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1. Resumen 

 
Wolbachia es una bacteria Gram negativa endoparasita/endosimbionte que coloniza a 

más del 65% de las especies de insectos. Influye sobre la proporción machos-hembras, 

la fertilidad, la expresión de proteínas, el metabolismo y la esperanza de vida de sus 

hospederos. Actualmente Wolbachia se utiliza como una herramienta para el control de 

enfermedades transmitidas por vectores. Por razones desconocidas a la fecha, 

Wolbachia no crece ex vivo y su cultivo en animales o en líneas celulares requiere una 

gran inversión y se recuperan pocas bacterias. 

Estudios previos de los genomas de Wolbachia y sus hospederos reportan una 

posible simbiosis mutualista, dónde Wolbachia podría donar riboflavina, grupos hemos 

y/o energía en forma de ATP al hospedero. A la fecha estas hipótesis no han sido 

comprobadas con experimentos bioquímicos debido a la escasez de biomasa obtenida al 

cultivar Wolbachia en líneas celulares.  En esta tesis se creó un endoparasitismo 

artificial utilizando a Saccharomyces cerevisiae como hospedero alterno aumentando 

dos órdenes de magnitud la cantidad de bacterias obtenidas.  

Se estudiaron los efectos de Wolbachia sobre el metabolismo aerobio del 

hospedero ya que la riboflavina, que es el precursor de la síntesis de los grupos FAD y 

FMN; y los grupos hemo que forman parte de los citocromos respiratorios. Heddi et al. 

(1999),  reportó que la actividad de las enzimas del metabolismo aerobio del hospedero 

Sitophilus oryzae están aumentadas cuándo alberga un endosimbionte que suplementa 

riboflavina conocido como SOPE. Al eliminar al endosimbionte con antibióticos las 

actividades enzimáticas disminuyen a la mitad. 

Acorde a lo reportado en dicho sistema, en las levaduras infectadas con 

Wolbachia, la fosforilación oxidativa se encuentra acoplada por más tiempo; sin 

embargo, al aislar a la bacteria se observó que no consume oxígeno indicando que 

Wolbachia podría no expresar una cadena transportadora de electrones funcional. Los 

complejos respiratorios detectados en la fracción mitocondria-bacteria eran de S. 

cerevisiae y únicamente se encontraron algunas subunidades de la F1F0-ATPasa de 

Wolbachia. El análisis por BLAST del genoma reportado para Wolbachia (wAlbB) 

mostró la ausencia de algunas subunidades de los complejos transportadores de 

electrones, lo que indica que Wolbachia no tiene una cadena transportadora de 

electrones funcional.  
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Finalmente, observamos que el endoparásito provoca la muerte prematura de la 

levadura, efecto similar al observado en los mosquitos del género Aedes que los hace 

menos eficientes como vectores de enfermedades virales. 

En esta tesis se logró construir un novedoso sistema de endosimbiosis artificial 

utilizando a S. cerevisiae como hospedero alterno. La metodología de infección de la 

levadura S. cerevisiae es relevante en el campo biotecnológico, en dónde podría facilitar 

la generación de microbio-reactores.  

Nosotros utilizamos este sistema para estudiar la interacción del endosimbionte 

obligado Wolbachia pipientis con su hospedero y encontramos que, contrario a lo 

reportado, Wolbachia no posee una cadena transportadora de electrones capaz de 

suministrar ATP al hospedero. Sin embargo el aumento en la actividad de las enzimas 

del metabolismo aerobio podría indicar que hay una suplementación de grupos hemo 

y/o de riboflavina por parte de la bacteria. S. cerevisiae es una de las levaduras 

preferidas para manipular genéticamente, por lo tanto, la evaluación del efecto de la 

infección en mutantes de S. cerevisiae es una posibilidad novedosa. En el campo de 

infectología, S. cerevisiae podría utilizarse como modelo para estudiar la infección y 

propagación de otras bacterias como L. monocytogenes. 
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2. Abstract 

 

Wolbachia is an endoparasitic/endosymbiotic gram-negative Rickettsiae-like bacterium. 

It has colonized over sixty five percent of insect species. Wolbachia efficiently 

manipulates fertility, protein expression, lifespan and metabolism in the host, thus 

constituting a potential tool for the management of insect vector-borne diseases. 

However, attempts to culture Wolbachia ex-vivo have been unsuccessful; unfortunately 

cell culture yields are low, thus precluding biochemical studies.         

Previous studies of the Wolbachia available genomes indicate a possible 

mutualistic symbiosis, where Wolbachia donates riboflavin, heme groups and/or ATP to 

the host. To date, these hypotheses have not been tested with biochemical experiments 

due to the low culture yields. Here, an artificial endoparasite relationship was created 

using Saccharomyces cerevisiae as an alternative host, increasing bacterial yield by two 

orders of magnitude.  

The effects of Wolbachia on the hosts aerobic metabolism were studied since 

riboflavin, which is the precursor of the synthesis of FAD and FMN groups; and heme 

groups are essential components of the electron transport chain. Heddi et al. (1999) 

reported that Sitophilus oryzae aerobic metabolism enzymes activities are increased 

when it harbors an endosymbiont (SOPE) that supplements riboflavin. When 

eliminating the endosymbiont with antibiotics the enzymatic activities are diminished 

by 50%. 

 In Wolbachia-infected yeast, mitochondrial respiratory-chain enzyme activities 

and respiratory controls were preserved for longer periods. However, no respiratory 

proteins or oxygen consumption from Wolbachia were detected. Only some F1F0-

ATPase subunits were expressed. A BLAST analysis of the Wolbachia (wAlbB) 

genome showed that some subunits of the electron transport complexes were not 

present, which indicates that the organism may not be capable of generating its own 

functional respiratory proteins. In addition, we observed that Wolbachia causes 

premature death  in yeast as it does in Aedes mosquitoes. 

           In this work an artificial endosymbiosis system was constructed using S. 

cerevisiae as alternate host. The infection methodology of S. cerevisiae is relevant in the 

biotechnological field, where it could facilitate the generation of one-cell microbe 

reactors. 

We use this system to study the interaction of the obligate endosymbiont 
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Wolbachia pipientis with its host and we found that, contrary to some reports, 

Wolbachia does not have an electron transport chain coupled to the synthesis of ATP. 

However, the increase in the activity of aerobic metabolism enzymes could indicate that 

Wolbachia contributes with heme and / or riboflavin groups. S. cerevisiae is one of the 

preferred yeasts to manipulate by means of molecular biology; therefore evaluating the 

effect of infection on mutants of S. cerevisiae is a possibility that was very limited in 

insect cells. In the infectology field, S. cerevisiae could be used as a model to study the 

infection and spread of other bacteria such as L. monocytogenes. 



 

 

3.  Introducción 

 

3.1 Simbiosis 

Se denomina simbiosis a la asociación íntima entre dos especies que habitan un mismo 

nicho ecológico y que comparten actividades o requerimientos en común. Se puede 

presentar en tres formas: mutualismo, comensalismo o parasitismo. En el mutualismo 

ambas especies resultan beneficiadas; en el comensalismo, una especie se beneficia de 

otra sin perjudicarla ni beneficiarla; y en el parasitismo, la presencia del huésped daña al 

hospedero. Además, las relaciones simbióticas pueden clasificarse en ectosimbiosis 

cuando uno de los seres vive sobre el cuerpo del otro o endosimbiosis cuando uno vive 

dentro del otro, ya sea en sus órganos o células; también, dependiendo de si pueden 

vivir independientemente o no, los organismos se dividen en facultativos y obligados 

(Dimijian, 2000; Winner, 1969). 

Las bacterias endosimbiontes obligadas pasan por un proceso de inactivación de 

genes y reducción de genomas (McCutcheon y cols., 2012; Stepkowski y cols., 2001) 

(ver Tabla 1). Generalmente, los genomas de bacterias de vida libre son mayores que 

los de las bacterias endosimbiontes. La bacteria de suelo Sorangium cellulosum tiene el 

genoma más grande, de 13 Mpb (Schneiker y cols., 2007), mientras que la bacteria de 

vida libre con el genoma más pequeño es la α-proteobacteria Bartonella quintana, con 

1.5 Mpb (Alsmark y cols., 2004). Los endosimbiontes obligados bacterianos poseen 

genomas menores a 1.1 Mpb (ver Tabla 1) por lo que dependen del hospedero para 

sobrevivir (McCutcheon y cols., 2012). 

 

Tabla 1.Características de algunas bacterias endosimbiontes y de vida libre. 

Bacteria Gen. 
(Mpb) 

Hospedero t (h) Relación y papel para el 
hospedero 

Ref. 

Buchnera 
aphidicola 

0.425-
0.650 

Pulgón 
(Bacteriocito) 
 

36 Endosimbionte obligado: 
provee aminoácidos  

(Lamelas y 
cols., 2011) 

Wigglesworthia 
glossinidia 

0.7 Mosca Tse-tsé  
(Citoplasma) 

36 Endosimbionte obligado: 
provee vitamina B6, 
aminoácidos y es 
necesario para la 
fecundación.  

(Akman y 
cols., 2002) 

Blochmania sp. 0.7 Hormiga 
carpintero 
(Citoplasma) 

36 Endosimbionte obligado: 
provee aminoácidos, 
compuestos nitrogenados, 
azufrados e hidroliza la 

(Degnan y 
cols., 2005; 
Gil y cols., 
2003; Vieira-
Silva y cols., 
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urea.  2010)  

Blattobacteria 
sp. 

0.59-
0.63 

Cucaracha 
(micetocitos) 

- Endosimbionte obligado: 
provee aminoácidos y 
recicla nitrógeno.  

(Sabree y 
cols., 2009) 

Carsonella 
ruddii 

0.16 Psílidos 
Pachpylla 
venusta 

- Endosimbionte obligado: 
se cree que provee 
aminoácidos al 
hospedero. 
 

(Nakabachi y 
cols., 2006; 
Tamames y 
cols., 2007) 

Tremblaya 
princeps 
 

0.14 Cochinilla 
Planococcus 
citri 
(bacteriocito)  

- Endosimbionte obligado: 
a su vez posee otro 
endosimbionte llamado: 
Candidatus moranella 
endobia. Ambos proveen 
aminoácidos al 
hospedero.  

(Lopez-
Madrigal y 
cols., 2011; 
McCutcheon 
y cols., 2011) 

Sulcia muelleri  0.19-
.27 

Saltamontes 
(bacteriocito) 

- Endosimbionte obligado: 
a su vez posee otro 
endosimbionte llamado 
Arsenophonus 
Ambos proveen 
aminoácidos al 
hospedero.  

(Chang y 
cols., 2015; 
Kobialka y 
cols., 2016; 
Wu y cols., 
2006) 

Baumannia 
cicadellinicola 

0.68 Cigarras 
(bacteriocito) 

- Endosimbionte obligado: 
provee vitaminas B1, B2, 
B3, B5 and B6. 

(Wu y cols., 
2006) 

Hadgkinia 
cicadicola 

0.14 Cigarras 
Diceroprocta 
semicincta 
(bacteriocito) 

- Endosimbionte obligado: 
puede proveer 
aminoácidos 

(McCutcheon 
y cols., 2009) 

Candidatus 
endoecteinascid
ia frumentensis 

0.63 Tunicado 
Ecteinascidiat
urbinata 
(bacteriocito) 

- Endosimbionte obligado: 
produce ecteinascidin 
743, un agente 
quimioterapéutico. 

(Moss y cols., 
2003; 
Schofield y 
cols., 2015) 

Wolbachia 
subgrupos  
 C y D 

0.95-
1.08 

Filarias 
nemátodos 
(Citoplasma) 

- Endosimbionte obligado: 
provee riboflavina y 
grupos hemo.  

(Darby y 
cols., 2012; 
Fenn y cols., 
2004; Foster y 
cols., 2005) 

Sodalis 
glossinidus 

4.1 Mosca Tse-tsé  
(Bacteriocito) 

26 Endosimbionte 
facultativo: se cultiva en 
Mitsuhashi-Maramarosch 
suplementado con 20% de 
eritrocitos de caballo en 5 
a 10% de CO2. 

(Belda y cols., 
2012; Dale y 
cols., 1999; 
Matthew y 
cols., 2005) 

Burkholderia 
rhizoxinica 

3.75 
Mb 

Rhizopus 
microsporus 
(Citoplasma) 

0.75 Endosimbionte 
facultativo: Crece en 
medio TSB. 
 

(Partida-
Martinez y 
cols., 2005) 
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Wolbachia 
subgrupo A, B, 
E y F 

1.48-
1.26 

Artrópodos 
(Citoplasma) 

- Parásito reproductivo 
obligado intracelular: 
provoca feminización de 
machos, partenogénesis e 
incompatibilidad 
citoplasmática.  

(Klasson y 
cols., 2008; 
Mavingui y 
cols., 2012; 
O'Neill y 
cols., 1997; 
Salzberg y 
cols., 2009; 
Wu y cols., 
2004) 

Coxiella 
brunetti 

2.1 Garrapatas, 
macrófagos y 
neutrófilos 
(lisosomas) 

20 Parásito intracelular 
obligado: cultivado en 
huevos de gallina 
fertilizados. 

(Elliott y 
cols., 2013; 
Omsland y 
cols., 2013; 
Weiss, 1973) 

Chlamydia sp. 1  Monocitos 
(fagosoma) 

20-
24  

Parásito intracelular 
obligado. Cultivado en 
líneas celulares 

(Moulder, 
1991; 
Omsland y 
cols., 2014; 
Vieira-Silva y 
cols., 2010) 

Rickettsia sp. 1.11  Garrapatas, 
piojos, pulgas, 
ácaros y 
mamíferos 
(citoplasma) 

12-
13  

Parásito intracelular 
obligado. Cultivados en 
líneas celulares y huevos 
de gallina fertilizados  

(Andersson y 
cols., 1998; 
McLeod y 
cols., 2004; 
Wood y cols., 
2012) 

Helicobacter 
pylori 

1.66 Macrófagos, 
células 
dendríticas y 
epiteliales 
(vacuolas) 

2.4 Patógeno facultativo 
intracelular: cultivado 
como bacteria libre en 
medios suplementados. 
 

(Dubois y 
cols., 2007; 
Lamarque y 
cols., 2003; 
Siavoshi y 
cols., 2005a) 

Escherichia coli 4.6 Células 
epiteliales, 
macrófagos y 
monocitos. 

.35 Patógeno facultativo 
intracelular  

(Levine, 
1987; 
Sukumaran y 
cols., 2003) 

Gen: tamaño del genoma; Mpb: Mega pares de bases; t (h): tiempo de duplicación en horas; - no 
reportado. 

 

Los endosimbiontes obligados bacterianos realizan funciones específicas para el 

hospedero, como sintetizar nutrientes (Buchner, 1965; Dale y cols., 2006; Douglas, 

2015), reciclar productos nocivos de excreción tales como urea o ácido úrico (Malke, 

1964), sintetizar compuestos tóxicos que el hospedero utiliza como defensa y/o para 

facilitar el parasitismo de otras especies (Partida-Martinez y cols., 2007a; Partida-

Martinez y cols., 2005)  (ver Tabla 1). 

 

3.2 Wolbachia sp 

Wolbachia sp es un α-proteobacteria (Gram negativa) que infecta del 65 al 70% de los 

insectos que habitan la Tierra; es la bacteria intracelular más común reportada a la fecha 
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(Foster y cols., 2005; Jeyaprakash y cols., 2000; Werren y cols., 2008). Se transmite a la 

progenie por herencia materna (Bandi y cols., 2001) y mide de 0.02 μm a 1 μm de 

largo58,59 (Figura 1), no presenta flagelos, fimbrias ni pili, sin embargo no se considera 

inmóvil, ya que existe la posibilidad de que utilice el citoesqueleto de actina del 

hospedero para desplazarse (Foster y cols., 2005). En artrópodos Wolbachia puede 

transmitirse horizontalmente. Los mecanismos sugeridos incluyen alimentarse con 

insectos previamente infectados con Wolbachia, canibalismo y transmisión de la 

bacteria en el alimento (planta) (Ahmed y cols., 2016; Chrostek y cols., 2017; White y 

cols., 2017). 

Dependiendo del hospedero, Wolbachia puede considerarse un parásito 

reproductivo o un endosimbionte mutualista (Tabla 1). En artrópodos, esta bacteria ha 

desarrollado mecanismos de parasitismo reproductivo para facilitar la invasión de 

poblaciones provocando en sus hospederos incompatibilidad citoplasmática, 

feminización de machos y partenogénesis (Werren y cols., 2008). En Drosophila 

melanogaster, aumenta la longevidad, la capacidad reproductiva y suministra nutrientes 

durante periodos de estrés por exposición a dietas bajas o altas en hierro (Brownlie y 

cols., 2009a). En Aedes aegypti se ha observado que confiere protección contra la 

colonización del insecto por Plasmodium, virus del Nilo, chikungunya, zika, dengue, 

etc. evitando que dichas enfermedades se propaguen (Brownlie y cols., 2009b; Dutra y 

cols., 2016; Glaser y cols., 2010; Hedges y cols., 2008; Hoffmann y cols., 2011; 

Johnson, 2015; Moreira y cols., 2009; Mousson y cols., 2010; Pan y cols., 2012; Walker 

y cols., 2011).  

En los nemátodos, la relación bacteria-hospedero ha evolucionado hacia una 

endosimbiosis obligada: Wolbachia es  esencial para el crecimiento, desarrollo, cambio 

de estadio larvario, fecundación y supervivencia del parásito (Fenn y cols., 2004; 

Langworthy y cols., 2000; Taylor y cols., 1999). Ambos organismos poseen genomas 

complementarios; es decir, los genes de ciertas vías metabólicas y de síntesis de 

cofactores esenciales se encuentran únicamente en el genoma de la proteobacteria o en 

el del hospedero (Bandi y cols., 2001; Foster y cols., 2005; Rao y cols., 2002; Taylor y 

cols., 1999). Al ser esencial en el desarrollo de las filarias, Wolbachia se ha convertido 

en un posible blanco terapéutico contra las filariasis causadas por Wuchereria bancrofti, 

Brugia malayi y Onchocerca volvulus (Bandi y cols., 2001; Johnston y cols., 2010).  

Los genomas de Wolbachia secuenciados a partir de hospederos artrópodos son 

más grandes que los obtenidos de especies de Wolbachia de nemátodos (ver Tabla 1) en 
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los que la bacteria es un endosimbionte obligado (Darby y cols., 2012; Foster y cols., 

2005; Mavingui y cols., 2012; Metcalf y cols., 2014; Salzberg y cols., 2009; Wu y cols., 

2004). Esto puede deberse a que en los artrópodos la bacteria no es necesaria y debe 

mantener sus mecanismos de parasitismo para garantizar su permanencia en la 

población.  

