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“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo Il de la CTE”

Abstract

Fel/S clusters are found like protein cofactors involved in various processes, formation of these
clusters and their assembly in the corresponding apo-proteins are processes highly conserved
among organisms of the various kingdoms. There are two main forms of Fe/S, the rhombic type
having two atoms of iron (Fe) and two sulfur atoms (S) ([2 Fe-2S]) and cubic type which has four
iron atoms and four atoms of S ([4Fe-4S]). It has been established that there are specialized
machines for the insertion of prosthetic groups (NIF system, nitrogen-fixing bacteria, CIA,
machinery responsible for the maturation of cytological proteins, and the SUF and ISC machinery,
systems for maturation dependent proteins of Fe/S in mitochondria). All systems require of multiple
proteins to perform biogenesis, iron and sulfur donors, and scaffold proteins, which together
perform the transfer the prosthetic group to the target protein. The ISC machinery in yeast has the
Ssqlp, Grx5p and Jaclp proteins which are involved in the transfer of all the Fe/S clusters, also has
established a group of proteins (Iba57p, Isalp and Isa2p) are responsible for assemble the Fe/S
cubic groups. IBA57, ISA1 and ISA2 yeast mutants, shown deficient phenotypes in respiration,
similarly, it has been observed that a mutant in the RIP1 gene which codes for a subunit of complex
lll, shows a similar phenotype to the mutant iba574, suggesting a possible dependence between
them. In this work we were evaluated tolerance to oxidizing agents in riplA and iba57A strains and
compared the parental strain noting that these mutants have similar degree of sensitivity to
oxidative stress. Isolated mitochondria of the strains mentioned tests were conducted to determine
the activity of complex Ill. It was observed that the complex Il of both mutants is dysfunctional.
Subsequently, by immunoblotting it was identified that the Riplp protein is absent in the mutant
iba57A, and that this affected the formation of protein supercomplexes in electron transport chain.
The results suggest that the Iba57 protein is involved in maturation Rieske subunit of respiratory
complex lll and this is a center dependent protein [2Fe-2S]. In mitochondria isolated from the
strains mentioned, assays were performed to determine the activity of complex Ill. We observed
that the complex Il of both mutants is dysfunctional. Subsequently, We identified by immuno Riplp,
that is absent in the mutant iba574, and that this affected the formation of supercomplexes in
electron transport chain. The results suggest that the 1ba57p is involved in maturation Rieske

subunit of respiratory complex lll, a protein dependent of [2Fe-2S] cluster.
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RESUMEN

Los centros Fe/S son cofactores encontrados en proteinas que estan involucradas en procesos
diversos, la formacion de estos grupos y su ensamble en las correspondientes apo-proteinas son
procesos altamente conservados entre los organismos de los diversos reinos. Existen dos formas
principales de centros Fe/S, el tipo rémbico que presenta dos atomos de hierro (Fe) y dos atomos
de azufre (S) ([2Fe-2S]) y el tipo clbico que tiene cuatro atomos de Fe y cuatro atomos de S ([4Fe-
4S]). Se ha establecido que existen maquinarias especializadas para la insercion de estos grupos
prostéticos (sistema NIF, en bacterias fijadoras de nitrogeno; CIA, maquinaria encargada de la
maduracion de proteinas citoldgicas; y las maquinarias SUF e ISC, sistemas encargados de la
maduracion de proteinas dependientes de centros Fe/S en mitocondrias). Todos los sistemas
requieren de multiples proteinas para llevar a cabo la biogénesis, factores donadores de hierro y
azufre, asi como proteinas de andamiaje, que en conjunto realizan la transferencia del grupo
prostético a la proteina blanco. La maquinaria ISC de levaduras cuenta con las proteinas Ssqlp,
Jaclp y Grx5p las cuales estan involucradas en la transferencia de todos los centros Fe/S tipo
rémbico, ademas se ha establecido que un grupo de proteinas (Iba57p, Isalp y Isa2p) estan
encargadas de ensamblar los grupos Fe/S tipo cubico. Mutantes de levaduras en IBA57, ISAl e
ISA2 muestran fenotipos deficientes en respiracion, de similar manera, se ha observado que una
mutante en el gen RIP1 el cual codifica para una subunidad proteica del complejo Ill, presenta un
fenotipo similar a la mutante ibab57A, sugiriendo una posible dependencia entre estas. En el
presente trabajo se evalud la tolerancia a agentes oxidantes en las cepas ripTA e ibab57A,
comparandose con la cepa parental observando que dichas mutantes presentan similar grado de
sensibilidad al estrés oxidativo. En mitocondrias aisladas de las cepas mencionadas se realizaron
ensayos para determinar la actividad del complejo Ill. Se observé que el complejo 1ll de ambas
mutantes es disfuncional. Posteriormente, mediante inmunodeteccién se identificd que la proteina
Riplp se encuentra ausente en la mutante jba57A, y que esto afectd la formacion de
supercomplejos proteinicos en la cadena transportadora de electrones. Los resultados sugieren
gue la proteina Iba57 esta involucrada en la maduraciéon de la subunidad Rieske del complejo

respiratorio lll y que ésta es una proteina dependiente de un centro [2Fe-2S].

Palabras clave: mitocondria, Rieske, inmunodeteccion, estrés oxidativo, centros Fe/S y apo-

proteinas.
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1. INTRODUCCION
1.1 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares cuya caracteristica mas conocida y usada es la
capacidad de fermentar los azlcares para la produccion de etanol. Las levaduras se
caracterizan por una gran dispersion en sus habitats naturales. Comldnmente se
encuentran en las hojas y flores de plantas, el suelo y el agua. Las levaduras también se
encuentran en las superficies de la piel y en el tracto intestinal de animales de sangre

caliente, donde pueden vivir en simbiosis 0 como parasitos.

Las levaduras se dividen por gemacion (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), por
fisibn binaria (por ejemplo, Schizosaccharomyces pompe), o bien pueden crecer como
filamentos irregulares como simples micelios. En la reproduccion sexual, la mayoria de
las levaduras forman ascas que contienen hasta ocho ascosporas haploides. Estas
ascosporas pueden fusionarse con nudcleos colindantes y se multiplican a través de
division vegetativa o como ocurre con ciertas levaduras al fusionarse con otras

ascosporas.

El impresionante poder de la genética de las levaduras se debe en parte a la capacidad
de asignar rapidamente un fenotipo a un gen; ejemplo de esto es la levadura S.
cerevisiae. En las ultimas dos décadas, S. cerevisiae ha sido el sistema modelo
para gran parte de la investigacion de la genética molecular, pues los mecanismos
celulares basicos de la replicacion, la recombinacion, la division celular y el metabolismo
se conservan entre la levadura y eucariontes superiores, incluyendo mamiferos
(Schneiter, 2004).

1.2 Saccharomyces cerevisiae

La levadura mas conocida comercialmente es Saccharomyces cerevisiae, este organismo
ha sido utilizado durante mucho tiempo para fermentar los azlcares de arroz, trigo,
cebada y maiz, para producir bebidas alcohdlicas y en la industria de la panificacién para
expandir o aumentar la masa. S. cerevisiae se conoce comunmente como la levadura
del pan, sin embargo, esta levadura ademas se toma a menudo como un suplemento
vitaminico, ya que es una rica fuente de vitaminas del complejo B, niacina y acido fdlico
(Schneiter, 2004).

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones ‘ 3
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La levadura S. cerevisiae se divide por gemacioén, son hongos del phylum Ascomycetes,
de la clase Hemiascomycetes dividiéndose en uno de los principales ordenes
Saccharomycetales (Schneiter, 2004).

S. cerevisiae fue adoptado como un sistema modelo para el estudio de laboratorio en
la década de 1930, pues los investigadores desarrollaron una variedad de
herramientas genéticas para comprender su ciclo de vida y diferenciacion (Hall y Linder,
1993). Este sistema biolégico proporcion6é herramientas importantes para entender la
recombinacion y la transmision de material genético, y adquiri6 un mayor protagonismo
con la era molecular en la década de 1970, cuando llegé a ser identificado como la
“especie” de Escherichia coli en eucariotes. Con potentes herramientas genéticas y
una organizacion tipica de célula eucarionte, la levadura se convirti6 en el sistema
preferido para hacer frente a cuestiones de biologia celular y molecular. Fue el primer
eucarionte en ser secuenciado (Goffeau et al, 1996) y se ha destacado por ser utilizado
para el desarrollo de herramientas gendémicas en la actualidad. La levadura tiene una alta
organizacion de estructuras internas como los compartimentos de membrana delimitados
tipicos de las células eucariontes superiores, incluyendo un ndcleo, mitocondrias,
aparato de Golgi y otras estructuras. Al crecer por gemacion S. cerevisiae requiere de
una gran coordinacion espacial entre el crecimiento celular y los mecanismos para la
division nuclear (Pruyne et al, 2004).

S. cerevisiae tiene un genoma con mas de 12 megabases (Mb) de ADN, tiene 16
cromosomas y alrededor de 5800 genes. Una fraccién significativa de estos son
paralogos, es decir, son genes de secuencia relacionada que no son exactos homdélogos
funcionales. La evidencia sugiere que el genoma de la levadura ha sufrido varias
duplicaciones a gran escala a través de la evolucion, y tras la pérdida de genes, los
duplicados restantes pueden haber divergido en la expresion o funcién (Dietrich et al,
2004; Kellis et al, 2004; Wolfe y Shields, 1997).

Como modelo de estudio, S. cerevisiae ha sido de gran utilidad para estudiar una gran
variedad de funciones celulares, por ejemplo, se ha usado para estudiar el peroxisoma, un
organulo metabdlico que funciona en la oxidaciéon de los acidos grasos y en estrés
oxidativo (Brown y Baker, 2003; Lazarow, 2003); también se ha estudiado intensamente

para determinar los mecanismos de control de la divisiébn celular (Forsburg y Nurse,
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1991), entre otros. Estos estudios han permitido la identificacién y caracterizacion de
muchos genes que se requieren para regular eventos normales en la progresion del ciclo
celular y responder a cualquier defecto, por lo tanto, el analisis de las respuestas
biolégicas de la células de tipo silvestre y las células de levadura mutantes proporcionan
importantes conocimientos sobre los tipos de dafios sufridos por los diferentes sistemas
biolégicos. S. cerevisiae junto con otras especies de levadura son los caballos de batalla
de la biologia celular moderna. Su estudio ha proporcionado importantes conocimientos
no sélo en las respuestas de control del ciclo celular, sino para todos los aspectos del
comportamiento de las células como la segregacion cromosémica, la secrecion de
proteinas, etc. Estos organismos proporcionan herramientas genéticas y moleculares
sofisticadas, asi como estrategias a nivel de genoma para examinar la regulacion de

genesy las respuestas celulares (Forsburg, 2005).
1.3 Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

Una de las més prominentes caracteristicas de S. cerevisiae es la rapida conversion de
azucares a etanol y dioxido de carbono por la via de Embden- Meyerhof-Parnas en
condiciones anaerdbicas. Bajo condiciones aerdbicas, la respiracion es posible con el
oxigeno como aceptor final de electrones, sin embargo, S. cerevisiae exhibe
fermentacion alcohdlica hasta que el azlcar se agota del medio. Este fenbmeno se
conoce como efecto Crabtree. Sin embargo, es posible obtener el crecimiento respiratorio
puro bajo condiciones aerdbicas si la concentracion de glucosa se mantiene muy baja en
el medio, a pesar de que las células de levadura censan la glucosa y esta sefal es
transmitida para disminuir las actividades respiratorias, esta complejidad del proceso aun
no es comprendida completamente (Hagman et al, 2014).

La capacidad respiro-fermentativa de este modelo biol6gico permite la realizacién de
estudios de mutaciones puntuales en genes que codifican proteinas involucradas en vias
metabdlicas importantes como lo es el ciclo de Krebs o en la cadena de transporte de
electrones, pudiéndose extrapolar el conocimiento que se genera en levaduras con
organismos en que dichas mutaciones son letales. En la figura 1 se muestra las rutas
metabdlicas que puede seguir S. cerevisiae mencionadas anteriormente.
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Figura 1. Diagrama del metabolismo central del carbono de S. cerevisiae (Fermentacion; Glucolisis; Ciclo del &cido

citrico y Cadena de transporte de electrones) Modificado de Mathews et al, 2003.

