se localiza

en la superficie de mitocondria, asi como los polisomas, lo que podria sugerir que
su funcién en la mitocondria se deba a la colocalizacién de la traduccidn citosdlica
en este organelo.

Participacion en el macrocomplejo de enolasa: Tef4, junto con Tef2 y Tefl, podria
formar parte del macrocomplejo de la enolasa (Baleva et al., 2017; Brandina et al.,
2006b). Y aunque la funcién de este complejo aln no se conozca, es posible que el
esclarecimiento de este nos ayude a elucidar la funcién Tef4 en mitocondria.
Participacion en la via de degradacion mitofagica: Esta hipdtesis se basa en la
observacion de que la doble mutante Atef3/4 presenta un defecto en el recambio
de proteinas oxidadas en condiciones de estrés oxidativo, utilizando sulfato de
cadmio como agente oxidante (Esposito & Kinzy, 2010b). Dado que el cadmio afecta
la cadena de transporte de electrones, esto sugiere una conexidn entre Tefd y la
respuesta a danos mitocondriales (Branca et al., 2020). Ademas, existen informes
de que en la mutante Atef4 hay una disminucion de la autofagia en un medio
deficiente de nitrogeno (Dengjel et al.,, 2012). La cepa Atef4 también muestra
sensibilidad a la rapamicina, un farmaco inductor de la mitofagia (Nicastro et al.,
2021; Parsons et al., 2003; Xie et al., 2005). Ademas, Tef4 interactua genéticamente
con Atg21(Costanzo et al., 2016), una proteina involucrada en la formacién de
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vesiculas para la degradacion en el citosol en la via mitofagica. Aunado a lo anterior,
Tef4 interactla genética y fisicamente con Rpn11, la cual a la par de Tef4, es una
proteina que pertenece al complejo del proteasoma 26S (Costanzo et al., 2016;
Guerrero et al., 2006b, 2008b; Kaake et al., 2010). Siendo que este complejo regula
la cantidad de Atg32 —proteina de la membrana externa mitocondrial que inicia la
mitofagia— al degradarla. (Camougrand et al., 2020). Estas observaciones respaldan
la posibilidad de que Tef4 participe en la regulacién de la via mitofagica.

Conclusiones

La proteina Tef4 se localiza en la superficie de la membrana externa mitocondrial
cuando las células se crecen en un medio con galactosa.

Utilizando la microscopia de epifluorescencia, no se observé ningln cambio en la
morfologia de la red mitocondrial en las mutantes nulas de los genes TEF3 'y TEF4.

Las mutantes nulas de los genes TEF3, TEF4 'y TEF3/4 crecen en medios respiratorios
al igual que la cepa silvestre.

Las mutantes nulas Atef3, Atef3 y Atef3/4, no son sensibles a H20;

Perspectivas

Realizar una IP de la proteina Tef4 3xHA con mitocondrias puras con el fin de
conocer a las proteinas que interactian con Tef4 a través de espectrometria de
masas. Para asi conocer las interacciones que presenta la proteina al estar unida a
la superficie mitocondrial

Eliminar a la subunidad eEF1A (TEF1y TEF2) con el fin de conocer si la localizacion
mitocondrial de Tef4 depende del complejo eEF1.

Eliminar a la enolasa (ENO1 y ENO2) con el fin de conocer si la localizacion
mitocondrial de Tef4 depende el complejo de la enolasa.

Verificar que Tef3 no se asocia a la superficie mitocondrial, como si lo hace Tef4.
Realizar ensayos de mitofagia con un medio deficiente en nitrégeno en mutantes
carentes de Tef3 y Tef4.
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Anexos

Anexo 1. Inmunodeteccién de la proteina Tef4

VP7a VP7b

v~y
Tefd — S u 52 kDa

a-VDAC ‘ 30 kDa

Figura 16. Western Blot de la cepa con la proteina Tef4 etiquetada con 3xHA. Se obtuvieron dos clonas: VP7ay VP7b.
Ambas se mandaron a secuenciar y no se encontré ninguna mutacion. Para detectar a la proteina Tef4, se utilizé un
anticuerpo contra HA peroxidasa, y a-VDAC como control de carga.