Basándose en un análisis filogenético del gen ftsZ, Wolbachia se ha clasificado 

en 6 subgrupos dependiendo del hospedero en donde habita. Los subgrupos A y B 

corresponden a Wolbachia endosimbionte de artrópodos. Los subgrupos C y D 

corresponden a Wolbachia endosimbionte de filarias. El grupo E corresponde a 

endosimbiontes de colémbolos, que son artrópodos hexápodos y el grupo F corresponde 

a Wolbachia endosimbionte de termitas (Lo Nathan, 2002). 

Como todos los endosimbiontes obligados, Wolbachia no puede cultivarse fuera 

de un hospedero por lo que se mantiene en animales vivos infestados con nemátodos, en 

artrópodos o en cultivos celulares. La primera línea celular infectada con Wolbachia  

fue obtenida a partir de huevos de mosquito tigre Aedes albopictus naturalmente 

infectados con Wolbachia (wAlbB) (O'Neill y cols., 1997) a esta línea celular se le 

conoce como Aa23 (Figura 1 a y b). Actualmente se ha logrado cultivar en neuroblastos 

y fibroblastos humanos (Noda y cols., 2002; White y cols., 2017), células L929 de 

ratón(Noda y cols., 2002), mariposa Sf9 (Dobson y cols., 2002; Noda y cols., 2002) y 

derivados de líneas de insecto como la línea C6/C36 (Baldridge y cols., 2014).  

Se h reportado que Wolbachia no puede establecer infecciones en mamíferos 

debido a sus propiedades antigénicas (Shiny y cols., 2009). Wolbachia posee un grupo 

de proteínas conocidas como Wolbachia surface proteins (wsp) localizadas en la cara 

externa de la membrana bacteriana. Aunque no se sabe la función exacta de estas 

proteínas, se cree que están involucradas en las interacciones bacteria-hospedero y en la 

distribución de Wolbachia durante los estadios de crecimiento del hospedero. Se ha 

propuesto la función de dos de estas proteínas en Wolbachia de Brugia malayi: 

wBm0432 interactúa con varias enzimas glucolíticas incluyendo a la aldolasa y la 

enolasa y wBm0152 interactúa con la actina y la tubulina del hospedero (Melnikow y 

cols., 2013). Las proteínas wsp evocan una respuesta inmune innata en mamíferos a 

través de la activación de TLR1 Y TLR4 en humanos y en ratones (Brattig y cols., 

2004) que culmina con la eliminación de la bacteria del hospedero mamífero.  

En 2015, en el Hospital "Peking University First Hospital" en Beijing, China, se 

amplificaron los genes 16S rRNA y fbpA de Wolbachia a partir de las muestras de 
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sangre de un paciente con linfoma de Hodgkin (Chen y cols., 2015). Las secuencias 

obtenidas de dichos genes indicaron una infección con Wolbachia del subgrupo B. Este 

caso sugiere que Wolbachia puede transmitirse a humanos inmunodeprimidos por 

medio de picadura de mosquito.  

En 2017 se demostró que Wolbachia no es un endosimbionte exclusivo del reino 

animal, este puede colonizar de manera transitoria plantas de algodón (Figura 1 c y d), 

pepino y frijol, lo que facilita su transmisión de insecto a insecto (Chrostek y cols., 

2017; Li y cols., 2017).  

 

  
 

 
 
Figura 1. Microscopía de transmisión electrónica (MET) de Wolbachia. a y b) en la línea 
celular Aa23 infectada naturalmente. Wolbachia se señala con una flecha. Imagen tomada de 
(O'Neill y cols., 1997); c y d) y en el tubo del tamiz del floema de una hoja de algodón. CW, 
pared celular del floema de la planta; CH, cloroplasto; M, mitocondria; V, vacuola de la célula 
vegetal; W, Wolbachia. Imagen tomada de (Li y cols., 2017). 

a                 b 

c                d 
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 3.2.1 Wolbachia evitan la propagación de enfermedades transmitidas por 

vectores 

Dos de las enfermedades con mayor relevancia epidemiológica a nivel mundial son el 

paludismo y el dengue. Según la OMS (Organización Mundial de la Salud), las 

enfermedades transmitidas por un vector artrópodo representan el 17% de las 

enfermedades infecciosas a nivel mundial, con 1,000 millones de casos y un millón de 

defunciones anuales (WHO, 2016; WHO, 2017). Varios grupos de investigación han 

reportado que los mosquitos infectados con Wolbachia disminuyen su capacidad de 

propagación de enfermedades (Blagrove y cols., 2013; Dutra y cols., 2016; Evans y 

cols., 2009; Hughes y cols., 2011; Hughes y cols., 2012; Hussain y cols., 2013; Kambris 

y cols., 2010; McMeniman y cols., 2009; Moreira y cols., 2009; Mousson y cols., 2010; 

Pan y cols., 2012).  

Un mosquito hembra madura a los dos días de eclosionar y debe ingerir sangre 

para poner huevos fértiles. Si la sangre consumida estaba contaminada con algún 

patógeno, estos requieren un período de incubación que dura de 10 a 17 días para 

dengue y malaria, en dónde se replican en el intestino del mosquito para después migrar 

a las glándulas salivales (WHO, 2017). Normalmente,  un mosquito hembra vive entre 

40-50 días, lo que implica que por lo menos la mitad de su vida podrá ser contagiosa si 

consume sangre contaminada en su primera alimentación. Wolbachia (wMelPop) 

aislada de Drosophila melanogaster e introducida en Aedes aegypti acorta la vida media 

del mosquito en un 50%, disminuyendo el tiempo en el que el mosquito actúa como 

vector  (Evans y cols., 2009; McMeniman y cols., 2010). 

Wolbachia impide la colonización de hospedero por otros patógenos. Se ha 

observado que Wolbachia confiere protección contra la colonización del insecto por 

Plasmodium y virus de Dengue, virus del Nilo, Chikungunya, Zika, etc., evitando que 

dichas enfermedades se propaguen (Blagrove y cols., 2013; Dutra y cols., 2016; Evans y 

cols., 2009; Hughes y cols., 2011; Hughes y cols., 2012; Hussain y cols., 2013; Kambris 

y cols., 2010; McMeniman y cols., 2009; Moreira y cols., 2009; Mousson y cols., 2010; 

Pan y cols., 2012). El mecanismo por el que Wolbachia inhibe la colonización del 

patógeno no ha sido elucidado pero se piensa que compite por nutrientes como 

aminoácidos y colesterol (Caragata y cols., 2013; Caragata y cols., 2014), y que 

mantiene activado el sistema inmune del hospedero (Amuzu y cols., 2016; Terradas y 

cols., 2017).  

Finalmente, Wolbachia causa incompatibilidad citoplásmica que puede utilizarse 



 

VIII 

 

como herramienta para prevenir la propagación de enfermedades (Loreto y cols., 2016). 

Ésta consiste en una modificación en el DNA del mosquito que provoca que los machos 

infectados únicamente puedan tener una descendencia viable si se aparean con hembras 

infectadas, si se aparean con hembras no infectadas la descendencia no es viable. La 

descendencia de una hembra infectada será 100% viable y portadora de Wolbachia. 

(Werren, 1997; Werren y cols., 2008). La estrategia sugerida sería disminuir la 

población total de mosquitos infectando a una población de machos con Wolbachia, 

pero no a las hembras, promoviendo la muerte de la mayoría de la progenie.  

  En Australia, Colombia, Estados Unidos y algunos países de Asia se han 

infectado mosquitos con Wolbachia (wMel) y se han introducido en zonas endémicas de 

dengue y se ha observado una disminución de casos reportados.  

3.3 El genoma de Wolbachia y la relación endosimbionte-mitocondria 

Wolbachia y sus hospederos tienen vías metabólicas complementarias. Por ejemplo, el 

genoma de B. malayi carece de las vías metabólicas para la síntesis de riboflavina y del 

grupo hemo, mientras que el genoma de Wolbachia de B. malayi (wBm) contiene los 

genes completos para ambas vías. Por otro lado, B. malayi tiene la capacidad de 

sintetizar aminoácidos de novo, mientras que wBm no tiene las vías metabólicas para 

producirlos, pero tiene simportadores de aminoácidos. Además, posee sistemas de 

translocación de proteínas, sistemas de secreción Tipo IV y sistemas de secreción ABC 

(Foster y cols., 2005; Klasson y cols., 2008; Wu y cols., 2004). 

 Todos los subgrupos de Wolbachia carecen de los genes que codifican para las 

enzimas de la glucólisis: glucosa-6-fosfatocinasa (HK), fosfofructocinasa (PFK) y sólo 

tiene los genes a partir de  fructosa-1,6-bifosfato aldolasa. No tiene genes codificantes 

para la piruvato cinasa (PK), pero la sustituyen con una piruvato fosfato dicinasa. 

Dichas bacterias tienen todos los genes que codifican para las proteínas del ciclo de 

ácidos tricarboxílicos y la vía completa de gluconeogénesis necesaria para la vía de las 

pentosas (Foster y cols., 2005; Klasson y cols., 2008; Wu y cols., 2004). 

 Al ser un α-proteobacteria se espera que Wolbachia posea los genes necesarios 

para codificar cadenas respiratorias similares a las de, rickettsias y mitocondrias  

(Emelyanov, 2003). Cada genoma de Wolbachia posee diferentes genes para formar una 

cadena respiratoria (ver anexo B). Dependiendo de la especie, pueden incluir NADH: 

ubiquinona oxidorreductasa, succinato deshidrogenasa, glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa, glicerol deshidrogenasa, PQQ deshidrogenasa, ubiquinol oxidasa-

citocromo c reductasa, citocromo c oxidasa soluble, citocromo c oxidasa, citocromo d 
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oxidasa y nitrato reductasa (Figura 2, anexo B). Según el genoma de Wolbachia wAlbB 

(Mavingui y cols., 2012) analizado en la plataforma MycroScope (Vallenet y cols., 

2009) (http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope) esta posee  11 subunidades de 

Complejo I, tres subunidades de complejo II, una subunidad de complejo III y tres 

subunidades de complejo IV (ver Anexo B). Todos los genomas poseen las unidades a, 

b, c, α, β, γ, δ, ε de la F1Fo-ATP sintasa (Foster y cols., 2005; Klasson y cols., 2008; Wu 

y cols., 2004).  

   

 
Figura 2. Diversidad de la cadena transportadora de electrones de bacterias. Imagen 
modificada de (Rosas-Lemus, 2016). A) La cadena respiratoria de E. coli ofrece una gran 
diversidad de deshidrogenasas y oxidasas que se expresan dependiendo de la disponibilidad de 
sustratos y de la concentración de oxígeno a la que está expuesta. E. coli  no posee complejo III  
ni complejo IV por lo que los electrones pasan directamente de las pozas de ubiquinol a los 
citocromos bo3 o bd; o a las reductasas que utilizan aceptores de electrones diferentes al oxígeno 
(Ingledew y cols., 1984; Trumpower, 1990; Unden y cols., 1997). B) La cadena respiratoria de 
Wolbachia incluye una cadena respiratoria similar a  la  mitocondrial, además de numerosas 
posibles deshidrogenasas (Foster y cols., 2005; Klasson y cols., 2008; Wu y cols., 2004). 

 

Baldrige y cols. (2014) purificaron Wolbachia a partir de cultivos de líneas 

celulares de Aedes albopictus C7-10 mediante un gradiente de sacarosa y caracterizaron 



 

X 

 

su proteoma. Dentro de estas secuencias, no se encontraron las de complejo I, III o IV, 

únicamente subunidades de la succinato deshidrogenasa y de la ATP sintasa (Baldridge 

y cols., 2014). Darby y cols., 2012  sugieren que Wolbachia dona ATP a su hospedero 

lo que parece ser contradictorio, ya que para generar suficiente energía para el 

hospedero y para la bacteria, las proteínas de la cadena transportadora de electrones 

deberían ser fácilmente detectables. El grupo del Dr. Sullivan sugiere que  Wolbachia 

no dona ATP al hospedero y únicamente le suplementa con riboflavina y grupos hemos 

(Pietri y cols., 2016).  

Otras vías presentes en Wolbachia, pero no en Rickettsias incluyen la 

degradación de treonina, la biosíntesis de riboflavina, la síntesis de pirimidinas y la 

presencia de transportadores de hierro (Foster y cols., 2005; Wu y cols., 2004). En 

contraste, Wolbachia ha perdido la capacidad de biosíntesis de lipopolisacáridos y 

lípido A, pero puede sintetizar peptidoglicanos (N-acetilglucosamina y N-

acetilmuramato), ácidos grasos, fosfolípidos e isoprenoides (Foster y cols., 2005). 

El efecto de Wolbachia sobre el metabolismo de sus hospederos se ha estudiado 

utilizando a la filaria patógena de ratas de algodón, Litomosoides sigmodontis. Se  

observó que al eliminar Wolbachia con tetraciclina, había un aumento en la expresión 

de los genes de la cadena respiratoria que están codificados en el genoma mitocondrial 

(ND1-5 de la NADH deshidrogenasa, citocromo b, COX I, II y III y  la subunidad 

ATP6 de la ATP sintasa). En ese estudio proponen que al eliminar Wolbachia, la filaria 

no es capaz de sintetizar enzimas funcionales que contengan grupos hemo y derivados 

de riboflavina, lo que resulta en una pérdida de energía que el organismo trata de 

compensar (Strubing y cols., 2010).  Darby y cols. (2012) evaluaron mediante RNA-seq 

las vías metabólicas que aumentaron al tratar al hospedero con tetraciclina, observando 

mayor expresión de la subunidad 3 de la citocromo c oxidasa y de la ATP sintasa, por lo 

que proponen que Wolbachia sustituye a la mitocondria donando energía al hospedero 

(Darby y cols., 2012).  

Otro endosimbionte que favorece el metabolismo energético del  hospedero es 

una γ-proteobacteria conocida como SOPE (Endosimbionte Principal de Sitophilus 

oryzae); es un endosimbionte de S. oryzae (gorgojo de arroz). En larvas se ha reportado 

que el SOPE aumenta la fosforilación oxidativa al suministrar riboflavina y ácido 

pantoténico al hospedero, optimizando las actividades de la succinato citocromo c 

reductasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,  citocromo c reductasa, piruvato 

deshidrogenasa y α-cetoglutarato deshidrogenasa. La adición de estas vitaminas a las 
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larvas aposimbiontes restaura las actividades de dichas enzimas en un 70-80% (Heddi y 

cols., 1999). 

El protozoario Strigomonas culicis posee una bacteria endosimbionte no 

identificada, cuya eliminación disminuye el consumo de oxígeno del hospedero en un 

76% (de 1.2 a 0.3 nmolO2/min*106 células) (Loyola-Machado y cols., 2017).  

 

3.4 Cadena transportadora de electrones (CTE) y fosforilación oxidativa 

La respiración es un proceso que crea la energía protón motriz transmembranal que se 

utiliza para la síntesis de ATP por la ATP-sintasa (Mitchell, 1966) y para energizar el 

transporte secundario transmembranal. Mediante el flujo de electrones a través de los 

complejos de la cadena respiratoria se cataliza la translocación de protones al espacio 

intermembranal (EIM) generando una diferencia en el potencial transmembranal que se 

acopla a la síntesis de ATP, la principal molécula energética en los seres vivos. 

 
 

 
 
Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria clásica mitocondrial. Tomada de (Sazanov, 
2015). La cadena respiratoria mitocondrial clásica está formada por cuatro complejos. El 
complejo I (NADH-ubiquinona óxidorreductasa) y el complejo II (Succinato-ubiquinona 
óxidorreductasa) catalizan la transferencia de electrones producto de la oxidación del NADH y 
del succinato a la poza de  ubiquinona (UQ) que se reduce a ubiquinol. Posteriormente, el 
complejo III (Ubiquinol ferrocitocromo c oxidorreductasa o citocromo bc1) toma los electrones 
del ubiquinol y a través del citocromo c soluble transfiere los electrones al complejo IV 
(Citocromo c oxidasa) que finalmente reduce al O2 formando agua. Los complejos respiratorios 
bombean 4/0/4 y 2 protones al espacio intermembranal (EIM o IMS en esta figura) generando 
un gradiente de pH que a su vez se convierte en el potencial eléctrico transmembranal. Esta 
fuerza protón-motriz es utilizada por el complejo V (ATP sintasa) para fosforilar ADP y 
producir ATP. Por cada molécula de NADH oxidada se bombean 10 protones (Lehninger, 2013; 
Sazanov, 2015) y en una ATPasa con diez subunidades c, se requieren 2.7 protones para 
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sintetizar una molécula de ATP. Para la imagen se utilizaron las estructuras de complejo I de 
Thermus thermophilus (PDB id. 4HEA), complejo II de Sus scrofa (PDB id. 1ZOY), complejo 
III de Bos taurus (PBD id. 1OCC), ATPasa de B. taurus (J.E. Walker, Medical Research 
Council, Mitochondrial Biology Unit, Cambridge, UK).  
 

En una cadena respiratoria clásica (de mamífero), los electrones provenientes de 

intermediarios del metabolismo son transportados de la matriz mitocondrial (Mat) a 

través del Complejo I (NADH-ubiquinona oxidorreductasa) o del Complejo II 

(Succinato-ubiquinona oxidorreductasa) a la poza de ubiquinona (UQ), que se reduce a 

ubiquinol. Enseguida, el ubiquinol dona sus electrones al complejo III (Ubiquinol 

ferrocitocromo c oxidorreductasa o citocromo bc1), el cual, a través del citocromo c 

soluble transfiere sus electrones al complejo IV (Citocromo c oxidasa) que finalmente 

reduce al O2 formando agua. Los complejos I, III y IV sirven como bombas de protones 

transfiriendo 4, 4 y 2 protones, respectivamente, al espacio transmembranal generando 

una diferencia en el potencial eléctrico transmembranal (Figura 3)(Lehninger, 2013). 

Finalmente, el complejo V (F1Fo ATP sintasa) aprovecha el gradiente de protones 

generado por la CTE disipándolo en un proceso acoplado a la producción de ATP. 
 

3.4.1 NADH: ubiquinona óxidorreductasa (Complejo I) 

La NADH: ubiquinona óxidorreductasa es el primer complejo multi-proteico de la CTE. 

Este  complejo acopla la transferencia de un par de electrones del NADH producido 

durante la oxidación de los diferentes intermediarios del ciclo de Krebs y de la β-

oxidación a la translocación de cuatro protones a través de la membrana interna 

mitocondrial, catalizando la siguiente reacción: 

NADH + H+ + Q + 4H+
Mat→ NAD+ + QH2 + 4H+

EIM 
 
 

 Esta enzima tiene una estructura de "L" formada por un brazo periférico (N) que 

posee como grupo prostético un flavín mononucleótido (FMN) y el sitio de unión a 

NADH del lado de la matriz mitocondrial. Posee además 8-9 centros Fe-S unidos 

covalentemente que conectan el FMN con el módulo Q, que es donde se encuentra el 

sitio de unión a la quinona. Finalmente, el brazo de membrana (P) se encuentra 

embebido en la membrana interna mitocondrial y se encarga de la translocación de los 

protones al espacio intermembranal (Figura 3). El complejo I de mamíferos y levaduras 

está formado por 42-43 subunidades de las cuales 7 están codificadas en genoma 

mitocondrial (Carroll y cols., 2003; Degli Esposti, 1998; Walker, 1992; Zhu y cols., 
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2016). El complejo I de E. coli está formado por 13 subunidades, mientras que los de 

Thermus thermophilus y P. denitrificans poseen 14 subunidades (Carroll y cols., 2003; 

Sazanov, 2015; Stolpe y cols., 2004; Walker, 1992; Zickermann y cols., 2015) (Tabla 

2). 

