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1!�0���!��	��HLight�Strand�PromotorI>��

����2�! �� !��3��
���������01��:������ ���2�� ������3��##�14�3���	���H� 4��@��2���2.�	�3�R�
�����>I�0�2�!�4���90��
�����01���� �����!2�9�����4���3�������3��%C$V.������04�2�3�0����2�
-�"4�E� ���!�3 ����3��  �� 1 ���� 3�� � !5�� !��0�3������ ���  ��9�� ��� 2 !���0���!� 3��� ���>�
�2� 3��2� ��� 2�� ��9�� 0�3������ 	�L	� HSmall� Angle� X�ray� ScatteringI� 3�� 
���� ��� 7�!0�� ���
 ��3��1�!0����!��� �2����!�  �� ����� �!�3��3�� 7��E�4���3�3�1�!�� ��� !���9�� ��������!�� ���!�� ��2�
3�0����2� -�"4�E� �� ��� ����� �@��!0����.� �04�2� !������2� ��!��3�2� 1�2���5�0����>� �2���
7��E�4���3�3�3�����F������������!��1�!0���� ���!����;0�!��3�����7�!0������2�3�7�!����2�1�!��

���� ��� 2 � 7�!0�� ��4!�.� 3��3�� ��2� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� 2�� ��� ���!��� ���� 1�2������2�
!�����5�2�3�7�!����2>�

��2��!��!0�����0�3������ �2� 3��2�3�� 21���
� Hsingle�particle� FRETI.� 2�� ���7�!09���� 2�2��0��
3�� � !5�� !�� 3��� ���� 3�7���3�� 1�!� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� ���� ��� ���!�3 ���9�� 3��  ���
��!2�9�� ��� N2��� ��� 7�!0�� 3�� �>� ��2� �2� 3��2� 3�� 	�L	� �� 21���
� ��3���4��� 8 �� �2���  ��9��
1!�2����4�� ����01�!��0������ ����!�0�����3��J0���.�1�2�4��0�����3�4�3���� ��� 7��E�4���3�3�
���!��2����8 ��0 �2�!�����!���9����������!�����!����2�3�2�3�0����2�-�"4�E����2�� ��9�>�

��2�!�2 ���3�2��4����3�2�1�!0����������3�!����0 ���� 3�3��7 ������2��2����3�2���
���������
����!���.�2 �1�1�������������5���9��3������!��2�!�1��9����1�!��!�3���	�>�

OBJETIVOS�

��� �4:���5�� 3��� �!�4�:�� !����F�3�� 3 !����� ��� ��2�2� 3����!��� 7 �� ��!����!�F�!� ��� 7����!� 3��
�!��2�!�1��9��0������3!����< 0�����.�
���.����������2 �7�!0����4!����0��������7�!0�� ��3��
������.�����!���0�������2 �2�� ������3�� ��9�������!���9��1!�0���!���	�>����1!�0�!�����1��
3��� 1!������� �01���9� ��� �4�����9�� 3�� ��� 1!������� �2��4��� �� �2��4����!�  �� 1!�������� 3��
7�!0���9��3�����01��:������������>����2�� �3��7�2�����2�2��9���������!����!�F���9��0���� ��!�
3�� ���  ��9�� 3�� 
���� �� �	�>� ��!�� ����� 2�� �1����!��� 3�5�!2�2�0���3������2D� �!�2�����!�7��� 3��
1!������2.� 3�21�!2�9�� 3�� !���2� L� �� 4�:�� J�� ��� ��� 2�� ��9�� H	�L	I.� �N�����2� 4�2�3�� ��� ���
1!����1��� 3�� 7� �!�2������� H���
I.� ��2���2� 4��8 �0���2.=>� 
�3�� ����� 1�!0���9� �����3�!� ��2�
0�����20�2�0���� ��!�2�3��� ��01��:��
���@������ 2 � !�����9�� ���� ��2�0;���1��2� 7 ������2�
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A. MITOCONDRIA�

1. Introducción�a�la�mitocondria�

��� 1���4!�� 0������3!��� 1!�5����� 3�� mitochondrion� 3��� �!����� ����	�mitos.� <���.�
W�
�������chondrion.��!�� ��!>����0������3!��������� ����0�M��0�3���3���1!�E�0�3�0�����
$>'@%>$�1�!�?@%$�U0>�� �3��3�21��F�!2�����!�5N2�3�������1��20����� ��!.���2 ��2�! �� !��4J2����
��� 7�!0���3�2�0�04!���2�3�7�!����2���� � ������� ��01�2���9���� 7 ���9�>����0������3!����2�
������3����0�����1!�5��3�!��7������3���
�.�7 �����3�����!����1�!������N� ��>��

1.1. Historia�

��2� 1!�0�!�2� �42�!5������2� 3�� �2�! �� !�2� ���!���� ��!�2� 8 �� 1�2�4��0����� !�1!�2����4���
0������3!��2� 7 �!��� 1 4����3�2� ��� %CB$>� ��� 0������3!��� 7 �� ��� 1!�0�!� �!�J� ��� ��� ��!�
!��������3������ �����7�!0�3�3�< 0���>��2���2 ��3�9����%AG#.�� ��3��� 7����3�2�!�4�9� ��
1������������<�1�!0���4���20������ J��1!�2����4��3�27 ���9��0������3!���>�

1.2. Origen�de�la�mitocondria:�teoría�endosimbiosis�

����� ��!� ��2� 7�!0 �9� ��� ���!��� 3�� ��� ��3�2�04��2�2� 8 �� 1!�1���� 8 �� ��2� ��� ���2�
0������3!��2�2���3�2���3�����2�3���!����20�2�1!�0���5�2�������1���3�3���!94���.���2�� ���2�
7 �!��� X����!�3�2Y� 1�!� �N� ��2� 1!���� ��!����2� ����!94���2� <���� %>?$$@#>$$$� 0������2� 3��
�M�2>� ��0�� ���2�� ������ 3�� �2��� �2������9�� ��2� 3�2� �21����2� 2�� <�4!���� 4���7����3�D� ���
< N21�3� ����F��3�����!��������!�3��1�!� �������5�3�3���!94����3�� ���4����!��� ����!1�!�3�.���
N2�������3���3����� �!�����2�8 �����2�� �!������< N21�3>��

������!���3�� �����3�2�04��2�2�2��4�2�������� ��2�2�0�:��F�2����!����2�4����!��2���� ���2�����
��2�0������3!��2�����2����!�1��2��2D��04�2��!�J� ��2�������� ��2�3�0��2����2�1�!���3�2�����2�
4����!��2.�1�2����<�4!�2���!� ��!�2�3���������2 �����!��!���2 2�!�4�2�0�2�2���K$	.�2�0���!�2���
��2�3����2�4����!��2>��3�0J2.�2�����1���2�3��!�1����!2��3��7�!0����3�1��3����������������!��!�
��� ��!��� ���3�4���0�04!����3���2��2��!�J� ��2�2 ���!�� �������!1�!���9��1�!���5�������9��
3�� ��� 0�04!���� 3��� 1!���� ��!����.� ��� 0�04!���� ����!��� 2�!��� 3�� �!����� 1!���!����� �� ���
�E��!���3���!�����1!���� ��!����>��

2. Estructura�

�� ������ ���9� 2�� 3�2�!�4��� 4!�5�0����� ��2� 3�7�!����2� ��01�!��0����2� 1!�2����2� ���
0������3!���H���Q�%I>�
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���Q�%D� �0����� 0��!�2�91���� 3��  ��� 0������3!��� ���01�M�3�� 3��  �� �28 �0�� �� 2�!���5�� 8 �� 0 �2�!�� ���
�2�! �� !��0������3!����H7 ����D�WikipediaI>�

2.1. Membrana�externa�

��� 0�04!���� �E��!��� 0������3!���� �����4�� ��3�� ��� �!�J� ��� �� �2�J� 7�!0�3�� 1�!�  �� !�����
1!������D� 7�27���1�3��2�0���!��� � ���0�04!����1��20J������ ��!����>��!�2����� ���!����;0�!��
3��1�!���2.�1!������2�8 �����;���7�!0��3��������2���1�!0�����3�����3�7 2�9��3��1!������2�3��
�� ��� ��0���!� 1�2��0���� ��!� �� ?$$$���>� ���0�04!����0������3!���� �E��!��� 2�� ��� ���!��
�2����3���� ���0�04!����3�������� �����3�1��20J�����H��I.���� ����2�! �� !�� ���0�3������
HMembrana�Mitocondrial�Asociada�a�REI>��2����2�! �� !���2� �01�!������ �1�!�� ���2�M���F���9��
3�������������!�������0������3!��.��2����0���������!��21�!���3����1�3�2����!�������0������3!��>�

2.2. Espacio�intermembrana�

����21���������!0�04!�����2��8 N��2�� �3�����!�����0�04!�����E��!��!����������!��!>���4�3����
8 �� ��� 0�04!���� �E��!��!� �2� ��01����0����� 1�!0��4��� �� 0��N� ��2� 1�8 �M�2.� ���
�������!���9��3��0��N� ��2�1�8 �M�2.� ��0�� ����2� �� �F;��!�2.� �2� ���0�20�� ���!�� ��� �21�����
����!0�04!���� �� ��� ����2��>� 	��� �04�!��.� ��2� 0��N� ��2� 0���!�2� 3�4��� 1!�2����!�  ���
2�� �������21���7����3�� 2�M���F���9��1�!�� 2�!� �01�!��3�2��� �!�5N2�3�� ���0�04!�����E��!��!.�
�������8 �������01�2���9��3��1!������2�����2����21������2�3�7�!�����3�����3�������2��>�����3����2�
1!�������2�� �3�2�����2����21���������!0�04!�����2���������!�0��>�

2.3. Membrana�interna�

��� 0�04!���� 0������3!���� ����!��� ��������� 1!������2� ��5�� �!�3�2� ��� ������ ��1�2� 3��
7 ������2D� 7�27�!�����9�� �E�3���5�.� �!��21�!��� �21���7���� 3��0���4�����2� 3���!�� �� 7 �!�� 3�� ���
0��!�F.�7 2�9����7�2�9��3��0������3!������01�!����9��3��1!������2>�

���0�04!���� ����!������������0J2�3��%?%�1���1N1��3�2�3�7�!����2.��� ������ �����5�3��!�����
1!������D7�27���1�3�� H��� 1�2�� 0J2� 3�� 'D%.� �2� 3���!.� ��!�3�3�!� 3�� %� 1!������� 1�!� %?�
7�27���1�3�2I>����0�04!��������!������2��� ��� ��?$Z�3���������3��1!�������������0������3!��>�
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�2���0�04!�����2�!������� ��7�27���1�3���� 2 ��.���!3����1����H���Q�#I>������!3����1����������B�
J��3�2� �!�2�2� H��0;�0����� ��2� 7�27���1�3�2� 1!�2������ 29��� 3�2� J��3�2� �!�2�2I.� �� 1 �3��
�� 3�!� �� �01�!0��4���F�!� ��� 0�04!���� ����!��>� ��� ����!�!��� 8 �� ��� 0�04!���� �E��!��.� ���
0�04!���� ����!��� ��� ��������� 1�!���2.� ��� 8 �� ��� <���� ����0����� �01�!0��4��� �� ��3�2� ��2�
0��N� ��2.� 1�!� ���8 �� ��3�2� ��2� ����2� ��0��N� ��2� !�8 ��!��� �!��21�!��3�!�2�3��0�04!����
�21���7���2�1�!�����!�!���2���!�3�����0��!�F>��

�

���Q�#D��9!0 ���3�������!3����1���>���2��� ����2�! �� !��3�0N!����;�����8 ����������� ��3�2�� ��!��J��3�2��!�2�2���
3�2���!��2�������5�2>�����3����2�1!����1���2�7 ������2�3�������!3����1�����2�8 ��2���2 �1!�2������������0�04!����
0������3!��������!��.� ����!��������3�3�3����F�0�2�3�����7�27�!�����9���E�3���5�����1�3!����3�2�!!����!�2 �7 ���9��
��!!�21��3�����>� ��!�������2� ��� ��� �������3�� �� �2�! �� !�� 3�� ��!3����1���� 2�� <��� 3�2�!���� ��� � 0�!�2�2�
����!������2�1����9����2�H7 ����D�WikipediaI>�

2.4. Cristae�

��� 0�04!���� ����!��� 2�� ��� ���!�� ��01�!��0����3�� ��� � 0�!�2�2� �!�2��2� �� �!�2���.�
1�!0�����3�� �2�� �E1��3�!� 2 � 2 1�!7����� �01����3�� 2 � ��1���3�3� 1�!�� 1!�3 ��!� �
�>� ��!�
�:�01��.���������2��3��0������3!���3��<���3�.����J!���3�����0�04!��������!����2�������5���2�
0���!�8 �����0�04!�����E��!��!>���������3�3�3���!�2�����2�J�!��������3���������3�0��3��3��
�
���.�1�!������.�3�1��3��3�����1��3���N� ��>�

2.5. Matriz�

���0��!�F��2�����21�����8 �������!!�����0�04!��������!��>���������� ��GGZ�3���������1!�������
3�����0������3!��>����0��!�F��2��01�!������1�!�����1!�3 ���9��3���
����������� 3��3������
��
2����2�.� 8 �� 2�� ��� ���!�� ��� ��� 0�04!���� ����!��>� ��� 0��!�F� ���������  ��� ���5�3��
�������!���9��3����F�0�2� H�01����3�2���� 7 ������2���0�� ����E�3���9��3���1�! 5������J��3�2�
�!�2�2I.�!�4�2�0�2�0������3!����2.��������5�!��2���1��2�3������0������3!����H0����I>��

2.6. Membrana�Mitocondrial�Asociada�a�RE�(MAM)�

�����2���!�� ���0����� �2�! �� !��� ������3��1�!� 2 �1�1��� �!������ ��� ��� 7�2�������� ��� ��!� �� ���
<�0��2��2�2>��	���!����3�� ���21�����0�04!���2��2�� �3�����!�������������0�04!�����E��!��!�
3�� ���0������3!��>� ������2� �01!�2���3�4��� 1�!����.� ��� 8 ��1!�2����� ��2� �<�1�!���2�3�����
H���� �3�2� �������.������E���.=I�8 ������!����� ���<�0��2��2�2�3����.�1�!����04�N��: ����� ��
1�1����������������3������1�1��2�2�0�3�3�3��1�!��2�!N2���������.�0�3���������2�M���F���9��1�!�
����������������H���Q�'I>���2�!���2��1 �2��2�3����2��<�1�!���2�������F�3�2��������2 ���!������
�E�2������� 3�� 0�����20�2� 8 �� !�� ���� ��� �8 ��4!��� ���!�� �2��3�� 1!�@<�0��2�J����� �� 1!�@
�1�1�9����>� ��������0����.� ��� "
��2�� ��4'#� <�� 2�3�� �3����7���3�� ��0�� !�� ��3�!� 3�� ��2�
1!�1��3�3�2�3�����>�
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���0������3!��� �2�J� ��� ��������� �2�!��<�� ���� ��2� 5��2� 3�� 2��!���9�>� ��� 7�!0��0���!���!��.�
�2��2���������2��� !!����������>��2���!���9�����!�������0������3!���<��2�3��!�������0�����
�2����3�� ��0�� 0���!� �:�� 3�� 2�M���F���9�� ��� ��!>� ��� 2�M���F���9�� ��� ����  ����F�� ���
�!��27�!������ 3�� ������� ���!�� ��� �� 0������3!��>� ��� �01�!����9�� �7�������� 3�� ������� ��� ���
0����������2��<�1�!���2�7 ��������2����5��������� 0 ����9��3��1!������2�3�21����3�2������.�
<��<��8 ��2 ��3�����2�� ������2�3���2�!N2������[�1�!��������2�� ���9����5�!2�.��E�2��� ��!J1�3��
7� :��3�23�������2���!��27��!�������0������3!������3 ����3��������1�1��2�2�1�!��2�!N2>���!���!��
1�!��.� ��� 0���4���20�� 0������3!���� 2�� 4���7����� 3��� ���!�0����� 3�� ������� 0�3������  ��
���!�0�����3��1!�3 ���9��3�� ����-����!�5N2�3��1�! 5���.�1�!�� ���2�4!���!������E��2��3��
�������!�2 ������� ���1!�3 ���9��0�2�5��3���21����2�!�����5�2�3���E�������� ���1N!3�3��3���
1���������3��0�04!����0������3!���>���!���������.�����!��21�!���3���������3��������������;��
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4. Función�

���� 3�� ��2� 7 ������2� 0J2� ������3�2� 3�� ��� 0������3!��� �2� 1!�3 ��!� �
�� �� �!�5N2� 3�� ���
!�21�!���9�.� �� �2�� !�� ��!� ��� 0���4���20�� ��� ��!>� 	��� �04�!��.� ��� 0������3!��� ������ ��!�2�
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4.1. Cadena�de�transporte�electrónico�(CTE)�y�fosforilación�oxidativa�

���Cadena�de�Transporte�Electrónico�H�
�I�2�����2�3�!�����1!����1���7 ���9��0������3!���.�
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�[� �� 8 �� 2�� �� 0 ���  ���
�������!���9�����5�3��3��1!�����2��������21���������!0�04!���>�



� � � �

�

� 31��

�

���Q�?>� �28 �0�� 3�� �
�� 8 �� ���2�2��� ��� ?� ��01��:�2� !�21�!���!��2.� ������F�3�2� ��� ��� 0�04!���� ����!��� 3�� ���
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3�27 ���9�� 3�� ��� 0������3!��� �2����3�� ���� ��� ��5�:���0������ H5�!� �1�!��3�� ���!�3 ���9��
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�E�3�3�� �� 1 �3��� ��1��!� �����!���2>� �2��� �01�����  ��� !�3 ���9�� 3�� ��� ����!���9�� 3�� ��	.�
!�3 ��N�3�2���2������2�!N2��E�3���5��H^�������#$$?I>�

4.2. Almacenamiento�de�iones�de�calcio�

����������!���9��3����������������N� ���1 �3��!�� ��!�3�5�!2�2�!��������2.����8 ��2����� ���!��
����3����0 �<�2�1!���2�2�3��2�M���F���9�>����0������3!���1 �3���!��2���!��0�������0�����!�
������.� ����!�4 ���3�� �� ��� <�0��2��2�2� 3�� ��� �N� ��>� ��� <��<�.� ��� !�1�3�F� ���� ��� 8 �� 1 �3��
��1��!� ��� ������� 1�!�� � ���� ��4�!�!��� !J1�3�0����.� <���� 8 �� ��� 0������3!��� ���;�� ��0��
X��019������29����Y�1�!�����������.� ��1!���2��8 ��1 �3���!�!��������3�����������0 ������9��
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5.1. Características�del�genoma�mitocondrial�humano��
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5.2. D�loop�
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��3���2� 3�� ��� 3�4��� <N����� 3�� ���� 2�� ��� ���!��� 2�1�!�3�2� 1�!� ��� ����9�� 3��  ��� ��!��!��
��3����3�����>������!��!����3���������� ���2�� ������� ������3������01��0����!����� ���3��
��2���3���2�1!����1���2���2����01��0�������������.�1!�5����3�����3�21��F�0������3�� �����!��
��3���� ��� �2�� !���9�>� ��2� �@���1� 2�� ��� ���!��� ��� 3���!0���3�2� 2�� ������2.� ���� ���3��
0�����20�2�3��!�1�!���9������1�!�!���04�����9�.�������90�!�2�H������3����0��
@���1I.���
����2�! �� !�2�2�0�@�2��4��2�3���0����>�

?>#>%> �@���1����0������3�!��

��� %AK%�Kasamatsu,� et.al.� 3�2� 4!��!��� 1�!�0��!�2��1��� �����!9�����  �� 7!��0����� ��!��� 3��
0����������!�2���3���2����8 �����0�!���_Displacement�loop’�H���Q�KI>���!�3�3�!�3���A?Z�3��
��2� �5����2�3�� !�1������9��3�� ��� ��3����-� 7�����F��� �� ��2�G$$�14� !��� �4�:��3����-� H!�R�.�
	<���� ��� ��>� %AKCI>� ��2� 1!�3 ���2� ��������2� �!!�2��3�2� 3�� ��� ��3���� -� � 1�!0�������
�2��4���F�3�2� ��� ��� 0��N� ��� ��!� ��!� 1�!�����.� 7�!0��3��  ��� �2�! �� !�� 3�� �!�1��� ��3�����
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5.4. Heridabilidad�del�mtADN�

���0������3!���2��3�5�3��1�!� 7�2�9��4���!���3�� 7�!0��2�0���!��� ���3�5�2�9����� ��!�4����!����.�
1�2�� �� 8 �� �� 3�7�!������ 3�� ��� 4����!��.� ��� 0������3!��� �2� ��1�F� 3�� 7 2����!2�� ���� ��!�2�
0������3!��2>����!�� ����9��3���2���3�5�2�9��3�7��!�����!��� ��!����2>�������0���!���3���N� ��2�
� ��!����2� ����� ��!�2.� ��� �!���0�������� ���3�5�2�9���2�J� ����3����� ������ ��� ��!>���!��:�01��.�
 ��� 2���� 0������3!��� 1 �3�� 3�5�3�!2�� 3�� 7�!0�� 2���!���F�3�� ���� ��� �;����>� ��� 1!���2�� 3��
3�5�2�9����2��!�����9��3�4��2�!�4����!�� ��3��3��7�!0��8 ����3���N� ���<�:��!���4�����0���2�
 ��� 0������3!��>� ��� ��!�2� � ��!����2.� 1�!� �:�01��� ��� 0�0�7�!�2.� ��� 0������3!��� 1 �3��
!�1����!�2 �������3�5�3�!2�����!�1 �2���������2�3�3�2����!�N����2�3������N� ��.�0J2�8 ���2��!�



� � � �

�

� 39��

2���!���F�3������������������ ��!>�� ��3����2�����2�3�3�2����!�N����2�3������N� ���2������5�3�2.�
��� 0������3!��� �!���� �� 2�� 3�5�3�>� ��!� ��� ����!�!��.� 2�� ��2� ����2�3�3�2� 2��� 0���!�2.� ��2�
0������3!��2� 2��� 3�2�! �3�2� �� 2�� ���5��!���� ������5�2>� ��� ��01!��2�9�� 3�� ��� 3��J0����
0������3!���.�3�2�!������0�����4����������!�����1!���2��3��7 2�9����7�2�9�.�<��2�3��!��������3��
���� ����!������2� 0�!7��9����2� 0������3!����2� 8 �� : �����  �� 1�1��� �01�!������ ��� 3�5�!2�2�
1��������2>�

���0������3!��� 2�� <�!�3�� 1�!� 5���0���!��� H"���2.� ����� ��� ��>� %AC$I>� �2� ��� �9����.� ����  ��2�
%$$>$$$� 0��N� ��2� 3�� 0����.� ��� 8 �� �1�!��� ��� ��0��2�� 0���!��� 3�� 0������3!��2� ��� ���
0�0����� 3�� ��� 7�� �3���9�>� ��� 0����� 1���!��� 2�� ���0���� ��� ��� 7�2�� ��01!���� 3�� ���
�04!���N��2�2>���!����8 ����2��2��2�2�0��N� ��2�3��0������1�!��3�2�1�!�����21�!0���F��3��
2��� ���0���3�2� ��� 2�!� !�������3�2� 1�!� 2�M���2� 3��  4�8 �������9�� H	 ��52O�.� ��!���� ��� ��>�
#$$$I.� �� ��� ����;�� ��2�� 1�!���� 8 �� 1�!����1��� ��� ��� ������1�� 3�� ��� 3�2���3�����>� ���
<�!�3�4���3�3�  ��1�!������ 3�:�� 1���� �1�!� ��3�3� �� ��� !���04�����9�� ���N����� 0�3������
3�7�!����2� ����:�2� 3�� ��� 0������3!��>� ��!� �2�� !�F9�� 2�� �!��� 8 �� ��� 0����� 2�� !�1!�3 ���
0�3������7�2�9��4���!��>�

���1!J������� 2������3��!���04�����9��3�����N�����������0�����<����8 ��2��� ���7 �����3��
��7�!0���9��1�!����2��2� 3��2�3�����N�����3��1�4�������2���4���������5�� ��5�.�3�4�3����8 �����
0������2�<�!�3�3����0�� ���;����� ��3�3>����<��<�����!�����9�����!��0�����3��3�7�!����2�
��3�5�3 �2�1 �3��2�!�!�1!�2����3������ ��J!4���������9����>�

5.5. Elevada�tasa��de�mutación�en�mtADN�
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5.6. Mecanismo�de�reparación�de�mtADN�
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6. Mitocondria�y�apoptosis�celular�
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HApoptotic� Protease� Activating� FactorI� �� ��� 1!���21�2�@A.� 7�!0��� ��� X�1�1��2�0�Y>� ���
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7. Mitocondria�y�enfermedades�
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7.1. Clasificación�de�las�enfermedades�mitocondriales�
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B. REGULACIÓN�Y�TRANSCRIPCIÓN�MITOCONDRIAL�
�

1. Transcripción�mitocondrial�

1.1. Unidades�de�la�transcripción�mitocondrial�
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3�� ��� 7�27�!�����9�� �E�3���5�.� #!���2� H%#	� !���� �� %G	� !���I.� �� ##����2>� ��� ����0��
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�.� 1�!��
� !��2�0�������2�2 4 ��3�3�2�3�����01��:�����2����� ���!�����3�2���2�7���3�2�1�!��������0��
� ����!>� ��2� ����2� 3��� 0����� 2�� ��� ���!��� ��! 1�3�2� 3�� 7�!0��0 �� �2�0N�!���� ���!�� ���
��3���� -� Hheavy.� 1�2�3�I� �� ��� ��3���� �� Hlight.� ����!�I.� ���0�3�2� �2�� 1�!� 2 � 3�7�!������ 3��
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%#� 3�� ��2� %'0���2.� #!���2� �� ##����2.� 0����!�2� 8 �� ��� ��3���� �� ��3�7���� 29��� 1�!�� ���
2 4 ��3�3���G�3�����01��:������C�����2�H����!3����3�	�<��F�%ACCI>�

�

���Q%>��!�1�!��9�����!������2.�0���2���!���2�����������0��0������3!����< 0���.�3��3�� ��CGZ����2�2������
����2�HMercer,�et�al.�20011I�

��E�2���� 3�2� !������2� ��� ��3�7������2� H���I� ��� ��� 0����� 8 �� !�� ���� ��� �!��2�!�1��9�� ��
!�1������9�>� ��� !���9�� ��� ��3�7�������0���!� �2� 3��  ��2� %#$$� 14� �� ��0;�0����� 2�� �������
��0�� ��� �@���1� H���Q#I.� ��������� ��2� !������2� 1!�0���!�2� 3�� �!��2�!�1��9�� 1�!�� ��2� 3�2�
��3���2� �� ��� �!����� 3�� !�1������9�� 1�!�� ��� ��3���� -� H�-I>� �3�0J2.� 3�5�!2�2� �2� 3��2� <���
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���Q#>��28 �0��3����@���1�������2�3�7�!����2�1!�0���!�2�H�	�.�-	�%.�-	�#I���2����2�3�� ��9����1!������2�8 ��2��
��� ���!��� ���0����� 3�� 5�!��4!�3�2>� ��2� 7��<�2� ��3����� ��� 3�!����9�� 3�� ��� �!��2�!�1��9�� 1�!�� ��2� ��3���2� 3���
0����>� ��2� 7�!0�2� �5���3�2� ��3����� ��2� 1!������2� ��5�� �!�3�2� ��� ��� �!��2�!�1��9�.� ������ ��������9�� ��0��
��!0�����9��3��N2���HPeralta,�et�al.�2011I>�

1.2. Promotores�para�la�cadena�H:�HSP1�y�HSP2�

��!�������3����-�2��<����3����7���3��3�2�!������2�1!�0���!�2.�-	�%�HHeavy�Strand�Promotor�
1I� �� -	�#� HHeavy� Strand� Promotor� 2I� H���Q#I>� �E�2��� 0 �<�� ����!�5�!2��� ����!��� �� ���
�E�2�������3��-	�#.����8 ������2�7J���0������42�!5�4��������2���2�in�vitro>� �	����04�!��.���2�
�5�3�����2� in� vivo� 2 ���!��� 7 �!��0����� ��� �E�2������� 3��  �� 2�� �3�� 2����� 3�� ��������9��
H�������.� �<!�2����2��� ��� ��>� %AC#I>� � ��2� 1!�0���!�2�-	�%� ��-	�#.� 3�7���3�2�0�3������ ��2�
��2���2� 3�� 1!������9�� �� �S1� nucleasa.� 2�� ��� ���!��� ������F�3�2�0 �� ��!��.� �21����3�2� 1�!�
%$$�14�������!���9���@���1���2����!��2�!���2�������0�20��3�!����9��H��!���.��<�������>�#$$?I>�
��� �!��2�!�1��9�� ������3�� 3�23�� ��� 1!�0���!� � -	�#� 3�� � ��!� ��  �� �!��2�!���� ��01����� 3�� ���
��3���� -� 8 �� ��������� ��� ��7�!0���9�� 1�!�� #� !���2.� %#� 0���	� �� %'� ����2.� ����  ���
7!�� ������#$�5���2�0���!�����!��2�!������1�!��!�3��-	�%>������!�2�8 ������!��2�!�1��9��3�23��
-	�%���!0����3��7�!0��1!�0�� !��!����4�:��3��%G	�!���.��!��2�!�4���3��29���1�!����������.�
������<����#�!���2>�����!��2�!�1��9��������3��3�23��-	�%�1�!����8 ��7�����F����0��!�2 ���3��
3�� ���  ��9�� �21���7���� 3��� 7����!� 3�� ��!0�����9�� 3�� ��� �!��2�!�1��9�� �
���%� H\! 2�.�
��!�2�0<��� ��� ��>� %ACAI>� ��� ��!0�����9�� 3�� ��2� �!��2�!���2� 3�23�� -	�#� <�� 2�3�� 0���2�
�2� 3��3�.� 1�!�� �E�2���  ��� !���9�� !���� ��� �&
.� ���0�3�� -#� ��!����� �� ����� �<�.� 8 �� 2�� <��
1!�1 �2�����0��!���9��3����!0�����9���H��0�2�0 3!�0.�����������>�#$$'I>���������0�����2��
<��� �3����7���3��5�!��2�1!������2�8 ��2�� ������ ���!���9��3����!0�����9��-#�3��!��9�.����!��
����2��
��'>�

1.3. Promotor�para�la�cadena�L:�LSP�

��2��!��2�!���2��!�����3�2�3�23������	����3�7�����1�!�� ���1!�������H��GI��� ����������9��3��
����2>���3�0J2.�2��<���3������3���5����2�3��1����3�������9���������1�2������2�%G$@%C?���.�!���
3�4�:��3�����!���9��1!�0���!���	��3���!��3�����F����3����@���1.��2�3���!.��E�2����1!�3 ���2�3��
 ��� �!��2�!�1��9�� �! ���3�� H���R��F.� �������� ��� ��>� #$$GI>��2� 3��2�3��0�1���3�0 �2�!���
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8 ����2��!��2�!���2�2����! ���3�2���!�3�3�!�3���	������N2��2�2�!5�����0������4�3�!�1�!�����
��������9��3�����!�1������9��3�������3����-���1�!��!�3���-�2�� �3����!��������	��>��3�0J2.��2���
!���9��1!�2����� ����!���1!������9��7!����������2��.�2 ��!���3��8 ����� ��9��3��1!������2���
�2��� !���9�� 1 �3�� ��3 ��!� ��� ��!0�����9�� 3�� ��� �!��2�!�1��9�� H��!��!.� ��1<� ��� ��>I>� �2���
��!0�����9�� 1!�0�� !�� 1 �3�� 2�!� �01�!������ 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3�� ����4�3�!�2� 1�!�� ���
!�1������9�.�1�!���������.�����3����7�����9��3����2�1!������2�8 ��2�� �������@���1�1 �3��2�!� ��
�01�!������<����F��>�

��2� �5����2� 3�� ��!0�����9�� ��04���3�2� ���� ��� ��������9�� ��� ��� -	�%� ������5��� ��  ��
0�����20��3������!���3����������3�3����!��!������0���>��

1.4. Sitio�de�inicio�de�transcripción�LSP/HSP�

��!�� ��� 1!�0���!�-	�%� 2�� 3�7���9� ��� 2����� 3�� ������� 3�� �!��2�!�1��9�� �� 1�!��!� 3��� � ���9��3��
??AW&@%� �� �� 1�!�� -	�#� ��� ��� � ���9��3�� ?G%>� �����!�2� 8 �� 1�!�� �	�� ��� ������� 3�� ���
�!��2�!�1��9�� �2� ��� ��� ��� B$KW&@%� H���Q'I>� �3�0J2� <��� 2�3�� �3����7���3�2� ��2� 2�� �����2�
����2�!��2� 1�!�� ��� ������� 3�� ��� �!��2�!�1��9�>� ��!�� ��� 1!�0���!�-	�%� 2�� �2���9� ��� 2�� ������
2�� �3�����!��@%G���WK�3����������3���!��2�!�1��9�.�0����!�2�8 ��1�!���	���2��3�7���9����!���9��
3��@#C���W%G�H�<������3���������%ACBI>��

�����3��2�� ����������2�!���1�!����� �������3�� ��� �!��2�!�1��9�� ��2�1�2�4���3�7���!� ���!���9��
���2��2��H����������!�3 ���9��3�����!��2��21����2I�H���Q'ID�5’�CANACC(G)CC(A)AAAGAPyA�3’.�
3��3������������3������!��2�!�1��9����� !!��3��G���C��� ���9��3�2�3�21 N2�3��'P>��2���!���9��3��
���2��2��3���������3������!�2��!�1��9��2����!����!�F��1�!� ���!���9��!�����������2���2�2�� �3��
1�!� �����: ����3���3�����2>�

��� 7�!0�� ����!�2����.� ��� 4;28 �3�� 3�� ��!�2� !������2� <�09����2� ��3���� ��� 1!�2������ 3��  ���
2�� ������ ��� �	���.� 0 �� 2�0���!� �� -	�%.� 8 �� 29��� 3�7��!�� ���  �� ��>� ��� ��� ��2�� 3�� -	�%�
1!�2�����  ��� � ������ ��0�� ������� 3�� �!��2�!�1��9�.�0����!�2� 8 �� 1�!�� �	���� 1!�2�����  ���
�3�����>����� ��� 2 ���!��8 ���2���1�2���9���2� �2�������1�!�� ��� !���9��3�� ����!��� H�<������3�
��������%ACBI>�
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���Q'>� H�I� 	�� ������ 3�� ��� !���9�� 3�� ����!��� �@���1� 8 �� ��������� �	�� �� -	�.� ��2� !���J�� ��2� ��3����� !������2�
�01!�2���3�4��2�1�!������������3������!��2�!�1��9�>���2�7���<�2�����	����-	����3��������3�!����9��3������!��2�!�1��9�>�
HI�	�� ������<�09��������!��-	�����	�.��2����0�����!���9���	'>�HChang,�et�al.�1984I>�����2���7�� !���<���.�et�al>�
���0��-	�����!�7�!�!2����-	�%>�

���3���� �42�!5�3��1�!��<���.�et� al>� �2� 8 �� � ��3�� 2�� 3���������� ��� !���9��3�� @G$� �� @%G� ���
-	�%� �E�2���  ��� 0���!� !�3 ���9�� 3�� ��2� �!��2�!���2.� 8 �� 1�!�� ��� ��2�� 3�� �	�>�
	�!1!��3����0������2���!���9��������3���������2�� ������3�� ��9����
�����.�����.�2��1�3!���
!��������!��������<��<��8 ��-	�%�����2�����2��2�4�����
���>�

2. Maquinaria�de�la�transcripción�en�mamífero�

��� ��� �!��2�!�1��9�� ������!�0�2� ���0����2� 8 �� ���;��� 3�� 7�!0�� ��2� �� �!��2.� ��2� ���0����2�
�!��2� <��� 2�3�� 3�2� 4��!��2� 0J2� �����0����>� ���  �� 1!����1��� 2�� 3�7���9� 8 �� 1�!�� ���
�!��2�!�1��9�� �2� ����2�!��D� ���� 1���0�!�2�� 0������3!���� HmtRNAPIH
�!����.� 	�5���� ��� ��>�
%AAKI���1�!� ���0���2� �!�2� 7����!�2�3�� �!��2�!�1��9�D� 7����!�3�� �!��2�!�1��9��0������3!������
HTFAMI� H��2<�!� ��3� �������� %ACCI.� 7����!�2� 3�� �!��2�!�1��9�� � HTFB1M&TFB2MI�
H���O��4�!�.� "�21�!�� ��� ��>� #$$#I� 1�!�� ��� ������.� �� ��� 7����!� 0������3!���� 3�� ��!0�����9��
HmTERFI�1�!�������!0�����9��H��!���3�F@	��5�.���!����F@�F�!��������>�%AAKI>�

#>%> ����1���0�!�2��0������3!����H0�����I�

������5�0�����!��������3����������1���0�!�2��3���4����!�97����
K�H���1���
KI>�	����04�!���
���1���
K�1 �3�� ������!� ��� �!��2�!�1��9��1�!������2���.�0����!�2�8 �� ���0������!�8 ��!��3��
��2� 7����!�2� 
���� �� 
�#�� 1�!�� ���  ��9�� �� �1�!� !�� 3��� 1!�0���!� 3�� ���>� 
���� �2�  ���
�4 �3�����1!�������8 �� �����3�4������2�� ������1!�0���!��3������3��%?@B$14�!����!!�4��3���
2�����3���������3������!��2�!�1��9�.����2��0 ������!��� ����9��3������0��������
�#����1!�0���!>�
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�#���2�2��������0������3 !���������1�!� !��HmeltingI�3���1!�0���!������!������2���������5��
3��0������1�!������!�������!��������1!�0�!��4�2��3���<�4!�3�����@���>��

��������0����� 2�� <�� 1 4����3�� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� ��� 0������ < 0���� ��  ���
!�2�� ��9��3��#>?�b�8 ��1�!0���������3�!� ��2�3�7�!�����2� 7 ��������2����!��0�������������
3��4����!�97����
K����!�5N2�3����2�3�7�!�������2�! �� !���2�H������.�	���� 4������>I�H���QBI>����
�2�! �� !��0 �2�!�D��

� ��� 3�0����� ����������� ��!4�E���!0����� ����2�!��� 1�!�� ������F�!� ��� ����!1�!���9�� 3��
� ���9��3�2>��2���3�0�����������������2�2�0���!���������1���
K>�

� ���3�0������0���@��!0�����H�
�I�8 ��!�0���0�����2��1�!�������3�0�����3�� ��9�����
1!�0���!�3������1���
K>�

� ��� ��5�3�2�� 3�0����� Xpentatricopeptide� repeatY� � H���� 3�0���I� �2�  �� 3�0�����
<������3���8 �������������������
��0�3������ �����O�!�!�������1!�����2.�1!J�����0�����
������>��2���3�0��������2�2������� �5��c@<N����2.�3������ ���2�B����2����3��#�3�0����2�
���>� ��2� 3�0����2� ���� 2��� ��1���� 3�� 1!������2� 3�� 1�����2� �� 0������3!��2>� ��2�
1!������2� 8 �� 1!�2������ 3�0����2� ���� 2�� ��� ���!��� ��5�� �!�3�2� ��� ���
1!���2�0������3�����>�

� �����E���2�9���@��!0�����7��E�4����

��� �2�! �� !�� 3�� 0������ ������ ��� 7�!0�� 3��  ��� 0���� 3�!��<�� ���� ��2� 2 43�0����2�
��!!�21��3�����2� �� ��� 1��0�.� 3�3�2� �� 1 ���!.� ��!����!�2����2� 3�� ��� 7�0����� 1���� 3�� ��2�
� ������3��� �!��27�!�2�2.� 3��3�� ��� 1��0�� �� 3�3�2� ��!!�21��3��� ���� ��� 3�0����� �@��!0�����
H�
�I.�8 ��2����� ���!��0 �����2�!5�3�>����1 ���!�1!�2��������3�0������@��!0�������������>�
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���QB>�H�I��2�! �� !���!�2�����!J7����3��0�����>�HI���1!�2������9���!J7����3����2�3�7�!����2�3�0����2�1!�2����2�
���0��������
K����>���!��0�����.����0�!!9��2��0 �2�!�����!���9���@��!0�����7��E�4��.�����F �����3�0��������>�
����!�2����!��2��0 �2�!�����3�0������0���@��!0����.����7�!0��3��1 ���!.�8 ������������������1�3��!�������0������
3��F���2��
������<�!8 ���������!�������>�����!�2��2� !��2��0 �2�!�����3�0������@��!0����>�H������.�et�al>I�

���3�0����������2�� �2�!����!�������������1�3��!�������0������3��F���2�!���2����_�
P.�8 �� ���
��� ���� ��� ��� ��2�� 3�� ���1��� 
K.� ��� 8 �� 1!�4�4��0����� �E1����!��� ��� ����2�3�3� 3��� 7����!�

����3 !�������� ��9�����1!�0���!>�����<��<�.����2 2��� ��9��3���!�2�3 �����2�!5�3���!��������
_���1�3��!�������0�����P.�������E1�2���9��3���2������1�1�!�3������9��3�����1�!����@��!0�����3��
0�����.����1!�2���������;���7������������!��2�!�1��9�>��

��!���!��1�!��.����3�0������
�������<�!8 ���������!�������.�8 ��1!�5���������1�!� !��3�������
��� ���1��� 
K.� �2�J�� !�1�2������3�2.� �E1�����3�� �2�� ��� ����2�3�3� 3�� 
�#�� 3 !����� ���
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2.3. mTERF�y�la�terminación�de�la�transcripción�
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5. Relación� entre� la� formación� de� encebadores� para� la� replicación� y� la� transcripción�
de�LSP�
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���2�!5�3�2�2�� �3�2����!���	�����->��2��2��!�2����0����2�2������0�3�2�Xconserved�sequence�
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0����� H	<�3��� ��3� �������� %AAKI>� � ��� ����!��.� ��� 0���!��� 3�� ��2� �!��2�!���2� 7�����F��� ���
�!��2�!�1��9��<�2������7�����3��2 �����0��3�>�����42�����.��E�2�����5�3�����2�3�� ��7��90����
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��� 2�� ������ ���2�!5�3�� < 0���� �	��� ������  ��� ������ 3� 3�� %G14.� 3��3�� %?� 2��� "�� ����
��3�2� ��2� � �����2� 2�� �3�2� ���  ��� ��3���>� ��� ���� 2������F�3�� �� 1�!��!� 3�� �	�� ��������� ��2�
� �����2.����2���<��<������!�4 �����7�5�!���!�����2��4���3�3�3������2�! �� !��<�4!�3�����@�����
����	���HL ���3���������%AAGI>�����2��4���F���9��3���<�4!�3�����&������0�3����0�����!���
�!!�4��3����-�1 �3�����!�0����!����1!�4�4���3�3�3����������9��3�����!�1������9�>��2���1 �3��2�!�
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�������������>�#$$GI>�
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��������0����� 2�� <�� 3�0�2�!�3�� 8 �� ��� 1!���2�� 3�� ��!0�����9�� 1!�0�� !�� 3�� ���
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3������!��2�!�1��9��1!�0�� !�.���2�0 �����2�����	������2�����0��������7�!0���9��3��1!�3 ���2�
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et�al.�2006I�
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6. Transcripción�mitocondrial�en�levadura�

���0�����3��S.cerevisiae�HCG�\4I������� ����!����F���9����01��:�������4 �3����2�F���2����
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��������9�.� 1�!�� �2� ��4�!�3�� � ��3�� �01��F�� ��� ���1�� 3�� ��������9�>� ���B%1� �2�  ��� ����
1���0�!�2��3��2 4 ��3�3.�8 ����01�!���2�0���� 3�3��2�� ������������2�1���0�!�2�2�
K���
'�3��
4����!�97���2>� � �8 �� ���B%� 1 �3�� ������!� ��� �!��2�!�1��9�� ��� 2������5�0����� �� 1�!��!� 3��
����2���N����2.� ����21���7���3�3�3��� 7����!��
�%1��2�����2�!���1�!����� !�������0������3�� ���
2�� ������ 1!�0���!�� �� ��� ��������9�� 2������5�� H^��O���.� \����!� ��� ��>� %AC?I>� ��� 7�!0��
����!�2����.� ���B%1� 0�3������ 2 � ����!����9�� ���� ��2� 1!�0���!�2� 0������3!����2� �� ��2�
� ���92�3�2� �!�7�27���2.� 1 �3�� ��� �!� ��0�� 2��2�!� 1�!�� ��� 3�21���4���3�3� 3�� �
�>� ���
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7. Sistema�de�traducción�en�mitocondria�

���2����2�2�3����2�%'�1!������2���3�7���3�2����0������2����5�3������4��1�!� ��0�����20��3��
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C. FACTOR�DE�TRANSCRIPCIÓN�MITOCONDRIAL�HUMANO�A,�
TFAM�

�

��� 7����!� 3�� �!��2�!�1��9��0������3!���� < 0���� �.� 
���.� �2� ��� 1!������� �4:���� 3�� � �2�!��
�2� 3��>��������� ���9��2��3������!J���� ���3����2���!����!�2����2�3���2���1!������>�

1. Introducción�

��� 1!�0�!� 7����!� 3�� 3�� �!��2�!�1��9�� �3����7���3�� ��� �N� ��2� 3�� 0�0�7�!�� 7 �� ��� 7����!� 3��
�!��2�!�1��9��0������3!������< 0���.�
���.�H��2<�!���3���������%ACCI>� ������2��0������3���
���� 8 �� ��3�7���� 1�!�� 
���� !�5��9� 8 �� �2�  �� 0��04!�� 3�� ��� 7�0����� 3�� 1!������2� high�
mobility�group� H-�"I� H��!�2�� ��3� �������� %AA%I.� � 8 �� ���7��!��� �� 
���� ��2� 1!�1��3�3�2�
1�!�� � !5�!� �� � 4!�!� ������>� ��2�3�0����2�-�"4�E�1!�2������ ����2�! �� !�� �01���0�����
���2�!5�3��3��3���!�2�<N����2���1<��2����� ���!��1����3�2����7�!0��3���>�


���� 2�� ��� ���!�� ��5�� �!�3�� ��� 5�!��2� 1!���2�2� !��������3�2� ���� ��� ���� ��0��
�!��2�!�1��9�.� !�1������9�� �� 0������0������ 3��� ���� 0������3!���� � H
<�0�2� ��3� 
!�5�!2�
#$$%I>����������3������2 ���1���3�3�1�!������5�!�����!��2�!�1��9�.�
����1 �3�� ��!�3��7�!0��
�21���7�����������!����!!�4��3���	����-	�%.� ��0��2��1 3�� ��01!�4�!�0�3��������2���2�3��
footprint� H��2<�!.�
�11�!� ��� ��>� %ACKI>� ��� �2��2� 1!�0���!�2.� ��� 2�����3�� ��9��1�!��
����2��
��� ���!�� 2�� �3��!����!!�4�� �3��� 2�����3�� ������ H@%#��� @'A14I>���!����2�!�8 �� ���3�2�������3��
%$14����!�����!���9��3�7���3��1�!������������3������!��2�!�1��9�������!���9��3�� ��9��1�!��
����
�2� �!������ 1�!�� ��� �!��2�!�1��9�� H�<���.� -�E2��� ��� ��>� %ACGI>� ��� 2�� �3�� 2����� 3�� ������� 3��
�!��2�!�1��9�.� -	�#.� 1!�2�����  ��� 2�� ������ 3�� %?� 14� 2�0���!� �� ��� ���2�!5�3�� ��� ��2� ��!�2�
1!�0���!�2.�1�!���1�!����0��������1!�2�����2�����3�� ��9��1�!��
����!����!!�4�>�


�����2� ���1!�������3��#BG��0���J��3�2� H#B>B�O��I���3�7���3���� 2������F�3���������;����.�
8 �� �2� 1�2��!��!0����� �!��2����3�� �� 0������3!��� �!����2� �� ��� 1!�2������ 3��  ��� !���9�� �@
��!0����.� ���0�3�� ��	� Hmitochondrial� leader� sequenceI� 8 �� 1!�2����� ��� 1!�1��3�3�2�
����2�!��2� 1�!�� �01�!��!� ��� 1!������� <�2��� ��� 0J�!�F� 3�� ��� 0������3!��.� ���� ���3�� ��!��2�
1�2���5�2� ��7�!0�0�����3�2�!�4 �3�2��2����0��1���������2�<N����2��07�1J����2>�H���Q�%I>��

��� ��J��2�2� 3�� ��� 2�� ������ 1�1��3���� !�5���� 3�2� !������2� ���2�!5�3�2� 8 �� 7 �!��� 3�2�!���2�
��0�� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� ��� �J�3�0.� �� � �8 �� ��� 2�� �3�� 3�0����� �2� 0J2� 3�5�!�����.�
N2��2� 1!�2������  �� #GZ� 3�� �3����3�3� �� 'GZ� 3�� 2�0���� 3� ���4��� ��3��  ��� H1�!0�����3��
�21����2IH��!�2����3���������%AA%I>����K$Z�3�� ���1!��������2�J���01 �2���1�!� ��2�3�0����2�
-�"4�E.����� ���<����1��2�!�������!���5������7 ��������3���2��2�3�0����2�1�!��
���>���0��
0J2� �3������� 2�� 3������!J.� �E�2���� 3�2� ��1�2� 1!����1���2� 3�� 1!������2� -�"� ��� 7 ���9�� 3���
�;0�!��3��-�"4�E���2 ���1���3�3�3�� ��9���������3�� 7�!0���21���7������ ���21���7���>�� ��
��!�2��et�al>.�8 ����2��42�!5�!������!�����9���E�2���������!����2�3�0����2�-�"4�E�3��
�������
-�"4�E�3���7����!�< 0����� ����!�3���!��2�!�1��9�.����HUpstream�Binding�FactorI.�1!�������
< 0����������3��1�!�2�!��01�!������1�!������!��2�!�1��9���������;����>�
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� �8 �� ��� ��0�M�� 3�� ��� < 0���� H<��I� �� 
���� 2��� 3�21�!� HAK� O��� �� #?� O��.�
!�21����5�0����I.�2 �2�0���� 3����� �������2�� ������1!�0�!���3���0���J��3�2��2� ��3 3�4��>�
��� 1!�0�!�� -�"4�E� 3�� 
���� �2� 0 �<�� 0J2� 2�0���!� �� ��� 1!�0�!�� -�"4�E� 3�� <��>� 	���
�04�!��.����2�� �3��-�"4�E�3��
�����2�2�0���!������2�� �3��3��<��.�2���3���04�2�0 �<��
0J2���!��2���3�5�!�����2�8 ����!����1��3��-�"4�E�H��!�2����3���������%AA%I>�

�� 1�!��!� 3�� ��� �2�! �� !�� 1!�0�!��� 3�� ��� 1!������� 2�� 1!�3�:�� ��� �E�2������� 3��  ��� 2�� ������
���O�!����!����2�3�2�3�0����2�-�"4�E�.����� ���;0�!��3��!�2�3 �2�����!���1�2���5��2�0���!���
��� ����� �@��!0����>� ��� ����� �@��!0����� <�� 2�3�� 3�2�!���� ��0�� �!������ 1�!�� ��� !�������0������
�21���7����3��2�� �����.��2����0��1�!�� ����7������������5���9��3������!��2�!�1��9��H���!��<�.�
	<�3��������>�%AA?I>�

�

�

���Q�%>���1!�2������9��3����2�3�7�!����2�3�0����2�3��
���>���!��:��1�!�����1!�0�!�3�0�����-�"4�E�H-�"%I�����
2 2� �!�2� <N����2� �� ��� 5�!3�� 1�!�� ��� 2�� �3��3�0�����-�"4�E� H-�"#I>� ���!�� ��2� 3�2� 3�0����2� 2�� ��� ���!��  ��
���O�!� H��� �0�!����I.� �� 7����0�����  �� ����� �@��!0����� H��� �!�2I>� ��� ��� !���9���@��!0����� 2�� ��� ���!����	.� 1�!��
�!��2����!� ��� 1!������� �� 0������3!��>� ��� 3���0�����9�� 3�� ��2� 3�0����2� 2�� <�� <��<�� ��� 4�2�� �� ��� �2�! �� !��
�!�3�0��2������HRubio�Cosials,�et�al.I>�

2. Descubrimiento�de�TFAM�


���� 7 �� 1!�0�!�� 3�7���3�� ��0�� 7����!� 3�� �!��2�!�1��9�� 0������3!���� %� H��7%I.� ����2�!���
1�!�� ��� !�������0������ in� vitro� 3�� ��2� 3�2� 1!����1���2� 1!�0���!�2� ���0������3!��� < 0���>�
��2��!��!0����� 2�� 3�2� 4!�9� 8 �� 1!�2����4�� ��� ��1���3�3� 3��  ��!� 2�� �����2� 3�� ���� 3��
7�!0�����21���7����H��2<�!���3���������%ACCI>��3�0J2.�2��3�����9� ��1��!9��3��0��!���9������
���1!�2������3��0;���1��2�4��3�2����� 0����!����!�����3��
����1�!����.����� ���!�1!�2����4��
��01��:�2�
���&��������3�7�!������2��8 ��0��!��>�

�������0����.� ��� ��5�2������9�� ����!��� 
���� 2�� 7�����F9� ��� ��� 1�1��� ��0�� 7����!� 3��
�!��2�!�1��9��0������3!���>� ��� ��01�!���9�� 3�� ��2� 2�� �����2� 1�!�� �	�� �� -	�� 2 ���!�� 8 ��

����1 �3��7 ������!�3��7�!0����3�1��3�������� ����!�������9��H��2<�!.�
�11�!������>�%ACKI>�
��3��������2���2�3���7���3�3�2���42�!59�8 �������01��:��
���&�	���!��0J2��2��4���8 ��1�!��
�����2��
���&-	�.�� ��3��2��!����F�4�����2���2�3����01�����9������ ���2�� ������!��3�0>�
�3�0J2�1�!�����!����F���9��3���E1�!�0����2�3���!��2�!�1��9��in�vitro��!������2�!��� ���0���!�
�����3�3�3��
����1�!���2��0 ��!��	��8 ��1�!��-	�.����2���2�� !�0�����������0 �<��8 ��5�!�
���� ���3�7�!������ 7 ��������3���04�2�1!�0���!�2� in�vivo>���2�!�2 ���3�2� in�vitro� 2 ��!�������
�������2� 8 �� ��� �������!���9�� 3�� 
���� 1�3��� !�� ��!� ��� 2������9�� 3��� 1!�0���!� 3��3�� ���
�����3�3�3��
�����2��01�!������1�!��!�� ��!��!��2�!�1��9�&!�� ����9��3���0����>�
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����42�����.����%ACK���2<�!.�et�al>�����2����4��� ����01������9��7 ���������� �����1���3�3�3��

����3�� ��!����21���7���0����������.�2����8 �����3�2� 2�9��2�4!���2����21�����2����0���4�����
!�7��E����!�2�4!�������1���3�3�3����� ��2�1!������2�3�� ��9���21���7������ ��!�����3��7�!0��
���21���7���� 1�!�� !�� ��!� ���  ��9�� 3�� 3���!0���3�2� ����5�3�!�2� �� !�1!�2�!�2� ��  ��!2�� ��
3���!0���3�2�!������2�3�������0�>�

3. Isoforma�de�TFAM�y�modificaciones�post�traduccionales�

3.1. Isoforma�

�������3��
����H���K$%AI�2���E1��3�� ��2�%$�\4������2�2������K��E���2������������!���2>�	��
<���3����7���3�� ����2�7�!0������!����5��3��
���� in�vivo�8 ����!!�21��3�������3������9��3���
�E��?� ������3�� ��0�� 
���@g�E��?� H
�0�����.� -���2<�� ��� ��>� %AA'I>� 
���@g�E��?� �2�
1!�3 ����3�� ���1�8 �M��3������9����� ���1�8 �M��!���9��3��'#��0���J��3�2�3�����-�"4�E#�
3��
���>�� �8 �����2���������7 ���9��in�vivo�1�!��
���@g�E��?.�����E1�!�0����2�in�vitro�2��
1 3�����2����!�8 ���2����2�7�!0���2�����1�F�3�����5�!�����4������!��2�!�1��9��H���!��<�.�	<�3���
��� ��>� %AA?I.� 1�!�� 1!�2�����  ��� 3N4��� 1!������9�� �� DNasaI� ��� ��� 0���3� 3��� 2����� �	�� 0J2�
1!�E�0��� ��� 2����� 3�� ������� 3�� ��� �!��2�!�1��9�>� 
���@g�E��?� !������� ��� <�4���3�3� 3��  ��9��
���21���7���������>��

�2��� �2�7�!0�� �2� 2�0���!� �� ��� �2�7�!0�� �E�2������ 3�� ��.� 7����!� 3�� �!��2�!�1��9�� 1�!�� ����
1���0�!�2���H�h��<����.�!��3��������>�%AA%I>���0��
���.����1!�2�����0;���1��2�-�"4�E�
�� ���������@��!0����>�	����04�!��.���������!�!���3��
����3��3�����������2�4J2���.���������2��
3�� ��� ��� ����� �2� ���3���� �� 2�� �!��� 8 �� ����!�������� ���� -�"4�E%� 3�� ���0�3 ���3�� 2 �
��1���3�3�3�� ��9�������.����5�F�3���2��4���F�!�2 � ��9�>��E�2��� ���7�!0������!����5��3����.�
��#.�1!�2�����in�vivo���3��3�����2�� �3��-�"4�E�<��!�2 ���3��1�!����0�����3���������3�>�
��� �2�7�!0�� ��#� ��� 1!�2����� <�4���3�3� 1�!�� ����5�!� ��� �!��2�!�1��9�� in� vivo>� 
����� 
����
��0�����1!�2������ ���1N!3�3��3����� 7 ���9���!��2�!�1�������� ��3��2��3���������� ���3��
��2� �E���2� 1�!� splicing� ����!����5�.� �2��� 1N!3�3�� 1�!���� �7����!� ��� ��1���3�3� 3�� !�� ��!� ���
 ��9�������>�� �8 �����1�1���3����#���
���@g�E���?�1�!���� 2�!�3�2������3�� in� vivo.� �2�
1�2�4���8 ��N2��2� 7�!0�2���!��2�3��1!�������0 �2�!���7 ������2�3�� ��9�������!�2�2����2�3���
����0��� ����!���0������3!���>�

3.2. Modificación�pos�traduccional:�acetilación�de�TFAM�

������������9��3����2��! 1�2�i@�0����3����2�����2� ����01�!������0�3�7�����9��!�5�!2�4���8 ��
1�!0����!�� ��!�����E1!�2�9���N����>����1�!��� ��!�����;����.�������������9��3��<�2����2�����5��
����E1!�2�9���N�����1!�4�4��0����3�4�3��������� �!���F���9��3��1�!���3�������!���1�2���5��3��
��2� <�2����2� �01�����3��  ��� !�3 ���9�� 3�� ��2� ����!�������2� <�2����@���� �� <�2����@<�2����>�
�����1!�5�������3�2�2��4���F���9��3������2�! �� !��3���� ����2�0����1�!0�����������2�4���3�3�3��
7����!�2� 3�� �!��2�!�1��9�� ��� ����0�>� � �8 �� ��� ���������9�� 7 �� 3�7���3�� 1�!�� ��2� <�2����2�
�E�2��� ����!����������2���3��1!������@���<�2����2.���2�� ���2�: ����� ��1�1���������!�� ����9��
3�� ��� �!��2�!�1��9���� ���1!���7�!���9����� ��!>����1�!��� ��!�-�"%�����!�2�1!������2�-�"4�E�
2����������3�2>��
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��!�� ��� 1!������� 3�� �;����� -�"%.� �2��2� 0�3�7��������2� 1�2�@�!�3 ��������2� �� !!��� ��� ��2�
��2����2�� �3�2������2�1�2������2�#���%%�������!���9���@��!0�����3��-�"%�H	��!��!.���3���������>�
%AKCI>� ��� �7���3�3� 3��  ��9�� 3�� ��� 1!������� �������3�� �2� 2����7�����5�0����� 0���!� 1�!��
�2�! �� !�2�3������3�2��!2����3�2�H������21������3�I���four�way�juntion�H��!���5�.���2<�5��
�����>�#$$%I>�


����3��<���3��3��!����2����� ���!���������3����� ��;�����!�2�3 ��3����2�������2������������9��
���5�!���3��7�!0��2 42����������������3�3�H����!3�.�� 2����������>�#$$'I>�	��<��2 ��!�3��8 �����
���������9��3��
����1�3!���!�� ��!� ��� ��9��3�� ���1!�������������.����7�!0���9��3���������
����!�������2�3��
����������!�2�1!������2�3�����0�8 ���!���3���!��2�!�1��9����!�1������9��3��
0����>�

3.3. Modificación�pos�traduccional:�fosforilación�de�TFAM�

�2� ����!�2����� ����!� 8 �� �E�2���� 3�5�!2�2� 2����2� 1�2�4��2� 3�� 7�27�!�����9�� 1�!�� ��� F����
��3�7�������3��
����H�<�.�-�������>�%AACI�8 ��7 �!���1 4����3�2�1�!�������2��3�� ���1!�������
<�09����� ��� 	>cerevisiae.� ��#1.� 3��3�� ��� 7�27�!�����9�� 1!�5���3�� 1�!� �2��0 ��2� �E��!��2�
1!�5���� ���1N!3�3��3���7���3�3������>�	��<��1!�3��<��3�7�!����2�1 ���2�3��7�27�!�����9��1�!��

����< 0���.����4�2������2�1 ���2��E�2�����2����2 �<�09�����H���Q�#I>�

�

���Q�#>�������0������3�����2�� ������1!�������1�!��
�������< 0���.�!������!��9�>������2��!�2��2�2��0 �2�!�����2�
F���2�3��1�2�4���7�27�!�����9�.�0����!�2�8 ����2���:�2���3�������2�3�2�3�0����2�-�"4�E>���2���:�2���3�������2�3�2�
3�0����2�-�"4�E�HCho,�et�al.�1998I�

4. TFAM�y�la�curvatura�del�ADN�

�����3�21 N2�3��2 �3�2� 4!�0������7 ��1�2�4�����!����!�F�!� ���3����2���!����!�2����2�4J2���2�
3��
����1�!�� ���5�!�����4��2 �7 ���9��3��7����!�3�� ��������9��3�� ��� �!��2�!�1��9����1!�������
��5�� �!�3���������01�8 ���0������3������.�8 ��2�!���2 ���1���3�3�1�!��3�4��!�����!����!����
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���� H��2<�!.� ��2�R2O�� ��� ��>� %AA#I>� ��3������ �2� 3��2� ���� ���� ��!� ��!� !���:�3�� ��
��1��2�0�!�2�.� 2�� 3�0�2�!9� 8 �� 
���� �!�� ��1�F� 3�� ���!�3 ��!� 5 ����2� 3�� 2 1�!<N����� ��
2 1�!�!����0������������5�>��2�����1���3�3�3�����!�3 ��!�2 1�!��!����0������������5��1�!����
�2��!� �01���0����� ����3�� ���� ��� <��<�� 8 �� 
���� �2�  �� ����5�3�!� �!��2�!�1������.� 8 ��
7!�� ����0�����1!�5�����1�!� !4������2����7�!0��������2��������2�! �� !��3���������0�����
���!�3 ���9�� 3�� 5 ����2� 3�� <N����� ������5�2� 8 �� 1!�0 �5���  �� 3�2��!����0������ ������ �� ���
�1�!� !��3������>�

��3�0J2�0�3������ ��2���2� 3�� 1�!0 ����9�� ��!� ��!� ��2<�!� et� al>.� ���2����!��� ��� ����!���9��
���7�!0�������� 8 �� 
���� ��3 ��� ��� ��2� 1!�0���!�2� -	�� �� �	�� 3�21 N2� 3�� 2 �  ��9��
�21���7���.�0�3������ ��� ���!�3 ���9��1 ���2�3��� !5�� !��������0����>�
�04�N���42�!5�!���
8 �����3�4��0������3����������!�8 �!��� ��� ��9���2��4�����2 ��3�����04�N�����2�� �����2�
����!��� ���21���7���2>� ��!� ��� �����.� ��2<�!� et� al>� 7 �!��� ��2� 1!�0�!�2� ��� 3�2����!� ���  ��9��
�21���7����3���3�4��0������3������>�

��3����������4�:�����3������2�3�������5�����2��!����F9����0�3�3��3����;0�!��3���5����2�3��
 ��9����3�5�3 ���2.�3��3����� ��9��3��
������3 ����3�4��0�����2�3�������3��%$$j#$e���� ���
��!��� 3�2������� H\� 70��.� � !�2��� ��� ��>� #$$KI� H���Q�'I>� �2��2� 0�3��3�2� 3�7��!��� 3�� ���
�42�!5�3�������� ��2��3����#1�0�3�������������0�3�� tapping� H�!�33��.�\��!�������>�#$$BI�
8 �� �!��� 3��  ��2� KCe>� ���� 3���� �� 3�2����!� �!�� ��� 1!�2������ 3�� 1!������� ��� ��� 4�2�� 3��
�2�! �� !�2���1�����1���k>��

�

���Q�'>��0J����2�3������������3������2�3�����5�3��5����.�3��3��2��1 �3���42�!5�!������01������9��3���������2 2�
�21����2� ����!0�3��2>���� �0�����0 �2�!�� ��� 7�!0���9��3�� ���12���4�:���� 1���9��3��
���.� ��2� 7���<�2� ��3����� ���
1!�2������3��
����������4�2��3����2��2�! �� !�2���1��k>�������1�����3�!��<��2��0 �2�!�� ���28 �0��3������ ��9��3��

����������.���2�1 ���2�!�1!�2��������
����HKaufman,�et�al>I>�

5. TFAM�y�su�unión�al�ADN�


����1!�2��������1!�1��3�3�3�� ��!�����3��7�!0���21���7���������21���7���>��2�����1���3�3�3��
 ��!����������2����2��21���7���2�3���������0����!������2����21���7���2����<����;�����3���!��3��
��� 7�0�����3��1!������2�-�">��3�0J2.�
����1!�2����� �����1���3�3�3�� ��!�����!�2���1�2�3��
���.���0������3�M�3��������21���������<�!8 ����2�3��!���04�����9�>�
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5.1. TFAM:�unión�específica�de�secuencia�(LSP,HSP1)�

��0��2��<����0����3������!��!0����.�
����1�!����1���������������3���!��2�!�1��9��0�3������
2 � ��9���21���7������!������2�!����!!�4��3����2�F���2�1!�0���!�2�1�!������!��2�!�1��9�.��	����
-	�%�H���Q�BI>��

�
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6. HMGbox�
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6.1. Clasificación�HMGbox�
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6.2. Características�estructurales�de�dominios�HMGbox�
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6.3. HMGbox�inducen�curvatura�en�el�ADN�
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6.4. Secuencias�putativas�de�unión�HMGbox�
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7. Funciones�de�TFAM�
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7.2. Inicio�de�la�transcripción�y�especificidad�de�secuencia�
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7.3. TFAM�y�síntesis�de�encebadores�para�la�replicación�
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8.2. Unión�a�TFB2M��
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9.1. Proteasa�Lon�
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9.2. Proteína�supresora�tumoral:�p53�
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10.TFAM�en�otros�organismos�

10.1. TFAM�en�Saccharomyces�cerevisiae�(ABF2p)�
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10.2. TFAM�en�Caenorhabditis�elegans��(HMG�5�o�ce�TFAM)�
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10.3. TFAM��en�Xenopus�laevis�(xl�TFAM)�
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11.TFAM�y�su�relación�en�enfermedades�
�
11.1. TFAM�y�estrés�oxidativo�
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11.2. TFAM�y�diabetes�
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���� �.� 1�!� ��� �����.�  ��� !�3 ���9�� 3��� �;0�!�� 3�� ��1��2� 3��� 0����>� +�
!�����������2��� !�3 ���9�� ��������;0�!��3�� ��1��2�3��0��������� ���<��<��8 �� �N� ��2� ����
3�20�� ��9�� 3�� 0����� �� 3�1����9�� 0 �2�!��� 1!�4��0�2� ��� ��� 0���4���20�� 3�� ��� �� ��2��
1!�5����3�� ���2��� 2�3��4N�����H�<��.�\�0������>�#$$%I>�
�

11.3. TFAM�y�obesidad�
��0�� 2�� <�� ��0����3�� ����!��!0����.� 
���� �2�  ��� 1!������� ��3�7���3�� ��� ��� �;����>� ���
3�20�� ��9�� 3�� ��� �E1!�2�9�� 3�� 1!������2� 0������3!����2� ��3�7���3�2� ��� �;����� <�� 2�3��
!��������3�� ���� ��� 3�2�!!����� 3�� �4�2�3�3� ��� !��9�.� 2 ��!���3�� 8 �� 5�!�����2� ���N����2� 3��

���� 1 �3��� ��7� �����!� ��� 4���N��2�2� 0������3!���� �.� ��� ���2�� �����.� �7����!� ���
0���4���20�����!�N��������2��0 ��!� ���3�1�2���9��3��� �!1�2��!�2�2>�-���2�3�� �3����7���3�2�
3�2�1���0�!7�20�2��H	��2.�single�nucleotide�polymorphismsI�������!���9��1!�0���!��4�5����3��

���>� ��� 1!�2������ 3�� �2��2� 	��2� 1 �3�� ������5�!� �� ��� ��������&1N!3�3�� 3�� 2��2� 2����2�
1 ����5�2� 3��  ��9�� 3�� 7����!�2� 3�� �!��2�!�1��9�� ����3�2� ��� 0���4���20�� ���!�N����� H1�!�
�:�01��.����@%I>������ 2 ���!��8 ��������� tfam� : ���� ��1�1��� �01�!������������0���4���20��
��1�3������8 �FJ2��2� �� �01�!�������������3�3����1�!��3���!0���!� ����4�2�3�3����0�0�7�!�2�
Hf<�< �.#$$?I>�
�

11.4. TFAM�y�cáncer�
%%>B>%> 
��������!�1��2�����!���J���!�


���� <�� 2�3�� ������F�3�� ��� �;����� 3�� �N� ��2� �����!�����2� 3�21 N2� 3��� �!���0������ ����
���!��2� 3!���2>� � �8 �� �;�� ��� �2�J� ���!�� 8 N� 1�1��� ������ ��� ������F���9�� � ����!� 3�� 
���.�
1�3!��� 2�!� 8 �� 
���� �7!���� ���;�� ��1�� 3�� ����1!������9�� 7!����� �� �!���0�����2�
8 �0����!�1N ����2>� ��2� O<.� et� al>� 3�7������ �2��� ��04��� 3�� ������F���9�� ��0��  �� 1�2�4���
�7�����3��Xdistribución�eclípticaY.�7��90����������8 ���E�2��� ���3�2�!�4 ��9���!!�� ��!�3�� ���
3���!0���3��1!����������!��3�2���0J2���01�!��0����2���� ��!�2.�3��3������� 0 ����9��3�����
1!���������� ����01�!��0�������01�3��2 �3������9�������!��H��2� O<.�	<�O����O�������>�#$$KI>�
�

%%>B>#> �J���!�����!������1�!����2��4���3�3����0��!�2��N�����
��� �J���!� ����!������ H���I� 2�� 1 �3�� 0�2�!�!� 1�!� ���2��4���3�3� ���90���� 3�� 3�2� ��1�2D�
���2��4���3�3� �!�0�290���� � �� ���2��4���3�3� ��� 0��!�2��N����2>� ��� ���2��4���3�3� 1�!�
0��!�2��N����2� 2�� ��!����!�F�� 1�!� ������5���9�� 3�� 1!������2� ��5�� �!�3�2� ���0�����20�2� 3��
!�1�!���9�� 3��� ���>� ��0�� ���2�� �����.� ��2� � 0�!�2� 1�!� ���2��4���3�3� ��� 0��!�2��N����2�
1!�2������  ��� �� 0 ����9�� 3�� ����!������2� ���N����2.� ������ ��� ��2� !�1��������2� 3��
0��!�2��N����2���3�7������2���0�������2������3�7������2>�
����3�� ��2� !������2�0��!�2��N����2�1��������� 3�����3��0 �������2� ���
�����2� ��� !�1�����9��
1���H�I%$.��������E9��B�3��tfam�>����0 ����9������2���1 �����01������������!! 1��9��3�����1� ���
3������ !�>����0���!���3��5���2�2��0 �2�!�����7�!0��3�� ���3���������<���!�F������3��%�4�2��
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������!���9��1���H�I%$>��2���0 ����9��������1� ���3������ !��3�������1�!��
����3��� ��!��� ���
1!������� �! ���3�� ��� ��� ��39�� %BA� H�� %BAI.� 3��3�� � ��!� ��  ��� 3������9�� 3��� 2�� �3��
3�0�����-�"4�E#������������@��!0�����H���Q�#BI>�

�
���Q�#B>��28 �0��3����2��E���2�3��������7�0.�3��3���������E9��B�������!�0�2�1���H�I%$�2 2��1��4���3��0 ����9�>�
��4�:���1�!�������2�3�0����2�1�!��
����2��5�:����1�!�����7�!0���! ���3��3��
���>�HGuo,�et�alI�

�
���1!�2������3���2���7�!0���! ���3��1�!��
��������N� ��2�3���J���!�����!������1!�5���� ���
3�20�� ��9��3�����5���3��1!�������2��5�:�� ������ in�vivo� ��0�� in�vitro>��2���3�20�� ��9����� ���
�����3�3� 3�� 
���� 1!�5����  ��� 3�20�� ��9�� 3�� 0����� �.� 1�!� ��� �����.�  ��� ���2��4���3�3�
0������3!���>��3�0J2��2��� 7�!0�� �! ���3��3��
����1!�0 �5����� �!���0������3�� �N� ��2�3��
�J���!�����!�����.��2�3���!.�1!�0 �5������ 0�!��N��2�2�3���2�����1��3���N� ��2>���3�7�!������3��
��� 8 �� 2 ��3�� ��� 
���� 2��5�:�.� 8 �� 1!���2�0����� ��<�4�� ��� � 0�!��N��2�2>� 
�04�N�� 2�� <��
5�2��� 8 �� �2��� 7�!0�� �! ���3�� ���7��!�� !�2�2������� �� �2��� ��1�� 3�� �N� ��2� 1�!�� ��� �1�1��2�2�
��3 ��3��1�!��!���0������������21�������H" �.�f<���������>I>�
�

11.5. TFAM�y�enfermedades�neurodegenerativas�
��2�3�27 ������2�0������3!����2�<���2�3��!��������3�2�������7�!0�3�3�2��� !�3�����!���5�2�
��0�� ��!O��2��� H��I� �� ��F<��0�!� H��I>� ��J��2�2� post�mortem� 2 ���!���  ��� !�3 ���9�� 3���
0���4���20��3����E���������� ��2����������������0����>���!� ��������.� ���!�3 ���9��3����2�
7 ������2�0������3!����2�H1�!��:�01������!�5N2�3�����1N!3�3��3�������!�3�3�3��0�����3�4�3��
�� ��� 3�27 ���9�� 3�� 
���I� 1 �3�� ������5�!� ��  ��� 2�� ���9�� �� !�3�����!���5�� 1!��!�2�5�� ��
�!9�������0��2 ��3������������>�
���� ��2�5�!�����2����N����2�1�!��0�����H<�1���! 1�2�3��0����I��<���2�3��!��������3�2����
���0�3 ����9��3���!��2�����2 7!�!��2��2���7�!0�3�3�2>���!��:�01��.�2��<��3������3������7�����
1!������5�� 3��� <�1���! 1�� /� ��\� 7!����� �� ��!O��2��.�0����!�2� 8 �� <�1���! 1�2� ��0��-� <���
2�3���2����3�2����� �����!�0��������!��2���3��2 7!�!���F<��0�!>�
��4�3������2�!�2 ���3�2�3�!�5�3�2�3���3�2�M��3��!�����2��!��2�N����2�1�!��
���.�2��1!�0�5�9�
��� �2� 3��� 3�� ��2� 5�!�����2� �� 1���0�!7�20�2� 1!�2����2� ��� ��� ���� tfam� �� 2 � !�����9�� ����
��7�!0�3�3�2>��������< 0����tfam����������2������E���2���2��2����!���2���� 4!��%%>K\4�3�����
!���9�� �!�0�290���� %$8#%>%>� ����!�� 3��� ���� 3�� 
���� ������!�0�2� 3�7�!����2� 5�!�����2� ��
1���0�!7�20�2�2�� �3�2�������!���2����E���2>���2�5�!�����2�H	��2I�0J2�����3�2���!��������3�2�
������7�!0�3�3�2��1�!��
����2���!2%A'K�H�E9�%.�1�2���9��%GK.�"a�.�	�!%#
<!I���!2#'$GG$B�
H���!9��B.���	BW%%'��a"I�H����.�:�!O������>�#$$KI>����!2%A'K���!0��0������E�2��� ���"�8 ��
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��3�7���3�>�� �8 ������E�2�����01���������2�7 ��������2�2����7�����5�2�3���2��2�1���0�!7�20�2.�
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%%>?>%> ��7�!0�3�3���!O��2���H��I���
����
��3������ �2� 3��2� 3�� ������1�3�� �� 7�����1�� 3�� 1�4�������2� ����!��� �� 1�4�������2� ����
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	�7!���R������>I�
�

%%>?>#> ��7�!0�3�3���F<��0�!�H��I���
����
��5�!2�2� �2� 3��2� <��� 3�0�2�!�3�� ��� !�����9�� ���!�� ��� �� ��2� �!�0�2�0�2� A.� %$� �� %#>�
����!�2����0����� ��� !���9�� %$8.� 8 �� ������3�� ���� ��� ���� 1�!�� 
���.� <�� 2�3�� �01���0�����
�2� 3��3��3�4�3����2 �!�����9��������>�
	�� <�� 3�2�!����  ��� ��5�� �2������9�� � 3�� ��� 5�!������ !2#'$GG$B� H"I� ���� ��� ��7�!0�3�3� 3��
��F<��0�!>����<��<��2��<��2 ��!�3��8 �������������1 �3��1�������!����!��2�����2 7!�!���F<��0�!�
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�

11.6. TFAM�e�insuficiencia�cardíaca�
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A. RESULTADOS:� CLONACIÓN,� EXPRESIÓN,� PURIFICACIÓN� y�
CARACTERIZACIÓN�DE�TFAM�

�

���� �2��� �1�!��3�� 2�� 3������!J� ��� �!�4�:�� !����F�3�� 3�� �������9�.� �E1!�2�9�.� 1 !�7�����9�� ��
��!����!�F���9��3��
������3�5�!2�2����2�! ���2>�

1. Análisis�bioinformático�
���1!�3����9��3������2�! �� !��2�� �3�!���3��
�������2 �7�!0��0�3 !��H	�!B'@��2#BGI.�� ���
2�� ������2�M���1�!��0������3!���<��2�3��1!���2�3��0�3���������1!��!�0��Psipred�H��" 77��.�
!�2��� ��� ��>� #$$$I� 1�!0���� �42�!5�!� 8 �� 2�� �!���� 3��  ��� 1!������� ���� ����� �������3�� ���
<N����2� ��1<�� H���Q�%I.� ��� 8 �� ��0�� 2�� ��0���9� ��� ��� ���!�3 ���9�.� 
���� 1!�2����� 3�2�
3�0����2�-�"4�E�2�1�!�3�2�1�!� ��linker>��2��2�3�0����2�-�"4�E.���!0��0�����7�!0�3�2�
1�!�  ��2� C$� !�2�3 �2.� ���2�2���� ���  ��� !���9���@��!0����� ������3�� 2�� �3�� 3�� �!�2� <N����2�
��1<�.�3�2�1�8 �M�2������;���0����!��.�8 ��2���01�8 ��������7�!0��3��4�������>��3�0J2�3����2�
3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���.� ������!�0�2�  �� linker� Hl#?� !�2�3 �2I� ��  ��� ����� �@��!0�����
Hl#K�!�2�3 �2I>�

��� 1!�3����9�� 3�� ��� �2�! �� !�� 2�� �3�!��� �2� �01�!������ 1�!�� �4�!3�!� ��� �������9�� 3�� ���
1!������.� 3�4�3�� �� 8 �� �2� �01�!������ 0������!� ��2� !������2� ���� ���7�!0���9�� 2�� �3�!���
���2�����2.� 1�!�� �5���!�  ��� 1�2�4��� 3�2�2�! �� !���9�� 3�� ��� 1!������� ��� ��� 0�0����� 3��
�E1!�2�!��>�
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���Q�%>��!�3����9��3�� ����2�! �� !��2�� �3�!���3��
�������4�2�����1!��!�0��PsiPred.�3��3��2�� ��3������� ��1��3��
���7�!0���9�� 1!�3��<�� �� ��� ���7���F�� 3�� ��� 1!�3����9�� 1�!�� ��3�� !�2�3 �>� 
�04�N�� 2�� ��� ���!��� ��3���3�2� ��2�
<N����2�3����2�3�0����2�-�"4�E>�H��4���.�	�3�R2O�������>�#$$AI>�

2. Clonación�
2.1. TFAM�HisTag,�MBP�TFAM�

��� 1!�������0�3 !�� HB'@#BG� �0���J��3�2.� 2��� ��� 2�M��� 3�� �!��2������9�� ��0������3!��I� 7 ��
�����3��0�3��������2���F�0�2�3��!�2�!����9��Nco�I���Xho�I�HBiolabsI�������5����!�3���E1!�2�9��
��
#C4� HWI� HNovagenI� �� 1�!��!� 3��� ����� 3�� 
���� ��3�3�� 1�!� ��� �!>� ->/���42� HFinMIT,�

�01�!�.� ������3��I>� ��� �������9�� ��� �2��� 5����!� 1�!0���� ���!�3 ��!�  ��� ����� 3�� 1���@
-�2��3���2� H-�2
��I� ��� ��� �E�!�0�� �@��!0����.� 7�!0�3�� 1�!� G� -�2��3���2� ���2�� ��5�2�
1�!0�����3�� �2�� ��� 1 !�7�����9�� 3�� 
���� 0�3������  ��� ��� 0��� 3�� �7���3�3� ��!��3�� ����
�������2>�

�2��0�20�.���04�N��2������9����7�!0��0�3 !��3��
����3���!��3���5����!�1�
�B$� 2��3�����
0�20����1��3����F�0�2�3��!�2�!����9�>��2���5����!�1�!0��������E1!�2�9��3�����1!����������� ���
7 2�9�������1!�������3�� ��9����0����2��H��I��������E�!�0���@��!0�����2�� �3��3�� ��2�����3��
��!���1�!�3���2��9������
��>�

2.2. Constructos�con�la�cola�C�terminal�deleccionada�
��3������ 1!��!�0�2� 3�� 1!�3����9�� 2�� �3�!��� ��0�� Psipred.� 2�� �42�!59� 8 �� ��� ����� �@
��!0��������1!�2����4�����2 �������3�3��2�! �� !��2�� �3�!���1!�3���4��.����� J����3���4��8 ��
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��� ����� �@��!0����� 1�3��� 3�7�� ���!� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��� 1!������>� �3�0J2� ��0�� 2�� <��
��0����3�� ��� ��� ���!�3 ���9�� H�1�!��3�� �>CI.� �2��� ����� �@��!0����� �2�J� ��5�� �!�3�� ���
0;���1��2� 7 ������2D� �21���7���3�3� 3�� 2�� �����.� ����!����9�� ���� 
��.� ���!�3 ���9�� 3��
2 1�!�������������5�.����>���!�����.�2��3���3�9�����!�!� ���4���!���3��0 �����2��������������@
��!0�����3���������3�����3�7�!����2�1 ���2>��2��2�0 �����2�7 �!�������!�3�2���1�!��!�3��������

���@-�2
������������������-�2
�������@��!0����>�

���������Q�#�2����3�������2�3�7�!����2�0 �����2.����0�3�2��

#�H	�!BB@"� #'CI.��

'�H	�!BB@
�!�#''I����

B�H	�!BB@�!�##KI>�

�

���Q�#>���1!�2������9��������:�2�3�����2�� �������0������3����3��
���.�������1�!�����7�!��!�2����3����2�� ������3��
���������@��!0�����1�!��
��������2�3�7�!����2����2�! ���2>����!�2����!��2����3�������2�!�2�3 �2���2���������!�������
2�� ���������2�! ������7�!��!>���2��;0�!�2���3��������!�2�3 ��7�����3����3�����2�! ����0J2���������-�2
��>�

2.3. Dominios:�D1,�D2,�H1,�H2S,�H2L�
����2� 3�� ������!� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� ��� 1!������.� 2�� !����F9� ��� �������9�� 3�� ��2�
3�0����2�-�"4�E� 3��
����0�3������ ���  2�� 3�� 1!��!�0�2� 3�� 1!�3����9�� 2�� �3�!��� ��0��
Psipred��� ��� ������0������ ������!�2� 3�0����2�-�"4�E� ���� �2�! �� !�� !�2 ����� H	�+.� ���@%.�
�-�G�.� -�"%=I>� 	�� ���2�� ��!��� �!�2� ���2�! ���2� 3�7�!����2.� �� 1�!��!� 3��� 0 ������ 
���@
-�2
���H���Q�'ID�

� ��0����%�H�%ID�	�!BB@"��%#?�

� ��0����#�H�#ID��� %BA@�!�##K�

� ��0����#�W�������@��!0�����H�#�ID��� %BA@��2#BG�
�3�0J2.�  ��� 5�F� !�2 ����� ��� �2�! �� !�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ��� ���� 2�� 3�2�M�!���
���2�! ���2�3����2�3�0����2��������linker.����8 ������2�! �� !��3�:�4�����!�5�!�8 ���2���linker�
�!��7 �������0������01�!������1�!���������!����9������������>����3�0�����-�"4�E�%�H-�"%I�
0J2�linker�7 �������3��������5����!�3���E1!�2�9��1�����.�8 ���M�3�� ���-�2�����������E�!�0��
�@��!0����� �� 7 �� ���0�3�� -%>� ��!�� ��� 3�0����� -�"4�E#� H-�"#I� 0J2� linker.� ���0�3�� -#	�
H-#2<�!�I.� �� ���O�!W-�"#W����� �@��!0����.� ���0�3�� -#�� H-#����I.� 7 ��  2�3�� ��� 5����!�
1�������M�3���3�� ���-�2���� ��� ��� �E�!�0���@��!0����>� ��� ���2�! ����-%�3���!��3��� 2�2��0��
1������1!�2�����1�2�4���3�3�3����!���3�����3�����0�3������3���2��9������1!����2��'�>�
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���Q�'D���1!�2������9���28 �0J�����3�� ��2�3�7�!����2����2�! ���2�3��3�0����2�!����F�3�2.�3��3��-�"%���-�"#�
<����!�7�!����������2�3�0����2�-�"4�E�3��
���>�

2.4. Mutagénesis�dirigida:�mutantes�de�unión�a�ADN�y�mutantes�en�el�linker�
��1�!��!�3������2�! �� !��3��
���������01��:�������	�##.�7 ��1�2�4���3�� ��3�!���2���������2�
8 �� !����F��� ��2� 3�0����2� -�"4�E� H-�"%.� -�"#I� ���� ��� 4�2�2� 3��� ���>� ��!�� -�"%.� ��2�
��������2� 8 �� ���������� ��� ���� 2��D� 
�!?K.� �?C.� 
<!KK.� 
<!KC� �� ���C%.� 1�!�� -�"#D�
�!�%KC."��%KA.�
�!%G#.��2�%G'.����%GG����� %C#�H5�!�0J2��3���������� ���3�2�!�1��9��3�� ���
�2�! �� !�I�

������� 7�����3�3�3��!����F�!���2���2�3���7���3�3����������� !5�� !��3������.�2�� ���59�����4��
0 ���N��2�2�3�!���3�� 2��3��������2�! ����
���@-�2����3����3�� ���3���2��2�!�2�3 �2.�8 ��2��
0 ��!��������>�
�04�N��2��!����F9� ��3�4���0 ������H�� ?C&���@�� %C#&���I�

�3�0J2.� 3�4�3�� �� ��� 1�2�4��� 3�0�!�F���9�� 3�� 
���� 2�� ���2�! ��!��� 0 �����2� 3��� ���O�!D�
�%#K�.��%'$�.��%'$�>�
����� ��2�3�4��2�0 �����2� ��0�� ��2�0 �����2�1�!����� ���O�!����<���
2�3����!����!�F�3�2���!����!�F�3�2����2 ��E1!�2�9�.�1 !�7�����9�.����=�

3. Pruebas�de�expresión�y�solubilización�de�la�proteína�
��!�� �4����!�  �� 4 ��� !��3�0������ 3�� �E1!�2�9�� 3�� ��� 1!������� 2�� !����F�!��� 1! �4�2� 3��
�E1!�2�9�.� 8 ��1!�2������0;���1��2� 5�!��4��2�1�!�� �1��0�F�!� ��� 1!���2�>�	�� !����F�!��� �2��2�
��2���2������ ��!����1��3����1�2D��#%H��'I.��#%H��'I1��2	.���22����#.���22�����1��2	[���
3�2���01�!�� !�2�3�7�!����2�H%GV����'KV�I����� ����������9��3��#?$�!10>����������!���9��3��
��3 ���!��!��3��%0����
".����01�2�3���E1!�2�9��3�21 N2�3�������3 ���9��3��'>?�<�1�!��'KV����
#B�<�1�!��%GV�.�����0�3����>�

��!�� ��� ���2�! ���� 
���@-�2���.� ��2� ���3������2� 3�� �E1!�2�9�� �!��� 2�0���!�2� ��� ��3�2� ��2�
��2���2.� �2�� 8 �� 7����0����� 2�� �2����9� ��� ��1�� �#%H��'I1��2� ��  ��� ��01�!�� !�� 3��
��3 ���9��3��'KV��H���Q�BI>��2��2�0�20�2����3������2� 2���1����!���1�!�� ����E1!�2�9��3�� ��2�



� � � �

�

� 111��

���2�! ���2��������������@��!0�����!���!��3��H�

I.���2�3�0����2�H�%.��#.��#�I�����2�0 �����2�
3��  ��9�� �� ���>� 	9��� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� 0 �����2� �� ?C&���� �� 
!�!?K&���� 0�2�!�!���
3��!�3���9��3 !���������E1!�2�9�.�1�!������2��!����F9� ����E1!�2�9��3��#B�<���%GV��1�!���!���!�
3���5���!� �2���3��!�3���9�>���!���!��1�!��.� ����E1!�2�9��3�� ��2� ���2�! ���2�-#����-#	����2��
�E1!�2�!���������� ���3����2���1�2� 2�3�2.����� J��1�!������3���!�8 ��2���!����3�����2�! ���2�
0 ��1�����2��4��2>�

�

���Q�B>�"���	�	@��"�����%?Z�3��3��2��0 �2�!������E1!�2�9��3��
���@-�2
�������#%H��'I����#%H��'I1��2	���
'Ke�� ���� ��2� 2�� �����2� 0 �2�!�2� H���!� 3�� 3�!��<�� �� �F8 ��!3�ID� �� ��3���� 0�!��3�!.� ��� 7!����9�� ��� ��3 ��3�.� ��
7!����9�� ��3 ��3�.� 	� 7!����9�� 2�� 4��� �� �� 7!����9�� ��2�� 4��>� ��� 7���<�� !�:�� ��3���� ��� 4��3�� ��!!�21��3������ �� ���
1!�������
���@-�2
��>�

��!������E1!�2�9��3������2�! ������@
���.������1������0���!��E1!�2�9��3�����1!��������!��
��22���#.� ��3�1��3�����0����� 3�� ��� ��01�!�� !�>� � !����� ��� �E1!�2�9�� 3�� �2��� ���2�! ����
�E�2��� ���3��!�3���9�����2������3��3��� ��!��� ���7�!0���! ���3��3�����1!�������HlG$�O��I�
H���Q�?I>�

�

���Q�?>� "��� 	�	@��"�� ��� %#Z� 3��3�� 2�� 0 �2�!�� ��� �E1!�2�9�� 3�� ��@
���� ��� ��22����#� �� 3�2� ��01�!�� !�2�
3�7�!����2� H'KV�� �� %GV�I� ���� ��2� 2�� �����2� 0 �2�!�2D� �� ��3���� 0�!��3�!.� ��� 7!����9�� ��� ��3 ��3�.� �� 7!����9��
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��3 ��3�.�	�7!����9��2�� 4�������7!����9����2�� 4��>����7���<���!�2���3�������4��3����!!�21��3�����������1!���������@

���.� 0����!�2� 8 �� ��� 7���<�� !�:�� ��3���� ��� 7�!0�� �! ���3�� �� 3��!�3�3�� 3�� ��@
���>� ��� 4 77�!� 3�� ��2�2� �!��
K?$0������.�?$0��-���	�1-K>?.�%0���

.�%0����	�.����2�>�

��� 2�� ������ 1�2�� 3�21 N2� 3�� ��� �E1!�2�9�.� �2� ��� 2�� 4���F���9�� 3�� ��� 1!������� �� 1�!�� ����� �2�
���5�����������9��3�����019��3��2�� 4���F���9�����7 ���9��3����2���!����!�2����2�7�2���@8 �0���2�
3�� ��� 1!������>� ��3������ ��� 2�!5�3�!� ProtParam� H��!��<.� �1R����!� ��� ��>� #$$?I� �2� 1�2�4���
������!� ��� ��2� 3�� ��2� 1�!J0��!�2� 7 �3�0������2� 1�!��3���3�!� ��� ��019��3�� 2�� 4���F���9��
��0��2������1����9!����3�����1!�������8 ��3���!0���!J����1-�3�����019��������;0�!��3����2�
8 �� 3���!0���!J� ��� 1!�2������ 3�� ������2� !�3 ���!�2� H
�4��Q�%I>� �3�0J2.� �2� 2�4�3�� 8 �� ��2�
1!������2� 3��  ��9�� ��� ���.� ��0�� 
���.� !�8 ��!���  ��� �!��� �������!���9�� 3�� 2��� 1�!��
0�0���F�!������!���������5��3������>��

��!�� 3���!0���!� ��� ��019�� 3�� ��2�2� 2�� ���2�3�!�!��� ��2� 1�!J0��!�2� 7�2���8 �0���2� 3�� ��2�
���2�! ���2�3��1!�������H
�4��Q�%I.�2��1!���3�9���1!�4�!�3�7�!����2���01���2.��������!���9��
3�� 2��.� ������2� !�3 ���!�2.� ���>� ��21 N2� 3��  ��� �;0�!�� 3�� 1! �4�2� �� �1��0�F������2� 1�!��
3���!0���!������019��3��2�� 4���F���9��2���2����9D�K?$�0������.�?$�0��-���	�1-�K>?.�%�0��
�

>�

constructos� Num�aa� PM�(Da)� pI� Cys�


���@-�2� #%B� #?G?#>B� A>G?� #�

�

#� #$G� #BK%?>B� A>K#� %�

�

'� #$%� #B%%G>G� A>G?� %�

�

B� %A?� #'''B>K� A>??� %�

�%� A'� %%%%'>G� A>KG� %�

�#�� %$A� %'%'C� A>%G� %�


�4��Q�%>�
�4���!�2 0���������� ��2�3����2�1!�1��3�3�2�7�2���@8 �0���2�3����2�3�7�!����2����2�! ���2�1�!��
����
�4����3�2�0�3���������2�!5�3��ProtParam>�

4. Purificación�
���1 !�7�����9��3��
�������2 �7�!0��0�3 !����2�� 4���H#?>G�O��I.��2����0��3����2����2�! ���2�
�������������@��!0�����H�

P	I�����2�3�0����2�������2����E���2�9��3�����O�!�H�%.��#.��#�.�-%I.�
��3�2�����2�����1!�2������3��-�2
��.�1!�2�����3�2����1�2����2�� ��5�2D� ���1!�0�!�����1��8 ��
���2�2������� ������ 0���3���7���3�3.���!��3������ ���������8 �������8 �� �������8 �����8 ��
��!�1������2�����2�3��<�2��3���2.������2�� �3����� ����!�0����!�7���3���E�� 2�9��0���� ��!>��

��������� 0���3���7���3�3�H-�2
!�1?0�I�1�!�����1 !�7�����9��3��
����H���Q�G�H�II�2���1����4��
 ���!�3������3�� �0�3�F��� ������.�3��3����!�3�3�!�3��%#Z��E�2���� ��1!�0�!�1���.�3�4�3�������
1!�2������3�������0������2����� ��9�����21���7������������ 0�����!��3��3����8 ��>���0�3�3��
8 ��� 0����4������������!���9��3����019���H%����0�3�F��.�K?$�0������.�?$�0��-���	�1-�
K>?.�%�0���

I�2���� ������1!�����������!N2�Hl#$�Z�I>���2�7!�������2�2����!��4������ ������
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0 �2�!�>�

�

���Q�%%>� ��!7���2� 3�� �����2�3�3� �� 5�� 0��� 3�� ��� 0 �2�!�� 3�� 
���� ��� 1!�2������ 3�� 3�7�!����2� ��01���2.�
���!�0��������0�:�!� ��019���2���� 2�3��1�!�� ���1 !�7�����9�>���!��� ��2�0 ���!��3�2�3��� � ��!��� ��� 7 �!���
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�����2�3�3� H�!J7���� 3�� ��� �F8 ��!3�I.� �� 1�2�!� 3�� 8 �� ��� 5�� 0��� 8 �� �� 1��� H�!J7���� 3�� ��� 3�!��<�I�
1!J�����0��������2���3������4��>��

�

�

���Q�%#>� ��!7���2� 3�� �����2�3�3� �� 5�� 0��� 3�� ��� 0 �2�!�� �����F�3�� 0�3������ ��	.� 1�!�� 2���������!� ���
�������!���9����3����3�������3�����019��1�!����2���2���2�3��	�L	>��

� !��2�0����.� �� 1�2�!� 3�� 8 �� ��� ����� �������!���9�� 3�� ����� HK?$�0�.� %�I� �1��0�F�� ���
�E�!����9��3��1!��������!�2������2�2.����!�3 ���9����#$$�0��3��� ��!��� ���0���!�1!�2������
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3�� ��!���3�2�  ��� 5�F� ��� 1!������� <�� 2�3�� 1 !�7���3�>� ��� �42�����.� ��� 1���3�21�!2�3�3� �2�
0���!���K?$��0�3�������H5�!�
�4��Q�#I>�

�

Tampón�diálisis� Tamaño�promedio�(nm)� Polidispersidad�

K?$0�����.�?$0��-���	�
1-�K>?.�?0���

�

%$>''� $>#$K�

K?$0�����.�?$0��-���	�
1-�K>?.�$0���

�

AA>C$� $>'?'�

'?$0�����.�?$0��

-���	�1-�K>?.�?0���

�
B%>A$� $>#AA�

#$$0�����.�?$0��

-���	�1-�K>?.�?0���

�
%#>AK� $>#GA�

�

�

Tampón�diálisis� Tamaño�promedio�(nm)� Polidispersidad�

K?$0�����.�?$0��-���	�
1-�K>?.�?0���

�

%$>''� $>#$K�

K?$0�����.�?$0���2@
!�2�
1-�G>?.�?0���

�

BA#>?� $>A?B�

K?$0�����.�?$0������1-�
G>?.�?0���

�

%#B>B� $>GB%�


�4��Q�#>� ����!�2� � 0N!���2� 3��� ��0�M�� �� 1���3�21�!2�3�3� 3�� ��� 0 �2�!�� ��� ��01�2������2� 3�� ��019��
3�7�!����2.� �����F�3�2� 0�3������ ��	>� 
�4��� 2 1�!��!.� 5�!����9�� ��� ��� ��04�����9�� 3�� ����� �� �
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B.�RESULTADOS:�FORMACIÓN�DEL�COMPLEJO�PROTEÍNA�ADN�

��0��2��<�� ��0����3��3 !����� ��� ���!�3 ���9�.� ���0�0�7�!�2� ��� �!��2�!�1��9���� !!����
�!�5N2� 3�� �!�2� !������2� 1!�0���!�2D� �	�.� -	�%� �� -	�#>� 	�� <��� ��!����!�F�3�� 2����2� 3��
 ��9��1�!��
��������	����-	�%>���4�3����8 ������7���3�3�3��
�����2�2 1�!��!�1�!���	����
8 ������01������9��7 ���������������!��2�!�1��9��1�!����2�!�0���!�1�!���	�.�2���2����9����
2�� ������3�� ��9���	��1�!������!�2����F���9������
���>�

��� �!�2����F���9�� 3�� 
���� 2�� ��2��9� 2�4!���3�� ���� ��� ���2�! ���� 
���@-�2���.� � �8 ��
��04�N�� 7 �!���  2�3�2� ��2� ���2�! ���2� �

P2� �� ��� ���2�! ������@
���� 3�21 N2� 3�� ���
3���2��9��3��2 �3�����3��1!���9��2�2�1�!��2�1�!�!������
���>�

1. Diseño�de�oligos�para�la�cristalización�
��!������!�2����F���9��3��
���������01��:������2 �2�� ������3�� ��9�����	��7 ������2�!���
!����F�!����3�2�M��3����2������2�3���!�2����F���9�����4�2�������!���9��3��1!������9��3��
����
�����F�3�� 1�!� footprinting� H��2<�!.� 
�11�!� ��� ��>� %ACKI� �� ��� 2�� ������ ���2��2�� 3�7���3��
1�!����2�3�0����2�-�"4�E�3�� ��9���21���7����3��2�� ������H�� 3��.�	��<����������>�%AA'I>�

��2���J��2�2�3��footprinting�0 �2�!��� ���!���9��3��1!������9��3��l#K�14�1�!���	����-	�.�
3��3����2���3���2�0 �2�!��� ��3�21��F�0������������!���9��3��1!������9��H���%.�3��3�����
������29��3����3�������!���9��3��1!������9��1�!�������3������@��3�7������������ ����!�����3��
1�!�������3������3�7������I>�

�

�

���Q%>���J��2�2� footprinting� �������2�� ��1�!��
������ 2 2� !������2�3�� ��9������	����-	�%>���2��2��!�2��2�
��3����� ��2� 2����2� 3�� ��!��� 1�!� 
���� ��� ��� ��3���� ��3�7������� �� ��� ��3�7������>� ��� ����2� ��3����� ��� F���� 3��
1!������9�� �7!���3�� 1�!� 
������� ��� ��3���� ��� ��3�7������.�0����!�2� 8 �� ��� ����!�����3�� ��3���� ��� !���9�� 3��
1!������9��1�!�������3������3�7������>�HDairaghi&Shadel,�1995I>�

��3������ ��� ��01�!���9�� 3�� ��2� 3�2� 2�� �����2� ��� -	�� �� �	�.� 3�7���3�2� 0�3������
footprinting� 1�!� 
���.� �� ��� ������0������ 3�� ��2� 2�� �����2� ���2��2�� 1�!�� ��2� 3�0����2�
-�"4�E[� 2�� �2��4����9� ��� 2�� ������0�3!��3��#A�14� ��1�!��!� 3�� ��� � ��� 2��3�2�M�!��� ��2�
3�7�!����2������2����������� 3����E�!�0�2�5�!��4��2�H���Q#I>�
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���Q#>�������0������ 2�� ������� 3�� ��2� 3�2� !������2� H-	�� �� �	�I�3��3��
�����7!����1!������9�� 7!����� �� ���
3���2��9�� �������2��.� ���� ��� ������5�!������ 2�� ��3����� ��2�4�2�2�8 �� ������3������!�� ��2�3�2� 2�� �����2>����
��:�2� !�:�2� 2�� ��3���� ��� 2�� ������ ����!��� ���2��2��1�!�� ��2� 3�0����2�-�"4�E�3�� ��9���21���7���>� ��� F����
2�04!��3������!�2�<����!�7�!�����������2�� ������0�3!���2��4����3��1�!��������!����3�2�M��3����2������2�1�!�����
�!�2����F���9�>�

��1�!��!�3���2���2�� ������0�3!��3��#A�14�2��!����F9� ��3�2�M���01����3�������2�1�!�� ���
�!�2����F���9�� 3�:��3�� �E�!�0�2� ��<�2�5�2� �� ��@��<�2�5�2.� ���� ������ 3�2� 5�!��4��2.�
X0�5�N�3���2Y��������!���3�����2�� ������0�3!��3��#A�14�H5�!����Q'I�

�

���'>� �28 �0�� 3�� ��2� 3�7�!����2� �����2� �01���3�2� 1�!�� ��� �!�2����F���9�.� ��� �F �� 2�� ��� ���!�� 2�M���3�� ���
2�� ������3���������3��##�14��!�2����F�3�������01��:��: ��������
���>�

2. Formación�del�complejo�
����3�� ��2�1 ���2� ���5��1�!�� ��� �!�2����F���9��3�� ���1!������� ��� ��01��:�� ���������2� ���
�1��0�F���9��3����2����3������2�8 �0���2���0�������019��1�!�����7�!0���9��3�����01��:��
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H�������!���9��3������.�1-.����>I������!�����1!�������D�����91��0�[�1�!�������7 �!��� 2�3�2�
����2�3��!���!3������5��H��	�D�Electrophoretic�Mobility�Shift�AssayI>�

��4�� 3�2����!� 8 �� ��� 0N��3�� �2��4����3�� 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3��� ��01��:�� 7 �� 2��01!��
0�3������3�J��2�2��2������3������!�3������3��!��������3������>�

2.1. Optimización�de�la�condiciones�del�complejo�
�����01�2���9��3������019��1�!�����7�!0���9��3�����01��:��1 �3���� 3�!����2��4���F�!����
����!����9�� 1!������&���>� ���� 3�� ��2� 7����!�2� ���5�2� ��� ��� 7�!0���9�� 3�� ��01��:�2�
1!������&�����2�����������!���9��2��.����8 ��0 �<��3����2�����!�������2�8 ��2��3���2���3��
��1�������!�2�J��������� ���8 ��5�!�������2���� ����������!���9��3��2���1 �3���1!�0�5�!���
3�2�2��4���F�!����7�!0���9��3�����01��:�>�����2�����2��2��!����F�!�����01��:�2���3�7�!����2�
�������!������2� 3�� 2��� 8 �� 7 �!��� �����F�3�2� 0�3������  �� �21���!�7��90��!�� �� ����2�
��	�>� ��� 0�3���9�� 3�� ��� �42�!4������ �� 'B$� �0� 1�!0���� �42�!5�!� ��� �E�2������� 3��
��!�����9��3�� ���0 �2�!�� H
�4��Q%.����QBI.��E1�!�0����2�8 ��1�!0����!���3���0���!� ���
�������!���9�� 3�� ����� 91��0�� ���!�� ?$@#$$0�� ����>� ��� 5�2 ���F���9�� 0�3������
�����!�7�!�2�2� 3�� ��2� 0 �2�!�2� �� 3�7�!����2� ���3������2� 1�!0���9� �2��4����!� � J�� �!�� ���
�������!���9�� 3�� ����� ��3���3�� 1�!�� 3�21��F�!� ��3�� ��� ���� <����� ��� 7�!0���9�� 3���
��01��:�>�

mM�
NaCl�

Abs�
280nm�

Abs340nm�

$� $.K#'� $.$%#�

?$� $.CB?� @$.$#�

%$$� $.C?#� @$.$#C�

#$$� $.C?G� @$.$#�

?$$� $.?%� @$.$$A�


�4��Q%>��E1�!�0�����3��7�!0���9��3�����01��:����3�7�!����2��������!������2�3������>��� ����������!���9��
���2������ 3�� 1!������� �� ���� 2�� !����F�!��� 3�J��2�2� �� 3�7�!����2� �������!������2� 3�� ����� �� � ���� !����F9� ���
0�3�3�� 3�� ��� �42�!4������ �� #C$�0� H3��3�� �42�!4��� ��2� !�2�3 �2� �!�0J����� 3�� ��� 1!������I� �� �� 'B$�0�
H������ 3�3����3����3���3�!�3���7����2�3����!�����9�I>�

�

���QB>��E1�!�0�����3��7�!0���9��3�����01��:����3�7�!����2��������!������2�3������>���3����������42�!5���9��
3�����!�����9�����!���42�!4��������#C$��0���'B$��0.��2�1�2�4�����!����!�F�!�����������!���9��3��������1��0��
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1�!��7�!0�!������01��:�>��2����������!���9��2����� ���!���2�����������!��?$@#$$0�.�7����0����������01��:��
2��7�!0�4����#$�0��3��3��1!�2����4�� ���0���!������3�3�3��������4!�>�

�����0����.� ��� ��019�� 91��0�� �01���3�� 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3��� ��01��:�� 1!�2����4�� ��2�
2�� �����2� ��!����!�2����2D� #$� 0�� ����.� ?$� 0�� -���	� 1-� K>?.� ?� 0�� �

.� 3��3�� ���
������ 3�3�����������7����4���������01�2���9��3�����019��

2.2. Ensayos�de�unión�con�ADN�
��2� ��2���2� 3�� !���!3�� ��� ��� 0�5���3�3� �����!�7�!N����� HElectrophoretic� Mobility� Shift�
Assays,� ��	�I� �� 0J2� ��0;�0����� ���0�3�2� ����2� ����5�2� 3�� !���!3�.� 2�� 4�2��� ��� ���
�42�!5���9�� 3�� 8 �� ��01��:�2� �2��4��2� 1!������&���� 0��!��� 0J2� �����0����� 8 �� ��2�
7!��0����2�3��������4!���������2�3��1�����!���0�3��������3������2�����5�2�4�:���������9��
3�� ����01����N��!���>�	�� 2�!�����2���2���2���	��1�!��������!������01�!��0������3�����
0 �2�!�� � ��3�� 2��  ����F��  ��� �������!���9�� ���2������ 3�� ���� H$>%�0��I� 7!����� ��
�������!������2��!�������2�3��1!�������3��$>$#?��0�����$>G��0���H���Q?I>������J��2�2�3��
��2�!�2 ���3�2���3��9�8 ��
���@-�2����7�!0�4��3�5�!2�2���1�2�3����01��:�2�����������.����
8 �� �� 0�3�3�� 8 �� � 0����4�� ��� �������!���9�� 3�� 1!������� �1�!������ 4��3�2� 0J2�
!���!3�3�2� ��� ��� ���>� ��� �42�!5���9�� 3�� ����2� ��	�� ���� 3�7�!����� !����� 1!������D����
1�!0�����3�� ��3�!� ����E�2�������3��3�2�4��3�2�3�� ��01��:�� Hcoger� band,� upper� bandI>����
1!�2������3�����4���3��upper�band�2��3�4�������01��:�2���������3�������� 3�2�3��#A�14�
<�2���#$�14>�����E�2�������3���2���3�4���4��3��2 ��!������1�2�4���3�3�3��3�7�!����2��2��3�2�
�����0N!���2�3���!��3�����0 �2�!�>�

��!�� ��2���2���2�3�� �!�2����F���9�� 2�� �!�4�:9� ���� !��������2�#D%�3��1!������D���.����8 ��
�!��� ��3���E�2���� ���3�2�1�!���9��3��������4!�>���

�

�

���Q?>� ��	������5�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�#G� �� �	�##� H2��;�� ���Q'I>� ��  ��� �������!���9�� ���2������ 3��
����2���M�3�9������3�3�2��!�������2�3��1!������>��42N!5�2��8 �����!����2�39�3�����1!�2������3��1!��������2�
��7�!��!��� ���3�������E�2��� ���4��3�� �������� H��3���3����0�� lower� bandI.�8 ��3�2�1�!���� ��� ���!�0����!� ���
1!�2������ 3�� 1!������� ��� ��� ��01��:�.� �!��27�!0J�3�2�� ���  ��� 4��3��0J2� !���!3�3�� H��3���3�� ��0��upper�
bandII>� �3�0J2� �E�2���  ��� F���� ���7 2�� �� ����!0�3��� 3��3�� 2�� ��� ���!��� ��2� 3�2� 4��3�2>� �� 0 �� 4�:��
�������!���9���3��1!������.��1�!�����4��3�2���!!�21��3�����2���������4!��������1�!�����7�!��!�3������>��
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��!��F�3������2�! �� !��!�2 �����1�!�	�����et�al�H	����.�
���������>�#$$GI.�������8 ��0�3������
���� �5�3�����4��� ��� �2�! �� !�� 3��  �� 4�3�0����� -�"4�E� 2���N����.� 8 �� ��������� ���
3�0�����-�"4�E�3��	�+������3�0������3��-�"%.������01��:������ ��������3��%G14.�1�!�
����.� 2�� 3���3�9� 3�5�3�!� ��� 2�� ������ 0�3!�� 3�� #A� 14� ��� 3�2� 2�� �����2.�  ��� 3�� %?14.�
���0�3�� -��7%.� �� ��!�� 3�� %G14.� ���0�3�� -��7#>� ��� !����F�!� ��2� ��2���2� 3��  ��9�� ���� ��2�
�����2�-��7%�����!��3��-��7#.�����04�2���2�2����3�2�1�!���9��������3���������4!��2 ��3������
���!�����#�1!������D�%����>���!����3�7�!������3�����5�2�������!��!0�����1�!����!�2����P2.����
�����2��3�����01��:������-��7%�����E�2���� ���3�4���4��3��3��!���!3����
����1�!��������!�
 ��� �7���3�3� ����!�0����� ��7�!��!.� 3��3�� ��� 1!�0�!� !���!3�� 2�� 3�� �� $>$K?� �0��� 7!����� ��
$>$?�0���1�!�����������-��7#�H���QGI>�

�

�

���QG>���	������5��3�����01��:��
���@-��7%�H������F8 ��!3�I���
���@-��7#�H�����3�!��<�I>������!�2�8 �����
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C.�RESULTADOS:�CRISTALIZACIÓN�

����!�4����������3�����3������2�3���!�2����F���9��2��!����F9�������2�screenings���0�!�����2�3��
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�01����� : ��!� ���� ��� ������ 3�� ##14� H���0�3�� �	�##I� ����!��3�� 2 � ������ 3� �� ��1�� 3��
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����0��3��K���CI>�

1.1. Confirmación�de�la�presencia�de�ADN�en�los�cristales�
��!��!���7���!�8 ����2��!�2����2��!���1!�3 ����3������!�2����F���9��3�����1!������������������
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3. Cristalización�TFAMSeMet�LSP22�
���� ��� �4:���5�� 3�� !�2��5�!� ��� 1!�4��0�� 3�� ��� 7�2�� 3�� 7�!0�� �E1�!�0������ 2�� 3���3�9�
3�!�5���F�!����1!�����������2������0���������H	����I�3 !���������E1!�2�9��0�3��������� 2��
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�!�2����2�����5�2>���3��������� 2��3��Al’s�oil�7 ��1�2�4���3�20�� �!����� ������9����7�5�!���!�����!���0�����>�HI�
���3���9�D� ��"� ''?$� #$Z.� �-B�� $>#�>� H�I� ���3���9�D� ��"%$$$� '$Z.� ����� $>#?�.� $>%��-���	� 1-K>?>� H�I�
���3���9�D���"%$$$�'$Z.������$>#?�.�$>%����	�1-G>?>�

4. Cristalización�TFAM�LSP22Br�
���� 5�F� �!�F�3�� ��� ��3���� 1���1�1��3���� 3�� 
����3���!�� 3�� ��� 3��2�3�3� �����!9����.� 2��
4 2�9����7�!0�!�����!3������!�������9��3�� ���2�� ������� ������3����3������>���!������2��
3���3�9� 2�!�����3�!�5���F�3�2���0�!����0����.�����!���0�����2 42��� �!� �����0����3��
��� 2�� ������ �!������� 3��� ������ �	�##� 1�!� ?@!�0��!�����>� ��!�� ����� 2�� �2�����!��� ��2�
��0���2�8 ������2� 5��!����01����3�2��������!�������2�1!������@������8 ��1!�2���J2��� ��
0���!�Bfactor���7����!�3����01�!�� !��H��3���3�2�����F ���������� ���9�I>�

�

��2���2���2�3���!�2����F���9�������2��2������2�2��!����F�!�����!�3�3�!�3��������3���9��3���
��01��:������5�>���4��3�2����!�8 �����0���1 ����9��3���2��2���01��:�2��01����4���!�4�:�!�
4�:�� ���3������2� ���� 4�:�� �����2�3�3� 3�� � F.� ��� 8 �� ��� !�0�� H!I� �2� 2��2�4��� �� ��� � F�
3�4�3����2 �7J�����E������9�>���2�0�:�!�2��!�2����2�2���4� 5��!�����������2��3��3��
%A�3�����
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��3���� �� �!�� 3�!�5���F�3�� �� !@�!������ �� �2��2� �!�2����2� 3�7!����4��� <�2��� #>%� b� H3���2�
0�3�3�2������#'>#.��	��I�H���Q�KI>�

�

���Q�K>� �!�2����F���9�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##!�>� ��2� ���3������2� 3�� �!�2����F���9�� �!��� ��2� 0�20�2� ���
��3�2���2���2�2D�'KZ��"%$$$.�$>'?�������.�$>%�����&\��<�21<����1-�G>#���C0�&0�>������!�2�8 ��1�!��!
%B�
��� 7 �� 1�2�4��� ���2�� �!� �!�2����2.� ��� ��� ��2�� 3�� !
#� �� !
'� N2��2� �!��� �J4���2� 0�2�!��3��  �� 0���
�01�8 ���0������3����!�2���>���2��!�2����2��4����3�2�����!
%A�1!�2����4��� ���0�!7�������3���� :�����!���
!�4 2��2>�
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D.� RESULTADOS:� PROCESAMIENTO� DE� DATOS� Y� RESOLUCIÓN� DE�
LA�ESTRUCTURA�

1. Difracción� y� procesamiento� de� los� datos� de� difracción� del� cristal�
TFAMSeMet�LSP22�

��4�3����8 ������!��7����4����1����!��N�����2�3��!�01��F�0������0���� ��!�1�!��!�2��5�!����
�2�! �� !������5��3��
���������01��:�������	�##.�2��3���3�9�!�2��5�!����1!�4��0��3�����
7�2���E1�!�0�����0�����0�3��������� 2��3��1!�������3�!�5���F�3������	����������01��:��
������������� ����F��3�����0N��3��3��3�21�!2�9����90������0;���1��2������� 3�2�3����3��
HMultiple�wavelenght�Anomalous�Dispersion.����I>�

��� 0�:�!� ���: ���� 3�� 3���2� 1�!������� ��  �� �!�2���� 3�7!����3�� ��� ��� ��%B@B� 3��� �	���
0�3��������� 2��3�� ������90��!��� ����!�������9��O�11���2�0�3�7���4��.����8 ��1�!0����
 ����������9��3��3���2�0 �<��0J2���01��������� ���1!���2�9��lB�0��!��2>���!�������2��
 2�� ��� 0���O�11�� �� G$V.� 1�!0�����3��  ��� !�����3�� ���� ��3�2� ��2� !�7��E����2� 1�2�4��2� ��
���5�3��!�3 �3�����.�1�!���3�0J2�7�5�!�����3�����1!�2������3����2�1�!�2�3��Friedel�������
0�20���0�����H���Q�%I>���!�����!�����3��3���2���3��3���2�1!�0�!��2��!����F9� ���2������3��
7� �!�2������� 1�!�� �2����!� ��� ������ 3� 3�� ��3�� 91��0�� 1�!�� ��� �42�!��9�� 3�� 	�� H7 �!���
�������3�2�3���2���3�2������� 3�2�3����3��3�2�����2.���7��E�9�D��1T�%#>GGG?�\�����1���D�1OT�
%#>GGA�\��I>�
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���Q�%>� ��7!����9�� 3�� 
���� 	����@�	�##>� H�I� �0����� 3��� �!�2���� 3�7!����3�� � 3���!�� 3��� ��F�� 3�� ������ 8 ��
1�!0����0������!�����!�2�������cryobuffer>�HI��:�01���3�� ����0�����3���1��!9��3��3�7!����9��3����!�2����
����
	����@�	�##������%B>B��	��>����1��!9��3��3�7!����9��2���E1��3��<�2��� ���!�2�� ��9��3��#>G�b���0 �2�!�� ���
����!�� ���2��!�1��>� H�I� �2������ 3�� 7� �!�2������� 1�!�� 3���!0���!� ��� �42�!��9�� 3�� 	�� ��� ��� �!�2���>� ��� ����� 2��
��3����������!����3���1 ����3����7��E�9��H��7IT�%#.GGG�?\�5�H7PT�@A>''.�7PPT�#>CAI.����3���1����3���42�!��9��H1OIT�
%#.GGA�\�5H7PT�@C>#?.� 7PPT�?>#CI>�H�I���2���9��3�� ��2�J��0�2�3��	��������!�3�2�0�3������	-��L>���� ������!�:��
��3���� ��� �:��4���!���8 �� !��������� ��2� J��0�2�3�� 	��3�� �04�2�0��N� ��2>� H�I���1��3��3��2�3�3������!9�����
3�21 N2�3�����5�!�����4�� �����!!����9��3�����2��!�1���3����2�3���2��� �����!!����9��3���2��5����>��2�1�2�4���
�4�!5�!� ��� ������ �3�3� ��� ���0�1�� 3�� 3��2�3�3.� 3��3�� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!�  ��� <�4!�� 3�� ���� � ��� ��� �:��
5�!�����>�

�����!�2�����!���!��!!904����1!�0���5�������������#���01��:�2�1!������&������� ��� ��3�3�
�2�0N�!���.� ���� ��1�!�����:�� 3�� 2��5����� 3��� G?>C'�Z���  �� ���7�������� 3������<�R2� 3��
'>#%� b'&��>� ��2� 3���2� 7 �!��� ��3�E�3�2� �� �����!�3�2� ���� ��� 1!��!�0�� L�	� � H\�42�<I�
�1�����3��  ��� ��!!����9�� 3��� 3�M�� 1�!� !�3����9�>� ��� �!�2���� 1�!�������� ��� �! 1��
�!��!!904���� 1!�0���5�.� �###.� ���� ��2� 2�� �����2� 1�!J0��!�2� 3�� ���3����� �T?G>%#[�
4T%%C>B%[��T%#$>$?[�cT`TqTA$V>���2��!��!0������2��2�3���2�7 �!����2����3�2�0�3���������
1!��!�0�� 	����� H�5��2� #$$GI.� 8 ��0�3������ ��� �J�� ��� 3�� ��2� �E��������2� 2�2��0J����2�
1�!0�����3�� ��3�!�8 ���E�2���� ���:��<������3���H�I.���!�����<������3���H<I��� ���3����2��:�2�
HOI����2��1�3�����!����!�F�!>���!���������.�3���!��3����! 1���!��!!904����1!�0���5��1�3���
�!���!2��3���!�2����2�����2�0��!����###%����#%#%#>�

����2�! �� !�� 7 �� !�2 �����0�3���������0N��3��3��3�7!����9����90���� Hsingle�wavelenght�
anomalous� diffraction.� 	��I��������1!��!�0��	-��L��H	<��3!��O�#$$CI.����8 �� ��2�3���2�
7 �!���!�����3�2������������ 3�3����3��3���1���>���3������	-��L��7 ��1�2�4����3����7���!�
%$� 2����2� ��!!�21��3�����2� �� ?� 3�� ��2� 2��2� !�2�3 �2� 3�� 	����� 8 �� 1!�2����4�� 
����
3�!�5���F�3��H���1!�0�!��0���������<����!�7�!����������������3���!�3 ���9������!0��0�����
�2� ���0���3�I[� 1�!� ��� �����.� 2�� !���7��9� ��� �E�2������� 3�� 3�2� 1!������2� 1�!� ���3����>� ���
��21����9��5�2 ���3�����1�2���9��3����2�J��0�2�1�2�3�2�H	�I��5�3������3�2�clusters�3��������
J��0�2���3�� ���!��������3�2�1�!� ���2�0��!���4���!��.��2�3���!.�8 ���E�2��� ���2�0��!���
��� �!�2�����!J7���� H���Q�%� H�II>� ��� 7�2��3�� ���2�� ��5�� ���� 	-��L�� !�5��9� 8 �� ��� �! 1��
�21������ ��!!����� �!�� �#%#%#.� 1!�2�����3��  ��� pseudos�free� correlation� coefficient�
2����7�����5�0����� 3�7�!����� H3�4�!��� 2�!� 0���!I� !�21����� �###%>� �3�0J2� 0�3������
	-��L��2���1���9� �����!!����9�����2��!91��������0�1��3��3��2�3�3������!9�����1�!��1�3�!�
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!����F�!�����!�F�3��3�������3����1���1�1��3������2�� ������� ���9��3����0�3��������� 2��3��
���
�H�02������3���R����#$$BI>�
�04�N��2���1���9� �����!!����9��3���2��5�����3���0�1��
3�� 3��2�3�3� �����!9����� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��� HDensity� ModificationI� H��R���� ��3�
�����%AAGI�H���Q�%�H�II>�

	�� �3�0����.�2��1!���3�9����!�7���3������������?�H� !2< 3�5.������������>�%AAKI.�8 ��
���� ��� !�7���3�� 0�3������ 
�	� HTranlation� Libration� Screw�motionI.� !�2�!�������2� ��0��
��	� Hnon�� crystallographic� symmetryI� ��� !������2� �21���7���2� H!�2�3 �� ?%@?G[� %$B@%$C[�
%#C@%'%[� %B'@%BK[%?C@%G$I.� �� 7 �� ����2�!��� ���2�! �!�  ��� ��4!�!��� 1�!�� �2��4����!� ��2�
1�!�2�3��4�2�2�^��2������!��O�1�!��������>����1!���2��3��!�7���3��2������!�9����!�� 2��3���
1!��!�0��������?������2�! ���9����0����<�2��������!��� ��0�3����7������� ���!�2�� ��9��
3�� #>K?� b� ���� ��2� 2�� �����2� 5���!�2� 3�� ��2� ��3���3�!�2� �7����!� T� $>#B� b� �� �7!��� T� $>'$>� ���
0�3����7��������� �����2�!�2�3 �2�	�!B'@"��#'C���	�!B'@
<!#'B�1�!���04�2�0��N� ��2�3��
1!������.� �� ��� 2�� ������ ����!�� 3��� ������ �	�##>� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��0��<��3!���
1!�2����4�����Z�3��!�2�3 �2����!������2�7�5�!���3�2.�8 ���!��3���AB>$BZ���3�4�!���2�!�a�
ACZ>� �3�0J2.� ��� �2�! �� !�� 1!�2����4��  �� C>GZ� 3�� !��J0�!�2� 1�4!�2.� 1�!J0��!�� 8 ��
3�4�!���2�!�r�%Z>�

2. Difracción�y�procesamiento�de�TFAM�LSP22Br�

��!�� ���7�!0�!� ��� �!�������9�� 3�� ��� 2�� ������ � ������3���� ��� ��� �2�! �� !�� 7 �!���
3�2�M�3�2������2��	�##�����4�2�2�4!�0���3�2����3���!0���3�2�1�2������2�H��������0��2��
<����0����3���������1�!��3��3���!�2����F���9�I>���2��!�2����2�8 ��0�:�!�3�7!����!���7 �!���
�8 ����2����� ���2�� ������0 ��3����� ���
%A�3�� �����3������H���0�3��!
%AI.�<�2���#>%�b�
H���Q�#I>� ��� !�����3�� 3�� 3���2� 2�� !����F�� ��� ��#'>%� 3�� �	��.� ������ 8 �� 1!�2�����  ���
������ 3�3����3��7�:��HsT�$>CK#G$$�b.��T�%B>#A$�\��I>��2��������� 3�3����3��2����� ���!��
2�� �3��������1��!9��3���42�!��9��3��!�0J2������3�!��<�.��2�3���!.�2��!����F9� ���!�����3��
3����2�3���2�3��3�7!����9����� ��1 ����!�0���>���!���5���!�3�M��1�!�!�3����9���������!�2����
�����1N!3�3��3�����2�M���3���4!�0���1��0�2�1�!� ���7 �!������� ���9��3��������!������ ���
!�����3�� 3�� 3���2� 3�� 7�!0�� <������3��.� 0�3������ ���  2�� 3�� ��� ����!7�F� helical� collection�
3���!��3���E� 4���������	���H"�4�3��<�.����5�������>I>��
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���Q�#>� �2�!������� 3�� !�����3��1�!�� ��2� �!�2����2�
���@�	�##!>� H�I� �0�����3��� �!�2���� ������3��3���!�� 3���
��F�.�����2�����2��2���1���9� ���!�����3��3����1��<������3��.�8 ��0�3���������2������9��3�� ��1 ������������H%I���
 ��1 ���� 7����� H#I�1�!0���� ���!�����3��3�21��F�3���� ��� ��!���3����!�2���.����� ��1�3�!�3��3�7!����9��2�0���!���
�2��4���HFlot_2010I>�HI��2������3��7� �!�2�������1�!��3���!0���!�������!����3���42�!��9��3��J��0��3��4!�0��
�������!�2���>����4�3����8 ����������� ����F�3���!��3�������� 3�3����3��7�:�.�������01���9�<���!� ���!�����3����� ��
1 ����3�21��F�3��������F8 ��!3��3���1����3���42�!��9��R5T�$>CK#G$$�b.�\�5T�%B>#A$>�

��4�3����8 ���2��2��!�2����2�3�7!����4���0�:�!.�������: ����3��3���2�7 �� 2�3��1�!�����5�!���
��4��  �� !�01��F�0������ 0���� ��!�  2��3�� ��0�� 0�3���� ��� 134� �4����3�� �� �!�5N2� 3��

���	����@�	�##>����1!���2��3��!�7���3���01���9�5�!��2������2��������1!��!�0���������
H���� ���3���������0�����1�2�2�3��� !�1��!���3�.�
�	.���	I>���2�;���0�2�1�2�2�3��!�7���3��
2�����5�!�������4��0�3���������1!��!�0����
��	
���H	0�!�.�^�0��O������>I.�8 ��!����F��
 ��!�7���3��0�3������ �����5�3�2��!�2�!����9��4�2�3������		��HLocal�Structure�Similarity�
RestraintsI�8 ��1�!0�����E1����!� ��� ��7�!0���9��3���2�! �� !�2�!��������3�2��� 7�������!����
 2��3����	>�����!��3���1!��!�0����
��	
���7 �!��� 2�3�2���2��1���������2�"����.�8 ��
1�!0����� 7�:�!� !�2�!�������2� 3�� ���0��!��� 1�!�� �5���!� 5���������2� !��������3�2� ���� ���
���2�! ���9����0����H;����1�!��������I.�
�	��� form�factor�correction� H1�!0����!� ��!� ��2�
3���2� ��  ��� ������ 3� 3�� ��3�� 3��3�� ��� 7����!� 3�� 3�21�!2�9�� �2� 2����7�����5�0�����
3�7�!����I>����0�1��3��3��2�3�3�3����2�3���2�����7�2�2�1�!��
���@�	�##!��������0�3����
1�!����� 
���	����@�	�##� 0�2�!�4��  �� 1���� 3�� 2�M��� ��90���� Ha?dI� ��� ��� 1�2���9��
�21�!�3��1�!�����4!�0�.����7�!0�3�����2�� ������3������H���Q�'I>�
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���Q�'>���1��3��3��2�3�3���90����H��@��I�3��3��2��!�5���� ���2�M���a�?d���!!�21��3���������!�3�����4�2��3��
4!�0��!�����8 ��2 42��� ���
%A�3�������3������3����������	�##>�

��� �2�! �� !�� 7����� ���� ��� ��2� !�2�3 �2� 	�!BB@��2#'K� 1�!�� ��� ��3���� � �� 	�!BB@�!�#''�
1�!�� ��� ��3���� .� �2�� ��0�� ��� 2�� ������ � ������3���� ��01����� 1�!�� ��� ������ �	�##>� ���
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E.�RESULTADOS:�ANÁLISIS�ESTRUCTIRAL�DE�TFAM�LSP22�

��� 1!������� 0�3 !�� 
���� ��� �!�2����F9� 2��� ��� 1!�2������ 3�� ���.� ��2� 0�:�!�2� �!�2����2�
7 �!��� �4����3�2� ���� ��� ������ ���9��3�� 3�� ��� !���9�� 3�� 1!������9�� 3��
����1�!��Light�
Strand�Promoter�H�	�I�3�� ����E���2�9��3��##�14>�

��� 3���!0�����9�� �2�! �� !���0�3������0N��3�2� �E1�!�0������2.� 8 �� ���� ���� 3���2� 3��
!���2�L�3���!�2����2�����1!�������3�!�5���F�3������2������@0���������H	����@
���@�	�##I�
������3�!�5���F�3������!�0�@�!������H
���@�	�##!I.�1�!0����!����4����!� ���0�1��
3��3��2�3�3������!9�����2 7��������1�!���2����!����2�� ������3��
���������>�������J��2�2�
3������3��3�� ��2� ����!�������2�1!������@����0 �2�!���8 ���04�2��!�2����2����1!�2������
 ���3�7�!������2 42��������3������2�! �� !��3��1!�����������5�>�

1. Curvatura� del� ADN� ofrecida� por� la� proteína� en� el� complejo� TFAM�
LSP22�
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��3��  ��� 3�� ����2� 2�� �E����3��  ��2� K?� !�2�3 �2� H!�2�3 �2� BB@%#$� �� %#?@##?.�
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����!���H	����.�
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��2#'K�H���Q%�HII>��2���������@��!0����.�8 ����� �� ���8 ����� ���O�!�1!�2����� ��1���������
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��5�!2���� ��2� ��:�2����!�2� ��2� !������2�3��3���E�2��� ��� 7 �!���3�25����9����� ��2�5���!�2�3�� twist� ��roll>� ��2�
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2�0���� 3�2��������8 ��2 ��3��������7�0�����3��1!������2�-�.�8 ��2���1!������2�3�� ��9�����
2 !���0���!� 3��� ���� ����  ��� 7 ��������3�3� 3�� ��1�� �!8 ����� !��� ��� ��2� � �����3�2� 3��
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2. Superficie�electrostática�y�conservación�general�en�TFAM�
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���� ��� ��01��:�� �������.� ��� 3�2� �!����������2�
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�

���Q�'>� ���2�!5���9�� ���!�� 
���� <�09����2>� H�I� ������0������ ���!�� 3�7�!����2� 
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3��3���������!���9��!�1!�2���������!�3��3�����2�!5���9��3����2�!�2�3 �2D�$@'$ZT�4�����.�'%@?$ZT��0�!����.�
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3. Características�del�ADN�LSP22�en�la�estructura�TFAM�LSP22�

��� ����2�! �� !�.��������2 7!��3�2� � !5�� !�2�0 ��0�!��3�2�3��lA$V.� ��3�� ���3������2�
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���Q�G>�������0������3����2�!������2�%���#.�8 ��1!�2��������2�1�!J0��!�2�3��roll���twist�����!�3�2>�����F ��2��
0 �2�!�����2�� ������3������H�F ��7 �!��.���3�����[��F �������.���3�����I>����!�2��2��0 �2�!�����2�!�2�3 �2�8 ��
2�� ����!������ ��� ��� ���.�0����!�2� 8 �� ��2� ��������2� 3�� ��2� !�2�3 �2� 3�� ��3��-�"4�E� ���� ��� ���� 2�� ��� ���
�93����3�� ����!�2��1����3���� ��2�-�"4�E>���� ������0������3�� ��� �F8 ��!3���2�J�<��<�����4�2���� ��2� !�2�3 �2�
�8 �5������2��2�! �� !��0����.�0����!�2�8 �����3�!��<���2����4�2������2�!�2�3 �2�8 ��2������!��������1�!0�����
3�7�!���������1!�2������3���0���5�����>�
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F.� RESULTADOS:� ANÁLISIS� DE� LA� FLEXIBILIDAD� INTRÍNSECA� DE�
LSP22�

���0�����20��1�!���� � ��� ���1!���������3!����1 �3��!�������!� � ���2�� ������3������
���5�� �M�2� 2���3�� �2� 3��3�� �� �!�5N2� 3�� ��2� �2�! �� !�2� 3�� ���� 3�21���4��2� �� ��2�
�2�! �� !�2� 3������ ��� ��01��:�� ����1!������2>� ��� 1!�0�!�� ��� �7!���!�  ��� �E1������9�� ��
�2���1!���2��7 ������! 1��3�����<�H	��0��.���2��4�!�������>�%AKGI.�8 ����2�1�2� ��!���8 ��
��� 3�1��3������ 3�� 2�� ������ � 1�3��� 5���!�0�3��3�� 1�!� ��� !�������0������ 3��� 1��!9�� 3��
1 ����2�3��<�3!9��������!����2���3���2�����!���2�3�����1!�����������2���!���3����2�1�2�2�8 ��
���7�!0��� ��� 2 !��� 0���!� �� 0���!>� ��2��!��!0����.� � 
!�5�!2.� et� al.� 3�2� 4!��!���
0�3����������2� 3���3��� ����2�0��8 ���E�2���������3������3����� ��2�2�� �����2�3������
�� 7�!0�!� �2�! �� !�2� �9���5�2.� 0����!�2� 8 �� ��!�2� 7!�� ����0����� 7�!0��� �2�! �� !�2�
���5�E�2� H
!�5�!2� ��3� �!�R� %AAKI>��J2� ��!3��Dickerson� &� Drew� H���O�!2��� ��3� �!�R�
%AC%I� !����F�!��� ��� 1!�0�!� ��J��2�2� 3��  ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� ���� �� ���
3�1��3���������!��1�2�4��2�3�7�!0������2�3�� ���<N������� 2 � 2�� �����>����1�!��� ��!.� ��2�
1�2�2� 8 �� �01����� 1�!�0�3���@1 !���� H�@".
@�I� ����3��� �� 1!�2����!�  �� roll� 1�2���5�.� �2�
3���!.���3�4��!2��<��������2 !���0���!����!�5N2�3����:�� ��!����� long�axis>������!�2�8 ����2�
1�2�2� 1 !���@1�!�0�3���� H�@".� �@
I� 0 �2�!���  ��� ���3������ <�����  �� roll� ������5��
��01!�0�����3�� ��� 2 !��� 0���!>� �� 1�!��!� 3�� �2�� 0�0����� 2 !��9� ��� �����1��� 3�� ���
���3������ ������ ��  ��� 3�7�!0���9�� ��� 7 ���9�� 3�� ��� 2�� ������ 3�� ���.� �2� 3���!.� ���
7��E�4���3�3����!��2����3�������3�1��3������3��2 �2�� �����>���!����������2����1�!��3�.�2��
8 �2���E�0���!� ��2� ��!����!�2����2� 7�2���@8 �0�2�3�� ��2�1�!�2�3��4�2�2�8 �� ���7�!0��� ���
2�� ������3�� ��9��3���	��1�!��
���>�

������7�!0���9��3�� ��� ���9��3��3�1��3��3��2�����J�� ��2�3����!2�9��H���Q�%H�II.��2��2�
J�� ��2� 3�� ��!2�9�� 2�� ��� ���!�� 3�7���3�2� 1�!� J�� ��2� ���!�� ��� 4�2�� ���!�����3�� �� ���
�F;��!� HtI.����!������?�������! 1�� 7�27����3���� ���9��3������!��!� HcI.����!���'�������! 1��
7�27����1�2��!��!� HuI.=����3�1��3���������!�� �2�! �� !��3��������� ��� 2�� ������3�������
1 �3�� 2�!� �E1����3�� 7J���0����� �� 1�!��!� 3��� ��J��2�2� �� ��5��� 3��� 1�!� 3�� 4�2�� H4�2�@1��!�
��5��I.�3��3���2�1�2�4���3�7���!�G�1�!J0��!�2D�shift,�tilt,�slide,�roll,�rise���twist�H���Q�%�H4II>�
��2� 1�!J0��!�� 3�� roll,� twist� �� slide� : �����  �� 1�1��� �01�!������ ��� ��� 7�!0�� 7����� 3�� ���
�2�! �� !��3�����.�3��3�� � ��!� ��<�4!�2�3������0J2� ��!��2��� ��!��2.� �� ���� � !5�� !�2�
��������2� ��� 3���!0���3�2� 1 ���2>� ��3������ ��� �2� 3��� 3�� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� ���
!�2 ����2�2��<��1�3�3�����2����!�8 ��roll,��R�2����slide��E<�4��� ���2 ����3�1��3�������������
2�� ������3�����.�1�!��:�01��.����1�!�3��4�2����v"
��2����!��2���0�����0���2�!���3��8 ��
��v
".� 1�!0�����3�� �38 �!�!� 3�7�!0������2� 8 �� �7������ �� ��� 2 1!�� �2�! �� !�� <������3���
7����>�
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���Q�%>�(�� ��2�8 ��3�7���������2�! �� !��������3������>�H�I�J�� ��2�3����!2�9�������� ��3�3�� ������3���>�H4I�
(�� ��2� � 8 ��3�7����� ��2� steps� 3������� H�I� �:�01���3�� ��0�� ��2� 1�!J0��!�2�3�� roll.� twist� �� slide� �7������ ���
�2�! �� !��������3������>�

�������4�!���9��������3�!��������2�����3����! 1��3����3�2����!�F����������� ��3������!���
��0w3����H��I.�2��!����F9�����2� 3���3�����2�� ������3��#A�14�3�7���3��0�3��������2����
3�� footprinting�in�organello�1�!�	<�3��[�et�al>��������!����2��!����F9������J��2�2�����5���3��
1�!�3��4�2��3�� ��2�5���!�2�3�D�shift,� tilt,� slide,� roll,� rise��� twist.�0�3������ ���4�2��3��3���2�
1!�2����� ��� �2��� �! 1�� H���Q�#.� 'I>� ��3������ ��� ��J��2�2� 3�� ��2� 5���!�2� 1�!�� �2��2�
1�!J0��!�2� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!� 8 �� �E�2���� 3�5�!2�2� 0���0�2� ���!�N����2� ��� ���
2�� ������ 2�3��1�!�� ��� �!�2����F���9�� H2�04!��3������!�2I�8 �� ������3���1�!�� ��3�2� ��2�
1�!J0��!�2� �����F�3�2>� ��4�� 3�2����!� 8 �� ��2� !������2� ���� 0���0�2� ���!�N����2� 2���
!������2�0���2�!���3�2.��������3��������1!�2����!�3�7�!0������2����2 ��2�! �� !�.���0��
�1�!� !��3����2�4�2�2�!��������3������ ���1!�@� !5�� !�����!��2����3������>�	���������0�2�
!��������!� �2��2� 0���0�2� ���!�N����2� ���� ��2� 0���5�2� ���� 3�� ��������� ���� -�"%� H���
��!��:�I�������-�"#�H���5�!3�I>���������2��3���������!������9��3���� %C#�������0���5������
��5�!��3�� H?P@���@'PI.� ��� 1 ���� 3�� ����!������9�� ������3�� �E����0����� ���� ��� 0���0��
���!�N����.�1�!� ���8 �� ��� ����!������9��3���� %C#�2��5�!��� 7�5�!���3��1�!� ��� 7�!0�� ��������
3������>���!�������2��3�� ����!����9��3��-�"%�����������.����1 ����3�� ����!������9��1�!�
1�!��� 3�� �� ?C���� ������3�� �E����0����� ���� ���0���0�� ���!�N����>� ��!�� �2� 1�2�4��� 8 ��
�E�2��� ���1!�@� !5�� !�� ��������3������.� 2 ��!�3��1�!� ���0���0�����!�N�����1!�5��.� 8 ��
7���������������!����9��3����2�!�2�3 �2�3��-�"%�������������������1!�0 �5���������!������9��
7�����3���� ?C>���!���������.���4��3�2����!�8 ��� �8 ���E�2����2���0���5����’�@%$41@�’���
����2�0���� 3�������1��!9��3������!������9��3����2�!�2�3 �2�3��
���.����2�� ������3������
1!�2�������!����!�2�����7�2���@8 �0���2�3�7�!����2����!�����1!�0�!�0���5�����������2�� �3��
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0���5�� ��5�!��3�����>���2��������.� ���� !5�� !�� 7����� ��3 ��3��1�!� ��2�3�2�3�0����2�������
�����2�2�0���!>�

�

���Q�#>���!J0��!�2�3��shift.�slide.�rise���tilt�1�!�����2�� �������	��3��#A�14>������J��2�2�2��!����F��1������3��1�!�
3��4�2�2�2�� ������>����2�� ������2�04!��3������!�2.�<����!�7�!�����������!���9��3�������������8 ��2���!�2����F9�

���.��	�##>���2�!������2������!��:����5�!3����3��������0���5�����.������!��:��1�!�����!���9��3�����������3��
-�"%������5�!3��1�!�� ��� !���9��3�����������3��-�"#>����� 7���<�2���� ���1�!���2 1�!��!�2�� ��3������� 2�����3��
����!������9��3���� ?C�1�!��-�"%.����� %C#�1�!��-�"#>�
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���Q�'>� ��!J0��!�� 3�� roll.� twist� �� 5���!� ���4��� ���!�N����� Hvariation� fceI� 1�!�� ��� 2�� ������ �	�� 3�� #A14>� ���
��J��2�2� 2�� !����F�� 1���� ��3�� 1�!� 3�� 4�2�2� 2�� ������>� ��� 2�� ������ 2�04!��3�� ��� �!�2.� <���� !�7�!������ �� ���
!���9��3�������������8 ��2���!�2����F9�
���.��	�##>���2�!������2������!��:����5�!3����3��������0���5�����.����
��!��:��1�!�����!���9��3�����������3��-�"%������5�!3��1�!�����!���9��3�����������3��-�"#>�����7���<�2�������
1�!���2 1�!��!�2����3�������2�����3������!������9��3���� ?C�1�!��-�"%.����� %C#�1�!��-�"#>�
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G.� CARACTERÍSTICAS� BIOQUÍMICAS� Y� BIOFÍSICAS� DE� LOS�
DOMINIOS�HMGbox�

����2����1�!��3��3��!�2 ���3�2�2��0�2�!�!J������!����!�F���9��4��8 �0�������2�! �� !���3��
��2�3�0����2�-�"4�E�1!�2����2����
���>�

1. Análisis�estructural�dominios�HMGbox�de�TFAM�
��� 2 1�!1���!� ��2� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� �04�2�
1!�2���������0�20��1����0���������7�!0��3����H!>02>3>�$>A?bI.�1�!�����2����3N�����2>���2�
�!�2� <N����2� ��5�� �!�3�2� ��� ��� 1����0������ ��� 7�!0�� 3�� �� 1!�2������ 3�7�!����� J�� ���
���!����2��:�2�<������3���2.�3��3��� ��!��� ���7�!0��0J2��2�!��<����������3��1�!��-�"#�
��01�!�3������-�"%>�

��2 ��������!�2������42�!5�!�8 �����<N����%�3��-�"#��2� ���5 �����0J2���!���8 ��-�"%.�
��!����!�2�����8 ��2��0��������3�21 N2�3����� ��9��������.���8 ��3�7�!�������2���3�0�����
3����!�2�3�0����2�-�"4�E� H���Q"%I>��2���<N�����%�0J2� ��!��� ���-�"#�2��0���������� ���
��!���3����3�2� ���2�� �����2�3��
����3��metazoos>���1�2�!�3���2��3�7�!�������2�! �� !���
���!��-�"%���-�"#.��04�2�����!������!�2�3 �2����1���!�2����������>�


�04�N���2��01�!������3�2����!����1!�2������3����2�!�2�3 �2�����!�������2�3�������H�� ?C�
���� %C#I�2����� ���!���2�� �3�2����3�7�!����2�<N����2����2 2���!!�21��3�����2�3�0����2.�
���8 ����������2��3���� ?C�2����� ���!��������F�3�����-N����%���1�!���� %C#����-N����#>�

�

���Q"%>�	 1�!�01�2���9���2�! �� !����3����2�3�0����2�-�"4�E�1�!��
���>�H�I���1!�2������9���2�! �� !���3��
��2�3�0����2�-�"4�E������01��:���������.�3��3�������!��:��2��0 �2�!��-�"%������5�!3��-�"#.� ���� ��2�
3�7�!����2�<N����2���3���3�2�����2��� ����2�����!�������2�!�1!�2����3�2����7�!0��3��4�!!�2>��

2. Análisis�de�unión�a�ADN�de�los�dominios�HMGbox�de�TFAM�
2.1. Diferente�patrón�de�reconocimiento�

�2� 3��2�!����F�3�2��������!���3��B$�M�2�<���0�2�!�3��8 ����2�3�0����2�3�� ��9���������
HVds.,�DNA�Binding�DomainsI�!������������������� ����!���5�!��3�3�3��7�!0�2>���� ��2�
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DBDs���0����2�!�1!�2�!�2�4����!����2.�2����� ���!��1�!7����0�����1����3�2�����2�3�� ��!�
�� ��2�2����2�3��!�������0�����.��E<�4���3���2�� ��� ��9���21���7����3��2�� ���������� ���
�!��� �7���3�3� �� ���01�2� 3�� !�2�3������ ��!��.� 0�2�!��3��  �� 0�����20�� ������3�� ��0��
��!!�3 !�@���5�� (lock�and�key� mechanismI>� ��� � ��!����2� ��� 2�� ���9�� �2�  �� 1���� 0J2�
��01��:�.� 7!�� ����0����� �E�2����  ��� !���:���9�� ��� ��� !�������0������ 3�� 2�� ������
�21���7����1�!��1�3�!��7!���!� ���0���!��!�3��3���3�1��4���3�3����7�!0�������>�

� �8 ����2�3�0����2�-�"4�E�0 �2�!��� ���2�0���� 3�7 ��������H��� ��3����0��7����!�2�
3���!��2�!�1��9�.�1!������2��!8 ����� !���2.����>I.� ���2������5�3�3�1�!� ���2�� ������3������
�2� ��� 1!����1��� � 3�7�!�����>� �����!�2� 8 �� ��2� 3�0����2� -�"4�E� 3��  ��9�� �21���7���� 3��
2�� ������HHMGbox�SSI����������2���� ��2�����3������!������9����3�5�!2�2���������2�������2�
4�2�2.���2�3�0����2�-�"4�E�3�� ��9�����21���7����HHMGbox�NSSI����������3�2�1 ���2�3��
����!������9�>��3�0J2�HMGbox�SS�2���0J2����2��4��2����2�� ��9�����2 �7�!0����� ��3�����
����H�!����.����3������>�#$$BI>�

��2� �2�! �� !�2�3��3�0����2�-�"4�E� ��4!�2����0 �2�!��� ��;����� �2��3��3�� �!��2���9�.�
2����8 ���E�2����3���!�2���3�2�2 43�0����2���5�� �!�3�2�������1����0�����.�1�!��:�01��.�
1�!�� ��� ��2�� 3�� HMGbox� SS� 2��� 0J2� ���2��4��2>� 	��� �04�!��� ��� ����!����9�� ���� ����
�2��4���F�� �2��2� 2 43�0����2� �� 3�� � ��!� ��  �� ;����� ��01��:�� ���1�!���5�>� ��� ��� ��2�� 3��
HMGbox� SS�8 �����2 � 7�!0����� ��3��2����E�!�0�3�0����� 7��E�4��2.���� 7�!0�!���01��:��
0 �2�!���  ��� ����!7�F� 4���� 1����3�� 8 �� !����F�� ��������2� 5��� 3�!�^���2� ���!�� !�2�3 �2�
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��3������ �2�J� ���2�7�����9�� �2� 1�2�4��� 3���!0���!� 8 �� -�"%� 3�� 
���� 1 �3�� 2�!�
��������3�� ��0�� -�"4�E� 3��  ��9�� �21���7���� 3�� 2�� ������ HHMGbox� SSI.� ��� 8 �� ��� ���
1�2���9��X��1�!���� ��!�2�3 �����1���!�H�� ?CI�8 ��2������!��������!����2�4�2�2�3������.�
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�!?KI.�0����!�2�8 ����� ���1�2���9��Y�1!�2����� ��
!�2�3 ��1���!�H
<!KKI�8 ��7�!0�� �����������1��1 �����<�3!9����������������H���Q"#I>�

	��� �04�!��.� 1�!�� ��� ��2�� 3�� -�"#.� ��� !�2�3 �� ��� ��� 1�2���9�� X� �2�  �� !�2�3 �� 1���!.�
�2�%G'.� 8 �� 7�!0�� 1 ����2� 3�� <�3!9����� ���� ��� ���.� ��� � ��!� 3�� ����!����!� ��� ���>�
�3�0J2� ��� ��� 1�2���9��Y� �E�2���  �� !�2�3 �� �1���!.� �!�%KC.� 8 �� ��� 2�� ����!����� ���!�� ���
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��3�������2�!�2�3 �2�%$$Z����2�!5�3�2����!��-�"%���-�"#.�0����!�2�8 ����2�0�!��2����!�2���3�����!�2�3 �2�
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3�21�!����9����2��������3��������4!�����!�����$>G��0����%D�$>%��0�����������������2��3���
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��������2��3��-�"#.�3��3��2��1 �3��3�7�!�����!�8 �����-N�����'�1!�2����� ���0���!���!���
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1!�2�����  ��� 0���!� �7���3�3� 1�!� ��� ���� 8 �� -�"#.� 8 �� ��� � ��!� 3�� 1!�2����!�  ���
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4. Representación�en�forma�de�rueda�de�hélices�alpha�
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5. Análisis�estructural�entre�HMGbox�y�su�núcleo�hidrofóbico��
� ��3��2������������2�2�� �����2�3����2�3�2�3�0����2�-�"4�E�3��
�������7 ���9��3��2 �
�2�! �� !�.��2�1�2�4���3�2����!� �����: ����3��!�2�3 �2����2�!5�3�2�H���Q"#I>���������F�!�
��� ������F���9��3���2��2�!�2�3 �2�������2 1�!�01�2���9��3��-�"%���-�"#.� � ���0���!���3��
����2����1�!����1�������������!����9������������.�2��9�8 ��1�!����1���������0������0������
3����;�����<�3!�794����������2�! �� !���9��3���3�0�����-�"4�E����7�!0��3����H���Q"GI>�

����!�� ��2� !�2�3 �2� ���2�!5�3�2� ��4��3�2����!� �8 ����2� 8 ��0��������� ��� �!�������9��
��2���3N���������!���04�2�3�0����2�H-�"%&-�"#ID�

� �E���2�9���@��!0����D��!�?$&�!�%??.��!�?'&�!�%?C�

� -N����%D�
�!?K&
�!%G#�

� -N����#D�"� KA&"� %C$.�
!1CC&
!1%CA�

� ���1�-N����#@-N����'D��� A%&�� %A#�

� -N����'D� �21A'&�21%AB.� ��2AG&%AK.� 
�!AA&
�!#$$.� 
�!%%$&
�!#%%.�
"� %%'&"� ##$.�"� %%A&##$�

� ��3��2�����������2�2�� �����2�3��-�"%���-�"#�������2��2�! �� !�2�!�2 ����2�3��HMGbox�
SS���HMGbox�NS��2�1�2�4����42�!5�!���2�2�� �����2�!�2�3 �2����2�!5�3�2>���!��HMGbox�SS�
2���H�!�?'&�!�%?CI.�H
!1CC&
!1%CAI.�H�� A%&%A#I>������!�2�8 ��1�!��HMGbox�NSS�2���
H�!�?$&�!�%??I.�H	�!??&	�!%G$I.�H
!1CC&
!1%CAI.�H��2AG&%AKI���H
�!%%$&
�!#%%I�H5�!�
���Q"GI>�	��0�!�0�2�����3�����0���������2 1�!�01�2���9��3��������>?.��42�!5�0�2�8 ����2�
!�2�3 �2����2�!5�3�2����!����2�3�7�!����2�3�0����2�1!�2������ ���7 ���9���2�! �� !���3��
0������0������ 3��� 1����0������ 3��� 3�0����.� 3��3�� 2�� 1 �3��� ������F�!� 3�2� F���2�
�01�!�����2>����1!�0�!��F������!!�21��3�!����� ��2� !�2�3 �2� ������F�3�2���� ���4�2��!��3��
��2� 3�2� 4!�F�2.� 8 �� 1�!0����� 0������!� ��� J�� ��� ��!!����� ���!�� ��2� 3�2� 4!�F�2>� ��4��
3�2����!� ��2� 1�!�:�!� 3�� !�2�3 �2� �!�0J����2� H
!1CC&
!1%CAI� H
�!AA&
�!#$$I� ��
H�� A%&�� %A#I� 8 �� 1�!0����� 7�!0�!�  �� �;����� �7!�����3��  �� ��!!����� J�� ��� 3��
�01�8 ���0�����>� ��� 2�� �3�� F���� ��!!�21��3�!��� �� ��2� !�2�3 �2� 8 �� �2��4���F��� ���
�E���2�9���@��!0������������-N����'D�H�!�?$&�!�%??I.�H�!�?'&�!�%?CI.�H
�!%%$&
�!#%%I�
H"� %%'&"� ##$I>�

�2� ����!�2����� ��3���!� 8 �� ��� ���: ���� H
!1CC&
!1%CAI� 2�� ��� ���!�� %$$Z� ���2�!5�3��
���!�� ��2� 1!������2� 
���� 3�� �!����20�2� 0 ������ ��!�2.� �2�� ��0�� ��2� !�2�3 �2� �!�%??.�

�!#%%>��

�3�0J2���4��3�2����!����1!�2������3��!�2�3 �2��!�0J����2�2��� �3�2�������!���9���9���5��
�� ��!��� 3�� ����� 7�!0�3�� 1�!� ��2� 3�2� 4!�F�2� 3�� ��� �>� �2��2� !�2�3 �2� 1!�2������  �� 1�1���
�01�!������ ��� ��� ����!����9�� ���� ��� ���>� ��!� �:�01��.�  ��2� 3�� ��2� !�2�3 �2� 8 �� 2��
��� ���!�� ���2�!5�3�� ���!�� -�"%� �� -�"#� �2D� 
�!?K&
�!%G#.� 8 �� 7�!0��  �� 1 �����
<�3!9��������� ��2�4�2�2�3������������� 2 !���0���!�3������>��2��� !�2�3 ��2����� ���!��
%$$Z����2�!5�3�����!��3�7�!����2�
����3���!����20�2�0 ������ ��!�2.��2����0�����!�5N2�
3��HMGbox�SS���HMGbox�NSS�H���Q"KI>��



� � � �

�

162

�

���Q"G>� 	 1�!�01�2���9�� 3�� ��2� 3�0����2� -�"%� H��!��:�I� �� -�"#� H5�!3�I.� 3��3�� 2�� ��� ���!��� ��3���3�2�
0�3������ !�1!�2������9�� ��� 4�!!�2� ��2� !�2�3 �2� ���2�!5�3�2� ���!�� ��2� 3�2� 3�0����2>� ��� !�1!�2������9��
2 1�!��!�0 �2�!�������!������!���3������.�8 ���������������������[�0����!�2�8 ��������!�1!�2������9����7�!��!�2��
0 �2�!������!�������9���E��!���3������>���!����3��!�1!�2������9��2����3��������F���2��01���3�2�8 ���01���������
��!��<�3!�794����8 ��0�������������!!������!�������9�����!����2�<N����2�3����2�3�0����2�-�"4�E>�



� � � �

�

163

�

���Q"K>� ������0����� 2�� ������� 3�� ��2� 3�0����2� -�"%� �� -�"#� ����!��HMGbox� SS� ���� �2�! �� !�� !�2 �����
H	�L#.� 	�L%K.� 	�+.� ���%I� ��� H�I.� �� ����!�� -�"4�E� �		� ���� �2�! �� !�� !�2 ����� H�-�G�.� -�"�.� -�"%.�
-�"%I����H4I>��2�����!�2�����3�2����!�8 ������04�2���2�2����1�!�:��
!1CC&%CA�2����� ���!�����2�!5�3��������
���HMGbox�NSS���0��HMGbox�SS>�

6. Comparativa�estructural�entre�dominio�HMG2�en�su�forma�unida�y�no�
unida��

�!�5��� �� ��� !�2�� ��9�� 3�� ��� �2�! �� !�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ���.� 7 �� !�2 ����� ���
�2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3��� 3�0����� -�"#� H�� %?#@"��##%I� ��� 2 � 7�!0�� ���  ��3�� ���
����H-�"#@ �4� �3I�H"�����<�77.�� ������<����������>�#$$AI����� ���!�2�� ��9��%>'?�b�
H�93���� 3�� ����2�� ��� ��� '�"-I>� -�"#� �!�2����F9� ��� ��� �! 1�� �21������ �###%� ���� ��2�
2�� �����2�1�!J0��!�2�3�����3�����aT�'$>#C�b.� bT�AA>'?�b.�cT�?%>A$�b>�����2�! �� !�� 7�����
���� ��� ��2��0���J��3�2�3��"��%?'@�� #%A.� ����!�2�3 �2� �������7�!0������2�����!��3�2�

�%G#.��� %C#.����%C?.���2%AK.�
�!#$$.����#%?���	�!#%K.���2��0���J��3�2�3�����1�2���9��
%K#���%KG�7 �!����!�F�3�2���0����������3�4�3�������1�4!��3��2�3�3������!9����>�

���2 1�!1���!���2�3�2��2�! �� !�2.�-�"#@�	�##���-�"@ �4� �3.��2�1�2�4����42�!5�!�8 ��
N2��2�2���2�0���!�2.�0�2�!��3�� ��1����0������ 2�0���!� H!>0>2>3>�#>'K�bI>���� ��01�!�!� ��2�
3�2��2�! �� !�2�H���Q"CI��2�1�2�4����42�!5�!�8 ����������2��3������2�! �� !��1�!��-�"#@
�	�##�1�!����0J2���01����>�

��2�� ��!�2�8 ��!�2��5��!�������2�! �� !��-�"#@ �4� �3�3�2����4���8 ��3�3��8 ��-�"#�
������ ������0������3�� 2�� ������ ����-�"%�1!�2����� ����1���� ��� F�����@��!0�����3�� ���
-N����#.�!���9��3�7���3����0��F����3���������������������.������<��<��8 ��������1�2���9��
3��� !�2�3 �� ��1���� 3�� ����!������9�� ���-�"4�E.� ��!����!�F�3�� 1�!� 2�!�  �� !�2�3 �� �1���!�
8 �� 2�� ����!����� ���!�� ��2� 4�2�2� 3��� ���.� ��� -�"#� �E�2��� �2�%G'[� ��3�� ����� ��3 ���� ��
1��2�!�����2�� ��!�2�8 ���2���3�0�����-�"#��!������1�F�3������!����!2��������������8 ��
1!�2����4��  ��2� 1!�1��3�3�2� 3��  ��9�� ��� ���� 0 �� 3�7�!����>� ��� !�2�� ��9�� 3�� ���
�2�! �� !�����2 �7�!0�� ��3���������<��1�!0���3��3�� ��3�!���� ��2��21����2�1!�5��0�����
3�2�!���2>�

��!����8 ��2��!�7��!��������E���2�9��3����2�<N����2.�� ��3����01�!�0�2�-N����%���-N����#�3��
��2�3�2��2�! �� !�2�3��-�"#.�N2��2�������3������2 2�3�0��2����2����04�2�2���0J2���!��2�
8 �� -�"%>� ��2�� �� 8 �� "�����<�77� �3����7���4�� �2��� ��1� �� 3�7�!������ ��� ������ 3� ��� ���



� � � �

�

164

-N����#�3��-�"%���-�"#.����2 1�!1�2���9��3����2�3�0����2�-�"%.�-�"#@�	�##���-�"#@
 �4� �3�1�!0���� ������F�!��2�����1�3��� ��!���0���J��3�2�H1!J�����0����� ���5 �����3��
<N�����0���2I�������-N����%�3��-�"#.����������2 �7�!0�� ��3����0����� ��3��������>�

�3�0J2.�����2�! �� !��-�"#@�	�##�1�!0��������!�!������1���3�3�3������!����!� ��!�2�3 ��
�1���!����!����2�4�2�2�3�������1�!�1�!���3���2���3�0����>��� %C#�������-N����#�����!�����
���!�� �%?@"C� �� �%G@
K>� ��4�� 3�2����!� 8 �� �2��� !�2�3 �� �� %C#� 1!�2����� ��� ��� �2�! �� !��
-�"#@ �4� �3� ���3�4������7�!0���9�.� ���3������2�2���������3����������01��:���������
����1�!�� ����!����!����!�� ��2�4�2�2�3�������H���Q"CI>� �"�����<�77������>� 2 ��!���8 �� � ��2�
!�2�3 �2� 
�!%G#� �� 
�!#$$.� 2�� �3�2� ��� ��� �;����� <�3!�794���� �� ���� �!����������2�
����!��3�2� ��� -�"#@ �4� �3.� �!��� �01�!�����2� ��� ��� ����!����9�� ���� ��� ���>� ��� ���
�2�! �� !��-�"#@�	�##.�
�!%G#�1!�2����� ���;��������7�!0���9��8 ��!����F�� ���������
��1�� 1 ����� <�3!9����� ���� ��� �%G� 3�� ��� ��3���� �.� 3�� ��� 0�20�� 0���!�� 8 �� ��� !�2�3 ��
��1�9����0����� �8 �5������� ��� -�"%.� 
�!?K>� ��4�� 3�2����!� ��� !�2�3 �� ����0�����
���2�!5�3�� 
�!#$$.� 8 �� 0 �2�!�� 3�4��� ���7�!0���9�� ��� ��� �2�! �� !�� 3�� -�"4�E#@
 �4� �3.� 0����!�2� 8 �� ��� ��� �2�! �� !�� 
���@�	�##.� 1!�2�����  ��� ;����� �!�������9��
3��3�������������!�0J���������!�4 �������;�����<�3!�794����3��-�"#���2 ��! 1��<�3!�E����
1�!0������������2 1�!7�����2���!����F�!�����!����9��3������;����1������������.���3�7�!������
3�����8 ��1!�1�����"�����<�77.������>��3�0J2���4��3�2����!�
�!#%%�8 ��1!�2����� ���3�4���
���7�!0���9�����-�"#@ �4� �3.�0����!�2�8 ��-�"#@�	�##��E�2��� ��3�21��F�0������3��
���<N����'�<������������8 ��1�!0�����������!����9���������7�27����3�����4�2���#%>�

�

���Q"C>� 	 1�!�01�2���9�� 3�� -�"#@�	�##� H��� 5�!3�I� ���� -�"#@ �4� �3� H��� ����I.� 3��3�� �2� 1�2�4��� 5�!�
� 0����3���� %C#��������3�4������7�!0���9�����-�"#@ �4� �3���2���������3�����1�2���9��3������!������9��
���-�"#@ �4� �3>�

�

�

�



� � � �

�

165

H.�ANÁLISIS�ESTRUCTURAL�DE�LAS�DOS�ESTRUCTURAS�
CRISTALOGRÁFICAS�EXISTENTES�PARA�TFAM�LSP��

��� 0�20�� ���01�� 8 �� 7 �� 1 4����3�� ��� �2�! �� !�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� �	�##.� 2��
1 4���9�����2�! �� !��3��
���������01��:������ ������3��#C�14�8 ��������������2�� ������
3���	��H�	�#CI��� ���!�2�� ��9��3��#>?�b�H���.�\��2�!������>I>�����2�����2��2���!���4��3�� ��
�! 1���21������3�7�!����.��###%.����1�!J0��!�2�3�����3������T�GC>BB.�4T�C%>A%.��T�%G%>#?[�c�
T�`�T�q�T�A$V>���2��������.����5�2 ���F���9��3������2�! �� !��0 �2�!����0��
�������!3������2�
3�2�3�0����2�-�"4�E�1�!�� �01���!� ���� !5�� !���������������� 7�!0��3���.� 2�0���!���
�	�##>� ��� �2��� �2�! �� !�.� �2� 1�2�4��� ���2����!� 8 �� ��2� � ��!�� !������2� 3�� 
���D� 3�2�
3�0����2�-�"4�E.����O�!.���������@��!0����.�!����F����E���2�5�2���������2�����������>���!�
��������.�����!����F���9��3�����1!������������������������4���������������2�2�0���!����!����2�
3�2��2�! �� !�2>��������� ���9��2��!����F�� ����J��2�2���01�!���5��3���04�2��2�! �� !�2>�

1. Superposición�global�

��� 2 1�!1�2���9�� ���4��� 3�� ��2� 3�2� �2�! �� !�2� 0 �2�!��  �� !>0>2>3>� 3�� %>BB� b>� �04�2�
�2�! �� !�2� 0 �2�!��� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� ���� ��� ��1���� 1����0������ ��� 7�!0�� 3�� �.�
3��3�� ��� ��5�3�3� �9���5�� ����!�������� ���� ��� 2 !��� 0���!� 3��� ���� 1!�5����3��  ��
� !5�� !��3���1!�E�0�3�0�����A$V>������!�2 ������� ���� !5�� !��������3�������3�� ��2�
%C$V.�3�7���3����0��� !5�� !�����7�!0��3����H���Q-%I>�

���!�� ��2� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� 2�� ��� ���!�� ��� ���O�!� <������3��.� 8 �� 1�!0���� ���
!��!����F���9��3����2�3�0����2����3�0J2�1�!0�����2��4���F�!����� !5�� !�����7�!0��3���.�
3�4�3����8 ���� �!���F����2���!��2�������5�2�3����28 ������3��7�27����3������>������0����.�
2�� ��� ���!�� ��� ����� �@��!0����� 8 �� ��� �04�2� ��2�2� 2�� ��� ���!�� ���  ��� 7�!0��
1�!����0����� �E���3�3�� �� <�� 2�3�� 1�2�4��� �!�F�!� ��� ��3���� 1!����1��� <�2��� ��� !�2�3 ��
��2#'K>���2����8 ��7��������2�A�!�2�3 �2�7�����2.� ���F����3�����������@��!0�����3�7���3�����
1!�2���������;����1��3������!����9��������2�4�2�2�3������>�H���Q-%I�

������!�3���2�1�2�4����42�!5�!�8 �� ��2�3�2�1 ���2� ����!�������2�3��-�"4�E����������.�
2������!����2�0�20�2�!�2�3 �2�3��������1�!�1�!���3���0�20����1��3���0���J��3�D��� �?C�
1�!�� -�"%� �� �� %C#� 1�!�� -�"#>� ����� ���7�!0�� ��� 0���5�� 3�� !�������0������ 3�7���3��
����!��!0�������0����’��H‘� ��3�������2�����3�� ����!������9�I>�� �8 ���2�1�2�4����42�!5�!�
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2. Análisis�estructural�del�ADN�LSP28��y�LSP22�
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�������������!���9��3�� ��9��1�!��
��������	��8 ��2��<�4�����!����!�F�3������!��!0�����
0�3������ ��2���2� footprinting>��3�0J2.� ���� �� ��0��2��<�� ��0����3�.� ��� ����!������9��3��
!�2�3 �2�1�!�1�!���3�� ��2�3�0����2�-�"4�E�2�� �����0�20��1��!9��3��!�������0��������
2 ��3���E����0����������2�0�20�2�1 ���2>�

�����J��2�2��2�! �� !������4���3�������1�!���04�2��2�! �� !�2��2�1�!���3��H!>0>2>3>�%>%?�bI.�
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roll�3����2�1�!�2�3��4�2�2.�������2���3�����5��3����2�2����2�3��3���E�2����������!������9�>���!��
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3. Contactos�TFAM�ADN�en�TFAM�LSP22�y�TFAM�LSP28�
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3.1. Contactos�HMG1�con�ADN�

� ��3�� 2�� ��01�!��� ��2� ��������2� ��� -�"%� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ��� 
���@�	�#C�
�E�2��� ���0���!�3�2������.�� �8 ����2���������2����� �������!�������0������3��4�2�2�2��
0��������� �� 1!�2������ ��� 0�20�� 1��!9�� 3�� !�������0�����>� ��2� ��������2� 1�!0������
3�7���!� ��� !���9�� 3�� ���� ���!�� ��2� 4�2�2� H
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3.2. Contactos�HMG2�con�ADN�
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3.3. �Contactos�linker�con�ADN�
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I.�ANÁLISIS�ESTRUCTURAL�DE�LA�ESTRUCTURA�NOVEL�
BIDOMINIO�HMGbox��
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��!����!�2�����3��1!������2����� ��9��3����1�����21���7������0��-�"%.�-�"#.���#=��
3��1!������2����� ���0���!��21���7���3�3�3��2�� ��������0���2������2��3�����HUpstream�
Binding�Factor),���5�� �!�3������!��2�!�1��9����8 ��������������!��B���G�3�0����2�-�"4�E�
3�1��3���3�� 3�� ��� �21����>� ��!� ����� ��4�� 3�2����!� ��� �E�2������� 3�� 
���.� ��0�� ��2��
1�� ���!.� ��� 8 �� 1!�2����� ������  ���  ��9�� 3�� ��1�� �21���7���� ��0��  ��9�� ���21���7���� ��
1!�2�����3�2�3�0����2�-�"4�E>�

����2�! �� !��3��
���������01��:�� ���������2� ���1!�0�!���2�! �� !�� �!�2�����!J7����3��
 ��� 1!������� ����5�� ���� 3�2� 3�0����2� �J�3�0� -�"4�E>� � �8 �� 1!�5��0����� 2�� <�4���
!�2 �����1�!�����HResonancia� Magnética� NuclearI� ����2�! �� !��3�� ���1!�������<�4!�3��
���2�! �3��0�3�������������!������N����.� ���0�3��	�+>�H	����.�
���������>�#$$GI>�	����.�et�
al>�3�2�M�!��� ���1!�������<�4!�3��3��3��2 42��� ��!������3�0�������3��-�"%.�3�� ��9��
���21���7���.� 1�!� ��� 3�0����� -�"4�E� 	�+� 3��  ��9�� �21���7���>� ��:��3�� ���!�� �04�2�
3�0����2�-�"4�E� ���!���9����������!���� ���O�!�4J2�����E�2���������!��3�0����������3��
-�"%>�����2�! �� !��3��	�+>�7 ��!�2 �����0�3���������������01��:������ ���������3��
%G14��������2�� ���������2��2��3�� ��9��3��	�+>��

��� �2��� �1�!��3�� 2�� 1!����3�� !����F�!�  �� ��J��2�2� ��01�!���5�� 3�� �04�2� �2�! �� !�2�
H	�+>.�
���I.�1�!��3�� ��3�!���2��21����2�3�7�!�������2��������0;�>�

1. Interacción�con�ADN�y�curvatura�final�
����2�! �� !��	�+>���� ��01��:�� ��������������0�2�!�4��8 �� 2�� �!����3�� ��� ������ 3�3��
���� ��0���� 1�!�� 7�!0�� ��01��:�>� ��� ���:�0������ 3�� ��2� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� ��� �2���
������ 3��3�������2����2�2������������2������� 3�2�3�������� 1�3�2�1�!�3�0����2�;����2�
-�"4�E� ��� ��01��:�� ���� ���� HA14� 1�!�� 	�+� H� !1<�.� f< !O��� ��� ��>� #$$%I.� A14� 1�!��
���@%�H��5�.���������>�%AA?I.�K14�1�!��-�"@���H� !1<�.�	R���������>�%AAAII>�

��� ��� �2�! �� !�� 3��� ��01��:�� 	�+>� ���� ���.� ��� ���� 1!�2�����  ��� ���7�!0���9��
����!0�3������!��7�!0������.�3�4�3����������!�3 ���9��3�� ���� !5�� !�����4���3��l%$%e�
���7�!0��3��������01�����H���Q�%.�I.�2 0��3������ !5�� !����3 ��3��1�!�	�+������3�0������
��� ��2� 3�2� �E�!�0�2� 3��� ���� ����0����� 3� 2�0���!>� �����!�2� 8 �� ��� ��� ��2�� 3�� 
���@
�	�##.� ��� � !5�� !�� ���4��� 3��� ���� 3�4�3�� ��� �7����� 3�� �04�2� 3�0����2� �2� 3�� %C$e�
��01�����3�� ���@� !�>��

� ��3�� �����F�0�2� ��� ����!����9�� ���� ��� ���� 3�� ��2� 3�0����2� ��� ��� ��2�� 3�� 	�+>.�
������!�0�2� 8 �� ��� 3�0����� 	�+� 0 �2�!�� ��� 0�20�� 1��!9�� 3�� !�������0������ ��
����!������9��8 ����������2��3������2�! �� !��!�2 �����1�!��	�+@����H� !1<�.�f< !O������
��>�#$$%I�0�3�����������3��������!���3�� ��!�2�3 ���2��� ����>��2��0�20�.����3�0������3��
	�+>�2�� ����������3�����0�20��7�!0��3�2�!����1�!��-�"%.�3��3���E�2����3�2�!�2�3 �2�
����!��������H�<�.����I�H��!����!�2�����3����2�3�0����2�3�� ��9�����21���7���I>���4��3�2����!�
8 ��-�"%�3��
����0 �2�!�� ��1��!9��3��!�������0������2�0���!���	�+.�0����!�2�8 �����
��1�� 3�� ����!����9�� 3�� -�"#� ��� �2� 2�0���!� ��� 3�0����� >� � �8 �� ��� �04�2� ��2�2� ���
3�0�����3�� ��9���21���7����H	�+���-�"%I����;����0��������1�!����� ��9��3�����1!�������
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������[�3�!�����3���2�����1�2��!��!� ��9����� ���!���9���3��������1�!�1�!���3���3�0�����3��
 ��9�����21���7����H���-�"#I>�

2. Orientación�dominios�HMGbox�
��!��3����2�3�7�!�����2�!�0�!��4��2����!����2�3�2��2�! �� !�2��2����3�7�!������!�������9��3��
��2�3�0����2�-�"4�E� ���!�21����������!��H���Q�%.I>���������2��3��
���.���������0��2��<��
��0����3�.���2�3�0����2�2����� ���!���!��������3�2�0�3������ ���:��3��2�0��!���4���!���
1�!1��3�� ��!� ��� ���� �� �!�����3�2� ��!�� �� ��!�� Hhead�to�headI.� ���� ��� ��!�� ����!��� ��
�9���5��0�!��3�� ���<����������!�>���������2��3��	�+>.�����!�������9��3����2�3�0����2��2�
��01����0����� 3�7�!����.� 1�2�� �� 8 �� ��04�N�� �E�2���  �� �:�� 3�� 2�0��!��� 4���!��� 8 �� ��2�
!��������>�	�+>�1!�2�������2�3�0����2��!�����3�2�0�3���������4!�F����!���3������.��2�3���!.�
0�3���������-N����'�3���04�2�3�0����2�Htail�to�tailI>�

3. Región�connectora�o�linker�
����!���9��3������2�! �� !��������8 ���2�����2�!�������3�!��2����!���9����������!�������O�!>�
��!�� 	�+>.� ��� !���9�� ���O�!� ���!�� ��2� 3�2� 3�0����2� � �2�J� ���2��� �3�� 1�!� ��� 2�� ������
2�� �����D� \"�
\\\�\.� �� ��!!�21��3�� �� ��� !���9�� 3�2�2�! �� !�3�� ��� -�"%>� ���
����!�!��� 3�� ��� 8 �� 2 ��3�� ��� 2�� ��9�� 1�!�� -�"%.� ��� !���9�� 3��� ���O�!� ��� ��01��:��
�7!���� ������7�!0���9���������!����!�3��3��!���3�F���2����� ���!��������F�3��������F����
3���2 !���0���!�2�� �3�����!����2�!������2�3�����������3����2�3�0����2�-�"4�E>���4�3����
8 ���2��� ���O�!�1!�2��������!���0�5���3�3.����2����� ���!����01����0�����3�7���3�>��2���
���O�!� 2�� ��� ���!�� 3�21!�5�2��� 3��  ��� ���!�� �2�! �� !�� 2�� �3�!��.� 1�!�� �E�2���� 3�2�
1 ���2�3����������������������3��3��2��<�����3�7���3��0J2����!�0����>��2��2�3�2�1 ���2�
��!!�21��3����������F�����@��!0�����3������O�!�8 ������������������2�����3�� ��9��3��	�+.���
���F�����@��!0�����3������O�!�8 ������������������2�����3�� ��9��3���3�0�����>���!��
����
���2�� ���9���2� ���������3�7�!����.����8 ��2���!����3�� �����O�!�3��0���!������� 3�H#?��I.�
7��E�4������2�� ��9��H5�!��1�!��3��	�L	I�1�!��8 �������01��:�������������3��##14���������
��� 2 !��� 0���!� 3��� ���.� 3��3�� ��� �E�!�0�� �@��!0����� !����F�� ��������2� ���� 3�7�!����2�
1 ���2�3��������2��4���F��3�����U�turn>�

��!� ��� �����.� 1�!���� 2�!� 8 �� ��� �04�2� ��2�2� ��� !���9�� 7���8 ������ 4J2���� ���!�� ��2�
3�0����2�H���O�!I�1�!����1�������!������1���3�3�3�� ��9���������1!�1�!�����3����������2�
������������3��������2.���7����0������2��4���F��3������ !5�� !�>��

�3�0J2�1�!�;���0�.��2�1�2�4������2����!�8 �����3�7�!��������������� 3�3������O�!�HA���1�!��
	�+>.�#?���1�!��
���I������� H%G14�1�!�� 	�+>� 7!�����##14�1�!��
���I.� �01����� ���
3�7�!�����1�2���9��!�����5��3����2�3�0����2������2�3�2��2�! �� !�2���0����3�2>��2�3���!.����
���O�!�1�!0���� ���!��!����F���9��3����2�3�0����2>�
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���Q�%>� H�I� ��1!�2������9�� 3�� ��� �2�! �� !�� 	�+>� ��� ��01��:�� ����  ��� ���� 3�� %G14.� ���� ��� 2�� ������
���2��2��3�� ��9��3��	�+>����!�:��2��0 �2�!�����3�0�����	�+��.�����F �����3�0������3��-�"%>����!����2�3�2�
3�0����2� 2�� ��� ���!�� ��� !���9�� ��������!�� ����!��3�� ��� �!�2>� ��� �2�! �� !�� 2�� !�1!�2����� ���� 3�2�
�!����������2�3�7�!����2�!��������3�2�1�!� ��J�� ���3��%C$e>�HI�������F8 ��!3��2����� ���!��!�1!�2����3�����
�2�! �� !��3��
���������01��:�������	�##.�������2�3�2�3�0����2�-�"%���-�"#[��2����0������:��3��2�0��!�����
���J�� ���3��� !5�� !�>������3�!��<��2����� ���!��!�1!�2����3������2�! �� !��3��	�+>.��������J�� ���7�����3��
� !5�� !��������:��3��2�0��!��>�
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J.�INTERACCIONES�PROTEÍNA�PROTEÍNA�

1. Empaquetamiento�cristalino�

����������!�� !�.�<��2�3���01���0�����1!�1 �2������2 1 �2���3�0�!�F���9��3��
�������2 �
7�!0�� ��3���������H"�����<�77.�� ������<����������>�#$$AI�H\� 70��.�� !�2��������>�#$$KI>�
�3�0J2��E�2����3�5�!2�2��E1�!�0����2�8 ��3�0 �2�!������ ��9�����1�!���5��3��
�������
1!�2������3������ H\� 70��.�� !�2��� ��� ��>� #$$K[�^���.���:���1����� ��� ��>� #$$AI>� ��!� ���
�����.�1�!����4�2�������5�3�����8 ����� ��9��3��
�����������7�5�!���� ���!��!����F���9��
3�����1!�������8 ��1�3!����� 3�!�����2�����!�������2�1!������@1!�������!�21��2�4��2�3�����
���1�!���5�3�3>��2�1�!������8 ������2����1�!��3��2�������F������01�8 ���0�������!�2�������
1�!�� 1�3�!� �2��4����!� � J�� �2� ��� !���9�� �� 2����� 3�� 3�0�!�F���9�.� ��0�:�!� 3��<�� 1�3�!�
�����!����F����3��3��2��3�����2�����!�������2�1!������@1!������>�

��������2��3��
���������01��:�������	�##.�������3���!�2�������1!�2�����3�2�0��N� ��2�3��
1!������� ���� 2 2� !�21����5�2� �����2� H#� ��3���2� 3�� ���� 1�!� 1!������I� 1�!�  ��3�3�
�2�0N�!���� ���� ��2� 2�� �����2� 3�0��2����2� 3��� ���3����D� �T� %%'>A$.� 4T� %%K>#$.� �T� ?G>?'[�
cT`TqT� A$V� �� �! 1�� �21������ �#%#%#>� ��� �2��� ��2�� ��2� 3�2� 0��N� ��2� 3�� 1!������� 2��
��� ���!���!��������3��1�!�������O�!.�3��3�����<N�����c�3������O�!��2�J��!�����3�����������!��
��� ���7�!0������1�!���������� ������!��J�� ���3��3�21��F�0������H���Q/%I>���!����8 �����
�2��� ����!����9���E�2����!�2�3 �2�3����1����� �01�!������D����%#K.�"� %'$.���2%'%�8 ��2��
��� ���!��� �!�����3�2� 7!����� �� ��� ��!��0��N� ��� �7!�����3��  ��� 1�2�4��� ����!����9�� 1�!�
������2�2�����2�������2�!�2�3 �2�����!�1 �2��2���0�3����������!�������2�<�3!�794���2�������
��2��3�����%#K>���!���!��1�!��.��2�����!�2�����7�:�!2��������<��<��8 ����2�<�4!�2�3������3��
��2� 3�7�!����2�0��N� ��2� 3�� 1!������� 2�� ��� ���!��� ��2�� 7�!0��3��  �� 1�!7����� stacking�
���!������2.� ���� ���2 ���!��8 ��8 �FJ2��������3����� ���7�!0��3�!���� ��� ����!����9�����!��
1!������2����!�5N2�3������O�!>�����42�����.��2�������!����9�����2���42�!5����������2��3�����
�2�! �� !��
���@�	�#C>�

�

���Q/%>���01�2���9��3��������3����� ��3�3�1�!��
���@�	�##.�����3�2�0��N� ��2�1!������2�����2 2�!�21����5�2�
����H�������!�5�!3����0�!�3�I�!��������3�2�0�3������ ���2�0��!�������!�2�����!J7���>�H�I��!�������9��3����2�
3�2� ��01��:�2� ���� ��� ���O�!� 1�!������ ��� �:�� 3�� 5�2�9�.� 3��3�� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� ��0�� ��2� ���P2� 3�� ��2�
3�7�!����2���01��:�2�1�!�����2��4����!� ��1�!7�����stacking�7�!0��3�� ����!� ���1�!7����>�H4I��!�������9��3��
��2�3�2���01��:�2�3��3���2�1�2�4���5�!����1�1���3������O�!.���0��2��!���������3��7�!0������1�!�����>�
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�3�0J2� ��� 5�2 ���F�!� ��� �01�8 ���0������ �!�2������� H���Q/#.� 1�!��� 2 1�!��!I� �2� 1�2�4���
�42�!5�!�8 �� �E�2��� ��� 2�� �3�� ����!����9��1!������@1!�������0�3������ ���-N�����'� 3���
3�0�����-�"%.�3��3���04�2�-N�����'�1!�2������ ����!�������9����2������1�!���������� ��
����!��3�21��F�0�����.�7�!0��3�� ���L����!������2>��

��� ��� ��2�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� �	�#C.� ��� ���3�����  ��3�3� 1!�2����� ���� 2����  ���
0��N� ���3��1!���������2 2�3�2���3���2�3������1�!� ��3�3��2�0N�!����������2�2�� �����2�
3�0��2����2�3�����3����D��T�GC>BB.�4T�C%>A%.��T�%G%>#?[�cT`TqT�A$V����! 1���21������###%>�
��� 5�2 ���F�!� ��� �01�8 ���0�����.� �2� 1�2�4��� 3�!2�� � ����� 8 �� ��� �� ��� 8 �� 1�!�� 
���@
�	�##� �E�2���  ��� �!�������9�� ����1�!������ ���!�� -N����� '� 3��� 3�0����� -�"%� ���!�� ��2�
0��N� ��2�1!������2�H���Q/#I>�

�

���Q/#>��01�8 ���0�������!�2�������1�!��
���@�	�##�H1�!���2 1�!��!I���
���@�	�#C�H1�!��� ��7�!��!I>�������
!�1!�2������9�� 2�� ��� ���!��� ��3���3�2� ��2� 0��N� ��2� 2�0N�!���2� 1�!�� ��2� �2�! �� !�2� !�2 ����2� �� ��2�
3�0��2����2�3��������3����>�


�04�N�� !�2 ���� ����!�2����� �����F�!� ��� �01�8 ���0������ �!�2������� 3�� ��� �2�! �� !��
!�2 �����1�!�Gangelhoff,�et�al>�3���3�0�����-�"#����2 �7�!0����� ��3��������>�����2�����2��
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2�� ��� ���!���3�2�0��N� ��2�1!������2�1�!� ��3�3��2�0N�!���.�1�!7����0������!�����3�2�
3��7�!0������1�!������0�3���������-N�����'�3���-�"#>�����!�2����1�!����������! 1���21�����
�###%.� ���� ��2� 2�� �����2� 3�0��2����2� 3�� ���3����D� �T� '$>#C.� 4T� AA>'?.� �T� ?%>A%[� cT`TqT�
A$V>� ��� � ��� 3�� � ��!� ��  �� �01�8 ���0������ �!�2������� 3�5�!��3�� 3��3�� ��2� �� �� 4���2�
3�7���3�2�1�!���2�3�0����2�-�"#�3���� ��!��� ����21�����3�����2���������H5�!����Q/'I�

�

���Q/'>��01�8 ���0������3���3�0�����-�"#�!�2 �����1�!�"�����<�77������.���������93����3������2����134D'�"-�

��!� ��� �����.� �E�2���� �!�2� 1�2�4��2� F���2� 3�� ����!����9�� 1!������@1!������� H���Q/BI�
0�3������ ��� �01�8 ���0������ �!�2������� �42�!5�3�� 1�!�� ��2� 3�7�!����2� �2�! �� !�2�
!�2 ����2D�

� -N����� '� 3�� -�"#@-N����� '� 3�� -�"#.� 1!�2����� ��� ��� �2�! �� !�� !�2 �����
1�!�����3�0�����-�"#�H���Q/BH�II�

� -N�����'�3��-�"%@-N�����'�3��-�"%.�1!�2��������
���@���#C���
���@
���##�H���Q/B�HI.�H�II�

� f��������!���3��� ���O�!.� ����!����9��1!�2��������!�� ��2�3�2�0��N� ��2�3�����
 ��3�3��2�0N�!����3��
���@���##�H���Q/BH�II�



� � � �

�

182

�

���Q/B>��01�8 ���0�������!�2�������3��
�������3�7�!����2��2�! �� !�2.�����!���J�� ��2�3������!��!�2�3��3��2��
��3����� ��2� ����!�������2� 1!������@1!������� �E�2�����2� ��� ���  ��3�3� �2�0N�!���� �� ���� 0��N� ��2� 2�0N�!���2�
3���!��3����01�8 ���0�������!�2������>�H�I��01�8 ���0�������!�2��������������2�! �� !��3��-�"#@ �4� �3.�
��������93����3������2�D�'�"->�HI�����!����9��1!������@1!��������������2�! �� !��
���@�	�#C.�8 ���01��������
����!����9�� ���!��-�"%�3�� ���0��N� ��� ���� 2 � 2�0N�!���>� H�I� ����!����9�� 1!������@1!������� ��� ��� �2�! �� !��

���@�	�##.� 8 �� �01����� ��� ����!����9�� ���!�� ���O�!� 3�� ��2� 3�2�0��N� ��2� 3�� ���  ��3�3� �2�0N�!���.� 0J2� ���
����!����9�����!�5N2�3��-�"%��������0��N� ���2�0N�!���>�

2. Análisis�de�la�superficie�de�interacción�y�predicción�de�ensamblajes��

��� 2�!5�3�!� ��	�� 1�!0���� �����F�!� �2�! �� !�2� �� !����F�!� 1!�3�������2� 3�� 1�2�4��2�
��01��:�2� �2��4��2� 0�3������ ��� ��J��2�2� 3�� 1!�1��3�3�2� 7�2���@8 �0���2� ��0�� 2��� ��2�
������2� 3�� <�3!9����.� ���!���� 3�� ��������� 1�!� 2��5�����9�.� �J�� ��� 3��� J!��� 3�� ����!7�F.�
������2�2�����2����!���������!7�F.��21���7���3�<�3!�794���.����>�H\!�22�������3�-��!��O�#$$KI>�

��� 2 1�!7����� ����2�4��� �� 2��5����� 1�!�� ��� ��2�04��:�� 3�� ���  ��3�3� �2�0N�!����
Hy�D�D�zWyD�D�zI�H39�3�������2�����2���3���2�3��1!������.����&�&�&��2�����2���3���2�3��
���I��2�3��''#AB�b#����� ������!������4!��3��2��5�����9��Hg"���I�3�21 N2�3�����2�04��:��
3��@C?>#�O���&�>�



� � � �

�

183

����J�� ���3���������!7�F�1�!0�����4����!����2 1�!7�����3�����!���9��3��������������!����2�3�2�
0��N� ��2�1!������2�3����� ��3�3��2�0N�!���.�8 ���������������!�5N2�3������O�!����E�!�0���@
��!0�����3�����-N�����'�3��-�"#.��������!7�F�2������ �����0�����3�7�!���������!�����������3��
2 1�!7������E1 �2������2��5�����3����2��2�! �� !�2�1�!�2�1�!�3����: ���2�3�5�3�3�����!����2�
3�2D� ?A'>%� b#>� �3�0J2.� ��� 5���!� �2��3�2����� �� 1�!�� ��� ��������� 1�!� ���!���� ��4!�� 3��
2��5�����9�.�0�3��3��3������E1���7���3�3�3���������!7�F�H!��������3���������<�3!�7�4���3�3I�
�2� g�"��@5�� �T$>$CB.� ��3����3��  ��� ���5�3��1!�4�4���3�3�8 �� 2 ��3�>� ��!0���� 1!�3���!�
3�2� 1���������2� � ������2� 2�����2� H
�4��Q/#I� �� G� 1 ����2� 3�� <�3!9����� H
�4��Q/%I� �� ���
�;0�!��3�� !�2�3 �2� �01����3�2� � 2���%G�1�!��0��N� ������%K�1�!��0��N� ����>��3�0J2�
�E�2������1�!J0��!���		�HComplex�Formation�Significance�ScoreI�8 ��1!�2�����5���!�2�3��$�
��%� ��0�� ��3���3�!�3�� ��� !���5������3�� ��� ����!7�F�1�!�� ��� 7�!0���9��3��� ��01��:�>�������
��2��3���������!����9��1�!���� ���O�!.����5���!��		��2�3��$>CG#>��������3����8 ���2�������!7�F�
: ���� ��1�1����2�������������7�!0���9��3�����01��:�>��

Puentes��hidrógeno� Molécula�B� Distancia�(Å)� Molécula�A�

1� 	�!�%#B�H�"I� #>C$� 	�!%#B�H�"I�

2� �!�##K�H�I� '>KA{� "��##G�H�I�

3� ��2##C�H�I� '>$?� "��##G�H�I�

4� ��2##C�H�fI� #>C$� ���##?�H�I�

5� "��##G�H�I� '>$?� ��2##C�H�I�

6� ���##?�H�I� '>#%� ��2##C�H�fI�


�4��Q/%>� ����������2� 1 ����2� 3�� <�3!9����� ���!�� ��2� �0��N� ��2� �� �� � 3�� ���  ��3�3� �2�0N�!���� �� �!�5N2� 3��
���O�!�������E�!�0���@��!0�����3�����-N�����'�3��-�"#>�����2��!�2�����3����3�2������2������0����3�� ���3�2�������
�2���3�!�1�!�� ��1 �����3��<�3!9������� �������!����9�������!�2�J�����H#>?�b���'>?�bI>��

�

Enlaces�salinos� Molécula�B� Distancia�(Å)� Molécula�A�

1� ��2%'%�H�fI� '>'K� "� %'$�H��#I�

2� "� %'$�H��#I� '>?C� ��2%'%�H�fI�


�4��Q/#>�����������2�������2�2�����2����!����2�0��N� ��2������3����� ��3�3��2�0N�!�������!�5N2�3�����O�!������
�E�!�0���@��!0�����3�����-N�����'�3��-�"#>�

��� ��� 0�20�� 1!��!�0�� ��2�	�!5�!� ��� <�!!�0������ XassembliesY� ��2� 1�!0���� ���� ��!�
��7�!0���9�� 3�� ��� �2�! �� !�� � ���!��!��.� ��3����3�� 1�2�4��2� ����!7���2� 7�5�!���3�2>�
��3�������2���<�!!�0�������2�1�2�4���������!�!� ���1�2�4��� ����!7�F�3�7���3�����!��-�"%�
3��0��N� ��2�2�0N�!���2��������01�8 ���0�������!�2�������8 ��1!�2����� ���2 1�!7�����3��
%$#?>A� b#� ��  �� �@5�� �� 3�� ���!���� ��4!�� 1�!� 2��5�����9�� 3�� g�"� �@5�� �T$>'GK>� ���� #A�
!�2�3 �2�1�!����3��0��N� ����01����3�2�����������!7�F.�K�1���������2�1 ����2�3��<�3!9�����
H
�4��Q/'I� �� C� ������2� 2�����2� H
�4��Q/BI>� ��� �2��� ��2�� ��� 5���!� �		� �2� 3�� $>#KB.� ��� � ���
�01�����8 ���2�������!7�F�: ���� ��1�1���� E����!�������7�!0���9��3�����01��:�>�



� � � �

�

184

Puentes�hidrógeno� Molécula�B� Distancia�(Å)� Molécula�A�

1� �!�?A�H�-#I� #>KA� "� %%'�H��#I�

2� 
�!AA�H�-I� '>%?� "� %%'�H��#I�

3� "��%#?�H��#I� '>CG� "��K%�H��%I�

4� "� G'�H��%I� #>KK� �!�%%G�H�-#I�

5� "��K%�H��%I� #>AB� "��%#?�H��#I�

6� 
�!AA�H�-I� '>$?� �!�%%G�H�-#I�

7� "� %%'�H��#I� '>%G� 
�!AA�H�-I�


�4��Q/'>�����������2�1 ����2�3��<�3!9��������!����2��0��N� ��2���������!�5N2��3���3�0�����-�"%>�

Enlaces�salinos� Molécula�B� Distancia�(Å)� Molécula�A�

1� �!�?A�H�-#I� #>KA� "� %%'�H��#I�

2� �!�?A�H�-#I� '>B%� "� %%'�H��%I�

3� ��2A?�H�fI� '>?'� "� %%#�H��#I�

4� ��2A?�H�fI� '>?'� "� %%#�H��%I�

5� "� G'�H��%I� #>KK� �!�%%G�H�-#I�

6� "� G'�H��#I� '>CG{� �!�%%G�H�-#I�

7� "� %%#�H��%I� '>#?� ��2A?�H�fI�

8� "� %%#�H��#I� B� ��2A?�H�fI�


�4��Q/B>�����������2�������2�2�����2����!�� ��2�0��N� ��2������3�� ��� ��3�3��2�0N�!������ �!�5N2�3���3�0�����
-�"%>�����2��!�2��� ��3����3�2������2���� ��0����3�� ���3�2��������2���3�!�1�!�� ��1 �����3��<�3!9������� ���
����!����9�������!�2�J�����H#>?�b���'>?�bI>�

	����01�!�0�2���2�2 1�!7����2�3���������!7�F���������������1�!����!������4!��3��2��5�����9��
3�� ��� ����!����9�� �� �!�5N2� 3�� -�"%� 3�� 3�2� 0��N� ��2� 2�0N�!���2� 2�� 5�� 0J2� 7�5�!���3��
!�21����� �� 2 2� 1!�1��3�3�2� 7�2���8 �0���2� �� J!��� 3�� ��� 2 1�!7����� 8 �� ��� ����!����9�� ��
�!�5N2�3��� ���O�!>�� �8 �����5���!���	�1�!����� ����!����9�����!�5N2�3��� ���O�!�1!�2����� ��
5���!�0J2�!���5����>�

��!�� ��� ���������1�!�-�"%.� ��2� !�2�3 �2�8 ��1�!����1��� ��� ���0�20�� 2�� ��� ���!�� ��� ���
2 1�!7������E��!��!�H�2�3���!.� ���!���9��8 ������������������������I�3���4!�F����!���3�� ���
-�"4�E� 7�!0�3�� 1�!� ��� -N����� %� �� -N����#� 1�!��  ���0��N� ��.� �� ��� ��� -N����� '� 1�!�� ���
�2�! �� !��2�0N�!����H���Q/?I>���!���������.��E�2��� ����!�������9����2������1�!���������!�����
-N�����'�3��-�"%�3��3�7�!����2��2�! �� !�2�8 ��1�!0�����������!����9��3��-N�����'��������
4!�F����!���3�����-�"%������� �>��2�����1��3������!����9��1�!����2�!�3�!���3��1�!����7 �!F��
�9�����3�������!��>�



� � � �

�

185

�

���Q/?>���1!�2������9��3��3�2��2�! �� !�2�2�0N�!���2�3��
���.�3��3���E�������������������!��-�"%�3���04�2>�
��3������ ��� 2�!5�3�!� ��2�	�!5�!� �� 1�!� ��21����9�� 5�2 ��� 0�3���3�� ��2� 3�2������2� ���!�� J��0�2.� 7 �� 1�2�4���
3���!0���!� ��2�1�2�4��2�!�2�3 �2�3��������������� ����!�������2�3����1���������2��������1 �����3��<�3!9����>�
��2�!�2�3 �2������2�����1��3������!�������2��2�J��!�1!�2����3�2����7�!0��3��4�!!�>�

��!�� 5�!�7���!� �2��2� 1�2�4��2� ��������2� �2� ����2�!��� !����F�!� �E1�!�0����2� 4��8 �0���2.�
1�!��:�01��D�crosslinking� ������������� ���1!�����������5����0 �����2.�8 �� !�01����2��2�
1�2�4��2� ����!�������2.� �� ��J��2�2�0�3��������	�.�1�!�������3�!�0�:�!� ��2� ����!�������2�
1!������@1!�������8 ��: ����� ��1�1����01�!������������1!���2��3���01�8 ���0������3���
0����>�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



� � � �

�

186

K.�RESULTADOS:�PERMUTACIÓN�CIRCULAR�

1. Técnicas�de�medida�de�la�curvatura�del�ADN�
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2. Ensayo� de� permutación� circular� para� el� complejo� TFAM�fragmento�
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�������!������2�3������� H#$0����%$$0�I���3�7�!����2�1-�HG>?���K>?I.� 2���8 ���E�2���!��
����;����04���2����7�����5��H���Q\%.�I>���4��3�2����!� ���1!�2������3��4��3�2�2 1�!��!�2�
3��!���!3�.�1�2�4��0�����3�4�3�������1!�2������3��3�7�!����2��2��3�2�3�������0�!�F���9�>�
�2��� 3������� ��04�N�� 7 �� 3�2�!���� ����!��!0����� 0�3������ ��� �1������9�� 3�� �2��� �N������
1�!��
���.�1�2����8 ������2�����2�����1 3��!����3����7���!�����!�3��3��� !5�� !��3�4�3����
8 ���3����7���!���3�2�0���0�2��1�!����2�H��2<�!.���2�R2O�������>�%AA#I>�
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���Q\%>� ��2���� 3�� 1�!0 ����9�� ��!� ��!� ���� 
���>� H�I���1!�2������9�� �28 �0J����� 3�� ��2� 2��2� 7!��0����2�
����!�3�2���1�!��!�3�����3���2��9������3�7�!����2���F�0�2�3��!�2�!����9�D������.�	1���.�������.�	� ��.��21�K%C.�
�0�-�.�8 ��2�!J�����0�3�2��.�.��=����7 ���9��3�������F�0�� 2�3�>��2�1�2�4����3����7���!����2�� ������1�!�����
�������	�##�2�� �3�����3�7�!����2�1�2������2��������!���3����2�%B'�14�������2>�HI�"�������5����"�����CZ.�1�!��
��2���01��:�2�3��
��������3�7�!����2�7!��0����2.���3�2�1-�3�7�!����2�HK>?���G>?I>������!!�������3����0�!��3�!�
3�� ���>� ��� ��2� 1������2� 2�� �3����7����� �2��3�2� 3�� ��!�����9�.� !��������3�2� ���� ���  ��9�� 3�� 
���� ��� ����
!�2������1!�3 ����3�����3���2��9��3���1�J20�3��Hl�%>A\4I.�8 ��1�!0������!!�2�!�!������1��3�� ��9�����21���7���>�
H�I���1!�2������9�� 3�� U�&U��vs� ��� 1�2���9�� !�����5��3�� �	�##� ��� ��� 7!��0����� 1�!�� ��� ��2��3��
������� ���
���3���9��3��1-�K>?.�%$$0������>��2�1�2�4����: 2��!� ���7 ���9��1����90�����T$>KG$CE#@$>C%#CEW$>GK$K�����
 �����7��������3��!��!�2�9��!#T�$>AK>�

�3�0J2.� 2�� !����F9����0�20���E1�!�0��������� ��� 2�� ������3������0�3�7���3��1�!�� ���
F��������!��.����8 ���E�2���� ���2�21��<��3��8 �� ���!���9������!���3��2��2�� �����2�1�3!���
����!�!����7�!0���9��3��2 1!���2�! �� !�2����0�3��"@� �3! 1��E�8 ���� 3�2����� ���1!�@
� !5�� !�� ��������3������>����2�� ������0 ��3���!�D�?P@
����"
��CCAACC���
���@'P.�
���� ��2� 3�2� ����2���2� ����!���2� 0 ��3�2� 1�!� 3�2� �3�����2>� ����� ��� 3�9� � ��!� ��04��2�
5�2�4��2�������� !5�� !��3������.��42�!5J�3�2�� ��J�� ���2�0���!�H���Q\#I>�
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���Q\#>� 	�� �������	�##�����5�� ���	�##�0 ��3��1�!�� ��2� � �����2� ����!���2>� ��� ���� 3�� !���!3��0 �2�!�� ���
�1�!������� 2�0���!.� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��2� 5���!�2� �E1�!�0������2� 1�!0���� 7�:�!� ��� 2�� ������ 7 ���9��
1����90����3��2�� �3���!�3���T�%>#$KBE#@%>$K#'EW$>AGCA'����� �����7��������3��!��!�2�9��!#T�$>AB.�3��3��
� ��!��� ��J�� ���2�0���!�8 ����������2��
���@�	�##>��

3. Ensayo�con�dominios�


�04�N��2���2� 3�9������1���3�3�3�� ��9����� !5�� !��3��-�"%���-�"#.��������!��������
��2�3�0����2�3�7���3�2���0���%�H	�!BB@"��%#?I����#��H�� %?%@��2#BGI>���������2��3���%�
1!�2����4��  ��9�� �21���7���� 1�!� ��� ���.� 1�!��  ��� � !5�� !�� ��� 2����7�����5�[� �� �#�� ���
0�2�!�4�� ��9���������3��%B'�14H���Q\'I>�

�2����2� 3���1�!0���9�����!���!�8 �������1���3�3�3����!2�9��3�������1�!�1�!���3��
�������
�2�J�2������4�!��3��1�!� ��2�3�0����2�-�"4�E.�2������04�N��1�!� �������9�����1�!���5��
3����2�3�0J2�2��0����2>�
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���Q\'>� ��!0 ����9�� ��!� ��!� 1�!�� ��2� 3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���>� H�I� ��1!�2������9�� �28 �0J����� 3�� ��2�
���2�! ���2� 2�3�2�1�!�������2��������2�7!��0����2�3��%B'14� 2�3�2�H�3N�����2�����2���2�2�����!��!�2I>�HI��"���
����5����"�����CZ.�1�!����2���01��:�2�3����2�3�0����2�H�%����#�I�����3�7�!����2�7!��0����2>��

4. Limitaciones�de�la�técnica�

��0�� 2�� <�� ��0����3�� 0J2� �!!�4�� ��� J�� ��� 3�� � !5�� !�� �42�!5�3�� 0�3������
1�!0 ����9�� ��!� ��!� 7 �� 3��lGKV� 1�!�� 
���>� ����� 3�7��!�� 2����7�����5�0����� 3��� J�� ���
3���!0���3��0�3������ ����2�! �� !���!�2�����!J7���>��3�0J2.�1�!�����3�0�����-�"%�H�%I�
���2���42�!59�� !5�� !��2�4!��������.�1�!��2�� ��9���21���7���.����8 ��!�2 �����01�������.�
���8 ���2�J��01���0�����3�2�!����8 ����2�3�0����2�-�"4�E�1!�5����� ���3�2��!2�9��3���
����3�21 N2�3�� 2 � ��9�>��2� ����!�2����� !�0�!��!�8 �� �2��� �N������ �2�J� 2 :���� �� 5�!��2�
��0��������2>�����2�3�� ��3����4��3�2����!�8 ���2��� �N������1�!0���� ���� ��!���� J�� ���3��
� !5�� !�.�1�!������������0�20��1!���2�9��8 ��1�!��:�01�������2�! �� !���!�2�����!J7���>��

�E�2���� 3�2� 7����!�2� 8 �� 1 �3��� <�4�!� �7����3�� ��� �2��� 5�!����9�� ��� ��� J�� ��� 3��
� !5�� !�� ���!�� ��2� 3�2� �N�����2>� �!�0�!�� 3�� ��3�.� <�� 2�3�� 3�2�!���� 8 �� ��� ������ 3� 3���
7!��0����� 3�� 1�!��3�� H�I� �2� �01�!������ H
<�012��� ��3� ���3�� %ACCI>� � �!��0����2�
3�0�2��3�2���!��2�1 �3���3�!�� ��!��� ���3�20�� ��9��3���J�� ��.�3�4�3��������E�2�������
3��  ��� 0���!� 7��E�4���3�3� 3��� ���[� 0����!�2� 8 �� 7!��0����2� 3�0�2��3�� 1�8 �M�2� 2��
��� ���!��� ������ ��0����3��3����� ��2��� ��J2�����1�!��8 �� 2��1!�3 F��� ��� � !5�� !����� �2�
�2 0�4��>��2���3�2��������2�������3����0��X������ 3�3��1�!2�2������Y�Hpersistence�lengthI.�
8 ����!!�21��3������ ��������� 3��3��?$��0>�	������ ��0�2���������� 3�3���7!��0�����3��
%B'14.� ������!�0�2� 8 �� �2��� 3�2������� �2� 3�� BC>G�0>� ��!� ��� �����.� �2� 1�2�4��� 8 �� ��2�
7!��0����2�����!�3�2�1�!�� 2�!�����N������7 �!���3�0�2��3����!��2�1�!��1�3�!2��1!�3 ��!�
 ��� � !5�� !�� �E�!�0��3�4�3�� �� ��� !���3�F� ���!��2����3������>� ���!�� 3�� ��2� 7����!�2� 8 ��
1 �3���<�4�!��7����3������J�� ���3���J�� ����2� ��1!�4��0��0J2���9!���.����2�8 �����4�2��
3���2����N���������������� ����� ��0�3����3��� !5�� !��8 ��!�� �!3���� ���!���� ��.�����
�!�2�5N!����2������J�� ���|�H5�!�0���!����2���0N��3�2.��1�!��3��1�!0 ����9����!� ��!I>�	��
�42�!5�0�2� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� �	�##.� ��� �E�2���  ��
0�3������1���!�J�� ������� ��2����J�� ���H ��� ��!�3������!������9�I.�2���� ���7�!0��3����
����3�2�J�� ��2�H����3�2�� ��!�2�3������!������9�I>��
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L.�RESULTADOS:�DISPERSIÓN�DE�RAYOS�X�A�BAJO�ÁNGULO�(SAXS)�

�2� 3��2�1!�5��2�4�2�3�2����3��!��20����!� ��!�0�2�!�!��� �����!�0������������������3��
3��<N����2�c�3��
����3�21 N2�3��2 � ��9�������������H^���.���:���1����������>�#$$AI>�
�3�0J2� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� 
���@�	�##� 0 �2�!�� ��0�� ��2� 3�2� 0��N� ��2.�
1!������� �� ���.� 2�� ��� ���!��� ���!���F�3�2� 2 ��!���3�� 8 �� �E�2���  ��� !��!����F���9��
�2�! �� !���1!�5���8 ��7���������������:�����!����2�3�2�0��N� ��2>�

�2�1�!������8 ��2��3���3�9������F�!�
�����������01��:��
���@�	�##����2�� ��9��0�3������
��� 2��3�����3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���H	�L	D�Samll�angle�X�ray�scatteringI.�1�!��
<����!�� �5����7�!0���9��8 ��1�!0����!�������3�!�0�:�!����0�����20��3�� ��9�>�

�2���1�!���3���1!�������2��!����F9��������4�!���9�������� ��!��39.�Centre�de�Biochimie�
Structurale.� ����1�����!� H�!�����I.� 8 �N�� �7!���9� ��� 2�1�!��� �N�����.� 0���3��9����� �� 3��
��J��2�2�7 �3�0������1�!�����5�!�����4���2��2��E1�!�0����2>�

1. Descripción�de�la�técnica�

��� 3�21�!2�9�� 3�� !���2� L� �� 4�:�� J�� ��� H	�L	D� Samll� angle� X�ray� scatteringI� �7!����
��7�!0���9�� ��01��0����!��� 2�4!�� ��� 1����0������ �� 3�21����0�����.� ��� ��!�����9�.� � ���
1�2�4���3�3� 3�� ���7�!0���9�� �E���3�3�� �� �E�2������� 3�� ���O�!� 7��E�4��� ���!�� 3�0����2[�
� �8 ����� ��!�����3��!�2�� ��9��4�:�����!��?$�b���%$�b.�1�!��2�����0��������2�3����0�M��
��0���� !!�����������0��!���1��������!9����>�

2. Caracterización�de�TFAM�libre�en�solución�mediante�SAXS�

�����J��2�2�3������ !5��3��3�21�!2�9��0�3���������!�1!�2������9��3��" ����!���1�!��!�3�����
� !5�� �E1�!�0������ H���Q�%I� 1�!0���9� ����� �!� 8 �� 
���� ��� 2�� ��9�� �!��  ��� 1�!��� ����
���� ��1�2��0���� ��!��1�!�����3��#B�O��.���<�!������������1�2��0���� ��!�3�����1!�������

�����E1!�2�3��3��#?>G�O��>���!� ��������.�
�������2�� ��9��0�3�������E1�!�0����2�3��
	�L	�2��1!�2����4����� 7�!0��3��0��90�!�>��3�0J2��2�1�2�4������� ��!���� !�3���3����!��
HRgI�3�����1�!��� ���2 :��������2� 3��.�
����1!�2����4�� ��Rg�3��'#>$j$>'�b.�2 1�!��!����Rg�
�2��0�3��1�!�� ���1!�������3��l#B�O��.���!�3�3�!�3��%C�b�H2��;������� ���9��3��Flory���T�
'� E� �� E%$$>''I>� � ��4�� 3�2����!� 8 �� 3 !����� ��2� 1!�0�!�2� !�����3�2� 3�� 3���2� ��04�N�� 2��
!����F�!��� 0�3��3�2� 3�� ��2� ���2�! ���2� ���� ��� ����� �@��!0����� 3���������3�.� ���0�3�2�
�

P2.� ���8 ���E�2���� ���1�2�4���3�3�3��8 ��
���� 7�!0�2��3�0�!�2��� �!�5N2�3�� ��� ������@
��!0�����H<�19��2�2�1������3��1�!�\� 70��������I>������J��2�2�3���2��2�� !5�2�!�7��:9�8 �����
�E�2���� 3�7�!������ ��� ��� ��� 1�!J0��!�2� ��0�� I(0),� Rg,� Dmax� H��3�1��3�����0����� 3�� ���
�������!���9����2��3�I����!����2����2�! ���2��
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���Q�%>�H�I�� !5��3��3�21�!2�9��7 2����3��1�!��
���.�log(I)�vs�s>���!��!�2�� �����2���7�!��!�2�2�� 29����� !5��
��!!�21��3������ ��  ��� 0���!� �������!���9�� H%>?0�&0�I� 3�� 1!������.� 1�!�� �5���!� �7����2� ���!�� 1�!��� ��2.�
0����!�2� 8 �� 1�!�� !�2�� �����2� 2 1�!��!�2� H%>?� �� '� �0@%I� 2��  2�!��� �������!������2� 0���!�2� 3�� 1!�������
H'0�&0�I���1�!�����1�!���7�����H!�2�� �����2�3��'���?��0@%I��3��?>'0�&0�>��2�1�2�4����42�!5�!�8 �����1�!���7�����
3�� ��� � !5�.� ��!!�21��3�������� ���0���!�!�2�� ��9�.�1!�2����� ��0���!�! �3�>� H4I���1!�2������9��" ����!.�
log(I)� vs� s2� ������3�� ��2� 1 ���2� �E1�!�0������2� 3�� 4�:�� !�2�� ��9�>� �� 1�!��!� 3�� ��� 1��3������ 3�� ��� �� ���9��
�����!��1����3���2�1�2�4����E�!��!����5���!�3��Rg����E�!�1����3������T$.����5���!�3��I(0).�

�

�

� mg/ml� Rg� I(0)� MW�
(kDa)�

TFAM� %>'� '>%$� #'>#G%� #B�

� ?>?� '>'G� #C>$C#� #A�

� K>B� '>'A� #K>%%#� #C�

CTT2� %>%� '>#B� #'>$A$� #B>G�

� '>A� '>A� #%>BCB� ##>%?�

� B>G� '>#G� #A>GKB� '$>G�

CTT3� '� '>#B� #'>$A$� #B>G�

� ?>B� '>%'� #'>K� #B>G�

� K>%� '>#$� #?>?K'� #G>'G?�
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�4��Q�%>���2 0���3�� ��2�5���!�2��4����3�2����!��3�7�!����2��������!������2������2�! ���2�1�!��
���>���2�
5���!�2����3�7��!������!�� ��2�3�7�!����2����2�! ���2���2���3�2.�8 �3��3��3�2��!��4�����1�2�4���3�0�!�F���9��
3�� 
���� �� �!�5N2� � 3�� ��� ����� �@��!0����.� ���� �� ��0�� <�4��� 1!�1 �2��� \� 70��� ��� ��>� ��� 5���!� �H$I� �� ���
���2�� ������ �^.� 1!�2�����  ��� 1�8 �M�� 5�!��4���3�3� ���� ��� �������!���9�� 3�4�3�� �� 1�2�4��2� �7����2� 3��
����!����9�����!��1�!��� ��2����������!������2�0���!�2>�

��� !�1!�2������9�� 3�� ��� función� de� distribución� Hp(r)I� H���Q�#H�II.� 8 �� !�7��:�� ���
3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 3�2������2� ����!��90���2� 3���!�� 3�� ��� 1�!��� ��.� � 1!�2����4��  �� ��!���
<�04!�� 7����� 8 �� 2�� �E����3��3��3�� ��0�� !�2 ���3�� �� 5���!� 3�� ������ 3�0JE�0�� ��� ���
1�!��� ���H�0�EI�0 ���!��3�.�%'?j?�b>��2���!�7��:�4��8 ��
�������2 �7�!0����� ��3�����
2�� ��9�� � �!��  ��� 1�!��� ��� ������3�� �� ����  �� �!��� �!�3�� 3�� 7��E�4���3�3.� 1!�2�����3��
3�7�!����2� ���7�!0������2���� 2�� ��9�>��3�0J2� ��� !�1!�2������9��3��Kratky� H���Q�#H4II.�
3�� � ��!� ��  �� 1�!7��� ��!!�21��3������ 3�� 1!������� ���4 ��!.� �2� 3���!.� ���� 3�0����2� 4����
1����3�2[� � �8 �� ��04�N�� 2�� 0�2�!�4��  ��� F���� 3��� 1�!7��� 7����� �����0����� 1�����
��!!�21��3������ �� F���2� 3�� ��� 1!������� 3�21����3�2>� ��!� ��� �����.� 
���� 2�� ������!�4��
1�!����0�����3�2�2�! �� !�3�>�

�

���Q�#>���J��2�2�3�� ��2�3���2�3��	�L	�1�!��
�������2 � 7�!0����� ��3�>� H�I���1!�2������9��3�� ��� 7 ���9��3��
3�2�!�4 ��9��Hp�(r)I.�8 ��0 �2�!�� ��1�!7������� ��������������3��8 ��3��� ��!��� ��1�!J0��!���0�E�0���!>�HI�
��1!�2������9�� 3�� Kratky� 1�!��  ��� 1!������� ��1���0����� ���4 ��!.� ��0�� 	�� H��� 5�!3�I.� ���� 2 � 1�!7���
�� 22����[���
����H������!�I�8 ��1�!����0�2�!�!����1!�2������3��!������2�1�!����0�����3�2�2�! �� !�3�2>�

2.1. Determinación�de�la�flexibilidad�en�TFAM�
��!���2� 3��!����7��E�4���3�3���������E�2�������3��3�7�!����2����7�!0������2��E�2�����2�1�!��

���� 2�� �1���9� ��� 0N��3�� ������3�� ��0�� ���� HEnsemble� Optimitzation� MethodI>�
��3���������1!��!�0������-�2������!9� �����: ����3��%$>$$$��2�! �� !�2�4�2�3�2������2�
���!3���3�2� �!�2�����!J7���2� 3�� ��� 1!������.� 3��3�� 2�� 1�!0���9� ������ ��4�!��3� 3��
���7�!0���9��1�!�� ��� !���9��3��� ���O�!��� ��� ������@��!0����.� �2�3���!.� 2��3�7����!�����0��
� �!1�2� !���3�2� ��2�3�2�3�0����2�-�"4�E>� 	�� �3�0�����0�3������ ���  2��3������� H5�!�
0���!����2� �� 0N��3�2I� �� 2 2� ����!��0�2� ���N����2� 7 �� 1�2�4��� 2���������!�  ���
2 41�4����9��3��?$����7�!0������2.�8 ��3��7�!0�����: ���.�1�!0������ ��4 ����: 2�������
���� !5���E1�!�0������3��	�L	�1�!��
����0�3���������1!��!�0����+	���Ht#�T�$>?AI�H5�!�
���Q�'>�I>��������3���4���8 ��
�������2�� ��9��1!�2����4�� �����5�3���!�3��3��1��2����3�3�
1�!�����!���9��3������O�!���2 �������@��!0����>����3�2�!�4 ��9��3�����3�����2 41�4����9���!��
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�01���� �� 2�0���!� �� ��� 3�2�!�4 ��9�� �4����3�� 1�!�� ��� ���: ���� �������� 3�� %$>$$$�
���7�!0������2.� �� ��� 0�20�� 2 ��3��� 1�!�� ��� 1�!7��� 3�� ��� 3�2������� ���!�� 3�0����2� H5�!�
���Q�'.� 4� �� �I>� ����� ��3���4�� 8 �� 3���!�� 3�� ��� 2 41�4����9�.� ��2� ?$� ���7�!0������2� �!���
0 ��3�7�!����2����!������2��.�1�!���������.�1�!�����01�2�4���3�7���!�
������0�� ��2�2��0��
3�� ���7�!0���9�� ;����� ��� 2�� ��9�>� ��� <��<�� ��� !�1!�2����!� �!J7���0����� ��2� ?$�
���7�!0������2�2���������3�2�1�!����.�2�����2����4������!���5�!��3�3�3�����7�!0������2�
�������21���������2�3�7�!����2�1�2������2�!�����5�2�8 ���3�1����-�"%���-�"#�3�4�3�������
7��E�4���3�3�3������O�!�H���Q�BI�

�

���Q�'>�����!0�����9�� 3�� ��� 7��E�4���3�3� ���
���>� H�I��: 2��� 3�� ��� � !5�� ��9!���� H��� !�:�I�0�F���� 3�� ��2� ?$�
���7�!0������2�2���������3�2�1�!��������� ���� !5���E1�!�0������ H������!�I�0�3��������� 2��3���1!��!�0��
��+	��.�3��3���2�1�2�4����42�!5�!�8 ������: 2����2�1�!7������������!���3����3������ !5�.��E��1���������!���9��
7����� 3�4�3�� ��� ! �3�� 1!�2����� ��� ��� � !5�� �E1�!�0�����>� H4I� ��2�!�4 ��9�� 3��� !�3��� 3�� ��!�� HRgI� 1�!�� ���
1�4����9����������3��%$>$$$����7�!0������2�H������!�I������2 41�4����9��3��?$����7�!0������2�2���������3����
�!�5N2�3������ H��� !�:�I>� H�I���2�!�4 ��9��3�� ���3�2����������!��3�0����2�1�!�� ���1�4����9�� ��������3��%$>$$$�
���7�!0������2�H������!�I������2 41�4����9��3��?$����7�!0������2�2���������3�����!�5N2�3������H���!�:�I>�
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���Q�B>���1!�2������9��3����2�?$����7�!0������2�2���������3�2�1�!�����2 1�!1 �2��2.�������3�2����-�"#�H���
5�!3�I�3��3���2�1�2�4����42�!5�!���0�����1�2���9��!�����5��3��-�"%�H�����!��:�I>����!�1!�2������9��0 �2�!��
 ��� �01���� ��00�� 3�� �!����������2� 1�!�� -�"%.� ���O�!� H��� !�:�I� �� ����� �@��!0����� H��� �0�!����I� 3�:��3��
���2�������3������!���7��E�4���3�3�3��
�������2�� ��9�>��

����5�F�3�7���3�2���2�3�2�!������2�8 �����7��!������7��E�4���3�3����!��2������
���.����O�!���
������@��!0����.�2��3���3�9������!� ��� 7��E�4���3�3���� ���!���9��3��� ���O�!>����1�2�4���3�3�3��
8 �� ��� ���O�!� 3�� 
���� 1 3��2�� 7�!0�!�  ��� <N����� c� �2��4��� 7 �� �E1��!�3�� 0�3������ ���
����!���9�� 3��  ��� 1�4����9�� 3�� #>$$$� ���7�!0������2� 0�3������ 1!�@���-.� 3��3�� 2��
3�7����!��� ��0�� � �!1�2� !���3�� -�"%.� -�"#� �� ��� ���O�!� <������3��.� 3��3�� ��2� !������2�
7���8 �����2� 3��� ���O�!� 2�� 3�7����!��� ��0�� 4�2��!�2� 7��E�4��2>� 	�� �3�0����� 0�3������
���� 2�� 2��������9� ��� 2 41�4����9�� 3�� ?$� ���7�!0������2� 8 �� 0�:�!� 2�� �: 2��4��� �� ���
� !5���E1�!�0�����.�1�!������2�����2������: 2����01��!9�Ht#�T�#>A'I>�
�04�N��2��!����F9����
��2���� ��5�!2�.� �7!�����3�� 7��E�4���3�3� �� ��� !���9�� ����!��� 3��� ���O�!� �� 3�7�����3�� 3�2�
� �!1�2�!���3�2�8 ����5�� �!�4����04�2�-�"4�E�����2�!������2�7���8 �����2.�����2�����2��
����: 2�����01����7 ��0�:�!�

��!� ��� �����.� 2��;�� ��2� !�2 ���3�2� 3�� 	�L	.� 
���� ��� 2 � 7�!0�� ���  ��3�� ��� 2�� ��9��
1!�2�����3�2�!������2�����2�! �� !�3�2.�������O�!������������@��!0���>�	����04���0�2��2���
��7�!0���9�� ���� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� ��� ��01��:�� ���� ��� ���.� �2� 1�2�4���
��01!��3�!� 8 �� �E�2���  ��� !��!����F���9�� 3��� ���O�!� 3�21 N2� 3�� ���  ��9�� ��� ���� 8 ��
�01���������38 �2���9��3�� ������7�!0���9��<������3���: ���������������!����9������������>�

3. Caracterización�de�TFAM�LSP22�en�solución�mediante�SAXS�
����5�F� !�2 ����� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7����3��� ��01��:��
���@�	�##.�8 �� 2 ��!���  ��
2�2��0��!���3��3��3�����1!�������!�3��4�����������3 ����3��� !5�� !�����N2���3��%C$V.���
��������42�!5���9��3����E�!�0�3���!�3��3��1��2����3�3����2 �7�!0����� ��3�����2�� ��9�.�
2�� 3���3�9� �1����!� ���0���3������� ��� 2�� ��9�� 	�L	� 1�!�� ��� �2� 3��� 3��� ��01��:�� 
���@
�	�##>�

3.1. Características�del�sistema�TFAM�LSP22�
����J�� ���3���Rg�3�� ���0 �2�!��H���Q�?I� ��!���1!�E�0�3�0�����3��#G�b.���������!3������
���� ��� Rg� ��9!���� 2��;�� ��� �� ���9�� 3�� Flory.� #C� b>� ��� Rg� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##� �2�
��7�!��!����3�����1!����������2 �7�!0����� ��3�.���3����3��8 ����������2��3��
���@�	�##�



� � � �

�

195

���2�� ��9���2� ���1�!��� ���0 �<��0J2���01�����8 �����1!���������4!�.������ ���3�����8 ��
2�� �42�!5�4�� ��� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���>� �3�0J2.� � ��3�� 2�� �����F�� ��� 7 ���9�� 3��
3�2�!�4 ��9�.�p(r).�N2���1!�2����4�� ���7�!0��0J2�2�0���!��� �����01����3���� 22���1���.�
2���1!�2������3���<�04!��7������E�2������1�!��
������4!��H���Q�?�H�II>�������01�����8 �����
5���!� 7������0�E��!���1!�E�0�3�0�����3��C#�b.���3�7�!������3���5���!�1�!��
����2����3��
%'?�b>���7��:��3���2�����2�� ��9�.�8 �������01��:��
���@���##��2� ���0��N� ���0 �<��
0J2� ��01����� 8 �� 
���� ��� 2 � 7�!0�� ���  ��3�>� �����0����.� ��2� ��2���2� 3�� 	�L	�
1�!0����!��� 3�� ��3�!� 8 �� 
���� ��� 2�� ��9�� 2��  ��� 3�� 7�!0��0��90�!���� ��� ���.� ����
!����2�3���������!���9��1!���������������01��:��3��%�0�&0����%%�0�&0�>��

�

���Q�?>� H�I� � !5�� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������ 1�!�� 
���@�	�##� �� ?�0�&0�.� log(I)� vs� s>� H4I� ��1!�2������9��
" ����!.� log(I)� vs� s2� ������3�� ��2� 1 ���2� �E1�!�0������2� 3�� 4�:�� !�2�� ��9�>� �� 1�!��!� 3�� ��� 1��3������ 3�� ���
�� ���9�������!��1����3���2�1�2�4����E�!��!����5���!�3��Rg����E�!�1���!�����T$.����5���!�3��I(0).�H�I�� ���9��3��
3�2�!�4 ��9��1�!��
���@�	�##.����� ��5���!��0�E���7�!��!�8 ��1�!��
���>�
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��!���!��1�!������!�1!�2������9��3��Kratky�H���Q�GI�3�9�� ��!��� ��1�!7�����!!�21��3���������
3�� ���1!����������4 ��!��������!��2�!������2�7��E�4��2>�	����01�!�0�2����1�!7���Kratky�3��

������
���@�	�##��42�!5�0�2�8 ������04�2���2�2�2���!����3��2�2��0�2�7��E�4��2.�1�2��
��8 ����������2��3��
���@�	�##����2�2��0���2�0 �<��0J2���01����>�

�

���Q�G>���1!�2������9��Krtaky�1�!�������01��:��
���@�	�##>�

3.2. �Comparación�de�SAXS�con�modelo�cristalográfico�
��3��8 ���E�2��������2�! �� !��3��
���@�	�##�!�2 ����.�0�3���������1!��!�0����+	�����
���134�3�21���4��.�2���: 2�9����� !5���E1�!�0������3��	�L	��������� !5����9!�����!�����3����
1�!��!�3���134�
���@�	�##.�1�!�����5���!�3��3�2�!�1�������4����3���!��0 ������.� t#TG>C�
H���Q�KI>��
�04�N��2���: 2�9������� !5���E1�!�0������������ !5����9!������!!�21��3���������
��2� ���!3���3�2� 3�� ��� 1!������� 2���� �� ��� ���� 2���.� 1!�2����3�� 5���!�2� 3�� 3�2�!�1������
0���!�2>����<��<��8 ������2�! �� !���!�2�����!J7�������1 3��2���E1����!���2�3���2�3��	�L	�
���2�� ��9��2 ��!������1!�2������3�����7�!0������2�����!�0�����3�7�!����2���0�5�0�����2�
0���� ��!�2�2 ����2>�
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5���!�2� 3�� 3�2�!�1������ H
2I>� H�I� ��01�!���9�� ���� ��� �2�! �� !�� 
���@�	�##>� H4I� ��01�!���9�� ���� ��2�
���!3���3�2� �!�2�����!J7���2� 1�!�� ��� 1!������>� H�I� ��01�!���9�� ���� ��2� ���!3���3�2� �!�2�����!J7���� 1�!�� ���
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3.3. �Estudio�de�la�dinámica�del�complejo�TFAM�LSP22�en�solución�

��!�� ���7�!0�!�  �� 0�3���� 3��J0���� 3��  ��9�� �� � !5�� !�� 3��� ���� 2�� ���� �9� ��� Z� 3��
3�7�!����2� 1�4�������2� ���� ���7�!0������2� 3�7�!����2� 1�!�� ��� ��01��:�� 
���@�	�##� ���
2�� ��9�>� ��!�� ����� 1!�0�!�� 7 ������2�!��� ����!�!� 3�7�!����2� X�2����!��2Y.� 4�2�3�2� ��� ���
0�3����3��3�7���3��1�!��
������2 �1�!����1���9���������������3���!��2�!�1��9��3�4�3������2�
!�2 ���3�2� �4����3�2>� ��2� 3�7�!����2� �2����!��2� �01����4��� 7��E�4���3�3� ������ ��� ���
���7�!0���9�� 3�� ��� 1!������� ��0�� ��� ��� � !5�� !�� 3��� ���� H5�!� 3�7�����9�� 3�� ��2�
3�7�!����2��2����!��2����0���!����2���0N��3�2D�	�L	I>�����5�F��4����3�2���2�0�3���2�1�!��
��2� 3�7�!����2� �2����!��2� 2�� ��01�!�4�� ��� � !5�� ��9!���� 1!�0�3��� 1�!�� ��2� 3�7�!����2�
0�3���2��������� !5���E1�!�0������3��	�L	>�

� �� ��� ��� ��2�� 3��� �2����!��� %� H���Q�CI.� ����!���0����� %�.� 3��3�� 2�� �4� 5��  �� 0�:�!�
�: 2����������� !5���E1�!�0�����>�����2����2����!�����������!���3N����������!�2�����!J7���.�
�������� !5�� !��3��%C$V.���2��3�7���9���0��� �!1��!���3����3�����1!��������E��1���1�!�����
����� �@��!0����� ���� ������ ��4�!��3� H!�2�3 �2� ##?@#BGI>� ��!�� �2����!��� 8 �� ��04�N�� 2��
�: 2��4��� �8 �� ���� ���0���!�3�2�!�1�������� ��� � !5���E1�!�0������ �!����� �2����!���G�
H���Q�%%I>�����2����2����!������1!�������7 ��3�7���3����0�� ��� �!1��!���3��1�!��-�"%���
��� !���9�� 3��� ���O�!.� �7!�����3�� 7��E�4���3�3� 1�!�� ��� F���� 3�� -�"#>� ��� ����  ����F�3��
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� !5�� !��0J2�3N4��� 3��lB$V� ��� ��� !���9�� ��!!�21��3������ �� ���  ��9��3��-�"#>� ��!�� ���
��2��3����2����!���#�H���Q�AI����1������0�������!��7�:�!���� ��9��3��-�"%����������3�7���!�
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Fig_L11.� Escenario� 6� y� su� ajuste� con� la� curva� experimental>� ��� �2��� ��2�� 2�� 3�7���� ��� ���: ����-�"%� ��
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M.�spFRET�PARA�EL�ESTUDIO�DE�LA�CURVATURA�DEL�ADN�EN�
SOLUCIÓN�
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�������������3��'$14>�HI���01��:�����!��
�������������3��
?$14>�
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2. Primeros�experimentos�TFAM�30bp�
����2�3������38 �2���9��3��3���2�3�7�����5��7 ������2�!���1���!���1 �������2�2��0��1�!�����
��01�!��0������3��� �2�!��0 �2�!�>���2���2���2�21���
�2��!����F�!������������!������2�
3����!3���1��H#$@?$1�I��������� ���7 ������2�!����2��4���F�!����7�!0���9��3�����01��:����
�2��4���F�!����7� �!�2�������3����2�2��3�2�������2�� ��9��3 !�����������01��3����E1�!�0�����
H5�!�0���!������0N��3�2D����
I>�

2.1. Comportamiento�del�ADN�
����E1�!�0�����3�����
�!�8 ��!����� 2��3������!���2�������5�2.�����2�����2���E�2�����3�2�
��1�2� 3�� ����!���2� 3���0���3�2�Donor� only� �� C’D� dúplex>� ��� ����!��� ������5��Donor�
only�<����!�7�!����������<�4!��3������0�!��3���������3���3�!.�0����!�2�8 ��C’D�dúplex�
�2� ��� 3�4��� <�4!�� 3�� ����0�!��3�� 29��� ���� ��� 3���3�!� H3��3�� ‘� ��3���� ���0�!��:�� ����
7� �!97�!�������������.�C����������!�����������2���2���D����������!�������� �����2I>�

��� �����F�!� ��� <�2���!�0�� 3�� ��� 0�3�3�� 3��� ����!��� ������5�� C’D� dúplex� H3�4��� <�4!��
0�!��3�� ���� 3���3�!I� ���� C’D’� dúplex� 3�� '$14� H3�4��� <�4!�� 0���3�� ���� ��2� 3�2�
7� �!97�!2.����� ���3�2�������3��l%$$�b����!������2I�H���Q�#�I��2�1�2�4����42�!5�!�8 ���P��
3;1��E�1!�2����� ��2����1���.�0����!�2�8 ���P�P�3;1��E��2�J� 7�!0�3��1�!�3�2�1���2>��2���
2 ���!�� 8 �� ��� ���� 1!�2�����  �� ��01�!��0������ ���!��2���� ��!����!�2����.� 3��3�� 2�!���
1�2�4�������E�2�������3�� �����5��1!��� !5�� !�����!��2���>��


�04�N��2��!����F�!�������!���2�1�2���5�2.�2��3�21�����3������3��'$14�������2�7� �!97�!�2�
������3�2� �� #%� 14� �� lGC� b� H���0�3�� �P�P� #%14I� �� %$14� �� l'#� b� H���0�3�� �P�P%$14I�
H���Q�#I>��2��2�����1!�2����4���3�7�!���������
�3�4�3�������3�7�!���������!�����3�2�������
���!�� 2��3�2� �.� 1�!� ��� �����.�  �� 5���!� 3�7�!����� 1�!�� proximity� ratio>� �2��2� 0�3�3�2�
1�!0����� ����4!�!� ��� 2�2��0��1�!�� 1�3�!� �E�!��!�  ��� 3�2������� ���!�� 2��3�2� �� 1�!��!� 3���
5���!�proximity�ratio��E1�!�0�����>�������7�� !����04�N��2��0 �2�!�����5���!�3��1!�E�0����
!����� 1�!�� �P�P'$14.�  ��� 5�F� �38 �!�3�2� ��2� 3���2� �� 5�2 ���F�3�2.� 2�!J� ����2�!���
!�1!���2�!��2� 7�:��3�� �� 5���!� 3��proximity� ratio� F�!��1�!���P�P� 3 1��E>� �2��� 1!���2�� �2�
������3����0��3���!0�����9��crosstalk�correction>�

2.2. TFAM�en�complejo�con�C’D’�30bp�
��!�� ��2� 0�3�3�2� 3�� 21���
� 7 �� ����2�!��� ���5�!� �� ��4�� ��� 7�!0���9�� 3��� ��01��:��
0�3������ 3�J��2�2� �&�>� 
�04�N�� 7 �� ����2�!��� �2��4����!�  �� !����� 1!������D���� 91��0�.�
8 ���!��1!�5��0����������F�3��0�3������ ����2���	�>���� ��� 7�� !���Q#.� 2��0 �2�!������
�;0�!�� 3�� �5����2� 3�� ���
� 3�� ��2� ��01��:�� �%.� �#� �� �'� ���� !����2� 1!������D����
�!�������2.� �2� 3���!.� ��� �����3�3� 3�� 1!������� 7!����� ���� �2�0���!� 3�� �%� �� �'>� � ��� !�:��
�42�!5�0�2����5���!�3��proximity�ratio�1�!��������.�����3�2�1���2�0 ��1!9E�0�2>�� ��3��
2�� �M�3�� 
���� �42�!5�0�2�  �� 1!�0�!� 1���� ��� �����!3������ ���� ��� ���.� 3�4�3�� �� ���
1!�2������ 3�� ���� ��4!�.� ��  �� 2�� �3�� 1���� 3�4�3�� ��� 7��90���� ���
� ��� 1!�2������ 3��

���� 3��3�� �2� 1�2�4��� 7�:�!� ��� 5���!� 0�3��� 3�� ��� ��01���� "� 22� 2�4!�� E� T� $>B?� 1�!��
proximity� ratio>���!�� ��2� �!�2� ��01��:�2����5���!�0�3����!��2�0���!.� � �8 �������� ��2��3��
0���!� �����3�3� 3�� 
���� �E�2����  ��� 0���!� �����3�3� 3�� ���� ��4!�� �.� 1�!� ��� �����.� ���
<�2���!�0��0�2�!�4�� ��0���!��;0�!��3���5����2�1�!�� ��� 2�M���3������� ��4!�>��3�0J2�
��04�N��2����2��9�����7�����3���3���!��������B$�1�!���2��4���F�!���2���01��:�2�1!������@
���.�5���3��8 �����1!�5���4���7����2�������5�2�2�4!�����7��90�������
>�
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�04�N��2���2� 3�9�����7�����3���������!������2��!�������2�3�������������7��90�������
�
H���Q�'�I>���1�!��!�3���������!������2�3���������!�3�3�!�3��#?$0�����5���!�3��proximity�
ratio� 1�!�� ��� ��01��:�� 1!J�����0����� 3�2�1�!���� �� 2���� �2� 1�2�4��� 3�2���� �!� ��� 1����
!�7�!����� ��� ���� H��5�0����� 3�21��F�3�� 3�4�3�� �� 8 �� ��� 2��� �M�3�� ! �3�� �� ��� 0�3�3�.�
���Q�'�I>� �2��� 3�2�1�!���9�� 3��� 1���� !�7�!����� ��� 7��90���� ���
� � 2 ���!�� 8 �� 4�:��
�������!������2����5�3�2�3��������E�2��� ���3�2������9��3�����01��:�>���!���!��1�!�����4��
3�2����!�8 ��3 !����� ��2�1!�0�!�2��E1�!�0����2�3�� 21���
�2��3���!0��9�8 ������������
!�3 ���!�  2�3�� ��1���0����� 1�!�� 
���� H?� 0�� �

I� 1�3!��� 1!�5���!� 3�M�2� 2�4!�� ��2�
7� �!97�!�2D� ��� ��J��2�2� 3��� ���
�4�:�� 5�!��2� �������!������2� 3���

.� ��3��9� 8 �� ����

�
��0�2��!�4�����2�M���3���7� �!97�!��3���3�!����������1��!�H���Q�'I>���!������2��3���3�9�
 2�!��������!������2�3���

�3��%�0�>�
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���Q�#>� -�2���!�0�� 21���
� 3��3�� 2�� !�1!�2����� proximity� ratio� vs� �;0�!�� 3�� �5����2>� H�I�
��01�!��0������ 3�� ��2� 3�7�!����2� ���>� ��� ��� 1����� �F8 ��!3�� ������!�0�2� ��� 7� �!�2������� 3������3��
1�!��3�7�!����2���1�2�3��3;1��E�3�����D�C’D�dúplex.�2����������������2�J�0�!��3���������3���3�!�H0 �2�!��
������3����0������!�����I[�C’D’� dúplex.� �04�2��������2�J��0�!��3�2� H������3���3�!.����������1��!I[�
mixDNA.� ��04�����9�� 3�� 3;1��E� 0�!��3�� ���� ��2� 3�2� 7� �!97�!�2� �� 3;1��E� ��� 0�!��3�>� ��� ��� 1�����
3�!��<�.� <�2���!�0�� 3�� 7� �!�2������� 1�!�� ����3�� 3�7�!����� ������ 3�0�!��3�� HC’D’� 10pb.�C’D’� 21pb.�
C’D’� 30pbI� �� ��� 3;1��E� ����!��� ������5�� ���0�3�� ����!� ����� HC’DI>� HI� ��01�!��0������ 3��� ��01��:��

���@'$14� ���� 1!�2������ �� � 2������ 3�� 3���!������ ��B$� ��� ��� ��019�� 3�� �38 �2���9�� 3�� 3���2>� ��2�
3�7�!����2���01��:�2�1!�2������ ��!�����
���@����3�7�!����.�C1.�$>%��0���
���D$>%��0������[�C2.�$>#�
�0��� 
���D� $>%� �0��� ���[� C3.� $>B� �0��� 
���D� $>%� �0��� ���>� ��2� 7���<�2� ��3����� ��2� 1���2� 3���
<�2���!�0�.�����!�2����!����!!�21��3���������5���!�1!�E�0����!�����1�!��0�E���.�������!�2��2� !�.�5���!�3��
1!�E�0����!�����1�!�������01��:��
���W���'$14>�
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���Q�'>�H�I�-�2���!�0��21���
�1�!��������������������!������2��!�������2�3�������H#$.�%$$.�%?$���#?$�0��
����I>�HI��7�����3���

�2�4!���������0�!��3��������2�7� �!97�!�2���2 �7� �!�2������>����7���<���!�2���3�������
� 0����� ��� ��� �������!���9�� 3�� �

� 3�� $� �� %$� 0�>� H�I� ��01�!��0������ 3��� ��01��:�� 
���@'$14� H���
3�7�!����2� ������3�23�2�3���F �I� 7!�����3�7�!����2��������!������2�3���������2 �3�20�� ��9�������� 7��90����
���
>�

3. FRET�para�TFAM,��HMG1�y�mutantes�puntuales�en�HMG2�para�el�
complejo�con�ADN�30pb�

����5�F��4����3�2�3���2�1�!�������01��:��
���@'$14�2�����5�!�������4���E1�!�0����2�
21���
�1�!��3�0����2���0 �����2�1 �� ���2�3��
���>�

3.1. Dominios�para�HMG1�
	����01�!9����7��90�������
�3�4�3�����3�0������%�H-�"%D�	�!BB@"��%#?I���3�0�����-%�
H-�"%W���O�!D�	�!BB@�� %?#I��������3�����1!�����������!��
����H���Q�B�I>�	��7�:�0�2���2�
1���2� �2����3�2� �� ��3��0 �2�!�.� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ��� ��� ��2�� 3�� 
���� �E�2���  ��
0���!� 5���!� 3�� proximity� ratio� 8 �� 1�!�� �%� �� -%.� ��� 8 �.� ��� � !5�� !�� ��3 ��3�� 1�!� ���
1!������� ����!�� �2� 0 �<�� 0���!>� �3�0J2� ��� ��� ��2�� 3�� �%.� 2��� ��� ���O�!.� ��� 5���!� 3��
proximity�ratio��2�0���!�8 ��1�!��-%�H1�!���������.�����%�<��� ���0���!�3�2����������!��
7� �!97�!�2I.���3����3��8 ��������O�!����!�0��������� !5�� !��3������>�
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3.2. Mutantes�puntuales�para�la�unión�de�HMG2�
� !����� ���3�2�!�1��9��3�� ����2�! �� !�� 7 ��1�2�4���3�7���!� ��������2�1!������@����������
3�0�����-�"#�8 ��1�!�������01�!�����2�1�!����� ��9����� !5�� !��3������.�8 ������ ����

�!%G#.� �2�%G'.� ���%GG.� �!�%KC.� "��%KA� �� �� %C#>� ��� �2��� �1�!��3�� ����!���0����� 2��
�����F9� ��� �7����� 3�� 0 �����2� 1 �� ���2� 3�� ��2� !�2�3 �2D� "��%KA.� 
�!%G#� �� �2�%G'.�
2 42��� �3�2� ����� ���1�!����� H���Q�BI>����� ���3�� ��2�0 �����2�0�2�!�4�����0�20��
5���!�3��proximity� ratio�8 ��1�!�� ���1!�����������5��
���.� ��3����3�� ���1�!����1���9��3��
��2�!�2�3 �2�������1!�0���9��3������ !5�� !�>��

�

���Q�B>�-�2���!�0��21���
�1�!���%.�-%.�0 �����2�1 �� ���2�3��-�"#���������'$14>�H�I�
����vs��%.�-%����
��01��:����������'$14>����!�:��2��0 �2�!�����1�!7���1�!��������.������!��:��1�!���%������1;!1 !��1�!��-%>�
HI�
����vs�0 �����2�1 �� ���2�1�!����2�!�2�3 �2�3������!����9���21���7������������3��'$14>����3�7�!����2�
������3�3�2�3��5�!3��2����� ���!�����2�0 �����2�3��-�"#D��%G'.�+%G#.�)%KA>�

�
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4. FRET�para�TFAM,�HMG1�y�mutantes�puntuales�de�HMG2�en�complejo�
con�ADN�50pb�

4.1. TFAM�
��� �� ���8 �������� ��2��3������3��'$14.�1�!�� ��2�0�3�3�2�3�� ��2� ��01��:�� �������� �3��
?$14� 7 �� 1!�0�!�� ����2�!��� �����F�!� ��� ��01�!��0������ 3�� ��2� 3�7�!����2� 3;1��E>� ��� ���
7�� !���?H�I�2��1 �3���42�!5�!���!��5�F����3�7�!������������1�!7���3�����
�1�!�����3;1��E�
�P�@?$14�H���!�2�I������3;1��E��P�P@?$14�H���0�!�3�I.���� �� ���8 ��2 ��3���1�!������3��
'$14.�3��3���E�2���� ��3�4���1���>�����2�����2����2�7� �!97�!�2�2����� ���!�����9!���0�����
��  ��� 3�2������� 3�� l%G#� b.� ���� ��� � ��� !�2 ���� 1���� 1!�4�4��� 8 �� �2��� ���� 1!�2�����
7��90�������
�3�4�3�� �.� 1�!� �:�01��� ��� ��5�� � !5�� !�� ���!��2���>���5�!2�2� <�19��2�2�
1�3!���� �E1����!� �2��� ��01�!��0������ 3��� ���D�  ��� � !5�� !�� ���!��2���.� �7����� 3���
��;2��!� 3�� � �����2� ��� ��� 3�2�!�4 ��9�� ��� 2�� ��9�� 3�� ��2� 7� �!97�!�2� �� 2 2� 3�1���2.� �� ���
1!�2������ 3�� 2 1!��2�! �� !�2� 3�� ���� 8 �� 1�!0����2��� ��� �E������9�� 3��� ���1��!.� ���!��
��!�2>�

��2� �E1�!�0����2� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ���� 3�� ?$14� 3�4�� � ��!� �� <�2���!�0�2�
2�0���!�2��������'$14.�����1!�2������3��'���01���2�3��"� 22���� ��0�20��<�2���!�0��
H���Q�?I>��3�0J2�1�!�����8 �����5���!�3��proximity�ratio�1�!�����7��90�������
�3�4�3��
�����01��:��
���@?$14��!��2�0���!����3��'$14�H���Q�?�I>�������������	�.�2��3�2���� ����
��2���01��:�2���������3��'$14�������2���01��:�2�1�!������3��?$14>�� �8 �����4��3��3��
������4!��0��!��3��7�!0��3�7�!�����1�!����2�3�7�!����2������� 3�2�3�����.����0��!���9��3���
��01��:��
���@����3��� ��!��� ���4��3��1!J�����0����������0�20����� !�>���������2��3���
��01��:�� 
���@���� ?$14� 7 �� ����2�!��� �7���!� ��� !����� 1!������D� ���� 3�4�3�� �� 8 �� ���
1!�2������ 3�� 4��3�2� 2 1�!��!�2� ��0 �<�2�0J2� 3�7 2�2� �!��0J2� ��!!�����.� 1�2�4��0�����
1�!����0���!������� 3�3������2��7�5�!�������� ��9��3��7�!0��3�0N!����3��
����������>�

���<��<��8 �����5���!�3��proximity�ratio�2���2�0���!�1�!��
���@'$14���
���@?$14���3����
8 �����3�2����������!��7� �!97�!�2��2���3�1��3������3����������� 3�3������.����8 ��1�!0����
2 ��!�!� ��2�2��0��3�� ��9��1�!���3�����3������2�! �� !���!�2�����!J7���.�3��3�����1!�������
1!�0 �5�� ���7�!0��3��������������3�4�3�������1!�2������3��3�2�1 ���2�3��� !5�� !�>�
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���Q�?>��E1�!�0����2�21���
�1�!��
���������01��:����������3��?$14>�H�I���01�!��0����������0�!��3��
3��?$14>�-�2���!�0��1�!��3;1��E�0�!��3��2��������3���3�!�H�P��3;1��E�?$14.����!�2�I�7!��������<�2���!�0��
����3;1��E������04�2�7� �!97�!�2�H�P�P�3;1��E�?$14.����0�!�3�I��� ���0�F����3������0�!��3�������0�!��3��
H0�E���.� ��� !�:�I>� HI� -�2���!�0�� 3�� 
���@?$14� H��� �F �I� 7!����� �� ���� 3�� ?$14� 0�!��3�� ���� �04�2�
7� �!97�!�2� H��� !�:�I��� 2����3���3�!� H��� !�2�I>� H�I���01�!���9�����!��1�!7���2�3�� 21���
�1�!��
���@'$14�
H����!�����3���F �I�vs�
���@?$14�H������29��3���F �I>�������1�����3�!��<�.���	���������%#Z�1�!����2�0 �2�!�2�
!�1!�2����3�2�������<�2���!�0�>���2�0 �2�!�2�%$���%#�2���1�!�������01��:��
���@?$14.���%$.�'.���3.�1�!�����
��01��:��
���@'$14>�

4.2. Dominios�para�HMG1�
��������2��3�������?$14���04�N��2��!����F�!����E1�!�0����2��������3�0������%���-%>���2�
1�!7���2� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3��� 5���!� proximity� ratio� 1�!�� �%� �� -%� H���Q�G�� �� I� 2���
1!J�����0����� 2�0���!�2� ��� 1�!7��� ���� ��� ���� ?$14>� ��� �2��� ��2�� ��2� 1�!7���2� 2��� 0 ��
3�7�!����2������2��3�������3��'$14>�
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�1�!���%.�-%���
���>�H�I�-�2���!�0��3�� ���3�2�!�4 ��9��3��1!�E�0����!�����1�!��
3�5�!2�2�0 �2�!�2�3���%�H����3�7�!����2�������3�3�2�3����!��:�I.�1�!���������!�:����1�!��
��������F �>�HI�
-�2���!�0��1�!��3�5�!2�2�0 �2�!�2�3��-%�H����������3�3�2�3��1;!1 !�I>�

4.3. Mutante�puntual�para�L182�
��!��3����2�0�3�3�2�!����F�3�2�7 ��1�!�����0 ������1 �� ���3���!�2�3 ������!��������1�!�����
3�0�����-�"#.��� %C#>����1�!7���3��3�2�!�4 ��9��1�!���� %C#�����04�2���2�2�H����'$14.�
����?$14I�0�2�!�4�� ���1!�2������3��3�2�1���2� ���� ��� ����� �E���3�3��<�2���5���!�2�3��
proximity�ratio�0���!�2�8 ��1�!�������2��3�����0�3�3��3�������2���1!�������H���Q�K�����I>�
��!���������.����0 ����9��3���!�2�3 ���� %C#�1�!����0�2�!�!�7��90�������
.��1�!��0���!�
8 ��1�!��
��������5�>���!���������.�1�3�0�2�2 ��!�!�8 �����1!�0���9��3������ !5�� !��1�!�
1�!��� 3�� -�"#� �2�  �� 1!���2�� ���1�!���5�� 3��3�� 2�!��� ��� �7����� ���: ���� 3�� ��3�2� ��2�
!�2�3 �2����8 ��1�!0�����4����!����� !5�� !��7����>�
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���Q�K>�-�2���!�0�2�3��21���
�1�!��0 �����2�1 �� ���2�3���� %C#������01��:����������'$14�
H�I�������3��?$14>���2���01��:�2�
���@����2��0 �2�!�������3�7�!����2�������3�3�2�3���F �>����
!�:���1�!�������0�3���1�!��������.�2���1!�2������3��1!������>�HI�����3�7�!����2�������3�3�2�3���!�2�
2��0 �2�!�����2�0�3�3�2�1�!�����0 �������� %C#>�

5. Modificación�del�cálculo�crosstalk�correction�
��21 N2� 3�� ��� �4�����9�� 3�� ��2� 1�!7���2� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3�� proximity� ratio� 1�!�� ��2�
3�7�!����2� ��01��:�2� �� ���.� �2� ����2�!��� ��!0���F�!� ��2� 5���!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� ���
7 ���9��3�������!���������5�� 2�3�������3��0�3�3�>��2�3���!.��������1!��!�0���"���2��7�:����
��!�� ��� 5���!� 3�� 1!�E�0���� !����� �2����3�2� 1�!�� ��� ���� 2��� 1!�2������ 3�� 1!������>�
��!0��0�����2�� 2�����0 �2�!��3�2�!������0��Donor�only�H�P��3;1��EI.���������1!�2������
2���� 3��� 3���3�!.� �&�� ��� ���� ���� ��2� 3�2� 7� �!97�!�2� 1�!�� 2��� 1!�2������ 3�� 1!�������
H�P�P3;1��E���0�E���I>�
�������0��2��<����0����3������!��!0�����������0 �2�!��0�E����
�� �P�P� 3;1��E� �E�2���� 3�2� 1���2� ��� ��� <�2���!�0�>� ��!�� ��� 1!���2�3�� 3�� ��2� 2�� �����2�
0 �2�!�2�2����09����1�2���9������!���3����2�3�2�1���2���0��5���!���!��H���Q�CI>��2�1�2�4���
�42�!5�!�8 ��3�21 N2�3�� �����!!����9������ ���3�� ��2�3�2�1���2�2������!����� ���1�2���9��
��!�.� 1�!� ����� 7 �� ����2�!��� !�1!���2�!� ��2� 3���2� ��0��3�� ��0�� crosstalk� correction� ���
1�2���9�� ����!��� 3��� 1���� 1�!��Donor� only.� �2� 3���!.� ��� 1!�0�!� 1���� 3��� <�2���!�0�� 1�!��
0�E���>�����5�F��4����3�����5���!�1�!��crosstalk�correction�2��3�4���!�1!���2�!���2�3���2�
0�3���������1!��!�0�����
��<�����1�2��!��!0����.�5�2 ���F�!����������F�!���0�3���������
1!��!�0���"��������"��>��

�

���Q�C>�-�2���!�0�� 3��� 1�!7��� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��2� 5���!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� 1�!�� 3�2� ��1�2� 3�����D� �P��
3;1��E� H���� 0�!��3�� 2���� ���� ��� 3���3�!I� �� 0�E���� H0�F���� 3�� <�4!�2� 3�� ���� 0�!��3�2� ���� ��2� 3�2�
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7� �!97�!�2���2���0�!��:�I>�������F8 ��!3��2���42�!5�����<�2���!�0������2�3��crosstalk�correction������<�2���!�0��
3�21 N2�3��crosstalk�correction�������2�5���!�2�3��1!�E�0����!�����1�!����3��1�2���9��3���1���>�

6. Resultados�finales�
����5�F�!�1!���2�3�2���2�3���2�������2�5���!�2�3��crosstalk�correction�2��5�2 ���F�!�����2�
<�2���!�0�2��������1!��!�0���"���8 ��1�!0�����4����!���2�5���!�2�� 0N!���2�1�!����3��
0 �2�!�>���2��!��!0����.�0�3���������1!��!�0�����"���2��3���!0��9�1�!����3��� !5��3��
3�2�!�4 ��9�� ���posición� central� (x).�8 �� ��!!�21��3�����1����3�� ��� ��01����3��"� 22���
3���!0������� 5���!�3��proximity� ratio� 1�!�� ���1�4����9��3�� ���0 �2�!�>����área� (A)� 3�� ���
��01�����2����0�3�3��3���1�!�����:��!�1!�2������5��3���2������7�!0���9��������0 �2�!�>�
�����0����.� ��� anchura� (w)� �� ��� 0���3� 3��� 1���� 8 �� �7!���� ��7�!0���9�� 2�4!�� ���
<���!������3�3�3�����1�4����9�.��2�3���!.�2��2���!����3�� ������7�!0���9��3��J0������0J2�
4�����2�J����>�

6.1. Valores�de�proximity�ratio�obtenidos�para�los�diferentes�complejos�
��2�3�7�!����2�� !5�2�7 �!��������F�3�2�1�!�2�1�!�3�����7 ���9��3���3���3���4�����9��3��
��2�!�2 ���3�2���2 ���!!�21��3������crosstalk>�	�� �3�0�����2���4� 5��!�����2�5���!�2�3��
proximity� ratio.� 8 �� � ���� 7 �!���1!�0�3��3�2>��� ������ ���9�� H
�4��Q�%I� �1�!����� ��2�
5���!�2�3��proximity�ratio.������1�2���9������!���3�7���3��1�!����3��1���.�1�!����3����1��3��
��01��:��������2�1�!J0��!�2�crosstalk�correction�3�7���3�2�1!�5��0����>��

� Proximity�
ratio�

TFAM_30pb�

intermediate�

$.#%�

TFAM_30bp� $.BC�

TFAM_50bp� $.B?�

D1_30bp� $.#B�

D1_50bp� $.%G�

H1_30bp� $.'%�

H1_50bp� $.%G�

L182_30bp� $.#C�

L182_50bp� $.%G�

N163� $.#C�

Y162� $.#B�

Q179� $.'A�


�4��Q�%>� ����!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� 1�!�� ��3�� ��1�� 3�� ��01��:�>� ��2� 5���!�2�0J2� 4�:�2� 3��proximity� ratio�
��3����� 0���!� 3�2������� ���!�� 7� �!97�!�2.� 0����!�2� 8 �� 5���!�2� 0J2� ����2� ��3����� 0���!� 3�2������� ���!��
7� �!97�!�2>�
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G>%>%> ����!�2�3��1!�E�0����!�����1�!��
�����������'$14&�?$14�
��� ��� ��2��3��
���� ��������3��'$14� �!�� 1�2�4��� 3�7�!�����!� '� 1�!7���2� �� ��01���2� 3��
"� 22.� ��3����3�� ���1!�2������3��<���!������3�3���� ���0 �2�!�� H���Q�AI>����1!�0�!�1����
��!!�21��3����������3������@Donor�only����� ��5���!�El$�H������
I.�3�4�3�������1!�2������
3��������4!��������0 �2�!�>����2�� �3��1����2����� ���!��3�21��F�3��!�7�!�����!�21��������
1����3�������0�!��3��������2�3�2�7� �!97�!�2����� ��5���!�E�T�$>#%�H5���!�1!�0�3��.�$>#$�
1�!����� ��2��3�� ������Q�AI>�+.� 7����0����.� �E�2��� �� ��!��!�1���� ���� ��5���!�3��proximty�
ratio�3��$>B?�H5���!�1!�0�3��.�$>BC�1�!�������2��3��������Q�AI>>���!���������.�1�!�����E�2��!�
3���!�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ���� '$14.� 3�2� ��1�2� 3�� 1�4�������2� ���� 3�7�!�����
�7���������1�!����� 7��90�������
.�2 ��!���3��3�7�!������!�3��3��� !5�� !�����������>����
��01��:��
���@���?$14����0 �2�!���2���1�4����9������!0�3�������5���!�proximity�ratio�
2 1�!��!� ��� 1���� 3��� ���.� � �8 �� 2��0 �2�!��  �� 5���!� 2�0���!� ��  ��� 3�� ��2� 1�4�������2�
3�2�!���2� 1�!�� 
���@���'$14� HE� T� $>B?� 1�!�� 
���@���?$14.� ET$>BC� 1�!�� 
���@
���'$14I>� ��� � 2������ 3�� ��� 1�4����9�� ����!0�3��� ��� ��� ��2�� 3�� 
���@���?$14� �2�
3�4�3����8 �����3�2����������!����2�7� �!97�!�2�1�!����3�������2�3�7�!����.�1�!����8 �.� ���
� !5�� !��3��A$V�����������3��'$14��01����!��� ���3�2����������!��2��3�2�H�I�8 ��3��� ��!�
�� ��5���!�3��1!�E�0����!�����E>���!���������3��?$14.��2���� !5�� !��2���!�3 ��!������ ���
0���!�3�2����������!��2��3�2��.�1�!���������.� ��5���!�0���!�3��1!�E�0����!����>��

�

�

���Q�A>���2�!�4 ��9��3��1!�E�0����!�����1�!�������01��:��
���@���'$14�H������F8 ��!3�I�����01��:��
���@
���?$14�H�����3�!��<�I.�3��3��2����3��������������2���3�����1�!7���3�����3�2�!�4 ��9�����4�������������!�����3��
��2��: 2��2�1�!����2�3�7�!����2�1���2�8 �����7�!0������3�2�!�4 ��9�����4��>���������2��3�����01��:��
���@'$14�
�2�1�2�4����42�!5�!����1!�2������3�� ���� �5��1�4����9������5���!�E'��� ���1�4����9������!0�3�������5���!�E#.�
���!�����1�!7���3������������1�!7���1�!�������01��:�>�

G>%>#> ����!�2�3��1!�E�0����!�����1�!����2�3�0����2���2 2�0 �����2�
1 �� ���2�

��2� ��01��:�2� 3�� ��2� 3�7�!����2� 3�0����2� �� 0 �����2� ���� ���� '$14� 0 �2�!���  ���
!�3 ���9�� 3��� 7��90���� ���
� !�21����� 3�� 
���.� ��� 8 �� 2 � 5���!� 3��proximity� ratio� �2�
0���!>� ��4�� 3�2����!� 8 �� ��� 3�0����� �%� H-�"%I� 1!�2�����  �� 5���!� 3�� proximity� ratio�
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0���!����3�0�����-%�H-�"%W���O�!I.����7�!0J�3�2�����<��<��8 ������3���9��3��� ���O�!���
-�"%����!�0����������1���3�3�3���2���3�0�����3��� !5�!�������>�

	�� ��01�!�0�2� ��2� 5���!�2�proximity� ratio� 1�!�� ��2� 3�7�!����2�0 ������ 1 �� ���2� �%G'.�
+%G#.� )%KA� �� �%C#� H
�4��Q�%I.� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ��3�2� ����� 1!�2������  ���
!�3 ���9��3���5���!�proximity�ratio���01�!�3������
��������5�.��2�3���!.� ���3�20�� ��9��
3������ !5�� !�����������>�� �8 ���2���������2��3���0 ������+%G#�3��3�����!�3 ���9���2�
0���!.�1�2����8 ��2���21�!�!���8 �����0 ������1�!�����!�2�3 ������!��������H�%C#I��� 2�!J�
 ���0���!�1�!: ������������ !5�� !��7����>�

��!���������3��?$14������01�!��0������3�� ��2�0 �����2��2�0 ��3�2�����.�0�2�!��3�� ��
5���!�3��1!�E�0����!�����1!J�����0������3N�����������������!�����2 ��!���3��8 ������E�2���
���
�4�:���2��2����3������2�H����� ���8 ��2 ��3���1�!�����1�4����9������!0�3���3��
���@
'$14� 8 �� 3�2�1�!����� ��� 
���@?$14I>� ����� �2� 3�4�3�� �� 8 �� ��� 1!�2������ 3��  ��0�20��
J�� ��� 3�� � !5�� !�.� ��� 3�2������� ���!�� ��2� 7� �!97�!�2� H�I� 1�!�� ��3������1�3�� !�2 ���!��
3�7�!����>���!��:�01��.� ���1�2�4���� !5�� !��3��A$V�H2�0���!������� !5�� !����3 ��3��1�!��
��3��-�"4�EI�����������3��'$14� �01����� ���3�2����������!��2��3�2�8 ��3�� � ��!��� ��
5���!�3��proximity�ratio�E>���!����������3��?$14.��2���� !5�� !��2���!�3 ��!J���� ���0���!�
3�2������� ���!�� 2��3�2� 1!�5����3�� ��� 3�20�� ��9�� 3��� 7��90���� ���
� �� 2 � � 2������
H���Q�%$I>�

�

���Q�%$>� �28 �0�� �E1������5�� 3��� 2�2��0�� ���
� 0�3������ ���  2�� 3�� ���� ���� 3�7�!����� ������ 3.� 3��3�� ��
��3�������3�2����������!��7� �!97�!�2�H2�M���3�2�������!� ��2�5�!3��1�!�����E��BCC���!�:��1�!�����E��?ABI>�������
1�!���2 1�!��!��1�!�����������2���1!�2������3��� !5�� !�.�3��3���a%$$b�������E�2��� 7��90�������
>���� ���
1�!���2 1�!��!��E�2��� ���� !5�� !����� ���!���9���	�##�3��A$V.�8 ��1!�5���� �����!��0������3�� ���3�2�������
���!��7� �!97�!�2�1�!���04�2����P2.�8 ����������2��3������3��'$14��2�2 7��������1�!��8 ���E�2���7��90����
���
>�

6.2. Proximity�ratio�vs�EFRET�
��0��2��<����0����3��������3�2�!�1��9��3���7 �3�0�����H����!����2���0N��3�2D����
I.����
!�����9�����!����������
.�3�1��3��3��� 7����!�3��3������9��3��� 2�2��0��HqI.�3�7���3��1�!� ���
�7��������� 3�� 3������9�� �� ��� !��3�0������ � J������ 3�� 3���3�!� �� ���1��!>� � � ��3�� qT%.�
2 ��3��8 ����T�����
>� ���� �2�!�� ��2�� 2�� !����F9� ��� ����4!���9��1�!��� �2�!�2������2� �� ���



� � � �

�

219
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Y162� $.#B� $.%'�

Q179� $.'A� $.#B�
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H1_30bp� $.'%� K.KG� KK.G#� %%'.%?�

L182_30bp� $.#C� C.$A� C$.CG� %$#.C?�

N163_30bp� $.#C� C.$#� C$.#B� %$B.C'�
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A. TFAM�IMPONE�UNA�CURVATURA�DE�180°�SOBRE�LSP�

1. TFAM�provoca�una�torsión�de�180°�en�LSP�
��� !�2�� ��9�� 3�� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 1�!0���� 5�2 ���F�!� ��� ��!2�9�� 8 �� 
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B. TFAM� Y� SU� RECONOCOIMIENTO� ESPECÍFICO� DE�
SECUENCIA�
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1. Secuencias�putativas�de�unión�por�dominios�HMGbox�
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2. Motivo�invertido�AAC�
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���!�:��2��0 �2�!�����0���5����5�!��3��H?P��P�@%$14@�P��I>�Fisher,�et�al.�

2.1. Conservación�entre�mLSP�y�hLSP,�e�intercambio�funcional�
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����1�!�� ����5�!� ��� �!��2�!�1��9�� 3��0�	�� H"�21�!�.�
���O��4�!�������>�#$$BI�H���QBI>�

�
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3�����!�2�� ��9��3������2�! �� !�>�

2.2. Conservación�del�motivo�AAC�entre�LSP�de�hominoides�
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1�!�����2�� �3��0���5��������5�!��3��3��@'%���@''�14.��E�2��� ���0���!�3�5�!�������������
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2.3. Conservación�del�motivo�AAC�entre�las�secuencias�de�unión�a�TFAM�
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2.4. Ejemplo�de�motivo�en�secuenicas�de�unión�de�xl�TFAM�
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3. Implicación�energética�AAC�y�pre�curvatura�inicial�
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4. Región�central�(Nxlinker)�
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4.1. Conservació�cluster�de�guaninas�central�
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C. EL�DOGMA�DE�LA�COLA�C�TERMINAL�

1. Actividad�en�reconocimiento�específico�
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2. Cola�C�terminal�y�flexibilidad�intrínseca�
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D. IMPORTÁNCIA�DEL�LINKER�

1. La�zona�del�linker�en�la�torsión�del�ADN�
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���O�!� 7��E�4���1�!0���� ���01�M�!� ��2�0�5�0�����2�3��-�"#���1�!0���!� ��� ��9��3�� N2��� ������.� 7��90����
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G. TFAM�Y�BIOGÉNESIS�MITOCONDRIAL:�zoom�out�
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���� ��� ��01��:�� ���� ���.� �� 2 � ��!����!�F���9��
4��8 �0���� �� 4��7�2���� 1�!0����� �����3�!� 0�:�!� ��� 1�1��� 3�� 
���� ��� ��� 4���N��2�2�
0������3!����H���Q"%I>�

��������!������2� 3�� 
���� 91��0�2� 1�!0����� ��01������9�� 3��� 0����� ��� � �����3�2�
0�3������2 � ��9�������������7�!0��3����01��:�2�3��J0���2�3��3��
����2����� ���!��
�4!�F��3��������������!�3 ����3����!2����2�����J�� ��2�l�%C$V.��8 ��1�!0�����1!�����!���
3����7�����3����	>��3�0J2.��E�2��� ������!���7��E�4���3�3�����!���������0�����8 ��1�!0����
2 ��!��2�!�1��9����!�1������9�>�	��<��3�2�!����8 �����7 ���9��3������������!���9��3��
����
�E�2���  �� 3�21��F�0������ 3��� �8 ���4!��� �!��2�!�1��9�D!�1������9�� 3�4�3�� �� ��� 3�7�!�����
�7���3�3� 3�� 
����1�!� ��2� 1!�0���!�2� �	�� ��-	�%>� ��� �!�4�:�� !����F�3�� 3 !����� ��� ��2�2�
3����!���<��1�!0���3�������3�!����0�����20��3������5���9��3������!��2�!�1��9��!����F�3��
1�!�
����������!���9��1!�0���!��3���	�.�8 ��1�!0�������7�!0���9��3������4�3�!�2�1�!��
���!�1������9����1�!��!�3���-��.�1�!���������.��2�J�3�!����0�����!��������3���������� 0�����
3����1��2�3��0����>�

�������!������2�3��
��������2��01����!���� ��0���!��!�3��3����01������9�.���<�4���3��
� ��8 ��!�����5�3�3�������������3��3��� ��!���� �����3�2�����2��3��2�0�@2���2�����>�

�
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1!�2����� 2 � ���� ��01����3�� ��� �2�! �� !�2� ���0�3�2� � �����3�2� 3��3�� ��� 1!������� 0���!���!��� �2� 
���.�
� �8 ����04�N��2����� ���!�����!�2�1!������2���5�� �!�3�2�H������7�� !�.��3���3�2�����!���J�� ��2.�!�04�2���
� �3!�3�2I>������01������9������ �����3�2�3���0�����1�!0����1!�����!���3���3�M��1�!��21���0���2���	���2 �
!J1�3�� �!��27�!������ ��� 1!���2�2� 3�� 7 2�9�� �� 7�2�9�>� � ��� � ����7�����9�� 3�� 
���� ��� � �����3�2� 3�1��3�� ���
7 ���9��3����2��3��3������5�3�3�3���� �����3�.�3��3�����������!������2�3��
������7�!��!�2�H2�� ���9��3���1�����
3�!��<�I� �E�2���  ��� ����5���9�� 3�� ��� �!��2�!�1��9�.�0����!�2� 8 �� ��� 2�� ������2� 3��3�� ��� �������!���9�� 3��

���� �2�0���!� H2�� ���9�� 1�!�� ��� 1����� �F8 ��!3�I� �E�2���  �� 3�21��F�0������ 3��� 2�2��0�� <�����  ���0���!�
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���� 1!�2������ ��� 0�����20�� ��1���� 3��  ��9�� 3��
-�"4�E�0�3������ 2 �  ��9�� ��� 2 !���0���!� 3��� ����1!�5����3��  ��� 3�2��!2�9��
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CLONACIÓN�
1. Clonación�estándar�
����������9��3��
���.� ��2����2�! ���2����� ���������@��!0�����3���������3��H�

P2.��

#D�
	�!BB@"��#'C.� �

'D� 	�!BB@�!�#''.� �

BD� 	�!BB@�!�##KI� �� ��2� 3�0����2� -�"4�E� H�%D�
	�!BB@"��%#?.��#D��� %BA@�!�##K.��#�D��� %KA@��2#BGI.�2��!����F9�0�3���������2�2��0��
3���������9���2�J�3�!.�8 ���01���������01��7�����9��3�����2�!���������2�1!�0�!2�3�2�M�3�2�
���� ���2�� ������3��!�������0������1�!�� ��2���F�0�2�3��!�2�!����9��H
�4��%I.���3���2��9��
3���1�J20�3�2�����2�!���������2�0�20�2���F�0�2�3��!�2�!����9�>���2��!��!0�����2��!����F��
���������9��3����2��E�!�0�2���<�2�5�2��!��3�2>�

��2�1�J20�3�2� 2�3�2�7 �!��D�

� 1�
#C@4HWID� 5����!� ��0�!����� H��5����.� ��3�2��.� ^�.� �	�I�  2�3�� 1�!�� ���
�E1!�2�9�� 3�� 1!������2� !���04������2� ��� �>coli� 8 �� �M�3��  ��� 3����� 3�� G�
<�2��3���2��������E�!�0���@����@��!0����>��2���5����!�1!�2�����?>B�O4.�!�2�2���������
O���0�����>�

� ���0B$D�5����!���0�!����� 2�3��1�!������E1!�2�9��3��1!������2�!���04������2����
�>coli�8 ���M�3�� ���3���������������E�!�0���@��!0����>��2���5����!�1!�2�����G>?�
O4.� !�2�2������� �� O���0������ ��  �� 2����� 3�� ��!��� 1�!�� ��� 1!����2�� 
��� ���!�� ���
1!�������3��7 2�9����������1!�����������!N2>�
�

Proteína� plásmido� �� primer�5'��>3'� Enzima�
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CARACTERIZACIÓN�DE�LA�ESTABILIDAD�DE�LA�PROTEÍNA�
EN�SOLUCIÓN��
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2. Thermofluor�
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�2��4��� �N!0���0����� H�!��22��.� -���4�!�� ��� ��>� #$$GI>� ��!�� 0�����!�F�!� ��� �2��4���3�3�
�N!0����3�� ���1!������� �� ��2��!�8 N� 7����!�2� H��01���2.� �3���5�2.� �����3�2.=I��7��������
3��<�� �2��4���3�3.� �2��� ��2���� Hfluorescence�based� termal� shiftI�  ����F��  �� ����!�����
2��2�4��������<�3!�7�4���3�3�3�������!��.���0��	�1!���!�����HMolecular�probesI>�� !��������
1!���2�� 3�� 3�2��� !���F���9�.� ��2� 2 1�!7����2� <�3!�794���2� 5��� 8 �3��3�� �E1 �2��2� ���
0�3��� ���!�0����3�� �.� 1�!� ��� �����.� � 0����� ��� 7� �!�2������� 3�4�3�� ��� ����!����>� ���
3�2��� !���F���9�� �N!0����3�� ���1!��������2� ��1!���2��8 �� 2�� �� ��0�3���� ��1����3��
3�2��2��3�2����� ���0�!��3���!��2���9�����!����2��2��3�2�����5�2�����2�3�2��� !���F�3�2.�
3��3�������01�!�� !��3��7 2�9��H
0I�2��3�7������0�������01�!�� !��������1 ����0�3���3��
��� �!��2���9�� ��� ��� 3�2��� !���F���9�� 3�� ��� 1!������� 8 �� ��!!�21��3�� ��� 0JE�0�� ��� ���
1!�0�!��3�!�5�3��3������ !5��3��7 2�9�>�� �����0���!��2����
0.�0���!��2�����2��4���3�3�3��
���1!������>���!���������.��2���1�8 �M����2����1�!0����2���������!���2���01���2�91��0�2�
1�!������2��4���F���9��3�����1!������>�

�

���#>�����!�0��1�!�� ����2����3��
<�!0�7� �!>���3���������!�0�����3����01�!�� !������������01���2�1�2�4���
�42�!5�!� �����!�0�����3�����7� �!�2�������<�2��������F�!� ���7�2��1����� >������01�!�� !��������1 ����0�3���
3�� ��� �!��2���9�� ��� ��� 3�2��� !���F���9�� 3�� ��� 1!������� 2�� ������� ��0�� ��01�!�� !�� 3�� 7 2�9�� H
0I.� �� ��2�
1�!0����5���3�!��������3�3�3�����019�>�

��2�0�3�3�2�2��!����F�!������ ���0J8 ����3������!���@��0������2���04��2�3��7� �!�2�������
�����2�0 �2�!�2�2��0�����!�F���2�0 ��J���0��������� ����J0�!�����>���2������� 3�2�3��
��3��3���E������9�����0�2�9��3�����2��3��	�1!��2���BA$���?K?��0.�!�21����5�0����>�

FORMACIÓN�DEL�COMPLEJO�PROTEÍNA�ADN�

��!�� ��� 7�!0���9��3��� ��01��:��1!������@�����2� �01�!������3���!0���!� ��� 2�� ������3��
���.� 0�3������ ��� 4;28 �3�� 3�� 2�� �����2� ���2�2�2� �� ��7�!0���9�� 2�4!�� ��J��2�2�
7���1!������>�����5�F��2����3�����2�� ������2��!����F�����2���2�1�!��������!������1���3�3�
3��  ��9�� �� �7���3�3� 0�3������ ����2� ����5�2� 3�� !���!3�� �� �!�0����!�7��2� 3�� �E�� 2�9��
0���� ��!>�

1. Geles�nativos�de�retardo�(EMSA)�
��2� ��2���2� 3�� !���!3�� ��� ��� 0�5���3�3� �����!�7�!N����� HElectrophoretic� Mobility� Shift�
Sssays,� ��	�I� �� 0J2� ��0;�0����� ���0�3�2� ����2� ����5�2� 3�� !���!3�.� 2�� 4�2��� ��� ���
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�42�!5���9�� 3�� 8 �� ��01��:�2� �2��4��2� 1!������@���� 0��!��� 0J2� �����0����� 8 �� ��2�
7!��0����2�3��������4!���������2�3��1�����!���0�3��������3������2�����5�2�4�:���������9��
3�� ����01����N��!���>��

�!�� ����0����.� 2��  2�!��� ��2� ��2���2� ��	�� 1�!�� ������!� ��� ��01�!��0������ 3�� ���
0 �2�!�� � ��3�� 2��  ����F��  ��� �������!���9�� ���2������ 3�� ���� H$>%� �0��I� 7!����� ��
�������!������2� �!�������2�3��1!�������3��$>$#?��0�����$>G��0��>�
�04�N���!��� 2�3�2�
1�!��������!�����2��3��3�����01��:��1!������&������1�!����2���2���2�3�����
>�

1.1. Preparación�de�la�muestra,�botones�de�diálisis�
��� ��� ��2�� 3��� ��J��2�2� 3�� ��� �7���3�3� 3�� ��� 1!������� 1�!� ��� ���>� 	�� 1!�1�!�4��� ��2�
��01��:�2� ���� �������!������2� �!�������� 3�� 1!������� ��  ��� �������!���9�� ���2������ 3��
���� ���� 5�� 0��� 7����� 3�� #$� p�>� ��4�3�� �� 8 �� ��� 1!������� 2�� ��� ���!�� ��  ��� ���5�3��
�������!���9�� 3�� 2��� �!�� ����2�!��� ���  2�� 3�� 4�����2� 3�� 3�J��2�2� 3�� %?� p�� HHampton�
ResearchI� 1�!�� 3�20�� �!� ��� �������!���9�� 3�� 2��� H���%I>� ��� ��0�M�� 3�� 1�!�� 3�� ���
0�04!���� 2�3���!��3��'>?$$���>�

��2�0 �2�!�2� 2�� ��� 4�!��� #$�0��� �� BV�.� 2�� 3����F�!��� ���� �!�3������ �2������3�� 3�� 2���
<�2���#$@%$$�0������� .� ��3��1�2��3��3�J��2�2�1!�2����� ���3 !���9��0���0��3��#�<�!�2�
���� ��1�2��7�����3��#B�<�!�2����������3���9��3�����019��7����>�

�

���%>��28 �0��3�����1!�1�!���9��3����2�4�����2�3��3�J��2�2�3���F8 ��!3����3�!��<�>������01��:��2���������������
< ����3���4��9�>�	�� �3�0�����2������������0�04!����H1!�5��0�����2 0�!��3����������019��3�����01��:�I����
���2 1�!7�����3����1����3�!���N2���2���������������4��9�>���3������ �����0��2��7�:�����0�04!�������4��9����2��
3�1�2������������019��3��3�J��2�2>�

1.2. Preparación�de�los�geles�
��2� ����2� ����5�2� 3�� 1�����!���0�3�� 1�!�� ��2� ��2���2� 3�� 7�!0���9�� 3�� ��01��:��
1!�2����4���  ��2� 3�0��2����2� C� �0� E� %$�0� E� %>?00>� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� ����2� 1�!�� ���
1�!0 ����9����!� ��!���2�3�0��2����2�3��������!���%C��0�E�#$��0�E�%�00>�

��� 7 ���9�� 3�� ��� ������ 3� 3��� ���� 2�� 1!�1�!�4��� ����2� ���� 3�7�!����� 1�!�����:�� 3��
1�����!���0�3�>���!����2���2�������2������2�3���!�2����F���9��Hl�##�14I.�2�� 2�4�������2����
?>?�Z���KZ.�0����!�2�8 ��1�!����2�����2�3��1�!0 ����9����!� ��!��������2�3��%B'�14.�2��
 2��������2����!��CZ���%#Z>�
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1.3. Observación�de�los�geles�
��2� 0 �2�!�2� 1�!�� ��!��!� ��� ��� ���� 2�� 1!�1�!��� 0�F����3�� ��� ��01��:�� ���� DNA� dye�
loading� buffer� 6x>� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� ����0�!��3�� ���� 7� �!97�!�2� 2��  2��  �� ��019�� 3��
��!���2���4!�0�7������F ��H��019��3����!���?ED�#?�0��
!�2-���1-K.�%?$�0����
�.�#?�Z�
�����!��I>���

����5�F� ��!��3�2� ��2�0 �2�!�2.� 2�� 2�4�� ��5����:��3��%$$��3 !�����B$�0��� H� �8 �����
���01��1�3���5�!��!����7 ���9��3���Z�3���!�<���0�3�I.��5����3�����0��!���9��3�����1!�0�!��
4��3�� �F �>� 	�� �3�0����� 2�� !����F�� ��� �����9�� 3��� ����0�3������ #$�0��� ���� SyBr� Green�
HInvitrogenI.��1�����3�� ���3�� ��9��%&%$>$$$>����������M�3��2�������F������ ���� F���.����
8 �������01��:��!�2 ����������@	+��"!����1!�2��������1����3���42�!��9����s�T�BAC��0���
���1����3���0�2�9����s�T�?##��0�H��!!�21��3�����������F����5�!3��3����21���!�.�3���<��2 �
��04!�I>��

��!�� ��� ��2��3�� ��2����2�0�!��3�2� ���� 7� �!97�!�2� 2�� 2�4�� �� 7� �!�0��!��3�� �2���N��
������3����0��Typhon�HMolecular�dynamicsI�8 ��1�!0�����4����!� ����0�����!�2 �������
0 ��������.�1!�3 ����3������E������9�����0�2�9��3����3��7� �!97�!��1�!�2�1�!�3��3�4�3����
8 ��1!�2�����3�5�!2�2�7���!�2>�����0�����7�����3����2��E1�!�0����2����
��!��1!�3 ����3�����
��04�����9��3���!�2�������2D�

� ������ %� ���� �E������9�� �� BCC� �0.� �� 7���!�� 3�� �0�2�9�� �� ?#$� �0� H1�!�� ���
5�2 ���F���9��3�����E�BABI�

� ������ #� ���� �E������9�� �� BCC� �0.� �� 7���!�� 3�� �0�2�9�� �� G%$� �0� H1�!�� ���
5�2 ���F���9��3�����E�?A$I�

� ������'������E������9����BCC��0.���7���!��3���E������9����?'#��0�H1�!��5�2 ���F�!����
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CRISTALOGRAFIA�DE�PROTEÍNAS�

1. Introducción��

����!�2�����!�7���3��!���2�L��2� ���3����2��N�����2�7�2���2�0J2�1������2�1�!�����!�2�� ��9��
3��1!������2���1�!��!�3���2�! �� !�2�3��0���!���29��3���!3���3�����!�2����2>��

1.1. Cristales�y�simetría�

����2�! �� !�� �!�2������� �2�J� ��!����!�F�3��0��!�2�91���0�����1�!� ��� ��! 1���9�� �3�� 2 2�
0��N� ��2���� ��0�3����3��!�1�����9��1�!�93���� �!�3�0��2�����>�������: ����0���0��8 ��
2��!�1�����!3���3�0�������� ��2��!�2�3�!�������2�3����21�����2������������������04!��3��
celdilla�elemental��� ���unidad�asimétrica�2��!�7��!��������: ����0���0��3��0��N� ��2�� ���
!�1�����9�� H0�3������ ��� �1������9�� 3�� ���0����2� 3�� 2�0��!��I� ����!�� ��� ������3�3� 3���
�������3��3��������3��������0�����>������04�����9��3����2����0����2�3��2�0��!���1!�2����2�
�����2��!�2����2�����2�3�2�����2���1�2�3�����3�����1�2�4��2�3���� ��!�����2�3���0���3�2�grupos�
espaciales>�

2. Cristalización�
����4�����9��3���!�2����2�;����2�3�����5�3������3�3��2����4�2��3������!�2�����!�7���3��!���2�
L��.�7!�� ����0����.�2 ����2�!����1 ����3���04 3��3 !��������1!���2��3��3���!0�����9��3��
����2�! �� !���!�2�����!J7����3�� ���1!������>�

����!�2����F���9��3��0��!�0��N� ��2��2� ��1!���2��3��3����7� ����0;���1��2�1�!J0��!�2.�
���2�2�������1�!��!� ��� 2�� ��9������0����� �������!�3�� � ���1!�2������3�� ����2��3��3��
2 1�!2�� !���9�.�8 �����3 ��!J����0��!�0��N� ���<����� ���2��3��29��3�.�����!�2���>��E�2����
� 0�!�2�2�0N��3�2�1�!������!�2����F���9��3��1!������2���J��3�2�� ������2.� ���3����2�0J2�
 ����F�3�2���2����2�2��0��3��5�1�!�3��3�7 2�9�>��

�2���0N��3��2��4�2��������3�7 2�9��3���� ��H ���!���������5��J���I����!����������H2����3����
��������I� 3�� ��� 2�� ��9�� 3�� ���0��!�0��N� ��� ���� ��� ������� 1!���1������� �1!�1��3�� �� ���
2�� ��9��3�� !�2�!5�!��� ��� �� 2�2��0�� ��!!�3�>����3�7�!������3�� �������!���9��3�� 2���2� ��
1!���1������2����!���������������3�192����7 �!F�����3�7 2�9��3����2��21����2�0J2�5��J����2���
3�� � ��!� ��  ��� � �5�� 2�� ���9�� 3�� �8 ���4!��>� �2��� 3�7 2�9�� 3�� 2��5����2� 0�3�7���� ���
5�� 0���3�� �������.�0�3�7����3�� ����������!���9��3�� ���1!���������� �������>���3������ ��
3���!�0��3��7�2��H���%I��2�1�2�4�������!���!�����!�3��3��2�� !���9�����8 N��E1���0�2� ���
2�� ��9�������!�2 ���3��7�����3����8 ���4!���8 ��3��� ��!���� ������9�.�1!���1�����9���0�!7�.�
1!���1�����9�����7�!0���!�2������.=�
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���%>� H�I� ����!�0�� 3�� 7�2�2� 1�!�� ��� 1!���2�� 3�� �!�2����F���9�.� 3��3�� �2� 1�2�4��� 3�2���� �!� ��� � !5�� 3��
1!���1�����9���� ��� � !5��3�� 2�� 4���3�3���� 7 ���9��3�� ��� �������!���9��3��1!��������� �������1!���1������>� ���
F�������!���2��2�3�2� � !5�2�2�� ������� ��0��F����3�� 2 1�!2�� !���9�� H����F �I���1 �3��3�2���� �!2�����3�2�
!������2.����!���9��3��3��2 ��3�����7�!0���9��3���;����2��!�2������2������!���9��3��3��2 ��3������!���0������
�!�2������>�HI��N��3��3���!�2����F���9��1�!�5�1�!�3��3�7 2�9�.������!�2���1�2�3��2�2��0��3������D���������������
H<�������3!�1I.������2��3R��<�H2��3R��<�3!�1I.������2����3��H2�������3!�1I>�

��� ��0�M�� 3�� ��� ����� �� ��� �����3�3� 3�� 1!���1������� 8 �� �E�2���� ��� ��� 2�� ��9�� 3��
�!�2����F���9����7� �!J���������;0�!��3������!�2�3��� ������9��8 ��2��7�!0�!�.��2����0�����
���5�����3�3�3���8 ���4!��.�3�!����0�����!��������3���������5�����3�3������8 ���1�!�������2�
�!�2����2>���2 �����01�!������1�!������E1�!�0���������!���!��2��2�3�2�1�!J0��!�2.����8 ��
2�� 7�!F�0�2� ��� �5�1�!���9�� 1 �3��� 2 !��!�  �� ���5�3�� �;0�!�� 3�� �;����2� 8 �� � ����
��01�����1�!����1!�������!�2��������3���� ��!����!�2����2�1�4!�2>�����42�����.� ���3�7 2�9��
��0���3��1 �3��3�!�� ��!������3�7�� ���3�1�!��8 ��2��3�����7�!0���9��3���;����2>�

��!�� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��� 1!������� �� 3��� ��01��:�� 1!������@���� 2��  29� ��� 0N��3�� 3��
3�7 2�9�� 3�� 5�1�!� ������ ��� 2 � 5�!2�9�� 3�� ����� 2����3�� ��0�� ��������I� �� #$� �� BV��
�01����3�� screenings� comerciales� sparse�matrix� H� 3���.� ������ ��� ��>� %AABI>� ��� �2��2�
screenings� 2�� !����F���0;���1��2� ��04��������2�3�� ���1!������� ����0�F���2�3��3�7�!����2�
������2� 1!���1������2.� ��0�� 2���2� H7�27���2.� ���!���2.� 2 �7���� 3�� �0����.=I.� 1!���1������2�
H1���������������� H��"I.� �����!��.=I.� ����<���2� H0������1�����3���.� �2�1!�1����.=I� ��
��01���2��: 2��3�2���3�7�!����2�1-2�H-���	.�
!�2.=I>�

�2��2�screenings�2��!����F�!������1����2�3���!�2����F���9��3��AG�1������2�3�21�!2�3�2����� ��
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����!�2����F���9��3����01��:�2�1!������@�����2�2�0���!�������!�2����F���9��3��� ��8 ��!���!��
0��!�0��N� ��.�3�1��3��3���1!���1������.����7 �!F���9����.����1-.����1!�2������3���3���5�2.=�
��� 7�!0�� ����!�2����� 2�� �42�!59� 8 �� ��� 1-� 91��0�� 1�!�� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��01��:��
1!������@���� �2� �� �!�.� ���� ���3������ �� J��3�>� �2��� �2� 1!�4�4��0����� 3�4�3�� �� ��2�
����!�������2� 1���!�2� ���!�� ��2� ��!��2� ������5�2� 3��� �28 ������ 3�� ���� �� ��2� ��!��2�
1�2���5�2�3����2���3���2�����!���2�3�����1!������>���4�3�����2��2�����!�������2�3����1��1���!�
H��3�22�.�^�3�O������>�%AAAI.��2�1!�7�!�4��� 2�!�1!���1������2���0����"������.����� ��!�
3�� 2���2>� ����!�� 3�� ��2� screenings� ��0�!�����2� �E�2���� 3�2� 2�!������2� 3�� ��1�����
�01�!�������1�!����01��:�2�1!������@���.�PEG�Ion� screen���nucleic� acid� screen>��3�0J2.�
��� ��2��3���5�2� 7!�� ����2� ��� ��� �!�2����F���9��3�� ��01��:�2�1!������@���� 2��� spemine.�
����2�3�5������2.�cobalt�hexamine>���!��7����!��01�!�����������2���2���2�3���!�2����F���9��
3�� ��01��:�2� 1!������@���� �2� ��� ������ 3� 3��� ����  2�3�>� ��!0��0����� ��� ����  2�3��
1!�2����� %� �� ?� 14� �3�������2� �� ��� !���9�� ����!��.� ���� 5�!��3�3� 3�� �E�!�0�2.� !�0�2� ��
��<�2�5�2>���� 2��3���E�!�0�2���<�2�5�2�1 �3��7�5�!���!����7�!0���9��3��7�4!�2������!�2�3��
���>�

2.1. Procesos�de�optimización�
����5�F��4����3�2���2�1!�0�!�2��!�2����2�2��1!���3�9�������1��0�F���9��0�3��������� 2��3��
1����2� 3�� �!�2����F���9�� 3�� #B� 1������2.� 3��3�� ��2� ����2� 2�� 3�21�!2�4��� �� 0���� ����
5��;0���2� 3�� ����� �2�������� ���!�� %� �� G� U�� �� : ���3�� ���� ��� !����� 3�� 0�F���� ���!�� ���
2�� ��9�� 3�� 1!������� �� ��� 2�� ��9�� 1!���1������>� ��2� 1! �4�2� 3�� �1��0�F���9�� 3�� ���
���3���9�����2�2���!������<���!� ��screenings�5�!���3��1-�������������!���9��3��������2�
1!���1������2� ��� ��2� 3�2� 2����3�2� 3�� ��� 1����� H5�!������  � <�!�F�����I.� �2�� ��0�� ���  2�� 3��
�3���5�2>��
�04�N��2���1����!���0N��3�2�1!�5��2�������!�2����F���9�.��������!�����N�����2�3��
seeding.�8 �����2�2��������M�3�!��;����2�1!�7�!0�3�2��� ��������0����2��4���1�!����0���!�
����;0�!��3���;����2���7�5�!���!�����!���0������3����!�2���>��

�3�0J2.�2���1����!���0N��3�2�1�2�@�!�2����F���9��1�!��0�:�!�!� �������3�3�3����2��!�2����2�
��0�� ���deshidratación� química.� 1�!�� !�3 ��!� ��� �������3�� 3�� 2��5����� �� �� 3�!� ��  ��
0�:�!��01�8 ���0�������!�2������>��2��2�0N��3�2�3��3�2<�3!�����9��8 �0����3���!�2����2�
���2�2��������!��27�!�!���2��!�2����2���2�� ������3�2<�3!������2.�8 ��1!�2��������2�0�20�2�
��!����!�2����2� 8 �� ��� !�2�!5�!��.� 1�!�� ����  ��� 0���!� �������!���9�� 3�� �������
1!���1������������1!�2������3��������2��!��1!���������2�H��0��1�!��:�01��.���"B$$.����.�
�����!��I>�Cross�linking� del� cristal.� 8 ��1�!0����� ���!�0����!� ��� ���2�2�������3��� �!�2����
7!��������2�!N2�0��J�������!�3 ������2�� 4���3�3.�0�3��������� 2��3�����01 �2���8 �0����
�� ��!��3�<�3�>��2���1!���2���2�3�1��3������3���1-.�����;0�!�������1�2���9��3����2���2���2>�
Annealing�del�cristal.�8 �����2�2���������1!���2��!J1�3��3��3�2���������9�������������9�.�
7!�� ����0������2���1!���2��2��!����F��������������3��2���!��!9�>��

2.2. Congelación�de�cristales�
��!�� �5���!� ��� 3�M�� 1�!� !�3����9�� 3�� ��2� �!�2����2� 3�7!����3�2� 2��  2��� �N�����2� 3��
�!���!�2�����!�7��.� ��2� � ���2� 1�!0����� 1!�����!� ��� �!�2���� 3�� ��� 7�!0���9�� 3�� <����� 2���
����!�!�����2��4���3�3�3�����2�M��>�����!���!�2�����!�7������2�2������2 0�!��!���2��!�2����2����
2�� �����2.� 8 ��  ��� 5�F� �������3�2.� 7�!0���  ��� ��1�� 3�� �� �� 5��!�7���3�.� ��� � ��!� 3��
7�!0�!�<������!�2�������8 ��1�3!���1!�5���!� ���!�� !��3��� �!�2���>��2���2�� ��9��2���������
��0��2�� ��9���!��1!���������.���7!�� ����0��������2�2������ ���2�� ��9��3����01�2���9��
2�0���!������2�� ��9��3���!�2�!5�!��������� ���2���M�3�� ����������!��1!������!����������!��.�
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������������� �� ��!�2� ����<���2� 3�� 4�:�� 1�2�� 0���� ��!>� ��2��!��!0����.� ��2� �!�2����2� 2���
3�7!����3�2�����01�!�� !�2���!����2���%$$�\�H@%K'V�I>�

��2� �!�2����2�3�� ��01��:�2�1!������@���� 2 ����� 2�!�0 �� 7!J����2.� ���� ���8 ��1�!���� ���
4 ���� �3���  2�!� screenings� ���� ��!����!�2����2� �!�1!���������2� 1�!�� �5���!� 1�2��!��!�2�
0���1 �������2>�

3. Rayos�X�
��!�� ��� !�����3�� 3�� ��� 3�7!����9�� 3�� !���2� L� �2� ����2�!��� 3�21���!� 3�� !���2� L� 3�� �����
���!���>� ��� � �2�!�� ��2�� ��� !�����3�� 3�� 3���2� �!�2�����!J7���2� 2�� !����F9� ��� !�3����9�� 3��
2���!��!9�������	��HEuropean�Synchrotron�Radiation�FacilityI�3��"!���4��.��!�����>�

��!�� ��� ����!���9�� 3�� !���2� L� 2�� 1�!��� 3�� �����!���2� 8 �� 2��� �����!�3�2� �� ���5�3�2�
���!���2>� ��3������ �0���2� �����!�0���N����2� 2�� 1 �3�� 5�!��!� ��� �!������!��� 3�� ��2�
�����!���2� �� ��� ��04��!� ��� 3�!����9�� 3�� N2��2� 2�� �0���� 1�!��� 3�� 2 � ���!���� ��� 7�!0�� 3��
!���2�L.�8 ��2�����3��7�!0������������������!��3����2������!���2>���2�<���2�3��!���2�L�3���
2���!��!9��1!�2������ ������5�3�������2�3�3.�2���0����!�0J����2�H3�� ���;����������� 3�
3����3�I����2�J�����0�3��H��3�2���2���3�2�2���1�!�����2������� ���0�20��3�!����9�I>�

3.1. Difracción�de�rayos�X�
� ��3�� ��<�F�3��!���2�L�����3��2�4!�� ���!�2���.�N2��� ����!��������������2������!���2�3��
��2� J��0�2�8 �� 7�!0������ �!�2���� �� ��2�<����5�4!�!�3��0���!�����1��3���� ��2�5�!�������2�
1�!�93���2�3��2 ���01����N��!���>���2������!���2��2�������2�2�����5��!�����2����� ��focus�3��
 ��� � �5�� !�3����9�� L� 8 �� 2�� �0���� 3�� 7�!0�� �27N!���>� �2��� 7��90���� 2�� ������� ��0��
dispersión.� �� ��!0��0����� 2�� 3�� 3�� 7�!0�� ��J2����� H��� ������ 3� 3�� ��3�� 3�� ��� !�3����9��
�0���3��1�!���2������!���2�2�!J�2�0���!������!�3����9��8 ���01�������������!�2���I>��

����!�� 3�� ��� 3�21�!2�9�.� 1 �3�� 2 ��3�!� 8 �� ��2� !���2� 3�21�!2�3�2� ����!7��!���  ��2� ����
��!�2�!���2�3�21�!2�3�2>���0����2�J��0�2�3����!�2����2����� ���!����!3���3�2�3��0���!��
!�� ��!� �� 1�!�93���.� ��� ���0��!��� 3��� �!�2���� 0�!��!J� ��� ����!����9�� ���!�� ��2� !���2�
3�21�!2�3�2� �7!�����3�� ��� 1�2�4���3�3� 3�� 8 �� �2��2� 2�� ��04����� �� !�7 �!���.� 1!���2��
������3�� ��0�� ����!7�!������ ���2�! ���5�� 8 �� 3�� � ��!� �� ��� 3���0���3�� 3�21�!2�9��
���1�!���5����difracción>�

��� 7��90����3��3�7!����9��1 �3�� 2�!�3�2�!���� �90��2��3�� ��� !�7��E�9��91����� 2�� �!���!��
0�3�������������3��!���>��2���!�7��E�9���� !!�!������ ��2�1����2�3�����!�3��!�2������.����2�.�
��� 3�7!����9�� 2�� 1!�3 ��� ���!�� 1����2�1�!�����2� 3�2������3�2� ���!�� 2�� ��� 5���!� 3.� 1�!��  ��
J�� ��� 3�� ����3������ |.� ���� 8 �� ��� 3�7�!������ 3��� ��0���� !���!!�3��1�!� ��2� 3�2� �!���2� 3��
��3��2����� ������0;���1���3����������� 3�3����3��s>���!��8 ��2��1!�3 F������3�2���2�<���2�
3�7!����3�2�1�2�4��2.�����!�2����3�4��2�!�!���3��3������0�3��8 ����3�2����1����2�5�!� ���2�2��
����8 ���������1�2���9���3�� �3��1�!��� 01��!��������3��!���>�
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���#>� ����3��!���>���2�<���2�1�!�����2� 8 �� ����3��� 2�4!�� ��� !�3� �!�2������� 2�!J��3�7!����3�2� 2�� ���3�� ���
J�� ���|>�	��01!��8 �����2�1�!���9�����!����2�3�2�1����2��!�2������2�2���#3�v2��|�������3������ ��0;���1���3�����
������ 3�3����3�.��s�T�#3v2��|>������3��8 �� ����3��������1����� ��7�!��!�2��3!J���� 7�2������ �����3��3���1�����
2 1�!��!>��2�.���2���3�2�����!7��!������2�! ���5�0����������2�M���2��5�!J�!�7�!F�3�>�

��2�!���2�3�21�!2�3�2�1�!���3�2���2�J��0�2�3�����0��N� ����!!�3��3��2����04���!������!��
����2.� 1�!� ��� 8 �� ��3��  ��� 3�� ��2� !�7��E����2� !���2�!�3�2� ������3!J� ��7�!0���9�� 3�� ��2�
J��0�2��!!�3��3�2>�

4. Recogida�de�datos�
��� !�����3�� 3�� 3���2� 2�� !����F�� ��1���0�����0�3������ ���  2�� 3�� 3������!�2� ��1�� ���>� ���
7�����3�����!�����3����2������2�3�3�2�!���2�!�3�2�2��3�������F��.���2��8 ��1�!0�����4����!����
3�7!�����!�0�� 1�!�� ��3�� J�� ��� 3�� !�����9�� 3��� �!�2���.� 8 �� !�2 ���� ���  ��� �������9�� 3��
0;���1��2�!�7��E����2���3�� ���3������2����� ���3���!0���3�������2�3�3>�	��;�����2�0��!���
3�� ���0��!�0��N� ��� �� ��� �! 1�� �21������ 2�� 3�4�!J� !�����!�  �� 3���!0���3�� �;0�!�� 3��
�0J����2�1�!����01����!������7�!0���9�>�

��!���4����!� ���4 ��������3�3�3��3���2��2��01�!����������!����� �����3�5�!2�2�7����!�2�
3 !��������!�����3��3���3���2D�

� 
�01�!�� !�� 3�� ��� !�����3�>���� ��0����� ��� !�����3�� 2�� !����F��� �� ��01�!�� !�2�
�!���N����2� H%$$� \I.� 8 �� 1�!0����� !�3 ��!� ��� 3�M�� 1�!� !�3����9�>� �2��� ��1�� 3��
!�����3�� 3�� 3���2� �E���� ��� ���������9�� 3�� ��2� �!�2����2.� 1!���2�� 8 �� 1 �3��
� 0����!����0�2����3�3�3����!�2���>�

� � �3��1�!����3�21�!2�9��3���2��5����>���!���5���!����! �3��������0�3�3����0�:�!�!����
!�����2�M���vs�! �3�.��2�����2�!���0���0�F�!�����������3��3��!�2�!5�!�����������F�>�

� 
��01��3���E1�2���9�������� ���9��3����������>���4���E�2��!� ����01!�0�2�����!��
�2��2� 3�2� 1�!J0��!�2>� ��� ���01�� 3�� �E1�2���9�� �E��2�5�� 1 �3�� 3�!� � ��!� ��
2�4!������2�3�3�3����2�!�7��E����2�HoverloadI���3�M��1�!�!�3����9�>��

� (�� ��� 3�� �2������9�.� ��� 3�4�� 2�!� 0���!� �� ��� 0�2����3�3� 1�!�� �5���!�
2�4!�E1�2���9��3��1 ���2�HoverlapI>�

� ��!�2�1�!J0��!�2�1�3!����2�!D������0�M��3���<�F�3��!���2�L.�8 ��3�4���1��0�F�!2��
������� ��0�M��3��� �!�2���>��N��3�2�3��3�2<�3!�����9�����1��3�2����3�7!���90��!�.�
!�����3��3��3���2�<������3���2.� 2��3���2�2��0��O�11��1�!���38 �!�!�� �5�2�J�� ��2�
3��!�����3�=�

5. Procesamiento�de�datos��
��2�1�!J0��!�2�8 �� 2�� �5�� �����1�!��!�3���1��!9��3��3�7!����9�� 2��� ���1�2���9��3���<�F�
3�7!����3�.�8 ��3�1��3��3�����!�3��!�2������.�����������2�3�3�3����3��!�7��E�9�.�8 ��3�1��3��
3�����3�2�!�4 ��9��3����2�J��0�2����������3����>���!���������.���2�3�7�!����2�3�7!�����!�0�2�2��
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1!���2�������3�E��.�<��<��8 ��1�!0����3�3 ��!����2�0��!���3����!�2����������! 1���21���������
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�����3������ �������������� 3�3����3��
3�����!�3����9�������3�2����������!�����3������!�������!�2���.���04�N���2�1�2�4������� ��!���2�
0�3�3�2� 3�� ��� ���3�����  ��3�3� �� 1!�3���!� ��� �! 1�� �21�����>� ���� 5�F� 3���!0���3�2� �2��2�
1�!J0��!�2.�2��1 �3��� ����F�!�1�!��1!�3���!� ���2�� ���9��3����2�!�7��E����2���� ��2�3�0J2�
�0J����2>� �2��� 1�!0���� 2�4�!� 2�� ��� ��3�E�3�� <�� 2�3�� �E���2�� �� 0�3�!� ��� �����2�3�3�
!���2�!�3�� ��� ��3��  ��� 3�� ��2� 1!�3�������2� 1�!�� ��2� !�7��E����2>� �����0����.� ��2� 5���!�2�
�4����3�2�1�!����3���0�����2����2����3�2����!��2������!��3��1�!����3��!�7��E�9�.�2 2��!�2�
���!3���3�2�H��3���2�3�������!.�<.�O����I���2 ������2�3�3�H�<O�I>�

��2� 3���2� �4����3�2� 7 �!�� ��3�E�3�2� �� �����!�3�2� 0�3������ ��	���� H�����.�
\����������2������>I��&��L�	�H\�42�<I.����2����3�2�1�2��!��!0�����0�3������	����>�

5.1. Análisis�de�la�calidad�de�datos�
��!�� �5�� �!� ��� ����3�3� 3�� ��2� 3���2�  ��� 5�F� 1!���2�3�2� �E�2���� 3�5�!2�2� ��3���3�!�2D�
Rmerge���Rsym.� ���2�M���3�� �����2�3�3� I/�(I).���01����� 3�3�� ��2�3���2�HcompletnessI��� ���
�!J7����Wilson�plot�H"� 2O�!�%AABI>�

� Rmerge���RsymD�2���1�!J0��!�2��2��3�2����2�8 ��5���!������1!���2�9���������8 ��2��
<���<��<����2�1!�3�������2�3��2�M���������1!���2�3������0����!!�����������������
�����2�3�3�2� �E1�!�0������2� �42�!5�3�2>� 	�� ���2�3�!�� 8 �� ��� 1!���2�3�� �2�
��!!������ ��3����2�5���!�2����2 1�!������%$Z>��

� I/(I)�D�0�3�3��3�����!���5������3����2�2�M���2�3�������2�3�3��42�!5�3�2�!�21�������
���3�25����9��3�4�3�����! �3������2��!!�!�2��E1�!�0������2>�� �����0J2��!��3���2����
5���!.�0J2�1!���2�2�2���� �2�!�2�3���2>�"���!��0����.�2�����1����5���!�2���1�!��!�
3��#>�

� CompletnessD� 0 �2�!�� ��� ��01����� 3� 3�� � �2�!�2� 3���2>� � J���� 0J2� ��!����� ��
%$$Z.�0J2���01����� 3�3��3���2>�

� Wilson� plotD� �2� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 0�3��� 3�� ��2� �����2�3�3�2� ��� 7 ���9�� 3�� ���
!�2�� ��9�>��2���3�2�!�4 ��9��1�!0�������� ��!���� 7����!�3����01�!�� !������� 7����!�
����2�!���1�!��1���!���2������2�3�3�2���� ����2������42�� ��>��

6. Resolución�problema�de�la�fase�
��� �4:���5�� 3��  �� �2� 3��� �2�! �� !��� �2� ��� 3���!0�����9�� 3�� ��� 3��2�3�3� �����!9����.�
�HE�FI.� 1�!�� ��3�� 1 ���� 3�� ��� ���3����� ���0������ �!�2������>� ��!�� ����� 1�!��0�2� 3�� ���
��7�!0���9��3����21�����!���1!������1�!��!�3����2�3���2�3��3�7!����9�>�����!��27�!0���9��3��
�21����� !���1!���� ��� �21����� �!�2������� H7 ���9�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����I� �01����� ���
!�2�� ��9�� 3�� ��� transformada� de� Fourier� H���'I>� ��� ����� ������!�0�2� ��2� 7����!�2� 3��
�2�! �� !�.� �H<O�I.� 3�7���3�2� ��� ��3�� 1 ���� 3��� �21����� !���1!���� H<O�I>� ��2� 7����!�2� 3��
�2�! �� !��2�����3�2.�����0������2�2��1 �3���3�2�!�4�!�1�!�2 2�093 ��2.���H<O�I�.���7�2�2.�
�H<O�I.�!�21�����3�� ���!�������0;��3��7�2�2>�
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���'>�� ���9��3��3��2�3�3������!9�����3�7���3�������3��1 ����3��������3��������0�������!�2�������3�����!3���3�2�
E.��.�F>��2����� ���9��!�1!�2��������transformada�de�Fourier��������21������!�2������>�

��1�!��!�3����2�0�3�3�2�3����21���!��3��3�7!����9��2���4���������2������2�3�3�2��H<O�I>��2��2�
�����2�3�3�2���2�1!�1�!���������2��01��� 3�2���H<O�I��3����2�7����!�2�3���2�! �� !��H���BI.�
1�!�� ��� 2 2� 7�2�2� �H<O�I>� ��2� 7�2�2� 2��� 1 �2� 0����� 3�2� 8 �� ��� 1 �3��� 0�3�!2��
�E1�!�0�����0����.�<��<��������3����0��problema�de�la�fase>�

�

���B>�������9�����!�����093 ���3�� ��2� 7����!�2�3���2�! �� !�� ��H<O�I���� ��� �����2�3�3� �H<O�I�3�� ��2�1 ���2�3���
�21���!��3��3�7!����9�>�K��2� ��7����!�8 �����5����2�7����!�2�3���2�! �� !���E1�!�0������2�������2������42�� ��.�
�2� 3���!.� �� ��� �2����� 3�� ��2� 7����!�2�3�� �2�! �� !�� ���� ��3�2� H��9!���2I>� �2��� 7����!� 2�� 1 �3��3���!0���!.� 3��
0�3���1!�E�0�3�.� 2��3����2�3���2��E1�!�0������2�0�3���������3���0���3��1����3��^��2��>�A��2� ��7����!�3��
�42�!��9�.�8 �� �� ��0�����1 �3���2��0�!2����������3�� �����01�2���9��3����!�2������2 2�3�0��2����2>�L��2����
3���0���3�� 7����!� 3�� ��!���F.� !�21��2�4��� 3�� ��!!���!� ��� 3�2������ 5�����3�3� ��� ��!� 1�!� ��� 8 �� 1�2��� ��2�
1 ���2�!���1!���2�3������27�!��3���R��3>�P��2����7����!�3��1���!�F���9�.�8 ����!!��������7�����3�����1���!�F���9��
3���<�F�����3�����2�4!������!�2���>�

��!�� ��� !�2�� ��9�� 3�� �2��� 1!�4��0�� 2�� �1����!��� 3�2� �N�����2D� 0N��3�� 3�� 3�21�!2�9��
��90���� H���.�Multiple� Anomalous� ScatteringI� ��0N��3�� 3�� !�01��F�0������0���� ��!�
H��.�Molecular�ReplacementI>�

6.1. Método�de�dispersión�anómala�múltiple�(MAD)�
����N����������2��4�2�����5�!��!���������� 3�3����3����!�3�3�!�3����������� 3�3����3��3��
�42�!��9��3�� ��2� J��0�2�1�2�3�2� ���!�3 ��3�2� ��� ��2� �!�2����2�3��1!������.� 1�!� �:�01��.�
0�3���������2 2��� ��9��3����2�!�2�3 �2�3��0���������������1!�������1�!�	�����@0��������>�
����� 3�� ��0�� !�2 ���3�� ��  ��� 3�21�!2�9�� ��90���� 8 �� 0�3�7���� ��� 7����!� 3�� 3�21�!2�9��
��90���2�H7I.�3������0�3��8 ��2 ��E1!�2�9��2��5��0�3�7���3������3�2��N!0���2��33��������2�
7P�H!���I���7PP�H�0�����!��I�H���?I>��

�

���?>� ��� 1!�2������ 3�� 3�21�!2�9�� ��90���.� ��� 7����!� 3�� 3�21�!2�9�� ��90���.� ƒ0� ,2�� 5�� 0�3�7���3�� 1�!� 3�2�
�N!0���2��3��������2�8 ��3���� �����3����2�1�!��2�!�������0�����!���3�����3�21�!2�9����90���>�

��� ��01������� !���� ������ ��� � ����� ��2� �01��� 3�2� 3�7!����3�2� 0�3�3�2� �� 3�7�!����2�
������ 3�2� 3�� ��3�>� ��� ��01������� �0J����!��� �� ��90���� 2�� �4������ 0�3���3�� ��2�
���0�3�2�3�7�!�����2� 3���:�5��� ���!�� ��2�pares� de� Friedel� H<.� O.� �� �� �<.� @O.� @�I.� 1�!�:�2� 3��
!�7��E����2� 8 �� ��� ���3������2���!0���2�3�4�!���� ����!� ���0�20�� �01��� 3��� 7�2�.� 1�!��
����2����2��1 �2��2>������04���3�������2�3�3�3������4������!��parejas�de�Friedel�!���4�����
��04!�� 3�� 3�7!����9�� ��90���>� �����F��3�� ��2� 3�7�!�����2� ��� ��� 3�7!����9�� �2� 1�2�4���
���� ��!� ���3�2�!�4 ��9��3���01��� 3�2���7�2�2�8 ������!��� ��2�3�21�!2�!�2���90���2>���2�
7�2�2� ����!�3�2� 1�!� �2��2� 3�21�!2�!�2� ��90���2.� ��0��  ��� 1!�0�!�� �1!�E�0���9�� �� ��2�
7�2�2����4���2.�1�!0�������� ��!����3��2�3�3������!9�����1�!����3�����1!������>�

���0N��3�����.�3�2�!!����3��1�!�-��3!��O2�����\�<�.��01��������0�3�3��3����2�3���2�3��
3�7!����9��3�� ���!�2����3�����1!�������H8 ����������� ��3�21�!2�!���90����7 �!��I� 2��3��
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!�3�������2�3��3�2�����2����!���2D����8 ��0�E�0�F���hhHpicoI.����8 ��0���0�F���hHinflexiónI���
 ��� ���!���� ��:���� 3�� �2��2� 3�2� HremotaI>� ��04����3�� �2��2� ���: ���2� 3�� 3���2� 3��
3�7!����9�.� �� ��� ����!���� �����F��3�� ��2� 3�7�!�����2� ���!�� ����2.� �2� 1�2�4��� ���� ��!� ���
3�2�!�4 ��9��3�� �01��� 3�2� �� 7�2�2�8 �� ����!��� ��2�3�21�!2�!�2� ��90���2>� ��� ��� ��2��3��
0N��3�� 	��.�0N��3��3��3�21�!2�9�� ��90���� ;����� 2��  2�� !�3����9��3��  ��� 2���� ���!����
1�!��3�7!����!���2��!�2����2>�

��!�����!�2�� ��9��3�����01��:��
�����������.�1!�0�!��2��3�!�59����1!�����������2�����@
0��������� �� 2�� �1�9� 1�!�  �� �E1�!�0����� 	��.� ��� � ��� �01���9� !����F�!�  �� �2������ 3��
7� �!�2������� 3��� �!�2���� �� �4����!� ��� �21���!�� 3�� �42�!��9�� 1�!�� ��� J��0�� 3�� 	�>� ���
������ 3�3����3���2����3��1�!������E1�!�0�����3��3�7!����9����90����3�������� 3�3����3��
;�����H	��I�7 ���3��3�����5���!�3�����2�� �3��3�!�5�3��H7PP.���01��������0�����!��I�3����2�
3���2�3����21���!��3���42�!��9��1!�2����4��2 �0JE�0�.� ������ 3�3����3��������3����0��
1���>�

����5�F���2�3���2�3�����3�7!����9��7 �!���!�����3�2.�2����3�E�!��.�0�F���!������2���!��>����
�3����7�����9�� 3�� ��2� 1�2������2� 3�� ��2� J��0�2� 1�2�3�2� H	�I� 2�� !����F9� 0�3������ ���
1!��!�0��	-��L��H�2�����3�	<��3!��O�%AAAI>���2��!��!0�����2��!����F9� �����!!����9��
3���2��5������� �����!!����9�����2��!91����<�2����4����!� ��0�1��3��3��2�3�3������!9�����
3��3���!��1�2�4���3�2���� �!�1!������������>�

��������2��3�����01��:�������������4!�0���3��2���1�9�1�!� ���!�����3���� ��������� 3�3��
��3�� !�0���.�  �� 5���!� 0J2� ���:�3�� 3��� �21���!�� 3�� �42�!��9�>� ��2� �01��� 3�2�
�E1�!�0������2�3���2����E1�!�0�����7 �!���1�2��!��!0����� 2�3�2�1�!�����5�!�����4�� ��
�E1�!�0����� 3�� !�01��F�0������ 0���� ��!� 0�3������ ���  2�� 3��� 0�3���� �2�! �� !���
�4����3��3�����01��:��
���@�	�##��������1!�������3�!�5�3������2������0��������>�

6.2. Método�de�remplazamiento�molecular�(MR)�
��� 0N��3�� 3�� !�01��F�0������ 0���� ��!� ���2�2��� ��� �2����!� 7�2�2� 3��  ��� �2�! �� !��
0�3���� ��0�� 7�2�2� ��������2� 1�!�� � �2�!�� �2�! �� !�>� ��!�� <���!��� 1!�0�!�� 2�� 3�4���
���� ��!� 1�!J0��!�2� 3�� !�����9�� �� �!�2����9�� ����2�!��2� 1�!�� 1�2������!� ��� 1!�������
0�3�������������3����� ��3�3�3�����1!���������!�2��5�!>�

��� ����3�3� 3�� ��2� 2�� �����2� 3�� �2��2� 7 ������2� 2�� �E1!�2��0�3������ ��2� ���7�������2� 3��
��!!�����9�� ���!�� ��2� 7 ������2�3�������!2��� �E1�!�0������ �� ��� ���� ��3�� ���� ���1!�������
������3�>� ��� ���7�������� 3�� ��!!�����9�� ����� ���!�� 3��<�2� 7 ������2� �8 �5���� ��  �� 4 ���
�� �!3�����!����2�3���2�3��3�7!����9���E1�!�0��������������� ��3���������1!�������������3�>�
���� 5�F� �!�����3�� �� �!�2��3�3�� ���5�������0����� ��� 0��N� ��� ������3�.� 2�� ���� ���  ��
0�1��3��3��2�3�3������!9����� 2��3����2�7����!�2�3���2�! �� !���E1�!�0������2>�

��� � �2�!�� ��2�� ��� 0N��3�� 3�� !��01��F�� 0���� ��!� 7 ��  2�3�� 1�!�� ��04���!� ���
��7�!0���9�� 3�� 3�7!����9�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##!� ���� ��� 0�3���� �� �2�! �� !��
�4����3��0�3�������E1�!�0�����	�������
���	����@�	�##.�!����F��3�� ���4;28 �3��3��
#� 0��N� ��2� 1�!�  ��3�3� �2�0N�!���� 0�3������ ��� 1!��!�0�� �����1� H������ ��3� �2 1�5�
#$$%I>�
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7. Optimización�de�la�fase��
���� 5�F� �4����3�� ���0�1�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� 7!�� ����0����� �2� ����2�!��� �1����!�
0N��3�� 3�� �1��0�F���9�� 3�� ��� 7�2�� 0�3������  �� 1!���2�� �������� <�2��� ���2�� �!�  ���
���5�!����������!�����0�1���E1�!�0����������2�7�2�2��E1�!�0������2>��2��2�0N��3�2��2�J��
�����!�3�2����1!��!�0�2���0�����H��R������3�f<����%AAAI.���	�H�4!�<�02���3���2����
%AAGI����������H� !2< 3�5.������������>�%AAKI>�

����!�� 3�� ��2� 0�����20�2� 1�!�� ��� �1��0�F���9�� 3�� 7�2�� ������!�0�2� 0N��3�2� 3��
corrección�de�solvente.�8 ���2������ ��5���!�3��3��2�3�3������!9��������2��5����������0�����
��� 3��2�3�3� �����!9����� ������5�[� �� �1������9�� 3�� simetría� no� cristalográfica� (NCS).� 8 ��
1�!0������!�4 �!� ��1!�0�3���3��3��2�3�3����!��0��N� ��2� �3N�����2�3���!��3�����0�20��
 ��3�3�2�0N�!���>�

8. Modelado,�refinamiento�y�validación�de�la�estructura�
���� 5�F� �1��0�F�3�� ��� 0�1�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� 2�� 1 �3�� �01�F�!� ��� 1!���2�� 3��
���2�! ���9��3�� ��� ��3����1���1�1��3������������>��2���1!���2��1 �3��!����F�!2����0����
� ��3�� �E�2���  ��� 1!�5��� �E1�!������� �� 1 �3�� !����F�!2�� 0�3������  �� 1!���2��
� ��0���F�3������1!��!�0����0�����&R���>���������2��3��
���	����@�	�##�2��!����F9�
 ������2�! ���9����0����0�3���������1!��!�0�����
>�

������2�! ���9��3���0�3����2��!����F9����4�2����0�1�2�3��3��2�3�3������!9�������0�1�2�3��
�� !��!� ���� ��3�2� ���� ���7�������2� #��42@������ �� ��42@������ HN2��2� ;���0�2� 1�!�� ��01!�4�!�
3�7��������2� ������5�2� 3�4�3�2� �� 1�!��2� 3��� 0�3���� ��� �42�!5�3�2� ��� ��2� 3���2�
�E1�!�0������2.���1�2���5�2.�3�4�3�2���1�!��2�3����2�3���2��E1�!�0������2�8 �����1 �3���
2�!��E1����3�2�1�!����0�3���I>�

8.1. Refinamiento�estructural�
���0�3�����2�! �� !���5�����3�7���3��1�!���2����!3���3�2���90���2�HE.��.�FI��� ��7����!�3��
��01�!�� !��HI�1�!����3��J��0�.�8 ���E1!�2�����0�5���3�3��N!0����3���J��0����!�3�3�!�
3�� 2 � 1�2���9�� 3�� �8 ���4!��>� ��� ��� 1!���2�� 3�� !�7���0������ �2�! �� !��� 2�� �: 2���� ��2�
1�!J0��!�2�HE.��.�F.�I�1�!����3��J��0��1�!���1��0�F�!������ �!3�����!����2��42�!5������2�
�����1!�3����9�>����1!���2��3��!�7���0�������2� ��1!���2�����!���5��8 ����04���������2�3��
�J�� ����������2�! ���9�����: 2���3���0�3�������0�1��3��3��2�3�3������!9����>���!���������.�
��� �;0�!�� 0���0�� 3�� 3���2� 2��� � ��!�� 5���2� HE.� �.� F.� I.� ��� �;0�!�� 3�� J��0�2� 3�� ���
�2�! �� !�>�	�����<���2 7�������2�3���2.�<���8 ���01���!�!�2�!�������2>�������!�0�����������
!�2�� ��9��3�����3�7!����9��3��� ��!��� �����!�0������E1���������3����;0�!��3��3���2>����
�4:���5�� 3��� !�7���0������ �2� ���!�!� 8 �� ��� 0�3���� 2�� �: 2��� ��� 0�:�!� 1�2�4��� �� ��2�
�01��� 3�2�3����2�7����!�2�3���2�! �� !���E1�!�0�����0�����0�3�3�2>�

������ ��2���2�2����!�7���0������3�4������ �!�3�5�!2�2�!�2�!�������2D�

� Refinamiento�de�cuerpo�rígido�HRigid�BodyID�2��2 ���� 2�!������2�1!�0�!�2�1�!��3�2�
3���!�7���3�>�	���!����3��0������!�����2�! �� !����0�� ����3�.�8 ��2��0�3�7����29���
����N!0���2�3���!��2�������2�����!�2>��

� TLSD� ���  2�� 3�� 
�	� 1�!0���� �2 0�!� ��� �E�2������� 3�� �! 1�2� �!���3�2� ��0��  ��
�������5�� �2����3�� ��  �� 0�20�� 5���!� 3�� 3�21��F�0������ ��90���� HAtomic�
Diplacemente� Parameters,� ADPsI� �� 7����!�2� 3�� ��01�!�� !�� HB�factorsI>� 
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!�7�!��������
!��2������&��4!�����&	�!�R.�0�5�0������5�4!��������8 ��2���1�������
��3��� �!1��!���3��3�7���3��1�!���E1����!���2�5���!�2�3��@7����!��42�!5�3�2>�

� Restricciones� estereoquímicasD� 3�3�� ��� ������0������ 1!�5��� 3�� ��� �2��!��8 �0����
1!�2��������1!������2������.��2�1�2�4����1����!� ���!��2� !�2�!�������2����� �������
J�� ��2� 3�� ������2.� 3�2������2� 3�� ������.� 8 �!���3�3.� ���>� �2��2� ��0��������2� 2��
�01 2��!��� 0�� ��0����� 1�!�� !�7���!� ��2� 0��N� ��2� 3�� ���� ��� ��� �2�! �� !�.�
�01�����3�� ��2� !�2�!�������2� ^��2��@�!��O� ���!�� ��2� 4�2�2>� ��!�� ��� !�2��� 3��
������2.� ��2� J�� ��2� �� 3�2������2� �2�J�� !�2�!����3�2� ��  ��2� 5���!�2� ��4 ��3�2� ���
3�������!��2�8 ����2�1!��!�0�2�3��!�7�����01����>�

�
��� 1!���2�� 3�� !�7���0������ 2�� ���5�� �� ��4�� �� ��4����� ���!�� ��� 1!��!�0�� ������?�
H� !2< 3�5.������������>�%AAKI�����
��	
���H����.���5�!2�������>�#$$BI.��������21����9��
5�2 ���0�3���������1!��!�0�����
>�

8.2. Validación�de�la�estructura�
C>#>%> ��!J0��!�2��2��3�2����2�

���5���3���9��3���1!���2��3��!�7���0������2�� ���5���� ��4��0�3������ ��� ��21����9��3��3�2�
1�!J0��!�2��2��3�2����2D�

� RfactorD�0�3�3�� 3�� ��� 1!���2�9�� 3�� ��2� !�2 ���3�2� 3��� !�7���0�����.� 8 �� 2�� �4������
��01�!��3�� ��� 0�3���� �4����3�� ���� ��2� 3���2� �E1�!�0������2>� �2� 3���!.� �2�  ��
��3���3�!�8 ���2��0�����3�2�� �!3�����!����42��������.�3��0���!��8 ����3�������4����
8 �� ��� 0�3���� 1!�3���� ��2� �01��� 3�2� 0�3�3�2� 1�!� ��2� !�7��E����2>� � �8 ��
3�1��3�� 3�� ��� !�2�� ��9�� 7����� 3��� 0�3���.� 5���!�2� 1�!� 3�4�:�� 3��� #$Z� 2���
��3�����5�2�3�����4 ��������3�3�3�� ��0�3���>�

�
� RfreeD� 0�3�� 3�� 7�!0�� �4:���5�� ��� �!�3�� ��� ��� 8 �� ��� 0�3���� ��90���� ���2�! �3��

1!�3������2��01��� 3�2��42�!5�3�2����2�!����� ��3�.��01����3�����0�20������!��0��
8 �� ��� Rfactor� �� 1�!��!� 3��  �� 1�8 �M�� ���: ���� 3�� !�7��E����2� ��0�3�2�
������!��0����� �� ���  ����F�3�2� ��� ��� !�7���0������ H���!�� ?@%$Z� 3��� ������ 3��
!�7��E����2I>��

C>#>#> ��!J0��!�2��2��!��8 �0���2�
��� ����2�! �� !�� 7������2�����2�!����42�!5�!�� 2������3���<�8 �2����!��J��0�2���8 �� ��2�
3�2������2� �� J�� ��2� 2���� �3�� �3�2� �� ��2� 1�!J0��!�2� �N!0���2� !�F���4��2>� �3�0J2� 3��
�2��2��!���!��2��2��01�!����������!�2��!�8 ����2����7�!0������2�8 ���3�1������2���������@
�c� �� �c@�� ��� ��� ������� 1�1��3���� ��� 3��� � ��!� �� �!����������2� ����!��90���2�
���!�N����0����� �01!�4�4��2>� ��2� ��!2����2� 3��� ������� 1�1��3���� H�.� 1<�� �� �.� 12�I�
1!�2�����.� ��� 1!����1��.� ��4�!��3� 3�� ��!�>� 	��� �04�!��.� ��3��  ��� 3�� �2��2� J�� ��2� �2�J�
���!�N����0�������0���3�������!��2�����!5���2�3�7���3�2�������3���!�0��3��Ramachandran.�
8 �� 0 �2�!�� ��2� !������2� 1�!0���3�2� 3�� �2��2� J�� ��2� 1�!�� ��3��  ��� 3�� ��� ��1�2� 3��
�2�! �� !��2�� �3�!��>�
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PERMUTACIÓN�CIRCULAR��

1. Descripción�de�la�técnica�

���1�!0 ����9����!� ��!��2�J�4�2�3�������� ������0������8 �� ���0��!���9�������!�7�!N�����
�������2�3��1�����!���0�3��3��7!��0����2�3���������� ���3�2��!2�9������!����2�3�7�!�����
��01�!�3�� ���� 7!��0����2� 8 �� 1!�2������ ��� 3�2��!2�9�� ��!��� 3�� ��2� �E�!�0�2� H^ � ��3�
�!��<�!2� %ACBI>� ���0�3�3�� 3�� ���0�5���3�3� !�����5�� 3��� ��01��:�� 1!������&���� H���� ���
����3�2��!2����3�.�U�I�vs� ���0�5���3�3�3������� ��4!�� HU�I.� HU�&U�I.� ��� !�����9�� ���� ���
������F���9�� !�����5�� 3�� ��� 2�� ������ 3��  ��9�� 3���!�� 3��� 7!��0����.� 1�!0���� �2��0�!� ���
3�2��!2�9�����!�3 ��3�����������.�0�3��������2�����!��0�2�����!�3�2�1�!�
<�012��.�et�al.�
H
<�012��� ��3� ���3�� %ACCI.�0J2� ��!3�� �01���3�2� 1�!� ��!!�!�.� et� al>>� 
<�012��.� et� al.�
�1����4��� ��� 2�01��7�����9�� 7����� U�&U��T� ��2�c&#.� 3��3��c�<���� !�7�!������ ��� J�� ��� 3��
3�25����9�� 8 �� 2�� 1!�3 ��� ���  �� ���� �����!� !�7�!����� �� ���0�5���3�3� !�����5�� HU�&U�I�
1�!����2�7!��0����2��������2�����3��� !5�� !������!��>��2���7�!0��3������ ��!����J�� ����!��
91��0��1�!��J�� ��2�3��3�2��!2�9�����!��$V���%B$V.��2�3���!.�|����!��%C$V���B$V>���4�3����
8 �����0N��3��3�2�!����1�!���!!�!�.�et�al>����2�3�!�4��0J2�1�!J0��!�2�2���1�9�1�!�N�>�

��� ��� ��2�� 3�� ��01��:�� 1!������&���.� ��� �N������ ���2�2��� ��� ����!�!�  ��� 4���!��� 3��
7!��0����2� 3�� ��� 0�20�� ������ 3� ���� ��� 2�� ������ 3��  ��9�� �21���7���� 2�� �3�� ���  ���
������F���9�� 3�7�!����� 1�!�� ��3�� 7!��0����>� ��2��!��!0����� 2�� �42�!5�� ��� 0�5���3�3�
�����!�7�!N����� 3�� �2��2� 7!��0����2� ��� ��01��:�� ���� ��� 1!������� ����!N2>� ��� 0�5���3�3�
�����!�7�!N�����!�����5���HU�&U�I�7 ��3�7���3��1�!���5���mf�00�H��5������3�f�00�%ACAI�
�� �2� 1!�1�!������� ��� ����!�� 3�� 5�����3�3� 3�� 0�2�� H��0I.� 3�7���3�� 1�!� ��� ������ 3� 3���
7!��0�����H�I������3�2����������!����2��E�!�0�2�H<EI.���3�5�3��1�!���������2�3�3�3�����01��
0���N������1����3��H�I�.�N2���3�7���3��1�!������!���������3������.�).����2 �7!����9�����2�����.�
uD�

UT�r��0a&��T�r<E#&�#a�)&u�

0�3������ ��� �1������9�� 3�� ���2�����2� 3�7���3�2� �E1�!�0�����0����� 1�!�� )&u� �2� 1�2�4���
������!�!����2�� �������� ���9�D�

U�&U�T�O4� �3�H<E�4� �3#&�#I�&�O7!���H<E�7!��#&�#I�T�\��H<E�4� �3#&�#I��H�� ���9��%I�

3��3�� <E� 4� �3� �2� ��� 3�2������� ���!�� ��2� 3�2� �E�!�0�2� 3��� ���� 3�4�3�� �� ��� � !5�� !�>� 	��
�!�2��3�0�2��2������9����������2�5N!����2�3�� ���!�J�� ��������J�� ���8 ����2�!��������D�
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<E�4� �3#�T��#�W�H�@�I#���#�H�@�I��2|����H�� ���9��#I�

� ��3��2��2 42��� �������� ���9��#��������� ���9��%D�

μM/μET�\y�#�W�H�@�I#���#�H�����I��2|z&��#��

μM/μET�#\H%�W���2|IHD/LI#���#\H%�W���2|IHD/LI�W�\����H�� ���9��'I�

����2����� ���9�.���2�5���!�2��E1�!�0������2�2�!����μM/μE�3�7���3��1�!����!�����9�����!��
���0�5���3�3������!�7�!N�����3�����01��:�������0�5���3�3�3���������4!�[���HD/LI���� ��!�3��
7��E�4���3�3� �2�J� 3�7���3�� 1�!� ��� 3�2������� 3��� �E�!�0�� ?P� ��� 2����� 3��3�� 2�� ��� ���!�� ���
!���9��3�� ��9�� !�21������� ���3�2������� �����>���� !�1!�2����!� �!J7���0����� ��2� 5���!�2�3��
μM/μE� ��� ��� �:�� +� �� HD/LI� ��� ��� �:�� L� 1�!�� ��2� 3�7�!����2� 7!��0����2.� 2�� �4������  ���
1�!J4���� �� ��� � ��� 2�� �1�����  �� �� ���9�� 1����90���� 3�� 2�� �3�� �!�3�� �� �� 1�!��!� 3���
���0�����3��2�� �3���!�3��#\H%�W���2|IHD/LI��2�1�2�4����4����!����5���!�3���J�� ���|>���
1�!��!�3���2���5���!��2�1�2�4���<����!����J�� ���7�����3��� !5�� !��HcT�%C$V@|I>�

2. Realización�del�ensayo�de�permutación�circular�de�TFAM�a�LSP�

��� 2�� ������ 3��� ������ �	�##�  ����F�3�� 1�!�� ��� �!�2����F���9�� 7 �� �����3�� ��� ��� 5����!�
pBend2����!�����2�����3��3���2��9��1�!�������F�0��Xba�I�y�Sal�I������� �2>����5����!�pBend2�
0�3������2 ��21������3�2�M��3���2�����3��1����������9������	�H0 ���@���������2���I�1�!0����
��� 3���2��9��3��� 1�J20�3�� �!���3�� 7!��0����2�3��%B'�14� ���� ��� 2����� �	�##� 2�� �3�� �� ���
��!��� 3�� �2��� �E���2�9�� ��� 3�7�!����2� 1�2������2� H���%I>� 	�� 1!�3 :�� ��� 3���2��9�� ���� G�
��F�0�2�3��!�2�!����9�D�Bgl�II,�Spe�I,�Eco�RV,�Stu�I,�Asp�718,�Bam�HI�HNE�BiolabsI>�

�

���%>��28 �0��3���5����!�1��3#����� ���2�� �������	�##������3�>����3���2��9�������2���F�0�2� ��3���3�2�3��
� ��!���7!�0����2�3��%B'�14��������2� ��������	�#�2�� �3�����1 ���2�3�7�!����2�3���7!��0����>�
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� ������2�!������1!�3 ���9��3���!��3�2������3�3�2�3��1��3#W�	�##.����8 ������2����2��
���7 �� 2�3��!�3������5�3�3�1�!��0�!��!���2�7!��0����2�3�����>�����2�3�����5�!�����4�����
�E1�!�0����.�2��!����F9� ������!���9��1�!��2�4�!����!�����1!������D�����3���>���!��?$����3��
���.�2�� 2�4��$>$?�U�&U��3��1!������>�

��2�1!�3 ���2�3�� ���3���2��9��7 �!������ 4�3�2�����
��������01�!�� !���04������������
2�� �����2����3������2�3����019�D�#$0�&%$$0������[�?$0��-�1�2�1-�K>?&#$0���2@

!�2� 1-G>?[� ?�0��

>� 
�04�N�� 2�� �M�3��� %$Z�����!��.� 1�!�� 7�5�!���!� ��� 7�!0���9�� 3���
��01��:����%U��	��1�!���5���!� ��9�����21���7���>�

��2��!��!0�������2���01��:�2�7 �!�����!��3�2��������2�����5�2���"�����CZ���2���1���9� ��
5����:��3��%$$�.� �������� ��01�!�� !���04������ ��0����BV�>����0�5���3�3� !�����5��3�� ��2�
��01��:�2�3��
����������2�7!��0����2�3������7!��������������4!��HU�&U�I�2��!�1!�2�����
��� 7 ���9�� ��� 1�2���9�� !�����5�� 3�� �	�##� 3���!�� 3��� 7!��0����� 3�� %B'14>� �� ���
!�1!�2������9�� 2�� ��� �1�����  ��� 7 ���9�� 1����90���� 3�� 2�� �3�� �!�3�>� ��� 0���0�� 3�� ���
!�1!�2������9��������3���������1�2���9��3���	�##�����������!��3���7!��0�����3��%B'14.�����
1�!��!�3���2���5���!��2�1�2�4����E�!��!����J�� ���3��� !5�� !��|�H%C$V@cI�3���� �!3���������
0N��3��3�2�!����1�!���!!�!�.�et�al>�H��!!�!�.�-�!���������>�%AA#I>�

DISPERSIÓN�DE�BAJO�ÁNGULO�EN�SOLUCIÓN�(SAXS)�

1. Dispersión�de�rayos�X�a�bajo�ángulo�(SAXS)�

��� 2��3�����0���3�������3��3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���H	�L	D�Small�angle�X�ray�
scatteringI� �2�J� 2���3��0�:�!�3�� ��0 �� 3�7 �3�3�� ��� 8 �� 1�!0���� ��� ��!����!�F���9�� 3��
�2�! �� !�2�������!�������2�3����01��:�2�0��!�0���� ��!�2����2�� ��9�>��

	�L	� �2�  ��� �N������ 8 �� 1�!0���� �2� 3��!� �2�! �� !�2� �� ����!�������2� ���!�� ��01��:�2�
4���9����2>� 	�L	� 1 �3�� 2�!�  2�3�� 1�!�� 0 �2�!�2� 1!������2.� J��3�2� � ������2.� �� 2 2�
��01��:�2� ���  ��� 5�!��3�3� �01���� 3�� ���3������2.� 3�23�� ��!����2� �� ��2� ���3������2�
7�2���9����2�������0�����3�2��� !���F����2>���!�����������2�����2�!����!�2����F�!����0 �2�!��
��� �E�2���� ��0��������2� 3�� ��0�M�.� �� 3�7�!������ 3�� ���>� -�2�9!���0����.� 	�L	� <�� 2�3��
 ����F�3��1�!���4����!�1�!J0��!�����5�2���0�����1�2��0���� ��!��1�!�����HMWI.����!�3���
3����!��HRgI.������3�2�������0JE�0�����!�0���� ��!�HDmaxI>�� �8 ��2���!����3�� ����N������3��
4�:��!�2�� ��9��H���������3����!�2�� �����2���7�!��!�2���l%$bI.�����E�2�������3��7 ����2�3��
2���!��!9���3��0���!�1�3�!������3�2�!!�����3������!��0�2�8 ��1�!0��������!����2�! ���9��
3��0�1�2�3��3��2�3�3������!9�����'����1�!��!�3��1�!7���2�3��3�21�!2�9��%�.�<���1�!0���3��
����!�!� 0�3���2� �4@������� 3�� 4�:�� !�2�� ��9�� �� 1�!��!� 3�� 3���2� 3�� 	�L	.� ��� 8 �� �2�J�
1�1 ��!�F��3�� ���  2��3�� �2���0���3������>��3�0J2.� 	�L	�<�� 2�3���01���0����� ����F�3��
1�!�� ��� �2� 3��� 3�� 3�21����0������ �� 1����0������ 1�!����� 3�� 2�2��0�2� ��� 7 ���9�� 3���
���01����3����2����3������2�3�����2�� ��9�>�

����� ���8 ����������2��3�� ���E1�!�0������!�2�����!J7����3��3�7!����9��3��!���2�L.����	�L	�
�2�����2�!���������!����0 �2�!�.�����2�����2�����2�� ��9�.�4�:�� ��<�F�3��!���2�L�����0�����
����0�3����1�2��!��!0�����2��!���������3�21�!2�9��3��!���2�L�H���%I>����J�� ������!�����<�F�
3��!���2�L������3�21�!2�9��2��3�7������0��#�>�
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���%>��28 �0��3��3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���3�� ���2�� ��9������0 �2�!��3��1!������>�Svergun�et�al,�
2002.�

	�L	��2� ��0N��3��3������!�2���3��3�����2�M���3��3�21�!2�9��3�!�5��3�����3�7�!������0�3���
3�� 3��2�3�3� �����!9����.� ]�H!I.� ���!�� ��� 3��2�3�3� 3�� ���0��N� ��� ��� 2�� ��9�� 3�� ����!N2��
H�H!II������2��5����.��2D�

]�H!IT��H!I���2�

��� ��� 1!J�����.� ��� �E1�!�0����� 3�� 	�L	� �01����� 0�3�!� ��� 3�21�!2�9�� ��� ��� ��019�.� ��
1�2��!��!0��������3�21�!2�9���������0 �2�!�>����2 42�!����9��3����2�1�!7���2�3��3�21�!2�9��
3�� � ��!� �� ��� � 2�M��� 3�� 3�21�!2�9�� 7����� �42�!5�3�� 3�4�3�� �� ��� 1!�2������ 3�� ���
0��!�0��N� ������2�� ��9��H���#I>�

���� !5��3��3�21�!2�9���4����3����1�!��!�3�����2 2�!����9��3�����019��7!����������0 �2�!�.�
I(q).� �2� �2��!91���� 3�4�3�� �� ��� �!�������9�� ������!��� 3�� ��2� 1�!��� ��2� ��� 2�� ��9�>� �2���
7 ���9��2��!�1!�2������90������!��0��3�� ��� �����2�3�3.� ���H�I.�vs�momentum�transfer�(q).�
39�3��q=�(4�sin�)/�.�#���2����J�� ���3��3�21�!2�9����s��2� ��� ������ 3�3����3��3���<�F�3��
!���2�L�����3����>����1�!J0��!��momentum�transfer.�q.� ���04�N��2��1 �3��3�7���!���0��s.�
!��������3��1�!� ��� 2�� �������� ���9��q=� 2�s>� ��2� ��3�3�2�3��q� 2��� ��5�!2�2��� ��2�3�� ���
������ 3�3����3�.��2�3���!.�b@%����0@%>�
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���#>� ��!7��� 3�� 3�21�!2�9�� ��1���� 3��  ��� 2�� ��9�� 3�� 	�� H��� !�:�I� �� 2��5����� H��� �F �I.� ���� ��� � !5�� 3��
2 2�!����9��7�����H������!�I�HLg(I)�vs�sI.�!�1!�2����3������2�����2�0�@����!��0���>�HSvergun,�et�al.�2003)�

���� !5���E1�!�0�������2�1�2�4���3�5�3�!�������!�2�1�!��2.����7 ���9��3�������7�!0���9��8 ��
2�� 1 �3�� �E�!��!>� ��� �:�01��� ��� ����0�2� ��� ��� ���'.� 3��3�� 2�� ��01�!��� ��2� � !5�2� 3��
3�21�!2�9�� �E1�!�0������2� 1�!�� 3�7�!����2� 1!������2>� �� 4�:�2� J�� ��2� �� q� H#@'� �0� 3��
!�2�� ��9�I.����� !5���E1�!�0������3�7��!������4��0��������!��3�7�!����2�1!������2.�����2���
1!�0�!��F����q� �1!�2����� ���!J1�3��3���3������3�1��3������3�����7�!0��3�����1�!��� ��>�
���!�2�� �����2�0�3��2�H#@$>?��0I.� ��2�3�7�!�����2�2���0 �<��0���2�1!�� ����3�2��.����
!�2�� �����2�1�!�3�4�:��3��$>?��0.���3�2���2�� !5�2�1!�2������ ���7�!0��2�0���!>�

�

���'>���!7���3��3�21�!2�9��3��	�L	�1�!��#?�1!������2�3�7�!����2�����1�2�2�0���� ��!�2����!��%$���'$$O��>����
�����2�3�3�2�3��3�21�!2�9��2��0 �2�!�������2���������!��0���.�����:��E�2 1�!��!�0 �2�!�����!�2�� ��9��(�=2�/sI�
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�������7�!��!.�s>��3�0J2�2����� ���!����3���3����2���5���2�3���!����F���9���2�! �� !����42�!5�3�2����7 ���9��3��
���!�2�� ��9�>�Svergun,�et�al.�2002�

2. Análisis�de�los�datos�

�����J��2�2�3����2�3���2�2��!���F9��������1!��!�0�������	�H	5�!� �.�et�alI>�

��2�1�!J0��!�2�0J2�7!�� ����2��E�!��3�2���1�!��!�3�� ��1�!7���3��	�L	�3��4��0��N� ��2����
2�� ��9��2������!�3���3����!��HRgI��� ��� �����2�3�3�3��3�21�!2�9�� �������� HI(0)I.��4����3�2���
1�!��!�3�����79!0 ���3��" ����!D�

�

�H8I����H$I��E1�H@8#��#&'I�

��!�� momentum� transfer� HqI� ��7�!��!�2.� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��� H�HqII� vs� q#� � 1�!0����
�4����!� ���������3����0��!�����3��" ����!� H���BI>���1�!��!�3�� ���!�����" ����!��2�1�2�4���
�E�!��!����Rg,���0�����1��3������3�����!����.���3������E�!�1�����9����������:��y��4����0�2�
I(0)>� 	�� ��� ���3������ 3�� ��� !����� ��� �2� 3�0�2��3�� ������� ��3���!��� 1�2�4��2� �2��3�2� 3��
��!�����9�>�

�

���B>���1!�2������9��" ����!�����5���!�2�3��Rg���I(0).�3��3�� ���3�1��3��������������!� �3��" ����!���3�������
1!�2������3����!�����9�>�Putnam,�et�al.2007.�

Rg��2� ��1�!J0��!��8 ��2�!5��1�!����!����!�F�!����5�� 0�������0�M��0���� ��!.�0����!�2�
8 �� I(0)� 1!�2�����  ��� !�����9�� ���� ��� 1�2�� 0���� ��!� 3�� ��� 0 �2�!�� 0�3�3�.� ��� 8 ��
3�1��3��3���� �3!�3��3����;0�!��3�������!���2D�

I(0)�=��c�(�)2�(MW)2�

���3�����2� ������2�����8 ��1 �3��2�!�3���!0���3����1�!��!�3�����0�3��3��3�� ��1��!9��
�2�J�3�!.� �2� 3���!.� 3��  ��� 1!������� ���� �������!���9�� �� 1�2��0���� ��!� ������3�� ��0��
	�>�c��2�����������!���9��3�����0��!�0��N� ��.����2��������!�2���3��3��2�3�3������!9�����
0�3��� 3�� ��� 0��N� ��.� �� MW� �2� ��� 1�2�� 0���� ��!>� �2��� MW� 1 �3�� 2�!�  2�3�� 1�!��
3���!0���!�1�2�4��2��2��3�2������0N!���2>�

���1�!7���3��3�21�!2�9��0J2���0;���2����7 ���9��3��3�2�!�4 ��9���3����2�3�2������2���90���2�
���!�0���� ��!�2�p(rI�H���?I.�3��3��Dmax��2����3�2����������!�0���� ��!�0JE�0�D�

I(q)=��Dmax�drp(r)�(sin(qr))/(qr)�



� � � �

�

284

P(r)�2���4��������1�!��!�3������!�27�!0�3��3���� !��!���3�!�����3���1�!7���3��3�21�!2�9�.�1�!�
�:�01��.�0�3���������1!��!�0��"�����!��3��1�!�	5�!� �.��>�H	�<0�3�.�\����������>�%AA?I>�
��� 7 ���9�� p(r)� �2�  �� <�2���!�0�� 3�� ��2� 3�2������2� ����!��90���2� � 3�� ��� 1�!��� ��� ���
2�� ��9��8 ��2���1!�0�3��3�2�1�!����2�3�7�!����2��!����������2>���!� ��������.���1�!��!�3��
�2���7 ���9��3��3�2�!�4 ��9���2�1�2�4����E�!��!���� ������ 3�0JE�0��������1�!��� ��.��0�E.���
�3�0J2��7!������7�!0���9��2�4!�����7�!0��3�����1!�������H���?I>��0�E�1 �3��2�!�3�7�����3��
��!����!�F�!� � ��3�� ��� ��2� �2�! �� !�2� �E�2���� F���2� �E���3�3�2� �� ���� 3�2�!3��>� 	���
�04�!��.� ��� ��2� ;���0�2� �M�2� ���  2�� 3��p(r)� 1�!�� 5�2 ���F�!� ��� 7�!0��0���� ��!� <�� 2�3��
2 42��� �3�� 1�!� ����!��0�2� 8 �� 1!�1�!�������0�1�2� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� '�� �� 4�:��
!�2�� ��9�� �� 1�!��!� 3��� 1�!7��� 3�� 	�L	� %�>� �2��� !����2�! ���9�� '�� 1!�2����� 3�5�!2�2�
��0��������2��2����3�2��������!������3��7�2������7�!0���9��!�21�����������!�������9����� ��!�
3����2�0��N� ��2>�

�

���?>����7 ���9��1H!I.�!�2 ��5����2�3�2������2�1�!�������2�3�!�������2������2�0��N� ��2�3�21�!2�3�2>�H�I����N� ���
���2�� ��9��3�21�!2�3������3�7�!����2��!����������2>�H4I�� ���9��3��3�2�!�4 ��9�����7�!0��3��<�2���!�0������
���1!�0�3���3����2�3�2������2�����!��90���2>�H�I���!7���3�����7 ���9��3��3�2�!�4 ��9��1�!��3�7�!����2�1!������2>�
���1!������2����4 ��!�2�2 �����0�2�!�!� ��;�����1���.�0����!�2�8 ��1!������2�������3�2�0 �2�!��� ��������
���!��3��

�3�0J2.���0��2��<����0����3������!��!0�����	�L	��2� ��0N��3���3����1�!���3����7���!���
��!����!�F�!�0��N� ��2�����3�0����2�2���1����0���������2�! �� !��2�� �3�!���3�7���3�>����
!�1!�2������9��Kratky�Hq2�I(q)�vs�qI�H���GI.�8 ��1 �3��2�!����� ��3��3�!����0�������1�!��!�
3������ !5��3��3�21�!2�9�.��2� ����E��������<�!!�0������1�!���5�� �!����1����0������3����2�
1!������2>���!��:�01��.�1�!��3�0����2�1����3�2.� ���!�1!�2������9��\!��O���7!���� ��1����
4����3�7���3��2�0���!��� ���1�!J4���.�3��3�����1�2���9��3���1�����7!������� �����7�!0���9��
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2�4!����� ��0�M�����4��>������!�2�8 ��1!������2�1�!����0�����3�21����3�2�0 �2�!��� ���
��01����3���� 22������4�3�>�

�

���G>���1!�2������9��\!��O�>��2���!�1!�2������9��1�!0�����3����7���!����1!�2������3��0 �2�!��3�21����3�>�����
0��N� ������4 ��!�1!�2����!J� � ��1����1�!7�������2�0N�!���.�0����!�2� ���0��N� ����E���3�3��1!�2����!J� ��
1�!7���2���1������ ��plateau��������!���3����:��q>�Putnam,�et�al.�2007�

3. Combinación�de�datos�cristalográficos�y�SAXS�para�modelar�estructuras�

�2����0���E�2��� ����!���5�!��3�3�3��<�!!�0�����2����N�����2�8 ��1�!0�����0�3���!� ��2�
3���2�3��	�L	�����0�3���2���90���2.���4��3�2����!�8 �� ��1 �����!����������3���!�5�������
�2��� 1!���2�� �2� ��01�!�!� ��2� � !5�2� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������2� ���� � !5�2� ��9!���2>�
�3�0J2� �E�2���� 3�7�!����2� 0N��3�2� ab� initio� 8 �� 1�!0����� ����!�!� 0����2�
�!�3�0��2������2� �� 4�:�� !�2�� ��9�.� 2�0���!�2� �� ��2� !����2�! ������2� 3�� 0��!�2��1���
�����!9����.�8 ��1 �3���2�!� 2�3�2�1�!�����1��!��2�! �� !�2���90���2>���J��2�2�0 �<��0J2�
��01����3�2�1 �3���!����F�!2��� ��3�����0��!�0��N� ���3�� ����!N2�1!�2����� 7��E�4���3�3�
���!��2�����.�1�!���������.����� !5��3��	�L	��2�1!�3 ����3�� �����04�����9��3��3�7�!����2�
���7�!0������2>� ���  2�� 3�� 	�L	� 1�!�� �2��2� 3�7�!����2� ��2�2� �2� �E�!�0�3�0����� ;���.� ���
8 ��0 �<�2�5���2���2�0�3���2�����!�2�� ��9����90�����01�������0��������2>�

3.1. Cálculo� de� curvas� de� dispersión� teóricas� a� partir� de� modelos� atómicos:�
CRYSOL�

��� � !5�� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������ �2� 7! ��� 3�� ��� 3�7�!������ 3�� 3�21�!2�9�� ���!�� ���
0��N� ���3���������2 ���1��3��2��5�����9���!3���3�������5�� 0����E�� �3�.�8 �����������
� ��������7�����3��3�21�!2�9��3���2��5�����3�4�3�������1!�2������3���2�� ��>���!���������.����
5�� 0����E�� �3��1 �3��2�!�3���!0���3�����3�7���!2�����7�!0��3�����0��N� ��������� ���3��
���3�21�!2�9����1�!��!�3���2���5�� 0����0�����3����0�� ��5�� 0���������3��3��2�3�3>�

�2�1�2�4������� ��!�� !5�2���9!���2���1�!��!�3��0�3���2�J��0���2.���0��2�!��������2��3�� ���
�2�! �� !���!�2�����!J7���.�0�3��������� 2��3���1!��!�0����+	��>��2���1!��!�0���2���1�F�
3�� �!��!� 0����2� �� ��5��� !�2� � �� 1�!��!� 3�� spherical� harmonics� Hmultipole� expansionI.�
3�1��3������3��� �;0�!��3�� J��0�2.� 8 �� � 4!��� ���0�3���� �� ��1�!��!� 3�� �8 �� �2�1�2�4���
���� ��!� ��� �����2�3�3��2����3�����5�� 0��>��2���1!��!�0���2�91��0��1�!���: 2��!�� !5�2�
��9!���2� �� �E1�!�0������2� ��4�:�� !�2�� ��9�.�1�!����0���!� !�2�� ��9�� Hqa$>B�b@%I� �2�0J2�
1!�4��0J�����3�4�3����8 �� ���!����2�! ������2� ��1��Xspherical� reconstructionsY���� �������
���� ���������2�! �� !������!���3����2�1�!��� ��2�3�21�!2�3�2>�
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'>%>%>�����3���9��

�: 2��!� ��� � !5�� 3��� 0�3���� ��9!���� �� �!�2�����!J7���� �� ��� � !5�� �E1�!�0������ 3�� 	�L	�
!�8 ��!�� ��1�!J0��!��8 ����!!�������������!�3��3�������!3���������!����2�3�2�� !5�2.����
�� ��� 8 �� ��� �!�2�����!�7��� �E�2��� ��� 0�3�3�� Rfactor>� ���� 5�!2�9�� 3�� Rfactor� ��� 	�L	�
��04�N�� �E�2��� 3�2�!���� 1�!� Svergun,� et� al>� ��0�� 7 ���9�� t#.� <���� !�7�!������ �� ���
3�2�!�1���������!����2�3�2�0�3���2D�

t2�=�1/�(Np�1)��i�[�(�I(qi)exp�–�cI(qi)calc)/��(qi)�]�

���3��c� �2� �� 7����!�3���2��������(qi)��2���� �!!�!��E1�!�0�����>��2���0�3�3�� ���!�0�����
�01����  ��0���!� 1�2�� 2�4!�� ��2� 3���2� �� 4�:�� !�2�� ��9�� �� �2� ��0;�0�����  2�3�� 1�!��
��01�!�!� � !5�2� �E1�!�0������2� ���� ��9!���2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��+	��� H	�<0�3�.�
\����������>�%AA?I>�

3.2. Modelado�Rigid�Body�combinado�con�datos�de�SAXS:�pre_BUNCH�

��� ��0�� 3�� ���7�!0������2� 3�7�!����2� 1�!�� 1!������2� 0 ���@3�0����� ���� !������2�
��������!�2� �� �E�!�0�2� �@� �� �@��!0����� 2�� 1 �3��� ����!�!� �� 1�!��!� 3��� 1!��!�0��
1!�Q���->� �2��� 1!��!�0�� �!���� ��2� 3�0����2� ��0�� � �!1�2� !���3�2� �� ��2� ��������
0�3������ ���O�!2.� 3��3�� ��2� J�� ��2� 3�<�3!���� ���!�� �c@�c� 2��� 2���������3�2� 3�� 7�!0��
������!���1�!��� 01����3����������2��!��8 �0����3����0��<��3!������5����3��1!�4��0�2�
�2�N!���2>���!0��0�����2������!��� ����00��3�����7�!0������2���1�F�3��� 4!�!���3�����
�21�����1�2�4��.�2 ����2�!� ���;0�!���T%$>$$$����7�!0������2>���2�1�!7���2�3��3�21�!2�9���
1�!�� �2��2� ���7�!0������2� 2��� � ���� ���� ��3�2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��+	��� ���  ��
!������3��$���$>?�b@%>�

3.3. Estudio�de�sistemas�flexibles,�con�múltiples�conformaciones:�EOM��

� �<�2� 1!������2� �� ��01��:�2� 0��!�0���� ��!�2� 1!�2������ !������2� 7��E�4��2� 8 �� ��2�
1�!0������3�1��!� ���!����;0�!��3�����7�!0������2>���!���2�����1��3��0 �2�!�2�H��0��
�2������2��3��
���I�2��3�4����5�3�!����1!��������3��7�:�!� ��;�����0�3����8 ��1!�2��������
0�:�!��: 2���������2�3���2��E1�!�0������2>�

Ensemble�Optimitzation�Method�H���I��2� ��0N��3��8 ��1�!0���������F�!����1!�2������3��
0;���1��2� ���7�!0������2� 3�� 1!������2� ����!�4 ���3�� �� ��� � !5�� �E1�!�0������ 3��
3�21�!2�9��H�!��3�.�������2������>�#$$KI>�����1�!0������1�!��!�3�� ���0�F����3��1�2�4��2�
���7�!0������2�H�a%$$$I.�����!�3�2�3��7�!0�������0�����������!��2�1�!��� 4!�!���3�2���2�
1�2�4��2� ���7�!0������2� ��� ��� �21����.� 2���������!� 0�3������ ���  2�� 3��  �� ����!��0��
���N����� 2 41�4�������2� H�T?$I� 3�� ���7�!0������2� 8 �� �: 2���� ���� ��� � !5��
�E1�!�0�����>� ��2� 0�:�!�2� 2 41�4�������2� 2��� 2 ��2�5�0����� �2����3�2� 1�!��  ���
1�2��!��!��5�� ��9�>���!0��0�����2��!����F���#$$������2�3������!��0�����N����>�����;0�!��
3�� ���7�!0������2� 3���!�� 3�� ��� 2 41�4����9�� H�T?$I� �2� !�7��:�� 3�� ��� 7��E�4���3�3� 3���
2�2��0�>����� 5�F� �4����3�2� ��2� ?$�0�:�!�2� ���7�!0������2�0�3���������� 2�� �����F�� 2 �
�: 2��� ���� ��� � !5�� �E1�!�0�����.� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3��� ��� �� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 3�2�������
���!��3�0����2����!�����1�4����9����������3��%$>$$$������2 41�4����9��7����>�

���3������ ���  2�� 3�� 3���2� �E1�!�0������2� �� ��9!���2.� ���� �2� ��1�F� 3�� 3�2���� �!� ���!��
� �!1�2�!���3�2���!������2�7��E�4��2.����5�� �!���������2����!��3�0����2>�
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4. Estudio�de�sistema�dinámicos�en�SAXS�con�TFAM�

�� 2 � 5�F.� 	�L	� ��04�N�� 1�!0���� �2� 3��!� 2�2��0�2� 0��!�0���� ��!�2� 3��J0���2.�
����!���0����� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!� ��2� 1�!�����:�2� 3�� 1�4����9�� 3�� ���7�!0������2�
3�7�!����2� ��� ��� 1�4����9�� ���4��>� ��� ��� ��2�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##� 2�� �!��9� 3��
��04���!� 0�3���2� �!��3�2� �� 1�!��!� 3�� ��2� ���!3���3�2� �!�2�����!J7���2� �E�2�����2� ��
0�3���2� ��01 ���������2� ���� ��2�3���2��E1�!�0������2�1�!����� ��01��:�>������ �01���9� ���
3�7�����9�� 3�� 3�7�!����2� �2����!��2� �7!�����3�� 7��E�4���3�3� �� ��� 1!������� �� J�� ��2� 3��
� !5�� !��3�7�!����2�������>��������7 ���!��3����1�!��!�3���2�!5�3�!�'�@���
�H5�����:O�
��3���5���#$$AI>���!���!��!���2�3�7�!����2��2����!��2.�8 ����5�� �!�4���3�!�7��E�4���3�3���

���.�2�� 2�����1!��!�0�����Q���-�����!��3��#$$$��2�! �� !�2[�2�� �3�0�����2�� 2��
���1!��!�0�����	-�1�!��7 2����!����1!�������������������5����3���01�3�0����2��2�N!���2�
���!�����1!���������������>������0����.�0�3��������+	�����averaging�curves�2��1!���3�9����
�: 2���3������ !5�2�1!�0�3��3�2���9!���2��������� !5���E1�!�0�����>�

��2��2����!��2��!��3�2�2��3�7������������� ���9�D�

� Escenario� 1D� ��� ���� 1!�2����4��  ��� � !5�� !�� ���4��� 3�� %C$V.� ��0�� ��� ���
�2�! �� !���!�2�����!J7���D�

o �2����!��� 1aD� 1!�2����4��  �� � �!1�� !���3�� 3�7���3�� 1�!� ��2�� �����0�����
��3�������01��:�.�����7��E�4���3�3�������������@��!0��������2 �������3�3�H!�2�
##?@#BGI�

o �2����!��� 1bD� 1!�2����4��  �� � �!1�� !���3�� 3�7���3�� 1�!� ��2�� �����0�����
��3�������01��:�.�1�!���7!�����3��7��E�4���3�3�������F����7�����3�����������@
��!0����� H��� ����!���� ��2� A� �0���J��3�� 8 �� 7����4��� ��� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7����H!�2�#'C@#BGI�

� Escenario� 2D� 	�� 3�7����!��� �!�2� � �!1�2� !���3�2� �� 3�0����2� H3�0����%D-�"%.�
3�0����#D����\��.�3�0����'D-�"#I�0�3���������1!��!�0�����Q���-.��� � ����
2��7�!0�4�������01��:�������������3�7�����3��2 � ��9������N2���<�2������7�����3���
3�0�����%��������1!��!�0�����	->�

o �2����!��� 2aD� 2��  ����F�4��  �� ���� ����  ��� 1!�0�!�� � !5�� !�� 3�� A$V��
3�4�3������� ��9��3��-�"%�

o �2����!���2bD�2�� ����F�4�� ���������� ���1!�0�!��� !5�� !��3��A$V��� ���
2�� �3��� !5�� !��0J2�����!��3��B$V>�

� Escenario�2�c&dD���7�!���3��#����#4.����8 ����� ��9��������������01����4��-�"%���
��� ���O�!� �� -�"#� ��� 2 � ������3�3.� �2� 3���!.� 3��� !�2�3 �� BB@##$>� ��!�� �� 2��  2�� ���
0�20������8 ������2����!���#�.���1�!��#3����0�20��8 ��#4>�

� Escenario�3D�	��3�7����!���3�2�� �!1�2�!���3�2�H-�"%���-�"#.�1�!�2�1�!�3�I.�����
 �����O�!����<������3��>��3�0J2�2���01�������� ��9�������������3��-�"%>�

o �2����!���3aD� 2�� ����F9� ������ ������� �3���>��2����2����!��� 7 �����0���3�.�
���8 ���E�2���� �01�3�0����2��2�N!���2���� �������!�0�3���F�!� ��� ��9������
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 �� 3�0����� -�"4�E>� ��4�� 3�2����!� 8 �� �2�J� �01���0����� 3�2�!���� ��
��!����!�F�3�.� 8 ��-�"4�E� 3�21 N2� 3�� 2 �  ��9�� �01�����  ��� � !5�� !��
2�4!��������>�

o �2����!��� 3bD� 2��  ����F9�  �� ���� ����  ��� 1!�0�!�� � !5�� !�� 3�4�3�� �� ���
 ��9��3��-�"%>�

� Escenario�4D���!���2����2����!������2���!�9���01��:������������.�2�� ����F�!�����2�
?$�0�:�!�2����7�!0������2�8 ��3�7�����
�������2�� ��9�>�

� Escenario�5D�
!�4�:�0�2����� ��������4!�.��3�����������!>�

� Escenario� 6D� 	�� 3�7����!��� 3�2� � �!1�2� !���3�2� H3�0����� %D� -�"%W���O�!.�
3�0����#D� -�"#I.� ���  ��9�� ���� ��� ���� ��01!��3�� <�2��� -�"%W���O�!� H!�2�3 ��
BB@%BCI>�

o �2����!��� G�D� 2��  ����F9�  �� ���� ����  ��� � !5�� !�� 3�� �1!�E�0�3�0�����
A$V>�

o �2����!���G4D� 2�� ����F9� ���������� ���1!�0�!�� � !5�� !��3��A$���� ���
2�� �3��� !5�� !��0J2�����!��3��B$�V>�

5. Recogida�de�datos�

5.1. TFAM�en�su�forma�no�unida�al�ADN�

��!�� 
���� 1!�0�!�� 2�� !����F9�  ��� 1!�0�!�� !�����3�� 3��0 �2�!�2� ��� ��� ������ ��%B>'� 3��
�	��.� �2�� ��0��1�!�� ��2� ���2�! ���2� ���� ��� ����� �@��!0����� !���!��3�� H�

#.��

'I>� ��2�
�������!������2�0�3�3�2� 7 �!��� ��2� 2�� �����2D�$>?�0�&0�.�#>%?�0�&0�.�'>?�0�&0�.�?>?B�
0�&0�.�K>A�0�&0�.�%#>C#�0�&0��������3������2�3����019��3��1 !�7�����9�D�#$$�0������.�
?$�0��-���	�1-�K>?.�?�0���

.�%$Z������!��>�����2�3�����!�����3��3��3���2��2�����2�!���
���0�3�3��3��	��1�!������4�!�!������������1�3�!��E�!�1���!�� �������1�2��0���� ��!�3�����
0 �2�!��3������!N2>���������2��3�����!�����3������	��.�������beamline���%B@'.�7 ������2�!���
�1����!� ����2�!�������1�!���5���!����3�M��1�!�!�3����9��8 �����2�2�������<���!� ���1!�0�!��
0�3�3��3��'2&�0�������1�2��!��!0����� ���2�� �3��0�3�3��3��'$2&�0����.���3��0�3�3��
3��%$��0J����2>��3�0J2��������������!��2 7�������0������2��4��.����3������!��!��3�0�2��3��
1�8 �M�� 1�!�� ��1��!� ��3�2� ��2� J�� ��2� �� ��� �����3�3� 3�� 0 �2�!�� ������  �� 5�� 0���
!�����5�0������!��3��3��#$$�U�>���!��������2�2�� �����2�0�3�3�2�3��
����2��!����F�!������
���2���!��!9����	+�H-�04 !��I.�beamline�L''.�������0 �<��0J2��2��4��������� ���1����3�!�
3��0 �2�!�� � ��0J����� ��  �� 5�� 0��� ����2�!��� 3�� l� ?$� p�>� ��� �2��� ��2�� 2�� !����F�!���
0�3�3�2� �� 3�2� �������!������2� 3�� ����� 3�7�!����2D� #$$�0�� �� � ?$$�0�>� �����0����� 2��
 2�!�����2�� !5�2��� ����������!���9��3�������3��?$$�0�.����8 ��1!�2����4��� ���0���!�
1!�2������3����01�!��0�����2� ��1����3�� ����!�������2����!��1�!��� ��2>���2�� !5�2�1�!�2�
��2� 3�7�!����2� �������!������2� 7 �!��� 7 2����3�2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� �����	.�
 ����F��3�� ��2� 0�3�3�2� 3�� 4�:�� �������!���9�� 1�!�� ��� 4�:�� !�2�� ��9�� �� ��2� 3�� 0���!�
�������!���9��1�!��0���!�!�2�� ��9�>�

5.2. TFAM�en�complejo�con�LSP22�
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����5�F� !�2 ����� ����2�! �� !�� �!�2�����!J7����3��
������� ��01��:�� �����	�##.� 2�� �!��9�
����!�2����������F�!������01�!��0���������2�� ��9��3�����01��:�>���!�������2��!������!���
3���2� 3�� 	�L	� ��� �	��.� ������ ��%B@'.� 3�� 0 �2�!�2� �� 3�7�!����2� �������!������2� 8 ��
�2����4��� ���!��$>?�0�&0�� ��%#� �0�&0�>���!�� �2��2� 7��<�2� ��� ������3����	�L	�3����	���
<�4���2�3���01���0�����!���5�3�.����� ���3���1����3�!�� ��0J�����3��0 �2�!�.� ��� �5��
3������!.�0N��3�2� 3�� �������9�� 3��0 �2�!�� ��� ������ �� 1�!�� �5���!� 3�M�� 1�!� !�3����9�.�
2�M����2��4�������������� ���9��91��0�.=������ ���8 ��1�!��
�������2 �7�!0����� ��3�.���2�
� !5�2�7 �!���7 2����3�2��������F�3�2�0�3���������1!��!�0�������	>�

�

FÖRSTER�RESONANCE�ENERGY�TRANSFER�(FRET)��

1. Introducción�a�FRET�
��� �N������ 3�� ���
� � HFörster� Resonance� Energy� TransferI� 2�� <�� 3�2�!!����3�� ��0��  ��
0�����20�� 4�2�3�� ��� 7� �!�2������.� 1������� 1�!�� ��� �2� 3��� 3�� 1!���2�2� 4���9����2��
3�4�3�� �� � 8 �� �2� 1�2�4���  2�!��� ��� �N� ��2� 5�5�2� �� 1!�2����� !�2�� ��9�� �� �2�����
����0N�!���.�1�!��:�01��.��2�1�2�4����42�!5�!�4��0��N� ��2�8 ���3�1�������7�!0������2�
�2�! �� !���2�3�5�!2�2�1�!�����5�!�����4��2 �7 ���9�>�

���
� �2�  �� 7��90���� 7�2���� ��� ��� 8 �� �E�2���  ��� �!��27�!������ 3�� ���!���� ���!��  ��
7� �!97�!��3���3�!��� ���0��N� ������1��!�����!�� ��!�����3��3�2�������3��%��0���%$��0>�
�2��� �N�������7!�����!��3�2�5����:�2�1�!�2 ����5�3��2��2�4���3�3.��42�!5���9����1�8 �M��
�2�����3�� ���01�� H����2�� 3�2I.� ����� !�����3��3�2������2�1�!�� ��� �N������ ������3�� �������
!�����3��3�2������2�3��3���� !!������0���!���3��1!���2�2�4���9����2>��3�0J2.�!�8 ��!��3��
 ��� 2�01��� 4�2�� �E1�!�0������ �� 2�� 1 �3�� �1����!� ��� �N������ �� 0 �2�!�2� 3�� �3�2>�
��������0����.�2��<��3�2�!!����3�� ���0���3�������8 ��1�!0���������04�����9��3�����
�
���� �E1�!�0����2� single�molecule� �� single� particle.� 20���
� �� 21���
>� 21���
� �2�  ���
<�!!�0������ 1������� �� 2��2�4��� 1�!�� 3���!0���!� ��04��2� ���7�!0��������2� ��
����!�������2�0���� ��!�2>�

1.1. Principio�físico�
���1!����1���3�����
��2����� ���!��3�2�!����1�!� ����!��27�!������3�����!������@!�3����5��
3��3��1�!����1�� ��3���3�!.�7� �!97�!���E����3�����!�N����0����.�8 ���!��27��!�����!������
��!��0��N� ��� 2�� �3�� �� ���!��� 3�2������� ��� ��� �21����.� ���1��!.�0�3������ ���1��� 3�1���@
3�1���� H���%� H�II>� ��� ���1��!� �E����3�� 5 ��5�� �� 2 � �2��3�� 4�2��� 0�3������ ��� 1N!3�3�� 3��
���!�������!�5N2�3������0�2�9��3��7�����2.�1�!��:�01��.��0�����3��7� �!�2������>���������2��
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0I�3�1��3������3�D�

� 
��01��3�7 2�9��

� 
�0�M��3���5�� 0���

� �������!���9��3�����1�!��� ���
	��3�4����2����!���2����3������2��E1�!�0������2��39���2�1�!��!�3 ��!�
0>�

2.3. Cálculo�de�la�Eficiencia�de�FRET�en�spFRET�
��!���E1�!�0����2�3��single�molecule.�����7���������3�����
�2������ ������!�5N2�3����;0�!��
3��7�����2�3������3�2�������������3���3���3�!������1��!>�����;0�!��3��7�����2�4! ����2�J�
7�!0�3�� �� 1�!��!� 3�� 3�5�!2�2� ����!�4 �����2� 8 �� 3�4��� 2�!� ��!!���3�2� ��� ��� 1!���2��
������3�� ��0�� crosstalk� correction.� 3��3�� 2�� ���0����� ��2� ����!�4 �����2� 3�4�3�2� �� ���
�E������9��3�!�����3�����1��!������! �3�>������!�������������������� 3�3����3��3����21���!��
3���0�2�9��3���3���3�!�!�2 ������� ��crosstalk�3���3���3�!������� ������3��3������9��3���
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���1��!>����! �3������2��������4���4�:�����3������2�single�molecule.�3��3��29��� ���7!����9��
3����2�7�����2�3������3�2��3���� ��!���7� �!�2������>��

��!���������.�4�:�����3������2�3��2�� !���9�.� ���2�M���3��!J7����;�����Hsingle�burst�signalI�
1 �3��2�!�3�7���3������04�2�������2�0�3�����D�

�

	��2 1���0�2�8 �������
��2�7 ���9��3����2������2�3�3�2�������������3���3���3�!���������1��!>�
+����<��<��8 �����crosstalk�3������1��!�������3���3�!��2���2��$�������42�!��9���! F�3��3���
3���3�!� �2� 0���0�>� �2� 1�2�4��� 2�01��7���!� �� ������2D�

�

Proximity�ratio�vs�EFRET�

�E�2���  ��� 1�!J0��!�� 8 �� 1�!0���� 2�01��7���!� ��� �� ���9�� 8 �� �2�proximity� ratio.�P.� 8 ��
0�������� ������!�����9��0���0J������2�!��<����������
>�
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���?>�H�I������9��0���0J��������!��proximity�ratio�������
�H4I��01������9��3���5���!�q����!��proximity�ratio���
����
>�HDissertation_Gansen�A._2008I�

���!�����9�����!����������
.�3�1��3��3���7����!�3��3������9��3���2�2��0��HqI.�3�7���3��1�!����
�7���������3��3������9�������!��3�0������� J������3��3���3�!������1��!D�

� ��!��5���!�2�q�r�%.�5���!�2�4�:��3������
��01����������!5���2�1�8 �M�2�3���>�

� ��!��5���!�2�q�a�%.�5���!�2�4�:��3������
��01����� ������!5����0J2�2�1�!�3������>�

� ��!��5���!�2�q�T�%.�����
�T���
�

SINGLE�PARTICLE�FRET�(spFRET)�para�TFAM�en�complejo�con�LSP�

1. Diseño�del�experimento�
��!�� ���5�!� �� ��4�� ��2� �E1�!�0����2� 3�� ���
� 2�� 3�2�M�!��� 3�2� �����2� ���� 3�7�!����2�
������ 3�2.� '$� �� ?$� 14.� ��� 4�2�� �� 0�3���2� !����F�3�2� �� 1�!��!� 3�� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7����8 ��0 �2�!�� ���� !5�� !��3��%C$V>����!���������.���1�!��!�3�����2�� ������3��
##�14� 2�3��1�!�� ��� �!�2����F���9�� 2�� �3�� ��� ��� F���� ����!��� 2�� 7 �!��� �M�3���3��4�2�2�
7���8 ������  2��3�� ��� 2�� ������ � ������3���� �!������� 3�� 0����>� ��� ���� 3�� '$� 14�
1�!0���!J����5�!�����4����2��E1�!�0����2�1�!��3�� ��3�!��������
.�1�!0�����3���2���4����!����
3�2����������!����2�7� �!97�!�2�������J�� ���7�����3��� !5�� !�>������!�2�8 �.��������3��?$�
14� ��2� 1�!0���!J� 3�� ��3�!� 2�� 2�� �!���� 3��  �� 2�2��0�� ���� 3�2� 1 ���2� 3�� � !5�� !�� ��0��
3�2�!�4������2�! �� !���!�2�����!J7����H7�!0��3���I�0������N�3�2�� ��5���!�3������
�2�0���!�
���!����2�3�2����2�3��3�7�!����������� 3�H'$���?$�14I��� ��2�2��0������ ��2����1 ����3��
� !5�� !��H7�!0��3���I.�����5���!�2�3�������
�3�������2�1�!����3�����>�

��0�� ����!��� 1�2���5�� 2��  2�!��� 3�2� ���� �3����2� 3�� '$� 14� ���� ��2� 7� �!97�!�2� ���E��
2�� �3�2���%$���#%�14�1�!����3�� ���H0J2���0���2�%���#�5 ����2�3��<N����I>���0������!���
������5��2�� 2�!�������3��?$���'$�14�0�!��3�2�2�����������1��!���29�������3���3�!.��2��
��0������3��B#�14�0�!��3������0��N� ������1��!����3���3�!������2�3�2��E�!�0�2>�
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��2�7� �!97�!�2��2����3�2�1�!������E1�!�0�����3�����
�7 �!��D����E��BCC.������42�!��9��
������������5�!3��3����21���!��Hs�T�B$$@??$�0I�H1�����42�!��9��BA#��0.�1�����0�2�9��?%K�
�0I������E�?AB.������42�!��9��������������!�:��Hs�T�B?$@GB$�0I�H1�����42�!��9��?CB��0.�
1�����0�2�9��G%G��0I>����2�2��3�2����E��1!�2��������!����!�2����2��1��0�F�3�2�!�21�������
��!�2� 2��3�2� 7� �!�2�����2� ��0�� 
����.� �������.� !�3�0���.=� ��2� 7� �!97�!2� ���E��
1!�2������  �� ���5�3�� !��3�0������ � J�����.� ��!��� ���01�� 3�� 5�3�� 0�3��� �� 5���!�2�
���5�3�2�3���7���������3�����
�H���GI>�

�

���G>��21���!��3���42�!��9��3����2�7� �!97�!�2���0�!�����2����E�.�3��3��2����3������2�7� �!97�!�2� 2�3�2�1�!��
�2����2� 3��D����E��BCC�H2�04!��3�����5�!3�.��;0�!��BI������E��?AB�H2�04!��3�����!�:�.��;0�!��%%I>�

��!0��0������2�0�:�!�2�� �!���2�7� �!97�!�2���������!���E��!���3������ !5�� !��3������>����
7��90�������
�1 �3��2�!�0�3�3��3��#$���%$$�b>���!��1�!0���!������01�������4�!��3�3�����
2��3�.��2�3���!.����7��E�4���3�3�������!�����9��3����2�2��3�2.���2�7� �!97�!�2�2��������3�2����
����0�3������ !������2� �������!�2� �� 1�����!4���2.� ��!0��0����� 3��� ��1�� �'� �� �G� ����
������ 3�2� 3�� G� �� %'� b>� ��� ���2�! ���9�� 3�� 0�3���2� 3�� ���� �� 1�!��!� 3�� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7������������ !5�� !��3��%C$V.�1�!0�����42�!5�!�8 �����3�2����������!����2�4�2�2�
3�� ��2� �E�!�0�2.� 2�� �3�2� ��� ��� ��!�� ����!��� 3��� ���.� �2� ���!�� #$� �� '$� b>� ��!� ��� �����.�
������!� ��2� 2��3�2� ��� ��� ��!�� ����!��� 3��� ���� 1!�5���!��� 8 �� ��2� 2��3�2� �2� 5��!���
3�0�2��3�� ��!����2.� 2���3�� 1�2�4��2� 7��90���2� 91����2� 8 �� 1�!� !4�2��� ��2� 0�3�3�2>�
�����0����.�2���1�9�1�!�������!���2�2��3�2���������!���E��!���3������.�1�2�����1����!��3��
1�2�4��2���������2��������1!������>��!�5��0�����2�������F9�����7�����3���1�������0������3��
��2� !�2�3 �2� �!�0J����2� 3�� ��� 1!������� ��� ��2� 7� �!97�!�2� 3��� ���>� 	9��� ��� ��� ��2�� 3��

�!%$'���
!1%$K��E�2��� ���3�2��������!���������!����2�!�2�3 �2������2��3�����E��BCC>�

��!�� 2�01��7���!� ��� �04������ 3�� ��� 2��3�� �� 2 � ��01�!��0�����.� ��2� 7� �!97�!�2� 7 �!���
���: ��3�2�2��01!�����
�0���2.�1�!����8 ��7 ������2�!���0 ��!����2�� ������3������3������

������2��E�!�0�2�H���KI>����1������O�!�����������!� 2�3��1�!���M�3�!����2��3��7 ���G>�

�



� � � �

�

298

�

���K>��28 �0��3����2�����3��'$�14���?$�14� 2�3�2�1�!������2� 3��.�3��3��2����3���������������H!�����������2���2I�
�� � ���<�4!����01��0����!��.���������H!�������� �����2I>�	�04!��3������F �� 2����� ���!�� ��� !���9��3��##�14�
 2�3��1�!�� ����!�2����F���9�.��	�##>� ������������ 7 ��0�!��3��������� 7� �!97�!�����E�BCC��������E�!�0��?P������
��������0�!��3���������7� �!97�!�����E��?AB��������E�!�0��'P>��

��2� �����2� 7 �!��� �4����3�� �� 1�!��!� 3�� ��� ��2�� ��0�!����� ��� HIBA� Naps.� "}�������.�
"�!0���I.� 1 !�7���3�2�0�3������ 3�2� 1�2�2� ���2�� ��5�2� 3��-����8 ��1�!0����� �4����!�
 ��� �!��� ����3�3� 3�� ������ ���� %$$Z� 0�!��3�� ���� ��2� 2��3�2� 7� �!������2� ��  ���
�������!���9��7�����3��$>#U�>�

2. Características�de�los�oligos�y�purificación�HPLC�del�dúplex�LSP�
��2� �����2� �� H��3���� !���� ��� ����2���2I� �� ������ �� H��3���� !���� ��� � �����2I� 7 �!���
!�2 21��3�3�2� ��� ��019��
�>� ��2��!��!0����� 2�� �<�8 �9� 2 � �21���!�� 3�� �42�!��9�� �� ���
0��!���9����� ����������5����"��%#Z>����0��!���9��3����2�3�2������2��!��0 ��3�5�!2�.����
��� ��2�� 3��� �������� �E�2���  ���0��!���9�� 3�� 4��3�2�0;���1��2� H���CI>� ���  �� 1!����1��� 2��
1�����9� ��� 1�2�4���3�3� 8 �� ��� ������ �� 1!�2����!�� �01 !�F�2.� 1�!�� ��J��2�2� 1�2��!��!�2�
3�0�2�!�!���8 �����1!�2������3��0;���1��2�4��3�2��!��3�4�3�������1!�2������3��0;���1��2�
���7�!0������2>���2�3�7�!����2����7�!0������2�1�!��������������!���3�4�3�2������1!�2������
3��  �� �! 1�� 3�� G� � �����2� 2�� �3�2� 8 �� 3��� � ��!� �� 7�!0���9�� 3�� 2 1!��2�! �� !�2� 3��
���.�������3�2���0��G�quadruplex>��

��� ��J��2�2� 3�� ��� ��1���3�3� 3��  ��9�� 3�� 
���� �� ��2� ��3���2� ;����2�  � �����2.� 1�!0���9�
�42�!5�!� 8 �� 
���� 1 �3�� 7�!0�!� ��01��:�� ���� ��2� 4��3�2� 2 1�!��!�2� 1!�2����2� ��� ���
�������.�0����!�2� 8 �� ��� ��� ��2�� 3��� ������ �.� 
������� 1!�2�����  ��9�>� ��!� ��� �����.� 7 ��
����2�!���1 !�7���!���2������2� ���5�F��1�!��3�2����7�!0��3����3����3�4��.�1�!���5���!����
1!�2������3��G�quadruplex�H���CI>�
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���C>���J��2�2�3�����0��!���9��3����2������2������.��������1���3�3�3�� ��9��3��
��������2������2�1�!�2�1�!�3��
0�3�������������!������2��!�������2�3��
���>��2�1�2�4����42�!5�!�8 ��1�!��������������E�2��� ��9��3��
���.�
0����!�2�8 ��1�!��������������E�2��� ��9��8 ��3��� ��!���4��3�2�2 1�!��!�2>���!�������2�� 2�� ����������5��3���
%#Z���"��������8 �1��
�1<����H�0�!2<�0�����42I�8 ��1�!0���� 2�!�3�7�!����2������� 3�2�3����3��1�!�����
5�2 ���F���9�.�8 ��������3���������2������� 3�2�3����3��3���E������9�����0�2�9��1�!�������������������>�

���1 !�7�����9��2��!����F9�0�3������ ���8 �1��3��-���� 2��3�� ���!�3�������������3�������
H3�� #$� 0�� �� %$$$� 0�I>� ��2��!��!0����� ��2� 7!�������2� �!��� �����F�3�2� ��� ���
�21���!�7��90��!�� 1�!�� !���7���!� ��� 1!�2������ 3�� ��2� 7� �!97�!�2� �� 2�� ����!���4�� ���
0��!���9�� ��� ���� ����5�� 3�� ��2� 3�7�!����2� 7!�������2� H���AI>� ���� 5�F� 2���������3�2� ��2�
3�7�!����2� 7!�������2� 2�� 1 !�7���!���0�3������  ��� ��� 0��� 3��desalting.� 1�!�� !�3 ��!� ���
�������!���9��3������>�

�

���A>�H�I��21���!��3����2�3�7�!����2�7!�������2��� �3�2����-���.�3��3���2�1�2�4���5�!���2�3�2�1���2�3���0�2�9��
1�!�����E��BCC���BCC��0������E��?AB���?AB��0>�H4I�"�������5�����%#Z�������2�3�7�!����2�3;1��E�7�!0�3�2D�C’D.�
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3;1��E�������������0�!��3������������2�01��[�CD’.�3;1��E�������������2�01�������������0�!��3�[�C’D’.�3;1��E�����
������������0�!��3�2>�

3. Formación� del� complejo� y� preparación� de� la� muestra� TFAM�LSP� para�
spFRET�

��!������38 �2���9��3��3���2��2�����2�!����4����!� ����01��:�����0J2�<�0��N����1�2�4��.�
 � 1�!�� ����� ��� 1!�0�!�� �2� !����F�!� �E1�!�0����2� 3�� ���!���9�� 1�!�� �1��0�F�!� ��� !����� 3��
1!������������>��3�0J2��2�����2�!����: 2��!����2��4���F�!������01��:��1�!����2�0�3�3�2�3��
21���
>�

��!�� ��� 7�!0���9��3��� ��01��:�� 2��  29� ���0�20��0���3������� 8 �� 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3���
��01��:��1�!������!�2����F���9��0�3������3�J��2�2�1�!��!�3������3��K?$�0���������%$$�0��
����>� ��� �������!���9�� 7����� �!�� 3�� %$$� 0�� ����� 1�!�� �������!� �5���!� ��� 7�!0���9�� 3��
4��3�2� 2 1�!��!�2� 3�� ��01��:�.� 1�2�4��0����� �2����3�2� �� 7�!0�2� �����0N!���2>� ��!�� ��2�
��2���� 3�� ���
� 7 �� ����2�!��� 0�3�7���!� 3�2� ��01������2� 3��� ��019�� �!������� 3��
1 !�7�����9��3�� ���1!������D�-���	�1-�K>?� 7 ��0�3�7���3��1�!�
��	�1-�K>?.�3�4�3����8 ��
-���	� 1!�2����� �42�!��9�� ��� ��� �21���!�>� ��� ��!�� ��01������� 0�3�7���3�� 7 �� ���
�������!���9�� 3�� �

� 3�� ?� 0�� �� %� 0�.� ��� 8 �� 2�� <�� 3�2�!���� 8 �� �

� �� ���5�3�2�
�������!������2�1 �3��1!�5���!����3�2�! ���9��7���8 �0����3���7� �!97�!�>�

��!�� ���1!�1�!���9��3�� ���0 �2�!��1�!������E1�!�0�����21���
� 7 ������2�!��� ����F�!� ��
��019���21������ 2�3����0��4��������1�!�����3�� ��9��3����2�3�7�!����2�0 �2�!�2.����8 ��
��2��E1�!�0����2�3��21���
�!�8 ��!������ 2��3���������!������2�3����!3���1��Hl#$@?$�
1�I>��2��� ��019����������D�?$�0��
!�2�1-�K>?.�%$$�0������.�%�0���

.�����0����%#�
H?p�� 1�!� %0�� 7����� 3�� ��019�I� �� ��@B$>� ��� 5���0���� %#� 1�!0���� �5���!� ��� 1�2�4��� 3�M��
7���8 �0���� 3�� ��2� 7� �!97�!�2� 3 !����� ��� �E1�!�0����[� 0����!�2� 8 �� ��@B$� 1�!0����
�2��4���F�!� ��� ��01��:�� 8 �� 2�� ��� ���!�� �� �������!������2� ���� ��7�!��!�2>� ��� ��019�� 2��
1!�1�!�� : 2��� ����2� 3�� ��2�0�3�3�2� �� �2� 7���!�3��  2��3�� 7���!�2� ���� 1�!�� 3�� 3�J0��!��l�
$>%U0>�



� � � �

�

301

�

���%$>����!���9��3����01��:�2�
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���.��� ��� 7�!0���9��3�� ���4��3��2 1�!��!�3�4�3���� ���
1!�2������3���2��3�2������0N!���2>�HI�H�I��0�����3���0�20����������!�5���3�2������2��!�2�������2���29���������
������3������0�2�9��3�!�����3�����E��BCC�H���5�!3�I.�!�21����5�0����>���2���01��:�2��%.��#����'�0 �2�!��� ���
�������!���9���!��������3��
����3��3���2�1�2�4����42�!5�!�8 ��1�!���%��E�2���3;1��E�2�4!����.���������2���#�
�����01��:��1�!����1�!7�������1�!���'��E�2����0;���1��2�4��3�2�3����01��:�>�
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�1�!������
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1!������D����2���0�!��:�>������1�!0������2��4���F�!������01��:����0�:�!�!����2�M���3�����
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4. Adquisición�de�los�datos��
����38 �2���9��3��3���2�2��!����F9����!�5N2�3�� ����01��:��2�2��0��3��3������!�2.��21�:�2���
�01��7���3�!�2�3��2�M��>���1�!��!�3����2��01 �2�2�3������3�2���2�1�2�4����4����!� ��5����:��
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� ������01��3�������3��3�����1 �2���9��
�!�5���������38 �2���9��3��3���2��2�����2�!����������4!���9��3���2�2��0��0�3��������� 2��3��
 ���2�� ��9��3�����E��BCC�#$��.�8 ��1�!0��������4!�!����2�2��0��<�2����4����!�5���!�2�3��
7 ���9�� 3�� � ����!!�����9�� �� count� rate� ��!!����2>� ��!�� �E1�!�0����� 3�� 21���
� � ����
���3����2�3��%p0�E�%p0.�������01��3��3�7 2�9��3�4��2�!���!�3�3�!�3��?#�2�������H�;0�!��3��
1�!��� ��2I�2�0���!���%$>���!��!����F�!�0�3�3�2�3�����01��������3��G$$�2��>�

5. Procesamiento�de�datos�
��2� 3���2� 3��  �� �E1�!�0����� 3�� 21���
� 2�� !������� ��� 7�!0�� 3�� 7��<�!�� 4���!��.� 8 ��
�����������7�!0���9��3����2�0������2�3��7�����2�0�3�3�2������3���E1�!�0����>����7�!0��
���2�� ��5�.���2�3���2��������8 ��2��!�3 ��3�2�1�!��8 ��2����2����1!���2�3�2���2�7�����2�
8 ��1�!�����������5����2�3��1�!��� ���;����.�single�molecule>����1!�0�!�1�2��3��!�3 ���9��
��1!���2�0������3��3���2�2��!����F9��������1!��!�0�����
��<��.�3�2�!!����3��1�!�����! 1��
3��� �!�7>� /}!�� ����R2O�� ��� -��3��4�!�>� ��2��!��!0����� ��2� 3���2� 7 �!��� �����F�3�2� ��
5�2 ���F�3�2����� ��2�1!��!�0�2��"�������H^�5�0��!��2.���.��	�I������"��.�3�2�!���2���
������ ���9�>�

5.1. FRETtchen�
��� 1!��!�0��3�� ��J��2�2� ���
��<��� 1�!0���� ��� !�3 ���9�� 3�� 3���2� �� ��� �3����7�����9�� 3��
single� burst� �� !J7���2�;����2>� ���!� ��� �����.�0�3��������� 2��3���2���1!��!�0���2�1�2�4���
1�2�!� 3�� 7�����2� ��3�5�3 ���2� �������3�2� ���  �� 7��<�!�� 4���!��� H{>��!I� �� 0�2�!�!�
3�2�!�4 �����2�3����;0�!��3���5����2���2 �3 !���9�����7�!0��3��burst�rate.�burst�duration�
�� ���3�2�!�4 ��9��3��1!�E�0����!��������7�!0��3��7��<�!��H{>�E�I>�����E1�!�0�����3��single�
molecule�event�2����!����!�F��1�!��!�2�1�!J0��!�2���3�7���!D�

� Burst�duration.��2����� ��3����0�����3�7�!������3�����01�����!�����1!�0�!����;���0��
7��9��3����5����>���!0���������F�!���04��2��!��3�2������2�1!�1��3�3�2�3��3�7 2�9�>�
"���!��0����� burst� duration� �2� ���2�3�!�4��0����� 0���!� 8 �� ��� ���01�� 3��
3�7 2�9��0�3���3�����0��N� ��>�

� Burst� size.� 2 0�� 3�� ��3�2� ��2� 7�����2� ���  ��� !J7���>� ��� 0���!��� 3�� ��2� �5����2�
1!�2������ ���4�:���;0�!��3��7�����2����8 ��0 �<�2�0��N� ��2��!��2��������focus�
�����2�!������2�1�!�7N!���2��0�����3��0���2�7� �!�2������>����3�2�!�4 ��9��3��burst�
size�2�� �� ���� !5���E1��������>�

� Photon� rate� per� burst� �2� 3���!0���3�� 1�!�burst� size� 3�5�3�3�� 1�!�burst� duration>�
��1��3��3����������3�3�3���0�2�9����3���������3�3�3���7� �!97�!�>�

���  �� �E1�!�0����� 3�� single� molecule,� ��2� 1�!J0��!�2� burst� duration� �� burst� site� 2��
��� ���!��� ��!!��������3�2� H���%%I>� ���  ��� !�1!�2������9�� 4�3�0��2������ � 3�� burst�
duration� !�21����� burst� size.� ��� 0���!��� 3�� 0��N� ��2� �� �5����2� 2�� 2��;��� ��! 1�3�2� ��
1�!�����2� ��� �:��+>� ��2� �5����2�0 ���@1�!��� �����!0��0�����1!�2������burst� size� ��burst�
duration�1�� ���!.���1 �3���2�!����0���3�2�0�3���������0�3�7�����9��3���1�!J0��!��burst�
rate�3���!��3���1!��!�0�����
��<��>�


������������
���0��P�Hproximity�ratioI�2������� ��3�2����!�5N2�3��burstwise�1�!�������F�!�
��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 3�2������� ���!�� 7� �!97�!�2>� ��� �2��� 7�!0�� ��� 1!��!�0�� ���
��<���
���2�! ��� <�2���!�0�2� 8 �� 2���  ��� 7 ���9�� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3��� proximity� ratio� vs� ���
�;0�!�� 3�� �5����2.� �2� 3���!.� ��� �;0�!�� 3�� �5����2� 8 �� 2�� 1!�2������ ��  ��� 3�2�������
3���!0���3�� ���!�� 7� �!97�!�2>� �2��2� <�2���!�0�2� 1 �3��� !�5���!� ��� 1!�2������ 3��
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2 41�4�������2� 3���!�� 3�� ��� 0 �2�!�.� 3��3�� � ��!� �� 3�2�!�4 �����2� <���!��N���2� ����
0;���1��2�1���2���0JE�0�2�3��� !5�2��� 22����2>���1�!��!�3�����3�2�!�4 ��9������7�!0��3��
� !5���� 22������2�1�2�4����4����!�3�5�!2����7�!0���9��H���%%ID����posición�central�3�����
��01����3���� 22�<����!�7�!���������5���!�3������
�����1�!�����2 41�4����9�.��2�3���!������
3�2������� ���!�� 3���3�!� �� ���1��!>� ���área� de� la� campana� �2� ���0�3�3�� 3��� 1�!�����:��
!�1!�2������5�� 3�� �2��� ���7�!0���9�� ��� ��� 0 �2�!�>� �����0����.� ��� anchura� �7!����
��7�!0���9�� 2�4!�� ��� <���!������3�3� 3�� ��� 2 41�4����9�.� �2� 3���!.� 2�� 2�� �!���� 3��  ���
���7�!0���9��3��J0������0J2�4�����2�J����>�

�

���%%>���J��2�2�3��3���2�1�!�1�!���3���1!��!�0�����
��<��>�H�I�����!�0��#��0�2�!��3�����!�����9�����!��burst�
size� �� burst� duration>� ��!�� �21����2� ;����2� �� �5����2� 3�� 1�!��� ��� ;����� �04�2� 1�!J0��!�2� 1!�2������  ���
��!!�����9�>������!�2�8 ����2��5����2�3��0 ���@1�!��� ���2 �����0�2�!�!� ��burst�size�0 �<��0���!>�
�04�N��
2��0 �2�!�����3�2�!�4 ��9��3���2��2�1�!J0��!�2�1�!�2�1�!�3�>�HI���2�!�4 ��9��3��burst�rate.�8 ���2����� ��3��
��0�� ��� !����� ���!�� burst� size� �� burst� duration>� H�I� 
�1���� 3�2�!�4 ��9�� 1�!�� ��� 5���!� proximity� ratio� �� ���
��7�!0���9��8 ����!����!�F���2��2�3�2�!�4 �����2>�HDissertation_Gansen�A._2008I�

���2�� �3��7�2��3�21 N2�3�������4�����9��3�����3�2�!�4 ��9��3��proximity�ratio��2�!����F�!�
3�2���!!�������2������2�3���2D� ���3��������2���!!���!����! �3��3�����3�2�!�4 ��9��3��7�!0��
4�2������ � ��0���F�3�.� �� ��� 2�� �3�� ��!!����9�� �2� ���0�3�� crosscorrelation� �� crosstalk�
correction>�Crosstalk�correction����2�2�����������F�!����0�3�3��3�����0 �2�!��2������
�1�!��
����1!�2������3����2�3�2�7� �!97�!�2.��2�3���!.����� �2�!����2�����0�3�3��3�������0�!��3��
2��� 1!�2������ 3�� 1!������>� 	�!J� ����2�!��� ��0�!� ��� 5���!� 3�� proximity� ratio� 1�!�� �2���
0�3�3�����2��4����!�����0�����4��������F�!��1�!���3���!���2�3�0J2�3���2>�

5.2. Programa�IGOR�y�ORIGIN�
��� 1!��!�0�� �"��� �� ���"��� 1�!0����� !����F�!�  �� ��J��2�2� �!J7���� �� �2��3�2����� 3�� ��2�
<�2���!�0�2>�
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