1.4 Cadena de transporte de electrones en las levaduras

La cadena de transporte de electrones clasica se describi6 como la secuencia funcional

de 4 grandes complejos enziméticos con multiples subunidades dispersadas al azar en la
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membrana mitocondrial interna, designados con el nombre de NADH: coenzima Q
oxidoreductasa (Complejo I, CI), succinato: CoQ-oxidoreductasa (Complejo II, CII),
ubiquinol: citocromo ¢ oxidoreductasa (Complejo Ill, Clll ) y citocromo c oxidasa
(Complejo 1V, CIV). Se propuso que estos complejos enzimaticos estan conectados por 2
moléculas méviles con actividad redox, una quinona lipéfila, llamada Coenzima Q o
ubiquinona, incrustada en la bicapa lipidica de la membrana y una proteina hemo
hidrdfilica, el citocromo c, localizada en la superficie externa de la membrana interna
(Green y Tzagoloff, 1966). Ademas, se han reportado vias alternas para el suministro
de electrones. En la membrana interna existen ademas otras proteinas con actividad
de transferencia de electrones; entre estas se encuentran flavoproteinas de transferencia
de electrones (ETF por sus siglas en inglés), capaces de suministrar electrones a la
cadena respiratoria por vias que no implican la actividad del complejo Complejo | y/o
NAD, también las enzimas glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, dihidroorotato
deshidrogenasa, colina deshidrogenasa, sulfuro CoQ reductasa (SQR) y prolina
deshidrogenasa. (Lenaz y Génova, 2010). Asimismo, también existen procesos
alternativos para la reduccion del citocromo ¢ como la lactato citocromo-c-oxidoreductasa
o citocromo b2 (Diép Lé et al, 2010).

En la actualidad, se ha demostrado que los complejos respiratorios no estan dispersos
azarosamente en la membrana interna de la mitocondria, se propone que los diferentes
complejos forman estructuras superiores denominadas supercomplejos. La evidencia de lo
anterior se ha obtenido en mitocondrias de levadura y mamiferos mediante electroforesis
en geles nativos de poliacrilamida (BN-PAGE) (Schagger y Pfeiffer, 2000). En
mitocondrias de corazon de bovino, se han observado interacciones entre los
complejos 1 y lll y los complejos Il y IV, mientras que s6lo 14-16% de total de Complejo
| se encontr6 en forma libre en presencia del detergente digitonina (Schagger y Pfeiffer,
2001). Esto sugiere gue todos los complejos estan unidos al complejo Il en condiciones
fisiol6gicas. A partir de estos estudios iniciales, los supercomplejos respiratorios se han
identificado en las mitocondrias de muchas especies (Wittig y Schéagger, 2008; Lenaz y
Genova, 2012).

La cadena de transporte de electrones de S. cerevisiae esta integrada por el complejo Il 'y
las dos unidades de translocacion de protones, el complejo Il y el complejo IV, figura 2.

Estos dos ultimos complejos se asocian para la formacién de supercomplejos los cuales
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mejoran la eficiencia del transporte de electrones disminuyendo la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Heinemeyer et al, 2007). Estos supercomplejos son
claramente apreciados mediante geles azules nativos de poliacrilamida (BN-PAGE,
del inglés Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis), donde se observan las
bandas que conforman los supercomplejos del dimero del complejo Il asociado a un
mondémero o un dimero del complejo IV (Schagger y Pfeiffer, 2000). La principal
diferencia de la cadena respiratoria de S. cerevisiae con las cadenas respiratorias de
mamiferos superiores es la ausencia del complejo I. Sin embargo, las mitocondrias de S.
cerevisiae cuentan con dos tipos de NADH deshidrogenasas: una orientada hacia la
matriz mitocondrial, encargada de la oxidacion del NADH de la matriz, mientras que el
NADH del citoplasma es oxidado por dos NADH deshidrogenasas externas orientadas
hacia el espacio intermembranal de la mitocondria. Estas enzimas estan constituidas por
una sola subunidad, contienen FAD como Unico grupo prostético y son insensibles a los
inhibidores clasicos del complejo I. La principal diferencia funcional de las NADH
deshidrogenasas externas respecto al complejo | es que el transporte de electrones hacia
la ubiquinona no esta acoplado a la translocacion de protones (Joseph-Horne et al, 2001 y
Yagi et al, 2006).

La biogénesis de los complejos respiratorios es una serie de procesos muy
complejos gque aun en la actualidad no han sido completamente elucidados. EI complejo
Il es el centro principal de generacion de ERO en la célula de levadura, por lo cual la

completa dilucidacion de su biogénesis es de gran relevancia.
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Cadena de transporte de electrones de S. cerevisiae
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Figura 2. Se muestra el flujo de electrones a partir del NADH y succinato a través de los diferentes complejos respiratorios
de S. cerevisiae para la formacién de agua por el complejo IV y ATP por la ATP-sintasa, ademas se muestra la generacion
de ERO en los diferentes pasos de la CTE.Modificado de Home et al, 2001.

1.5 Ciclo Q y complejo Il de S. cerevisiae

Los complejos citocromo bc; representan un grupo filogenéticamente diverso de
complejos proteicos de transferencia de electrones en membranas, representados por el
complejo bc; de la membrana mitocondrial interna, los complejos bc; bacterianos y los
complejos bef de cloroplastos y cianobacterias. Todos estos complejos de transferencia
de electrones translocan protones a través de una membrana lipidica impermeable a
los H" (Berry et al, 2000).
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El complejo lll, transfiere electrones del ubiquinol al citocromo c y esta transferencia de
electrones se relaciona con la translocacion de protones a través de la membrana en el
gue residen los complejos citocromo bc;. EI mecanismo por el cual se acoplan la
transferencia de electrones y la translocacion de protones en los complejos bcl se
denomina ciclo Q. Este ciclo es uno de los mecanismos mas importantes en la
transduccién de la energia celular, estando presente en un rango muy diverso de
organismos (Trumpower, 1990).

El ciclo Q, describe la secuencia en la transferencia de electrones entre los grupos
prostéticos redox de los complejos bc; (el centro Fe-S de la subunidad de Rieske, el
grupo hemo tipo ¢ de la subunidad citocromo c; y los grupos hemos b-566 y b-560 de la
subunidad citocromo b), asi como la translocacion de protones a través de la
membrana. En el primer paso del ciclo, el ubiquinol (QH,) se oxida de manera
bifurcada en el centro P del complejo bcipor la proteina de Rieske, la cual cede
un electrén al hemo de bajo potencial b-566 y otro al citocromo c;. Posteriormente el
hemo b-566 reduce al grupo hemo de alto potencial b-560, el cual reduce a una quinona
en el centro N para transformarla en radical ubisemiquinona, proceso en el cual se
translocan dos protones. Por otro lado, el citocromo c; transfiere el otro electrén
proveniente del QH, al citocromo c. En este punto, el ciclo Q se encuentra a la mitad, se
requiere de una segunda molécula de ubiquinol para la completa reduccion de la
ubiquinona en el centro N por el citocromo b. Como resultado neto del ciclo, dos
moléculas de citocromo ¢ se reducen, cuatro protones se translocan al lado positivo de
la membrana, y se consumen dos protones de la matriz mitocondrial por la reduccion de la
ubiquinona a ubiguinol por el citocromo b (Trumpower, 1990).

La maduracién de los complejos de la cadena de transporte de electrones depende de
pasos coordinados en la insercibn en la membrana interna de la mitocondria de
subunidades  codificadas en el genoma  mitocondrial y la insercién de
subunidades proteicas importadas del citoplasma codificadas en el nucleo (Tie-
Zhong et al, 2014). La maduracion del complejo Il es un proceso muy complicado y
altamente coordinado, en el cual se ha propuesto la formaciébn de sub complejos,
primeramente el citocromo b forma un subcomplejo con las subunidades Qcr7 y Qcr8,
posteriormente el citocromo cl, Corl, Cor2, Qcré y Qcr9 son ensamblados con este

subcomplejo para formar el complejo bc; premaduro. Las subunidades Qcrl0 y Ripl
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son ensamblados finalmente para formar el complejo maduro, una vez maduro el
complejo Il forma homodimeros que después formardn supercomplejos con el
complejo IV (Rie Sawamura et al, 2014).

La mayoria de las subunidades del complejo bc; son sintetizadas en el citosol, siete
subunidades son denominadas supernumerarias y no se les ha asignado una funcién
especifica (Qcr6, Qcr7, Qcr8, Qcr9, Qcrl0, Corly Cor2). El nlcleo catalitico del complejo
Il comprende tres subunidades: el citocromo c;, el citocromo b (Unica subunidad
codificada por el ADN mitocondrial por lo tanto sintetizada en la mitocondria) y la proteina
Rieske que contiene un centro Fe-S, estas subunidades estan involucradas en la
transferencia de electrones y la translocacion de protones (Zara et al, 2007, 2009).
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Figura 3. Diagrama de ciclo Q superpuesto sobre la estructura de rayos X de la tres subunidades cataliticas del
complejo Il de levadura. La estructura de rayos X del complejo Il de levadura se co-cristalizé con citocromo c, se
observa el flujo de electrones a partir de la quinona hacia el citocromo ¢ mediante las subunidades cataliticas del
complejo asi como el flujo de protones hacia el espacio intermembranal para la generacion del gradiente.
Modificado de Mulkidjanian, 2004.

1.6 Maduracion de la subunidad Riplp (Rieske)

La subunidad Riplp es sintetizada en el citosol, presenta un motivo en su amino terminal
para la internalizacion hacia la mitocondria, la secuencia precursora tiene 215

aminoacidos y es importada a la matriz mitocondrial mediante los transportadores TOM
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y TIM23 (Wagener, 2011). Posteriormente, Rip1p sufre dos cortes proteoliticos, el primero
de 22 aminoécidos seguido de la remocion de un octa-péptido en el amino terminal
de la proteina (Conte y Zara, 2011). El proceso de maduracion de Riplp termina en la
matriz mitocondrial con la insercion en un grupo Fe-S tipo rombico [2Fe-2S] mediado por
la maquinaria mitocondrial de ensamble de centros hierro-azufre (ISC). Riplp interactia
con la chaperona Bcslp, primeramente por un sitio de reconocimiento situada en la
superficie del dominio Fe-S, se transloca con el dominio C- terminal por delante a través
del canal central de Bcslp. La liberacion lateral de Riplp depende de un segundo sitio
de reconocimiento situado en el segmento transmembranal del N-terminal y se produce
de una manera dependiente de ATP cuando el segmento hidr6fobo de Riplp alcanza el
anillo de transmembrana del complejo Bcslp. Como el complejo Beslp interactia con el
precomplejo lll, Riplp se puede transferir directamente a su ubicacion final (Wagener,
2011). Un paso importante en la maduracion de la proteina Riplp es la insercion de su
grupo prostético, el cual esta coordinado por dos residuos de cisteina y dos residuos de
histidina en el carboxilo terminal (C159, H161, C178, y H181) (lwata et al, 1996).
Mutaciones en estos residuos demuestran que si Riplp no presenta su grupo Fe-S, la
proteina es susceptible de ser degradada por proteasas; sin embargo, la apoproteina de
Ripl puede llegar a ser insertada en el complejo 1l siendo este disfuncional (Cruciat et al,
1999. Gutierrez-Cirlos et al, 2002).
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Figura 4. La proteina Rip1 es internalizada a la matriz mitocondrial donde sufre modificaciones
postranscripsionales que incluye la insercién del centro Fe-S esencial para su funcion en la transferencia de

electrones del complejo Ill. Esquema modificado de Wagener et al., 2011.