El mecanismo de acción del complejo I es el mismo para todos los organismos: 

el NADH se oxida a NAD+ en la subunidad Nqo1/NuoF del brazo N y dona sus 

electrones al FMN localizado en la misma subunidad. Después los electrones pasan de 

manera individual a través de 7 centros Fe-S colocados a una distancia igual o menor a 

14 Å que forman una cadena que va desde el FMN hasta el sitio de unión a la quinona 

en el módulo Q donde los electrones reducen la ubiquinona a ubiquinol. El paso de los 

electrones del brazo N al módulo Q genera un cambio conformacional en el brazo de 

membrana que permite la translocación de cuatro protones al espacio intermembranal 

(Walker, 1992). La rotenona, el amital y la piericidina A inhiben la actividad del 

complejo I al bloquear el sitio de unión de la ubiquinona en el sitio Q (Degli Esposti, 

1998). La función de las subunidades supernumerarias aún no ha sido elucidada, aunque 

se cree que pueden funcionar como chaperonas ayudando a ensamblar el complejo. 

 

3.4.2 Succinato: ubiquinona óxidorreductasa (Complejo II) 

El segundo complejo de la cadena transportadora de electrones se localiza en la 

membrana interna mitocondrial. Esta enzima también cataliza un paso del ciclo de 

Krebs por lo que es un punto de unión entre el ciclo de ácidos tricarboxílicos y la 

cadena respiratoria. Este complejo no bombea protones y no contribuye a la generación 

del potencial transmembranal. Cataliza la siguiente reacción: 

Succinato + Q → Fumarato + QH2 

 

El complejo está formado por cuatro subunidades: dos hidrofílicas que se 

encuentran del lado matricial, sdhA y sdhB; y dos membranales, sdhC y shdD. La 

subunidad sdhA es una flavoproteína que tiene el sitio de unión al succinato y una 

molécula de FAD+ unida covalentemente. El succinato interactúa con el sitio de unión y 

dona sus electrones reduciendo el FAD+ a FADH2.  Los dos electrones del FADH2 

pasan de manera independiente por los centros Fe-S hasta el sitio de unión de la 

ubiquinona, formado por las subunidades sdh B, C y D. Se cree que el hemo b que se 

localiza en la subunidad sdhB sirve para mantener al primer electrón atrapado entre la 

semiubiquinona y el hemo b. Posteriormente, cuando llega el segundo electrón se 
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reduce la ubiquinona y así se evita la producción de especies reactivas de oxígeno  

(EROs) (Cecchini, 2003; Sun y cols., 2005). Existen dos tipos de inhibidores: los que 

funcionan como análogos del succinato, como el malonato, malato y oxaloacetato y los 

que interfieren en el sitio de unión de la ubiquinona como la carboxina y la 

fenoiltrifluoroacetona (Hagerhall, 1997; Mowery y cols., 1977; Ramsay y cols., 1981). 

 

3.4.3 Ubiquinol ferrocitocromo c óxidorreductasa (Complejo III) 

El complejo III cataliza la transferencia de electrones del ubiquinol al citocromo c 

soluble, transfiriendo cuatro protones al EIM. El complejo III es un dímero: cada 

monómero está constituido por 11 subunidades en mamífero, 9 en levadura y 3 en 

bacterias (Iwata y cols., 1998; Lange y cols., 2002; Solmaz y cols., 2008; Trumpower, 

1990; Wittig y cols., 2010; Xia y cols., 1997; Yang y cols., 1986; Zhang y cols., 1998). 

Las 3 subunidades codificadas en bacteria son el citocromo b, que en eucariotas es 

codificado en el genoma mitocondrial y que contiene los sitios Q0, Qi y dos grupos 

hemo b: bL y bH; la subunidad citocromo c que tiene un citocromo c1; y la proteína  

Rieske que tiene un centro Fe-S. El complejo III tiene dos sitios de unión al ubiquinol, 

el sitio Q0 que se encuentra cerca del EIM y el Qi que se encuentra cerca de la matriz 

mitocondrial (Trumpower, 1990) (Figura 4).  

 El funcionamiento del complejo III requiere dos vueltas al llamado ciclo Q para 

completar la siguiente reacción: 

QH2 + 2 citocromos  c3+ + 2H+
Mat → Q  + 2 citocromos c2+ + 4H+

EIM 

 

En el primer ciclo, una molécula de ubiquinol se oxida en el sitio QO 

transfiriendo uno de sus electrones a los centros fierro-azufre de la proteína Rieske, de 

donde pasa al citocromo c1 y de ahí al citocromo c soluble, colocando dos protones en el 

EIM. La semiquinona resultante dona su segundo electrón al sitio QO y reduce al hemo 

bL, convirtiéndose en ubiquinona. El electrón pasa del hemo bL al bH  y al sitio Qi, en 

donde se encuentra unida una ubiquinona que al recibir el electrón se reduce a 

semiquinona. En la segunda parte del ciclo, otra molécula de ubiquinol se oxida en el 

sitio QO, transfiriendo de la misma manera un electrón al citocromo c soluble y 

bombeando dos protones al EIM. El electrón restante pasa hasta la semiquinona que 

quedó en el sitio Qi por el mismo camino que el anterior, regenerando una molécula de 

ubiquinol. Así, por cada molécula de ubiquinol se transfieren cuatro protones al EIM y 

se reducen 2 moléculas de citocromo c soluble (Osyczka y cols., 2005). 
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Figura 4. Esquema de reacciones químicas que se llevan a cabo durante el ciclo Q en el 
complejo III de la cadena transportadora de electrones. El complejo III de la cadena 
transportadora de electrones se forma por la subunidad citocromo b (verde) que posee dos 
grupos hemo de tipo b (bL y bH), la subunidad citocromo c que posee un grupo hemo de tipo c 
(azul) y la proteína de hierro azufre de Rieske (morada) que posee una agrupación formada por 
dos átomos de hierro y dos de azufre (2Fe•2S). El complejo III cataliza la reducción del 
citocromo c por medio de la reducción de la ubiquinona (QH2) a ubiquinol (Q) acoplado a la  
transferencia de 4 protones hacia el espacio intermembranal. Imagen tomada de (Lehninger, 
2013). 

La antimicina A es un inhibidor de complejo III que al unirse al sitio Qi impide 

el transporte de electrones del citocromo bH a la ubiquinona unida en este sitio (Drose y 

cols., 2008). Otros inhibidores del complejo III son el mixotiazol y la estigmatelina. 

Estos se unen al sitio Q0 impidiendo la transferencia de electrones del ubiquinol a la 

proteína Rieske (Uribe-Carvajal, 2008). 

 

3.4.4 Citocromo c oxidasa (Complejo IV) 

El complejo IV es el último complejo de la cadena respiratoria y se encarga de reducir 

el oxígeno molecular a agua utilizando los electrones provenientes de cuatro citocromos 

c solubles: 

4 citocromos c2+ + O2 + 8 H+
Mat  →  4 citocromos c3++2H20 + 4H+

EIM 
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Los monómeros activos de esta proteína están formados por 11-13 subunidades 

en eucariotes y 3-4 subunidades en procariotes. Las unidades conservadas entre reinos 

son COX I, II y III, que en eucariotes están codificadas en el genoma mitocondrial. En 

las subunidades COX I y COX II se encuentran 2 grupos hemos aa3; y dos cobres CuA y 

CuB (Iwata, 1998; Steffens y cols., 1987; Yang y cols., 1986). 

Un electrón proveniente de cada citocromo c soluble pasa de manera individual 

al primer cobre (CuA). Después, los electrones pasan al hemo a y finamente al centro 

binuclear hemo a3-CuB donde se reduce una molécula de oxígeno a dos de agua. La 

reacción requiere 8 protones: 4 para la formación del agua y 4 que se bombean al EIM. 

Se cree que por cada electrón que se deposita en el centro binuclear un protón se 

bombea al EIM. El cianuro, la azida y el monóxido de carbono inhiben al complejo IV 

al bloquear el sitio de unión del oxígeno (Yoshikawa y cols., 1990).  

 

3.4.5 ATP sintasa (Complejo V) 

El complejo V (F1Fo ATP sintasa) es una enzima transmembranal que se encarga de la 

producción de ATP a partir de ADP y Pi. Está formada por dos segmentos principales 

unidas por interacciones no covalentes: el segmento Fo que está embebido en la 

membrana mitocondrial interna y a través de la cual pasan los protones expulsados por 

la CTE al EIM; y el segmento F1, que es la porción catalítica que se proyecta hacia la 

matriz mitocondrial y en coordinación con la rotación de las subunidades c, γ y ε de la 

porción Fo experimenta cambios conformacionales que fosforilan al ADP (Figura 5). La 

ATP sintasa actúa independientemente de la CTE, pero depende del potencial 

transmembranal generado por la translocación de protones. La síntesis del ATP 

acoplada a la respiración celular se denomina fosforilación oxidativa (Bakhtiari y cols., 

1999; Jonckheere y cols., 2012). 

 El segmento F0 está formado por las subunidades a-g en mamíferos, a-h en 

levaduras y a-c en bacterias. Constituye el grueso del motor rotatorio pudiendo variar de 

8 a 15 subunidades: la mitocondria de bovino posee un anillo con 8 subunidades c, las 

levaduras poseen un anillo de 10 subunidades c y E. coli puede tener entre 10 y 14 

subunidades. Los protones acumulados en el EIM pasan a la matriz mitocondrial a 

través de un canal formado entre las subunidades a y c de la subunidad F0 ocasionando 

la rotación del anillo c. Las subunidades a y b de la subunidad F0 forman el brazo 

periférico de la enzima y no giran (estator). Del otro lado del tallo central y del lado de 

la matriz mitocondrial se encuentra anclado el segmento F1. Este segmento se encuentra 
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unido a este anillo rotatorio por medio de un eje central (subunidades , ) que rota 

con el anillo c. Esta está formada por 3 subunidades y  alternadas de manera 

circular. Los sitios de unión de ADP, Pi y ATP están localizados en las interfaces de las 

subunidades / . En un giro de 360 cada sitio activo pasa por tres estados: abierto 

que permite la entrada y salida de productos; relajado, en donde se encuentran el ADP y 

el fosfato en un espacio cerrado; y cerrado, donde se induce la formación del enlace 

fosfodiéster entre el ADP y el fosfato. El rendimiento teórico indica que por cada 

NADH que entra a la CTE se producirán entre 2.5 y 2.7 ATPs, mientras que por cada 

succinato, se producirán 1.5 a 1.6 ATPs (Lehninger, 2000). 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura de la ATP sintasa. Estructura de la ATPasa, tomada de Molecular Cell 
Biology, 6ª edición, 2015. La ATPasa está formada por la unidad F0, formada por las 
subunidades estáticas (naranja) a y b y la subunidades móviles (verde) conocidas como ``anillo 
c´´, un brazo periférico estático (naranja) constituido por las subunidades a y b; un tallo central 
móvil (verde) que 
 conecta las subunidades F0 y F1 formado por las subunidades , , , y la subunidad F1 o 
unidad catalítica que se encarga de fosforilar el ADP y está formada por 3 dímeros de 
subunidades / .  
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3.4.6 Cadenas ramificadas de levaduras y bacterias 

Las bacterias y las levaduras son organismos cosmopolitas, su metabolismo ha 

evolucionado para poder obtener energía a partir de diferentes fuentes. Como 

consecuencia, las cadenas respiratorias de dichos organismos son ramificadas, es decir, 

pueden estar formadas por diferentes deshidrogenasas, quinonas y oxidasas expresadas 

en función de la especie, los sustratos disponibles, la concentración de oxígeno en el 

ambiente y los requerimientos energéticos de la célula (Anraku, 1988). 

 Las NADH deshidrogenasas alternas o de Tipo II (NDH2), presentes en 

bacterias, hongos y plantas, están formadas por una cadena sencilla de aminoácidos con 

una masa entre 43 y 60 kDa y que tiene como grupo prostético un FAD unido no 

covalentemente. Estas se codifican en el genoma nuclear y no tienen segmentos 

transmembranales. La levadura S. cerevisiae, que no tiene complejo I, codifica para tres 

NDH2, una interna que cumple con la función de donador de electrones a la poza de 

ubiquinonas para surtir a la cadena transportadora de electrones, y dos externas cuya 

función es reoxidar el NADH citosólico. En bacterias, las NDH2 siempre se encuentran 

del lado citosólico de la membrana plasmática (Kerscher y cols., 2008; Kerscher y cols., 

1999; Uribe-Alvarez y cols., 2016). Las NDH2 se inhiben con compuestos derivados de 

flavonas (Juarez y cols., 2004). 

Los donadores de electrones adicionales que una bacteria puede utilizar 

dependen de la naturaleza de ésta: si es organótrofa, consumirá moléculas orgánicas y si 

es litótrofa utilizará donadores de electrones inorgánicos como hidrógeno, amoníaco, 

sulfuro, fierro, etc. En las bacterias se han reportado la formato deshidrogenasa, las D y 

L-lactato deshidrogenasas, la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, la glucosa 

deshidrogenasa, la D-aminoácido deshidrogenasa, la hidrogenasa, etc. como donadores 

de electrones de la CTE. Al igual que la NDH2, estas deshidrogenasas  no bombean 

protones al espacio intermembranal y transfieren sus electrones a la poza de quinonas, 

que en el caso de bacterias puede ser ubiquinona, menaquinona o dimetilmenaquinona, 

dependiendo del potencial redox de los sustratos y de la oxigenación del medio (Rosas-

Lemus, 2016). 

En las cadenas ramificadas bacterianas, existen diferentes tipos de oxidasas 

terminales: las citocromo c oxidasas (tipo I) y las quinol oxidasas (tipo II). Las oxidasas 

tipo I, reciben los electrones del citocromo c soluble y reducen el oxígeno a agua; 

pueden ser tipo IA, como el complejo IV y tener hemos a (aa3 o caa3) y cobre tipo IB y 

tener hemos b u o. Las oxidasas de tipo II o quinol oxidasas reciben electrones del 
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ubiquinol y los transfieren directamente al oxígeno. Estas pueden tener hemos a, b u o 

con cobre (IIA) o hemos b y d (IIB) (Anraku, 1988). Las oxidasas terminales de las 

cadenas ramificadas se expresan dependiendo la concentración de oxígeno del medio. E. 

coli, que no tiene complejo III ni complejo IV (Trumpower, 1990), bajo diferentes 

condiciones aeróbicas usa dos quinol oxidasas terminales: citocromos bo en medios 

oxigenados y citocromos bd cuando la tensión de oxígeno baja (Figura 2) (Anraku, 

1987). 

Además de las oxidasas terminales (con citocromos) existen las oxidasas 

alternas (AOX). Estas enzimas toman electrones del ubiquinol y los transfieren 

directamente al oxígeno (Storey, 1976). Las AOX están compuestas por una sola cadena 

polipeptídica de ~40 kDa localizada del lado de la matriz mitocondrial o el citoplasma 

bacteriano (Cabrera-Orefice y cols., 2014). Esta enzima no contribuye a la formación de 

un potencial transmembranal y es codificada en genoma nuclear (Cabrera-Orefice y 

cols., 2014; Stenmark y cols., 2003).  La respiración de la oxidasa alterna es insensible a 

inhibidores de los complejos III y IV (Tabla 2), pero es inhibida por alquilgalatos y 

derivados del ácido hidroxámico (Schonbaum y cols., 1971).  

En medios aeróbicos, las oxidasas terminales tienen preferencia por el oxígeno 

como aceptor terminal. Sin embargo, en medios anaeróbicos en donde no hay oxígeno, 

se pueden utilizar nitratos, nitritos, fierro, óxidos de azufre, dióxido de carbono, 

fumarato, etc. como el aceptor final de electrones (Anraku, 1988; Zannoni, 2008). 

 
 

Tabla 2. Componentes de la cadena respiratoria clásica de mamífero, levadura y 

bacteria. 

 
 

Especie T/M Peso 
molec.  
(��kDa) 

Grupos 
prostéti-
cos 

Inhibidores Referencias 

C
 I 

Mamífero (BHM) 43/7 1000 FMN/ 
7(Fe-S) 

Rotenona, 
amital, 
piericidina A 

(Carroll y cols., 2003; 
Degli Esposti, 1998; 
Walker, 1992; Zhu y 
cols., 2016) 

Y. lipolytica 42/7 960 (Kerscher y cols., 2001; 
Zickermann y cols., 
2015) 

E. coli 

T. thermophilus, 

P. denitrificans 

13-14 550 (Sazanov, 2015; 
Sazanov y cols., 2006; 
Stolpe y cols., 2004; 
Zickermann y cols., 
2000) 
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C
 II

 

Mamífero (BHM) 4 123 FAD/ 
3(Fe-

S)/hemo 
tipo b 

Malonato,  

carboxina. 