Anexo 2. Plasmido Pvt100U-mtGFP

EcoRI
Notl
BamHI Xhol
Smal Sacl
Kpnl Xbal
Hindlll Bglll BamHlI

pVT 100U-mt GFP
7.82 kb

. 2y URA3 J

Anexo 1. Representacion del plasmido pVT100U-mtGFP. EIl

plasmido incluye al marcador auxétrofo URA3. El promotor
constitutivo del alcohol deshidrogenasa (ADH) se indica con una
flecha negra. La presecuencia mitocondrial esta indicada como
“pre”. Ademas, se indican los sitios de corte de las enzimas de
restriccion. (Westermann et al., 2000)
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Anexo 3. Alineamiento del DNA gendmico del gen TEF4 de las cepas D273-
10b y BY4741 con Clustal Omega (Goujon et al., 2010)

TEF4-D273- 108 1 94
TEF4-BY4741 1 94
TEF4-D273- 108 95 188
TEF4-BY4741 95 188
TEF4-D273- 108 189 282
TEF4-BY¥4741 189 282
TEF4-D273- 108 283 376
TEF4-BY4741 283 376
TEF4-0273-108 377 470
TEF4-BY4741 377 470
TEF4-D273-108 471 564
TEF4-BY4741 471 564
TEF4-D273- 108 565 658
TEF4-BY4741 565 658
TEF4-D273 108 659 752
TEF4-BY4741 659 752
TEF4-D273- 108 753 846
TEF4-BY4741 753 846
TEF4-D273- 108 847 940
TEF4-BY4741 847 940
TEF4-D273- 108 941 1034
TEF4-BY4741 941 1034
TEF4-D273- 108 1035 1128
TEF4-BY4741 1035 1128
TEF4-D273- 108 1129 1222
TEF4-BY4741 1129 1222
TEF4-D273- 108 1223 1316
TEF4-BY¥4741 1223 1316
TEF4-D273- 108 1317 1410
TEF4-BY4741 1317 1410
TEF4-0273-108 1411 1504
TEF4-BY4741 1411 1504
TFFA-N77%10R IGIE TAA R FTETTETTET FAATERFGAAGATAAGRALATTATTRACGETAAGETTTTRAAATAL 1568

Figura 17. Alineamiento del DNA gendmico del gen TEF4 de las cepas de laboratorio D273-10b y BY4741. No hay un cambio de bases entre
los genes de estas dos cepas en el gen. El color morado corresponde a una identidad del 100 % entre los nucledtidos. (Goujon et al.,
2010)(Goujon et al., 2010)

Anexo 4. Resultados de los predictores transmembranales DeepTMHMM y
DAS

Como proteinas control se utilizaron a las proteinas Mdl1, la cual es una proteina
mitocondrial que contiene 6 cruces transmembranales y Tom20, proteina mitocondrial
gue contiene 1 segmento transmembranal. Se utilizaron los predictors DeepTMHMM y
DAS. Aqui se dejan los datos en bruto que arrojaron los predictores

## DeepTMHMM - Predictions

63



Predicted topologies can be downloaded in [.gff3 format](TMRs.gff3) and [.3line
format](predicted_topologies.3line)

### Predicted Topologies

>MDL1 | TM

MIVRMIRLCKGPKLLRSQFASASALYSTKSLFKPPMYQKAEINLIIPHRKHFLLRSIRLQSDIAQGKKST
KPTLKLSNANSKSSGFKDIKRLFVLSKPESKYIGLALLLILISSSVSMAVPSVIGKLLDLASESDGEDEEGS
KSNKLYGLTKKQFFTALGAVFIIGAVANASRIILKVTGERLVARLRTRTMKAALDQDATFLDTNRVG
DLISRLSSDASIVAKSVTQNVSDGTRAIIQGFVGFGMMSFLSWKLTCVMMILAPPLGAMALIYGRKI
RNLSRQLQTSVGGLTKVAEEQLNATRTIQAYGGEKNEVRRYAKEVRNVFHIGLKEAVTSGLFFGSTG
LVGNTAMLSLLLVGTSMIQSGSMTVGELSSFMMYAVYTGSSLFGLSSFYSELMKGAGAAARVFELN
DRKPLIRPTIGKDPVSLAQKPIVFKNVSFTYPTRPKHQIFKDLNITIKPGEHVCAVGPSGSGKSTIASLLL
RYYDVNSGSIEFGDEDIRNFNLRKYRRLIGYVQQEPLLFNGTILDNILYCIPPEIAEQDDRIRRAIGKAN
CTKFLANFPDGLQTMVGARGAQLSGGQKQRIALARAFLLDPAVLILDEATSALDSQSEEIVAKNLQR
RVERGFTTISIAHRLSTIKHSTRVIVLGKHGSVVETGSFRDLIAIPNSELNALLAEQQDEEGKGGVIDLD
NSVAREV