1.7 Disfuncién del complejo I

Las mutaciones en genes implicados en la maduracién o integridad del complejo Il en
S. cerevisiae no son letales a menos que este se encuentre en un ambiente aerobio y
libre de azlcares, pues esta bien documentado que gracias al efecto Crabtree esta
levadura puede metabolizar la glucosa en un proceso respiro-fermentativo bajo
condiciones aerdbicas (Rodriguez et al, 2006), debido a esto pueden sobrevivir en gran

cantidad de ambientes sin necesidad de usar un metabolismo respiratorio. Sin embargo,
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otros organismos no son capaces de sobrevivir con deficiencias en la cadena de
transporte de electrones. Por ejemplo, en humanos, las deficiencias del complejo 1l
son relativamente raras entre todos los defectos de la cadena respiratoria. Se han
reportado mutaciones en subunidades estructurales, cataliticas y factores de ensamble
del complejo Ill, por ejemplo, defectos en BCS1L pueden causar el sindrome de Bjornstad
(debilidad muscular, atrofia éptica, encefalopatia e insuficiencia hepética). Otro sindrome
es el sindrome Gracile, el cual dafia el higado, afecta el crecimiento, produce
aminoaciduria, sobrecarga de hierro, acidosis lactica y muerte temprana. Un estudio en
fibroblastos primarios de piel de pacientes con mutaciones en el gen BCS1L comprobé
gue a causa de la deficiencia en la actividad del complejo Il mitocondrial, se producen
alteraciones en el metabolismo energético pues presentan bajas tasas de consumo de
oxigeno asi como bajos niveles de ATP intracelular, lo que indica que el principal evento
molecular alterado es la respiracién celular, otros. Asimismo, otros procesos como la
sefializacion celular, la regulacion de la expresibn génica, la formacion vy
mantenimiento del citoesqueleto y las respuestas al estrés intracelulares también se ven
afectados (Marin et al, 2015; Diaz et al, 2012), Ademas de los trastornos
mitocondriales especificos, el deterioro de la funcion mitocondrial se ha vinculado
también a muchas enfermedades crénico-degenerativas, neurodegenerativas y al
envejecimiento, debido a que el deterioro de la cadena de transporte de electrones
puede producir radicales libres que conducen a un exceso de estrés oxidativo (Lin y Beal,
2006). El papel del dafio oxidativo en las enfermedades mitocondriales no se ha
documentado ampliamente in vivo y la mayoria de los estudios se refieren a un aumento
de ERO en células cultivadas derivados de los pacientes con trastornos mitocondriales. A
pesar del conocimiento generado hasta ahora, se entienden de manera muy pobre los
trastornos mitocondriales clinicos en humanos, aqui radica la importancia en la
investigacion y dilucidacién total de los eventos que llevan a cabo la maduracién

completa del complejo Ill.
1.8 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los organismos aerobios usan el oxigeno como aceptor terminal de electrones para la
produccién de energia en forma de ATP. El aumento de los niveles intracelulares de
oxigeno, sin embargo, es potencialmente toxico. Esta toxicidad se debe principalmente a

las formas de oxigeno parcialmente reducidas (Gille y Sigler, 1995), ya que la molécula de
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02 per se tiene baja reactividad (Halliwell y Gutteridge, 1990). Las moléculas y radicales
formados por la reduccion incompleta de oxigeno se denominan especies reactivas de
oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1989). Las ERO que comunmente se forman in vivo
incluyen el radical superéxido (O2°), peroxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH") y su formacion puede resultar en dafios a las proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos nucleicos (Aung-Htut et al, 2012).

El primer producto intermedio en la reduccion secuencial de oxigeno es a menudo el
radical superéxido, este se produce por la reduccion de un solo electron del oxigeno en la

cadena respiratoria en las mitocondrias (Lambert y Brand, 2004).

En S. cerevisiae el gen SOD1 codifica una enzima que contiene cobre y zinc, se
encuentra en el citoplasma y el espacio intermembranal mitocondrial. También cuenta con
el gen SOD2 el cual codifica una enzima que contiene manganeso que se encuentra en
la matriz mitocondrial (Bermingham-McDonogh et al, 1988; Gralla y Kosman, 1992;
O'Brien et al, 2004). A partir del O2" se producen moléculas de H202 (Gille y Sigler,
1995) por la reacciones enzimaticas de las superéxidos dismutasas, estas reacciones
estan entre las principales fuentes de H202 in vivo. Sin embargo, la principal amenaza
para la célula es la posterior transformacion del O2" y del H202 a oxidantes mas
fuertes, en particular el radical hidroxilo, que es el radical mas oxidante conocido en
sistemas bioldgicos, puesto que debido a su alta reactividad puede dafar practicamente
todas las macromoléculas y no puede ser desintoxicado por acciones enziméticas como
por ejemplo el H202 (Youngman, 1984; Buettner, 1993).

La reduccién incompleta del O2 se produce principalmente en dos sitios en la
cadena respiratoria: el complejo | (Turrens y Boveris, 1980) y el complejo Il (Boveris et
al, 1976; Cadenas et al, 1977; Turrens et al, 1985). Se acepta ampliamente que los
radicales derivados de la reduccién parcial de la ubiquinona en el complejo Il son los
principales generadores de ERO durante la respiracién. Esto ocurre principalmente en la
semiquinona portadora de electrones en el centro p en el complejo Il (Trumpower,
2002; Andreyev et al, 2005). S. cerevisiae es una herramienta util en el estudio de la
funcién mitocondrial debido a que las mutaciones en el ADN mitocondrial o la supresion
de genes nucleares que codifican proteinas mitocondriales no son letales. Aunque hay

diferencias entre la cadena de transporte electrénico de los mamiferos y levaduras, en su
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mayoria en el complejo |, la produccion de 02" en el complejo Il resulta de mecanismos

similares en levaduras y mamiferos (Sun y Trumpower, 2003).

Las células de levadura han desarrollado mecanismos de defensa complejos para
protegerse contra ERO. Estos mecanismos de defensa utilizan moléculas de bajo
peso molecular como el glutation, el D-erythroascorbato y defensas enzimaticas tales
como superéxidos dismutasas, catalasas, tiorredoxinas y glutation peroxidasas (Temple,

2005), cuya finalidad es la desintoxicacion de ERO de la célula.
1.9 Biogénesis de proteinas con centros Fe-S

El modelo actual de la biogénesis de las proteinas con centros Fe-S de las mitocondrias
involucra la importaciéon de hierro desde el citosol, lo que implica la participacion de las
glutaredoxinas (GRX) como donantes de hierro y los transportadores de la membrana
interna Mrs3-Mrs4 que utilizan el potencial de membrana como fuente de energia para el
transporte de membrana. La biogénesis de proteinas mitocondriales Fe-S se lleva a
cabo por la maquinaria de ensamblaje de centros Fe-S denominada ISC (por sus siglas
en inglés iron sulfur cluster) en tres pasos principales. En primer lugar, el cluster Fe-
S se sintetiza en la proteina de andamiaje Isulp, un paso que requiere el complejo cistein
desulfurasa Nfsl-Isd11 como donador de azufre al liberar el azufre de la cisteina
convirtiéndola en alanina. Este paso requiere ademas la frataxina Yfh1lp que interacciona
de una manera dependiente de hierro con Isulp y puede servir como un donador de
hierro y/o un regulador alostérico de la enzima desulfurasa. Se necesita una cadena de
transferencia de electrones que consta de NAD(P)H, una ferredoxin reductasa (Arhl) y
una ferredoxina (Yahl) para el ensamble del centro Fe-S en Isulp. En el segundo
paso, Isulp unida al centro Fe-S es reconocida por una chaperona molecular
dependiente de ATP, Ssgl (chaperona molecular de la familia de las Hsp70), su co-
chaperona Jacl y un factor intercambiador de nucleétidos Mgel. La glutaredoxina Grx5
entonces ayuda a transferir el cluster Fe-S hacia las apoproteinas receptoras,
presumiblemente a través de la unién transitoria del centro Fe-S en un complejo que
contiene glutation (GSH). En un tercer paso, se ha propuesto gque componentes
especializados de la maquinaria ISC catalizan la generacion de centros [ 4Fe-4S] de tipo
cubico, mediante la participacién de las proteinas Isal-lsa2-Iba57, que ayudan a la

insercion de los centros Fe-S en apoproteinas especificas que contienen este tipo de

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones ‘ 17



2015
“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo lll de la CTE”

centros (Lill et al, 2012).

Tipos de centros Fe-S

FeS.

Figura 5. A) Centro Fe-S rombico; dos atomos de hierro y dos dtomos de azufre; B) Centro Fe-S semi-cubico; tres
atomos de hierro y cuatro atomos de azufre; C) Centro Fe-S cubico; cuatro atomos de hierro y cuatro atomos de azufre.
Tomado y modificado de Mathews et al, 2003

La funcion especifica de las proteinas "tipo A" Isalp e Isa2p en el marco de la maquinaria
ISC mitocondrial y bacteriana siguen sin resolverse del todo. En un analisis integral in
vivo, se demostrd que las proteinas Isalp e Isa2p de S. cerevisiae forman un complejo
gue se requiere para la maduracion de proteinas mitocondriales con centros tipo cubico
[4Fe-4S], como ejemplo de estas son la aconitasa y homoaconitasa. En contraste,
Isalp-lsa2p son prescindibles para la generacién de proteinas mitocondriales del tipo
rémbico [2Fe-2S] y de proteinas citosoélicas de tipo cubico [4Fe-4S]. Se ha demostrado
gue las proteinas Isalp e Isa2p se unen in vivo al hierro, sin embargo, el hierro unido a
las proteinas Isalp-las2p no es necesario para el ensamble de novo de los centros tipo
[2Fe-2S] en las proteinas de andamiaje Isulp-lsu2p. Se ha reportado que el factor de
ensamblaje 1ba57p de la maquinaria ISC interactda con Isalp e Isa2p. Estos resultados
sugieren que se requiere del hierro unido a las proteinas Isa para la sintesis de novo de
centros tipo cubico [4Fe-4S] en las mitocondrias y para su insercion en apoproteinas en
una reaccion mediada por Iba57p. En conjunto, estos hallazgos definen Isalp, Isa2p e

Iba57p como un subsistema especializado tardio de accién de la maquinaria ISC que se
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dedica especificamente a la maduracion de proteinas mitocondriales tipo cubico [4Fe-4S]

(Mahlenhoff et al, 2011).

Biogénesis de proteinas con centros Fe-S

@

Maquinaria CIA

Mitocondria

Aconitasa

Maquinaria ISC

3 Proteinas
2 tipo 4Fe4S
Chaperonas Ibas7,Isal y 2 é‘
Ssg1-ATP. Jac1. Mael ;
Grx5 f ‘)
; ApO J
24 Qe

€ Ferredoxina

Isu1/2

Ferredoxina
reductasa

!

Proteinas tipo 2Fe-2S

* OV .e

Figura 6. Modelo representativo de la maquinaria de biogénesis de proteinas con centro Fe-S mitocondrial de S.
cerevisiae, se describen los tres procesos principales de la biogénesis del centro Fe-S asi como su insercion; 1:
importaciéon de Fe y captacion de S para la formacién del centro Fe-S en la proteina de andamiaje Isulp; 2:
separacion del centro Fe-S de la proteina de andamiaje por Ssqlp y Jaclp; 3: insercion del centro Fe-S a sus
apoproteinas blanco. Modificado de Lill et al., 2012.
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2. ANTECEDENTES

En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo (Pérez-Gallardo et al. 2013) se reporto
gue en S. cerevisiae la produccién de ERO inducida por etanol incrementa cuando la
magquinaria ISC es disfuncional. Se observo que las mutantes de la maquinaria ISC mas
sensibles a etanol fueron ssqlA, isalA e ibab7A y esto se asocié con una mayor
produccion de ERO en dichas mutantes, siendo iba57A la mutante produjo la mayor
cantidad de ERO. Ademas, las mutantes ssq7A, isalA e iba57A presentaron una mayor
cantidad de citocromo c liberado, lo cual sugiere que estas mutaciones desencadenan
apoptosis debido al malfuncionamiento de la biogénesis de proteinas dependientes de

centros Fe-S.

