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ABSTRACT

The primary active transport systems in the plasma membrane of plants and
fungi cells are dependent on the activity of H*-ATPase (EC 3.6.1.35). This

polytopic integral membrane protein belongs to the P-type ATPases, and
generates an electrochemical proton gradient across the membrane which drives
the uptake of nutrients and ions by secondary transport systems. The enzyme is
part of the regulatory systems controlling the intracellular pH and the cytosolic ion
composition. The importance of the H*-ATPase to cellular homeostasis is evident
by examination of the relationship between its activity and the rate of cell growth.
Given the central role of this enzyme in the bioenergetics of the cell, it highly
regulates both, at the protein level, by phosphorylation at the carboxy terminus of
the enzyme, and at the expression level, where the amount of active enzyme is

modulated by transcriptional and post-translational mechanisms.

In the scientific literature exists an extensive work on the H'-ATPases of
several saprophytic fungi, such as yeast, but there is little knowledge about the
function and regulation of H-ATPases from plant pathogenic fungi. Such is the
case with the pathosystem fungi Ustilago maydis, in which the kinetics, expression
and function of the H'-ATPases are practically unknown. U. maydis is a
heterobasidimycetous fungi that causes corn smut, a common disease that
produces an important economic problem in many countries. It is known that the
activity of H*-ATPase plays an important role in nutrient uptake by rust haustoria
and germ tubes in the biotrophic plant-microbe interactions between the rust
fungus Uromyces viciae-fabae. However, there is limited information about the role
and the kinetic mechanism of H*-ATPase from other basidomycota, including U.
maydis. With the goal of gaining more information about the role of the H*-ATPase
in U. maydis, we obtained the kinetics parameters of this enzyme in yeast cells
cultured under different conditions and the effect of diverse ligands on the enzyme

was analyzed. The result indicates that in yeast cells growing on minimum media
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occurs an increase in both the catalytic efficiency (Vmax/Km) and the Vnyax, and
decrease Km. This changes in the kinetic parameters respond with the acidification
of the minimum culture medium, meanwhile the YPD medium is alkalized. This
results make us recompile the role that H*-ATPase like a factor in the generation of

a an electrochemical gradient of protons used in the secondary transport of yeast.

It was found that pH optimum of 6.5 for enzyme activity, which corresponds
with the intracellular pH in the mycelia form. Was found that Mg-ADP and vanadate
are competitive inhibitors against Mg-ATP, Kic are 1.25 mM and 0.94 mM for Mg-
ADP and vanadate, respectively. The effect that vanadate, an analogue with
inorganic phosphate (Pi)-one of the products of hydrolysis of ATP, behaves like an
competitive inhibitor in respect to enzyme substrate leads us to formulate a model

BiBiUniUni Iso ping-pong mixes in a stationary state and rapid equilibrium.

Using bioinformatic tools we found that two potential genetic sequences that
codify H*-ATPase in U. maydis genome. From in silico analysis about these
sequences we found a higher divergence level between them. UMO258,1
sequence has a bigger similarity and identity with H*-ATPases fungi meanwhile
the second sequence targeted with UMO1205,1 key possesses more resemblance
with H*-ATPases plants. Inferences were realized regarding evolution and
divergence of such and fifteen more proteins, that allowed the supposing of genetic

duplication events before diversification of Ascomycotas and Basydiomycotas.
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RESUMEN

Los sistemas de transporte activo primarios de la membrana plasmatica de

células de plantas y hongos dependen de la actividad de la H*-ATPasa (EC
3.6.1.35). Esta proteina integral de membrana, politépica, que se agrupa dentro de
las ATPasas tipo P, genera un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana que permite el transporte secundario de iones y nutrientes forma parte
del sistema de regulacion del pH intracelular y de la composicion citosdlica. La
importancia del mantenimiento de la homestasis es clara cuando se analiza la
relacion existente entre la actividad de la enzima y la tasa de crecimiento celular.
Dado el papel central de esta enzima en la bioenergética celular su
funcionamiento se regula a diferentes niveles, por ejemplo, a través de
mecanismos de fosforilacion del extremo carboxilo terminal y por medio del control
de la expresidon génica, de tal suerte que la actividad de la enzima se modula a

nivel transcripcional y postranscripcional.

En la literatura cientifica existe un extenso trabajo donde se describe el
funcionamiento de las H*-ATPasas de diversos hongos saprofagos, como las
levaduras de S. cerevisiae y K. lactis. En contraste, poco se sabe sobre la funcién
y los mecanismos de regulacion de las H*-ATPasas de hongos patogenos de
plantas. Se desconoce la cinética, expresion y funcionamiento de las H-ATPasas
durante el establecimiento de la interaccion bioldgica planta-hongo del parasito no
obligado Ustilago maydis. U. maydis es un heterobasidiomycota que causa los
tizones o tiznes del maiz, una enfermedad que ocurre en la mayor parte del
mundo y que produce un importante problema econdémico. Se sabe que la
actividad de la H'-ATPasa desempefia un papel importante en la toma de
nutrientes a través de los haustorios y tubos germinales en las interacciones
biotroficas planta-hongo en Uromyces viciae-fabae. Sin embargo se desconoce el
mecanismo cinético de las H*-ATPasas de U. maydis. Con el objetivo de tener

mayor informacion acerca del papel de la H*-ATPasa de levaduras de U. maydis,



12

en este trabajo se obtuvieron los parametros cinéticos de la enzima proveniente de
cultivos en diferentes medios y se analizé el efecto que efectian diversos
ligandos. Los resultados indican que durante el crecimiento celular de las
levaduras en medio minimo incrementa 16.8 veces la eficiencia catalitica de la
enzima (cociente Vmax/Km) y 2,8 veces la Vmax, Mientras la afinidad de la enzima
por el sustrato incrementa (disminuye 3,91 veces la Km), respecto a la enzima
proveniente de cultivos en medios de YPD. Estos cambios en los parametros
cinéticos de la enzima corresponden con la acidificacién de los medios minimos,
mientras los medios de YPD, donde la H*-ATPasa es poco eficiente, se
alcalinizan. Esto conduce a replantear el papel que pueda desempefiar la H*-
ATPasa como un factor importante en la generacion del gradiente electroquimico
de protones utilizado en el transporte secundario de las levaduras. Se encontré
que la H-ATPasa de la membrana plasmatica de U. maydis tiene un pH éptimo de
6.5, que corresponde con el pH intracelular de la forma miceliar del hongo. Se
encontr6 que el Mg-ADP y el vanadato se comportan como inhibidores
competitivos contra el sustrato Mg-ATP, las Ki. para ambos compuestos son 125
mM y 0.94 mM, respectivamente. Que el vanadato, un analogo del fosfato
inorganico (Pi), se comporte como un inhibidor competitivo con respecto al
sustrato de la enzima condujo a proponer un modelo BiBiUniUni Iso ping-pong

mixto en estado estacionario y en equilibrio rapido.

A través del uso de herramientas bioinforméticas se encontraron dos
secuencias génicas potencialmente codificantes para la H*-ATPasa en el genoma
de U. maydis. A partir del analisis in silico de estas secuencias se encontré un alto
grado de divergencia entre ellas, la secuencia génica UMO258,1 tiene mayor
grado de similitud e identidad con las H*-ATPasas flngicas, mientras la segunda,
sefialada con la clave UMO1205,1 tiene mayor parecido con las H*-ATPasas de
las plantas. Se realizaron inferencias sobre la evolucién y divergencia de esta
proteina, y otras 15 secuencia mas, que permiten dilucidar eventos de duplicacion

génica previos a la diversificacion de los ascomycotas y basidiomycotas.
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. INTRODUCCION

1 Los Hongos Ustilaginales

La familia de los hongos Ustilaginales comprende a los fitopatégenos
popularmente conocidos como “carbones”, “tiznes”, “tizones” y “caries” de las
plantas. Este grupo de hongos pertenece a la subdivision de los Basidiomycetes
(ver figura 1), en particular a la clase Heterobasidiomycete (de la clasificacion
morfolégica de Herrera; Herrera y Ulloa, 1986) con mas de 1,200 organismos que
son patogenos importantes de mas de 4 000 especies de angiospermas (Martinez-
Espinoza, et al., 2002). Entre las plantas afectadas por los Ustilaginales se
encuentran varios cultivos de gran importancia para la economia mundial, como el
maiz, el trigo, la cebada, la papa, el sorgo y la cafia de azlcar, entre otros. Por lo
cual, las especies de hongos de esta familia se han considerado tradicionalmente

como agentes indeseados en los campos de cultivo (ver tabla 1).

Eeino (Phylum): Fungi o Myceteae
Divisiones: Subdivisién:

Protosteliomycetes

Acrasiomycetes
MMizemycota Mizomycetes

Plasmodiophoromycetes

Subdivizidn: Clase: Orden: Familia: Genero:
sPhycomycotina
Deuteromycotina
Basidiomycotina Heterobasidiomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Ustilago
Holobasidtomycetes

Eumycota -<

Ascomyoetes
Ascomyctotina | Euascomyoetes

Lakoulbeniomycetes

Loculoascomycetes

Deuterclichenes
Lichenes Agcolichenes
Basidiclichenes

Figura 1. Clasificacion para el reino fungi propuesta por Teéfilo Herrera y Miguel Ulloa en 1990. La clasificacién general para
el reino Myceteae, comprende las cuatro divisiones generales que se marcan en la figura, ademas de once subdivisiones.
Para mayor claridad en la ilustracién, so6lo se ha resaltado la localizacion del género de los Ustilaginales y no se ha
sefialado la ubicacién taxonémica de otros hongos de interés bioquimico como Sacaromyces cerevisiae y Kluyveromyces

lactis.
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En la figura dos se muestra la clasificacion taxondmica de los hongos
construida con base en secuencias de RNAr que se encuentra en la base de datos
del Centro Nacional de Biotecnologia de los Estados Unidos de Norteamérica
(NCBI, por sus siglas en inglés). A partir de esta clasificacion queremos resaltar la
equivalencia jerarquica entre las subdivisiones de Basidiomycota con los
Ascomycota, Zigomycota y Microsporidios con la clasificacion morfologica de
Herrera y Ulloa de la figura 1. Sin embargo, varios clados fangicos de las
clasificaciones anatémicas y celulares (incluidos en la division mixomycota y

lichen) quedan fuera de los hongos y son contenidos dentro de otros reinos.

C Arthropoda
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v

™
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Figura 2. Clasificacién para el phylum o reingo fungi aceptada por el Centro Nacional de Investigacion Biotecnoldgica de los

E. U. Este arbol filogenético fue tomado de la direccion: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_tree.cgi

Consideramos conveniente colocar esta clasificacion en este momento, pues nos

referiremos frecuentemente a este arbol cladista en el desarrollo de este trabajo.
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Tabla 1. Ejemplos de Ustilaginales fitopatdgenos comunes en los campos de cultivo. Fuentes: Agrios, G. N. Fitopatologia.
Tercera edicién. Limusa. México. Cfr. 493-515. Alexopoulus, C.J., Mims, C, W. (1985) Introduccién a la Micologia. Primera
edicion. Ediciones Omega. Espafia. Cfr 301, y Herrerra, T. y Ulloa, M.(1998) El reino de los hongos. Micologia basica y
aplicada. Fondo de cultura econdmica. UNAM. México. Capitulos 1, 2, 4, 8, 9y 12. cfr 301.

Organismo fitopatdgeno: Cultivar afectado:

Ustilago avenae
Ustilago esculenta
Ustilago kolleri
Ustilago hordei
Ustilago maydis
Ustilago nuda
Ustilago nigra
Ustilago scitaminae
Ustilago sorghi
Ustilago striiformis
Ustilago reiliana

Ustilago tritici

Avena

Arroz

Avena

Cebada y avena
Maiz y teozintle
Cebada
Cebada

Cafa de azucar
Sorgo
Gramineas, céspedes y pastos
Sorgo y maiz

Trigo

El hongo hemisaprobio Ustilago maydis (también conocido como Ustilago

zeae) es un patogeno frecuente en los cultivos de maiz (Zea mays ) y de teozintle

(Zea mays sp parviglumis y sp. mexicana). La intrusion de Ustilago maydis en la

industria agricola provoca pérdidas que se calculan en mas de 200 millones de

dolares cada afio (White, 1999).
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Sin embargo, los Ustilaginales empiezan a ser apreciados como modelos
de estudio para dilucidar los mecanismos que gobiernan la patogenicidad y los
cambios dimorficos de los hongos, asi como para estudiar ciertos aspectos de su
metabolismo intermedio y su bioenergética, que todavia son desconocidos (Bdlker,
2001; Voegele and Mendgen, 2003). En el campo de la ciencia basica, Ustilago
maydis se ha utilizado como un modelo biolégico en la genética clasica, asi como
para determinar las bases moleculares y bioquimicas del apareamiento celular, la
recombinacién de los cromosomas homdélogos y la transduccion de las sefiales
celulares (Banuett, 1992; Holliday, 1974; Christensen, 1963).

2 La biologia de Ustilago maydis

Ustilago maydis es un hongo euricora (cosmopolita) que se desarrolla
tipicamente como un paréasito facultativo y hemisaprobio, que es altamente
selectivo en su relacién hospedero-parasito con las plantas de maiz y teozintle,
por lo que se le cataloga dentro de los hongos estenoxenos, que es el término que
se utiliza en el campo de la micologia ecol6gica para referirse a las especies “mas
0 menos estrictas” respecto a los hospederos que atacan (Herrera y Ulloa, 1990).
Ustilago maydis también se describe como un organismo eucarpico Yy
macrocarpico semigloboso, pues sélo desarrolla una forma de esporas,
masculinas o femeninas, en basidiocarpos macroscépicos globiformes que se
forman en micelios separados. Al mismo tiempo, Ustilago maydis se clasifica como
un hongo hemicarpico, pues el himenio, que es la capa fértil localizada en el
centro de la “fructificacion” o “carpo” donde se forman las esporas sexuales, solo
se expone durante la madurez sexual del hongo. Al igual que los demas
Ustilaginales, Ustilago maydis es un hongo heterotalico y autoestéril (unisexual y
didico), que tiene un ciclo de vida haplo-diplobionte bien caracterizado
(Alexopoulus, 1985).

3 El ciclo de vida de Ustilago maydis

El ciclo de vida de Ustilago maydis implica numerosos pasos y estadios que

estan intimamente ligados a su interaccion con la planta de maiz (Figura 3).



15

Tipicamente, U. maydis presenta al menos las siguientes cuatro formas celulares

durante su ciclo de vida:

a) Una forma unicelular, haploide, uninucleada (llamada esporidio o

basidiospora), que desarrolla un estilo de vida saprobio,
b) Una forma filamentosa, dicarionte, parasitica y patogénica,
¢) Una forma diploide altamente infecciosa,

d) Una forma diploide uninuclear llamada teliospora que corresponde a una
estructura homocarionte capaz de germinar y experimentar meiosis para
generar las basidiosporas haploides uninucleadas, cerrando el ciclo haplo

diplo bionte de Ustilago maydis descrito en la figura 3..

3.1 Teliosporas

Varios autores (Alexopoulus y Mims, 1985 y Bdlker, 1992) refieren a la
teliospora o teleutospora como “la basidiospora de resistencia” que se forma en
los tumores o “agallas” inducidos por los micelios diploides en la parte aérea de las
plantas de maiz y de teozintle. Christensen (1963) reporté que el niumero de
teliosporas que existe por centimetro cubico de tejido vegetal es de 2.5-6 billones
de esporas, y la viabilidad de las esporas es variable y puede ir de semanas a

meses o incluso afos.

Durante el proceso de germinacion de las teliosporas, éstas muestran una
division polar, en la cual, una vez fragmentada la pared celular de la espora, un
segmento de la membrana plasmatica empieza a invaginarse. Enseguida, el
nucleo de la célula madre, que normalmente se localiza en el centro de la célula,
se dirige hacia esta invaginacion, se divide por mitosis y uno de los dos nucleos
resultantes regresa al centro de la célula primaria (Snetselaar, 1993; Jacobs, et al,
1994). Es importante hacer notar que la migracion de los ndcleos durante la
divisibn mitdtica es diferente en otras levaduras. Por ejemplo, en Saccharomyces
cerevisiae los nucleos migran de manera conjunta hacia el cuello o regién
estrecha que se origina durante la gemacién, y una vez ubicados los ndcleos en

este punto, sobreviene la division celular (Martinez-Espinoza, et al, 2002).



3.2 Basidiosporas (esporididos)

Como resultado de la division celular, las esporas de U. maydis germinan vy,
mediante la repeticion secuencial de estas divisiones mitéticas, se forman los
cuerpos promiceliares a partir de los cuales las células haploides generan las
basidiosporas haploides por medio de divisiones mitéticas que ocurren en las
células apicales. Las basidiosporas haploides pueden desarrollar filamentos
saprobios o generar directamente las hifas de apareamiento o “tubos de
conjugacion”. La fusion de las hifas ocurre solo entre células que tienen diferentes

locus a.
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Figura 3. Esquema del ciclo de vida de Ustilago maydis. Modificado a partir de Herrera'y Ulloa, 1990 y de Banuett F. 1992.
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Figura 4. Fotografia de campo claro del apareamiento entre cepas complementarias de Ustilago maydis. Cuando cepas de
U. maydis complementarias se colocan juntas en un medio de cultivo, las células tienden a formar puentes filamentosos que
siguen la ruta del gradiente de feromonas secretado por uno y otro lado. La imagen fue tomada a partir de la pagina web de
la Dra. Karen Snetselaars Ph. D. de la Universidad “Saint Joseph’s” de Georgia U. S. A.

(www.sju.edu/biology/Faculty _and_Staff/Karen_Snetselaar)

3.3 Células filamentosas dicariontes

Durante el apareamiento, las células secretan feromonas lipopeptidicas y
responden a la presencia de las células que exhiben el locus opuesto (Bolker, et
al, 1992). Las células haploides complementarias se estrechan originando los
tubos de conjugacion, los cuales presentan un crecimiento direccional hacia las
hifas complementarias (ver figura 4). Las hifas de apareamiento se unen por sus
extremos y en seguida ocurre la fusion total de los filamentos (somatogamia).
Como resultado de este proceso se forma un micelio dicarionte (Spellig, 1994), y si
las hifas fusionadas poseen alelos diferentes en el locus b multialélico de sus
genomas, el organismo dicarionte sera estable. En caso de no existir
compatibilidad entre las células fusionadas, el micelio dicarionte comenzara su
transformacion en células haploides que nuevamente desarrollardn micelios y

tubos de conjugacion durante su fase de vida saprobia. (Banuett, F., 1991).
3.4 Células filamentosas diploides

Los micelios secundarios dicariontes compatibles crecen mitéticamente,

generando filamentos capaces de infectar a las plantas de maiz y de teozintle,
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principalmente a través de las estructuras abiertas como los 6rganos florales y los

estomas de las espigas de las plantas (Snetselaar and Mims, 1992, White, 1999).

Figura 5. Fotografias del proceso infeccioso de Ustilago maydis sobre las mazorcas de maiz. En el panel a se muestra una

fotografia de una planta con signos de clorosis claras (ausencia de pigmento) producto de la infeccién temprana de su
organo floral. En el panel b se muestra una fotografia de los soros producidos por U. maydis durante una fase previa a la
liberacién de las teliosporas. En el panel c se muestra una fotografia de una mazorca de maiz que experimentd la infeccién
de U. maydis. Imagenes tomadas de las paginas web www.broad.mit.edu/media, www.gmcaesaraugusta.com y

www.javiergimenez.com/setas.php,respectivamente.

3.5 Formacion de teliosporas

Una vez dentro de la planta, U. maydis crece de forma irregular, tanto intra
como intercelularmente, causando pocos dafios a las células hospederas. De
manera interesante, se ha visto que las hifas de U. maydis penetran la pared
celular de las células de maiz, pero la membrana plasmética permanece intacta
(Bannuet and Hekowitz, 1996). El crecimiento de las hifas infectivas de U. maydis
ocurre preferencialmente en los tejidos meristematicos, donde inducen cambios
morfolégicos como la aparicion de las agallas o “tumores carnosos” en la

superficie de la planta.

El sintoma infeccioso méas evidente de la patogénesis inducida por U.
maydis es la formacion de tumores fructificantes o agallas en la parte aérea de la
planta, donde se producen las teliosporas (ver figuras 4 y 5). Otros sintomas son
la disminucion de la clorofila en las espigas y en los tallos (clorosis) y una
reduccién en las tasas de crecimiento. Asimismo, se puede producir infertilidad en
las flores del maiz y la acumulacion de pigmentos de antocianina en circulos o

manchas irregulares que muestran tonos rojizos a purpura (Banuett,1995).
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Figura 6. Fotografia de los soros de Ustilago maydis formados sobre la mazorca de maiz. El crecimiento tan prolifico de las
agallas o cuerpos de fructificacién tumorales, son resultado de la infeccién avanzada de la planta. Dentro de los tumores,
ocurre la proliferacion del tejido fungico en forma miceliar, y la formacion de las teliosporas. Imagen tomada de la pagina
web www.micologia.net.

En las fructificaciones aéreas (llamadas carpos o soros) de U. maydis
ocurre la formacién de las esporas de dispersion y resistencia llamadas
teliosporas. Las teliosporas dicariontes, inicialmente amorfas, van adquiriendo
formas ovoides y esféricas, al mismo tiempo que se incrementa el grosor de su
pared celular y adquieren los pigmentos oscuros caracteristicos de las teliosporas
maduras. Estas teliosporas maduras se agregan en los soros, originando masas
negras que semejan al carbén o al tizne. Finalmente, las teliosporas maduras se
liberan al medio circundante después de que ocurre la cariogamia (fusion de los
nacleos) y la subsecuente division meidtica de las esporas, con lo que se completa
el ciclo de vida de U. maydis. Es bien conocido que U. maydis atraviesa el invierno
en forma de teleutosporas, las cuales se conservan viables durante afios en el

suelo o sobre restos del maiz.

Aungque generalmente se acepta que U. maydis requiere de las plantas de

maiz o teozintle para completar su ciclo sexual, Ruiz-Herrera y colaboradores, en
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1999 describieron el desarrollo de células pigmentadas semejantes a las

teliosporas, en callos crecidos in vitro (Ruiz-Herrera, et al, 1999).
4 Las relaciones ecologicas planta-hongo

La complejidad estructural y funcional de las interacciones biotroficas entre
las plantas y los hongos, asi como las interacciones ecoldgicas de parasitismo y
simbiosis que sucede en los campos de cultivo, ha fascinado a los bidlogos desde
finales del siglo XIX. En 1886, el botanico aleman Anton deBary observd que los
hongos parasitos de las plantas alteran la morfologia de sus hifas en respuesta a
las caracteristicas estructurales y fisiologicas de la superficie del hospedero. Justo
después de la invasion del tejido vegetal, los hongos forman estructuras infectivas
gue desempefan papeles cruciales durante los estadios de la patogénesis, que
incluyen la unién, el reconocimiento del hospedero, la penetracion, la proliferacién

y la nutricién del parasito (Medgen and Hahn, 2003).