CCEEEETEE R R R R EEE TR R T e TR e gyyyyyyyyyyyyyyyyyykMMMMMMMMMM
MMMMMMMMMMOOO000000000000000000000000000000OMMMMM
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMITTTHTn M MmMmMMmMm

MMMMMMMMMMMMMMOOOOMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMITTHTTTTTTTTI
(MM MmMmMmMMMMMMMMMMMMMMMMOO0000000
00000000OOMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMITTTTEEETTETE e
iy
iy

>TEF4 | GLOB

MSQGTLYINRSPRNYASEALISYFKLDVKIVDLEQSSEFASLFPLKQAPAFLGPKGLKLTEALAIQFYLA
NQVADEKERARLLGSDVIEKSQILRWASLANSDVMSNIARPFLSFKGLIPYNKKDVDACFVKIDNLA
AVFDARLRDYTFVATENISLGDLHAAGSWAFGLATILGPEWRAKHPHLMRWEFNTVAASPIVKTPF
AEVKLAEKALTYTPPKKQKAEKPKAEKSKAEKKKDEAKPADDAAPAKKPKHPLEALGKSTFVLDDW
KRKYSNDDTRPVALPWFWEHYNPEEYSIWKVGYKYNDELTLTFMSNNLVGGFFNRLSASTKYMFG
CLVVYGENNNNGIVGAVMVRGQDFAPAFDVAPDWESYEYTKLDPTKEEDKEFVNNMWAWNDKP
VVVNGEDKEIVDGKVLK
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>TEF3 | GLOB

MSQGTLYANFRIRTWVPRGLVKALKLDVKVVTPDAAAEQFARDFPLKKVPAFVGPKGYKLTEAMAI
NYYLVKLSQDDKMKTQLLGADDDLNAQAQIIRWQSLANSDLCIQIANTIVPLKGGAPYNKKSVDSA
MDAVDKIVDIFENRLKNYTYLATENISLADLVAASIFTRYFESLFGTEWRAQHPAIVRWFNTVRASPF
LKDEYKDFKFADKPLSPPQKKKEKKAPAAAPAASKKKEEAKPAATETETSSKKPKHPLELLGKSTFVLD
DWKRKYSNEDTRPVALPWFWEHYNPEEYSLWKVTYKYNDELTLTFMSNNLVGGFFNRLSASTKY
MFGCLVVYGENNNNGIVGAVMVRGQDYVPAFDVAPDWESYDYAKLDPTNDDDKEFINNMWA
WDKPVSVNGEPKEIVDGKVLK

>TOM20 | GLOB

MSQSNPILRGLAITTAIAALSATGYAIYFDYQRRNSPQFRKVLROQRAKEQAKMEEQAKTHAKEVKL
QKVTEFLSMELAKDPIPSDPSEREATFTTNVENGERLSMQQGKELEAASKFYKALTVYPQPADLLGI
YQRSIPEAIYEYIILMIAILPPANVASFVKGVVGSKAESDAVAEANDIDD

##gff-version 3
# MDL1 Length: 695
# MDL1 Number of predicted TMRs: 6

MDL1 inside 1 101
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MDL1 TMhelix 102 121

MDL1 outside 122 155

MDL1 TMhelix 156 179

MDL1 inside 180 229

MDL1 TMhelix 230 250
MDL1 outside 251 254
MDL1 TMhelix 255 274

MDL1 inside 275 333

MDL1 TMhelix 334 355
MDL1 outside 356 374
MDL1 TMhelix 375 394

MDL1 inside 395 695

# TEF4 Length: 412

# TEF4 Number of predicted TMRs: 0
TEF4 inside 1 412

# TEF3 Length: 415

# TEF3 Number of predicted TMRs: 0
TEF3 inside 1 415

# TOM20 Length: 183

# TOM20 Number of predicted TMRs: 0

TOM20 inside 1 183

### Job summary



Protein types:

T™: 1
GLOB: 3

Region types:

TMhelix: 6

signal: 0

inside: 7
outside: 3
TMbeta: 0

Anexo 5. Interacciones genéticas de proteinas mitocondriales con Tef4.