(Hagerhall, 1997; Sun 
y cols., 2005; Wittig y 
cols., 2010) 

S. cerevisiae 4 120 (Hagerhall, 1997) 

E. coli 4 360 (T) (Cecchini, 2003; 
Yankovskaya y cols., 
2003) 

C
 II

I 

Mamífero (BHM) 11/1 482 (D) 2 hemos 
tipo b 

(bH-bL)/ 1 
hemo c1 y 

1 Fe-S 

Antimicina 
A, 
mixotiazol, 
estigmatelina 

(Iwata y cols., 1998; 
Trumpower, 1990; 
Wittig y cols., 2010; 
Xia y cols., 1997; 
Zhang y cols., 1998) 

Y. lipolytica 

S. cerevisiae 

9/1 

10/1 

458 (D) 

533 (D) 

(Lange y cols., 2002; 
Smith y cols., 2012; 
Solmaz y cols., 2008) 

P. denitrificans 3 122 (M) (Yang y cols., 1986) 

C
 IV

 

Mamífero (BHM) 13/3 205 (M)  

- 

Cianuro, CO, 
NO, NO2 

 

 

 

 

(Tsukihara y cols., 
1996) 

Y. lipolytica 

S. cerevisiae 

11/3 

11/3 

189 (M) 

190 (M) 

(Capaldi, 1990; Geier y 
cols., 1995; Mason y 
cols., 1973) 

P. denitrificans 4 130(M) (Iwata, 1998; Schagger, 
2002) 

C
 V

 

Mamífero (BHM) 16/2 597 (M)  Oligomicina 

 

(Jonckheere y cols., 
2012; Watt y cols., 
2010) 

Y. lipolytica 

S. cerevisiae 

16/2  

16/2 

543 (M) 

600 (M) 

(Bakhtiari y cols., 
1999; Davies y cols., 
2012; Jonckheere y 
cols., 2012; Robinson y 
cols., 2013) 

P. denitrificans 9 530 (M) (Garcia-Trejo y cols., 
2016; Jonckheere y 
cols., 2012; Morales-
Rios y cols., 2010; 
Morales-Rios y cols., 
2015; Schagger, 2002; 
Zarco-Zavala y cols., 
2014) 

 Abreviaciones: T/M, Subunidades totales/ subunidades codificadas en el genoma 
mitocondrial; (M), monómero; (D), dímero; (T), trímero; FMN, flavín mononucleótido; FAD, 
flavín adenin dinucleótido; CO, monóxido de carbono; NO, monóxido de nitrógeno; NO2, 
dióxido de nitrógeno. BHM (Mitocondria de corazón de bovino), Y. lipolytica (Yarrowia 
lipolytica), E. coli (Escherichia coli), T. thermophilus (Thermus thermophilus), P. denitrificans 
(Paracoccus denitrificans), S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae). 
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3.5 Cultivo de endosimbiontes/endoparásitos en hospederos artificiales 

La construcción de ecosistemas artificiales análogos a relaciones simbióticas se han 

propuesto como modelos para estudiar la ecología y evolución de las simbiosis (Hosoda 

y cols., 2011b; Momeni y cols., 2011),  construir sistemas endosimbionte/hospedero que 

faciliten la producción de compuestos útiles industrialmente (Brenner y cols., 2008; 

Mee y cols., 2012) y como hospederos de bacterias no cultivables como Treponema 

pallidum, el agente causal del sífilis (Stewart, 2012).  

 La diferencia entre un microorganismo obligado y un facultativo se define por su 

capacidad de crecer fuera de una célula huésped. Algunos endosimbiontes obligados se 

cultivan en animales infectados, y cuando se necesita cosechar, el animal muere y la 

bacteria se recupera. En algunos casos específicos, las bacterias se pueden alojar dentro 

de animales parasitados por filarias o directamente en moscas o mosquitos (artrópodos) 

que necesitan alimento con sangre. A pesar de que este tipo de cultivo es lo más cercano 

a la realidad, el cultivo de bacterias en animales ha traído muchos problemas éticos, 

además de altos costos de mantenimiento, bajos rendimientos bacterianos y altos riesgos 

de contaminación. A la fecha, muchas de las investigaciones de endosimbiontes se 

realizan en líneas celulares, donde no se sacrifican animales. Las líneas celulares 

también ofrecen la ventaja de que la variabilidad biológica es mínima en comparación 

con los animales, y las líneas celulares infectadas con endosimbiontes pueden 

almacenarse en nitrógeno líquido. Lamentablemente, las líneas celulares son sensibles a 

los cambios de temperatura, las concentraciones de oxígeno en la atmósfera, requieren 

medios suplementados costosos y una gran cantidad de material plástico desechable. 

Las líneas celulares tienen bajos rendimientos de biomasa en comparación con las 

bacterias o levaduras de vida libre, lo que significa que los rendimientos son aún más 

bajos. 

 
 3.5.1 Bacterias endosimbiontes de hongos 

En los últimos años, el número de bacterias endosimbiontes ya sea mutualistas, 

comensales o parásitas encontradas en hongos ha aumentado notablemente; sin 

embargo, existen pocos estudios sobre la relación que puedan tener. Los casos más 

reportados de bacterias endosimbiontes son Helicobacter pylori como 

endosimbionte/endoparásito de Candida sp. (Bjorkholm y cols., 2000; Dubois y cols., 

2007; Salmanian y cols., 2008; Saniee y cols., 2013a; Siavoshi y cols., 2005b; 
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Zendehdel y cols., 2005) y Burkholderia sp como endosimbionte de Rhizopus (Partida-

Martinez y cols., 2005). 

 

3.5.1.1 Helicobacter pylori como endosimbionte/endoparásito de Candida sp 

 Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa del 

estómago y se multiplica en los macrófagos y las células epiteliales y dendríticas. Dado 

que la bacteria se considera un factor importante en enfermedades como gastritis, úlcera 

péptica, adenocarcinoma y linfoma MALT, su infección y mecanismos patogénicos han 

sido ampliamente estudiados (Dubois y cols., 2007; Lamarque y cols., 2003; 

Montecucco y cols., 2001; Siavoshi y cols., 2005a). Se han amplificado fragmentos de 

los genes específicos 16S rRNA, cagA, ahpC, vacA y ureAB de H. pylori, a partir de 

colonias de Candida sp aisladas de exudados faríngeos tomados de pacientes con úlcera 

gástrica y resultado positivo en la prueba bioquímica de la ureasa (Salmanian y cols., 

2008; Saniee y cols., 2013a; Saniee y cols., 2013b; Siavoshi y cols., 2005b). El cultivo 

ex-vivo de H. pylori requiere una gran cantidad de suplementos, mientras que Candida 

sp es fácil de cultivar en condiciones de laboratorio. Si la bacteria persiste en cultivos de 

Candida en condiciones de laboratorio, se pueden cultivar grandes cantidades de 

bacterias. 

 

3.5.1.2 Burkholderia sp como endosimbionte/endoparásito de Rhizopus 

microsporus 

 Un caso de una endosimbiosis mutualista bacteria-hongo es el de la bacteria 

Burkholderia sp que vive en el citoplasma del hongo Rhizopus microsporus (Partida-

Martinez y cols., 2005) que es un parásito de las plantas de arroz. En este caso, la bacteria 

se encarga de sintetizar una toxina llamada rizoxina con la que facilita el parasitismo de 

la planta de arroz por Rhizopus. La rizoxina se une a la β-tubulina de las células de la 

planta de arroz inhibiendo la mitosis y deteniendo el ciclo celular. El tratamiento de la 

planta con el antibacteriano ciprofloxacina elimina a la bacteria e inhibe la producción 

de la toxina30. Si la planta es infectada por una cepa de Rhizopus carente de 

Brukholderia, no se observa el fenotipo infectado en la planta de arroz. 

Sorprendentemente, Rhizopus microsporus es insensible a la rizoxina, lo que sugiere 

que ha habido una co-evolución de estos organismos para lograr parasitar a un tercero 

que les dará sustento (Partida-Martinez y cols., 2007a; Partida-Martinez y cols., 2005; 

Partida-Martinez y cols., 2007b). 
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4. Planteamiento del problema 

 
Las enfermedades transmitidas por vectores han sido poco estudiadas porque en su 

mayoría afectan países de tercer mundo. Estas enfermedades incluyen entre otras, a las 

ocasionadas por los virus del dengue, de la fiebre amarilla, del zika y del chikungunya 

que son transmitidas por moquitos del género Aedes. Como resultado del cambio 

climático y la facilidad de desplazamiento en el planeta, las enfermedades transmitidas 

por vectores están aumentando su cobertura mundial, lo que ha provocado un aumento 

en gastos médicos y una inversión en las estrategias para combatir dichas enfermedades. 

Las tres principales propuestas para erradicar estas enfermedades incluyen la creación 

de vacunas; la exterminación de los vectores con insecticidas, que podría causar un 

desequilibrio ecológico; y la posibilidad de infectar a los vectores con Wolbachia y 

evitar que los patógenos puedan colonizarlos. 

A pesar de se han liberado mosquitos infectados con Wolbachia en diferentes 

regiones del mundo, no existe una legislación sobre el proceso. Sin embargo, los 

mecanismos de infección y permanencia de la bacteria en los hospederos permanecen 

desconocidos. Esto se debe a que Wolbachia no crece en medios axénicos. Wolbachia 

se cultiva en nemátodos que infectan conejos o en líneas celulares. Ambos cultivos son 

caros, difíciles de mantener y de bajo rendimiento.  

Siguiendo el ejemplo de el cultivo axénico de Coxiella, estudiar los genomas 

reportados de Wolbachia podría ayudarnos a generar un medio de cultivo axénico 

constituido por elementos que sean especialmente requeridos por esta bacteria. Es decir 

si esta bacteria carece de las vías de síntesis de aminoácidos, se agregan estos al medio. 

Además los medios pueden suplementarse con elementos aerotolerantes y se pueden 

incubar los cultivos en atmósferas con bajas concentraciones de oxígeno para simular la 

atmosfera intracelular. Otra opción para aumentar la biomasa de Wolbachia es hacer 

cambios de hospedero a otras líneas celulares que crezcan mejor como la C6/C36 o a 

otro hospedero ya sea en huevos fecundados de pollo, que es la manera en que se crece 

Rickettsia o en hongos y levaduras como se ha sugerido recientemente. 

Estudiar a Wolbachia nos facilitará el diseño de estrategias científicas viables 

para controlar las viremias y nos permitirá anticipar las repercusiones sobre el medio 

ambiente, lo que hace aún más urgente el estudio de esta bacteria.  

Estudiar la interacción con su hospedero y cultivando a Wolbachia en mayores 

cantidades nos permitirá observar sí, como ha sido sugerido por varios grupos de 
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investigación, Wolbachia puede donarle ATP a su hospedero sustituyendo o 

suplementando  la actividad de la mitocondria o si únicamente, y similar al SOPE, 

suplementa la actividad mitocondrial, ya sea mediante el control de la expresión 

mitocondrial en fases anormales del crecimiento o bien al donarle riboflavina o grupos 

hemo, como otros grupos han sugerido. 

 

  



 

XXV 

 

 

5. Hipótesis 
 

Si Wolbachia emula las funciones de la mitocondria y es capaz de crecer y multiplicarse 
en el interior de un hospedero modificando el patrón de fosforilación oxidativa del 
sistema, debe de tener un metabolismo aerobio propio o bien debe manipular la 
fosforilación oxidativa del hospedero. 

 

 

6. Objetivos 

 

Determinar la actividad respiratoria de Wolbachia y estudiar sus efectos sobre el 

metabolismo aerobio del hospedero. 

 

 

6.1 Objetivos particulares 

 

� Optimizar el cultivo de Wolbachia pipientis ya sea en cultivos axénicos o 

cambiando el hospedero a una levadura. 

 

� Estudiar la actividad respiratoria de S. cerevisiae en levaduras infectadas con 

Wolbachia pipientis. 

 

� Determinar si Wolbachia posee una cadena respiratoria. 
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7. Materiales y métodos 

 
7.1 Reactivos 

Los reactivos ácido etilendiaminotetracético (EDTA), glucosa-6-fosfato, gliceraldehído-

3- fosfato, glicerol, piruvato, malato, succinato, citocromo c de corazón de caballo, 

NAD+, NADH, NADPH, ATP, n-dodecil β-D-maltósido, cloruro de azul de 

nitrotetrazolio (NBT), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), desoxicolato de sodio, 

ditionita de sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS), trizma base, medio mínimo de 

Eagles, penicilina-estreptomicina, aminoácidos y vitaminas para MEM, L-glutamina, 

glucosa, perlas de vidrio, HEPES, trietanolamina, manitol, ácido 2-(N-

morfolino)etanosulfónico (MES), CCCP, rotenona y antimicina A se adquirieron de 

Sigma Chem. Co (St. Luis Missouri, EUA). El etanol, sulfato de magnesio, cianuro de 

potasio, carbonato de potasio, hidróxido de potasio, cloruro de potasio, fosfato de sodio, 

bicarbonato de sodio y ácido succínico se adquirieron de JT Baker (Center Valley, PA, 

EUA). El 3,3′-hidrato de tetracloruro de diaminobenzidina (DAB) se adquirió de Fluka 

(Buchs, Switzerland). El persulfato de amonio, la glicina, la acrilamida y la bis N,N´-

metilen-bis-acrilamida se adquirieron de BioRad (California, EUA). El imidazol y el 

ácido amino-caproico se adquirieron de MP (Santa Ana, CA, EUA). El sulfato de 

amonio se adquirió de Merck (Darmstadt, Germany); la triptona se adquirió de Difco 

(Franklin Lakes, NJ, EUA); y la peptona se adquirió de Bioxon (Edo de México, 

México). El PCR Master mix (2X) se adquirió de Thermo Scientific (Waltham, MA, 

EUA). La Taq polimerasa utilizada fue de Fermentas (adquirida por Thermo Scientific, 

Waltham, MA, EUA). La leche en polvo sin grasa se adquirió de Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, Texas, EUA). El suero bovino fetal (SBF) se adquirió de 

Biowest (Riverside – MO, EUA). El citrato férrico y el hidróxido de sodio fueron de 

Meyer (Vallejo, CA, EUA). El azul de Coomassie G se adquirió en Serva (Heidelberg, 

Alemania). 

 

7.2 Anticuerpos Primarios 

Los anticuerpos Anti-wsp (Proteína de superficie de Wolbachia) monoclonales 

producidos in vitro en ratón, NR-31029 fueron donado por BEI Resources, NIAID, 

NIH. La dilución empleada fue de 1:1000 en TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 

Tween 20 0.1%, pH 7.4). Los anticuerpos Anti-VDAC  monoclonales producidos en 
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ratón fueron comprados a Jackson Immunoreasearch (West Grove, PA, EUA). La 

dilución empleada fue 1:1000 en TBS-T.  

 

7.2.1 Anticuerpos Secundarios 

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón acoplados a peroxidasa de rábano fueron 

de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, EUA) y se empleó en una dilución 

1:10,000 en TBS-T. 

 

7.3 Material Biológico 

La línea celular Aa23 (Aedes albopictus infectada con la cepa de Wolbachia wAlbB 

(O'Neill y cols., 1997)) fue donada por la Dra. Ann Fallon de la Universidad de 

Minnesota, EUA.  

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo fueron: 

BY4741 (ScBY) (MATa; his3 Δ1; leu2 Δ0; met15 Δ0; ura3 Δ); W303 (ScW303) 

(MATα; ura3-1; trp1Δ 2; leu2-3,112; his3-11,15; ade2-1; can1-100), donada por el Dr. 

Michel Rigoulet, del Institut de Biochimie et Génétique Cellulaires (IBGC), Université 

Victor Segalen; Bordeaux 2, Bordeaux, Francia. La cepa W303 rho0 (ScW303 rho0) 

(MATα; ura3-1; trp1Δ 2; leu2-3,112; his3-11,15; ade2-1; can1-100; rho0) donada por el 

Dr. Gabriel del Río, del Departamento de Bioquímica y Biología Estructural del 

Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Las cepas 273-10B (MATα; leu2, arg8::hisG, 

ura3-52; leu2-3,112) y 273-10B rho0 fueron donadas por la Dra. Xóchitl Pérez 

Martínez, del Departamento de Genética Molecular del Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM. 

La línea celular C6/C36 fue donada por el Dr. Cuauhtémoc Juan Humberto Lanz 

Mendoza del Instituto Nacional de Salud Pública, Cuernavaca, Morelos, México. 

Las mitocondrias de corazón de bovino (BHM) fueron donadas por la Dra. 

Marietta Tuena Sangri del Departamento de Bioquímica y Biología Estructural del 

Instituto de Fisiología Celular, UNAM. 

 

7.4 Mantenimiento y cultivo de las líneas celulares Aa23 y C6/C36 

Las líneas celulares se cultivaron en medio mínimo de Eagle (MEM) de Sigma 

Chemical Co (M0643) complementado con aminoácidos no esenciales, L-glutamina, 

vitaminas, D-glucosa, antibióticos y bicarbonato de sodio (Shih y cols., 1998), pH 6.8 

(HCl o NaOH). Los medios se esterilizaron por filtración (Millipore, 0.22 μm) y se 
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guardaron en alícuotas de 200 mL a 4°C.  Previamente a ser utilizados, el medio se 

descongeló y se agregó 10% de suero bovino fetal (SBF) inactivado (30 min a 56°C) 

(Shih y cols., 1998). Las líneas celulares se cultivaron en cajas Petri True Line TR 4003 

de 150 mm a 27°C en una atmósfera de 5% de CO2 (incubadora de cultivos celulares 

ESCO). Las líneas se resembraron con una dilución de 1:10 cada vez que se alcanzaba 

el 100% de confluencia. La cantidad de células se cuantificó con azul de tripano 0.4% 

(1:1) en una cámara de Neubauer. Las células vivas no se tiñen, mientras que las células 

cuya membrana está dañada se tiñen de azul.  

 Alícuotas de las líneas celulares concentradas a 1 x 108 células/mL se 

mantuvieron a -80°C en MEM adicionado con 20% SBF y 40% DMSO estéril. El 

glicerol, comúnmente utilizado para congelar la levadura, no mantiene las líneas 

celulares viables. Para resembrar las células a partir de una alícuota en congelación, 

deben descongelarse en agua tibia y colocarse en un frasco de Roux con MEM y SBF al 

20%. Después de 5 horas de incubación a 27°C en una atmosfera de 5% CO2, el medio 

debe cambiarse, ya que el DMSO puede ser tóxico (Scientific, 2017). 

Al principio del proyecto no se tenía incubadora de CO2, por lo que se adicionó 

20 mM de HEPES y se disminuyó la concentración de bicarbonato de sodio del 0.22% 

al 0.085% para evitar la alcalinización del medio. El MEM tiene rojo neutro como 

colorante: en un medio alcalino se torna morado, mientras que en un medio ácido se 

torna amarillo. El pH ideal se mantiene entre color naranja y anaranjado.  

Para transportar las líneas celulares, deben resembrarse 1:2 en un frasco de Roux 

de 25 cm2 de tapa no ventada. Las células se incuban a 27°C por un día en MEM, 20% 

SBF. Al día siguiente se adiciona un volumen de MEM, 5% SBF que llene el frasco, se 

cierra, se sella con parafilm y está listo para transportarse. Se reduce la cantidad de SBF 

para limitar el crecimiento de la línea celular. 

 

7.4.1 Aa23Δw: Eliminación de Wolbachia de la línea celular Aa23 

Wolbachia se eliminó de la línea celular Aa23 mediante pases seriales utilizando 10 

μg/mL de tetraciclina (Dobson y cols., 2002) en el medio de cultivo Eagles. Los pases 

de la línea celular se realizaban cada semana en un volumen final de 6 mL (caja petri de 

60 mm de diámetro) y se incubaban igual que la línea celular Aa23. A partir del décimo 

pase el cultivo se considera libre de Wolbachia. La eliminación de Wolbachia se 

confirmó por PCR y Western blot. Para realizar experimentos con esta línea celular, se 



 

XXIX 

 

debe eliminar la tetraciclina por dos pases por lo menos, ya que este antibiótico afecta el 

metabolismo de la célula (Ballard y cols., 2007). 