Figura 7. El proceso de infeccién biotréfica por Uromyces fabae. Las letras mayusculas sefialan las estructuras: S: espora; P: pie
de adhesién; TG: tubo de germinacion; A: apresorio; HP: hifa de penetracion; HI: Hifa de infeccion; HM: células haustorias
proliferativas; H: haustorio; MEH: membrana extra haustorial; CH: cuello del haustorio; CC células cuticulares; CP: células

parenquimatosas. (Mendgen and Hahn, 2003).
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La invasion del tejido de la planta por el micelio y el establecimiento de
relaciones estables entre ambos organismos resulta de un desarrollo coordinado
de los programas celulares tanto en el huesped como en el hospedero. Se
propone, por ejemplo, que la simbiosis micorrizica proporciona a la mayoria de las
plantas una gran cantidad de nutrientes minerales que de otra forma no le serian
asequibles. En contraparte, los hongos obtienen grandes cantidades de nutrientes
a partir del tejido vegetal que infectan. Un caso muy distinto son las relaciones
ecolégicas que se forman entre los mohos y las plantas, que causan
enfermedades devastadoras en la mayor parte de las plantas de cultivo (ver figura
8).
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Figura 8. Comparacién entre una relaciéon simbidtica (ectomicorriza) y una relacién de parasitismo entre un hongo y una
planta. En el panel superior existe un flujo bidireccional de metabolitos entre la planta y el hongo, el hongo aporta
principalmente fosfato inorganico y amoniaco, mientras la planta aporta nutrientes como azulcares, aminoacidos y otros
metabolitos, que favorecen la relacion simbiética. En el panel inferior se muestra una relacién parasitica clasica en la cual el
parasito, una vez dentro del hospedero degrada la pared celular de la planta pero dejan intacta su membrana plasmatica.
Entonces comienza el flujo unidireccional de nutrientes, como aminoéacidos y azlcares sencillos, hacia el hongo sin que la

planta reciba algin beneficio. Esquema modificado de Vogele and Mendgen, 2003.
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Algo que resulta sorprendente en las relaciones entre los hongos y las
plantas es que a pesar de los efectos contrastantes que se observan entre las
micorrizas y las relaciones necrotréficas mediadas por los haustorios, ambos

fendmenos comparten estructuras de infeccion similares.
4a Los hongos Necrotroficos

Los hongos tienen diferentes estrategias para acceder a los nutrientes que
necesitan. Algunos son necrotréficos y rapidamente matan a las pequefias plantas
del suelo para alimentarse después de sus restos como organismos saprobios. En
este tipo de relacién ecologica las hifas del parasito secretan enzimas y otras
sustancias que, al difundirse en los tejidos circundantes, afectan la integridad
fisiologica y fisica de las células constituyentes. Primero se afecta la permeabilidad
de las células del hospedero, por lo que éstas pierden agua y azucares, se pierde
el control de las funciones metabdlicas normales que se asocia con un aumento
en la respiracion y, posteriormente, comienzan a actuar las enzimas extracelulares
del hongo, que degradan los componentes de la pared celular. Las celulasas
desintegran los materiales celuldsicos, mientras que las enzimas pectinoliticas
(pectinesterasas y polialacturonasas) destruyen la lamina media que se encuentra
en la pared celular ocasionando la maceracion de los tejidos. Para este momento,
las células del hospedero han muerto, resultando las lesiones tipicas de las

pudriciones “suaves”.

4b Los hongos Biotréficos

Otros hongos mantienen relaciones biotréficas con sus huesped en
diferentes vias: por ejemplo, a través de contactos intracelulares, subcuticulares,
intra e intercelulares, extracelulares con haustorios dentro de células epidérmicas,

intracelulares con haustorios dentro de las células parenquimatosas.

En la mayoria de las enfermedades causadas por los hongos biotréficos
existe cierto grado de equilibrio entre el hospedante y el parasito que les permite a
las células del primero permanecer vivas durante periodos de tiempo

relativamente largos. A diferencias de los hongos necrotréficos, los biotroficos
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entran en sus hospedantes a través de superficies intactas o por medio de
aperturas naturales, como los estomas de las hojas o las lentécelas de los tallos.
Estos hongos desarrollan apresorios e hifas infectivas para penetrar en el
hospedante, utilizando una combinacion de enzimas y fuerzas mecanicas, y se
diseminan de una célula a otra por medio de hifas colonizadoras, de las que se
originan los haustorios que atraviesan la pared celular e invaginan la membrana
plasmatica para absorber los alimentos. Las micorrizas son una relacion biotréfica

de mutualismo.

Figura 9. Micrografia electronica que muestra un filamento de Ustilago maydis que comienza a penetrar la epidermis de una
hoja de maiz. La flecha sefiala el punto donde se localiza el apresorio (el érgano o estructura especializada para la
infeccion vegetal). La imagen fue tomada a partir de la pagina web de la Dra. Karen Snetselaars Ph. D. de la Universidad

“Saint Joseph’s” de Georgia U. S. A. (www.sju.edu/biology/Faculty _and_Staff/Karen_Snetselaar)

4c Los mecanismos de defensa vegetal

Las plantas son capaces de responder a la infeccion de los patdégenos a
través de la induccién de varios sistemas de defensa que incluyen, entre otras
cosas, a la muerte celular programada. En contraste, ofrecen poca resistencia
cuando se infectan por hongos simbidticos y lejos de impedir la invasion del tejido
favorecen la colonizacion del tejido vegetal por las hifas.

Por lo menos se han propuesto tres mecanismos para explicar la respuesta

de las plantas durante la infeccion.
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1) El encubrimiento o degradacion de los Organos elicitores que son
importantes para la degradacion de la pared celular de las células vegetales
y que se localizan predominantemente en los tubos de germinacién y los
apresorios, pero no en las hifas que invaden al tejido del hospedero durante

la simbiosis.

2) Una deficiencia en los nutrientes de las células infectadas. En ausencia de
fuentes de carbono suficientes para la asimilacion, falla la expresion de
genes propiciando la infeccion fungica.

3) La supresion de sistemas de defensa. Aunque todavia no se conocen
supresores fisiolégicos de las interacciones biotroficas, oligobmeros de
oligogalacturonamida, asi como algunos glucopéptidos y B-glucanos se han

relacionados con la disminucién de los sistemas de defensa.

El flujo de los nutrientes en las interfaces hongo-planta de las relaciones
biotroficas son bidireccionales, pero en los hongos parasitos el flujo de los
nutrientes es mas bien unidireccional. En el esquema general para el transporte de

nutrientes en la interfase hongo-planta se propone que:

a) Hay una relacion entre la actividad de la H*-ATPasa y la capacidad para la
toma de metabolitos para los hongos y

b) Los transportadores de iones y metabolitos se encuentran en la interfase

hongo-planta.

Es decir, se propone que el funcionamiento de la H-ATPasa de la membrana
plasmatica de los hongos puede ser fundamental para el establecimiento de la

relacion ecologica bio o necrotrofica.
5 Las ATPasas tipo P

Las ATPasas pertenecen al grupo de los transportadores primarios, los
cuales tienen la capacidad de transducir en una diferencia de potencial
electroquimico la energia proveniente de distintas fuentes, como la luminica, la

oxidacion de nutrientes, la hidrdlisis de ATP o de alguna otra molécula organica de
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alta energia. Las ATPasas se distinguen por su composicion de subunidades, la
presencia o ausencia de un intermediario fosforilado, por la sensibilidad a
inhibidores especificos, por la estequiometria i6n/ATP y por la funcion fisiolégica
de sintetizar o hidrolizar ATP. Este tipo de transportadores se pueden clasificar en
tres categorias principales: P, V y F, dependiendo de su estructura, funcion y
mecanismo de reaccion (Pedersen y Carafoli, 1987). En particular, las ATPasas
tipo P pueden transportar iones como H*, Na*, K* y Ca?* y se caracterizan porque
durante su ciclo catalitico forman un intermediario covalente fosforilado, un
aspartil-fosfato altamente inestable.

Las ATPasas Tipo P conforman una familia importante de proteinas
membranales, presentes en los tres dominios de la vida, Eucariontes, Eubacterias
y Archeobacterias (Koonin, 1997), y suele subdividirse este tipo de ATPasas en
dos grupos principales, dependiendo de la especificidad a los cationes y el perfil
de hidropatia (Lutsenko, 1995). El grupo P; transporta metales pesados, como el
Cu, el Cd y el Hg. El grupo P, acarrea una amplia gama de cationes mono y
divalentes, como el H*, el Na*, el K*, el Mg?* y el Ca?*. Y en un tercer grupo P; se
agrupan a los transportadores que comparten regiones homoélogas con los otros
dos grupos, pero que no funcionan como entidades individuales, sino que son
parte de complejos multiproteicos, como las bombas de potasio de las bacterias
(Altendorf,1992).

6 La H'-ATPasa de la membrana plasmatica de los hongos

Las ATPasas de protones que se encuentran en la membrana plasmatica
de los protistas, las algas, los hongos y las plantas vasculares, son proteinas
politopicas que pertenecen a las ATPasas tipo P. Su actividad se ha
correlacionado con las tasas de crecimiento celular y desempefian un papel

central en la fisiologia de estos organismos (Mason, 1998; Portillo, 1989 y 2000).

Este translocador de protones altamente electrogénico es el principal
componente de la membrana plasmatica de las células con tasas altas de
transporte activo, como las levaduras y las de los tejidos radiculares de las plantas

vasculares. En S. cerevisiae la H'-ATPasa es una de las proteinas celulares mas
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abundantes, ya que representa cerca del 15% de las proteinas presentes en la
membrana plasmatica y el 0.3% del total de las proteinas de la levadura. Se
encuentran alrededor de 10° enzimas por cada célula (cerca de 10* ATPasas por
micrometro cuadrado de membrana plasmatica), con un numero de recambio
entre 20 y 100 protones por segundo, por lo que el flujo que genera oscila entre
10°> a 10° protones por segundo en cada micrémetro cuadrado de membrana
plasmatica. Este flujo de H" es comparable al proceso anélogo que ocurre en los
cloroplastos y las mitocondrias de eucariontes o en las membranas de bacterias
fotosintéticas (Serrano, 1988). El funcionamiento normal de la enzima consume
cerca del 20% o mas del total del ATP celular. El gradiente electroquimico que
genera la H'-ATPasa es utilizado por acarreadores secundarios para transportar
nutrientes como los aminoacidos y azlcares, por mecanismos de cotransporte con
el protdn, y para mover cationes como el sodio y el calcio por antitransporte con el
protén (Goffeau, 1981). Asimismo, este gradiente de potencial electroquimico se
utiliza en la regulacion del pH citosélico, el balance osmoético, la tolerancia a los
metales pesados como el cobre (Weissman, 1999) y la respuesta al estrés térmico
y salino. EI mecanismo de accion y el papel fisiolégico de la H*-ATPasa se ha
estudiado por medio de dos enfoques experimentales: 1) la modificacion quimica
especifica de los amino&cidos, con el cual se ha sugerido la participacion de
algunos residuos en el ciclo catalitico y 2) el analisis por mutaciones dirigidas del
gen, con el que se ha propuesto el papel de algunos aminoacidos en el bombeo
de protones y en la hidrolisis del ATP (Portillo, et al 1989).

Ambas técnicas tienen sus limitaciones. En el caso de la modificacién
quimica, no existen agentes quimicos especificos para un sélo aminoéacido, y los
grupos funcionales que reaccionan con el inhibidor pueden estar enmascarados
por el entorno, por lo que es arriesgado realizar aseveraciones precisas, Yy
ademas, en ocasiones resulta imposible determinar el numero de grupos
funcionales modificados que participan en la pérdida de la actividad enzimatica
(William and Koshland Jr., 1961).
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Figura 10. Los sistemas de transporte en la membrana de K. lactis. La actividad de cada transportador depende en gran
medida del potencial electroquimico de protones generado por la ATPasa de protones, que es un transportador primario.
Modificado de Nelson y Cox (2000).

En la misma forma, los analisis por mutagénesis dirigida arrojan resultados
un tanto paradojicos con respecto al alto numero de mutaciones artificiales que
pueden ser toleradas con pocos o0 ningun efecto aparente en las propiedades
funcionales de la enzima, lo cual contrasta con las altas tasas de conservacion de

varias secuencias de aminoacidos de este grupo de proteinas (Mgller, 1996).
7 La estructura primaria de las H*-ATPasas

Las H*-ATPasas que hidrolizan ATP fisiolégicamente mas estudiadas son
las de S. cerevisiae y N. crassa. Ambas enzimas pertenecen a la clase de las P-
ATPasas de metales ligeros (P-), estan incorporadas a la bicapa lipidica a través

de 10 segmentos transmembranales, presentan una sola unidad proteica de ~100
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kDa y carecen de proteolipidos de bajo peso molecular (Hager,1986; Serrano,
1988; Nakamoto, 1989).
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Figura 11. La secuencia de los aminoacidos de la ATPasas de la membrana plasmatica de N. crassa, codificada por el gen
PMAL. En rojo se muestra el aspartico (d) 378 correspondiente al sitio de fosforilacion. En amarillo la lisina (k) 615 y los
residuos de aspartico (d) 534, 560, 634 y 638 involucrados con el mecanismo de hidrélisis del ATP. En verde el sitio de
unién del proton, aspartico 730. En Violeta se colorean los aminoacidos isoleucina (i) 331 y 332, valina (v) 334, tirosina (y)
694 y serina (s) 699, implicados en la translocacién del proton. En azul se denota la serina (s) 913 y la treonina (t) 914
correspondientes a los sitios de inhibicion de la enzima por mecanismos de fosforilacién. Secuencia reportada por Hager en

1986. La clave de acceso a la secuencia de la proteina en la base de datos SWISS PROT es P07038.

En la figura 11 se muestra la secuencia de aminoacidos de la H*-ATPasa
de N. crassa. La estructura primaria se dedujo a partir de la secuencia de
nucleodtidos del gen PMA 1, presente en los genomas de S. cerevisiae, Candida
albicans, Zygosaccharomyces rouxii y N. crassa. Las enzimas de S. cerevisiae y
de N. crassa tienen 918 y 920 aminoacidos, respectivamente, con masas
moleculares de 99.7 y 99.9 kDa. Estos valores corresponden con el peso
molecular estimado mediante la electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (Serrano, 1988; Hager, 1986).

Esta proteina también se encuentra en Schizosaccharomyces pombe,
Candida albicans, Kluyveromyces marxianus y otros hongos. Al alinear las
secuencias de aminoéacidos de las ATPasas de H" de los hongos se observa que
estdn muy conservadas. Entre las secuencias de S. cerevisiae y N. crassa el
porcentaje de identidad es de 74%, con solo 238 residuos diferentes, de los cuales

105 son cambios conservativos.
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La porcion central de la proteina tiene una identidad de 83%, mientras que
la mayor parte de las diferencias se localiza en los extremos amino y carboxilo,
con 74 y 42 divergencias respectivamente (Serrano, 1988). Pese a ello, cabe
mencionar que ambas regiones estan involucradas en la regulacion de la enzima.
Los primeros 50 aminoacidos de las ATPasas fungicas, que contienen la
secuencia ampliamente conservada DEDEIDALIE (residuos 40 a 50), son
indispensables para la actividad de la enzima y su insercion dentro de la
membrana plasmatica. Paralelamente, los ultimos 11 6 18 aminoé&cidos regulan la
actividad de la enzima por mecanismos de fosforilacion mediados por proteinas
cinasas (Portillo, 1989 y 1991).

8 La topologia de las H*-ATPasas

La figura 12 muestra el modelo topologico de la ATPasa de protones con 10
segmentos transmembranales. Este modelo se basa en el analisis de hidropatia y
en la prediccion de la estructura secundaria del polipéptido de 100 kDa de N.
crassa. Se puede ver que la mayor parte de la enzima se localiza en la cara
citoplasmica de la membrana, y sélo una pequefia porcion de la enzima (mas o
menos 50 aminoacidos) esta expuesta al medio externo. La localizacion
citoplasmica de los extremos amino y carboxilo, asi como la de las dos primeras
asas hidrofilicas mayores, se comprob6 mediante técnicas de union de
anticuerpos y experimentos de tripsinolisis (Nakamoto, 1989; Mandala, 1989;
Hennessey, 1990; Scarborough, 1990). La descripcion detallada de la estructura y
el funcionamiento de la bomba de protones se basa en los datos experimentales

de modificacién quimica y mutagénesis dirigida (Rao, et al, 1992).

La regiéon amino terminal es la que menos conserva la estructura primaria y
también la que mas varia en el nimero de residuos de aminoacidos que la
integran, con 34 en los transportadores de potasio de las bacterias y hasta 115 en

las ATPasas de protones de los hongos (Serrano, 1988).

Los segmentos transmembranales M1 y M2 que siguen al extremo amino

varian en longitud, de 20 a 27 y 20 a 21 residuos de aminoacidos
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respectivamente, y estan separados entre si por 5 o 13 aminoacidos. Las
siguientes dos secciones que cruzan la membrana (M3 y M4) estan separadas por
7 a 12 aminoacidos y conforman la regibn més conservada de los elementos
transmembranales. EI segmento M3, que varia de 25 a 28 aminoacidos, contiene
la secuencia TILLI que se conserva en las ATPasas fungicas y de bacterias como
E. coli (ver en la figura 10 los residuos 295 a 299 de la H*-ATPasa de N. crassa).
El segmento M4, que es la hélice transmembranal mas conservada, esta formado
de 26 a 30 aminoacidos y contiene dos prolinas altamente conservadas en la
escala biolégica. En particular para los hongos, ambas prolinas se incluyen en la
secuencia PVGLP (residuos 335 a 339 de la figura 10) (Kuhlbrandt, et al, 2002).

Exterior M1 M2 M3 M4 M5 M6M7 M8 M9 M0
Celular

Membrana
Plasmatica

800
900
Cc
. Helice @
Citoplasma
: Lamina [}

Figura 12. El modelo topoldgico de la ATPasa de protones de N. crassa. Los residuos de los amino&cidos conservados en
las ATPasas se muestran en diferentes colores. En rojo los 18 aminoacidos conservados en 158 de 159 P-ATPasas
conocidas. En amarillo se denotan los 19 residuos presentes en 97 P,-ATPasas. Finalmente, en azul se ilustran los 77
aminoéacidos comunes a las 32 H'-ATPasas caracterizadas. Los cruces transmembranales se han sefialado como M1 a

M10. Esquema modificado de Morsome, Slayman and Goffeau (2000).

El asa citoplasmica principal consiste de 350-450 aminoacidos que alternan
en hélices a y hojas B, y contiene el sitio de fosforilacion de la enzima, asi como
las regiones involucradas en la unién del ATP. El segmento M5 puede estar
formado por 20 a 26 aminoéacidos. El M6 tiene 20 6 33 residuos, mientras que M7
y M8 cambian su longitud de 23 a 27 y de 19 a 30 aminoé&cidos, respectivamente
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(Nakamoto, 1989). El extremo carboxilo se ha relacionado con la regulacion de la

enzima y contiene dos secciones hidrofobicas (M9 y M10) que varian en longitud.

9 Los dominios funcionales de las H'-ATPasas

Mediante técnicas de microscopia electrénica se obtuvo la imagen
tridimensional de la H*-ATPasa de N. crassa con una resolucion de 0.8 nm en la
conformacion abierta (ver figuras 12b, 12c y 13). Este modelo se ha utilizado para
las P-ATPasas que comparten 10 segmentos trasmembranales y que exhiben
actividad como monomeros (Auer, 1998; Scarborough, 2000; Kuhlbrandt, 2002).

Figura 13. Los dominios funcionales y las hélices transmembranales de la H-ATPasa de N. crassa. A) Se dibujan las 10
hélices transmembranales vistas desde el lado citoplasmico; cada cilindro representa un cruce a través de la membrana y
se ha numerado de M1 a M10. La barra corresponde a 1 nm. B) Vista lateral de la enzima en estado abierto (E,), donde se
observan los 4 dominios citoplasmicos N (de unién del nucleétido), R (regulatoria), P (de fosforilacién) y A (asociada al
anclaje de la proteina a la membrana), ademas del dominio membranal (M). Las flechas indican los limites de la proteina en
la membrana plasmatica. C) Vista superior de la enzima, donde se ilustra el posible arreglo espacial de los dominios

citoplasmicos y sus contactos. Imagen modificada de Sarborough (2000).

Con base en la estructura cristalografica de la ATPasa de calcio del reticulo
sarcoplasmico de conejo se definieron los siguientes cinco dominios funcionales

en la ATPasa de protones, que presentan independencia estructural.
Estos dominios son:

1) El dominio M (membranal), formado por los diez segmentos

transmembranales,
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2) El dominio R (de regulacion), que corresponde al extremo carboxilo de la

proteina,

3) El dominio P (de fosforilacién), que corresponde a una parte de la region

citoplasmica localizada entre los segmentos transmembranales 4y 5,
4) El dominio N (nucleotidico), donde ocurre el pegado del nucleétido y

5) El dominio A (de anclaje), que se asocia con una funcion reguladora y de
anclaje a la membrana plasmatica (Morsomme, 2000; Kilbrandt, 2002).

A continuacién se comentan brevemente algunos aspectos interesantes de
cada uno de los dominios. En la figura 13A se muestra un esquema del dominio M,
gue representa una cuarta parte de la masa de la proteina y que esta ampliamente
conservado en todas las ATPasas tipo P2. Este dominio esté integrado por 10
segmentos transmembranales con estructuras de a-hélice, que se aglutinan en un
paquete compacto en donde las espirales quedan distanciadas entre 0.8 y 1.3 nm,
cubriendo un area de aproximadamente 3 nm x 4 nm, si se observan en posicion
vertical, perpendicular al plano de la membrana. Alun cuando las hélices son
relativamente rectas, ninguna corre exactamente perpendicular al plano de la
membrana; los angulos de inclinacion varian de 5 a 15° en los segmentos M1 a
M5 y M9 y M10, mientras que M6, M7 y M8 tienen un mayor grado de inclinacion
(16-22°). El sitio de unidn al proton en el dominio membranal esta definido por los
residuos de Asp™® y el Glu®®. Cerca se localizan los grupos polares de los

331’ la ”e332 |334

enlaces peptidicos de la lle y la Val**" pertenecientes al segmento M4,

694

asi como los grupos polares de las cadenas laterales de la Tyr®** y la Ser®® en la

hélice M5. Se ha demostrado por experimentos de mutagénesis dirigida que todos
estos aminoacidos son esenciales para el bombeo de los protones (Morsomme,
2000; Kuhlbrandt, 2002). Otros residuos ampliamente conservados en el dominio

695 701 y el G|u129’ que

129

membranal de la H*-ATPasa flingica son la Arg®>, la His

también resultan fundamentales para el bombeo de protones. Con el Glu™” se han
obtenido resultados contradictorios, pues se ha visto que al modificarse con
carbodiimidas la actividad de la ATPasa se inhibe, lo que sugiere que este residuo

participa en el transporte de protones; sin embargo, al realizarse las mutaciones
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especificas de este aminoacido la actividad de la ATPasa no cambi6é (Sussman,
1987; Portillo, 2000).

El dominio P también estd muy conservado en las P-ATPasas. Aqui se
localiza el Asp®’®, que realiza el ataque nucleofilico sobre el fosfato y del ATP y
que representa el sitio de fosforilacion de la enzima. Este residuo esta flanqueado
por los grupos carboxilo de los Asp®®** y Asp®®, que aportan cargas negativas e
interactian con moléculas de agua para permitir la ruptura del intermediario acil
fosfato. Se piensa que el exceso de cargas negativas puede ser estabilizado por la
Lis®*> (Morsomme, 2000). Dentro de este dominio se localizan ademas los
residuos de Asp>**y Asp®®, que también participan en la unién del ATP, pero que
no son esenciales para la actividad de la enzima, pues al mutarse sélo cambia la
afinidad por el sustrato. Este dominio esta formado principalmente por hélices a y
esta conectado con el dominio N por dos segmentos adyacentes estrechos (ver

figura 12) que permiten una rotacion de 73° del dominio N sobre el P.

El dominio R contiene los residuos de Ser®™?®y Thr %%, que son los sitios
potenciales de fosforilacion por una proteina cinasa. La eliminacién de los ultimos
11 residuos de aminoacidos genera una enzima con caracteristicas cinéticas
similares a una ATPasa activada por glucosa (Portillo, 1991; Mason, 1998). Por
tanto, se ha propuesto que el efecto inhibitorio se debe a que esta region impide el
movimiento rotatorio del dominio N, restringiendo su movilidad y su interaccién con

el dominio P.
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Figura 14. El modelo sobrepuesto de la estructura de la H'-ATPasa de N. crassa y la ATPasa de ca® del reticulo

sarcoplasmico, donde se sefialan los 5 dominios conservados de las ATPasas. Imagen modificada de Kihlbrandt (2002).