En otro estudio de nuestro grupo de trabajo (Gomez-Gallardo tesis de maestria 2012) se
observd que las cepas ibab7A y rip1A presentan una excesiva produccién de ERO,
deficiencias en el complejo Il causa altos niveles de ERO causa por la cual la mutante en
RIP1 muestra esta sobreproduccién. Por consiguiente se analizé la actividad de los
complejos respiratorios observando que Iba57A no presenta actividad del complejo 1lI al
igual que la cepa rip1A utilizando succinato como sustrato, lo que sugirié que la mutacion
de IBA57 afecta la maduraciéon del complejo Ill, posiblemente por la incompleta

maduracion de la proteina Riplp la Unica subunidad con centro [2Fe-2S] del complejo.
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3. JUSTIFICACION

Hasta el momento se ha descrito que Iba57p en conjunto con Isalp/lsa2p transfieren los
centros Fe-S del tipo [4Fe-4S] a apoproteinas tales como la aconitasa, la lipoato sintasa, la
succinato deshidrogenasa, entre otras. Se encontr6 que las ERO en la mutante en IBA57
fueron similares a una mutante en la proteina Rieske (Riplp) y que ambas cepas presentaron
disfuncionalidad en la actividad del complejo Il utilizando succinato como sustrato, lo que
sugiere una posible dependencia molecular. Por lo que es importante conocer la funcion de la

proteina de ensamblaje Iba57p sobre la proteina Rieske del complejo Ill de la CTE.
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4. HIPOTESIS

En Saccharomyces cerevisiae la proteina Iba57p esta implicada en la transferencia del centro
[2Fe-2S] a la proteina de Rieske del complejo Il de la CTE.

Figura 7. Modelo hipotético de la funcién de Iba57p

Ssql, Jacl,

Mgel, Grx3
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de la proteina Iba57p en el ensamble del centro Fe-S en la
subunidad de Rieske del complejo Ill de la CTE de S. cerevisiae.

Objetivos particulares

» Determinar el efecto de agentes oxidantes como H202, menadiona y etanol en las

cepas mutantes de S. cerevisiae en los genes IBA57 y RIP1.

» Determinar el efecto de las mutaciones en los genes IBA57 y RIP1 en la

funcionalidad de la cadena transportadora de electrones de S. cerevisiae.

» Determinar a nivel molecular el efecto de la mutacién de la proteina Iba57p en el
ensamble de la subunidad Rieske del complejo Il y de los supercomplejos respiratorios
de la CTE de S. cerevisiae.
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6. MATERIALES
6.1 Cepas

Tablal. Las cepas que se utilizaron en este trabajo fueron obtenidas de Open biosystem y se
obtuvieron de la cepa parental de S. cerevisiae BY4741 haploide mediante la interrupcién de
los genes IBA57, SSQ1, GRX5 y RIP1 con un cassette de resistencia a geneticina.

Tabla 1. Cepas

Cepas Genotipo Referencia

BY4741 MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0 Open
biosystems

[ EYFARS  MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3A0, iba57::kanMX4 Open
biosystems

riplA MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3AO0, ripl::kanMX4 Open
biosystems

ssqla MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, ssql::kanMX4 Open
biosystems

grxs54 MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3A0, grx5::kanMX4 Open
biosystems

6.2 Medios de cultivo

Se utiliz6 medio para levaduras YPD (extracto de levadura 1%, peptona de caseina 2%, agar
bacteriolégico para medio solido 2% y dextrosa 2%). El medio se esterilizé6 15 minutos a 121
°C y 15 libras de presion. Para seleccionar las cepas mutantes se adicion6 el antibi6tico
geneticina (200 pg/ mL).

Se utiliz6 medio YPG 3% de glicerol con geneticina (200 pug/mL) (extracto de levadura 1%,
peptona de caseina 2%, agar bacteriol6gico para medio solido 2% y 3% de glicerol) con la
finalidad de corroborar que no hubiera contaminacion, pues la cepas de S. cerevisiae
deficientes en la CTE como son las mutantes en IBA57, SSQ1 y RIP1 no son capaces de

crecer en medios con sustratos no fermentables.
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6.3 Programas computacionales

Los datos que ese obtuvieron en este trabajo se registraron y se analizaron en el programa

GraphPad Prism 5, realizando diferentes analisis estadisticos segun el caso del experimento.

Para la determinacion densitométrica de las bandas de proteina que representan los
supercomplejos en los geles nativos (BN- PAGE), se us6 el programa ImageJ.

7. METODOS
7.1 Almacenamiento y recuperacion de las cepas.

Las cepas BY4741 y sus mutantes fueron almacenadas a -80 °C en tubos Eppendorf de 1.5 ml
en medio liquido YPD 2% al 20% de glicerol, al medio de las cepas mutantes se le agrego
200 pg/mL de geneticina.

Para recuperar las cepas se crecieron 50 uL de cada una de las cepas almacenadas en
ultracongelacion en 1 mL de medio YPD durante 12 horas a 30 °C en agitaciébn constante,
posteriormente se sembraron 500 uL de estos cultivos en agar YPD y se incubaron a 30 °C
durante 12 horas. Se picaron colonias aisladas y se resembraron en agar YPD 2% con
geneticina para las cepas mutantes y YPD 2% para la cepa parental BY4741, se dejaron crecer
12 horas y se almacenaron a 4 °C, se almacenan por un maximo de tres semanas, pasado

este tiempo se volvieron a resembrar.
7.2 Caracterizacion de las cepas a agentes oxidantes
7.2.1 Cinéticas de crecimiento

Para realizar las cinéticas de crecimiento se inoculé 3 mL de medio YPD 2% con una asada
de cada una de las cepas durante 8-10 horas a 30 °C en agitacion constante. Después, se les
midié la densidad 6ptica a 600 nm para inocular en matraces de 125 mL un volumen de 30
mL de medio YPD 2% con el volumen de inoculo necesario para que la cinética comenzara a
0.1 de D.O. a 600 nm.

Los matraces fueron incubados a 150 RPM a 30 °C durante 48 horas registrando la D.O. de las

muestras cada 2 horas durante las primeras 12 horas; posteriormente, se registraron los
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tiempos 24, 26, 28, 30 y 48 horas. Todas las determinaciones se hicieron en un
espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 20.

7.2.2 Curvas dosis respuesta a agentes oxidantes

Se realizaron curvas dosis respuesta de los agentes oxidantes tanto en medio liquido como en
medio sélido por diluciones en caja Petri usando diferentes concentraciones de menadiona 25,
50, 75, 100, 125, y 150 uM; peréxido de hidrogeno 0, 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12 mM y etanol 0, 4, 6, 8,
10 y 12 %. Se dejo crecer un inoculo durante 8-10 horas de las cepas que se utilizaron, se
midi6 la D.O. a 600nm y se tomo el volumen necesario para que en un tubo Eppendorff con 1
mL de agua tuviera una D.O. de 0.1. Partiendo de esta solucién se hicieron diluciones 1:10,
1:100, 1:1000 y 1:10000 con volumen final de 1 mL. De cada dilucion se tomaron 10 uL y se
colocaron sobre placas Petri con medio YPD 2% con sus respectivas concentraciones de los
agentes oxidantes, las diluciones se colocaron en fila partiendo de la mayor concentracion de
células a la menor, repitiendo este procedimiento con cada cepa. Se dejaron secar las gotas
en la campana de flujo laminar se sellaron con cinta parafilm y se incubaron a 30 °C durante
72 horas. Para medio liquido se utiliz6 el mismo inoculo realizando los calculos necesarios
para llevar un volumen de 3 mL a una D.O. de 0.1, cada cepa se inoculo por triplicado, y la
bateria de tubos fue incubada a 30 °C en agitacibn constante durante 18 horas y

posteriormente se midi6é la D.O. a 600 nm.
7.2.3 Cinéticas de crecimiento con agentes oxidantes

Para las cinéticas con agentes oxidantes con menadiona, peréxido de hidrégeno y etanol se
siguié el método descrito en el apartado 7.2.1, agregando las concentraciones de agentes
oxidantes seleccionadas de las curvas dosis respuesta donde se presentaron las mayores

diferencias entre las cepas.
7.3 Oximetria

Para medir el consumo de oxigeno se utilizaron cultivos de las cepas mutantes y la cepa
silvestre, se usaron 25 mg de peso humedo de células de levadura y se suspendieron en un
volumen de 2.5 mL de buffer para medir consumo de oxigeno (Hepes 10 mM,KCL100 mM,

KH2P0O4 3 mM y MgCl2 3 mM a pH 7.4 ) se colocaron en una camara de vidrio sellada y la
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velocidad de consumo de oxigeno fue determinada a temperatura ambiente usando un
electrodo tipo Clark acoplado a un monitor de oxigeno YSI 5300 y un graficador. Para
comenzar la medicion el consumo basal de oxigeno (estado 4) fue inducido agregando
glucosa 20 mM como sustrato respiratorio, 3 minutos después de agregar el sustrato se le
agrega 5 uM de un agente desacoplante carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) con el
proposito de estimular la maxima capacidad de consumo de oxigeno (Estado U o estado
desacoplado). Para eliminar el consumo de oxigeno inespecifico del citosol, la cadena de
transporte de electrones fue inhibida agregando 1 pg de antimicina A y 0.5 mM de KCN.

7.4 Andlisis de la actividad del complejo Il
7.4.1 Aislamiento de mitocondrias

Con un asa bacteriologica se inoculo 50 mL de medio YPD 2% y se dej6 crecer durante
10 horas a 150 RPM a 30 °C. De este preinéculo, se inocul6 1 Lt de medio YPD 2% a una
D.O.de 0.1 y se incubd de 10 a 12 horas en agitacion constante a 150 RPM a 30 °C.

Las células fueron cosechadas y suspendidas tres veces con agua desionizada mediante
centrifugacién de 5 minutos a 2500 g cada lavado. Las células se pre-incubaron con el buffer
SH (Tris Base 0.1 M B-mercaptoetanol 0.5 M, pH = 9.3) durante 30 minutos a 30 °C en
agitacién constante y moderada (70 RPM), se calcul6 un volumen de 20 mL de buffer por
gramo de peso seco de levaduras (Peso seco = peso humedo/4). Después, las levaduras
fueron lavadas 3 veces en buffer de lavado (KCI 0.5 M, Tris base 10 mM, pH = 7) por medio
de centrifugacion a 2500 g por 5 minutos. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en
buffer de digestion (Sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM, buffer di-monofosfato 0.2 M (Fosfato
disodico (Na2HPO4) 0.2 M, fosfato monosdédico (NaH2PO4) 0.2 M, pH = 7.6), acido citrico 0.1
M, liticasa 0.5 mg/g de células, pH = 5.8, 10 mL/g de peso seco), se incubaron una hora a 30
°C en agitacion moderada. Al momento de poner la liticasa, se realizé una lectura de la D.O. a
600 nm contra agua de una alicuota diluida 1:1000 (D.Ojnicia)). Posteriormente, se midi6 la D.O.
de diluciones 1:100 a los 30 minutos y luego cada 10 minutos. La reaccion se detuvo cuando

la D.O. fue igual o semejante a la D.Ojnicial-

Una vez que se obtuvieron, los esferoplastos se centrifugaron a 9000 g durante 10 minutos. A

partir de este paso, todo el procedimiento restante se realiz6 a 4 °C. Posteriormente, se
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lavaron tres veces con buffer de lavado de esferoplastos (sorbitol 0.75 M, manitol 0.4 M, tris
maléico 10 mM, BSA 1%, pH 6.8) re-suspendiendo suavemente con un agitador delgado,
centrifugdndose 10 minutos a 9000 g en cada lavado. La pastilla de esferoplastos se cambi6 a
un tubo potter con vastago de teflon colocando cuidadosamente la pastilla en el fondo del tubo.
Se adicion6 buffer de homogenizacién (Manitol 0.6 M, EGTA 2 mM, tris maléico 10 mM, BSA
2%, pH 6.8) en un volumen de 30 mL por cada 2.5 gramos de peso seco de esferoplastos y se
homogenizé 20 veces manualmente sin sacar el tubo del hielo. La muestra se centrifugé a
1250 g durante 10 minutos. Se recuperé el sobrenadante y se centrifugé a 9000 g durante 10
minutos. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue re-suspendido en buffer de
recuperacion de mitocondrias (Manitol 0.6 M, EGTA 2 mM, tris maléico 10 mM, pH 6.8) en
aproximadamente 30 mL utilizando un pincel de pelo fino, nuevamente se centrifugé a
1250 g durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante y se centrifugé 10 minutos a 9000
g. Las mitocondrias precipitadas fueron suspendidas en buffer de recuperacién 1-2 mL y se
hicieron alicuotas de 0.1 mL en tubos Eppendorff. Por dltimo las mitocondrias fueron
congeladas en nitrégeno liquido e inmediatamente almacenadas en el ultracongelador a -80
°C.