 

7.5 Infección de Saccharomyces cerevisiae con Wolbachia extraída de la línea 

celular Aa23 

Se infectaron diferentes cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae con Wolbachia 

extraída a partir de la línea celular Aa23. Todos los procedimientos se realizaron en 

esterilidad y a temperatura ambiente. La línea celular Aa23 se cultivó en frascos de 

Roux (Corning, 225cm2) en medio Mínimo de Eagle (MEM) complementado con 10% 

SBF durante 20 días a 27°C y una atmósfera de 5% CO2. Las células se resuspendieron 

manualmente y se centrifugaron a 3,000 x g por 5 minutos. El paquete celular (1 x 107 

células) se resuspendió en 10 mL de MEM con perlas de borosilicato estériles de 0.710- 

3 mm y se lisó agitando en el vórtex por 10 minutos. El lisado se centrifugó a 3,000 x g 

por 5 min para remover las células intactas. El sobrenandante se filtró por una 

membrana de 2.7 μm y se centrifugó a 16,500 x g por 10 minutos (Rasgon y cols., 

2006). El botón se resuspendió en medio Mitsuhashi-Maramorosch (MM) (Dale y cols., 

1999) suplementado con 20% SBF (MMS) y se agregó directamente a un botón de la 

levadura deseada cultivada en 50 mL de YPD durante 3 horas, a 250 rpm, 30°C. La 

levadura se concentró por centrifugación a 3,000 x g por 3 min (aprox. 60 mg). El botón 

de levadura se resuspendió con la bacteria y se centrifugó a 700 xg durante una hora a 

temperatura ambiente para favorecer el contacto entre la bacteria y la levadura(Noda y 

cols., 2002). El botón se resuspendió en el mismo medio, se plaqueó en MMFeS 

adicionado con 2% agar y 25% de eritrocitos de humano (MMSS) y se incubó a 27°C 

en una atmósfera de 5% CO2  por 14 días. Posteriormente la levadura infectada se pasó a 

cajas de YPD suplementadas con 1 mM citrato de amonio férrico. La levadura se 

congeló en MM con 20%  SBF  y 40% glicerol y se mantuvo a -80°C. 

  

7.5.1 Infección de Saccharomyces cerevisiae con Wolbachia extraída de 

levadura 

Se cultivó la levadura infectada con Wolbachia en cajas Petri de 245 mm en 

MMSS (sólido) a 27°C en una atmosfera de 5% CO2 por 14 días. Las células se 

concentraron a 3,000 xg por 5 minutos, se lavaron 2 veces con agua destilada y se 

resuspendieron en MM. Las células se lisaron con perlas de borosilicato de 0.5-3 mm;   

se centrifugaron a 3,000 xg por 10 minutos, el botón se filtró a través de membranas de 
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0.8, 0.65 y 0.45  μm, y se centrifugó a 16,500 x g por 10 minutos. El botón se 

resuspendió en 2 mL de MMSS y se agregó a un botón de S. cerevisiae previamente 

incubado por 3 horas en YPD, 250 rpm, 30°C. El protocolo de infección continuó como 

el indicado en el inciso anterior (7.5). El MM puede sustituirse por YPD y Wolbachia es 

incapaz de mantenerse en la levadura si el medio no está adicionado con al menos 1% 

SBF. 

 Se usaron paquetes de sangre caduca donados por el Instituto Nacional de 

Cardiología. El paquete de eritrocitos de humano se obtuvo centrifugando la sangre a 

3,000 x g  por 2 minutos.   

 

7.6 Mantenimiento de diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae infectadas 

con Wolbachia 

Las diferentes cepas de S. cerevisiae infectadas con Wolbachia se mantuvieron en cajas 

de YPD con 2% de agar a temperatura ambiente en una atmosfera de 5% de CO2. El 

inóculo de las cepas infectadas se realizó en un mL de YPD, 1 mM citrato férrico 

amoniacal y 20% de suero bovino fetal. La levadura infectada se resembró cada mes 

agregando 2 mL de YPD adicionado con 20% SBF. La infección es estable entre 4 y 6 

meses. Para un litro de medio MMSS se utilizaban 200 mL de SBF y 250 mL de 

paquete de eritrocitos humanos, lo que elevaba el costo de los cultivos. Se redujo la 

cantidad de SBF a 10, 5 y 1% gradualmente. Los medios no suplementados con SBF no 

mantienen el crecimiento de Wolbachia. Se agregó al medio 1 mM de Citrato Férrico 

amoniacal, este  no debe exceder de 4 mM ya que es tóxico.  

 

7.7 Cultivo de Saccharomyces cerevisiae en medio líquido (infectadas y no 

infectadas con Wolbachia) 

Los precultivos se sembraron a partir de una asada del cultivo sólido (YPD con 2% 

agar) en 100 mL de YPDS (YPD , 1% SBF, 1 mM citrato férrico amoniacal) estéril y se 

incubaron a 30°C, 130 rpm por 48 horas. Los precultivos se trasvasaron a un litro (1:10) 

de YPDS que se incubó a 30°C, 130 rpm por 14 días.  

 

7.8 Comprobación de la presencia de Wolbachia en los diferentes tipos 

celulares 

Una vez cultivada la línea celular y las distintas cepas de S. cerevisiae la presencia de la 

bacteria se monitoreó siguiendo los siguientes protocolos: 
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7.8.1 Confirmación de la presencia de Wolbachia por PCR del gen wsp 

Para obtener una mejor amplificación de los fragmentos del gen wsp a partir de las 

líneas celulares y de los cultivos de levadura, se obtuvo el DNA de Wolbachia de la 

siguiente manera: Se concentraron el equivalente a 50 mL de wScW303 y por lo menos 

1 x 108 células (línea de insecto Aa23). Éstas se resuspendieron en buffer SPG 

(Sacarosa 218 mM, KH2PO4 3.8 mM, K2HPO4 7.2 mM, L-glutamato 4.9 mM, pH 7.2) y 

se rompieron en el vórtex utilizando perlas de 0.5 mm para la levadura o 3 mm para la 

línea celular. Se realizaron dos ciclos de 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 

3,000 xg 5 min. para eliminar las células intactas. Se incubaron durante 30 minutos a 

37°C con 30 μg/mL de DNAsa para remover el DNA del hospedero. La bacteria se 

concentró a 16,000 x g durante 5 minutos y se lavó dos veces en buffer SPG para 

remover la DNAsa (Iturbe-Ormaetxe y cols., 2011). Las muestras se calentaron durante 

5 minutos a 95°C para inactivar cualquier DNAsa remanente. Finalmente se extrajo el 

DNA utilizando el Quick-gDNA MiniPrep (Zymo Research, D3025) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. 

 Se utilizaron los oligonucleótidos para la proteína de superficie de Wolbachia 

sp:  wsp81f (5´ TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 3´) y wsp691r (5´ 

AAAAATTAAACGCTACTCCA 3´) (Zhou y cols., 1998). El fragmento se amplificó 

usando una Taq polimerasa (Fermentas/Thermoscientific) bajo las siguientes 

condiciones: un ciclo de desnaturalización inicial a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por un minuto, hibridación a 52°C un minuto y extensión a 

72°C un minuto; un ciclo de extensión final a 72°C por 5 minutos. Se cargaron las 

muestras en un gel de agarosa al 1% y se corrieron a 90 mV en medio TAE (1 lt de TAE 

50X: se prepara con 242 g de Tris base, 18.61 g de EDTA, 57.1 mL de ácido acético 

glacial y se afora a un litro con agua destilada) en una cámara de electroforesis de BIO-

RAD hasta que el frente de corrida alcanzara el final del gel 

 Se utilizaron 3 μL de la escalera 1 Kb plus (Invitrogen) como marcador de pesos 

moleculares. Se tiñó con bromuro de etidio. La banda debe corresponder 

aproximadamente a 590-632 pb dependiendo de la especie (Zhou y cols., 1998). Los 

productos de PCR se purificaron utilizando el GeneJET PCR Purification kit, 

(ThermoScientific), se resuspendieron en agua libre de DNAsas y RNAsas y se 

secuenciaron en la unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM. 
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7.8.2 Western Blot para la proteína wsp 

Se resuspendió una asada de levadura a partir de medio sólido en 200 μL de agua, o se 

tomaron directamente 200 μL de muestra de cultivo y se centrifugaron a 3,000 x g por 5 

minutos. Se lavó dos veces y se solubilizó con 200 μL de buffer RIPA (Tris•HCl 25 

mM pH 7.6, NaCl 150 mM, nonidet P40 1%, deoxicolato de sodio 1%, SDS 0.1%) 

suplementado con el inhibidor de proteasas complete 1X y PMSF 1 mM. Las muestras 

se sonicaron en un sonicador Sonics VibraCell a 80% de amplitud por 10 segundos y se 

agitaron 30 minutos a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 12,700 x g por 5 min. Se 

recuperó la fracción soluble y se cuantificó la concentración de proteína por el método 

de Bradford en un PolarStar Omega (BMGlabtech) (ver Sección 7.13.2). Se agregó 

buffer de carga a la muestra (Buffer de carga 3X, ver sección 7.19) y se calculó el 

volumen necesario para aplicar 20-30μg de proteína por carril. Las muestras deben 

hervirse durante 5 minutos antes de cargarse en el gel (ver Sección 7.8.2.1). Se realizó 

una SDS/PAGE en un gel de poliacrilamida al 10% y se corrió a 100 mV en buffer de 

corrida.  

 Las proteínas del gel se transfirieron a una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF) previamente activada en metanol y lavada en buffer de 

transferencia (fosfato de potasio 25 mM, fosfato de sodio 25 mM, Tris 12 mM, glicina 

192 mM, ajustado a pH 7.0) con 20% metanol, por 10 min. Las membranas se 

bloquearon con 5% de leche en polvo sin grasa Blotto en TBS-T por 1 h, y se dejaron 

incubando toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario anti-wsp. Las membranas se 

lavaron con TBS-T tres veces por 5 minutos y se incubaron a 37°C por 1 h con el 

anticuerpo secundario de ratón. Las membranas se lavaron tres veces por 10 minutos  

con TBS-T con un kit de quimioluminiscencia ECL (Chiquete-Felix y cols., 2009). 

 

7.8.2.1 Geles para SDS-PAGE  

Para cada gel SDS-PAGE al 10% se prepararon 10 mL de la siguiente solución: 4 mL 

de agua destilada, 3.3 mL de acrilamida/bisacrilamida al 30%/1%, 2.5 mL de Tris 1.5 M 

pH 8.8, 0.1 mL de SDS 10%, 0.1 mL de persulfato de amonio 10% y 0.004 mL de 

TEMED (Laemmli, 1970; Schägger, 1994). La solución se agitó y se vertió en medio de 

los vidrios previamente montados. Se agregó 1 mL de etanol lentamente para que la 

superficie quedara uniforme. Después de polimerizado (aprox. 15 min.), se retiró el 

etanol y se agregó la solución concentradora previamente preparada. Se agregó para 3 

mL de volumen final, 2.1 mL de agua destilada, 0.5 mL de acrilamida/bisacrilamida al 
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30%/1%, 3.8 mL de Tris 1 M pH 6.8, 0.03 mL de SDS 10%, 0.03 mL de persulfato de 

amonio 10% y 0.003 mL de TEMED previamente mezclados en un tubo Falcon. 

 

Preparación de las soluciones necesarias para los geles SDS-PAGE: 

 Tris/HCl 1.5 M pH 8.8. Para 100 mL, se disolvieron 18.15 g de Tris en 50 mL 

de agua destilada. Se ajustó el pH a 8.8 con HCl y se aforó a 100 mL. 

Tris/HCl 1 M pH 6.8. Para 100 mL, se disolvieron 12.1 g de Tris en 50 mL de 

agua destilada. Se ajustó pH a 8.8 con HCl y se aforó a 100 mL. 

Acrilamida/bisacrilamida 30%/1%. Para 100 mL, se disolvieron 29.2 g de 

acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida en 100 mL de agua destilada. La acrilamida es 

neurotóxica por lo que se usaron guantes de nitrilo durante toda la manipulación. 

Persulfato de amonio 10%: Para 5 mL se disolvieron 0.5 g de persulfato de 

amonio en agua destilada y se alicuotaron en volúmenes de 1 mL. Esta solución se 

guardó en congelación. 

Buffer de muestra 3X: Para 10 mL se pesaron 0.36 mL de Tris/HCl 1M pH 6.8 

(36 mM), 3 mL de glicerol 50%, 1.2 mL de SDS 10%, 0.3 mL de �-mercaptoetanol, 

0.06% de azul de bromofenol y se aforó con 5.14 mL de agua destilada. 

Buffer de corrida: Para 1 litro 10X, se pesaron 30 g de Tris, 144 g de glicina, 10 

g de SDS y se aforó a un litro.  

 

Tabla 3. Soluciones para preparar los geles SDS-PAGE (Laemmli, 1970; Schägger, 
1994) 

 
Gel separador 

 5ml 10 ml 15 ml 20 ml 25ml 30 ml 40 ml 50 ml 
6% 

H2O 2.6 5.3 7.9 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5 
Acril/bisacril  30%/1% 1 2 3 4 5 6 8 10 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
TEMED 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04 

 
8% 

H2O 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 13.9 18.5 23.2 
Acril/bisacril  30%/1% 1.3 2.7 4 5.3 6.7 8 10.7 13.3 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 
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10% 

H2O 1.9 4 5.9 7.9 9.9 11.9 15.9 19.8 
Acril/bisacril  30%/1% 1.7 3.3 5 6.7 8.3 10 13.3 16.7 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

 
12% 

H2O 1.6 3.3 4.9 6.6 8.2 9.9 13.2 16.5 
Acril/bisacril  30%/1% 2 4 6 8 10 12 16 20 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

 
15% 

H2O 1.1 2.3 3.4 4.6 5.7 6.9 9.2 11.5 
Acril/bisacril  30%/1% 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20 25 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

 
Gel concentrador (5%) 

                                          1 ml       2ml        3 ml         4 ml       5 ml        6 ml        8 ml      10 ml 
H2O 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8 

Acril/bisacril  30%/1% 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1 1.3 1.7 
Tris 1 M pH 6.8 0.13 0.25 0.38 0.5 0.68 0.75 1 1.25 

SDS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 
APS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 
TEMED 0.00

1 
0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01 

 
 

7.8.2.2 Western Blot para VDAC 

Los extractos, los geles y la transferencia se realizaron de la misma manera que en la 

sección 7.8.2. La cantidad de anticuerpos primarios y secundarios se ajustó según lo 

recomendado por los proveedores, reportado en la sección 7.2. Para poder utilizar varios 

anticuerpos en una misma membrana y poder estandarizar los datos, se desnudaron 

(eliminar los anticuerpos) y se re-probaron las membranas.  

 

7.8.2.3 Desnudar y reutilizar membranas 

Las membranas se desnudaron y se reutilizaron de acuerdo con el protocolo de Abcam. 

En resumen, las membranas se lavaron tres veces de 5 a 10 minutos a temperatura 

ambiente con buffer de desnudamiento (glicina 1.5%, SDS 0.1%, Tween 20 1%, pH 
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2.2). Posteriormente se realizaron dos lavados de 10 minutos con PBS y dos lavados de 

5 minutos con TBS-T. Las membranas sin anticuerpos se bloquearon de nuevo (1 h con 

leche en polvo sin grasa) antes de agregar el nuevo anticuerpo primario. 

 

7.8.3 Hibridación in-situ con sondas fluorescentes 

Wolbachia se visualizó utilizando sondas específicas de oligonucleótidos diseñadas 

contra el gen 16S rDNA marcadas con Quasar 670 (Abs 647 nm, Em 670 nm) : W1, 5´-

AATCCGGCCGARCCGACCC-3´ (Heddi y cols., 1999). Un mililitro del cultivo de 

levadura se centrifugó a 3,000 x g por 5 minutos. Para las líneas celulares se ajustó la 

concentración a 1 x 106 células/mL y se lavaron dos veces con PBS. Las células se 

resuspendieron en 3% de p-formaldehído en PBS y se incubaron una hora a 4°C. Las 

muestras se lavaron tres veces con PBS y se mantuvieron a 4°C para su posterior 

hibridación. En caso de hacer la hibridación en  un portaobjetos, se colocó una alícuota 

(10 μL) de las muestras en portaobjetos y se dejó secar entre 24 y 48 horas. Los 

portaobjetos estaban recubiertos de poli-L-lisina. La muestra se esparció en el 

portaobjetos tratando de hacer una monocapa, si estaba muy concentrada no podía 

observarse correctamente. Después de fijar las muestras, se deshidrataron durante 3 

minutos con etanol 50%, 80% y 90% consecutivamente. Se agregaron 50 μL de cada 

sonda (30 ng/μl) en buffer de hibridación (NaCl 0.9 M, formamida 35%,  Tris-HCl 20 

mM, pH 8, triton X-100 al 0.01%) y se incubó 2 horas en un cuarto obscuro a 46°C. Las 

muestras se lavaron dos veces durante 15 minutos con Tris-HCl 20 mM, NaCl 70 mM, 

EDTA 5 mM pH 8 y tritón X-100 al  0.01% en un cuarto obscuro a 48°C (Genty y cols., 

2014). Las muestras se observaron en un microscopio confocal Olympus FV-10000 con 

una potencia del 5% de láser (rojo). Quasar 670 es un fluoróforo cuyos máximos de 

emisión/excitación se encuentran a 640/670 nm  respectivamente. 

 

7.9 Tinción de las levaduras con calcoflúor y FISH 

Después de hibridar las muestras con la sonda 16S rDNA marcada con Quasar 670, las 

muestras se tiñeron con 0.05 mM de calcoflúor en DMSO-20% y bicina 20 mM. El 

espectro de excitación/emisión del calcoflúor se encuentra en 380-440/500-520 nm 

respectivamente. El calcoflúor se une al quitosano de la pared celular de la levadura. Se 

realizaron cortes en Z de las muestras en un microscopio Olympus-FV1000 o FV-3000. 

Las imágenes se reconstruyeron usando el software Imaris 7.2.1 e Image J.  
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7.10 Microscopía Electrónica de Transmisión 

Se colectaron las células a partir de 500 μL de cultivos de levadura infectada y control a 

14 días, y se tomó una pequeña muestra del aislado de Wolbachia. Las células de 

levadura se lavaron dos veces en agua destilada a 3,000 x g por 5 min, mientras que la 

muestra de bacteria aislada se lavó a 16,000 x g por 5 min y se trataron de acuerdo a 

(Sun y cols., 2015). Las muestras se fijaron en 2% de KMnO4 a 4°C durante toda la 

noche. Al día siguiente se lavaron durante 15 minutos con agua desionizada 6 veces y se 

deshidrataron con lavados secuenciales de 10 minutos con etanol 50%, 70%, 80%, 90% 

y tres lavados con etanol 100%. Posteriormente la muestra se lavó con etanol-acetona 

(1:1) durante 8 minutos, después con acetona anhidra durante 5 minutos, después con 

acetona-EPON 821 (3:1) durante 1 hora y se dejaron en acetona -EPON 821 (1:3) toda 

la noche. 