La estructura cuaternaria de la ATPasa de protones es un tema no resuelto.
Por ejemplo, cuando se solubiliza la proteina con detergentes se generan
complejos enziméaticos organizados en octameros y decameros para la enzima de
S. pombe y hexameros para la de N. crassa (Auer, 1998). El tratamiento de la
membrana plasmatica de N. crassa con radiacion de alta energia indica que la
unidad funcional de la enzima tiene una masa molecular de 230 kDa, lo que
sugiere un arreglo dimérico de la ATPasa (Bowman, 1985); sin embargo, una sola
cadena polipeptidica de la ATPasa de N. crassa incorporada en proteoliposomas

es completamente funcional para la hidrélisis de ATP (Goormaghthigh, 1986).

10 El mecanismo enzimatico de la H-ATPasa

Las ATPasas de protones acoplan la hidrolisis del ATP con la translocacién
de cationes, como entidades individuales, a través de la membrana, sin la ayuda

de otra proteina de la membrana plasmatica (Scarborough, 1990). Para el caso de
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las H*-ATPasas flingicas, la estequiometria del transporte es de un protén por
cada ATP hidrolizado (Malpartida, 1981)

Estudios cinéticos detallados de la ATPasa han confirmado que el complejo
Mg-ATP es el verdadero sustrato de la enzima, pero un exceso del Mg®* o del ATP
provoca inhibicién (Koland, 1986). La afinidad de la proteina por el magnesio (Kg)
depende de la concentracion de KCIl o NaCl, siendo de 10 uM en presencia de 25
mM de la sal y de 200 uM en ausencia de la sal. Estas variaciones de la afinidad
se asocian con cambios conformacionales de la enzima, como lo muestra la
disminucion en la sensibilidad de la enzima hacia el inhibidor N-etilmaleimida
(Brooker and Slayman, 1983) y el incremento en la fuerza de unién del complejo
terbio-formicina trifosfato, analogo del Mg-ATP.

El mecanismo basico de la reaccion de la H'-ATPasa consta de 5 pasos

principales:

1) El ciclo comienza con la activacion de la bomba mediante una fosforilacidon

reversible del dominio R por una proteina cinasa.

2) Una vez activada la enzima (E;), interactia con el ATP a nivel del asa
citoplasmica principal, al mismo tiempo que el cation interactia con el sitio
de alta afinidad localizado en el dominio M. Estas interacciones provocan
un cambio conformacional en los dominios P y N, que facilitan la formacion
del enlace aspartil-fosfato (estado E;P), asi como el movimiento del dominio
A, que conduce a un cambio en el arreglo de los segmentos

transmembranales (posiblemente de M2).

3) Con la fosforilacion del aspartico 378 en el dominio P y la liberacién del
ADP, hay un cambio conformacional que lleva a la enzima a un estado E,P.
Al mismo tiempo se reduce la afinidad por el protén en el sitio de pegado
(aspartico 730), lo cual permite la liberacion del proton en el lado

extracelular.

4) El enlace aspatrtil-fosfato se hidroliza y se libera el fosfato inorganico (E,).
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5) Finalmente, la enzima regresa al estado E;, en donde por medio de una
proteina fosfatasa puede inactivarse o iniciar un nuevo ciclo de hidrélisis del

ATP y transporte de protones a través de la membrana.

Los detalles de estos pasos principales, asi como la naturaleza exacta de los
intermediarios, es aun materia de debate, pero el esquema general que se
muestra en la figura 15 es el que se acepta entre la mayoria de los diversos
autores, los cuales coinciden en los siguientes puntos: A) que hay dos
conformaciones de la enzima que tienen diferencias en la afinidad por los
cationes, en la estabilidad térmica y en la sensibilidad a proteasas, B) la
posibilidad de fosforilar a la enzima y C) la enzima es capaz de ser inhibida con el

vanadato (Serrano, 1988; Moller, 1996).
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i mermhrana
.‘_
R Detosforilada
r Exterior
_ N
Mecanismo ) _ | "
catalitico
propuesto
para la
+
H -ATPasa
de N. crassa -— i
E2 H,0 E2-P

Figura 15. El mecanismo catalitico de la ATPasa de protones de N. crassa. Esquema modificado de Kiihlbrandt (2002).
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11 La Regulacién de la H*-ATPasa

Las H*-ATPasas de hongos y plantas se regulan tanto a nivel
transcripcional como a nivel postraduccional (Portillo, 1991; y 2000). Por ejemplo,
en S. cerevisiae y S. pombe la actividad de la enzima depende de las condiciones
de crecimiento (Serrano, 1988). Algunos factores que incrementan la actividad de
la enzima son las fuentes de carbono fermentables como la glucosa, la maltosa y
la galactosa. Asimismo, distintos agentes estresantes como las temperaturas
supraoptimas, los choques térmicos, la disminucién de las fuentes de carbono o
de nitrégeno, las altas concentraciones de etanol, de metales, de sales o la
acidificacion del medio de cultivo, se han reportado como activadores de la enzima
(Eraso, 1987; Benito, 1992; Hernandez, 2002).

Conocer los mecanismos que regulan el funcionamiento de las H*-ATPasas
de hongos como U. maydis representa un reto interesante tanto en la bioquimica
como en la biologia molecular y la gendmica, pues no existen trabajos previos en
los que se describan los pardmetros cinéticos o los mecanismos que regulen la
expresion génica para este tipo de proteinas en distintas condiciones de cultivo
(medios ricos, minimos, diferentes temperaturas, etc.). Actualmente en la literatura
solo existe un par de trabajos realizados por Herndndez y colaboradores, acerca
del funcionamiento de la H*-ATPasa de U. maydis. Sin embargo, al estar
secuenciado el genoma de U. maydis, y disponible la informacion en las bases de
datos de la internet, el numero de trabajos sobre el metabolismo intermediario y la
bioenergética de este microorganismo incrementara notablemente. En este trabajo
se pretende encontrar una relacion entre los pardmetros cinéticos de la enzima y
su posible funcién en el metabolismo celular, cuando se cultivan las levaduras de

U. maydis en medios de cultivo de composicion distinta.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Caracterizar el funcionamiento de la ATPasa de protones de la membrana
plasmatica de Ustilago maydis desde un punto de vista cinético y realizar

un analisis bioinformatico de las secuencias génicas de la proteina.
Objetivos particulares:

e Obtener los parametros cinéticos Vmax Yy Km de la H*-ATPasa de la
membrana plasmatica de U. maydis, bajo condiciones de cultivo en medio

rico y en medio minimo. Obtener la K; por el vanadato.

e Caracterizar el crecimiento de la levadura de U. maydis en medios de

cultivo rico y minimo cerrados.

 Identificar la(s) secuencia(s) codificantes para la H*-ATPasa presente(s) en

el genoma de U. maydis.
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I1l. JUSTIFICACION

La justificacion de este proyecto se sustenta en la importancia que
desempefia la H*-ATPasa en el metabolismo de los hongos: la enzima puede
representar hasta el 15% de la proteina de la membrana plasmatica, consume
cerca del 20% o mas del total del ATP celular y transduce en un gradiente de
potencial electroquimico la energia quimica proveniente del ATP (Goffeau y
Slayman, 1981; Serrano, 1988; Portillo, 1989 y 2000; Mason, 1998).

Este gradiente de potencial se utiliza en el transporte de iones, metabolitos
y nutrientes al interior de las células, asi como en la regulacion del pH intracelular,
por lo que la actividad de esta H'-ATPasa se correlaciona con las tasas de
crecimiento celular, la tolerancia a metales pesados, asi como en la respuesta al
estrés térmico y salino (Goffeau y Slayman, 1981; Serrano, 1988; Weissman, et al,
1999).

Ademas, se sabe que el transporte de iones y nutrientes en las distintas
relaciones ecologicas entre las plantas y los hongos depende, en gran medida, de
la generacién del gradiente de potencial electroquimico creado por las ATPasas

fungicas (Gianinazzi et al, 1991; Requena et al, 2003).

De esta manera, el tema de investigacion de este proyecto se aboca al
funcionamiento de la ATPasa de protones de la membrana plasmatica de U.

Maydis, cuando las levaduras se encuentran en diferentes condiciones de cultivo.
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V. HIPOTESIS

Si la H'-ATPasa consume una parte importante del ATP citosolico para
mantener el gradiente de potencial electroquimico que se usa en el transporte de
nutrientes y otros solutos, entonces la membrana plasmética de las levaduras de
U. maydis cultivadas en diferentes medios debera tener una H'-ATPasa con
pardmetros cinéticos (Km y Vmax) diferentes y con una regulacion genética

determinada por las condiciones de cultivo.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Estrategia metodologica

La estrategia que se siguid para realizar este trabajo se ilustra en el
diagrama de flujo de la siguiente figura, en donde se resaltan los pasos mas

importantes del método.

—»| Determinacion
de la actividad

Determinacion
Inéculo en — — L, de la
Preindculo medios: Lisis celular por: Obtencion de la contaminacion
(24 hrs) [P Minimos [P Fraccionamiento mecanico. memb'ra?na — mitocondrial
Ricos plasmatica.
(PMSF 0.5-2.5 mM) |5 | Geles con
SDS

L Western blot

Figura 15. Diagrama de flujo seguido para el desarrollo de este trabajo. Las condiciones de cada paso se detalla adelante.

2. Cultivo de U. maydis

2.1 Preparacion de los medios liquidos de inoculacion y cultivo
Las levaduras de U. maydis, cepa FB2, se cultivaron en medios ricos,

minimos y minerales, en fase liquida.

2.1la Composicién del medio rico de YPD
El medio rico de YPD (yeast extract, peptone, dextrose) que se utilizé para
el preinoculo (0.1 L) de las levaduras y para su cultivo posterior (1 L) esta

compuesto por los siguientes nutrientes a las concentraciones indicadas (p/v):

Glucosa 1 %.
Extracto de levadura 1 %.

Bactopeptona 0.25 %.
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2.1b Composicién del medio minimo

En la preparacion de los medios minimos para el cultivo de las levaduras de
U. maydis (1 litro) se afadieron los siguientes nutrientes a las concentraciones

indicadas (p/v):

Glucosa 1% (p/v)
Nitrato de Amonio (NH4sNO3) 0.3% (p/v)
Solucion de Sales 6.25 % (viv)

La composicién de la solucion de sales para el cultivo en el medio minimo

fue:

KH2PO4 1.6 %
Na,SO,4 0.4 %
KCI 0.8 %
MgSO, 0.2 %
CaCl, 0.1%

Elementostraza 0.8 %

La composicion de la solucion de los elementos traza fue:

H3BO3 0.006 %
MnCl>-4H,0 0.014 %
ZnCl; 0.04%

NaMoOg4- 2H,O 0.04 %
FeCl3-6 H,O 0.01%
CUSO4-5 Hzo 0.04%

2.1c Composicion del medio mineral

El medio mineral para el cultivo de las levaduras de U. maydis tuvo la

siguiente composicion:

Glucosa 0.1 %,
NH>CONH, 0.1 %,
NaCl 0.025%.

Para la preparacion de cada uno de los medios de cultivo se disolvieron los

nutrientes en el volumen correspondiente de agua bidestilada y se agitaron
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vigorosamente, para después esterlizarse durante 20 minutos a 120° C en una
autoclave. Posteriormente los medios de cultivo se enfriaron a temperatura

ambiente hasta su inoculaciéon con las levaduras.

2.2 Reactivacion de la cepa e inoculacion del medio YPD

Para reactivar las levaduras de U. maydis se utilizaron 500 pul de una
suspensiéon de células en glicerol estéril al 50 %, almacenadas en tubos de
microfuga a — 70°C, y se sembraron en 0.1 L del medio de inoculacion de YPD. El
preinoculo se incubd durante 24 horas a 30° C en un agitador orbital con

movimiento constante a 200 revoluciones por minuto (rpm).

2.3 Cultivo de las células

Al término de las 24 horas de preincubacion, se determind la absorbencia
de la suspension celular con un espectrofotometro (PM2DL de la marca Zeiss),
utilizando un haz de luz con una longitud de onda fija a 660 nm. Posteriormente se
sembraron 20 unidades de absorbencia en cada litro del medio de cultivo y se
colocdé cada matraz en el agitador orbital, a 30° C, durante 22-24 horas, con

agitacion constante a 200 rpm.

2.4 Cosecha de las levaduras

Para sedimentar a las levaduras y separarlas del medio liquido los cultivos
se centrifugaron a 4,620 g durante 6 minutos (aproximadamente 5,000 rpm en el
rotor SLA-1500), manteniendo la temperatura constante a 4° C. Cada pastilla
colectada se lavo con agua bidestilada y se volvio a centrifugar por 6 minutos a
4,260 g. Todas las pastillas se reunieron en un sélo paquete y se determiné el
peso humedo de las levaduras cosechadas. El rendimiento promedio de los

cultivos en YPD fue de 8.5 gramos de levadura por litro en 24 horas.

3 Cinéticas de crecimiento de las levaduras de U. maydis
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Las curvas de crecimiento de las levaduras de U. maydis en los tres medios
de cultivo descritos se realizaron de la siguiente manera: a partir de 0.1 L de un
preinéculo de levaduras cultivadas en medio de YPD durante 24 horas, se
cosecharon las células y se incubaron durante 3 horas en un medio de Trizma
base 20 mM con el pH ajustado a 6.5. Las células se cosecharon y se lavaron 2
veces con la misma solucion amortiguadora, para después inocular 20 unidades
de cultivo por cada litro en el medio correspondiente. El crecimiento de las
levaduras se siguioé por 150 horas (6.25 dias) y se tomaron alicuotas de 1 mililitro

del medio cada 6 horas para su posterior analisis.

3.1 Determinacion de la concentracion de glucosa en los medios de cultivo

durante la curva de crecimiento

La determinaciéon de la glucosa se realiz6 de acuerdo con el método
descrito por la empresa biotecnolégica “Spinreact®”. En forma breve, se
disolvieron 0.05 gramos de la “solucion R1” que contiene a las enzimas glucosa
oxidasa (15 000 U/ L) y peroxidasa (1 000 U/ L) en 125 mililitros del “amortiguador
R2”. El amortiguador R2 esta compuesto por una mezcla de fenol 300 uM y tris 92
mM pH 7.4. Se prepar6 una solucién de referencia de glucosa 6 mM para realizar
una curva patron de glucosa que incluia las siguientes concentraciones: 0, 0.03,
0.06, 009 y 012 uM. Se incubé cada soluciéon con los volumenes
correspondientes de las enzimas durante 30 minutos y se ley6 la absorbencia de

las soluciones a una longitud de onda de 505 nm.

Las reacciones enzimaticas en las que se basa la determinaciéon
colorimétrica de la glucosa, de acuerdo con el “Método de Trinder”, son las
siguientes:

Glucosa + O, + HLO —  Hy0; + gluconato (glucosa oxidasa)
H,O; + fenol + 4-AF — Quinona + 4 H,O (peroxidasa)

En estas reacciones acopladas, la quinona que se produce es un cromoforo
que se detecta a simple vista en tonos rosas y su formaciéon se cuantifica

determinando la absorbencia de las soluciones a 505 nm.
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Para determinar la concentracién de glucosa en el medio de cultivo se
tomaron muestras de 20 ul de los sobrenadantes que se obtuvieron a los
diferentes tiempos de la curva de crecimiento y se diluyeron 10 veces para que los
valores de absorbencia cayeran dentro de la curva patrén de la glucosa. La

determinacién de glucosa de cada muestra analizada se realiz6 por triplicado.

3.2 Lectura del pH de los medios de cultivo durante la curva de crecimiento

La determinacion del pH de cada muestra se realizdé con un microelectrodo
de “Hana instruments”. La lectura del valor de pH se realiz6 en cada uno de los

triplicados de las muestras.

4. Obtencion de la membrana plasmaética a través de la ruptura mecanica con

perlas de vidrio

Para romper la pared celular de las levaduras se resuspendieron las células
en el amortiguador Tris-HCI 50mM, pH 7.2 (20 ml de amortiguador por cada 4
gramos de células y 7 ul de p-mercaptoetanol). La suspension se incubd durante
10 minutos a 30° C en un bafo térmico y se centrifugd a 4,260 g durante 5
minutos.

Por cada 4 gramos de células obtenidas en el cultivo se afiadieron 20 ml de
una solucién de sacarosa 0.33 M, EGTA 1 mM pH 7.2. La suspension de células
se transfiri6 a una camara de homogenizacién a 4° C y se afadié un volumen de
perlas de vidrio (de 0.45 — 0.5 mm de diametro). Segundos antes de comenzar la
ruptura mecanica de las células en una licuadora especializada (Bead-Beater de
la empresa Biospec Products Inc.), se agregdé 1 mM del inhibidor de serin
proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), disuelto en dimetil sulféxido
(DMSO).

Las células se fragmentaron con pulsos de 1 minuto, alternando con
descansos de 60 segundos, hasta completar 6 minutos de ruptura. La suspension
celular resultante se separd por decantacion y una pequeia muestra se llevo al

microscopio invertido (Nikon, DIAphot 300) para verificar la ruptura de las células.
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La suspensiéon de células rotas se centrifugd a 4,260 g durante 5 minutos. Al
término de esta centrifugacion se rescaté el sobrenadante y se centrifugd por 30
minutos a 10,000 rpom en el rotor SS-43 (17,200 g), para separar la fraccidon
mitocondrial. El sobrenadante se centrifugd de nueva cuenta, ahora por 45
minutos a 18,000 rpm en el mismo rotor (38,720 g), para obtener un paquete de
membranas plasmaticas que se resuspendid en un volumen minimo del
amortiguador Tris-EGTA 1 mM pH 7.2. Se determiné la concentracidn de proteina
y se cuantifico la actividad de hidrolisis del ATP producido por la H*-ATPasa

(ambos métodos se describen adelante).

4.1 Obtencion de la membrana plasmaética a partir de esferoplastos

Una vez concluido el tiempo de cultivo de las levaduras de U. maydis, se
cosecharon las células a 5,000 rpm en el rotor SLA-1500 (4,260 g) durante 6
minutos. Enseguida, por cada 4 gramos de células se anadieron 20 ml del medio
de incubacién (manitol 400 mM, trizma-base 50 mM, EDTA 2 mM y EGTA 2 mM
pH 7.4) y 10 ul de B-mercaptoetanol y se incubaron con agitacion constante
durante 10 minutos en el bafio térmico a 30° C. Posteriormente, las células se
cosecharon y se lavaron dos veces con el amortiguador de incubacién para
después ser resuspendidas con 250 ml del amortiguador de lisis (sulfato de
amonio 0.6 M) por cada 5 gramos de células (provenientes de la centrifugacion de
1 litro de suspension).

Para obtener los esferoplastos se adicionaron 0.25 g de enzimas liticas de
Trichoderma harzianum (de la empresa biotecnologica “Sigma Chemical
Company”) por cada 250 ml de la suspensién de células y se incubaron a
temperatura ambiente con agitacion constante durante 30 minutos. Al finalizar el
lapso de ruptura, se afadiéo 1 mM de PMSF-DMSO a partir de una solucion 0.5 M
y se confirmé la ruptura de la pared celular observando los esferoplastos en el
microscopio invertido Nikon DIAphot 300 a un aumento de 400 X en fase Il.

Los esferoplastos se cosecharon por centrifugacion a 1075 g (3,500 rpom en
el rotor SS34) por 10 minutos y el paquete se resuspendié en 25 ml del medio de

aislamiento (sacarosa 800 mM, tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.0) y las células se
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lavaron dos veces con el mismo medio. Enseguida se afiadid 1 ml del coctel de
inhibidores de proteasas de Sigma por cada 100 ml de suspension de
esferoplastos. El espectro de accidn de este coctel de inhibidores incluye a las
proteasas de serina y cisteina, aminopeptidasas y proteasas acidas. Durante este
paso también se afnadi6 1 mM de PMSF a la suspension de esferoplastos. Este
compuesto se clasifica como un inhibidor de proteasas de serina, de
acetilcolinesterasas, de trombinas y de proteasas de cisteina. En la misma forma,
también se afadid 1 mM del compuesto DIFP (diisopropil fluorofosfato) a la
suspension celular.

A continuacion, esta solucion se macerdé ligeramente en un homogenizador
de vidrio, aproximadamente 30 veces, y se verifico la ruptura de las células en el
microscopio Optico. La suspension se centrifugd a 1,000 g (3 000 rpm en el rotor
SS34) durante 6 minutos para eliminar los esferoplastos enteros remanentes y se
centrifugoé el sobrenadante durante 20 minutos a 18,500 g (12,500 rpm en el rotor
SS34) para sedimentar las mitocondrias. Finalmente el sobrenadante se centrifugd
a 40,905 g (18,500 rpm en el rotor SS-34) durante 45 minutos, para obtener la
fraccibn membranal, que se resuspendié en el amortiguador de dilucion (1 mM tris-
EGTA pH 7).

5 Purificacion de la ATPasa con un gradiente zonal de sacarosa

Con el fin de obtener una preparacion mas pura, la membrana plasmatica
cruda que se obtuvo en el paso anterior se sometié a una centrifugacion zonal en
un gradiente discontinuo de densidad formado por diferentes concentraciones de
sacarosa. Este método se basa en el comportamiento de las particulas en un
campo gravitacional que se genera al aplicar una fuerza centrifuga y permite
separar los componentes de una muestra (Alberts, et al, 1994; Darnell et al, 1990).
Para realizar la purificacion de la membrana plasmatica con el gradiente de

sacarosa se prepararon 100 mililitros de las siguientes soluciones:

Solucion A: sacarosa 52% (p/v), pH 7.2:
Sacarosa 52 %.

Trizma base 10 mM
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EDTA 1 mM
EGTA 1TmM

Solucion B: sacarosa 74% (p/ v), pH 7.2:

Sacarosa 74 %.
Trizma base 10 mM.
EDTA 1 mM.
EGTA 1 mM.

De esta forma, la membrana plasmatica cruda que se obtuvo luego de la
ruptura de las células con las perlas de vidrio, se diluyo y se llevo, con la solucidn
A, a una concentracién de proteina de 5 ug/ul. Simultaneamente se preparé el
gradiente de sacarosa con 1.5 y 4 ml de las soluciones A y B, respectivamente,
quedando la solucidon mas concentrada en el fondo del tubo.

La suspensiéon de membranas plasmaticas se colocé encima de la solucién
A 'y se centrifugo a 139,000 g durante 4 horas a 4° C (40,000 rpm, en el rotor 65
Ti). Se colectd la banda que se forma entre las dos soluciones de sacarosa, que
corresponde a la membrana plasmatica; ésta se diluy6 con la solucion EGTA- Tris
1 mM pH 7.2 y se centrifugd una hora a 139,000 g durante 4 horas a 4° C (40,000
rpm, en el rotor 65 Ti). La pastilla resultante se resuspendio en un volumen minimo
de Tris-EGTA 1 mM pH 7.2 con glicerol al 10% (v/v).

6 Determinacion de proteina

La concentracion de proteina se determiné utilizando el método de Lowry y
colaboradores, modificado por Bensadoun y Weinstein (1976). Se utilizaron
estandares de albumina de suero bovino (BSA) de la empresa Sigma Chemical

Company.

7 Determinacion de la actividad de la H*-ATPasa
La ATPasa de protones de la membrana plasmatica de las levaduras

cataliza la siguiente reaccion:

ATP + nH% --—— ADP + Pi+ nH' oy
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en donde el valor de “n” representa la estequiometria de los protones
transportados desde el interior de las células (int) hacia el periplasma o exterior
(ext) celular, por cada molécula de ATP utilizada (H* /ATP). Por tanto, se puede
determinar la actividad enzimatica de la ATPasa por medio de la cuantificacion del
fosfato inorganico (Pi) que se libera, acoplando el ensayo de actividad al método

colorimétrico para el Pi propuesto originalmente por Fiske y Subbarow en 1925.

8 Ensayo de actividad de la H-ATPasa

La figura 16 muestra la estrategia que se siguié para determinar la actividad
especifica de las fracciones membranales enriquecidas en la actividad de la H*-
ATPasa. La reaccion de hidrolisis del ATP se inicio al diluir 25 veces una alicuota
de 10 ul de una suspension de la ATPasa o de membrana plasmatica en 250 pl de
la solucidn de ensayo de ATPasa, con un sistema regenerador de ATP. La mezcla
se incubd a 30° C por 30-120 minutos y la reaccion de la ATPasa se detuvo con
50 ul de acido tricloroacético al 30% (concentracion final 7% p/v) y los tubos se

colocaron en hielo para evitar la hidrélisis del ATP.