Para los buffers que llevan sorbitol y manitol, estos se prepararon con agua destilada
desionizada, la solucién se desionizé con una resina DOWEX 50°4 20/50 uL de BIORAD, las
soluciones se prepararon con el 50% de agua destilada desionizada del volumen final, la
solucién se fue agregando a la resina en cantidades de 250 mL en agitacion suave en periodos
de 15 minutos, la resina se lavd con agua destilada y desionizada y esta se le adiciono a la

solucién anteriormente desionizada hasta obtener el volumen deseado.
7.4.2 Permeabilizacion de mitocondrias

100 ug de proteina mitocondrial se solubilizaron en 300 pL de buffer de solubilizacién (KCI 100
mM, MgCl, 10 mM, tris base 10 mM, pH 7.5) se agité en vortex y se dejé incubar durante 5
minutos, se centrifugd a 9500 g durante 15 minutos. Todo el proceso se llevé a cabo a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y la pastilla fue resuspendida en 100 pyL de buffer de fosfatos
(KH2PO4 50 mM, pH 7.6).

7.4.3 Reduccidn de la decilubiguinona y actividad del complejo llI
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Para medir la actividad del complejo Il se usé como sustrato decilubiquinol, la cual fue
obtenida a partir de la reduccion de la decilubiquinona. Se prepar6 1 mLde solucion de
decilubiquinona a 10 mM en etanol acidificado (pH = 4 o menor), a esta solucion se le
agregaron unos pocos cristales de borohidruro de sodio como agente reductor. La reaccién se
completé cuando la solucién cambi6 de color amarillo a transparente. Para retirar los restos de
borohidruro de sodio, se agregé 2 mLde ciclohexano a la solucion reducida y se agitdé en
vortex, después se transfirid la fase organica a un tubo limpio. Otros 2 mL de ciclohexano se
agregaron a la fase inorganica y se agité en vortex, la fase organica se retir6 nuevamente y se
mezcld con la fase organica anterior. Este paso se repiti6 dos veces. Después la mezcla de
fases organicas fue lavada con una solucién de NaCl 2 M, se agit6 en vortex y la fase superior
fue pasada a un tubo limpio, el ciclohexano fue retirado con nitrégeno gas y el decilubiquinol

fue re-suspendido en un mL de etanol acidificado con HCI.

En el ensayo para la determinacion de la actividad del complejo Il se us6 un espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda 18 UV/vis a temperatura ambiente, usando las mitocondrias de cada
una de las cepas previamente solubilizadas como se indica en el parrafo 7.4.2. En una celda
para espectofotometro se agrego 0.025 ug de proteinas mitocondriales en 1 mL de buffer de
fosfatos (KH2PO4 50 mM, pH 7.6), se adicion6 5 L de KCN 0.4 M, se mezclé y se dejo
incubar durante 5 minutos. Transcurridos los 5 minutos, se agregé 15 pL de citocromo ¢
oxidado 0.1 M, se mezclé y se colocé la celda dentro del espectrofotdmetro y comenzd la
lectura a una A = 550 nm, transcurrido un minuto se agreg6 5 pL de decilubiquinol 10 mM y se
dejé 1.5 minutos en el espectro registrando el trazo. Finalmente, se agregd 5 pL de antimicina
A (200 pg/mL y se termind la lectura transcurridos tres minutos. La tasa de reduccion del
citocromo ¢ se calcul6 a partir de las pendientes de absorbancia utilizando un coeficiente de

extincion molar de 19.1 mM™ cm™*mM de citocromo c.
7.5 Geles azules nativos de poliacrilamida (BN-PAGE)
7.5.1 Aislamiento de mitocondrias

Para el andlisis de supercomplejos se aislaron mitocondrias por el siguiente método. Las
cepas fueron cultivadas en 1 litro de medio YPD 2% y cosechadas por centrifugacion a 2500 g

durante 5 minutos. Las células fueron lavadas 3 veces con agua destilada, se resuspendieron
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en buffer de esferoplastos (sorbitol 1.2 M, tris base 50 mM, DTT 10 mM, liticasa 0.5 mg por
gramo de peso seco, pH 7.5) y se incub6 durante una hora a 30 °C en agitacién constante y
moderada. Los esferoplastos fueron lavados con buffer de esferoplastos sin DTT ni liticasa tres
veces. Posteriormente, se suspendieron en buffer de homogenizacién (Hepes 20 mM, sorbitol
0.6 M, pH 7.4 ajustado con KOH) a una concentracion de 0.8 gramos de células por mL,
se colocaron en un tubo de vidrio para homogenizar con vastago de teflébn y se procedio a
homogenizar 20 veces de manera suave manualmente. La muestra fue diluida con un volumen
igual de buffer de homogenizacion y se centrifugd a 1250 g por 10 minutos a 4 °C, se rescat6
el sobrenadante y la pastilla fue suspendida en 40 mL de buffer de homogenizacién, se
centrifugd nuevamente a 1250 g por 10 minutos a 4 °C. Los dos sobrenadantes fueron
combinados y centrifugados nuevamente. Se rescatd el sobrenadante el cual contiene las
mitocondrias y se colectaron a 9000 g durante 10 minutos a 4 °C, finalmente la pastilla fue
suspendida en 1 mL de buffer de homogenizacién y se hicieron alicuotas de 100 pL se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron en el ultracongelador a -80 °C.
7.5.2 Solubilizacion de mitocondrias

400 mg de proteinas mitocondriales se homogenizaron en buffer de solubilizacion (NaCl 50
mM, Imidazol 50 mM, acido aminocaproico 2 mM, EDTA 1 mM pH 7) se agreg6 0.1% de
dodecilmaltésido a la muestra (w/v) y se dejo incubar durante 20 minutos a 4 °C, agitando la
muestra manualmente cada 5 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 20
000 x g a 4 °C, el sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se volvié a cuantificar la proteina
solubilizada, la muestra se mezclé con 5 pL de buffer de carga (glicerol 50% v/v, azul

brillante de Coomassie 5% wi/v, acido aminocapréico 0.5 M).
7.5.3 Electroforesis del gel nativo

Para la electroforesis se cargaron 100 mg de proteinas solubilizadas en un gel nativo de
poliacrilamida 8% (BN-PAGE), la electroforesis comenz6 con el buffer del catodo A (tricina
50 mM, Imidazol 7.5 mM y azul brillante de Coomassie 0.002% wi/v) y el buffer del anodo
(Imidazol 25 mM, pH 7 ajustado con HCI) a 40 V. Después de 30 minutos, el voltaje se subi6
a 80 V vy se dejé correr durante 60 minutos o hasta que el frente de corrida migré hasta la

mitad del gel. El buffer de catodo A se cambié por el buffer del catodo B (tricina 50 mM,

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones ‘ 30



2015
“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo Ill de la CTE”

Imidazol 7.5 mM) y se dejo correr a 90 V durante 60 minutos o hasta que el frente de corrida
llego al final del gel.

7.5.4 Tincion del gel nativo

El gel se fij6 durante 30 minutos en una solucién de 40% v/v de metanol y 10% v/v de acido
acético, posteriormente se tifié en una solucion de 0.02% w/v de azul brillante de Coomassie,
30% v/v de metanoly 10% v/v de &cido acético, durante 30 minutos en agitacion constante,

el gel se destifid en una solucién de acido acético al 8% en agitacion constante.
7.6 Geles desnaturalizantes SDS-PAGE

A partir de mitocondrias aisladas se cuantificaron las proteinas totales de los extractos, se
tomaron 40 mg de proteinas las cuales fueron desnaturalizadas con 35 pL de buffer de carga
SDS (Tris-HCI 0.06 M, pH 6.8, 5% de glicerol, 4% SDS, 4% B- mercaptoetanol y 0.0025%

de azul de bromofenol) durante 15 minutos a 95 °C.

Las muestras fueron cargadas en un mini-gel de acrilamida desnaturalizante SDS- PAGE (gel
separador: buffer tris 1.5M pH 8.8, 17% de bis-acrilamida, SDS 0.1%, persulfato de amonio
0.05% y 0.009% de Temed. Gel concentrador: buffer tris 0.5 M pH 6.8, 5% de bis-acrilamida,
, persulfato de amonio 0.05% y 0.009% de Temed). Se usé el sistema Bio-Rad Mini-

PROTEAM Tetra System y la electroforesis se corrié a 120 V durante 2.5 horas.
7.7 Western blot
7.7.1 Transferencia de proteinas

Después de la electroforesis del gel SDS-PAGE se realizé la transferencia de proteinas
usando el sistema Bio-Rad Trans-Blot SD Semy-Dry Transfer Cell. Se corté la membrana de
nitrocelulosa del tamafio del gel de acrilamida usando guantes de latex para evitar tocar la
membrana con la piel, el sistema se coloca en el siguiente orden: 1. Base; 2. Papel filtro ultra-
grueso; 3. Membrana de nitrocelulosa; 4. Gel de acrilamida; 5. Papel filtro ultra-grueso; 6.
Tapa del catodo con seguros; 7. Tapa de seguridad. Antes de armar el sistema los papeles
filtros se humedecieron con buffer de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM vy

metanol 20%), el gel fue transferido a 15 voltios por 45 minutos (NOTA: si se usa membrana
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de nitrocelulosa no se debe dejar mas de este tiempo puesto que se puede perder la
muestra). Al finalizar la transferencia se tifio el gel y la membrana de nitrocelulosa con azul
brillante de Coomassie y rojo de Ponceau, respectivamente, para corroborar que la
transferencia haya sido eficiente.

7.7.2 Inmuno-deteccién

En un recipiente se coloc6 la membrana tefiida y se puso a destefiir con 20 mL de TBS-T (Tris-
HCL 10 mM; NaCl 0.9%; tween 0.1% pH 7.8) durante 30 minutos en agitacion constante a
temperatura ambiente, se deseché el TBS-T y se cambié por TBS-T con leche de bloqueo 5%
y se puso a bloguear durante una hora en agitacion constante a temperatura ambiente.
Después del bloqueo, la membrana fue lavada con 15 mL de TBS-T tres veces en agitacion
constante durante 5 minutos cada lavado. Se diluy6 el anticuerpo primario anti-Ripl en TBS-T
con leche en proporcién 1:20,000 y se agregd a la membrana incubandose 12-14 horas en
agitacion suave a 4 °C. Transcurrido este tiempo se recuperé el anticuerpo y se almacené
a -20 °C, la membrana se lavd con TBS-T durante 10 minutos 3 veces a temperatura
ambiente. Después se diluy6 el anticuerpo secundario IgG anti-mouse en TBS-T en proporcién
1:5000 y se incubd con la membrana durante 3-4 horas en agitacién suave a 4 °C. Se
recuperé el anticuerpo y se guardé a —-20 °C, la membrana fue lavada con TBS-T por

periodos de 15 minutos durante tres veces y una vez con TBS durante 5 minutos.
7.7.3 Revelado

En un recipiente se mezclaron las soluciones de luminol y peréxido de hidrégeno en proporcién
1:1, se colocé la membrana sobre esta mezcla y se agité manualmente durante 5 minutos, se
retird la membrana y se escurrié en una toalla de papel, la membrana fue colocada en un
cassette, y se colocé una pelicula radiografica sobre la membrana, se cerré el cassette y
se dejo exponer durante 10 minutos, se retird la pelicula del cassette y se colocé en solucién
reveladora durante un minuto agitdndose manualmente. Después, se cambid la pelicula a la
solucion fijadora y se mantuvo durante un minuto con agitacion manual. Finalmente, la pelicula

fue lavada con agua durante dos minutos.

7.8 Determinacién de la concentracion de proteinas

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones 32



2015
“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el

complejo Ill de la CTE”

Para la determinacion de la concentracion de proteinas se utilizé el método de Bradford. Se
realiz6 una curva de calibracion con un stock de proteina BSA 1 mg/ml, en tubos
eppendorff se colocé 0, 5, 10, 15 y 20 pL del stock de proteina aforando a 100uL con solucién
salina 0.15 M de NaCl. Para la cuantificacion de las muestras, se tomé 2 uL de cada unay se
aforo a 100pL con solucién salina, se agreg6é 500 pL de agua destilada y 400 pL de reactivo
azul brillante de Coomassie, se mezcld y se dejo incubar 5 minutos a temperatura ambiente. La
absorbancia de las muestras fue leida en un espectrofotometro a una A de 595 nm. Se grafico
la curva de calibracion graficando la absorbencia contra la concentracién de proteina. Las
absorbencias de las muestras fueron extrapoladas a esta curva de calibracion para la

determinacién de su concentracion proteica.
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8. RESULTADOS

8.1 Cinética de crecimiento

Con el fin de evaluar si las mutaciones en IBA57 y RIP1 afectan per se la velocidad de
crecimiento en comparacion con la cepa parental. En la Figura 8 se observa que tanto la cepa
ibab7A como rip7A crecen con un patron similar que el de la cepa parental (P>0.05), lo que
indica que las mutaciones no afectan la velocidad de crecimiento en medio YPD2 %.