 Al siguiente día, las muestras se concentraron y se resuspendieron en acetona -

EPON 821 (1:1) durante 1 hora. Las muestras se concentraron de nuevo y se dejaron en 

la resina pura durante 24 horas. Después de este período, se incubaron durante 12 horas 

a 37°C y después por 36 horas a 60°C. Las muestras se cortaron a 70 nm en un ultra-

microtomo (Ultracut Reicheit-jung) y se observaron en un microscopio electrónico de 

transmisión  JEOL JEM-1200 EXII . Las fotografías se procesaron utilizando el 

Software Gatan Digital Micrograph. 

 Ningún protocolo que implicara la fijación de las levaduras con p-formaldehído 

o glutaraldehído permitió la clara observación de las mitocondrias y las bacterias. 

 

7.11 RT-qPCR 

Se tomaron 0.5 mL de muestra de cultivos de levadura a diferentes días. La muestra se 

concentró a 3,000 x g por 5 min y se lavó dos veces en agua destilada libre de RNAsas 

y DNAsas. Se obtuvo el RNA de la muestra utilizando el kit Quick-RNA MiniPrep Kit 

(Zymo Research).  El cDNA de sintetizó a partir de 1 μL de RNA con el kit Revert Aid 

First Strand cDNA (ThermoFischer).   

El qPCR para el gen wsp de Wolbachia se realizó de acuerdo con (Tortosa y 

cols., 2008): 50 ng de cDNA se corrieron con 0.5 μM de cada oligonucleótido 

utilizando 2X SYBR Green PCR Master Mix en un termociclador BioRad CFX96 Real-

Time System. Los oligonucleótidos utilizados fueron específicos para wAlbB: 183F (5´-

AAGGAACCGAAGTTCATG-3´) y QBrev2 (5´-AGTTGTGAGTAAAGTCCC-3´). El 

programa del termociclador incluía un paso de desnaturalización inicial de 10 minutos a 
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95°C para activar la enzima; 40 ciclos de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y 30 s a 72°C  

(Zouache y cols., 2012).  

 Para el gen 18S rRNA de S. cerevisiae se siguió el siguiente protocolo (Lu y 

cols., 2003): 50 ng de cDNA se corrieron con 0.3 μM de cada oligonucleótido en 

presencia de 2X SYBR Green PCR Master Mix en un termociclador BioRad CFX96 

Real-Time System. Los oligonucleótidos empleados fueron: 18f (5´-

CGGCTACCACATCCAAGGAA-3´) y 18r (5´-GCTGGAATTACCGCGGCT-3´). El 

programa incluye un paso a 95°C por 10 minutos, 40 pasos a 95°C por 15 s y 60°C por 

un minuto. Se corrieron duplicados de tres experimentos independientes. Todos los 

oligonucleótidos fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Co (Saint Louis, MO).  El 

cambio de fluorescencia del SYBR Green I Dye de cada ciclo se monitoreó en el 

software y se utilizó el Cq para calcular el número de transcritos de Wolbachia wsp y de 

S. cerevisiae. El kit 2X SYBR Green PCR Master Mix posee una enzima que necesita 

un ciclo de 10 minutos a 95°C para evitar que los oligonucleótidos dimericen.  

 

7.12 PCR para el gen 5.8S rDNA de levadura 

De las diferentes cepas de levadura se extrajo el DNA con el kit quick-gDNA mini-

prep, Zymo Research. Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos específicos ITS1 (5´ 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3´) y ITS4 (5´ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3´) 

(White, 1990). El fragmento se amplificó usando Taq polimerasa (Fermentas/Thermo 

Scientific) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalización inicial a 94°C 

por 5 minutos; 40 ciclos desnaturalización a 94°C por un minuto, hibridación a 52°C 

por 2 minutos y extensión a 72°C por 2 minutos; un ciclo de extensión final a 72°C por 

10 minutos. Se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 1% usando el marcador 

1Kb plus (Invitrogen), teñido con bromuro de etidio. La banda debe pesar 

aproximadamente 800 pb para S. cerevisiae (White, 1990). El producto de PCR se 

purificó (GeneJET PCR Purification kit, ThermoScientific), se resuspendió en agua y se 

secuenció en la unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM. 

 

7.13 Determinación de proteína 

Para determinar la cantidad de proteína presente se utilizaron dos métodos: 
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7.13.1 Determinación de proteína por Biuret 

La concentración de proteína de una muestra de células o de mitocondrias se determinó 

por medio del método de Biuret (Gornall y cols., 1949). Para prepara el reactivo de 

Biuret se prepara la solución A: 100 mL de solución de CuSO4 al 17.3% en agua 

caliente; y la solución B: 17.3 g de citrato sódico y 100 g de Na2CO3 disueltos en 800 

mL de agua caliente. Posteriormente se mezclan las soluciones y se guardan en 

obscuridad.  

 En un tubo de vidrio se añaden 62.5 μL de desoxicolato de sodio 5%, 175 μL de 

agua, un mL de solución de Biuret y 12.5 μL de la suspensión de mitocondrias o 

células. El cambio de absorbancia se determinó a 540 nm en un espectrofotómetro 

Beckman DU-50. El cambio en la absorbancia se debe a que la interacción del ion Cu2+ 

con los enlaces peptídicos de la proteínas genera una coloración violeta, proporcional a 

la concentración de la proteína en la muestra. 

 

7.13.2 Determinación de proteína por Bradford 

La concentración de proteína de una muestra de células lisadas o de un extracto proteico 

se determinó por el método de Bradford. A diferencia del método de Biuret, este 

método no posee ningún agente para solubilizar las membranas celulares como el 

desoxicolato de sodio. Las determinaciones se realizaron en placas de Elisa de 96 pozos. 

Primero, se realizó una curva patrón de 0, 2, 3, 4 y 6 �g de proteína utilizando un patrón 

de 1mg/ml de �-globulina y se llevó a un volumen final de 20 �L. En los siguientes 

pozos se adicionaron 2.5-5�L de la muestra problema y se llevó a un volumen final de 

20 �L. Después se adicionaron 180 �L de reactivo de Bradford (1:5). Se incubó la placa 

15 minutos a temperatura ambiente y se leyó la absorbancia a 590 nm en un PolarStar 

Omega (BMG labtech) (Bradford, 1976). Se obtuvieron los valores de proteína de las 

muestras haciendo una regresión lineal de la curva patrón.  

 

7.14 Curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae W303 y BY4741 

Se sembraron precultivos de 48 horas de Saccharomyces cerevisiae en 30 mL de YPD 

(2%) o YPgal (2%), agitando a 130 rpm. Se determinó la densidad óptica del cultivo y 

se resembró en 100  mL a una densidad óptica final de 0.05 aproximadamente. Los 

medios se incubaron a 28°C, 130 rpm. Se determinó la absorbancia a 600 nm con un 

espectrofotómetro Beckman DU-50. Se utilizó la cepa BY4741 como control, porque en 

comparación con la cepa W303, presenta una fase diáuxica más clara. 
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7.15 Viabilidad celular 

La viabilidad de la línea celular Aa23 y de las levaduras se evaluó usando el kit 

BacLight live-dead staining (Molecular Probes, Carlsbad, CA), que utiliza fluoróforos 

para distinguir la integridad de las membranas: el SYTO9 (verde) se une al DNA de 

todas las células tiñéndolas de verde mientras que el yoduro de propidio (rojo) 

únicamente tiñe aquellas que tengan las membranas dañadas. Por lo tanto, todas las 

células vivas aparecen verdes mientras que las muertas adquieren una coloración roja. A 

10 μL de una suspensión celular se le agregaron 0.5 μL de SYTO9/IP preparado como 

indica el fabricante. Las células se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia 

NIKON. El porcentaje de células vivas equivale a 100- (células muertas rojas/ total de 

células verdes). Filtro B-3A-Verde, excitación (420/490), emisión 520. Filtro G-2A-

Rojo, excitación (535±50), emisión 590. 

 

7.16  Ensayos de fermentación en levaduras 

Se realizaron los precultivos y cultivos como se describió en la sección 7.7. A las 6, 8 y 

10 horas se tomó una muestra de 5 mL del cultivo  y se centrifugó a 3,000 x g por 5 

minutos. Las células se resuspendieron a un volumen final de 50%. Se incubaron 0.5 

mL de células en 1 mL de MES-TEA 0.1 M pH 6.0, 0.2 mL de glucosa 1 M y 2 mM de 

cianuro en un volumen final  de 10 mL (completar con agua destilada). Las muestras se 

incubaron 10 minutos en agitación a 30°C. Se centrifugaron 30 s a 10,000 xg y se 

guardó el sobrenadante tapado y congelado. 

 La concentración de etanol se cuantificó con un ensayo acoplado a alcohol 

deshidrogenasa siguiendo la reducción del NAD+ a 340 nm en un espectrofotómetro 

Aminco-Olis. La reacción se lleva a cabo en 2 mL de volumen final que contienen 0.2 

mL de buffer de pirofosfato de sodio 0.1 M pH 9.0, 0.1 ml de NAD+ (20 mg/mL), 0.1 

mL de muestra y 1.8 mL de agua. La mezcla de reacción se agregó a la celda y se tomó 

el punto inicial (A1). Después se adicionaron 10 μL de alcohol deshidrogenasa (30  

mg/mL) y se agitó durante 10-15 min. Se registró la absorbancia A2. Los cálculos se 

realizan como reglas de tres con la DO de una curva estándar de etanol. Como controles 

se cuantificaron blancos sin muestra.  
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 7.16.1 Consumo de glucosa 

Se realizaron precultivos y cultivos como está descrito en la sección 7.7. Se tomaron 

muestras de 1 mL a diferentes horas de cultivo y se centrifugaron a 3,000 x g por 5 

minutos. Se separó el sobrenadante y se mantuvo en congelación a -80°C. Las muestras 

se descongelaron en hielo y la concentración de glucosa en el medio se cuantificó con 

un kit D-Glucose HK Assay Kit de Megzyme. 

 

7.17 Aislamiento de la fracción mitocondrial 

Después de cultivar las levaduras, se lavaron con agua destilada dos veces por 

centrifugación a 3,000 x g por 5 minutos y se resuspendieron en medio de extracción 

(Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA). Se homogenizaron empleando 

un homogenizador (Bead beater Biospec Products) en una camisa de hielo y perlas de 

vidrio de 0.5 mm mediante tres pulsos de 20 segundos, con intervalos de 40 s de 

descanso (Gutierrez-Aguilar y cols., 2014). Posteriormente las mitocondrias se aislaron 

por centrifugación diferencial (Pena y cols., 1977) a 4°C utilizando una centrífuga 

Beckman con un rotor JA 25.5. Las muestras se centrifugaron, a 3,000 x g por 5 min 

para eliminar las células intactas; después el sobrenadante se centrifugó a 10,900 x g por 

10 min. El botón de todos los tubos, ligeramente rojizo, se resuspendió en medio de 

extracción con un pincel y se concentró en un solo tubo hasta llegar a ¾ partes del 

volumen. Se centrifugó de nuevo a 5,000 rpm por 5 min y finalmente el sobrenadante se 

centrifugó a 12,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se desechó y el botón se 

resuspendió en el sobrante de medio del tubo (700 μL). 

 

7.18 Mediciones del consumo de oxígeno  

7.18.1 Oximetría de fracción mitocondrial de S. cerevisiae 

La concentración de oxígeno se cuantificó con un OROBOROS (Innsbruck, Austria) 

con un electrodo tipo Clark inmerso en una cámara de 1.5 mL con agitación a 750 rpm 

y 30°C. El experimento se llevó a cabo en el medio de respiración (MES 5 mM, manitol 

0.6 M, ácido fosfórico 4 mM pH 6.8, KCl 10 mM, pH 6.8). Se utilizó una concentración 

de células de 0.5 mg/mL. Dependiendo del experimento, se añadió una concentración de 

2 mM de diferentes sustratos respiratorios: NADH, etanol, succinato, glicerol-3-fosfato, 

piruvato-malato, glutamato. Todos los sustratos se ajustaron a un pH de 7.4-7.6. El 

estado fosforilante (estado III) se estimuló añadiendo ADP 400 �M. Para inducir un 

estado desacoplado se añadió 6 �M CCCP. Como inhibidores de los diferentes 
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complejos respiratorios se utilizaron para complejo I, rotenona 0.1 μM en DMSO; para 

NADH deshidrogenasas alternas 20 mM flavona; para complejo III, 0.1 μM Antimicina 

A en DMSO; y para complejo IV, 1 mM cianuro de sodio. Los valores de control 

respiratorio (CR) se obtuvieron calculando el cociente de la velocidad del consumo de 

oxígeno en estado III sobre estado IV utilizando etanol como sustrato. El análisis de los 

datos se realizó con el software DatLab Oroboros. 

 

7.18.2 Actividad de la citocromo c oxidasa 

La cuantificación de la actividad de la citocromo c oxidasa se realizó en las mismas 

condiciones que los trazos de oximetría. El ensayo se realizó en presencia de 2 μM 

antimicina A para inhibir al complejo III. Como donador de electrones se adicionó 

ascorbato 5mM (pH 7.4)-TMPD 50 �M. El ascorbato mantiene al TMPD en un estado 

reducido y esté último dona sus electrones al citocromo c soluble que es el sustrato del 

complejo IV. Al final del trazo se agregó 1 mM de cianuro de sodio.  

 

7.18.3 Oximetría de la línea celular C6/C36 

La respiración de la línea celular C6/C36 y wC6/C36 se cuantificó en un OROBOROS 

con un electrodo tipo Clark inmerso en una cámara de 1.5 mL con agitación a 750 rpm 

y 28°C. La reacción se llevó a cabo en un medio de respiración para líneas celulares 

(manitol 75 mM, sacarosa 25 mM, KCl 100 mM, KH2PO4 10 mM, MgCl2 5 mM, Tris-

HCl 20 mM, pH 7.4). Las líneas celulares se incubaron 20 días, se despegaron por 

agitación, se cuantificaron en una cámara de Neubauer y se utilizaron 5 millones de 

células por cámara. Las células se resuspendieron en el medio de respiración para líneas 

celulares y se permeabilizaron con digitonina al 0.025% y se agregó citocromo c 10 μM 

y ADP 2 mM. Se añadió al trazo NADH 2 mM, rotenona (DMSO) 0.1 �M, succinato 2 

mM, Antimicina A (DMSO) 2 μM, Ascorbato 5mM (pH 7.4), TMPD (Tetrametil-

fenilen-81 diamina) 50 �M y cianuro de sodio 1 mM. El análisis de los datos se realizó 

con el software DatLab Oroboros.  

 

7.19 Electroforesis en geles Nativos 

Se realizó la electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) (Wittig y cols., 2006) 

para separar y analizar las proteínas de la membrana de las mitocondrias y de 

Wolbachia. La electroforesis en geles nativos separa proteínas entre 10 kDa, hasta 10 

MDa. En la electroforesis nativa las proteínas retienen su actividad enzimática, sus 
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estados oligoméricos y las interacciones proteína-proteína. Existen tres tipos de geles 

nativos: nativos azules (BN-PAGE), nativos claros (CN-PAGE) y nativos claros de alta 

resolución (hrCN-PAGE). 

Para hacer una BN-PAGE se utiliza azul de Coomassie (Serva-blue G-250) en el 

amortiguador del cátodo y en la muestra. El azul de Coomassie se une a las proteínas de 

membrana confiriendo una carga negativa y provocando que las proteínas migren hacia 

el ánodo, evitando la formación de bandas barridas. La migración de las proteínas queda 

en función de su peso molecular. En la CN-PAGE, las proteínas migran de acuerdo con 

su peso molecular y su carga intrínseca, por lo que no se puede calcular el peso 

molecular de las proteínas, sin embargo, este tipo de electroforesis nos permite ver las 

interacciones proteína-proteína que no se mantienen en la BN-PAGE. La hrCN-PAGE 

tiene desoxicolato de sodio en el amortiguador del cátodo por lo que las proteínas 

migraran con carga de manera similar a los obtenidos en la BN-PAGE, con mayor 

resolución que los CN-PAGE y sin la coloración conferida por el azul de Coomassie de  

los BN-PAGE. 

 

7.19.1 Preparación de los geles 

Se realizó un gel en gradiente de acrilamida del 4 al 12%. Para poder secuenciar las 

bandas, todos los buffers y los geles se prepararon con agua miliQ (MilliQ�Biocell) y 

se utilizaron guantes para evitar contaminación por queratina. 

 

Para un gel de 13.3 x 8.7 cm de Biorad con 1.5 mm de espesor se necesita: 

 

 Tabla 4. Preparación de geles de gradiente BN o hrCN-PAGE  

 Acrilamida H 12% Acrilamida L 4% Concentrador 

Solución AB 1.11 mL 0.39 mL 0.25 

Amortiguador 3X 1.50 mL 1.50 mL 1 

Glicerol 80% 1.14 mL 0.29 mL - 

Agua destilada 0.73 mL 2.30 mL 1.74 

TEMED* 4.4μL 4.4μL 4.5μL 

Persulfato de amonio 10%* 12μL 12μL 16μL 

Volumen final 4.5 4.5 3.02 

* Se añaden al final. 
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Solución AB: acrilamida al 48.5% y bis-acrilamida al 1.5% 

Amortiguador 3X nativo: ácido �-aminocaproico 1.5 M, bis-Tris150 

mM/imidazol 75 mM, pH 7.0 (ajustado con HCl) 

Glicerol al 80% 

Persulfato de amonio al 10% 

 

Para un gel de 20 x 18 cm se consideraron 18.57 mL de cada solución. La 

mezcla de acrilamida H se agregó en el contenedor más cercano a la salida del 

gradientero y la acrilamida L se agregó en el contenedor lejano a la salida del 

gradientero. El agitador mecánico se colocó en el lado de la acrilamida H. El agitador se 

colocó en velocidad 4. El TEMED y el persulfato de amonio de agregaron a cada 

contenedor y se abrió primero la válvula que comunica ambos compartimentos (con 

agitación) y después se abrió la válvula de salida. Al terminar el vaciado de los 

contenedores, se agregó etanol a la superficie del gel y se esperó a que polimerizara. 

Cada gel se realizó por separado. Finalmente se agregó la mezcla de gel concentrador en 

la  parte superior y se dejó polimerizar con el peine necesario. 

Dependiendo del tipo de gel son los amortiguadores necesarios.  

 

7.19.2 Amortiguadores para BN-PAGE 

� Amortiguador de cátodo para BN (1): tricina 50 mM, bis-Tris 15 mM (o 

imidazol 7.5 mM), azul de Coomassie de Serva 0.02% 

� Amortiguador de cátodo para BN (2): tricina 50 mM, bis-Tris 15 mM (o 

imidazol 7.5 mM), azul de Coomassie de Serva 0.002% 

� Amortiguador de ánodo: bis-Tris 50 mM (o imidazol 25 mM), pH 7.0 (ajustado 

con HCl). 

Durante la corrida se utilizó primero el amortiguador BN(1) y cuando las 

muestras iban a la mitad del gel, se cambió por el amortiguador BN(2). 