Las dos soluciones que se utilizaron en los ensayos de actividad se

describen a continuacion:

a) Medio de incubacion. Una solucion acuosa de MES-KOH 50 mM, glicerol
al 15% (v/v) con el pH ajustado a 6.0. El volumen final de esta solucién fue de 130
ul y la concentracion de proteina varié dependiendo de la preparacién, de 0.6 a 3.4
g /ul.

b) Solucién de ensayo de la H*-ATPasa. Esta solucion contenia: Na,ATP 5
mM, MgSO,4 10 mM, MES 10 mM, azida de sodio 5 mM y fosfoenolpiruvato 5 mM
con un sistema regenerador de ATP. El pH final de la mezcla se ajustdé a 6.0 con
hidroxido de potasio (KOH).
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Determinacion de la actividad especifica,
la estabilidad y la contaminaciéon mitocontrial

Toma de alicuotas de 10 pl a diferentes tiempos

| N

ATPasa
Medio de Reaccion
Medio de Preincubacioén — (30" C, Mix ATPasa-pH 6.0 NaN,, 8.0 y 8.0 NaN.)
(30° C, MES-KOH 50 mM) Na,ATP, MgS0O,, MES-HEPES, fosfoenolpiruvato, PK.

Paro de la reaccion

L TCA 30% — Determinacidn del Pi
Método de Fiske y Subbarrow

Figura 16. Esquema general para evaluar la estabilidad y actividad especifica de la H'-ATPasa de
U.maydis. Para determinar la actividad especifica y la estabilidad enzimatica se utilizé el medio de
reaccion de la Mix ATPasa pH 6.0 con NaN; y el medio de preincubacion descrito. Sin embargo,
para la determinacidon de la contaminacion mitocondrial se utilizaron los tres medios de reaccion
sefalados: Miz ATPasa pH 6.0 con NaN3, Mix ATPasa pH 8.0 sin NaN; y Mix ATPasa pH 8.0 con

NaNj3, y se evalud la contaminacion mitocondrial siguiendo la férmula: {(actividad a pH 8- actividad
a pH 8 con NaN3) x 100} / {(actividad a pH 6 — (actividad a pH 8- act. pH 8 NaN3)}.

Si bien el medio de ensayo se utilizaba fresco, podia también almacenarse
a -20° C en alicuotas de 100 ul que se iban descongelando conforme se
realizaban los ensayos de actividad. Al momento de cada ensayo se anadi6
piruvato cinasa de musculo de conejo (5ul/ml de reaccién) al medio de incubacion
para completar el sistema regenerador de ATP, pues los ensayos se realizaron

siempre por tiempos largos, de 30 o hasta 120 minutos.

8.1 Determinacidn de los parametros cinéticos de la H'-ATPasa

Para la determinacién de los parametros cinéticos de la H*-ATPasa de las
fracciones membranales enriquecidas con la actividad de esta enzima, se siguio la

estrategia que se describe a continuacién y que se resume en la figura 17. Se
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preparé un medio de reaccion con la siguiente composicion: una solucién de MES
40 mM (como concentracion final) con un pH ajustado a 6.5 con NaOH, 5 mM de
MgCl,, una concentracion variable de Mg-ATP (se utiliz6 una solucion equimolar
de Mg-ATP), glicerol al 5 % y la membrana plasmatica a una concentracion de 1 a

25 ug por cada 250 pul de solucion.

Determinacion de los parametros cinéticos
y el efecto de ligandos sobre la H*-ATPasa

Toma de alicuotas de 250 nl a diferentes tiempos

| R

ATPasa

|-
\_ A

Medio de paro de la reaccion:

Medio de Reaccion: (50 ul de TCA 50% en hielo)

Amortiguador MES 40 mM (Cf)
Glicerol ~ 5%

MgCl, & mM (CP)

Mg-ATP,

dd H,0 Determinacién del Pi

Método de Fiske y Subbarrow

Figura 17. Esquema general para determinar los parametros cinéticos y el efecto de los ligando de
la H*-ATPasa de U.maydis.

La reaccion de hidrolisis del sustrato Mg-ATP se inicid con la adicion de la
membrana plasmatica. A diferentes tiempos se tomaron alicuotas del medio de
reaccion y se colocaron en tubos que contenian 50 ul de TCA dispuestos
previamente en hielo. La determinacion del fosfato inorganico liberado se realizé
utiizando el método de Fiske y Subbarrow que se describe en la siguiente
seccion.

8.2 Método colorimétrico para la determinacion de Pi
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El fosfato inorganico (Pi) liberado durante el ensayo de actividad se
determind por el método de Fiske y Subbarrow (1925), que se basa en la
formacion de un complejo de molibdato-fosfato (de color amarillo) que al reducirse
con el sulfato de p-metil amino fenol (ELON) produce una coloracién azul. A cada
uno de los tubos donde se detuvo la reaccion de la ATPasa se afiadié 1.7 ml de
agua bidestilada, 250 ul de una solucion de molibdato-acido sulfurico y 250 ul de
sulfato de ELON. La mezcla se dejo reposar por 30 minutos a temperatura
ambiente, al término de los cuales se leyd la densidad optica a una longitud de
onda de 660 nm en un espectrofotdmetro. Las soluciones para la cuantificacion del
Pi se prepararon en la siguiente forma: Molibdato-acido sulfurico (aforado a un 1
litro): molibdato de amonio 50 g, H,SO4 111 ml, ddH,O: 800 mililitros. Solucién de
ELON (aforar a 1 litro): sulfato de ELON 10 g, bisulfito de sodio 30 g.

9 Estabilidad de la enzima a diferentes valores de pH

Para determinar el efecto de diferentes condiciones de acidez y basicidad
sobre la estabilidad de la H*-ATPasa de U. maydis, se conservé la estructura
general del ensayo mostrado en la figura 16. La temperatura se mantuvo a 30° C y
la unica modificacion fue el amortiguador del medio de incubacioén, que se ajusto a
diferentes valores de pH. Para estos experimentos se preparé una mezcla de
MES-HEPES que se ajustoé con KOH a valores de pH de 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0, 8.5 y 8.75. La concentracion final de cada amortiguador en el ensayo fue de
25 mM.

9.1 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima

Para estudiar el efecto del pH sobre la actividad de la enzima, se sigui6 el
esquema general senalado en la figura 17, es decir, se incubd a la enzima en una
solucion con 5 mM MQgCl,, glicerol al 5 %, NaCl 100 mM vy distintas
concentraciones de Mg-ATP. Se tomaron alicuotas de 250 pl a distintos tiempos y
se mezclaron con 50 uL de acido tricloroacético al 30 %, para detener la reaccidon
de la ATPasa. El fosfato liberado se determind con el método de Fiske y

Subbarrow y se comparo la actividad de la enzima en las diferentes condiciones
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en tiempos menores a 5 minutos. Para evaluar la estabilidad de la enzima, se
tomaron alicuotas de 250 ul en diferentes tiempos durante 45 minutos de cada

una de las condiciones sefialadas.

10 Efecto de cationes mono y divalentes sobre la actividad de la ATPasa

Los ligandos fisiologicos que se probaron sobre la actividad de la H*-
ATPasa fueron el Mg®*, el Na* y el K*. Para evaluar el efecto de estos cationes se
tuvo el cuidado de verificar la concentracion de cada uno de los cationes
presentes en el medio de reaccion de la H*-ATPasa. De esta forma se evito el
enmascaramiento de efectos por acumulacion de otros iones distintos a los que se
analizaban. En cada caso, se vario la concentracion de uno de los iones y se

mantuvo constante la concentracion de los demas iones en el medio.

11 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

La composicidn de proteinas de cada una de las preparaciones se estudio
por medio de electroforesis en condiciones desnaturalizantes, con geles de
acrilamida y bisacrilamida. La electroforesis se realizé de acuerdo con el método
de Laemmli (1970). El gel separador (de resolucion) consistié de acrilamida al
10%, bisacrilamida al 0.27%, tris/HCI 0.3755 M, pH 8.8 y SDS al 0.1%. El gel
concentrador (de empaquetamiento) contenia acrilamida al 4%, bisacrilamida al
0.1%, tris/HCI 0.9375 M pH 6.8 y SDS 0.1%. La polimerizaciéon se inicié con la
adicion de persulfato de amonio al 0.067 % y TEMED 0.33 %.

El amortiguador de corrida contenia glicina 0.2 M, tris 25 mM y SDS al 0.1
%. Los geles se corrieron a 100 V durante 3 horas y se tifieron con una solucion
de azul de Coomassie al 0.25%, metanol al 40% y acido acético glacial al 7%.
Para desteriir los geles se utilizdé una solucién de metanol al 40% y acido acético
glacial al 7%. Los geles se secaron por 1-2 dias envueltos en una membrana de
celofan. El peso molecular aproximado de la proteina se obtuvo al comparar la
movilidad electroforética de la H*-ATPasa con la de los estandares de peso

molecular.
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Ill. RESULTADOS

1. Cinética de crecimiento de Ustilago maydis

Las levaduras de Ustilago maydis se cultivaron a 30° C en recipientes
cerrados (cultivo en batch) utilizando diferentes medios de cultivo para estudiar su
crecimiento. Los medios que se probaron fueron: medio rico de YPD, medio
minimo y medio mineral. La composicion de cada medio de cultivo se describié en
la seccion de Materiales y Métodos. En términos generales se encontrd que las
levaduras de U. maydis crecen de manera semejante en los medios minimos y de
YPD durante las primeras 30 horas de cultivo, aunque los parametros cinéticos
que describen la velocidad de crecimiento (k) y el tiempo de duplicacién celular (g)
son ligeramente mayores en el medio de YPD, en comparacion con el medio
minimo (ver tabla 1). Este cambio en los parametros cinéticos se ve reflejado en el
hecho de que en el medio de YPD la cantidad de biomasa que se obtiene es,
veces mayor a la cantidad de biomasa que se obtiene a partir de cultivos en medio
minimo.

Tabla 1. Descripcion de las tasas de crecimiento, los tiempos de generacion y el incremento en la biomasa de
las levaduras de U. maydis en los diferentes medios de cultivo. Los parametros que describen el
comportamiento de las curvas de crecimiento estan abreviados segun la nomenclatura de uso general en

donde: k es la velocidad de crecimiento (nimero de generaciones / hora); g es el tiempo de generacion

(horas) y A gr representa el incremento en biomasa (gramos / hora - litro).

Primera fase de crecimiento: Segunda fase de crecimiento:
k g Ogr k g Ogr

YPD

0.262 + 0.042

2.64 +0.149

0.443 £0.044

0.013 £0.017

49.91 + 0.525

0.151 + 0.017

Minimo

0.230 £ 0.023

3.01+£0.328

0.321 + 0.013

0.025 + 0.046

27.73 +0.333

0.312 +0.046

Mineral

0.188 +0.018

5.12 +0.302

0.15+0.018

Sin embargo, en la segunda fase de crecimiento los cultivos de medio
minimo presentan mayores valores en los pardmetros de cultivo celular en
comparaciéon con los cultivos en medios de YPD (comparar la velocidad de

crecimiento —k—y el tiempo de duplicacién-g- de la tabla 1), lo que conduce a que
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a las 60 horas de cultivo, la cantidad de biomasa obtenida con ambos medios sea
practicamente idéntica (datos no mostrados). Para el caso de los cultivos de medio
mineral, se encontré un crecimiento exponencial tipico que presenta su fase
estacionaria a partir de las 20 horas de cultivo. Las velocidades de crecimiento y
los tiempos de duplicacion celular para cada una de las fases de crecimiento

obtenidas en los tres medios de cultivo se enumeran en la tabla 1.
1.1 Consumo de glucosay variaciéon del pH del medio de cultivo

Se analizaron los cambios en la concentracion de glucosa externa y la
variacion en el pH durante cada fase de la cinética de crecimiento en las primeras
80 horas de cultivo (ver figura 1). Los resultados muestran que el consumo de
glucosa fue lineal durante las primeras 80 horas de cultivo en los medios de YPD y
minimo, y que no estuvo relacionado con el tiempo de generacion de las células

en las dos fases de crecimiento de las curvas.

; K. lactis
80+ U. maydis acee,.,
E " T e ©® 0,4
70| O T
60 ] @ ' ] . “ . -
i Weo - .
§50- e R L L
E | . . Tiempo (hrs)
N
i [
= 40 L
S 30- | -
= 1 |
O oo
] ) ° m YPD
104 ® Medio minimo
. u Medio mineral
_9_ T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)

Figura 1. Consumo de glucosa de las levaduras. EI método utilizado para realizar el seguimiento del consumo
de glucosa durante la cinética de crecimiento es descrito en los materiales y métodos. En el recuadro superior
derecho se muestra el patréon de consumo de glucosa de las levaduras del hongo ascomiceto K. lactis en los
medios minimos y de YPD. Las levaduras de K. lactis no crecen en medios minerales.
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Respecto a la variacion del pH, se encontré que en el medio de YPD no hay
cambio durante las primeras 20 horas de cultivo, pero entre las 20 y las 40 horas
el pH del medio se incrementa en 1.5 unidades y permanece constante a pH 6
durante todo el cultivo (ver figura 3). En el medio minimo la variacion del pH del
medio semeja el comportamiento tipico de otras levaduras (como S. cerevisiae y
K. lactis), es decir, se acidifica en 2.2 unidades de pH conforme incrementa el
tiempo de cultivo. La variacion del pH en el medio mineral es compleja: se acidifica
en 1.5 unidades durante las primeras 20 horas de cultivo y en seguida comienza a

basificarse lentamente hasta asintotizarse a pH de 7.5 (ver figura 2).

m YPD
® M. minimo
61 g - =
|
.l
5_
[ ]
¥y ="
[
S 4-
0o ©
@ O.
31 ® o O o ©®
0 20 40 60 80
Tiempo (horas)

Figura 3. Seguimiento del pH en los medios de cultivo minimo y de YPD durante la cinética de crecimiento de
las levaduras de U. maydis. La composicion de cada uno de los medios de cultivo utilizado fue descrita en los

materiales y métodos.

Con el fin de hallar el pH éptimo para el crecimiento de las levaduras de U.
maydis en los medios de YPD y minimo, se decidié cultivar a las levaduras en
medios no amortiguados cuyo pH se ajusto a diferentes valores. A partir de estos
experimentos se encontr0 que las levaduras de U. maydis muestran un

crecimiento preferencial segun la composicién del medio de cultivo (ver figuras 5y
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6). Cuando se cultivan en medios de YPD las levaduras muestran menores
tiempos de duplicaciéon (g) en medios con un valor de pH entre 5y 8, mientras que
en los medios minimos las levaduras crecen mejor en medios con pHs ligeramente

acidos, tienen el mejor tiempo de duplicacién en el intervalo de pH de 3 a 6.

B YPD

U. maydis

Figura 4: Analisis del tiempo de generacién (horas ) de las levaduras de Ustilago maydis cultivadas en

medios de YPD ajustados a diferentes pHs.
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U. maydis

g (h)

B Medio minimo

Figura 5: Andlisis del tiempo de generacioén (h '1) de las levaduras de Ustilago maydis cultivadas en medios

minimos ajustados a diferentes pHs.

1.2 Cambio del pH del medio en diferentes medios minimos no amortiguados

A partir de los resultados encontrados, se evalud el cambio en el pH del

medio externo en los medios de YPD y minimo no amortiguados. Los resultados

se muestran en los paneles ay b de la figura 6.
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] I ApH medio de YPD

1.4+
1.2+
1.0+

0.8 1
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0.4+
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Figura 6. Cambio en el pH de los medios de YPD y minimo no amortiguados como resultado del cultivo de las

levaduras de U. maydis. El tiempo seleccionado para evaluar el ApH fueron las primeras 13 horas de cultivo.

A partir de los resultados se observa que la variacion en el pH durante el
crecimiento de las levaduras de Ustilago maydis en medios cerrados depende de
la composicién del medio: los medios minimos se acidifican y los medios de YPD

se alcalinizan, en las primeras 13 horas de cultivo de las levaduras de U. maydis.
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2. Obtencién de la membrana plasmatica de levaduras de U.maydis

cultivadas en medio minimo a pH 5.5

2.1 Rompimiento de las levaduras y obtencion de fracciones membranales

sin contaminacién mitocondrial

Para la obtencion de la membrana plasmatica de las levaduras de U.
maydis se probaron diversas maneras de romper a las células. En la tabla 2 se
resumen los resultados con los diferentes métodos de ruptura de las levaduras

cultivadas en medio de YPD.

Tabla 2. Comparacion de la actividad especifica y la contaminacion mitocondrial de cada una de las
membranas plasmaticas de las levaduras de U. maydis rotas por diferentes métodos. La determinacion del
fosfato inorganico producido fue realizada siguiendo el método de Fiske y Subbarrow descrito en los
Materiales y Métodos.

Método de fraccionamiento celular
Perlas de vidrio Esferoplastos + Esferoplastos + Esferoplastos +
taladro sonicacion ruptura manual
Actividad 250 nmoles de Pi 500 nmoles de Pi 449 nmoles de Pi 400 nmoles de Pi
especifica: /min mg * /min mg min m /min mg
+ 25 nmoles + 15 nmoles 9 + 30 nmoles
Proteina 240 =+ 70 mg 150 + 36.67 mg 130 mg 24 +15mg
obtenida:
Contaminacion 17.2-36% 9-12% (n=5) 35% (n=1) 0-4% (n = 60)
Mitocondrial (n = 26)

Se encontré que el método que involucro la formacion de los esferoplastos
utilizando las enzimas liticas del hongo Trhichoderma harzianum seguido de la
ruptura manual es el mejor, ya que con éste se obtiene una preparaciéon con
escasa 0 nula contaminacion mitocondrial, aunque el rendimiento es
significativamente menor. El método para cuantificar la contaminacion mitocondrial
fue descrito en los Materiales y Métodos.

En la figura 7 se muestra una secuencia de tres fotografias de las levaduras
de U. maydis cultivadas en medio minimo, durante el proceso de digestién de la
pared celular con las enzimas liticas y la ruptura manual. En estas fotografias se
observa a las levaduras intactas con su forma cilindrica caracteristica (figura 7A),
cuando las células adquieren la forma tipica de los esferoplastos luego de la

digestion de la pared celular (figura 7B) y finalmente, después de la ruptura
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manual de los esferoplastos (figura 7C), en donde es evidente que aln
permanecen esferoplastos enteros. Cabe mencionar que el método de ruptura
manual fue igualmente eficaz para fragmentar las levaduras cultivadas en medio
minimo y en YPD. No se ensayaron pruebas de lisis celular para la obtencion de
membranas plasméticas a partir de cultivos provenientes de medio mineral por la

escasa cantidad de biomasa que se obtiene a partir de estos medios.




63

Figura 7. Secuencia fotografica del proceso de lisis de las levaduras de U. maydis a través del fraccionamiento
mecanico de los esferoplastos. En el panel A se muestran las levaduras intactas cultivadas en medio minimo.
En el panel B se exhiben los esferoplastos de U. maydis formados luego de 20 minutos de la exposicion a las
enzimas liticas de T. harzianum. En el panel C se observa el aspecto de la suspension celular luego del
fraccionamiento mecanico manual. Las tres fotografias fueron obtenidas con un aumento de 400 X en el
microscopio 6ptico invertido Nikon DIAphot 300.

2.2 Obtencién de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica de U. maydis

La integridad de la H*-ATPasa se confirm6 mediante experimentos de
electroforesis desnaturalizante en los que se utilizé a la H-ATPasa de K. lactis
como control (datos no mostrados) e inmuno-replicas, en los que se utilizaron
anticuerpos policlonales contra la ATPasa de K. lactis. Con estas técnicas se
encontro una sefial de aproximadamente 100 kDa, que corresponde con el tamafio

esperado para una H'-ATPasa flingica.

3. Parametros cinéticos de la H'-ATPasa de membrana plasmatica de
levaduras cultivadas en medios minimos y de YPD

Después de estandarizar el método para obtener una preparacion de
membrana plasmatica libre de contaminacion mitocondrial y estable para el
manejo en los ensayos cinéticos, se procedio a la caracterizacion de la cinética de
saturacion de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica por el sustrato Mg-ATP.
Los resultados de estos experimentos se muestra en la figura 8 y los valores de

las constantes cinéticas se resumen en la tabla 3. El grafico de Eisenthal-Cornish
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Bowden fue seleccionado para mostrar estos resultados por la rapida visualizacion
que permite para el analisis simultaneo de los pardmetros cinéticos de Km y Vmax,
en comparacion con los graficos directos de actividad especifica contra
concentracion de sustrato (que generaria las tipicas curvas “Michaelianas”), y
ademds, los datos son vertidos directamente en el grafico y no necesitan de
tratamientos posteriores (como es el caso de los graficos de Lineweaver-Burk,
Eadie-Hofstee, Hanes, etc.). Sin embargo, es necesario sefialar aqui que estos
gréaficos seran posteriormente utilizados en este trabajo, segun su practicidad para

la interpretacion de cada dato.

0,8

Act, especifica

Mg-ATP (mM)

H'-ATPasa de Medio minimo

V.. = 0.625+0.015 pmolPi /min mg

Km =0.46+0.038 mM

Cte. de esp. (Vmax/Km) = 1.752 x10°min
* Eficiencia Catalitica

i /min mg)

X

1

Figura 8. Gréfico de Eisenthal-Cornish Bowden para visualizar los parametros cinéticos de las curvas de
saturacion de las H'- ATPasas de membranas plasmaticas provenientes de levaduras de U. maydis cultivadas
en medios minimos o en YPD. Las condiciones para realizar las cinéticas de saturacion por el sustrato Mg-
ATP fueron las siguientes: Mes-KOH 125 mM, pH 6.5, glicerol 10 %, 30° C. La concentracion del catién
monovalente K* fue de 65 mM. La concentracién de enzima utilizada en todos los ensayos cinéticos fue de 20
ug de proteina por cada 250 ul del medio de reaccion. Los pardmetros cinéticos fueron obtenidos a partir del
ajuste no lineal de los datos con el programa Origin 6.0. La presencia de inhibicién por sustrato se presenté
Unicamente en las H'-ATPasas provenientes de cultivo en medio de YPD, lo que se ve reflejado en la
presencia de al menos dos puntos de interseccion en el primer cuadrante de los trazos respectivos. En el
recuadro superior derecho se muestran las curvas de Michaelis-Menten resultantes de graficar los
datos con las desviaciones estandar de cada punto.
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Tabla 3. Compendio de los parametros cinéticos de las H-ATPasas provenientes de levaduras de U. Maydis y
K. lactis cultivadas en medios de YPD y minimos. Las tres preparaciones de membrana plasmatica de ambas
levaduras fueron obtenidas siguiendo el protocolo descrito en la seccion de Materiales y Métodos. Los
ensayos de actividad fueron realizados en las condiciones de Mes-KOH 125 mM, pH 6.5, glicerol 10 %, 30° C,
65 mM K.

Vnax Km (mM) Cte. de especificidad (Vmax/ Km)
(umol Pi /min mg) (min* mg™)
U. maydis Medio 0.625 +0.15 0.46 + 0.04 1.752 x 107
Minimo
U. maydis YPD 0.22 +0.028 1.8+ 0.64 0.104 x 10°
K. lactis YPD 1.85+0.32 1.12+0.37 1.65x 107

Se observa que el parametro cinético de la H*-ATPasa que mas cambios
experimenta es la constante de especificidad (Vmax/ Km), que es 16.8 veces mayor
en los medios minimos. En forma semejante, la constante de Henri-Michaelis-
Menten, la Km, incrementa mas de seis veces en las H*-ATPasas provenientes de
cultivos en medios de YPD, mientras la Vmax incrementa casi tres veces su valor

en las levaduras cultivadas en medios minimos.