Tabla 15. Lista de las interacciones genéticas de proteinas mitocondriales con Tef4. OMM = membrana externa
mitocondrial; IMS = espacio intermembranal mitocondrial; IMM= membrana interna mitocondrial; MOS= superficie
de la membrana externa mitocondrial

¢Se ha
confirmado su  Localizacién s s
Gen N . . Descripcion
localizacion mitocondrial
mitocondrial?
ACKIT NG ) Via metabdlica de la integridad de la pared

celular. Detectada en mitocondrias purificadas
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AIM36

No

Funciéon desconocida. La mutante nula muestra
un fenoftipo respiratorio reducido y pérdida del
genoma mitocondrial

AIM4]

No

Proteina de funcidon desconocida. La mutante
nula presenta pérdida de genoma mitocondrial.

BMS1

No

GTPasa requerida para la sintesis de subunidades
ribosomales.

CDC48

No

ATPasa con actividad de desplegamiento de
proteinas.

CRD1

No

Cardiolipin sintetasa. La cardiolipina es un
fosfolipido de la membrana interna mitocondrial
que es requerido para el correcto
funcionamiento del potencial de membrana;
correcto funcionamiento de la morfologia de la
red mitocondrial

CYRI1

Si

Adenilato ciclasa; requerida para la produccion
de cCAMP.

DFR1

No

Dihidrofolato reductasa, involucrada en la
biosintesis de tefrahidrofolato. Se requiera para el
metabolismo respiratorio

DIC1

Si

IMM

Acarreador de dicarboxilato mitocondrial. Es una
proteina de membrana integral que catalisa un
intferacambio de dicarboxilato-fosfato a fravés
de la membrana interna mitocondrial.
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Involucrado en la via de biosintesis del
ergoesterol. Se encuentra en particulas lipidicas,

ERG6 No OMM en membrana plasmdtica del reticulo
endopldsmico y en la membrana externa
mitcondrial

FMP52 NG OMM Proteina de funcidon desc_:onoadq. Se localiza en
la membrana externa mitocondrial.

. Glutamina tRNA sintetasa. Si se reprime se da un

GLN4 Si M . . .
fenotipo anormal de la red mitocondrial.

GYPI No ) Proteina activadora de GTPasa (GAP) para la via
Rab
Proteina citosolica que cataliza la fosforilacion de

HXK1 Si MQOS glucosa. Se ha encontrado asociada en la
superficie mitocondrial.

IDH2 Si M Isochro,’ro. desh{drogengso. Participa en el ciclo
de los acidos tricarboxilicos.

IRA2 Si ) Regula negativamente a RAS convirtiendo el GTP
a GDP. Es pardlogo de IRA ]

IRC20 No ) Ublqumr) I{gose !53. Implicada em la
recombinacion homadloga.

Lipaoil ligase. Involucrada en la modificacion de

LIP2 No - . - .
enzimas mitocondriales.

MRPL19 Si M Proteina ribosomal de la subunidad grande

NEM1 NG ) Se requiere para un fenotipo normal de la
envoltura mitocondrial

NEW1 NG ) Pro’rgmo ”de union @ MRNA vy factor de
terminacidon traduccional
Subunidad del complejo oligosacariltransferasa
del lumen del reticulo endopldsmico. La mutante

OST4 No - ..
nula reduce el crecimiento de la levadura en
medios respiratorios.

Regulador del pH plasmdtico y el potencial de

PMA1 No - e .
membrana plasmatico. Gen esencial.
Subunidad del 20S proteasoma. En condiciones

PREé6 Si MOS de estrés oxidativo se relocaliza del citosol a la

superficie de la mitocondria.
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PRP31

No

Factor de splicing. Componente del complejo
U4/U6-U5 snRNP

PSD1

Si

IMM

Fosfatidilserina descarboxilasa de la membrana
interna mitocondrial. Convierte la fosfatidilserina
a fosfatidiletanolamina;  regula  la  fusion
mitocondrial.

QCRI10

Si

IMM

Subunidad del complejo ubiquinol-citocromo ¢
oxidorreductasa.

RAD27

Si

Exonucleasa 5’ a 3'. Requerido para procesar los
fragmentos de Okazaki.