 

7.19.3 Amortiguadores para hrCN-PAGE 

� Amortiguador del cátodo para CN: tricina 50 mM, imidazol 7.5 mM (ó bis-Tris 

15 mM). 

� Amortiguador del cátodo para hrCN: tricina 50 mM, imidazol 7.5 mM (ó bis-

Tris 15 mM), laurilmaltósido 0.01%, desoxicolato de sodio 0.05%. 
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� Amortiguador el ánodo: imidazol 25 mM (ó bis-Tris 50 mM, pH 7.0 ajustado 

con HCl). 

 

 A diferencia de los geles azules, en los geles claros, las proteínas migran según 

su peso molecular y su carga intrínseca. Se prefieren los geles CN cuando las 

interacciones proteína-proteína son más débiles y no pueden observarse en un gel BN. 

 Los geles claros nativos de alta resolución (hrCN) son similares a los BN ya que 

al darle una carga negativa al amortiguador del cátodo con el desoxicolato, las proteínas 

migran de acuerdo con su peso molecular. Las ventajas de estos geles sobre los BN 

pueden apreciarse al medir actividades enzimáticas; al no tener un tono azulado, las 

actividades se observan más claras. 

 

7.19.4 Preparación de muestras y corrida de los geles 

Para los tres tipos de electroforesis nativas, las mitocondrias se solubilizaron con 

laurilmaltósido (LM) (2g / mg de proteína) para poder analizar los complejos 

mitocondriales individuales. A diferencia de la digitonina (4g / mg de proteína), el LM 

tiene una mayor capacidad de remover lípidos, por lo que elimina las interacciones entre 

complejos.  

El detergente se disolvió en amortiguador de muestra (ácido ε-aminocaproico 750 

mM, bis-Tris 50 mM / imidazol  25 mM pH 7.0 ajustado con HCl). Después de agregar 

la cantidad de detergente correspondiente, las muestras se incubaron en agitación en el 

cuarto frío durante 30 minutos y se centrifugaron a 17,500 rpm durante 75 minutos, o 

100,000 x g durante 20 minutos. Se colectó el sobrenadante en un tubo limpio y se 

cuantificó la proteína por Bradford. Dependiendo del tamaño del gel y de la 

concentración de proteína se varío la cantidad de volumen de muestra a cargar para 

evitar la transferencia de muestras entre pozos. Para un gel grande se cargó un máximo 

de 200 �l de volumen, mientras que para un gel chico se cargó un máximo de 80 �l. 

Para preparar una muestra para gel BN-PAGE, se agregó 1μl de solución de azul de 

Coomassie (Serva Blue-G250) al 5% en amortiguador de muestra por cada 100 μl de 

muestra. 

Una vez preparada la muestra se cargó en los geles y se corrió a un amperaje 

constante de 30 mA por gel a 4°C. 
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7.20 Actividades en gel 

Se utilizaron los geles nativos (BN, CN y hrCN-PAGE) para identificar bandas que 

presentaran actividad enzimática. Las determinaciones permiten distinguir cambios 

cualitativos en la cantidad de los complejos cuando provienen de diferentes 

condiciones. 

 

7.20.1 NADH deshidrogenasa 

La actividad de NADH deshidrogenasa se determinó utilizando bromuro de nitro-azul 

de tetrazolio o NBT que se precipita y cambia de coloración amarilla a morada al 

reducirse. Se utiliza para detectar actividad de complejo I, supercomplejos que tengan 

complejo I o NADH deshidrogenasas alternas. Para detectar la actividad se incubó el 

gel en un volumen de 15-30 mL (que cubriera completamente el gel) de amortiguador 

Tris 10 mM pH 7.0 con una concentración final de NADH de 1 mM y de 0.5mg/mL de 

NBT (60 mg NBT disueltos en 2.8 mL de formamida y 1.2 mL de agua) en agitación a 

temperatura ambiente. La actividad es visible después de 30 min. En caso de que el gel 

fuera BN, se destiñó después de detectar la actividad con una solución acético-metanol 

1:1. Si el gel se pone en contacto con la solución desteñidora antes, la actividad 

desaparece. 

 

7.20.2 Succinato deshidrogenasa 

Esta tinción utiliza el mismo principio que el empleado para la NADH deshidrogenasa. 

En vez de utilizar NADH como sustrato se utilizó succinato a una concentración final 

de 5 mM (pH 6.8). Esta tinción comienza a revelarse después de varias horas en 

agitación. 

 

7.20.3 Citocromo c oxidasa 

La actividad de complejo IV se determinó utilizando 3´,5´-diaminobencidina (DAB) y 

citocromo c de corazón de caballo como donador de electrones. La forma oxidada de la 

diaminobencidina es color rojo; al oxidar al citocromo c y reducirse, se precipita y como 

una banda de color café. Para detectar la actividad se incubó el gel en un volumen de 

15-30 mL (que cubriera completamente el gel) de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 

7.4 con 10 mg/mL de citocromo c y 20 mg/mL de DAB. La reacción tarda horas en ser 

detectada. 
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7.20.4 ATPasa 

La actividad de hidrólisis de ATP del complejo V se detectó mediante la aparición un 

precipitado de fosfato de plomo. El ATP agregado se hidroliza a ADP y Pi, el cual 

reacciona con el nitrato de plomo formando fosfato de plomo que forma un precipitado 

blanco. Para detectar la actividad, el gel se incubó durante una hora en un amortiguador 

de incubación (glicina 270 mM, Tris 35 mM pH 8.4). Después se cambió al 

amortiguador de actividad (glicina 270 mM, Tris 35 mM pH 8.4, MgSO4 14 mM, 

Pb(NO3)2 0.2%) y se añadió ATP 8 mM gota a gota. La reacción tarda 

aproximadamente media hora. En este caso, no es necesario que el complejo V se 

encuentre completamente ensamblado, por lo que se pueden observar muchas bandas. 

 

7.21 Espectros diferenciales de los citocromos 

Se obtuvieron los espectros de absorción de las muestras de 500 a 630 nm usando el 

espectrofotómetro Clarity, Olis spectrofotometer a 20°C y 900 rpm. Se utilizaron 

muestras de 200 μL finales a una concentración de 15 mg/mL de extracto. La primera 

muestra se oxidó con persulfato de amonio, se incubó 30 segundos en agitación y se 

cuantificó la absorbancia. La segunda muestra se incubó sin agitación, con ditionita. 

Después de obtener ambos espectros, el espectro oxidado se restó del espectro reducido. 

 El contenido de citocromos por mg de proteína se calculó utilizando los 

coeficientes de extinción molar. Para el citocromo a+a3 (Steffens y cols., 1987), ∆ε 604-

630 nm= 24 mM-1 cm-1; para el citocromo b (Berden y cols., 1970), ∆ε 563-577 nm = 28 mM-1 

cm-1; y para el citocromo c+c1 (Green y cols., 1959), ∆ε 553-539 nm = 19.1 mM-1 cm-1.  

Concentración de citocromo (nmol/mg) = (Abs/0.8) / (Concentración de la muestra en 

mg/mL)(ε)(Volumen de la muestra). 

  

7.22 Secuenciación de las bandas de proteína  

Las bandas indicadas de los geles hr-CN PAGE o BN-PAGE se cortaron, se digirieron 

con tripsina, se separaron en una columna de HPLC Ekspertnano LC 425 (Eksigent, 

Redwood City CA) y se analizaron en un espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF 

4800 Plus (ABSciex, Framingham MA) (Shevchenko y cols., 2006) en la Unidad de 

Genómica, Proteómica y Metabolómica, del CINVESTAV-IPN. Los espectros MS/MS 

generados se compararon usando el software Protein Pilot v. 4.0 (ABSciex, 

Framingham MA) contra las bases de datos de Saccharomyces cerevisiae ATCC 
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204508 (Uniprot, 6721 secuencias de proteína) y de Wolbachia (Uniprot, 47781 

secuencias de proteína) usando el algoritmo Paragon. 

 

7.23 Separación de Wolbachia de la fracción mitocondrial 

 

       7.23.1 Aislamiento de Wolbachia por gradientes 

Se rompieron las células infectadas con Wolbachia por sonicación en buffer SPE 

(Baldridge y cols., 2014).  Las bacterias se filtraron por membranas de 5 a 1.5 �m y se 

centrifugaron 10 minutos a 16,000 xg. El paquete se resuspendió en SPE y se colocó en 

un gradiente de sacarosa del 60 a 30%. Las células se centrifugaron a 210,000 xg por 90 

min. Las fracciones se separaron, se les agregó aproximadamente 30 mL de agua y se 

centrifugaron a 14,000 rpm para concentrar las fracciones. 

 

7.23.2 Aislamiento de Wolbachia por incubación ex vivo 

El protocolo de aislamiento de Wolbachia se adaptó a partir de (Rasgon y cols., 2006). 

Un cultivo de 14 días de 100 mL de wScW303 se centrifugó a 3,000 xg durante 5 

minutos. El botón se lavó dos veces con agua estéril y se lisó con perlas de borosilicato 

estériles de 0.425-0.6 mm durante dos ciclos de 5 minutos con intervalos de 5 minutos. 

El lisado se centrifugó a 3,000 xg a 4°C durante 7 min para remover las células que no 

se rompieron. El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se centrifugó a 18,400 xg 

por 5 minutos. El botón se resuspendió en un mL de medio mínimo de Eagle, SBF al 

20% y se centrifugó a 5,000 xg por 5 minutos.  El sobrenadante se filtró a través de 

filtros de jeringa de 2.7, 0.8, 0.65 y 0.45 μm y se incubó hasta 7 días a 27°C en una 

atmosfera de 5% de CO2. Se agregaron 300 μg/mL de G418 para evitar el crecimiento 

de levaduras en el medio. Todos los procedimientos se realizaron en condiciones de 

esterilidad. Se empleo como control un cultivo de 14 días de S. cerevisiae cultivado en 

las mismas condiciones.  

 

7.24 Hidrólisis de ATP en Wolbachia aislada 

Se detectó la cantidad de fosforo inorgánico presente en el medio siguiendo el método 

de (Dryer RL, 1956). Se agregaron 50 μg/mL de  Wolbachia aislada cuantificada por 

Biuret a un buffer de succinato 2 mM, MgCl2 2.5 mM en 10 mM de HEPES pH 6.8 en 

un volumen final de 110 μL. Dónde se indica, se agregaron 3 μg/mL de oligomicina. 

Las muestras se incubaron 10 minutos para permitir la acción de la oligomicina. La 
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reacción se inició con 2.5 mM de ATP y se agitó 10 segundos en un vórtex. Las 

muestras se incubaron 15 minutos en agitación a 27°C, se centrifugaron 5 minutos a 

14,000 rpm y se recuperaron 100 μL del sobrenadante. Estos se agregaron a una placa 

de Elisa junto con 41 μL de Molibdato de Amonio 25 mM y se incubó por 10 minutos 

en agitación a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 41 μL de ELON y se 

incubó la placa durante 10 minutos en obscuridad. Se midió la absorbancia en un 

POLAR Star Omega a 530 nm. La concentración de fosfatos se calculó utilizando una 

curva estándar. 

 

7.25 Infección de la línea celular C6/C36 

Las línea celular C6/C36 se cultivó en medio mínimo de Eagle (MEM) de Sigma 

Chemical Co (M0643) suplementado con aminoácidos no esenciales, L-glutamina, 

vitaminas, D-glucosa, antibióticos y bicarbonato de sodio(Shih y cols., 1998), pH 6.8 

(HCl o NaOH). Previamente a ser utilizado se agregó 10% de suero bovino fetal (SBF) 

inactivado (30 min a 56°C)(Shih y cols., 1998). Las líneas celulares se cultivaron en 

cajas de Petri True Line TR 4003 de 150 mm a 27°C en una atmósfera de 5% de CO2 

(incubadora de cultivos celulares ESCO). La infección de la línea celular se realizó con 

la técnica de infección ¨Shell vial¨ descrita por (Dobson y cols., 2002). 
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8 RESULTADOS 
 
  

8.1 Crecimiento, adaptación y transporte de la línea celular Aa23 

La línea celular Aa23 infectada con la cepa wAlbB de Wolbachia pipientis fue donada 

por la Dra. Ann Fallon del Departamento de Entomología de la Universidad de 

Minnesota. La línea celular se mantuvo en MEM que contiene rojo de fenol como 

indicador de pH: el color del medio debe mantenerse (rojo) para que las células no se 

despeguen; si el medio presenta un color morado indica un medio alcalino, mientras que 

un medio amarillo indica un pH ácido y en ambos casos la viabilidad celular disminuye. 

Al principio del proyecto no teníamos incubadora de CO2 por lo que se adicionó al 

medio 20 mM de HEPES y se redujo la concentración de bicarbonato de sodio del 

0.22% al 0.085%. La línea celular crece en monocapa y puede mantenerse en este 

estado hasta 60 días agregando medio fresco cada 30 días, ya que tiende a evaporarse. 

La línea celular no crece en agitación. Si se utiliza la incubadora con 5% CO2, la 

concentración de bicarbonato de sodio debe ajustarse.  

El rendimiento de la línea celular es de ~3 millones de células por frasco de 

Roux grande (225 cm2)/75 mL. Para despegar la línea celular hay tres opciones: la 

primera es agitando vigorosamente durante 15 segundos. En este caso, después de 

extraer las células, puede agregarse medio fresco al frasco de Roux y la línea celular 

crece de nuevo. También se puede despegar la línea celular con tripsina o despegándola 

mecánicamente con jaladores pequeños (scrappers), en estos casos el rendimiento es 

mayor, pero el cultivo no puede crecer de nuevo en la misma caja. 

 

8.2 Infección por Wolbachia en la línea celular Aa23 

Se comprobó la presencia de Wolbachia en la línea celular de Aedes albopictus Aa23 de 

tres maneras. La primera fue amplificando un fragmento del gen wsp de Wolbachia. 

(Figura 6a). La línea celular Aa23 amplifica un fragmento de ADN de 

aproximadamente 600-650 pb, mientras que la línea celular tratada con tetraciclina 

durante 9 pases (Aa23Tet) no amplifica dicho fragmento. La secuencia del fragmento 

amplificado se encuentra anotada en el Anexo A. 

 El segundo método empleado para comprobar la infección de la línea celular fue 

hibridar el gen 16S rDNA de Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670 

(Figura 6b). En dichas imágenes, se observan cúmulos de células Aa23 de 



 

L 

 

c 

aproximadamente 5 �m con marcas de hibridación (rosa) que confirman la presencia de 

la bacteria. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Infección de la línea celular Aa23 con Wolbachia. (a) El fragmento amplificado del 
gen wsp de Wolbachia pesa 650 pb. Carril 1, marcador 1kb plus (Invitrogen); carril 2, Aa23; 
carril 3, Aa23Tet. (b) Microscopía confocal de dos campos observados de la línea celular Aa23. 
En la primera columna se muestra la fluorescencia obtenida por la hibridación del gen 16S 
rRNA de Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670 (rosa); la segunda columna 
muestra el campo claro y la tercera es una sobreposición de las imágenes, donde se observa la 
sonda dentro de la línea celular. (c) Western blot contra la proteína wsp de Wolbachia: carril 1, 

 pb 

a b 

- 37 kDa 
 

- 25 kDa 
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Aa23; carril 2, Aa23Tet; línea 1, proteína wsp detectada a 37 kDa; línea 2, VDAC utilizado 
como  control de carga detectado a 25 kDa. 
 
 El tercer método para comprobar la infección con Wolbachia fue identificando 

la proteína wsp por Western Blot (Figura 6c). De acuerdo con el proveedor, el 

anticuerpo primario monoclonal contra la proteína wsp da una señal a 37 kDa.  En la 

placa revelada se observa una banda en 37 kDa en la muestra de Aa23. Esta señal no se 

observó en la línea celular tratada con tetraciclina (Aa23Tet). Se utilizó como control de 

carga la proteína VDAC (Canal aniónico dependiente de voltaje) cuya señal se detecta a 

25 kDa. El anticuerpo anti-wsp puede dar una banda inespecífica a 70 kDa. 

 
8.3 Cultivo de Wolbachia en diversos medios 

Para aumentar el rendimiento de Wolbachia y dado que la línea celular Aa23 tiene un 

crecimiento limitado en la superficie donde se coloque, se intentó cultivar la bacteria 

ex-vivo. Se utilizaron como base medio corazón-cerebro (BHI), MEM y Mitsuhashi-

Maramarosch adicionados con diferentes concentraciones de sustratos compatibles 

(trehalosa, sacarosa, manitol y glicerol), SBF, catalasa, eritrocitos, y se cultivaron a 

concentraciones bajas de oxígeno. También se intentó cultivar la bacteria en un medio 

con lisado de la línea celular y otro con lisado de Drosophila sin lograr incrementar de 

manera significativa la cantidad de biomasa y comprometiendo el monocultivo de 

Wolbachia en algunos casos. Previamente, (Rasgon y cols., 2006) reportaron que 

Wolbachia puede permanecer viva, infectiva y sin aumentar su biomasa en MEM 

suplementado con 20% SBF en una atmósfera de 5% CO2. Nosotros observamos que 

Wolbachia es capaz de sobrevivir en medio BHI y en Mitsuhashi-Maramarosch con 

20% de eritrocitos y 20% de SBF en una atmósfera de 5% de CO2. Sin embargo, al no 

lograr un aumento de la biomasa bacteriana, ninguno de estos cultivos nos acercaba a 

nuestro objetivo. Otra opción para aumentar el rendimiento de la bacteria fue cambiarla 

a un hospedero artificial. Recientemente se han encontrado diversas alfa y gamma 

proteobacterias como endosimbiontes de amibas, hongos filamentosos y levaduriformes 

(Bianciotto y cols., 1996; Bianciotto y cols., 2002; de Boer y cols., 2004; Hoffman y 

cols., 2010; Kang y cols., 2009; Lumini y cols., 2007; Partida-Martinez y cols., 2005; 

Saniee y cols., 2013a; Sato y cols., 2010). Se ha propuesto utilizar a estos hongos como 

posibles hospederos alternos para el cultivo de endosimbiontes obligados (Hosoda y 

cols., 2011a; Hosoda y cols., 2011b; Momeni y cols., 2011). 
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8.4 Cultivo de Wolbachia como endosimbionte de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae 

Decidimos infectar a la levadura no patógena S. cerevisiae, ya que es de fácil 

manejo y su manipulación genética es sencilla. Además S. cerevisiae es aerobia 

facultativa lo que, en caso de ser necesario, nos permitiría mantener al sistema en 

concentraciones bajas de oxígeno. A diferencia de BY4741, la cepa W303 posee una 

pared celular más débil que el resto de las cepas de S. cerevisiae (Aguilar-Uscanga y 

cols., 2003; Avrahami-Moyal y cols., 2012; Smith y cols., 2000) y tiene una alta 

resistencia a las especies reactivas de oxígeno, que aumentan en presencia de Wolbachia 

(Fallon y cols., 2013; Pan y cols., 2012). 