Cinética de crecimiento en medio YPD 2%

2.5-.
2.0
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Figura 8. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A, riplA y su cepa parental BY4741 fueron crecidas a 30°C en

agitacion constante y el crecimiento se determiné por D.O. a 600 nm. Los resultados se expresan como el promedio

de n=3 + error estandar.

8.2 Curvas dosis respuesta a agentes oxidantes y etanol

Para la caracterizacion fenotipica de las cepas en respuesta a estrés oxidativo y etanol,
se realizaron curvas dosis respuesta en medio liquido y medio sélido usando dos distintos
agentes oxidantes (perdxido de hidrdgeno y menadiona) a diferentes concentraciones con la

finalidad de determinar la tolerancia de las cepas mutantes al estrés generado por estos
34
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agentes.
8.2.1 Curva de tolerancia a etanol en medio liquido.

La Figura 9 muestra la curva dosis respuesta a etanol, donde se observé que la mutante
ibab7A es mas sensible que riplA a partir de un 6% de etanol, mientras que a un 8%, de
etanol, las cepas mutantes fueron 70% mas sensibles que su cepa parental (P>0.05). En
contraste, la sensibilidad al etanol es la misma para las mutantes y la cepa control por
arriba de 10% de etanol. Lo anterior indica que la mutacibn en RIP1 causa un efecto
semejante al provocado por la mutaciébn en IBA57 a pesar de que esta Ultima genera
deficiencias en una amplia variedad de proteinas, sugiriendo que posiblemente las deficiencias
en el complejo Il sea el fenbmeno causante de la baja tolerancia a etanol por parte de las

cepas mutantes.

Curva dosis respuesta a etanol
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Figura 9. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y rip1A asi como su cepa parental BY4741 fueron crecidas en
medio YPD a diferentes concentraciones de etanol (0, 4, 6, 8, 10 y 12 %) e incubadas a 30°C con agitacion constante

durante 18 horas, el crecimiento se determin6 por D.O. a 600 nm de absorbencia. Los resultados se expresan como

el promedio de n=3 * error estandar.

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones 35



2015
“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo Ill de la CTE”

8.2.2 Curva de tolerancia a etanol en medio sélido

Otra manera de evaluar el efecto de un agente toxico sobre un microorganismo consiste en
cultivarlos en medio sélido en presencia del agente a probar, en este caso se adicion6 etanol a
diferentes concentraciones. En la Figura 10 se observan las diluciones en caja podemos
observar que a 4% de etanol las mutaciones no afectan el crecimiento de las levaduras sin
embargo a concentraciones de 6% en adelante se observa que la mutacion en IBA57 afecta el
desarrollo de las células, mientras que la cepa rip1A presenta mayor tolerancia al etanol pues
se presenta un efecto negativo en el crecimiento hasta 8% de etanol. Estos resultados
concuerdan con la grafica de la Figura 9, reafirmando que ambas mutaciones afectan el

crecimiento en presencia de etanol.

Dosis respuesta en medio sélido con etanol

10t 102 10% 10* | 10t 102 103 10% | 101 10% 10° 10* | 101 10?2 103 10%

4% 6% 8% 10%

Figura 10. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y riplA asi como su cepa parental se inocularon en cajas Petri con
medio YPD sdlido adicionado con diferentes concentraciones de etanol, se muestran diluciones de 10" a 10 las placas se

incubaron a 30°C durante 72 horas.

8.2.3 Curva de tolerancia a H,O,

La Figura 11 muestra la curva de tolerancia a H,O, en concentraciones crecientes de 0 a 12
mM. Se observa que la cepa ibab7A presenta un efecto negativo sobre el crecimiento
disminuyendo un 15% respecto a la cepa control no siendo asi para la cepa rip14 la cual crece de igual
manera a dicha concentracién. Un efecto mayor se observa a 3 mM donde rip1A e iba57A presenta una
disminucion del 65% y 80% en el crecimiento respectivamente. Concentraciones por arriba de 4mM son

toxicas para las cepas mutantes, mientras q la cepa parental resiste 4mM de H,0,, indicando que la
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disfuncionalidad del complejo Ill provocada por la mutacién de RIP1 afecta de manera similar que la

mutacién en IBA57 el desarrollo celular en condiciones de estrés inducido por H,0,.

Curva dosis respuesta a H,0O,
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Figura 11. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y rip71A junto con la cepa parental fueron crecidas en medio YPD a
diferentes concentraciones de peroxido (0, 1, 2, 3, 4, 6, 9 y 12 mM) e incubadas a 30°C en agitacion constante durante 18 horas,
el crecimiento se determiné por D.O. a 600 nm de absorbencia. Los resultados se expresan como el promedio de n=3 + error

estandar.

8.2.4 Curva de tolerancia a H,O, en medio soélido

Ademas como en el caso anterior de la susceptibilidad a etanol en medio sélido, se procedi6 a
realizar un experimento similar en presencia de H,0O,, en la Figura 12 se muestran las
fotografias representativas de las diluciones en caja con H,O,. Se observa que a partir de 4
mM de H,O, las cepas mutantes son incapaces de crecer, mientras que a concentraciones
menores a 3 mM las cepas son capaces de sobrevivir a diferencia de la grafica anterior (Figura

11) donde las cepas mutantes presentan una baja tasa de crecimiento, sin embargo; las
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diluciones en caja se dejaron incubando durante tres dias, mientras que en medio liquido solo
18 horas de incubacion, estos resultados nos indican que a 3 mM de H,0O; las levaduras
mutantes son capaces de sobrevivir disminuyendo su velocidad de crecimiento a diferencia de
la concentracion de 4 mM en el cual ambos experimentos muestran inhibicion de las células
mutantes, no siendo asi para la cepa control la cual llega a crecer en medio solido en todas las
concentraciones de H,O, utilizadas en este ensayo, disminuyendo su crecimiento conforme

aumenta la concentracién de H,O..

Dosis respuesta en medio s6lido

rip1A

iba574

3mM 4 mM 5mM 6 mM

Figura 12. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y riplA junto con la cepa parental BY4741 se inocularon en cajas Petri
con medio YPD sdlido adicionado con diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno, se muestran diluciones de 10" a
10" las placas se incubaron a 30°C durante 72 horas.

8.2.5 Curva de tolerancia con menadiona

La Figura 13 muestra la curva dosis respuesta a menadiona. Obcervandose que la cepa
mutante rip7A se comporta de manera similar a la cepa parental Wt BY4741, puesto que no
presenta ninguna diferencia significativa en su crecimiento en ninguna condicién respecto a
la cepa Wt. En contraste, el crecimiento de la cepa iba57A, se inhibe totalmente respecto a

las otras dos cepas a la concentracion de 75 uM de menadiona.
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Curva dosis respuesta a menadiona
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Figura 13. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y riplA asi como la cepa parental BY4741 fueron crecidas en medio
YPD a diferentes concentraciones de menadiona (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 uM) e incubadas a 30°C en agitacion

constante durante 18 horas, el crecimiento se determiné por D.O. a 600 nm de absorbencia. Los resultados se expresan

como el promedio de n=3 * error estandar.

8.2.6 Curva de tolerancia a menadiona en medio sélido

En la Figura 14 se muestra el ensayo en medio solido YPD 2% glucosa con diferentes
concentraciones de menadiona. Todas las cepas fueron igual de sensibles a las
concentraciones de 25 y 50 uM de menadiona, mientras que a 75 UM de menadiona; las
cepas se ven mas reprimidas en el crecimiento, siendo la mutante iba57A la mas afectada.
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Dosis respuesta en medio s6lido con menadiona

25 uM 50 uM 75 uM
Figura 14. Las cepas mutantes de S. cerevisiae iba57A y riplA asi como su sepa parental se inocularon en cajas Petri con

medio YPD sélido adicionado con diferentes concentraciones de menadiona, se muestran diluciones de 10™ a 10™ las placas se
incubaron a 30°C durante 72 horas.

8.2.7 Determinacion de la dosis Letal 50 a agentes oxidantes

Se calculé la dosis inhibitoria 50 (DL50) para cada una de las curvas dosis respuesta de los
experimentos mostrados en las Figuras 9, 11, 13, los resultados se muestran en la Tabla 2. La
cepa mutante iba57A muestra los valores de DL50 méas bajos, lo que indica que es la cepa
con menor tolerancia al estrés oxidativo y al etanol. De similar manera que iba57A, la cepa
mutante riplA también presenta valores bajos de DL50, Comparado con la cepa silvestre, las
mutaciones analizadas en este trabajo presentan la misma tendencia de tolerancia al
etanol y al peréxido de hidrégeno, mientras que en el tratamiento con menadiona
solamente la cepa iba57A presento baja tolerancia en la mayoria de las concentraciones

utilizadas.
Tabla 2. Dosis inhibitoria 50
ETANOL % MENADIONA uM

WT

iba57A

riplA
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8.3 Cinéticas de crecimiento

Para determinar la velocidad de crecimiento de las cepas de S. cerevisiae ante diferentes

agentes causantes de estrés oxidativo se realizaron cinéticas de crecimiento.
8.3.1 Cinéticas de crecimiento a etanol

La Figura 15 representa las cinéticas de crecimiento con medio YPD y etanol al 8% y 10% v/v,
se observa que las cepas mutantes tienen una menor velocidad de crecimiento en la
concentracion de 8% de etanol, mientras que en la cinética de 10% de etanol, sélo la cepa
silvestre es capaz de crecer. Estos resultados fueron consistentes con los resultados obtenidos
en los experimentos de dosis respuesta y se corrobora la sensibilidad de ambas cepas
mutantes al etanol, dando indicio que las proteinas 1ba57p y Riplp son esenciales para la

tolerancia al estrés producido por el etanol.

Cinéticas de crecimiento con etanol

YPD + 8% EtOh YPD + 10% EtOh
A) B)
2.54 -+ WT 1.0+
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Figura 15. las cepas de S. cerevisiae BY4741 y las cepas mutantes iba57 A y riplA fueron crecidas en medio YPD + 8%
de etanol (A), y YPD + 10% de etanol (B). Se incubaron a 30°C en agitaciébn constate y se tomaron muestras a
diferentes tiempos para medir su D.O. a 600 nm. n= 3 las barras representan el error estandar. Las diferencias
significativas (P < 0.05) son indicadas (*).
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8.3.2 Cinéticas de crecimiento con H,0O-

En la Figura 16 se muestran las cinéticas de crecimiento en medio YPD en presencia de H,0,,
a concentraciones de 2, 4 y 6 mM. A la concentracibn de 2mM las cepas mutantes son
capaces de crecer de forma similar a la cepa Wt, sin embargo se observé que las cepas
mutantes presentan una menor velocidad de crecimiento, pues presentan una fase lag mas
prolongada que la cepa Wt a 4 mM de H,O,, mientras que las cepas mutantes no crecieron
a 6 mM la cepa Wt disminuyo la velocidad de crecimiento. Las cinéticas de crecimiento en
presencia de H,O, concuerdan con los resultados de los experimentos dosis respuesta a este
mismo agente oxidante, por lo que se concluye que la mutacion de las proteinas Iba57p y
Riplp incrementan la sensibilidad al peroxido de hidrégeno.