Para comparar los parametros de las H*-ATPasas de levaduras de U. maydis
con H*-ATPasas de otros organismos, se hicieron ensayos de actividad para H*-
ATPasas obtenidas a partir de cultivos de Kluyveromyces cosechadas al cabo de
24 horas de cultivo en medio de YPD. Se encontré que la H*-ATPasa de U.
maydis, proveniente de cultivos en medio de YPD, posee una constante de
especificidad 15.86 veces menor a la enzima de K. lactis. En la misma manera, la
Vmax €S 8.4 veces mayor, mientras la Km es 1.6 veces menor. Parametros
cinéticos semejantes se han reportado para H*-ATPasas de otros hongos como S.

cerevisiae y N. crassa (Moller, 1996, Serrano, 1988 y Goffeau, 1981).

Para los experimentos que se describen en adelante se seleccionaron las
membranas plasmaticas provenientes de las levaduras de U. maydis cultivadas en

medios minimos debido a las siguientes razones:

1. No se ha reportado en la literatura trabajo alguno sobre las propiedades de
la H*-ATPasa de las levaduras de U. maydis cultivadas en medios minimos.
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Los Unicos reportes que se tienen sobre esta enzima son actividades
especificas realizadas en cultivos de 48 horas en medios completos a 25

°C, en presencia de 0.025 % de etanol (Hernandez, 2002).

2. Resulta interesante conocer cuales son los mecanismos que gobiernan el
cambio en los parametros cinéticos de las H'™-ATPasas cuando las
levaduras de U. maydis se someten al estrés nutricional de los medios

minimos.

3. La actividad enzimatica de esta H*-ATPasa es mucho mas eficiente y por
tanto mas préactica de seguir con los métodos colorimétricos utilizados en el

laboratorio.

4 Efecto del pH sobre la actividad de la H- ATPasa de membrana plasmatica

proveniente de levaduras de U. maydis cultivadas en medio minimo

En una primera inspeccion del efecto del pH sobre la actividad de la
enzima, se estudié la actividad de ésta en diferentes amortiguadores, a una
concentracion de 5 mM de una mezcla equimolar del sustrato Mg-ATP y un
exceso de 5 mM de Mg?*. Los datos muestran que la H*-ATPasa tiene una mayor

actividad especifica a pH de 6.5 (figura 13).
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Figura 9. Efecto del pH sobre la actividad de la H'-ATPasa de las levaduras de U. maydis cultivadas en
medios minimos. La concentracion de proteina utilizada en todos los ensayos cinéticos fue de 20 ug de
proteina por cada 250 mililitros del medio de reaccion. Las condiciones del ensayo son 5 mM de Mg-ATP, 40
mM de Na*, 5 mM de Mg®* a 30 ° C.

A partir del resultado anterior se ensayaron cinéticas de saturacion por el
sustrato Mg-ATP en el intervalo de pH 5.0 a 9.0. Las concentraciones de Mg-ATP
utilizadas en cada ensayo fueron 0.2, 0.4, 0.8, 1 y 2 mM, que corresponden a los
cocientes 0.57, 0.1.14, 1.6, 2.28 y 5.7 [S]/Km para la H*-ATPasa a un pH de 6.5.

Los parametros de Km y Vnax de cada condicion se resumen en la tabla 3 y
en los regréficos de Dixon-Webb, Vmax VS pH Yy Vmax/Km vs pH, de las figuras 14 y
15. Es conveniente mencionar que, dentro del error experimental, se obtuvieron

cinéticas michaelianas en todos los valores de pH ensayados.
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Tabla 4. Compendio de los parametros cinéticos Km, Vmax Y la constante de especificad (el cociente Vimax!

Km) de las cinéticas de saturacién por el sustrato Mg-ATP realizado a diferentes intervalos de pH con

preparaciones enriquecidas en actividad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica proveniente de cultivos de

levaduras de U. maydis en medios minimos.

Km (mM) Vmax Vmax/Km
(umol Pi /min mg)
pH5.5|0.95+0.56 0.73+£0.22 0.76
pH 6.0 | 1.36 + 0.35 1.51+0.21 1.11
pH6.5| 1.3+0.36 1.47 £0.22 1.13
pH 7.0 | 1.56 £0.91 1.57 £0.26 0.99
pH7.5|1.92+0.69 1.43+0.25 0.49
pH8.0| 2.1+0.22 1.33+£0.07 0.63
pH8.5|227+0.24 0.54 £ 0.08 0.23
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Figura 10. Regrafico de Dixon-Webb de la Vimax» VS PH, que muestra los cambios de la velocidad méxima
aparente (Vmax.p) @l variar el pH del medio de reaccion. Las condiciones del medio de reaccion son: 5 mM de

Mg-ATP, 40 mM de Na*, 5 mM de Mg?*, glicerol 10 % a 30 ° C. La concentracion de enzima utilizada en

todos los ensayos cinéticos fue de 20 pg por cada 250 ul del medio de reaccién.
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Figura 11. Regrafico de Dix6n-Webb del cociente Vmax.,, /Kmapp Vs el pH (que representa la constante de
especificidad para algunos autores) que sefiala graficamente el pH 6ptimo de la actividad de la H*-ATPasa de
la membrana plasmatica de levaduras de U. maydis obtenidas en las condiciones descritas. Las condiciones
del ensayo fueron detalladas en los Materiales y métodos y resumidas en el pie de figura del gréfico anterior.

Con los resultados del efecto del pH sobre los parametros cinéticos de la H-
ATPasa de U. maydis cultivadas en medios minimos se pueden concluir los

siguientes puntos:

e El “pH 6ptimo” para la H'-ATPasa es de 6.5, ya que a este pH se presenta
la mayor actividad cuando se fija la concentracibn de Mg-ATP a 5 mM.
También el cociente de Vma/Km (la eficiencia catalitica para algunos

autores) tiene un maximo a este pH.

e Se propone la participacion de al menos dos grupos quimicos importantes
para la union del Mg-ATP y para la catalisis de la enzima. El pK del primer
grupo es de 5.5, que puede corresponder al pKa de un residuo de histidina

(cuyo pKa en solucion es de 6.04) o del grupo carboxilo de un residuo de
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aspartico (pKa de 3.9) o de glutamico (pKa 4.07) que esté ubicado en un
ambiente hidrofobico. El segundo pKa es 8.2 y se propone que el pKa
corresponde al grupo sulfhidrilo de la cadena lateral de un residuo de
cisteina (pKa 8.33) o al grupo amino de un residuo de lisina (pKa 10.79)
inmerso en un ambiente hidrofébico. Se abundara mas sobre este punto en

la seccién correspondiente a la discusion de los resultados.

Para explicar el efecto del pH sobre el funcionamiento de la enzima se plante6
el siguiente modelo cinético, que incluye dos grupos protonables de la enzima con
constantes de disociacion Ke; Y Kez, cuya afinidad por los protones puede cambiar
al unirse el sustrato a la enzima (Kes1 Y Kes2). ENn este modelo se propone que la
Unica forma de la enzima con actividad catalitica es el complejo HES.

ak's
E*X+ S ——

I

HE-+S_

w| | . -

H,E + S —— H,ES

2

+ H+\ ‘KESZ

A partir de este modelo se obtuvo la ecuacion de velocidad que se muestra

enseguida:

Vi= Vm [S]

Ks (1+ [H] + Ke2) + S (1 +[H] + Kes2)
Ke1l [H] Kes1 [H]
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4.1 Efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima

Para verificar que los cambios en la actividad al variar el pH de la solucién
no se debian a fenbmenos de inactivacion de la enzima, se preincubs6 a ésta en
soluciones amortiguadas a diferentes valores de pH, a 30°C, y se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos para ensayar la actividad a 30°C en el medio
estandar de Mg-ATP, a pH de 6.0. Los resultados de estos experimentos se

muestran en la figura 12.

m pH5.0
® pHS55
4 pH 6.0
100 ~ * e : ! v pHB6S5
pH 7.0
= <4 pH75
S 80
S pH 8.0
>
T 60
(%))
o
? 40
=
2
< 20-
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (min)

Figura 12. Efecto del pH sobre la estabilidad de la H*-ATPasa de la membrana plasmaética de levaduras de U.
maydis cultivadas en medios minimos. Salvo los puntos de pH extremos de 5 y 8.75 la enzima fue estable en
todo el intervalo de pH observado. Las condiciones del ensayo son Mg-ATP 5 mM, 40 mM de Na*, 5 mM de
Mg?*, 30 ° C.

Como se puede ver, la enzima mantuvo su actividad con el tiempo a todos
los valores de pH ensayados, por lo que se puede concluir que los cambios en la

actividad con el pH se deben a la protonacion y desprotonacién de grupos de la

enzima.
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5 El efecto del Na* sobre la actividad de la H -ATPasa

Para conocer el efecto del cation monovalente Na* sobre la actividad de la
H*-ATPasa se realizaron ensayos previos en donde se encontré que a 30° C, pH
6.5 y 5 mM de Mg-ATP, este catidn activa a la enzima en un intervalo de
concentraciones entre 20 y 80 mM, mientras que a concentraciones mas altas, el

Na" inhibe parcialmente a la enzima (resultados no mostrados).

Un analisis detallado para caracterizar la activacion de la H*-ATPasa se

muestra en el gréafico de Lineweaver-Burk (figura 17):

B 24.4mM Na’

. ® 40mM Na’
a 60mM Na*
2,4
2,24
2,0
1,8
1,6
Q. B
& 1,4
1 Km/V__ =1.6+0.006
~ 1,24 max
— i 1/V = 0.88+0.004
1’0 | max
7 KmV__ =1.15+0.103
0,6 1NV __ = 0.86+0.065
0,4
02] Km/V, =077 £0.15
N v, = 0.88+0.098
I T T o5 T T T T T T T T T T T T !

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

1/ Mg-ATP

Figura 13. Grafico de Lineweaver-Burk de las cinéticas de saturacion de la H'-ATPasa de la membrana
plasmatica de levaduras de U. maydis cultivadas en medios minimos por el sustrato Mg-ATP a diferentes
concentraciones milimolar de Na*. Las condiciones del ensayo fueron descritas en los pies de texto de las dos

figuras anteriores.

Se observa que el principal efecto del cation monovalente ocurre sobre la
Km. Un aumento en la concentracion del ion, por debajo de 80 mM, incrementa la

afinidad de la enzima por el sustrato. EIl modelo que se plantea para explicar la
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activacion no esencial de este cation monovalente sobre el funcionamiento de la

H*-ATPasa es el siguiente:

Ks kt
E + 8§ —— ES E+ P
+ A I|Ka +A I|aKa
oKs ﬂkcat
AE + § —— AES AE + P

En este modelo E representa a la enzima libre, A el activador no esencial (el
Na’) y S el sustrato Mg-ATP; ES, AE y AES representarian a los diferentes

complejos que puede formar la enzima.

A partir de este esquema se deriva la siguiente ecuacion:

V. = Vm S (1+ B ([Af/aKA)
Ks(1+ [A] / KA) + S(1+ [A [ aKA)

la cual se introdujo en el programa de calculo Origin (version 6.0) con el fin
de realizar un ajuste global de los datos experimentales, obteniéndose los

parametros de Viyax = 1.18 £ 0.36, B =1, a = 0.04 £ 0.02y una K, = 169.8 + 34.78.
6 El efecto del K™ sobre la actividad de la H-ATPasa

También se evalud el efecto del ibn monovalente K*, afiadido en la forma de
KCI, sobre la actividad de la H*-ATPasa. Los resultados se muestran en la figura

18, con el gréafico de Eadie-Hofstee.
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Figura 14. Gréfico de Eadie-Hofstee de las cinéticas de saturacion de la H'-ATPasa de la membrana
plasmatica de levaduras de U. maydis cultivadas en medios minimos por el sustrato Mg-ATP a diferentes
concentraciones de K" (mM). Las condiciones del ensayo fueron descritas en las figuras anteriores. En el

recuadro se muestra el grafico de dobles reciprocos correspondiente a este experimento.

Se observa que el K* ejerce un efecto similar al del Na* sobre la actividad
de la H*-ATPasa: tiende a incrementar la afinidad de la enzima por su sustrato,
mientras la Vmax permanece casi inalterada. También el potasio ejerce un efecto

inhibidor parcial a concentraciones superiores a 80 mM.

Para explicar la activacion no esencial de este cation sobre la afinidad de la
enzima se utilizé el mismo modelo y la misma ecuacion que se uso6 para explicar el
efecto del Na*. A partir del ajuste global de los datos, utilizando el programa Origin
(versién 6.0) y el modelo de activacién no esencial sobre la actividad de la H*-
ATPasa, se obtuvo una Ka de 135.37364 + 17.56 mM y un parametro o de

0.04029 + 0.01403; al igual que con el sodio, la Vmax Se mantuvo constante (§ =1).
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7 Efecto del Mg-ADP sobre la actividad de la H'-ATPasa

Con el fin de caracterizar el efecto del Mg-ADP sobre la actividad de la H*-
ATPasa se realizaron experimentos en los cuales se mantuvieron fijas las
concentraciones de Mg-ATP y de Mg** libre en 5 mM y se varié al Mg-ADP. Los
resultados se muestran en los graficos de Hanes-Wolff, que sirvié para visualizar
el tipo de inhibicion y de Dixon, para encontrar graficamente el valor de la Ki
(figuras 19 y 20).

® 0mMADP
: 3 mM ADP
407 v 5mMADP AL
35 .
30 -
] Km N =386+0.18
25 - app " max
IV _ =6.43+064
20 _
> | Km /N =305£028
) 15- IV _ =1375+0.89
10-. Km NV =385%+03
app nmex
1 IV_ =2025+093
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-2 1 ) 1 2 3 4 5 6
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Figura 15. Grafico de Hanes-Wolff para caracterizar el efecto del inhibidor competitivo Mg-ADP sobre la H*-
ATPasa de levaduras de U. maydis cultivadas en medios minimos. Las condiciones del ensayo fueron 40 mM
de Na', 5 mM de Mgz+, 30° C. En el recuadro se coloca el grafico de Linewaver-Burk correspondiente a este

experimento.
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En el gréfico de Hanes-Wolff se observan rectas paralelas, consistente con
una inhibicion competitiva clasica o lineal. Con el grafico de Dixon se obtuvo una
Ki de 1.25 mM.

B 1mMMg-ATP
® 2 mM Mg-ATP
[ | 3 mM Mg-ATP
5 mM Mg-ATP

40

2 3 4
Mg-ADP (mM)

-10 -

Ki=1.25 mM

Figura 16. Gréafico de Dixon para determinar la Ki del Mg-ADP sobre la H™-ATPasa de levaduras de U. maydis

cultivadas en medios minimos.

8 Efecto del vanadato (VO,) sobre la actividad de la H*-ATPasa

Con el fin de obtener el tipo de inhibicién dado por el vanadato se realizaron
cinéticas de saturacion con el sustrato Mg-ATP a concentraciones fijas de
vanadato menores a 10 uM. En el gréfico de Scatchard (figura 17) se muestra el
patrén esperado para una inhibicion competitiva lineal. Al realizar el ajuste global
de los resultados con el programa Origin (versién 6.0) se obtuvo una Ki para el

vanadato de 0.94 + 0.44 uM.



77

m 0uMVO, ‘
y ® 1uMVO, :
0,40 _ i
7 5uM VO, B
0,35~ C T

1/Km_ =-0.89+0.21
V.. /Km_=037007

1/ Km_ =-0.18 + 0.063
V. /Km_=008745+0.015

1/ Km,_=-0.06  0.068
V.. /Km_=0.03+0.008

Act. especifica/ Mg-ATP (mM)

0,05 +

0-00
roao T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T 1

-0,05 0,00 0,05 0,20 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55
Act. especifica

Figura 17. Grafico de Scatchard para visualizar el efecto de dos concentraciones diferentes de Vanadato
(VO4) sobre los parametros cinéticos de H'-ATPasas provenientes de membranas plasmaticas de levaduras
de U. maydis cultivadas en medios minimos. Las condiciones del ensayo permanecen en 40 mM de Na*, Mg**
5 mM, 30° C, pH 6.5. En el recuadro se muestra el grafico de Lineweaver-Burk correspondiente a este

experimento.

Que el vanadato se comporte como un inhibidor competitivo del sustrato
Mg-ATP condujo al planteamiento del siguiente modelo en estado estacionario

para la H*-ATPasa de U. maydis.
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(48]

E1A == E1AB ~X

=

F1B

Ke K K.Q s
W E2 == F2==F2q %

& Ks A: Mg-ATP;
BiH*
KI \ ‘ K,| P: Mg-ADP;

HQO VO,

Q: H* translocado

E2 | F1: E~Pi

F2: E-Pi;

Este modelo puede describirse como un sistema BiBiUniUni Iso ping-pong
en donde los sustratos entrantes son el Mg-ATP, el proton (en el lado
citoplasmico) y el agua, mientras que los productos son el Mg-ADP, el fosfato
inorganico y el protén translocado. En este modelo se propone que los pasos que
comunican a la forma de la enzima E2I con la E1A deben estar en equilibrio rapido
para explicar de esta manera que el vanadato se comporte como un inhibidor

competitivo para el sustrato Mg-ATP.
9. La Genomica comparativa de las H'-ATPasas de U. maydis
9.1 Resultados de los Alineamientos Basicos Locales Mdultiples (BLAST)

Con el fin de encontrar las secuencias génicas que codifican para la H*-
ATPasa de U. maydis se utilizo la base de datos del genoma de U. maydis de la
cepa 521. El genoma de este hongo se secuencio con la técnica de “whole-
genome shotgun” en los afios 2003 y 2004 por diferentes grupos de investigacion
de las empresas biotecnoldgicas “Broad Institute”, “Bayer CropScience AG”, y
“Exelixis Inc”, ademas de la participacién de la Universidad de Georgia en los E. U.

A. y la Universidad Britanica de Columbia en Canada. El genoma completo se
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encuentra disponible en la pagina de “Ustilago maydis Genome Project” con la

siguiente direccion en la Internet:

www.broad.mit.edu.annotation/fungi/ustilago maydis/background.html

Los resultados de la “busqueda de alineamientos basicos locales multiples”
(BLAST, por las siglas en inglés de “Basic Local Alignment Search”), utilizando la
secuencia de aminoacidos de la H*-ATPasa de S. cerevisiae (que tiene la clave de
acceso P05030) para encontrar posibles polipéptidos (BLASTP) y secuencias de
nucledtidos del genoma (TBLASTN) de U. maydis con mayor parecido a la H*-
ATPasa de S. cerevisiae arrojaron alineamientos multiples con los mismos “hits” o

resultados de “alto puntaje”.

Compendio de la informacion obtenida a través de las
Busquedas Locales de Alineamientos Multiples (ELASTP y TBELASTN)
Gen Clave del gen: Informacion acerca Start: End: Score:
cromaosoma de la secuencia:

Un0Z2281.1 1.86 (scaffold &) Fypothietical protein 78954 81869 +825e00
Um01205.1  1.42(scaffold 2) conserved 126512 128406 - 455 123
hypothetical protein
Und0o204 1 1.2 (scaffold 1) frypothetical protein 482365 495742 + 1% 6e-20
UmOS038.1 1186 (scaffold 13)  hypothetical protein B4387 B7379 - 1901e-48
UMOA4B1.1 1,157 (scaffold 12)  hypothetical protein 22400926 228078 +1901e-48
UMOGE433.1  1.248 (scaffold 24)  hypothetical protein 58452 91701 +172 3e-443
Ur02081.1  1.76 (scaffold 4) hypothetical protein 21717 2478 - 143 2e-34
UMODZZY 1 1.66 (scaffold 3) hrypothetical protein 43631 6801 - 897 2e-20
Un03470.1 1.3 (scaffald 1) frypothetical protein 85270 103187 - 79 59e-13
Unidgoes. 1 1.116 (scaffold 8) hypothetical protein 48704 2270 -84 1e-10
UMOO372.1 1141 (scaffold 100 hypothetical protein 100082 103316 -494e-06
U052658.1 1.6 (scaffold 1) hrypothetical protein 78306 7597 -431e-05
UK01019.1  1.34 (scaffold 2) hrypothetical protein 132976 136268 -43 3e-4

Figura 18. Compendio de la informaciéon obtenida a través de las busquedas de alineamientos locales
multiples (BLASTP y TBLASTN) utilizando la secuencia de residuos de aminoécidos de la H'-ATPasa de S.
cerevisiae contra el genoma de U. maydis. En la primera columna se sefiala la seccion del genoma de U.
maydis donde se localiza la secuencia que codifica para un polipeptido similar a la H-ATPasa de S.
cerevisiae. La segunda columna sefiala la clave de identificacion del gen. La tercera columna muestra la

informacion disponible en la base de datos acerca de cada secuencia particular del genoma de U. maydis. La
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cuarta y quinta columnas marcan los sitios de inicio y término de la secuencia de nucledtidos que codifica para
las secuencias de residuos de aminoéacidos similares a la H'-ATPasa. La sexta columna muestra los valores
de “e” que es un numero exponencial complejo que refleja la probabilidad de encontrar una secuencia en el
genoma de U. maydis idéntica a la H*-ATPasa generada por eventos de “azar” y no por eventos evolutivos.

9.2 Analisis filogenético de las tres primeras secuencias del genoma de U.
maydis que se obtuvieron con BLASTP y TBLASTN.

Para continuar con el andlisis del genoma de U. maydis se obtuvo cada una
de las secuencias que resultaron de los alineamientos locales mudltiples del
BLASTP y TBLASTN. BLASTP permite ubicar proteinas previamente identificadas
por otros autores a través de métodos automaticos o de manera manual, mientras
TBLASTN posibilita hacer un analisis sobre el genoma (la secuencia de DNA) de
U. maydis. Como ambas técnicas arrojaron resultados idénticos, podemos afirmar
que “muy probablemente” no existen genes adicionales, que codifiquen para H*-
ATPasas, en el genoma de U. maydis a los reportados aqui. Cada una de las
secuencias gue se muestra en la figura 19 se analiz6 de manera individual y se
encontré que Unicamente las dos primeras (Q4PFA8 y QPBD2) corresponden a
polipéptidos que codifican para H'-ATPasas de localizacion en membranas
plasmaticas (ver apéndice figura ). Las secuencias restantes, que muestran un
menor puntaje en similitud con la H*-ATPasa de S. cerevisae, corresponden a otro
tipo de ATPasas (la mayoria son ATPasas tipo P), que translocan tanto protones

como cationes mono y divalentes (datos no mostrados).

Como se puede ver en la figura 20, las dos primeras secuencias génicas del
genoma de U. maydis corresponden a H'-ATPasas flngicas, que quedan
agrupadas dentro de clados de grupos fingicos que consisten con la clasificacién
de Herrera y Ulla, Alexopoulus y Mims y del NCBI mostrados en la introduccion de
este trabajo. Es importante notar que ambas secuencias de H*-ATPasas se
agrupan en clados distintos, uno de los cuales queda flanqueado por las H*-
ATPasas de hongos (ver gen Q4PBD2 en la figura 20), mientras la segunda
secuencia (gen Q4PFA8) queda fuera del grupo de los hongos, en una rama mas
cercana a las rodofitas y las plantas vasculares. Para el caso del tercer hit, que

tiene la clave de acceso EAK 81589, correspondiente al gen UM00204, la proteina
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se agrupa dentro de un clado correspondiente a ATPasas de calcio (datos no
mostrados).

Las claves de acceso para las tres primeras secuencias de los
alineamientos locales multiples son: Q4PBD2 para la secuencia 1.86 (gen
UMO02581.1), Q4PFAS8 para la secuencia 1.42 (UM01205.1) y EAK81589 para la
1.2 (UM00204.1). No estd de mas mencionar que estos mismos resultados surgen
si se toma como patron de comparacion a la secuencia de la H-ATPasa de K.
lactis. Las tres primeras secuencias se sometieron a un analisis detallado con los
programas AlignX y Clustal W, los cuales permiten identificar familias de proteinas
y detectar similitudes, ademas de calcular porcentajes de similitud e identidad
entre diversas secuencias de aminoacidos o cadenas de polinucleétidos (genes y
marcos de lectura abiertos —ORF’s y URF’s). Para realizar el correcto analisis
filogenético de las secuencias de U. maydis se realizaron alineamientos multiples
con 156 secuencias de H*-ATPasas provenientes de diferentes organismos, que
incluyen arqueobacterias, eubacterias, plantas y hongos (ver figura 20).
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Figura 19. Arbol filogenético cladista de “Minima Evolucion”, mostrado en la presentacion de arbol radiado-no
enraizado. En este arbol filogenético se muestran los principales grupos taxonémicos a partir de la agrupacion
de las secuencias de ATPasas tipo P de diferentes grupos evolutivos. En esta figura solo se muestran las
secuencias seleccionadas de cada grupo taxonémico que sirven para visualizar las tendencias evolutivas en

cada clado. Se subrayan los dos mejores puntajes arrojados de los BLASTP y TBLASTN.