RPNT1

Si

MOS

Proteina involucrada en la via de degradacion
de proteinas. Su mutante nula muestra un
fenotipo fragmentado de la red mitocondria

RPO21

No

Subunidad B220 de la RNA polimerasa Il.

RPO41

Si

RNA  polimerasa mitochondrial.  Sintetiza
cebadores de RNA para la replicacion del DNA
mitocondrial.

RSM19

Si

Proteina mitocondrial de la subunidad pequena
del ribosoma.

RSM24

Si

Proteina mitocondrial de la subunidad pequena
del ribosoma.

RSM27

Si

Proteina mitocondrial de la subunidad pequena
del ribosoma

RSP5

No

Ubiquitin ligase E3 de la familia NEDD4. Regula la
respuesta al choque térmico, la transcripcion, la
endocitosis y la estabilidad de los ribosomas

SAP185

No

Subunidad del complejo de fosfatasa SIT4-SAP185
gue media la progresién del ciclo celular mitético
G1/S; involucrada en la modificacion de la
uridina oscilante del tRNA

SDH9

Si

IMM

Participa en la oxidacién del succinato y la
transferencia de electrones a la ubiquinona.

TEF2

Si

MOS

Gen no esencial que codifica para la proteina
eEF1A. Se ha confimado su localizacion
mitocondrial

YPTI

No

GTPasa de la familia Rab. Involucrada en la via
secretora del retficulo endopldsmico al aparato
de Golgi.
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Supuesta  glucdsido hidrolasa del espacio

MRX18 Si IMS ) . .

infermemlbranal mitocondrial.

Aparene Proteina de transporte mitocondrial
MRX20 Si IMS . la mutante nula es viable, exhibe niveles

reducidos de quitina y resistencia normal al
blanco de calcofldor

Anexo 6. Interacciones fisicas de proteinas mitocondriales con Tef4.

Tabla 16. Lista de las interacciones fisicas de proteinas mitocondriales con Tef4. OMM = membrana externa
mitocondrial; IMS = espacio intermembranal mitocondrial; IMM= membrana interna mitocondrial; MOS= superficie

de la membrana externa mitocondrial

¢Se ha
confirmado su

Localizacidn

Gen . s . . Descripcion
localizacion  mitocondrial
mitocondrial?
Proteina periférica mitochondrial. Se une al
PUF3 Si MOS CompJeJo Arp2/3 duroroe el . mowmepjro
anteréogrado de la mitocondria. También
promueve la biogénsis mitocondrial.
FUS3 No - Proteina involucrada en el apareamiento.
GUSI Si M Glutamil-fRNA sintetasa.
HSC82 No - Chaperona citoplasmdtica de la familia Hsp?0.
Treonin desaminasa. Cataliza el primer paso en la
ILV1 No - o . . .
biosintesis de isoleucina
LAMI No - Presunta proteina esterol trasnferasa.
NEW1 NG ) Pro’re'mo”de union @ MRNA vy factor de
terminacion traduccional
PFK] Si MOS Subunlgod dela 6—fo§f9fruchC|noso. Involucrada
en la via de la glucolisis.
RAD59 Si M Proteina involucrada en la reparacidn de la

doble cadena de DNA.
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Proteina involucrada en la via de degradacion

RPNI11 Si MOS de proteinas. Su mutante nula muestra un
fenotipo fragmentado de la red mitocondria
RPS18A NG ) Componen’re proteico de la subunidad pequena
del ribosoma.
Componente del complejo SAM. El complejo se
SAM50 Si OMM une a los precursores beta-barril y facilita la
inserciéon y el plegamiento de los mismos.
Proteina silenciadora. Interactia con Sir2p, Sir4p
SIR3 No - y las colas de las histonas H3/H4 para silenciar a
la cromatina.
) Subunidad del complejo regulador
SPT7 No franscripcional SAGA.
TEF1 S MOS Gen no esencial que codifica para la proteina
eEF1A.
TEF2 Si MOS Gen no esencial que codifica para la proteina
eEF1A.
Proteina que se asocia a ribosomas. Se relocaliza
TMAT19 Si MQOS de citosol a mitocondria en condiciones de estrés
oxidativo.
UTP10 NG ) Proteinad  nucleolar. Componente de la

subunidad pequena del ribosoma.
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