Cinéticas de crecimiento con H,O,

YPD + 2 mM H,0, YPD + 4 mM H,0, YPD + 6 mM H,0,
A) B) C)
+ Wt
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Figura 16. Las cepas de S. cerevisiae BY4741 y las cepas mutantes iba57 A y riplA fueron crecidas en medio YPD + 2
mM (A), YPD + 4mM (B) y YPD + 6 mM (C) de perdxido de hidrégeno. Se incubaron a 30°C en agitacién constate
y se tomaron muestras a diferentes tiempos para medir su D.O. a600 nm. n= 3 las barras representan el error estandar.
Las diferencias significativas (P < 0.05) son indicadas (*).
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8.3.3 Cinéticas de crecimiento en presencia de menadiona

La Figura 17 muestra las gréficas de las cinéticas de crecimiento en medio YPD mas
diferentes concentraciones de menadiona, una quinona que produce O2°, una ERO que
desencadena la formacién de otras ERO. Se usaron concentraciones de 50, 100 y 150 uM de
menadiona en medio YPD para la realizacion de las cinéticas. En el panel A de la Figura 17 se
muestra la cinética de crecimiento con 50 UM de menadiona, donde se observa que esta
concentracién no afectd diferencialmente la velocidad de crecimiento de las tres cepas. En la
Figura 17B se observa un comportamiento diferente al que se habia observado en los
experimentos con etanol y H,O, por parte de la cepa mutante rip7A, ya que ésta presentd
un comportamiento similar a la cepa silvestre, mientras que para la cepa mutante iba57A, la
concentracion de 100 puM fue letal. En la cinética con 150 uM de menadiona se observa que
la cepa silvestre se ve afectada drasticamente en su velocidad de crecimiento pues la fase
lag o de adaptacién se prolonga hasta las 30 horas de incubacion, siendo esta concentracion

toxica para las cepas mutantes (Figura 17C).

Cinéticas de crecimiento con menadiona

YPD + 50 uM menadiona YPD + 50 uM menadiona YPD + 50 uM menadiona
A) B) 3]
I
+ W
2.5' -1 !b&ﬁ?J 2.5' 1‘5'
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Figura 17. Las cepas de S. cerevisiae BY4741 y las cepas mutantes iba57 A y ripl1A fueron crecidas en medio YPD + 50
UM (A), YPD + 100 uM (B) y YPD + 150 pM (C) de menadiona. Se incubaron a 30°C en agitacion constate y se tomaron
muestras a diferentes tiempos para medir su D.O. a 600 nm. n= 3 las barras representan el error estandar. Las diferencias
significativas (P < 0.05) son indicadas (*).
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Con estos experimentos se puede afirmar que las mutaciones en [ba57A y RiplA
disminuyen la tolerancia a agentes oxidantes como lo es la menadiona, el H,O, vy el

etanol.

8.4 Determinacion del consumo de oxigeno

Se determiné el consumo de oxigeno en células intactas de levadura con el fin de evaluar si la
CTE es funcional o no en las cepas mutantes iba57A y rip7A e investigar si la mayor
sensibilidad al etanol u oxidantes esta relacionada con defectos en la respiracion. Ademas, se
utilizaron dos cepas mutantes de la maquinaria ISC como controles, ssqlA y grx5A, negativo
y positivo, respectivamente, esto debido a la relevancia de las proteinas Ssql y Grx5 en la
maduracion de las proteinas con centros Fe-S de la CTE. La respiracién basal con glucosa
como sustrato fue similar en las cepas Wt y grx5A. (Figura 18 A). Respecto al estado
desacoplado (estado U), donde se estimula la maxima actividad de la CTE con el
desacoplante CCCP (Figura 18 B), se observé que la respiracion se incrementd en las cepas
Wty grx5A en un 50% aproximadamente, mientras que la respiracién fue nula en las demas
cepas mutantes. Cuando se agreg6 el inhibidor del complejo Il antimicina A (figura 18 C), se
observd disminucion drastica del consumo de oxigeno en las cepas que habian presentado
actividad respiratoria. Por el contrario, las mutantes que no consumian oxigeno, mostraron un

fendmeno de produccion de oxigeno.
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Consumo de oxigeno de las diferentes cepas mutantes
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Figura 18. Evaluacion del consumo de oxigeno de las cepas mutantes iba57A, riplA, ssq7A, grx5A y la cepa silvestre BY4741. Cultivos
de células crecidas en medio YPD 2%, fueron cosechadas en fase exponencial tardia y se resuspendieron en buffer para medir consumo de
oxigeno, se colocaron en una camara de vidrio sellada y la velocidad de consumo de oxigeno fue determinada usando un electrodo tipo
Clark acoplado a un monitor de oxigeno YSI 5300. Se graficaron los datos en estado basal A), desacoplado B) y en presencia de antimicina

A C). n=3. Las barras indican el error estandar, se usé andlisis de varianza de una via con la prueba Bonfferroni.
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8.5 Actividad del complejo 11l

Se determind la actividad del complejo Il usando mitocondrias aisladas de cultivos de levadura
crecidas en medio YPD hasta la fase exponencial tardia. Este experimento se realiz6 para
comprobar si el complejo Il se ve afectado con la mutaciéon en IBA57 y descartar que
los ensayos donde se utiliz6 el succinato como sustrato fueran un efecto de la
disfuncionalidad del complejo Il. En la figura 19 observamos que las cepas ssq7A e
ibab57A presentan nula actividad del complejo al igual que la cepa control rip1A,
mientras que la cepa grx5A disminuye un 90% la actividad del complejo comparandose
con la cepa parental, estos resultados indican que Iba57p al igual que Ssglp son

esenciales para que el complejo Il sea funcional.
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Figura 19. Analisis de la funcionalidad del complejo Ill de la cadena de transporte de electrones en las cepas de S. cerevisiae.
Mitocondrias aisladas de cultivos crecidos hasta la fase exponencial tardia en medio YPD 2%, las mitocondrias fueron
aisladas como se indica en la seccion de métodos. n=3. Las barras indican el error estandar, se us6 andlisis de varianza de una via

con la prueba Bonfferroni.
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8.6 Actividad de la enzima Lactato-citocromo-c-oxidoreductasa

La enzima Lactato-citocromo-c-oxidoreductasa o citocromo b2 es una proteina soluble del
espacio intermembranal de la mitocondria, esta enzima respiratoria puede utilizar el citocromo
¢ como aceptor de electrones usando como sustrato el L (+)-lactato. Se observa que las cepas
mutantes mostraron una baja actividad enzimatica disminuida comparadas con la cepa control
(Figura 20). Con este experimento no se puedo relacionar directamente si lba57p esta
implicada en la maduracién de la subunidad Riplp. La mutacion en GRX5 no presentd una
produccion excesiva de ERO, sin embargo también se disminuyd la actividad del citocromo
b2.

Actividad de la enzima Lactato-citocromo-c-oxidoreductasa
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Figura 20. Andlisis de la actividad de la enzima lactato-citocromo-c-oxidoreductasa en las cepas de S. cerevisiae. Mitocondrias
aisladas de cultivos crecidos hasta la fase exponencial tardia en medio YPD2%, las mitocondrias fueron aisladas como se indica
en la seccion de métodos. n=3. Las barras indican el error estandar, se usé andlisis de varianza de una via con la prueba

Bonfferroni.
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8.7 Analisis de los supercomplejos de la CTE

Las proteinas solubilizadas de mitocondrias de las cepas mutantes iba57A, riplA, ssqlA,
grx5 ibab7A y la cepa control Wt BY4741 fueron sometidas a electroforesis en un gel BN-
PAGE (Figura 21A). El perfil de proteinas la cepa Wt muestra las bandas correspondientes a
los diferentes supercomplejos (carril 1); el perfil de la cepa mutante iba57A muestra que
dos bandas desaparecen de manera evidente (carrii 2) correspondientes a los
supercomplejos formados por los complejos Il y IV. En el carril 3 correspondiente a la
mutante rip7A el perfil es similar al carril de la cepa silvestre, mientras en el carril 4
correspondiente a la cepa ssqlA se observa un perfil similar al de la cepa iba57A. Por ultimo
se muestra el perfil de la cepa grx5A y se observa que tiene un perfil similar que la cepa
silvestre y riplA. Comparando los geles nativos con los ya reportados por Schagger et al,
2000, Zara et al, 2007. Arnol et al, 1998 y Stames et al, 2013, se asignaron las identidades
de los supercomplejos a las diferentes bandas del gel nativo: B1, correspondiente al dimero
del complejo V, B2 al supercomplejo formado por un dimero del complejo Il y un dimero del
complejo IV, B3 al supercomlejo integrado por un dimero del complejo Ill y un monémero del
complejo IV, B4 corresponde al monémero del complejo V, B5 corresponde al dimero
del complejo Il y por dltimo la banda B6 corresponde al mondmero del complejo II.

Para discernir si los perfiles de la cepa riplA, grx5A y la cepa control son cuantitativamente
iguales, se cuantificé la intensidad de las bandas utilizando el software ImageJ. En la figura
21 B se observa que existen diferencias de intensidad, ya que en las bandas B1, B2, B3y
B5 la cepa silvestre presentdé mayor intensidad, de aproximadamente el 50% comparando
con la cepa riplA. Se ha reportado que el complejo Il puede llegar a conformarse en
ausencia de la subunidad Riplp. Sin embargo este complejo es disfuncional y las
interacciones con otros complejos son débiles, es por esto que se observa baja
intensidad de las bandas de los complejos donde participa el complejo Il y siendo similares
en intensidad para otras bandas protéicas, p.ej. las bandas B4 y B6. La cepa grx5A, por el
contrario, mostro un perfil similar a la cepa Wt, sin embargo, también presento6 diferencias en

cuanto a las intensidades de las bandas.
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Andlisis de la formacion de supercomplejos de la CTE de S. cerevisiae
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Figura 21. Andlisis de la formacién de supercomplejos mitocondriales de las cepas de S. cerevisiae iba57A riplA, ssqlA, grx5A .
Mitocondrias fueron aisladas y solubilizadas de cultivos crecidos hasta la fase exponencial tardia como se describe en la seccién de
métodos. A) Muestra un gel nativo de acrilamida (BN-PAGE) carril 1, Wt; carril 2, iba57A; carril 3, riplA; carril 4, ssqlA; carril 5,
grx5A; carril 6, proteina isocitrato liasa de Pseudomonas auriginosa ( ICL); carril 7, albumina de suero bovino (BSA). A la derecha de
los carriles se muestra el peso molecular de los suercomplejos: B1, complejo V2; B2, complejo lll2 1V2; B3, complejo ll121V1;

B4 complejo V1; B5, complejo llI2; B6, complejo 111, B) Analisis densitométrico de cada banda del gel nativo, se usé el programa
ImageJ para el analisis
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8.8 Inmuno-deteccién de la proteina Riplp

Las proteinas mitocondriales fueron corridas en un gel de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), para posteriormente transferir las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa y detectar la presencia de la proteina Riplp.

La figura 22 muestra la identificacion de la proteina Riplp. En el panel de la derecha se
observa la membrana de nitrocelulosa con las proteinas transferidas de un gel de acrilamida.
En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en el segundo la muestra
correspondiente a la cepa silvestre, en el tercer carril se muestra la cepa iba57A en el cuarto
carril la cepa riplA, y en el quinto y sexto carril las cepas ssqlAy grx5A respectivamente.
En el segundo panel se observa la inmunodeteccion de la proteina Riplp con el anticuerpo
monoclonal anti-Ripl de S. cerevisiae. Se observa que solo el carril de la cepa silvestre y la
cepa grx5A fueron donde se detecté una sefial. Acorde a lo que se esperaba, en la cepa riplA
no se detectd sefial en el peso correspondiente a la proteina. Las cepas ssqlA e iba57A

tampoco presentaron sefial, indicando que carecen de la proteina Rip1p.
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Inmuno deteccién de la proteina Riplp en las cepas de S. cerevisiae
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Figura 22. Extractos totales de mitocondrias fueron obtenidos de cultivos crecidos en medio YPD, las muestras se cargaron en
un gel de acrilamida 17% y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para la identificacion de la proteina Riplp. Se uso el
anticuerpo monoclonal anti-Ripl como anticuerpo primario y como anticuerpo secundario el anticuerpo anti-mouse IgG HRP. El
orden de los carriles es el siguiente: carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 Wt; carril 3 iba57A; carril 4 rip1A, carril 5
ssq7A; carril 6 grx5A.
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9. DISCUSION

Las mitocondrias son organulos muy versétiles involucrados en procesos celulares esenciales
como la apoptosis, la regulacion del ciclo celular, la regulacién retrégrada de genes, la
eliminacion del N téxico a través del ciclo de la urea, la biosintesis de grupos hemo, la -
oxidacion de los &cidos grasos, el ciclo del &cido citrico, la generacién de ATP por medio de la
fosforilacion oxidativa y la formacion de centros Fe-S (Muller et al, 2014). Este Ultimo es un
proceso parcialmente descrito. Por lo cual es de gran relevancia su completa dilucidacién (Lill,
2009). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la mutacién de IBA57 sobre la
maduracion y funcionalidad de la subunidad Riplp del complejo Ill de la cadena de transporte
de electrones de S. cerevisiae. Iba57p forma parte de un subgrupo de la maquinaria de la
biogénesis de centros Fe-S pues se ha reportado que interacciona con las proteinas Isalp e
Isa2p para la insercion de los centros [4Fe-4S] en S. cerevisiae (Gelling et al, 2008). Este
subgrupo de proteinas no se ha relacionado con el ensamble centros [2Fe-2S], como del que
depende la subunidad Riplp para su funcién. En un estudio previo de nuestro grupo de
trabajo, se observd que, la mutacion de RIP1 en S. cerevisiae incrementa la produccién de
ERO, comportamiento similar al reportado para la mutacion en IBA57 (Perez-Gallardo et al,
2013), lo que sugiere que Iba57p podria estar involucrada en la insercion del centro [2Fe-2S]
de Riplp.