Es importante mencionar que este cladograma es consistente con las
clasificaciones taxondmicas de Ulloa y Herrera y Alexopoulus y Mims (ver figura 1
de la introduccion) y también se corresponde parcialmente con la clasificacion
cladistica “molecular” reportada en el gen bank (ver figura 2 de la introduccion).
Los dos arboles filogenéticos también muestran, a grosso modo, que las dos
secuencias de las H*-ATPasas de U. maydis son divergentes entre si y que se

encuentran en grupos parafiléticos distintos. Es decir, la H*-ATPasa de U. maydis
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sefalada con la clave QPFA8 (gen UM1205.1) presenta mayor similitud con las
H*-ATPasas de tipo vegetal, con las que forma un grupo polifilético, mientras que
las H*-ATPasas tipo fungicas, incluida la H"-ATPasa QPBD2 (UM02581.1) de U.

maydis, forman un grupo monofilético bien definido.

10. Andlisis de las dos secuencias de H*-ATPasas presentes en el genoma
de U. maydis

Para visualizar la semejanza entre las dos secuencias de H*-ATPasas
presentes en el genoma de U. maydis se muestra la siguiente matriz de puntos
(figura 26):

QFE 2 LSINAEC

BEES

= ). . s

R .
a -

Figura 20. Andlisis de matriz de puntos (Dot Matrix Analysis) para la comparacion entre las secuencias
Q4PBD2_USTMA vs Q4PFA8_ USTMA que codifican para las H-ATPasas de U. maydis. El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias arrojada por el programa fue de 32.2 %, mientras la similitud entre ambas
secuencias esta tasada en 48.1%. Esta matriz de puntos fue realizada con los algoritmos disponibles en el
paguete de softwares biotecnolégicos de la “Vector NTI SUITE 6.0".

Se observa un porcentaje de identidad relativamente bajo (32 %) y una
similitud del 48 % entre las dos secuencias. Este tipo de analisis también puede

presentarse a través de gréficos descriptivos con alineamientos “cuantitativos”,
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cuando se consideran valores numeéricos para indicar los grados de similitud e
identidad entre diversas secuencias, o “cualitativos”, cuando se consideran las

caracteristicas quimicas de los residuos de aminoacidos.

En el primer panel de la figura 22 se muestra el alineamiento cuantitativo de
las dos secuencias de H*-ATPasa de U. maydis. En este tipo de grafico se
asignan valores de 0 a 1 a cada residuo de aminoacido presente en ambas
secuencias, dependiendo de si éstos son idénticos, similares o débilmente
parecidos en las secuencias alineadas. En el segundo panel de la misma figura se
observa un grafico de “complejidad absoluta”, que considera un puntaje mayor a
cero cuando los residuos de aminoacidos pareados presentan una gran similitud y

valores negativos cuando no presentan similitud.
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Figura 21. Graficos de similitud y complejidad absoluta que resultan de la comparacion de las dos H*-ATPasas

codificadas por los ORF’s del genoma de U. maydis.

En ambos graficos es evidente que existen 4 regiones bien conservadas
entre las dos secuencias de H*-ATPasas de U. maydis. Estas regiones, sefialadas
con numeros romanos, corresponden a la primera seccion del dominio M (1 y 1), al

dominio de fosforilacion (I11) y al dominio de unién del nucleétido (1V).
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También se compararon las dos secuencias de las H*-ATPasas presentes
en el genoma de U. maydis contra las H*-ATPasas de S. cerevisiae y K. lactis, asi
como contra la H*-ATPasa de la zanahoria Daucus carota (algunos de estos
analisis no se muestran, pero se comentan brevemente). Los resultados para la
ATPasa de S. cerevisiae, que se visualizan en las figuras 23 y 24 y se resumen en
la tabla 6, muestran que la secuencia Q4PBD2 de la H*-ATPasa de U. maydis
tiene un mayor grado de similitud y de identidad con la H'-ATPasa de S.

cerevisiae que con la otra secuencia de U. maydis (Q4PFAS8).

-
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Figura 22. Matriz de puntos para la comparacién de las secuencias de la H'-ATPasa de S. cerevisiae
(codificada por el gen PMA1) versus la H-ATPasa Q4PBD2 de U. maydis, que corresponde al primer “hit” de
ambos BLAST. El porcentaje de identidad entre ambas secuencias es de 48.78 % y la similitud es de 63.43 %.
La matriz de puntos muestra en el eje de las ordenadas la secuencia “PMAL1_YEASTAC" de S. cerevisiae

versus la secuencia “Q4PBD2_USTMA” de U. maydis colocada sobre el eje de las abscisas.
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Figura 23. Matriz de puntos para la comparacién de las secuencias de la H'-ATPasas (codificada por el gen

PMA1) de S. cerevisiae versus la H-ATPasa Q4PFAS8. El porcentaje de identidad entre ambas secuencias es

de 32.12 %, mientras la similitud es tasada en 50 %. La matriz de puntos muestra en el eje de las ordenadas
la secuencia “PMA1_YEASTAC” de S. cerevisiae versus la secuencia “Q4PFA8_ USTMA” de U. maydis

colocada sobre el eje de las abscisas.

Tabla 5. Compendio de los porcentajes de identidad y similitud entre las dos secuencias de H-ATPasas de U.

maydis y las H-ATPasas de S. cerevisiae, K. lactis, una H'-ATPasa tipo vegetal y la ATPasa de Calcio de

Conejo. Ambos valores, de identidad y similitud, se obtuvieron a través de los algoritmos de matrices de
similitud BLOSUMG62. Cuando se utilizan algoritmos de otras matrices de similitud como PAM250, PAM120,
PAM40, DAYHOFF, GONNET, MATCH se obtienen parametros de identidad y valores de similitud

semejantes.

Identidad/ Q4PFA8 Q4PBD2 PMAL1_YEAST | PMA1_KLULA | Q75N96_DAUCA

Similitud

Q4PFA8 - - - - -

Q4PBD2 0.3220175 - - - -
0.4810863

PMA1l_YEAST 0.3212121 | 0.4878788 - - -
0.5000000 | 0.6343434

PMA1 KLULA 0.3226804 | 0.4889113 | 0.8572985 - -
0.5010309 | 0.6330645 | 0.9150327

Q75N96_DAUCA 0.4808853 | 0.2996219 | 0.2917485 0.3020000 -

(ATPasa vegetal) | 0.6458753 | 0.4480151 | 0.4528487 0.4640000

CaATPase 0.2020295 | 0.1952337 | 0.2099237 0.2167153 | 0.1753794

(ATPasa tipo P1) | 0.3459410 | 0.3593034 | 0.3769084 0.3838678 | 0.3161889
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VI. DISCUSION

1. Caracterizacion de las curvas de crecimiento de las levaduras de U.

maydis en diferentes medios de cultivo cerrado (cultivo en Batch)

A partir de las cinéticas de crecimiento de las levaduras de U. maydis en
medios de cultivo de YPD y minimos cerrados (también llamados cultivos
monofasicos 0 no renovados), surgen varios hechos interesantes cuando se
comparan con otros hongos. Las cinéticas de crecimiento de las levaduras de U.
maydis en los medios de YPD y minimo no se ajustan a una curva exponencial
simple, como es el caso de las cinéticas de crecimiento de las levaduras K. lactis y
S. cerevisiae (Tyson, et al, 1979; Goffeau, 1981; Vanoni, et al, 1983; Serrano
1988), sino presentan al menos dos tasas de incremento celular separadas por
una pseudo-fase estacionaria. Se descarta que esta fase pseudo estacionaria sea
debida a un cambio diauxico en el metabolismo de las levaduras de U. maydis
pues la concentracion de glucosa en el medio entre las 20 y las 35 horas de cultivo
es superior a 40 mM, lo que representa un exceso en la fuente de carbono que no
cooncuerda con la aparicién del cambio del catabolismo de la hexosa hacia el
consumo de etanol (Fernandes y Correia, et al, 2003).

La primera fase de crecimiento de las levaduras de U. maydis es lenta en
comparacion con la tasa de incremento de las levaduras de K. lactis y S.

cerevisiae. El tiempo de generacion celular de las levaduras de ambos

ascomycotas cultivadas en medio de YPD es de 108+ 8.5 minutos (ver tabla | del

apendice), mientras las levaduras de U. maydis requieren entre 149.5y 167.3 hrs.
En cultivos en medio de YPD las levaduras de K. lactis presentan una constante
de velocidad de crecimiento k de 0.366 + 0.012 h™ (resultados no mostrados),
mientras en las levaduras de U. maydis es de 0.262 h™* durante la primera fase de
crecimiento exponencial. En este sentido, se sabe que algunos hongos
fitopatdgenos secretan metabolitos que inhiben el crecimiento de otros hongos y

en la misma forma regulan su densidad celular actuando como “sensores
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poblacionales” (Martinez-Espinoza, et al 2002; Del Sorbo, et al, 2000; Nafsika et
al, 1996) que permiten regular la densidad de las células fungicas. En el caso de
las levaduras de U. maydis es necesario determinar con precisién cada uno de los
compuestos organicos que son secretados durante el cultivo en los medios
cerrados de YPD. Para la segunda fase de crecimiento en el medio de YPD las
levaduras de U. maydis presentan cambios en los parametros cinéticos que
describen su crecimiento. Incrementa el tiempo de duplicaciéon en los medios de
YPD a 49.91 hrs, mientras en el medio de minimo requiere de 27 hrs para duplicar
la densidad celular del medio. Este cambio en los parametros cinéticos en ambas
fases de cultivo condujo a analizar detalladamente el consumo de glucosa asi

como el cambio en el pH del medio.

A partir del seguimiento del consumo de la glucosa en los diferentes medios de
cultivo se pueden sefalar al menos cuatro puntos importantes: a) las velocidades
de crecimiento de las levaduras de U. maydis en los cultivos en medios de YPD y
minimos no muestran una relacién directa con el consumo de la glucosa del
medio; b) en estos medios de cultivo la velocidad de consumo de la glucosa es
constante, con un valor de 0.53 + 0.04 gramos de glucosa por hora en las
primeras 80 horas de cultivo; c) la fase estacionaria para las levaduras de U.
maydis se alcanza cuando la concentracion de glucosa en los medios de cultivo es
menor a 0.1 mM; d) el tnico medio de cultivo en el que las levaduras de U. maydis
presentaron un crecimiento exponencial tipico fue el medio mineral, en donde el
crecimiento estuvo relacionado con la concentracion de la glucosa en el medio.

Respecto a las fuentes de nitrdgeno del medio minimo como factor limitante del
crecimiento de las levaduras de U. maydis, queremos resaltar que se ensayaron
cineticas de crecimiento en medios minimos con diferentes cantidades de nitrato
de amonio, urea y/o de sales nitrogenadas (resultados no mostrados) pero las
cantidades de biomasa y los parametros g y k fueron semejantes, por lo que se
concluyé que la fuente de nitrogeno era el factor limitante. Se probé afiadir fuentes
de nitrogeno mas elaboradas a los medios minimos, como aminoacidos, con lo
que se incrementé la cantidad de biomasa obtenida, pero también se

incrementaba la de fuente de carbono.
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Tomando en conjunto los resultados anteriores podemos proponer la siguiente

conclusién parcial:

e Las levaduras de U. maydis presentan una gran capacidad biosintética. Son
capaces de crecer en medios con fuentes de nitrégeno y carbono muy
limitadas, lo que contrasta con la incapacidad de las levaduras de K. lactis
para consumir glucosa en medios minimos e incrementar su biomasa de
manera notable (ver recuadro superior derecho de la figura 1 de los

resultados).
Por esta razén consideramos que:

Las denominaciones de medios minimo y rico deben ser modificadas segun
los requerimientos nutricionales de las levaduras de U. maydis. Los resultados
indican que los medios minimos tradicionales para las levaduras de K. lactis y S.
cerevisiae ofrecen todos los requerimientos necesarios para conseguir grandes
cantidades de biomasa con las levaduras de U. maydis. Es necesario resaltar que
aun cuando los parametros cinéticos obtenidos durante la primera fase de cultivo
en el medio minimo son menores a los que se generan en el medio de YPD, al
cabo de 60 horas de cultivo, luego del cambio en los parametros cinéticos g y k,
ambos medios pueden proporcionar cantidades de biomasa semejantes para las
levaduras de U. maydis.

1.1 Las levaduras de U. maydis alcalinizan el medio de YPD

A diferencia de lo que ocurre con las levaduras de los hongos ascomycotas
S. cerevisiae y K. lactis, que acidifican los medios de YPD desde las primeras
horas de su cultivo (Gancedo y Eraso, 1987; Serrano, 1988; Amigo, L, 1993), las
levaduras de U. maydis no disminuyen el pH del medio, sino que lo alcalinizan,
independientemente del valor de pH inicial del medio. Este resultado sugiere la
necesidad de replantear el papel de la H'-ATPasa de U. maydis durante su
crecimiento en la forma levadura. Es decir, si la actividad de la H*-ATPasa es
importante para la generacion del gradiente de potencial electroquimico de

protones en la membrana plasmatica, entonces habra que determinar la diferencia
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de potencial eléctrico a ambos lados de la membrana plasmatica que se necesita
para activar los mecanismos de transporte de nutrientes durante las diferentes
fases del crecimiento de las levaduras de U. maydis. Resultados de nuestro grupo
de trabajo sefialan que en la forma de micelio, la diferencia en el pH (ApH) en
ambos lados de la membrana plasmética no es mayor a 0.5 unidades.

Sin embargo, esta diferencia en el gradiente electroquimico debe ser
suficiente para el funcionamiento de los mecanismos de transporte de los
nutrientes a través de la membrana plasmatica, pues los micelios de U. maydis
consumen la glucosa del medio e incrementan su biomasa.

En su defecto, si la H-ATPasa no desempefia un papel preponderante en
la generacion del gradiente electroquimico de protones en este tipo de medio de
cultivo, y por ende, no se requiere para transportar los nutrientes del medio
externo al citosol, habria que estudiar los mecanismos de transporte de nutrientes
gue no dependen del gradiente electroquimico de protones.

Para el caso del medio minimo, los cambios que se registraron en el pH
durante el crecimiento de las células son semejantes a lo que ocurre con las
levaduras de K. lactis y S. cerevisiae cultivadas en medios de YPD. Es decir, en
los medios minimos el pH del medio externo tiende a disminuir conforme las
levaduras crecen. Es importante mencionar que la acidificacion del medio ocurre
independientemente del pH inicial del medio de cultivo, lo que pareciera sefialar
que las levaduras de U. maydis tienden a ajustar el pH del entorno dependiendo
de la composicion del medio de cultivo, probablemente para incrementar su tasa
crecimiento. Ademas, la acidificacion de los medios minimos puede relacionarse
con la alta actividad especifica, la eficiencia catalitica y la Vmax asociadas con las
H*-ATPasas provenientes de cultivos en medio minimo, que son mayores que las
de las H*-ATPasas provenientes de cultivos de YPD.

A partir del seguimiento de los cambios en el pH del medio de cultivo
durante el crecimiento de las levaduras de U. maydis se pueden mencionar tres

conclusiones parciales:
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1. Las levaduras de U. maydis presentan una amplia tolerancia al pH del
medio, independientemente si el cultivo se lleva a cabo en medio minimo o de
YPD.

2. Segun el pH y la composicion del medio de cultivo se favorece la
velocidad de crecimiento y disminuyen los tiempos de duplicacion de manera
caracteristica. Para el medio minimo los tiempos de generacion y las velocidades
de crecimiento de las levaduras U. maydis son mejores a pHs acidos (3-6),
mientras que en el medio de YPD entre pH 6 y pH 8.

3. Dependiendo de la composicion del medio de cultivo, las levaduras
ajustan el pH, independientemente del pH inicial de cada medio. En el medio
minimo las levaduras de U. maydis tienden a acidificar el pH del medio llegando a
tener valores cercanos a pH 3; mientras en los medios de YPD el pH del medio
tiende a 8.

Estos resultados contrastan en forma notable con los resultados que se
obtienen con a partir del cultivo de las levaduras de S. cerevisiae (Vanoni, et al,
1979, Eraso y Gancedo, 1987) y K. lactis (datos experimentales no mostrados)

que tipicamente acidifican el medio en torno a pH 3.5 £ 0.75, mientras su pH

interno permanece dentro del intervalo de 6 y 7.5. Se propone que esta diferencia
de potencial eletroquimico de al menos 3 unidades de pH, son suficientes para la
activacion de los sistemas de transporte secundario de las levaduras de S.

cerevisiae (Amigo, L., et al, 1993).

2. La obtencién de la membrana plasmética de las levaduras de U. maydis
Con el fin de obtener una buena preparacion de membrana plasmatica de
las levaduras de U. maydis se decidié probar los métodos de extraccién que se
utilizan con las levaduras de S. cerevisiae y K. lactis. Se encontr6 que al romper
las células con las perlas de vidrio se obtenia una preparacion de membrana
plasmatica con una contaminacién mitocondrial superior al 30 %. En primera
instancia se decidié “limpiar’ estas membranas plasmaticas por medio de un
gradiente zonal de doble fase de sacarosa. Las concentraciones de sacarosa para

formar el gradiente se describieron en la seccién correspondiente de los
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Materiales y Métodos. Sin embargo, las fracciones resultantes del gradiente de
sacarosa no se enriquecieron con la actividad de la H*-ATPasa y mantuvo una alta
contaminacion mitocondrial. AGn cuando se presentaron zonas del gradiente con
un incremento en la actividad especifica de la enzima, éstas presentaban al
menos un 15-23 % de contaminacion mitocondrial. Otro problema asociado a la
utilizacién del gradiente de doble fase de sacarosa fue que se recuperaba apenas
el 3-8 % de la proteina inicial y se perdia casi la totalidad de la actividad de la H*-
ATPasa. Apenas se obtenia un 0.3 % de las Unidades (umol Pi/ min) iniciales de
ATPasa.

El principal problema de la técnica de ruptura mecanica con las perlas de
vidrio no era la contaminacion mitocondrial, que se podia controlar con el uso de
inhibidores especificos para las ATPasas tipo F, tipo V y fosfatasas acidas, sino el
alto grado de protedlisis de la ATPasa que se detectaba por medio del Western
Blott. Es decir, en lugar de encontrarse las marcas de fluorescencia en la posicion
esperada, de 100 a 120 kDa, las bandas en la inmuno replica se encontraron
cerca de los 29 kDa. De esta manera, durante la primera fase del proyecto los
esfuerzos para encontrar una técnica que permitiera obtener una fraccidon
membranal con actividad de la H*-ATPasa se centraron en inhibir la protedlisis de
la enzima. Para esto, durante los pasos de ruptura celular se probaron diversas
concentraciones del inhibidor PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) que actua
sobre proteasas de serina (quimiotripsina, tripsina), acetilcolinesterasas, trombinas
y proteasas de cisteina (trombina). También se probaron diferentes
concentraciones de un “coctel” de proteasas que contiene los siguientes
compuestos: AEBSF, que actla sobre proteasas de serina (tripsina vy
quimiotripsina); aprotinina, que inhibe las proteasas de serina (plasmina,
tripsindgeno, urocinasa y kalicreina); leupeptina, que actia sobre las proteasas de
serina y cisteina (calpaina, papaina, catepsina B); bestatina, que inhibe
aminopeptidasas (aminopeptidasas de leucina y de alanina); pepstatina, que actua
sobre proteasas acidas (pepsina, renina, catepsina D y quimosinas B); E-64, que
inhibe a proteasas de cisteina (calpaina, papaina, catepsina B, y catepsina L).

Otro de los inhibidores que se utilizé durante la ruptura mecéanica con perlas de
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vidrio fue el compuesto DIFP, que actia sobre proteasas de serina,
acetilcolinesterasas, catepsina G, factor de coagulacion Xa, elastasa de leucocito,
elastasa pancreatica, calicreina tisular, plasmina, subtilisina y trombina. Sin
embargo, a pesar de la presencia conjunta de estos inhibidores durante la ruptura
mecanica de la célula, siempre se obtuvo una H*-ATPasa rota.

Por tanto, se decidié ensayar variaciones en la ruptura celular que fueran
mas suaves. La técnica que mejores resultados arrojé fue una modificacion del
método de Waterfield y Sisler (Waterfield, W, F y Sisler H. D, 1988), que consiste
en la generacion de esferoplastos de U. maydis y su posterior ruptura con un
homogenizador de vidrio con un vastago de teflon. Los esferoplastos se formaron
utilizando las enzimas liticas del hongo Trichoderma harzianum y posteriormente
se rompieron en medios iso-osmoticos. Los resultados muestran que con este
método la actividad especifica de la H*-ATPasa se incrementaba y que la
contaminacion mitocondrial en las membranas plasmaticas disminuia. Asimismo,
la intensidad de la banda cercana a los 100 kDa se incrementaba en los ensayos
de Western blott, independientemente de la presencia o ausencia de los
inhibidores de proteasas. Sin embargo, por precaucion siempre se trabajé la
ruptura celular de las levaduras en presencia de 1 mM de PMSF-.

Estos datos sugieren que en las levaduras de U. maydis existen diversos
tipos de proteasas que no se inhiben por los compuestos comerciales ensayados y
que la ruptura suave de las células de U. maydis evita la protedlisis de la H*-
ATPasa, lo que permite intuir la presencia de algun organelo donde se localizan
las proteasas del hongo. Sin embargo, no existen reportes en la literatura que
refieran la existencia de algin proteosoma en las células de basidiomycotas
(Herrera y Ulloa 1998, Alexopoulus y Mims,1985).

Un punto importante que se debe sefialar es que la modificacién de la técnica
de Waterfield para la obtencién de la membrana plasmatica de U. maydis dista
mucho de ser la mejor, pues presenta un bajo rendimiento y por ende, una escasa
recuperacion de la actividad de la H*-ATPasa de U. maydis. Este bajo rendimiento
se debe a que al haber poca ruptura de las levaduras, también disminuye la

cantidad de membrana plasmatica que puede ser recuperada. La cantidad de
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proteina membranal que se obtuvo en las preparaciones rondaba entre los 4 y los
23 miligramos por litro de cultivo, en los mejores casos.

Por otro lado, la determinacion de los parametros cinéticos resultaba
complicada, pues las membranas presentan poca actividad de ATPasa. Diez o
hasta veinticuatro veces menores que la actividad especifica de las H*-ATPasas
de K. lactis (Goffeau, 1981; Serrano, 1988; Mdller, 1996; Portillo, 2000). Es decir,
ademas de obtener poca proteina de la ruptura de las levaduras de U. maydis,
esta enzima tiene poca actividad de hidrélisis de ATP, lo que condujo
irremediablemente a un problema técnico importante que complicé la
determinacion de los parametros cinéticos de la H*-ATPasa. Normalmente se
necesitaba afiadir 25 pg de proteina por cada 250 microlilitros del medio de
reaccion de la H'-ATPasa para tener actividades de hidrdlisis de ATP
suficientemente grandes para ser detectadas con el método colorimétrico de Fiske
y Subbarrow (1925). De esta manera, en una curva tipica de saturacion de la H'-
ATPasa con el sustrato Mg-ATP se utilizaban hasta 1.2 mg de proteina, lo que

representaba una buena proporcion de la preparacién obtenida.

3. Los parametros cinéticos de la H'-ATPasa de la membrana plasmética de
las levaduras de U. maydis
Después de estandarizar los métodos para la obtencion de preparaciones
de membranas plasmaticas libres de contaminacion mitocondrial y con una
ATPasa que se mantenia estable, se procedid0 a caracterizar la cinética de
saturacion de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica por el sustrato Mg-ATP.
Los resultados muestran varios aspectos interesantes:
e Los parametros cinéticos Vmax, Kmy el cociente Vima/Km ( de la H'-ATPasa
de la membrana plasmatica de U. maydis son distintos cuando las

levaduras se cultivan en medios de YPD o minimos.

e La constante de especificidad (Vmax/ Km), es 16.8 veces mayor para las H'-
ATPasas provenientes de los medios minimos es un orden de magnitud
mayor (1.752 x10° min® mg™’), en comparacién con las preparaciones

provenientes de medios de YPD (0.104 x 10°min™ mg™).
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e El valor de la Vnax Se incrementa tres veces en las preparaciones que
provienen de cultivos en medios minimos (donde la Vmax tiene valores de
0.618 pumol Pi /min mg) en comparacion con las preparaciones provenientes
de medios ricos de YPD (cuya Vmax €s de 0.238 umol Pi /min mg).

e La afinidad de las enzimas por el sustrato Mg-ATP aumenta 6.5 veces en
los medios minimos (Km de 0.35 mM) en comparacién con las
preparaciones provenientes del cultivo en medios de YPD (Km de 2.29
mM).

Estos resultados son interesantes ya que se esperaba que los valores de la
Vimax de la H*-ATPasa y de la afinidad en los medios ricos de YPD se incrementara
en comparacion con los medios minimos. La hipétesis que subyacia a este
pensamiento giraba en torno al siguiente enunciado: si la H'-ATPasa de las
levaduras de U. maydis funciona de manera semejante a las H'-ATPasas de las
levaduras de K. lactis, de S. cerevisiae y de N. crassa entonces en las
preparaciones de membranas plasmaticas de U. maydis provenientes de medios
minimos deberia haber menos actividad en comparacion con las membranas que
provenian de cultivos en medios de YPD, ya que la H*-ATPasa consume gran
proporcion del ATP celular (Gancedo y Eraso, 1987; Becher, et al, 1992; Amigo, L,
1988, Portillo, F, 2000). En el caso del hongo ascomycota N. crassa, esta enzima
puede usar hasta un 30 % del ATP celular (Goffeau, 1981) lo que no seria
benéfico para la célula en condiciones de aparente escasez alimenticia.

En este sentido, la mayoria de los reportes de la literatura indican que la H*-
ATPasa de la membrana plasmatica de los hongos se activa en condiciones de
predominancia en el catabolismo de fuentes de carbono exdgenas (Sychrova y
Kotyk, 1985; Eraso y Gancedo, 1987; Becher, et al, 1992; Begofia, et al, 1992,
Amigo, et al, 1993; Portillo, 2000), principalmente hexosas (Sychrova, y Kotyk,
1985), o en condiciones de estrés en fuentes de nitrégeno (Begofia, et al, 1992).

Sin embargo, los resultados mostrados en este trabajo sefialan que ante un
aparente déficit alimenticio se incrementa la actividad de la H*-ATPasa en la
membrana plasmatica de U. maydis. Este punto, paraddjicamente también puede

ser sustentado en términos energéticos, pues un incremento en la actividad de la
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H*-ATPasa de la membrana plasmatica de U. maydis puede redituar en una mayor
captacion de nutrientes, a costa de una inversion de ATP. Ademas, este
incremento en la actividad de la H*-ATPasa puede estar asociado a la disminucion
del pH que se produce cuando las células se cultivan en el medio minimo, lo cual
contrasta con la alcalinizacién que se observa en el medio de YPD.

Por otro lado, la actividad especifica de la H*-ATPasa de la membrana
plasmatica de las levaduras cultivadas en medios de YPD que se encontraron en
este trabajo difieren de las reportadas por Hernandez y colaboradores
(Hernandez, 2002). Sin embargo, aunque los valores de K Y Vmax Obtenidos por
este grupo son distintos (1.68 + 0.19 mM y 3.6 + 0.29 umol de Pi/ min x mg de
proteina, respectivamente), a los obtenidos en este trabajo (0.61827 + 0.1496 y
0.35276 + 0.02754 para la Vmax Y la Ky, respectivamente). Es necesario mencionar
que Hernandez realiz6 los experimentos a 37°C (Hernandez, 2002), mientras los
ensayos cinéticos realizados por nuestro grupo de trabajo se hicieron a 30° C.
También es importante resaltar el hecho de que no se habian reportado
modificaciones en los parametros cinéticos de la H*-ATPasa de las levaduras de
algun hongo Basidimycota, como U. maydis como respuesta a diferentes
condiciones de cultivo.

Estos resultados dieron lugar a varias preguntas interesantes: ¢El incremento
en la actividad de la H-ATPasa y los cambios en sus parametros cinéticos en las
levaduras cultivadas en medios minimos se debe a que se activa la proteina o a
que se induce la expresion de un gen distinto para cada condicion? ¢Qué
mecanismos gobiernan la activacion y/o la induccién enzimatica? ¢Como se
regula la actividad de esta enzima en las levaduras de U. maydis?, si las
secuencias de sus dos genes de la H'-ATPasa presentan variaciones en el
extremo carboxilo terminal cuando se comparan con otras H*-ATPasas de otras

levaduras.
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4. El efecto del pH sobre la actividad y la estabilidad de la H-ATPasa de
levaduras de U. maydis cultivadas en medio minimo

Para caracterizar el efecto del pH sobre la actividad y la estabilidad de la
enzima se probaron diferentes medios con valores de pH entre 5 y 8.75. Para
conseguir estos valores de pH se utilizaron soluciones formadas con una mezcla
equimolar de 125 mM de los amortiguadores MES-HEPES y se mantuvo fija la
temperatura de los ensayos a 30 °C. Los pKas de cada amortiguador a 25 ° C son
6.1 para el MES y 7.48 HEPES.

En una primera fase se realizaron experimentos para estudiar la estabilidad
de la enzima en todo el intervalo de pH ensayado. Salvo en los extremos del
intervalo, pH 5y 8.75, en donde se presentaron fendbmenos de inactivacion de la
enzima, en todas las deméas condiciones la H*-ATPasa mantuvo su actividad en
funcién del tiempo, al menos durante los 40 minutos del ensayo, lo cual indica que
la enzima no perdio su conformacion nativa en el intervalo de pH de 5.5 a 8.25.

Cuando se estudio el comportamiento de la Viyax Y €l cociente Vmax/Kn con
respecto al pH se encontré que el funcionamiento de la enzima puede ser
modelado con un esquema de “tres pisos de un sistema monoprotico” segun la
nomenclatura de Jeremy R. Knowles (Knowles, 1976) en donde solo existe una
forma catalitica de la enzima.

Es decir, segun el modelo planteado en este trabajo, la H*-ATPasa puede
presentar tres estados que unen al sustrato y uno para la etapa catalitica que da
lugar a la formacion del producto, que corresponden a las formas E*, H,E y HE del
modelo descrito en la seccion 4 de los resultados. De estas tres formas,
Unicamente el estado monoprotonado de la enzima (correspondiente a la forma
HES del modelo propuesto) es capaz de realizar la hidrolisis del complejo Mg-
ATP, y los otros dos estados, E*S y H,ES, no son cataliticos. Puesto que se
obtuvieron valores de pKa similares en los gréaficos de Dixon-Webb de Vimapp VS pH
Y Vmapp/Kmapp VS PH se puede sugerir que la union del sustrato a la enzima no
altera el micro-ambiente del sitio activo de la enzima, y que es muy probable que
los residuos de aminoéacidos implicados en la union del sustrato también estén

involucrados en la catdlisis de la enzima.
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Como se mencion6 en la seccién de resultados, se puede proponer
tentativamente a la histidina y a la lisina como los residuos de aminoacidos que
participan en la unién del Mg-ATP y en la catalisis enzimética. Por otro lado, se
descarta que sea el grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteina el involucrado en la
inhibicion de la enzima a valores de pH superiores a 7.92, pues en experimentos
previos realizados por nuestro grupo de investigacion (Guerra, et al. 1995) se
encontr6 que la modificacion quimica de la ATPasa con el metil metano
tiosulfonato (MMTS), un reactivo especifico para grupos sulfhidrilo, no inhibe la
actividad de la H*-ATPasa. En la misma forma, a través de mutaciones dirigidas se
encontré que ninguno de los residuos de cisteina de la H-ATPasa de S.
cerevisiae es esencial para el funcionamiento de la enzima (Morsome, et al, 2000).
De esta manera, se puede proponer que el pKa de 7.92 corresponde a un residuo
de lisina localizado en un ambiente hidrofébico, pues ninguno de los residuos de

cisteina parecen ser fundamentales para la actividad catalitica de la enzima.

5. Efecto de los cationes monovalentes Na® y K* sobre la actividad de la H*-
ATPasa

Los dos cationes monovalentes que se probaron tuvieron el mismo efecto
sobre los parametros cinéticos de la H*-ATPasa. Ninguno de los dos alter6 de
forma notable la Vmax de la enzima (el valor calculado de B es cercano a 1). Sin
embargo, la Km disminuyé al aumentar la concentracion de los cationes. Este
resultado se observa claramente en los graficos de Lineweaver-Burk y Eadie-
Hoffstee mostrados en los resultados (ver figuras 13 y 14). Al realizar el ajuste
global utilizando un modelo de activacién no esencial se obtuvo, para el parametro
a, un valor de 0.04432 + 0.01307 y 0.04029 + 0.01403 para el Na* y el K,
respectivamente. La constante de afinidad (Ka) por los cationes fue de 169.8 +
34.78 mMy 135.37 + 17.56 mM para el Na" y el K", respectivamente.

Es importante mencionar que para realizar el ajuste global de los datos se
fijo el valor B igual a 1, pues la variacion de los valores de Vmax permanecian

practicamente idénticos, dentro del error experimental.
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6. Efecto del Mg-ADP sobre la actividad de la H-ATPasa

Puesto que el Mg-ADP es uno de los productos de la reaccién que cataliza
la H-ATPasa y debido a que la concentracion de este nucledtido en el citosol es
similar a la del Mg-ATP, se procedid a realizar la caracterizacion cinética
pertinente, de donde resulté un patron de inhibicion competitivo con una K; de 1.25
mM para el Mg-ADP, semejante a la K, del sustrato Mg-ATP. Algo que vale la
pena mencionar de este dato es que en la literatura no se ha reportado, para la
H*-ATPasa de U. maydis un valor de K; para este inhibidor. El valor de la K; del
Mg-ADP para la H*-ATPasa de U. maydis es similar a los reportados para otras
H*-ATPasas de levaduras, como las de K. lactis y S. cerevisiae (Serrano, 1988 y
Portillo, 2000).

7. Efecto del vanadato (VO,) sobre la actividad de la H-ATPasa

El vanadato, al igual que el Mg-ADP, se comporté como un inhibidor
competitivo del sustrato Mg-ATP, pero con una afinidad tres 6rdenes de magnitud
mayor, ya que el vanadato semeja el estado de transicién de la reaccion de
desfosforilacion de la enzima. En los resultados se planteé un modelo mixto en
estado estacionario y equilibrio rapido, que permite explicar el hecho de que el
vanadato, que corresponde al segundo producto del sistema bi-bi, liberado por la
forma de la enzima E1AB, se comporte como un inhibidor competitivo con el
sustrato, que se une a la forma E1 de la enzima. El valor de la Ki; para el vanadato
fue de 0.938 + 0.43uM. Hernandez y colaboradores (Hernandez, 2002)
reportaron una K; de 6.28 + 2.57 uM. Los valores de K; para el vanadato,
obtenidos para las H*-ATPasas de otras levaduras como S. cerevisiae y N. crassa,
se encuentran en el orden de 0.5 a 9 uM (Goffeau, 1981, Serrano, 1988, Mdlller,
1996).
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8 La gendmica comparativa de las H*-ATPasas de U. maydis

8.1 Evolucion molecular por duplicacion génica

En las ciencias bioldgicas se acostumbra reconocer diferentes niveles de
organizaciéon o jerarquia de los componentes de la vida. Estos niveles de
organizacion bioldgica permiten detectar clara e inequivocamente la diversidad de
tipos y patrones estructurales y morfologicos en funcidbn del ambiente
(adaptaciones o relaciones estructura-funcion), la continuidad de la informacién
genética (mecanismos de la herencia) y por supuesto la evolucion biolégica.

A nivel molecular los eventos de duplicacion génica y gendmica representan
los mecanismos mas importantes que pueden conducir a la aparicion de nuevos
genes, pues una vez que existe un duplicado genético de algun transcrito que
desempenfa alguna funcion biolégica, alguna de las duplicaciones génicas puede
experimentar altas tasas de mutacion sin que haya una pérdida o cambio en la
funcién del transcrito original, pero si implicando la aparicion de variantes
genéticas en un taxén (taxa, unidad bioldgica que esta representada por un
conjunto de organismos que pueden presentar recombinacién genética).

En contraparte, los cambios puntuales en ausencia de una duplicacion
gendmica, ya sean transiciones, transversiones, inserciones o deleciones, no
representan la principal fuerza de la evolucién génica, pues gran parte de ellos
conllevan “altos factores de riesgo” en los organismos. Por ejemplo, si se altera la
funcion o estructura de un transcrito que realiza una funcién biologica vital (como
un RNAt, un RNAr o alguna proteina), y no existe un duplicado genético de esa
secuencia mutada, ese cambio puede ser letal segun el entorno en donde se
encuentre el organismo, lo que conduciria a la desaparicion de los taxones
portadores de esa mutaciébn y por consecuencia al abatimiento o “purga” de
mutaciones deletéreas, siempre que no exista un “rescate” de la funcién que
desempeniaba el transcrito original.

En su defecto, si los cambios o alteraciones genéticas no alteran la funcion
del transcrito original mutado, o si conducen a incrementos en los niveles de

adaptacion y adecuacién biolégica, pueden conducir a la aparicion de
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autapomorfias (novedades evolutivas que se presentan en un unico taxon),
apomorfias y sinapomorfias (caracteres derivados a partir de un estado ancestral
o plesiomérfico que se presenta en uno 0 mas taxones, respectivamente)
caracteristicas y determinantes de los clados monofiléticos. De esta manera, a
partir de un evento de duplicacion génica puede plantearse la existencia de al
menos tres caminos evolutivos para los genes duplicados: a) la adquisicion de
nuevas funciones (neofuncionalizacién), b) la adquisicion de funciones
secundarias, que pueden estar asociadas al desarrollo ontogénico o a la
compartimentalizacion celular (subfuncionalizacion) y c) la pérdida de la funcidon
original para originar pseudogenes (no funcionalizacién) (Roth, C., 2006).

En este sentido, a partir de los alineamientos locales mdltiples realizados
con las secuencias de aminoacidos de las H*-ATPasas, se encontraron eventos
de duplicacion génica como los principales motores de la evolucion biologica de
cada clado (grupo monofilético o conjunto de taxones que comparten un ancestro
comun unico). Por ejemplo, todos los asco, basidio y glomero mycotas presentan
un duplicado de la H*-ATPasa.

8.2 Alineamientos Basicos Locales Mdltiples (BLAST) de las H*-ATPasas de
U. maydis

La herramienta de los alineamientos basicos locales multiples constituye un
gran apoyo para el hallazgo de similitudes e identidades en secuencias de
aminodacidos o de genes, a través de métodos estadisticos. Con el uso de este tipo
de herramientas se encontré6 que existen dos variantes genéticas (alelos) que
codifican para H*-ATPasas de membrana plasmatica en el genoma de U. maydis,
mientras que las secuencias restantes, arrojadas por los alineamientos,
corresponden muy probablemente a ATPasas que transportan otro tipo de
cationes. Estos resultados se confirmaron a través de las herramientas de
busquedas seriadas disponibles en los portales electrénicos de “expasy
proteomics server’y de la “NCBI".

Ademas, los arboles filogenéticos que resultaron del analisis evolutivo

confirmaron que Unicamente las dos primeras secuencias arrojadas por ambos
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BLAST correspondian a H*-ATPasas del tipo P2. Por ejemplo, cuando se analizo
la tercera secuencia (sefialada en el gen bank con la clave UM00204.1) se
encontré6 que tenia una similitud mayor con la Ca**-ATPasa de reticulo
sarcoplasmico de conejo, también de la subfamilia P2 de ATPasas, que con las

H*-ATPasas de los hongos vy las plantas (ver figura del apéndice).

9. Grados de similitud y divergencia entre las dos secuencias de H*-ATPasas

presentes en el genoma de U. maydis.

9.1 Las dos H'-ATPasas localizadas en el genoma de U. maydis son
homologas

El porcentaje de identidad y similitud entre las dos secuencias de H'-
ATPasas presentes en el genoma de U. maydis fue del 32.2 % y 48.1 %,
respectivamente. Estos dos parametros sugieren que ambas proteinas tienen un
origen comun, es decir, que son homodlogas, pues los valores de identidad son
mayores al limite de identidad de 30 %, que se utiliza en la literatura especializada
como “el porcentaje minimo de identidad” entre dos proteinas que pueden ser
consideradas “muy posiblemente” homologas.

Al comparar las secuencias de las dos H'-ATPasas de U. maydis, el
namero aproximado de residuos de aminoacidos que son idénticos y que estan
localizados en la misma posicion en ambas proteinas es de 296, que representa al
32.2 % de los 920 residuos de aminoacidos de las H-ATPasas flingicas tipicas.
De esta manera, la probabilidad de que ocurra este evento como un producto del
azar implica considerar las posibilidades de combinacién de los 20 residuos de
aminoacidos que forman parte de las H'-ATPasas fungicas en estas 296
posiciones. Como la combinacion y el arreglo de los residuos de aminoéacidos es la
misma en ambas secuencias, esto ocurriria una vez en 20%°° opciones (1/ 20°%),
lo que practicamente resulta imposible, por lo que se concluye que “muy
posiblemente” ambas secuencias son descendientes de una proteina ancestral
Gnica, pues probabilisticamente resulta imposible explicar este alto grado de

identidad entre ambas proteinas como producto del azar.
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9.2 Existen zonas de alta conservacion entre las dos H'-ATPasas de U.
maydis

Es claro que las mutaciones o cambios evolutivos en los genes de las dos
H*-ATPasas de U. maydis son en su mayor parte conservativos, es decir, no se
altera el perfil o caracter polar o hidrofébico de los resididos de aminoacidos. Esto
se puede constatar a través del parecido en los perfiles de hidropatia (datos no
mostrados). Ademas, los gréaficos de alineamientos pareados (Dot blot) y el gréafico
de configuracion absoluta (figuras 21 a 23) muestran que estos cambios evolutivos
estan localizados principalmente en la region carboxilo terminal de la proteina,
mientras que las regiones amino terminal y los dominios centrales de las H*-
ATPasas corresponden a zonas de alto grado de conservacion.

Estas regiones de alta conservacion corresponden a dominios en donde se
localizan los sitios de fosforilacion de la enzima (sitio P) y los dominios necesarios
para la insercién de la proteina en la membrana plasmatica. En contraparte, los
sitios de regulacion de las H*-ATPasas, localizados en los extremos carboxilo
terminal, han divergido mucho y sélo se conserva, de manera parcial, el caracter
hidrofébico de los residuos de aminoacidos de esa zona.

En un analisis mas detallado se observa que la divergencia en la region
carboxilo terminal es mayor para la secuencia Q4PFA8que para la secuencia
Q4PBD2 (datos no mostrados), que comparte un 48.78 % de identidad con la H*-
ATPasa de S. cerevisiae. Estas divergencias evolutivas son faciles de visualizar
en las figuras 22 y 23, en donde se observa la variacion en los patrones moteados
arrojados en las matrices de puntos resultantes de confrontar a la H*-ATPasa de
S. cerevisiae contra ambas secuencias de U. maydis.

10. Implicaciones evolutivas de la divergencia de las dos secuencias de de
H*-ATPasas presentes en el genoma de U. maydis

10.1 La Evolucion como un proceso biolégico reconocible en los distintos

niveles de organizacién biol6gica
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La evolucién biolégica puede entenderse como el cambio heredable de las
propiedades de poblaciones génicas u organisticas o grupos de poblaciones. La
evolucibn a grosso modo consiste en la descendencia con modificacion vy
frecuentemente incluye la diversificacion a partir de un ancestro coman. No todos
los cambios evolutivos implican diversificacion o variacion (molecular o
morfolégica), sino también pueden conllevar el mantenimiento de la funcién
original con cambios en el fenotipo fisiolégico y molecular como respuesta a las
variaciones del entorno (hipétesis de la Reina Roja de Van Valen).

Ademas, el proceso de la evolucion bioldgica esta regulado por procesos
como la seleccioén natural, la adaptacion, la deriva génica y los flujos migratorios a
nivel macro evolutivo y con eventos de evolucion concertada, conversion génica y
duplicaciones génicas y genomicas, a nivel molecular.

Para entender los procesos evolutivos a nivel molecular y bioquimico es
necesario reconocer que dentro de los distintos niveles de organizacion bioldgica
(desde las biomoléculas hasta los biomas), las entidades susceptibles de
experimentar evolucién pueden comportarse como “vehiculos portadores de
informacion genética” o como “unidades autorreplicantes” de la informacion que
portan. Como ejemplo de entidades vehiculares o transportadoras de la
informacion genética estan todas las entidades bioldgicas autbnomas bien
definidas espacial y temporalmente que, per se, no constituyen entidades
evolutivas en términos estrictos, pues los cambios que experimentan no son
susceptibles de ser heredados (por ejemplo, las mutilaciones y los cambios en la
pigmentacién de la dermis en un reptil, a nivel organismico, o el plegamiento
erréneo y las modificaciones postraduccionales en las proteinas).

En oposicidon a las unidades transportadoras de la informacion genética,
dentro de las entidades replicadoras se encuentran todas aquellas unidades auto-
duplicantes que pueden experimentar cambios en su informacion genética y que
pueden transmitir estas modificaciones de manera “vertical” en el tiempo a través
de los mecanismos de la herencia, y que se comportan como entidades genéticas

independientes, espacial y temporalmente definidas.
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Sin embargo, es necesario mencionar que las entidades autorreplicantes
necesitan de unidades vehiculares para su existencia y permanencia espacial y
temporal. Como ejemplos de entidades autorreplicantes estan los cromosomas y
los genes. El caso de los virus como entidades replicantes-no vehiculares escapa
del objetivo de la discusion de este trabajo por lo que no seréa abordado.

Regresando a la discusién original de entidades vehiculares vy
autorreplicantes, resulta obligado mencionar que los cladogramas realizados con
las secuencias proteicas de las H'-ATPasas (figura 20) tnicamente reflejan de
manera indirecta el proceso de la evolucion de los genes codificantes para las H*-
ATPasas. Para ser estrictos con el lenguaje, con los cladogramas realizados en
este trabajo no se puede interpretar aspectos de la evolucion de las H*-ATPasas,
pues las proteinas no son entidades replicadoras autbnomas, sino producto de la
expresion génica. Sin embargo, al estudiar los cambios en la estructura primaria
de las H'-ATPasas, se puede descubrir algunos aspectos de la evolucion

gendmica y génica de los organismos que tengan estas proteinas.

10.2 Algunas aclaraciones sobre la sistemética filogenético o cladistica

Para ser coherentes con las premisas de la sisteméatica filogenética o
cladistica, se acepta en este trabajo que las clasificaciones naturales de los seres
vivos deben basarse en el reconocimiento de sus relaciones genealdgicas, que se
reflejan en los cladogramas o arboles filogenéticos que se construyen con el
analisis de ciertos caracteres morfologicos o moleculares (genéticos y proteicos).