Se realiz6 una curva de crecimiento en medio YPD (2%) con el fin de observar si las
mutaciones en IBA57 y RIP1 afectaban el crecimiento de las levaduras. Se observé que las
mutantes crecen de manera similar sin presentar diferencias estadisticas significativas en
dicho medio. S. cerevisiae es un organismo muy versatil en cuanto a su metabolismo, aun
con defectos en el metabolismo respiratorio es capaz de crecer utilizando la via fermentativa,
a pesar de esto S. cerevisiae, también posee genes esenciales para su supervivencia un
claro ejemplo es JAC1 el cual codifica para una co-chaperona que interacciona con Ssqlp
para la transferencia de centros Fe-S (Voisine et al, 2001). Por este motivo, se decidio
realizar la curva de crecimiento en YPD (2%) y descartar que las mutaciones per se
pudieran afectar el desarrollo de las levaduras. Sin embargo, los genes mutados de las
cepas que se usaron en este trabajo no son esenciales en las condiciones ensayadas y

pueden ser caracterizadas fenotipicamente en diferentes condiciones.
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Las cepas iba57A y riplA tienen como caracteristica en comdn una sobre-produccién de ERO
(Gomez-Gallardo, 2012). Se ha documentado que la mayor produccibn de ERO son
producidas durante la reduccién parcial de la ubiquinona por el complejo Ill en el proceso de la
respiracion (Trumpower, 2002). También se conoce que levaduras deficientes del complejo |l
son mayormente sensibles a estrés oxidativo. La importancia de las funciones
mitocondriales durante el estrés oxidativo se ha demostrado en una gran variedad de
estudios donde células de levadura petite (células que no tienen mitocondrias funcionales) son
sensibles al estrés causado por el H,O, y el radical O,’, ademas células de levadura mutantes
en genes nucleares que codifican componentes de la cadena de transporte de electrones y
cepas silvestres tratadas con inhibidores de la via respiratoria también son sensibles a los
radicales libres (Collinson y Dawes, 1992; Grant et al, 1997; Jamieson, 1992; Flattery-
O'Brien et al, 1993 ; Lee et al, 2001). Por lo que se decidi6 caracterizar las cepas de interés
con diferentes agentes oxidantes, H.O», menadiona y etanol. Los resultados presentados en los
experimentos de dosis respuesta y cinéticas de crecimiento con estos agentes oxidantes
indican que ambas cepas muestran una mayor sensibilidad al estrés oxidativo en comparacién
con la cepa parental, rplA como control negativo confirma los antecedentes de las cepas
sensibles al estrés oxidativo debido a la deficiencia del complejo lll mientras que iba57A
posiblemente muestre sensibilidad debido a una disfuncionalidad de las proteinas dependientes

de los centros [4Fe-4S].

Debido a la sensibilidad mostrada de las cepas a agentes oxidantes se analiz6 la funcionalidad
de la CTE mediante la medicion del consumo de oxigeno de la cepa parental BY4741 y de las
cepas mutantes iba57A y riplA, ademas de las cepas ssqlA y grxbA las cuales se usaron

como controles negativo y positivo, respectivamente.

Se ha establecido que la mutante ssqlA muestra sensibilidad a agentes oxidantes y no
presentd actividad de la CTE, mientras que las cepa grx5A si presenta actividad de la misma
comparandose con la cepa Wt BY4741 (Gomez et al, 2014). Se muestra que la cepa riplA
no consume oxigeno debido a la disfuncionalidad del complejo lll, las cepas iba57A y
ssglA tampoco mostraron consumo de oxigeno, indicando que la CTE en estas cepas se
encuentra dafiada, debido a la dependencia de los centros Fe-S presentes en los complejos

respiratorios Il y lll. Las tres cepas que no presentaron consumo de oxigeno, muestran
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produccion de este, comportamiento atribuido a la accion de las peroxidasas y catalasas
usadas por la célula para la desintoxicacion por los radicales libres producidos por las
mutaciones mencionadas. En un estudio previo (Gomez-Gallardo, Tesis de Maestria, 2012),
observd que la cepa iba57A no presenta actividad de succinato deshidrogenasa ni de
succinato:citocromo coxidoreductasa usando succinato como substrato. En el presente trabajo
se utilizé decilubiquinol como substrato del complejo Il para descartar que la nula actividad del
complejo Il fuera un efecto de la disfuncionalidad del complejo II. En el ensayose observa que
el complejo Il es disfuncional en las cepas ssq7A e iba57A, asi como en el control negativo
rplA. Se esperaba que los controles negativos rip1A y ssq71A no presentaran actividad, sin
embargo también se observa que la mutacion en IBA57 afecta la actividad de dicho complejo.
La mutante grx5A muestra una actividad reducida del complejo debido a que esta glutaredoxina
ayuda a la transferencia de los centros Fe-S (Lill et al, 2009) indicando que en la ausencia de
esta proteina, el complejo lll puede ser parcialmente funcional. Con estos resultados se
demuestra que en la ausencia de 1ba57p y Ssqlp se dafia la funcion del complejo Il de la CTE
y que Iba57p podria estar implicada en la transferencia del Unico centro Fe-S presente en este
complejo. Ademas, también se analizé la actividad del complejo b,, una proteina soluble que se
encuentra en el espacio intermembranal de la mitocondria (Guiard, 1985) capaz de transferir
electrones al oxigeno via la citocromo ¢ oxidasa usando como sustrato L-lactato. Esta enzima
tiene en sus amino terminal un dominio de unién a un grupo hemo y en su carboxilo terminal
un dominio flavodeshidrogenasa (FDH) el cual une un flavin mononucleotido (FMN). En
cada ciclo catalitico de esta enzima el L-lactato dona dos electrones al FMN, el cual transfiere
los electrones univalentemente al grupo hemo de la enzima, el cual a su vez se oxida por el
citocromo c¢ (Lederer, 1991). En la Figura 20 se observa como disminuye la actividad de
esta enzima en las cepas mutantes comparadas con la robusta actividad que presento la
cepa BY4741, estos resultados concuerdan con los resultados anteriores y el dafio a esta
enzima se atribuye a la produccién de ERO por la disfuncionalidad de la CTE de cada una de
las mutantes siendo nuevamente riplA, iba57A, y ssqlA las que presentaron menor

actividad.

Se analiz6 la formacién de supercomplejos de la cadena de transporte de electrones de las
diferentes cepas mediante electroforesis en BN-PAGE, se aislaron y se solubilizaron

mitocondrias las cepas riplA, ibab7A, ssqlA y grx5A asi como de la cepa Wt BY4741, las
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proteinas solubilizadas se sometieron a electroforesis y se asignaron los pesos moleculares a
las diferentes bandas de proteinas. segun Shagger y Pfeiffer, 2000 y Stames y O’Toole,
2013. Se puede observar que las bandas de los supercomplejos formados por el complejo Il
y complejo IV estdn ausentes en los perfiles de las cepas iba57A y ssqlA asimismo se
aprecia una reduccion de la intensidad de las mismas bandas en el perfil de la cepa mutante
en RIP1. Estos resultados concuerdan con el analisis bioquimico de consumo de oxigeno y
actividad del complejo Il donde estas tres cepas resultaron con nula actividad. Trouillard et al,
2011 cuestiond el rol funcional de los supercomplejos mitocondriales usando una levadura
deficiente en la sintesis de cardiolipina un fosfolipido esencial para la formacién de
supercomplejos (Zhang et al, 2002 y 2005); ellos observaron cinéticas similares de oxidacion
del citocromo ¢ poniendo en duda la funcionalidad de los supercomplejos, sin embargo, ellos no
presentan un andlisis del estatus real del estado de los supercomplejos bajo las condiciones
qgue utilizaron a diferencia del analisis presentado. En este trabajo donde se expone que la
ausencia de los supercomplejos dafia la respiracién mitocondrial concordando con la teoria de
gue la CTE de levaduras se comporta como una unidad funcional (Boumans et al, 1998).

La funcionalidad del complejo lll depende principalmente de sus subunidades cataliticas
citocromo ¢ y b y la subunidad Riplp, en el proceso de maduracion de dicho complejo los
citocromos son ensamblados en los primeros pasos con las diferentes subunidades mientras
gue Riplpy QcrlOp completan la maduracion del complejo. Si Riplp no presenta su centro Fe-
S esta proteina es propensa a degradacion por proteasas (Conte y Zara, 2011; Conte et al,
2015), debido a esta informacién se analiz6 la presencia de Ripl mediante inmunodeteccion,se
observa en el Western Blot donde se detecta la presencia de la proteina Riplp en las muestras
de la cepa BY4741 y la cepa mutante grx5A esta Ultima en menor proporcién. También
observamos que al igual que en la cepa control rip1A, en las cepas iba57A y ssqlA no se
detectd sefal indicando que el proceso de maduracién no se completé lo que da lugar a un
complejo Il no funcional por lo tanto se explica la sensibilidad a la ERO que presentan las
mutantes en las cinéticas de crecimiento y las curvas dosis respuesta a agentes oxidantes, asi
también como la disfuncionalidad de la cadena de transporte de electrones. Estas pruebas
junto con los bajos niveles de proteina mediante inmunodeteccion de Riplp en la mutante ISAl
(Gomez et al, 2014) apuntan a que el subgrupo de la biogénesis de proteinas con centros Fe-S

conformado por las proteinas Isal, Isa2 e Iba57p estan involucradas en la insercion del centro

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones ‘ 55



“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo lll de la CTE”

2015

Fe-S de la subunidad Rip1.
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10. CONCLUSION

La proteina Iba57p esté involucrada en el ensamble del centro Fe-S de la proteina Rieske y

en la formacién de supercomplejos respiratorios.

Figura 23. Modelo propuesto para la funcién de Iba57p

&
-

Ssql, Jacl,
Mgel, Grx5

Figura 23. Modelo propuesto donde Iba57p en conjunto con Isalp e Isa2pparticipan en la maduracién de Riplp integrando un

centro Fe-S tipo rombico a dicha proteina, lo que conlleva a la completa maduracion del complejo Ill y su posterior fusién con el

complejo IV para la formacién de supercomplejos.

Biol. Luis Alberto Sdnchez Briones 57



2015
“Efecto de la mutacion del gen iba57 de Saccharomyces cerevisiae sobre el ensamblaje de la proteina Rieske en el
complejo Ill de la CTE”

11. PERSPECTIVAS

Andlisis de la formacién de supercomplejos respiratorios mediante ensayos de actividad en gel,
asi como Andlisis de la integridad del ADN mitocondrial.

Dilucidar como Iba57p transfiere el centro Fe-S mediante un analisis in vitro.

Andlisis de los citocromos implicados en el proceso de la respiracién de las mutantes en la
maquinaria ISC para determinar una posible dependencia de Iba57p o de cualquier otra
proteina de la maquinaria ISC para la integracion de citocromos en las proteinas que dependen

de estos funcionalmente.

Anadlisis de los fosfolipidos que ayudan a la estabilizacién de los supercomplejos respiratorios

por ejemplo la cardiolipina, utilizando membranas aisladas de las diferentes mutantes.
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