En este sentido, también se acepta el criterio de comparacion con el grupo
externo (0 grupo hermano para otros autores), que supone que los estados
plesiomorficos (mas ancestrales) son aquellos presentes en algunos de los
integrantes del grupo en estudio y en los del grupo externo que se localizan en la
raiz o nodo basal que constituye la base o punto de partida del proceso evolutivo.
En la misma forma, los caracteres apomoérficos (derivados) sélo se hallan en
ramales terminales, no vinculados estrechamente con el grupo externo que

comparten nodos que los agrupan en ramas internas en ocasiones terminales.
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Con estas aclaraciones necesarias, se puede comenzar con la discusion de

la informacién que se obtiene de los cladogramas.

10.3 Informacion derivada de los arboles filogenéticos realizados con las H*-
ATPasas

Para el andlisis filogenético de las 156 secuencias de H'-ATPasas
obtenidas del Gen Bank se realizaron mas de 35 diferentes construcciones de
arboles filogenéticos cladisticos (cladogramas) utilizando diferentes algoritmos que
se basan en fundamentos evolutivos distintos. Los programas de computo que se
utilizaron para la realizacion de los alineamientos multiples y la construccion de los
arboles filogenéticos fueron AlignX, Clustal X, Clustal W y Mega 3.1. De las
construcciones taxonomicas que se muestran en las figuras 24 y 25 es importante
resaltar varios puntos:

Primero: la familia de H'-ATPasas flungicas se sobrelapa parcialmente con
los grupos taxondémicos propuestos en la division taxondémica Eumycota de
Alexoupoulus y Mims, Herrera y Ulloa (ver figura 1 de la introduccién), y las
clasificaciones moleculares cladisticas para los eucariontes que se reporta en la
pagina del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de los Estados Unidos
(NCBI por sus siglas en inglés). Es decir, en nuestras construcciones filogenéticas,
la familia de H'-ATPasas de los hongos se divide en dos grandes grupos:
Ascomycotas y Basidiomycotas, o que es consistente con las subdivisiones de
Ascomicotina y Basidiomicotina que conforman a los Eumycotas de Alexoupoulus
y Mims, Herrera y Ulloa.

Segundo: ademas de los grupos mencionados, en los cladogramas de la
H'-ATPasa también estan representadas las divisiones de Glomeromycotas,
Mixomycotas y Oomycotas, que coinciden con las subdivisiones
plasmodiophoromicetes, mixomicetes y acraciomicetes de los hongos “inferiores”
de Herrera y Ulloa.

Tercero: los arboles filogenéticos que se obtuvieron con los algoritmos de
“minima evolucion” y “maxima parsimonia” muestran una gran diversificacion en

los primeros dias del establecimiento de las entidades celulares, pues las



107

distancias evolutivas del origen de cada grupo a partir del ancestro comudn, que
estarfa mas relacionado con el grupo hermano representado por las Ca?'-
ATPasas son pequefias (resultados no mostrados). En cambio, las distancias
evolutivas que condujeron a la diversificacion y diferenciacion de los grupos son
largas. Esto permite inferir que “apenas ocurrié la separacion de los eucariontes y
procariontes sucedieron eventos evolutivos que condujeron al establecimiento
“temprano” de grupos de protoctistas, los cuales rapidamente condujeron, por
eventos de “seleccion direccional”, a los filums o reinos de plantas talofitas
(representadas por la rodofita Cyanidium caldarium, sefialada en los arboles con la
clave “004956 CYACA"), y traqueofitas (representadas por todas las plantas
vasculares), otro filum condujo a la diversificacibn temprana de los hongos,
representados en las clases de glomeromycotas (representadas por el género
glomus, clave “GLOMOQ”), ascomycotas (representadas ampliamente en la parte
derecha del arbol por organismos como Candida albicans, Saccharomices
cerevisiae y Aspergilus fumigatus, entre muchos otros) y basidiomycotas”.
Ademas, en esta diversificacion temprana también se observa el establecimiento
de grupos de organismos que aun son controversia dentro de las clasificaciones
actuales, como los Mixomycotas, los cuales se han agrupado como “protistas no
fotosintéticos” por algunos autores (como Lynn Margulis y Marlene V. Schwartz) o
como entidades fungicas inferiores (segun las clasificaciones de Ulloa y Herrera y
de Alexopoulus y Mims con las que son consistentes los cladogramas generados).

Cuarto: se encontré que las dos secuencias de H-ATPasas presentes en el
genoma de U. maydis muy probablemente son producto de una duplicacién génica
“temprana” y constituyen genes ortdlogos que sefialan la separacién entre las

clases taxondmicas de los Asco y los Basidiomycotas.

10.4 Escenarios evolutivos para explicar la presencia de dos grupos
de H'-ATPasas de U. maydis

Al analizar el entorno evolutivo que rodea las secuencias de U. maydis, se
observa que ambas estan flanqueadas por las H*-ATPasas de Criptococus

neoformas y Uromyces fabae (sefialadas con la clave CRYNE y UROFA,
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respectivamente), hecho que es interesante pues al parecer Unicamente los
hongos basidiomicetes comparten la duplicacion génica de la secuencia de la H*-
ATPasa tipo vegetal. Ademas, los dos genes para las H-ATPasas de los
basidiomycotas caen en dos grupos bien definidos, uno de ellos esta inmerso
dentro de un gran ramal que incluye a los Ascomycotas y el otro se localiza en una
rama definida por un nodo interno exclusivo para los Basidiomycotas.

Estos dos hechos permiten hipotetizar al menos cuatro escenarios
evolutivos que pueden explicar la presencia de las H*-ATPasas tipo vegetal en los
basidiomycotas:

Primer escenario: las H*-ATPasas tipo vegetal de los Basidiomycotas son
caracteres ancestrales que se perdieron en los Asco. En esta hipétesis se propone
que las H™-ATPasas tipo vegetal son un caracter ancestral (plesiomorfico) que se
hereda a los taxa derivados (convirtiéndose en un caracter simplesiomorfico). A
partir de este momento, suceden eventos de duplicacion génica multiple en las
plantas, mientras que en los hongos ocurre un evento Unico de duplicacion génica.
De esta manera, en los hongos una de las copias codificantes para las H'-
ATPasas tipo vegetal experimenta mutaciones que conducen a la aparicion de las
H*-ATPasas tipo fangicas, compartidas Gnicamente por los Asco y Basidiomycotas
(y que representa por tanto una autapomorfia dentro del reino fungi). Un paso
consecutivo involucra la desaparicion de las H*-ATPasas tipo vegetal en los
Ascomycotas y los Glomeromycotas, pues no existen presiones de seleccion que
favorezcan la permanencia de estos genes en estos hongos. Posteriormente
ocurren eventos de duplicacion independientes para el gen de la H-ATPasa tipo
fangica en los Ascomycotas, pero en los Basidiomycotas se conserva la H'-
ATPasa ancestral tipo vegetal y no ocurren mas eventos de duplicacion génica

para las secuencias de las H'-ATPasas.
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Segundo escenario: las H*-ATPasas tipo vegetal de los Basidiomycotas son
resultado de convergencia evolutiva (paralelismo homoplasico). En este escenario
se propone que el ancestro multicelular comdn a las plantas y a los hongos tenia
una H'-ATPasa ancestral (caracter plesiomorfico) que se hereda a sus
descendientes (constituyendo un caracter simplesiomérfico). En seguida cada uno
de los grupos de hongos y plantas comienza a diversificarse y a experimentar
tasas de mutacion y duplicacion génica de manera independiente, lo que origina a
las copias multiples de las H'-ATPasas tipo vegetales y las duplicaciones génicas
caracteristicas de las H*-ATPasas flingicas de los Asco y Glomeromycotas.

En términos evolutivos estas nuevas H'-ATPasas de los Asco y
Glomeromycotas constituyen autapomorfias (novedades evolutivas) para cada
clado, pero representan sinapomorfias (novedades evolutivas compartidas en dos

0 mas taxa) para cada uno de los taxa involucrados en cada clado de talofitas,
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tragueofitas y hongos. De esta manera, se puede intuir que en un tiempo evolutivo
reciente los Basidiomycotas pudieron experimentar cambios en una de las copias
de la H'-ATPasa presente en su genoma que condujeron, debido a procesos de
adaptacion a condiciones ambientales y presiones de seleccidn semejantes, a la

convergencia en una H*-ATPasa que semeja a las enzimas tipo vegetal.

Flantas
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Tercer escenario: la H'-ATPasa tipo vegetal de los Basidiomycotas
constituye una reversion homoplasica a la enzima ancestral presente en el
ancestro comun a las plantas y los hongos. Esta hipétesis es idéntica en los
planteamientos a la segunda hipétesis o segundo escenario evolutivo. Pero a
diferencia éste, implica que las mutaciones en una de las copias de los genes de

las H'-ATPasas tipo fungicas encontradas en los Basidiomycotas regresa a un
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estado que recuerda al caracter ancestral que se ubica en la raiz o nodo de los
hongos y las plantas. Esta hipotesis implica, para su validez, que las H*-ATPasas
tipo vegetal corresponden a un caracter primitivo conservado por las plantas
vasculares y talofitas actuales.

Cuarto escenario: la H'-ATPasa tipo vegetal de los Basidiomycotas es
producto de una transferencia horizontal de genes con las plantas. Esta hipotesis
permite explicar la presencia de las H'-ATPasas tipo vegetal en los
Basidiomycotas de manera muy sencilla y parsimoniosa (de mayor simplicidad,
pues implica el menor numero de eventos 0 pasos para realizar la explicacion de
un fendmeno evolutivo), pero implica eventos de co-evolucion y transferencia
horizontal de genes entre las plantas y los Basidomycotas, lo que representan
eventos evolutivos “poco probables en términos ecoldgicos”.

Recordemos que de los tres Basiomycotas analizados en los cladogramas,
dos son parasitos de plantas, U. maydis y U. fabae, que parasitan al maiz y al
haba, respectivamente. Esta hipétesis de transferencia horizontal de genes,
producto de la coevolucion entre los Basidiomycotas y las plantas, fue sugerida
por Matthias Hahn y colaboradores (Struck, C., et al, 1998) en 1998 para explicar
el mayor parecido entre la secuencia de la H-ATPasa de U. fabae con las plantas
y la enorme diferencia que mostraba respecto a otras H*-ATPasas flngicas. En
ese articulo los autores se limitan sugerir la presencia de “eventos de co-
evolucion”, sin arrojar mayores datos que sustenten esta hipoétesis, dejando la
pregunta abierta hasta que aparezcan nuevos datos sobre H*-ATPasas de
basiomycotas que permitan responder esta paradoja evolutiva.

Aunque aparentemente este escenario o0 hipotesis evolutiva para explicar la
presencia de las H'-ATPasas tipo vegetal en los Basidiomycotas es el mas
parsimonioso, recordemos que la teoria de la coevolucion propuesta por Paul
Elrich y Peter Raven en 1964 (y desarrollada por Rougharden en 1976, Janzen en
1980, Futuyama y Slatkin en 1983 y por Brooks y McLennan en 1991) en realidad
es muy compleja, pues involucra eventos graduales de adaptacion filogenético
mutua (coespeciacién) y modificaciones graduales de caracteristicas fenotipicas

compartidas (coadaptacion). Es decir, los eventos de coevolucion implican al
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menos cuatro pasos complejos en términos fisiol0gicos. Se necesita la presencia
de un cambio evolutivo que sea fijado en una especie y que se exprese en alguna
caracteristica fenotipica de la especie (que puede o no afectar positivamente los
valores de adecuacion), ademas es necesario también que este cambio pueda ser
“sensado” por la especie acomparfante (simbidtica o parasitica) y que esta especie
responda con un cambio o adaptacion al evento evolutivo primario, ocurrido en el
simbionte u hospedero con el que interactla ecolégicamente la especie que ha
coevolucionado.

Ciertamente que en la interaccion ecolégica entre los insectos y las plantas
vasculares existen varios ejemplos de coevolucion estricta y coevolucion difusa (la
coevoluciéon difusa conlleva cambios coevolutivos en mas de una especie que
interactia con un hospedero comun, o viceversa, que la presencia de una
caracteristica evolutiva en una o mas especies depende de otras caracteristicas
presentes en varias especies con las que se relaciona ecolégicamente), empero,
en los hongos aun falta trabajo por realizar para refutar o validar la coevolucién
entre los hongos y las plantas.

Sin embargo, si se aceptan los fendmenos de coevolucion y la transferencia
horizontal de genes de las plantas a los Basidiomycotas, aln permanece una
pregunta ¢cémo explicar la presencia de la H'-ATPasa tipo vegetal en
Cryptococcus neoformans, que es un organismo parasito causante de la meningo
encefalitis de los humanos?

¢,Cual de las cuatro hipotesis 0 escenarios evolutivos es la mas plausible?

Aparentemente la cuarta hipétesis es la mas parsimoniosa, pues implica el
menor nimero de pasos para explicar la presencia de una H*-ATPasa tipo vegetal
en los hongos Basidiomycotas. Sin embargo, explicar la presencia de la H'-
ATPasa tipo vegetal en un parasito actual de los humanos, implica la existencia
hipotética de un ancestro Basidiomycota que fue parasito de los vegetales, a partir
del cual derivd un nuevo linaje que ya no parasita a las plantas, sino a los
mamiferos, algo que se antoja poco probable.

Con el fin de resolver esta paradoja y apostar por alguna de las tres

hipotesis sugeridas, se realizaron alineamientos y construcciones de cladogramas
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de otras 15 proteinas presentes en el genoma de los hongos Asco, Basidio y
Glomeromycota, plantas vasculares y otros eucariontes “inferiores”. El resultado
fue el hallazgo de evidencias de “un gran evento de duplicacién génica temprana
dentro de los hongos”. La historia evolutiva que se puede leer en los 15
cladogramas (ver figuras a del apéndice) favorecen la primera hipétesis que se
propone para explicar la presencia de la H'-ATPasa tipo vegetal en los
Basidiomycotas, esto es: “las H*-ATPasas tipo vegetal de los Basidiomycotas son
caracteres ancestrales que se perdieron en los Ascomycotas”. A partir de estas
evidencias cladisticas se propone el siguiente modelo para la duplicacion génica

de los eucariontes:

Plantas Basidiomycotas | Ascomycotas Il Basidiomycotas Il Ascomycotas Il Glomeromycotas Animales

{duplicaciones tardias)

!

(delecidn)

Ancestro comun

A este respecto, solo afiadiremos que resulta mas parsimonioso proponer la
ocurrencia de un evento ancestral Unico de duplicacion génica y/ o genémica que
define al clado monofilético de los hongos, que proponer eventos de convergencia
evolutiva o transferencia horizontal en basidiomycetes.

Ademas, esta hipétesis concuerda con la Teoria de la evolucion neutral que
propone que los cambios en los genes que codifican para las proteinas durante la
evolucion son selectivamente neutros, y que la fuerza mas importante de la
evolucion molecular es la deriva génica; la seleccién natural eliminaria Unicamente

las mutaciones deletéreas, purgando aquellas mutaciones que conlleven menores
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indices o valores de adecuacién para el organismo, evidentemente afectando
también la adaptacion organismica y celular en el entorno. La propuesta de la
deriva génica como la principal fuerza motora de la evolucion est4 de acuerdo con
la Teoria General de la Seleccion Natural adaptada a la micro-evolucion o
evolucion de entidades subcelulares.

En este sentido, creemos necesario mencionar aqui que los eventos de
duplicacién gendmica para los tres clados flngicos que se propone en este
trabajo, se refieren un evento anterior a la duplicacion génica multiple propuesto
por Wolfe y Shields, en 1997, para los ascomycotas del género Saccharomyces.
Estos autores proponen que las levaduras de Saccharomyces experimentaron un
evento de duplicacion génica global hace 150 millones de afios (teoria del
ancestro tetraploide) y que este suceso de duplicacion mdltiple es exclusiva para
este género de levaduras, pues no compete a levaduras filogenéticamente muy

emparentadas como K. lactis o K. waalti (Wolfe 2006).
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V. CONCLUSIONES

l.- Es necesario replantear el significado del término de medio “minimo”
para el caso de las levaduras de U. maydis, pues las levaduras de éste hetero-
basidiomicota fitopatdgeno presentan una gran capacidad biosintética. Son
capaces de crecer en medios con fuentes de nitrégeno y carbono muy
limitadas, lo que contrasta con la incapacidad de las levaduras de los

Ascomicetos K. lactis para crecer en medios limitados.

Il.- Las levaduras de U. maydis presentan una amplia tolerancia al pH
del medio independientemente del medio de cultivo. Sin embargo, en el medio
minimo los cultivos crecen mejor a pHs ligeramente acidos (pH 3 a 6), mientras

en el medio de YPD crecen mejor a pHs bésicos (pH 5 a 8).

Il.- En las condiciones de ensayo de actividad de la H*-ATPasa (Mes-
KOH 125 mM, pH 6.5, glicerol 10 %, K* fue de 65 mM 30° C), se encontr6 que
la enzima que proviene de cultivos en medio minimo tiene una constante de
especificidad (Vmax/ Km) 16.8 veces mayor a la enzima proveniente de medios
de YPD. Ademas, la Km disminuye 3,91 veces y la Vmax incrementa casi tres
veces su valor en las levaduras cultivadas en medios minimos con respecto a

los medios de YPD.

IV.- El pH Optimo para la H*-ATPasa proveniente de cultivos en medios

minimos es de 6.5. En esta condicion se alcanza el mayor cociente Vpyax/Km.

V.- A concentraciones menores de 80 mM los cationes monovalentes
Na®y K* incrementan la afinidad de la enzima por el sustrato Mg-ATP, mientras
la Km no varia. Se encontraron dos pKs, que indican la participacion de 2
grupos quimicos fundamentales para la catalisis enzimatica. El pK del primer
grupo es de 5.5 que puede corresponder al pKa de un residuo de histidina o del
grupo carboxilo de un residuo de aspartico o de glutamico inmerso en un

ambiente hidrofébico. El segundo pKa es 8.2. Se propone que el pKa
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corresponde al grupo sulfhidrilo de la cadena lateral de un residuo de cisteina o

al grupo amino de un residuo de lisina ubicado en un ambiente hidrofébico.

VI.- Se encontr6 que el Mg-ADP actia como un inhibidor competitivo

contra el sustrato Mg-ATP y tiene una Kjc de 1.25 mM.

VIl.- El vanadato muestra un patrén de inhibicion competitiva contra el
sustrato Mg-ATP con una Kic 0.938 £ 0.43 uM, lo que conduce a plantear un

modelo mixto en estado estacionario y equilibrio rapido BiBiUniUni Iso ping-

pong.

VIIl.- En el genoma de U. maydis existen dos secuencias génicas
potencialmente codificantes para H'-ATPasas tipo P. Ambas secuencias
agrupan en clados distintos, uno de los clados esta localizado entre las H*-
ATPasas fungicas (gen UM02581,1), mientras el otro clado (donde se localiza
la secuencia UM01205,1) queda mas cercano a las rodofitas y las plantas

vasculares, en comparacion con los hongos.

IX.- Existe un mayor grado de similitud e identidad entre la H*-ATPasa
Q4PBD2 (gen UM02581,1) con las H*-ATPasas tipo fingico en comparacion
con la otra H'-ATPasa (gen UMO01205,1) que muestra mayor similitud e

identidad con las H*-ATPasas de plantas.

X.- A partir del andlisis cladistico de las secuencias de las H*-ATPasas
de eucariontes superioroes y otras proteinas puede inferirse la existencia de un
evento de duplicacion génica previa a la diversificacion de los hongos

Ascomycotas y Basidiomycotas.
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VIlIl. APENDICE

Tabla I. Descripcion de las tasas de crecimiento, los tiempos de generacion y el incremento en la biomasa
de las levaduras de K. lactis en los diferentes medios de cultivo. Los pardmetros que describen el
comportamiento de las curvas de crecimiento estan abreviados segun la nomenclatura de uso general en

donde: k es la velocidad de crecimiento (nimero de generaciones / hora); g es el tiempo de generacion.

(horas) y A gr representa el incremento en biomasa (gramos / hora — litro).

Fase de crecimiento exponencial:
k g
YPD 0.366 £ 0.012 1.88 +0.179
Minimo 0.306 £+ 0.037 2.26 £0.278
H Control
@® Glucosa + minerales
15 l NH,NO, + minerales
Hn
n
1.0 n®e ¢ !
R - o

— of Y
€ 0.8 AbD
c =
5 é
(o]
©, 0.6
(7]
o)
< 0.4

0.2 |

] o
o, =
004 @~
Cl) ' 1|0 ' 2|O ' 3|0 ' 4IO ' 5|0 ' GIO

Tiempo(hrs)

Figura I. Cinética de crecimiento de las levaduras de U. maydis para analizar el efecto de la afiadicion de
de 7 ml de fuentes de nitrégeno, carbono y sales exégenos durante su cultivo en medios cerrados. En la

seccion de materiales y métodos se describe la composicion de cada uno de los medios.
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Figura Il . Arbol filogenético cladista de minima evolucién mostrado en la presentacion circular abierta. En
este arbol filogenético alinearon 156 secuencias de proteinas correspondientes para H'-ATPasas de los
diferentes grupos taxonomicos. El cladograma de Maxima Parsimonia equivalente al de minima evolucién
que se muestra en esta figura es consistente en el arreglo y conformacién de los grandes grupos
taxonomicos por lo que no se muestra aqui. El cladograma de esta figura fue realizado utilizando una
“astringencia” del 65% con las herramientas del programa MEGA 3.1, luego de ser alineadas las
secuencias de manera simultanea e independiente con los programas Align X y CLUSTAL W 1.7 y ser

editados los “gaps” (secciones de residuos de aminoacidos no conservadas) posteriormente con el
programa BIOEDIT 7.0.
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Figura lIl. Arbol cladista de minima evolucion mostrado en forma radiada no enraizada de 31 secuencias

de la enzima glicerol cinasa. El cladograma de esta figura fue realizado utilizando una “astringencia” del
65% con las herramientas del programa MEGA 3.1, luego de ser alineadas las secuencias de manera
simultanea e independiente con los programas Align X y CLUSTAL W 1.7 y ser editados los “gaps”

(secciones de residuos de aminoacidos no conservadas) posteriormente con el programa BIOEDIT 7.0.
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Figura IV. Arbol cladista de minima evolucién mostrado en forma radiada no enraizada de 27 secuencias
de la enzima ribulosa 5-fosfato isomerasa. El cladograma de esta figura fue realizado utilizando una
“astringencia” del 65% con las herramientas del programa MEGA 3.1, luego de ser alineadas las
secuencias de manera simultanea e independiente con los programas Align X y CLUSTAL W 1.7 y ser
editados los “gaps” (secciones de residuos de aminoacidos no conservadas) posteriormente con el

programa BIOEDIT 7.0.
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Figura V. Arbol cladista de minima evolucién mostrado en forma radiada no enraizada de 94 secuencias

de la enzima Hexocinasa. El cladograma de esta figura fue realizado utilizando una “astringencia” del 65%

con las herramientas del programa MEGA 3.1, luego de ser alineadas las secuencias de manera

simultanea e independiente con los programas Align X y CLUSTAL W 1.7 y ser editados los “gaps”

(secciones de residuos de aminoacidos no conservadas) posteriormente con el programa BIOEDIT 7.0.



ABREVIATURAS

ADP
ATP
ATPasa
BSA
DCCD
DIFP

DMSO
DNA
DOC
EDTA
EGTA
HEPES
kDa
MES
NAD"
NADH
NCD-4
NEM
PK
PMSF
SDS
TCA
TRIS

difosfato de adenosina
trifosfato de adenosina
Adenosintrifosfatasa
albumina de suero bovino

N, N’-diciclohexilcarbodiimida

Di-isopropil fluorofosfato

dimetil sulféxido

acido desoxirribonucleico

desoxicolato de sodio

acido etilendiaminotetraacético

acido etilenglicol bis(2-aminoetileter)tetraacético
acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etanolsulfénico
kilo daltones

acido 2(N-morfolino) enalsufénico

nicotinamida adenindinucleétido (oxidado)
nicotinamida adenindinucleétido (reducido)
4-ciclohexil-N’-(4-dimetilamino)naftilcarbodiimida
N-etilmaleimida

piruvato cinasa

fluoruro de fenilmetilsulfonilo

dodecil sulfato de sodio

acido tricloroacético

tris(hidroximetil)aminometano
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