 

a       b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c      d 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Infección de la cepas ScW303, ScBY y ScD273-10B con Wolbachia wAlbB de la 
línea celular Aa23. FISH utilizando una sonda específica contra el gen 16S rDNA de 

  Quasar 670          Campo claro    Quasar 670          Campo claro 

Quasar 670          Campo claro 
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Wolbachia marcada con Quasar 670 (rosa) en cultivos control (primera línea) e infectados 
(segunda línea) para (a) ScW303, (b) ScBY, (c) ScD273-10B e infectados (segunda línea) para 
(a) wScW303, (b) wScBY, (c) wScD273-10B). (d) Porcentaje de células infectadas considerando 
positivas aquellas con hibridación (marca rosa) contadas en un microscopio epifluorescente 
Olympus. 
 
 Se infectaron las cepas ScW303, ScBY y ScD273-10B siguiendo el protocolo 

modificado de (Dobson y cols., 2002). Después de 14 días de cultivo en medio sólido, 

se realizó una hibridación in-situ utilizando una sonda contra el gen 16S rDNA de 

Wolbachia marcada con Quasar 670 y se observó que menos del 20% de las levaduras 

de la cepa wScBY presentaban marca de hibridación (Figura 7b, d). En comparación, en 

la cepa wScW303 se encontró marca en el  71.8 ± 8.7% (Figura 7a, d) de las células, 

mientras que wScNB40 presentó marca en el 52.3 ± 14.3% (Figura 7c,d). 

   

a   b 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Infección de la levadura S. cerevisiae con Wolbachia. (a) PCR del gen wsp de 
Wolbachia de una infección artificial en S. cerevisiae. Carril 1, marcador 1 kb plus (Invitrogen);  

- 37 kDa 
 
- 25 kDa 

pb 
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carril 2, ScW303; carril 3, wScW303 infectada. (b) Microscopía confocal de Saccharomyces 
cerevisiae W303 (ScW303) y de  levadura Saccharomyces cerevisiae W303 infectada 
(wScW303). En la primera columna se muestra la fluorescencia obtenida por la hibridación del 
gen 16S rRNA de Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670 (rosa) y DAPI (azul); la 
segunda columna muestra el campo claro con óptica Nomarski (DIC) y la tercera es una 
sobreposición de las imágenes donde se observa la sonda dentro de la célula. La microscopía 
fue realizada en un microscopio confocal Leica en la UBIMED, FES Iztacala, UNAM. (c) 
Western Blot contra la proteína wsp de Wolbachia: carril 1, ScW303; carril 2, wScW303; línea 
1, proteína wsp detectada a 37 kDa; línea 2, VDAC utilizado como  control de carga detectado a 
25 kDa.  
 

 

 La infección de la cepa de S. cerevisiae W303 se analizó con los mismos 

métodos empleados para comprobar la infección de la línea celular Aa23 (Figura 6). El 

PCR (Figura 8a) del gen wsp de Wolbachia amplificó una banda similar a la obtenida de 

la línea celular Aa23. Las imágenes de microscopía confocal muestran la hibridación de 

la bacteria dentro de la levadura. Además al agregar DAPI y teñir el ADN dentro de la 

levadura se observó que a diferencia de los controles donde únicamente se tiñó el 

núcleo de la levadura, se tiñeron varios puntos dentro de la célula señalando el DNA 

bacteriano (Figura 8b). En el Western Blot contra la proteína wsp, la levadura infectada 

mostró una banda en 37 kDa (Figura 8c, wScW303). Esta señal no se observó en la 

levadura control (ScW303). Se utilizó como control de carga la proteína VDAC (Canal 

aniónico dependiente de voltaje) cuya señal se detecta a 25 kDa.  

El medio de cultivo empleado para infectar a la levadura fue Mitsuhashi-

Maramarosch suplementado con 10% Suero Bovino Fetal. Una vez infectada, la 

levadura  crecía en YPD con 1% SBF y 1 mM de citrato férrico amoniacal, y la 

infección se perdía al omitir dichos suplementos (Figura 9).  
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Figura 9. La infección de Wolbachia en ScW303 depende de la correcta suplementación 
del medio. Microscopía confocal de la levadura Saccharomyces cerevisiae W303 infectada con 
Wolbachia (wScW303) cultivada en un medio sin Suero Bovino Fetal ni citrato férrico 
amoniacal a días 3, 7, 10 y 14. En la primera columna se muestra la fluorescencia obtenida por 
la hibridación del gen 16S rDNA de Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670; la 
segunda columna muestra el campo claro y la tercera es una sobreposición de las imágenes. Se 
utilizó como control negativo a ScW303 (sin infectar) de 14 días cultivada en medio YPD y 
como control positivo a wScW303 de 14 días cultivada en medio YPDS: YPD suplementado 
con 1% de Suero bovino fetal y 1 mM de citrato férrico amoniacal. El inoculo de los cultivos 
infectados (wScW303, líneas 1, 2, 3, 4 y 6) fue tomada de la misma caja petri, la diferencia 
radica en que no se agrego SBF y citrato férrico amoniacal a los precultivos y a los cultivos del 
cultivo de las líneas 1, 2, 3 y 4. 
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A pesar de que la cepa de levadura fue tomada del EuroScarf, se comprobó su 

identidad para descartar la contaminación por otra levadura (Figura 10). Se amplificó un 

segmento de  del gen 5.8S rRNA. La secuencia del fragmento amplificado se encuentra 

en el Anexo 1 y el análisis por BLAST coincide con la secuencia de S. cerevisiae. Se 

utilizaron los mismos oligonucleótidos para amplificar el fragmento de 350 pb del gen 

5.8S rRNA de Yarrowia lipolytica E129. Se utilizó esta levadura porque amplificaba un 

fragmento de diferente peso molecular al amplificado por S. cerevisiae. Se utilizó 

Escherichia coli DH5-α como control negativo ya que al ser un procarionte no posee los 

mismos genes ribosomales que una eucarionte.  

 

Figura 10. Comprobación de la identidad de S. cerevisiae. PCR del gen 5.8S rRNA de S. 
cerevisiae. Carril 1, marcador 1kb plus (Invitrogen); carril 2, ScW303; carril 3, wScW303, carril 
4: Yarrowia lipolytica, Carril 5: Escherichia coli DH5-α. 

 

Con el fin de comprobar que Wolbachia se encontraba dentro de la levadura y no 

adherida a su pared celular, teñimos la pared de las levaduras ScW303 y wScW303 

previamente fijadas e hibridadas con la sonda 16S rDNA con calcoflúor y la 

observamos en un microscopio confocal (Figura 11 y 12). El calcoflúor es un colorante 

que se une a la celulosa y a la quitina de la pared celular de las levaduras. Las bacterias 

no tienen estos componentes en sus membranas, por lo que no se tiñen con el calcoflúor. 

Se realizaron cortes en Z y al hacer una reconstrucción de las imágenes se observó a la 

bacteria dentro de la levadura (Figura 12, Películas S1 y S2).  
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Figura 11. La levadura wScW303 teñida con Calcoflúor e hibridada contra la sonda 16Sr 
DNA de Wolbachia. Microscopía confocal de Saccharomyces cerevisiae W303 (ScW303) y S. 
cerevisiae W303 infectada (wScW303) hibridadas con la sonda 16S rDNA de Wolbachia y 
teñida con calcoflúor. En la primera columna se observa la pared celular de la levadura teñida 
con calcoflúor.   En la segunda columna la fluorescencia obtenida por la hibridación del gen 16S 

      Calcoflúor     Quasar 670           Campo claro 

 Calcoflúor /Quasar 670
Calcoflúor/Quasar 670/     

Campo claro 
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rDNA de Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670. En la tercera columna se muestra 
el campo claro. Las siguientes columnas muestran la sobreposición de las imágenes de 
calcoflúor con Quasar 670 y calcoflúor con Quasar 670 y campo claro.  
 

 
 

 
 
Figura 12. Reconstrucción de los cortes en Z de la levadura wScW303 teñida con 
Calcoflúor e hibridada contra la sonda 16Sr DNA de Wolbachia. Imágenes tomadas de las 
películas S1 y S2 que muestran la reconstrucción de los cortes en Z obtenidos por microscopía 
confocal de S. cerevisiae W303 infectada con Wolbachia (wScW303) hibridada con la sonda 
16S rDNA de Wolbachia y teñida con calcoflúor.  
 
 Observamos la presencia de los cuerpos bacterianos en la levadura infectada por 

microscopía electrónica de transmisión (Figura 13). En cultivos de 14 días, las 

levaduras control ScW303 (Figura 13a), tienen una membrana intacta pero sin organelos 
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distinguibles; es decir,  perdieron la mayoría de las estructuras mitocondriales 

probablemente porque las células se encuentran en fase estacionaria tardía. 

 
 

 
Figura 13. Microscopía Electrónica de Transmisión de ScW303 y wScW303. Las imágenes 
de microscopía electrónica de transmisión confirman la ubicación intracelular de cuerpos 
parecidos a bacterias. Se tomaron imágenes de cultivos de 14 días con (a) ScW303 y (b-d) 
wScW303. Las imágenes muestran la presencia de cuerpos similares a bacterias (BLB: Bacteria-
like-bodies) (*) que no están presentes en las levaduras control (a) y mitocondrias (m) cuyas 
crestas se pueden identificar fácilmente. 

 

En cambio, la levadura wScW303 mostró otra morfología. En la mayoría de las 

células, (ej. 13b) la membrana estaba intacta y podían observarse mitocondrias (M) y 

cuerpos bacterianos (*) dentro de la levadura. Esta tinción nos permite observar las 

crestas mitocondriales permitiéndonos apreciar la diferencia entre las mitocondrias y las 

bacterias. Otras levaduras en la muestra wScW303 exhibieron membranas dañadas (ej. 

Figura 13c), conservando parcialmente las estructuras similares a las bacterias. La 

flecha en la figura 13c señala uno de los cuerpos bacterianos cuya membrana está 

dañada. Finalmente, encontramos algunas levaduras gemando, en las que se observan 
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los cuerpos bacterianos en la gema (Figura 13d). Esta población no apareció en los 

cultivos de la levadura control (Figura 13a). No podemos asegurar que sean bacterias 

aún, para esto necesitaríamos realizar una inmunotinción con oro acoplado a un 

anticuerpo primario contra Wolbachia. Además de la ausencia de estos cuerpos en las 

levaduras control, podemos comparar la morfología de las bacterias con la reportada por 

otros autores y son muy parecidas (Figura 1, Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Acercamientos de fotografías tomada por Microscopía Electrónica de 
Transmisión de wScW303. Se emplearon cultivos de 14 días con wScW303. Las imágenes 
muestran acercamientos de cuerpos similares a bacterias y mitocondrias cuyas crestas se pueden 
identificar fácilmente. 

1 μm 

1 μm 
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8.4.1 Evolución de la infección de Wolbachia en S. cerevisiae W303 

Monitoreamos el efecto de Wolbachia en el crecimiento de la levadura durante 18 días y 

la cantidad de Wolbachia por célula de levadura a diferentes tiempos para determinar en 

qué momento teníamos mayor cantidad de Wolbachia.  

 

 a                    b 

 

 

 

 
 
 

 
 
          c 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 15. Crecimiento de S. cerevisiae infectada con Wolbachia utilizando como fuente de 
carbono galactosa y glucosa. Aumento de densidad óptica (600 nm) de ScW303 (negro) y 
wScW303 (gris) utilizando como fuente de carbono (a) galactosa y (b y c) glucosa. Se realizaron 
3 mediciones de 3 experimentos independientes. Se graficó el promedio de estos ± desviación 
estándar. 
 

Realizamos curvas de crecimiento determinando el aumento de la densidad 

óptica (D.O.) de cultivos de ScW303 y wScW303 utilizando glucosa y galactosa al 2% 

como fuentes de carbono (Figura 15a y b). Las cepas ScW303 y wScW303 exhibieron 

un crecimiento similar y monofásico usando galactosa como fuente de carbono, 

alcanzando la fase estacionaria a las 16 horas (Figura 15a). En medios con dextrosa, en 

la levadura control se observó un crecimiento bifásico debido a que en la fase diáuxica 

(10-12 horas) la levadura pasó de un metabolismo fermentativo a uno aeróbico. En la 

cepa wScW303 se observó un mínimo adelanto de la fase diáuxica a 6 horas (Figura 

Glucosa 

Glucosa Galactosa 
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15b). En el medio con dextrosa como fuente de carbono se observó una ligera 

disminución de la densidad óptica de los cultivos de la cepa no infectada a los 16 días, y 

a los 14 días para la cepa infectada (Figura 15c). La viabilidad celular se observó con el 

kit Baclight que tiñe todo el DNA presente en la muestra de verde mientras que el DNA 

de las células cuya integridad membranal está comprometida se tiñe de rojo. La 

supervivencia de las células bajó en las células infectadas después de 14 días de cultivo 

(Figura 16 a y b).  

 
a      b 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efecto de Wolbachia sobre la viabilidad de Saccharomyces cerevisiae W303. (a) 
Viabilidad de los cultivos de levadura estimada con el kit de viabilidad celular Baclight. Se 
realizaron 3 mediciones de 3 experimentos independientes y se graficó su promedio ± 
desviación estándar. (b) Microfotografías de la levadura ScW303 (primera columna) y 
wScW303 (segunda columna) tomadas a 14, 16 y 18 días, que muestran la degradación de la 
membrana de la levadura infectada. 
 

A los 14 días hay 84.19 ± 1.21 % y 71.20 ± 3.39 % de células vivas para 

ScW303 y wScW303, respectivamente.  A los 16 días, la viabilidad de la levadura 

infectada disminuyó drásticamente (78.61 ± 2.06 % y 45.37 ± 10.77 % para ScW303 y 

wScW303). Finalmente, a los 18 días de cultivo ambas cepas presentaron alta 

mortandad (viabilidad de 50.57 ± 2.07 % y 9.66 ± 2.51 % para ScW303 y wScW303) 

por lo que decidimos no llevar los cultivos más allá de 14 días (Figura 16a). Las 

fotografías de las levaduras a estos tiempos muestran degradación de la membrana de 

las levaduras infectadas (Figura 16b). 
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 ScW303                wScW303    
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Figura 17. Evolución de la infección de S. cerevisiae W303 con Wolbachia. (a) Western Blot 
contra la proteína wsp de Wolbachia (proteína wsp detectada a 37 kDa); y contra VDAC 

Día 
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utilizado como  control de carga (detectado a 25 kDa). ScW303 levadura control, wScW303 
levadura infectada. Muestras tomadas a 1, 3, 5, 7, 10 y 14 días de cultivo en YPDS. (c-) 
ScW303, (c+) W303 infectada en medio sólido (b) Imágenes obtenidas por microscopía 
confocal de ScW303 levadura control, wScW303 levadura infectada a diferentes días. En el 
primer carril se muestra la fluorescencia obtenida por la hibridación del gen 16S rDNA de 
Wolbachia con una sonda marcada con Quasar 670; el segundo carril muestra el campo claro y 
el tercer carril es una sobreposición de las imágenes, en la que se observa la sonda dentro de la 
línea celular.  

  

Monitoreamos el aumento de Wolbachia en la levadura hasta 14 días por 

Western Blot (Figura 17a). El aumento gradual de la cantidad de Wolbachia (en función 

de la cantidad de proteína wsp detectada) se puede observar a partir del día 3 y aumentó 

considerablemente hasta el día 10 y 14. Se realizó la hibridación del gen 16S rDNA con 

una sonda marcada con Quasar a los mismos tiempos del cultivo y se observó una 

correlación en el aumento de fluorescencia del Quasar 670 entre 7 y 14 días (Figura 

17b). La bacteria fue detectable a partir del día 7 y aumentó hasta el día 14.  

 
Figura 18. Viabilidad de Wolbachia durante la infección en S. cerevisiae W303. RT-qPCR 
para el  transcrito del gen (□) 18S rRNA de la levadura control,  (■) de la levadura infectada. y 
del transcrito del gen wsp de Wolbachia ●. 
 

Para comprobar la viabilidad de la bacteria se realizó un RT-qPCR del gen wsp. 

Se utilizó como control el gen ribosomal 18S rRNA de la levadura. El transcrito 

bacteriano fue detectado a partir del día 3 y hasta el día 14 (Figura 18). Las bajas 

concentraciones de transcrito detectadas en los primeros días pueden deberse a que la 

actividad transcripcional de la levadura este opacando a la de la bacteria. Finalmente, a 

los 16 días, las cantidades de transcrito obtenido disminuyeron, probablemente debido a 

la muerte del hospedero y a la sensibilidad de Wolbachia a las condiciones de cultivo.  

 
En una revisión de los métodos con los que se ha cuantificado a Wolbachia en 

líneas celulares (Tabla 5) se señala que lo más común es contar por microscopía la señal 
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de fluorescencia emitida por la bacteria. Los métodos empleados fueron tinción con 

SYTO 9 e hibridación con sondas marcadas (FISH). Únicamente la segunda es 

específica para Wolbachia. Al contar puntos marcados con la sonda o los cuerpos 

bacterianos presentes en las imágenes tomadas por microscopía electrónica de 

trasmisión, encontramos de 1 a 6 cuerpos bacterianos por levadura, aunque no todas las 

levaduras se encuentran infectadas (Figura 7) indicando que la transferencia no es 

perfecta.  

 
Tabla 5. Densidad de la infección con Wolbachia de diferentes hospederos 

 
Hospedero Método Wb/célula Rendimiento* Ref. 
Aedes 
albopictus 
C/wStr 

Microscopía 
(SYTO) 

50-100 .85-1.7 *1010 w/L 
 

(Baldridge 
y cols., 
2014) 

Aedes 
albopictus 
Aa23 

Microscopía 
(FISH) 

40-65 
(10-30 D) 

0.67-1.1 *1010 

w/L 
 

(Khoo y 
cols., 
2013) 

Aedes, C7-
C10B, C7-
C10R 
 

Microscopía 
(FISH) 

10-60 
(40-100 D) 

0.16-1.0 *1010 

w/L 
(Khoo y 

cols., 
2013) 

Aedes 
albopictus 
C/wStr 

Citometría de 
flujo 

500 
(6-10) 

8.3 *1010  

w/L 
(Fallon, 
2014) 

*Cálculo basado en una cantidad de 106 células de Aa23 en una caja de 60 mm (Fallon, 
2008).  
** Considerando 2.4 x 109 levaduras/mL contado con la Cámara de Neubauer. 
NR: No reportado, BB: Bead beater, Centrif.: Centrifugación 
 

La utilización de las levaduras como hospederos nos da muchas ventajas sobre 

las líneas celulares. La primordial para nuestro trabajo es la facilidad de cultivo y el 

aumento en la cantidad de biomasa. El número de Wolbachia por levadura es menor que 

el número de Wolbachia por célula de insecto (Figura 13, Tabla 5),  sin embargo la 

cantidad de levaduras que se obtienen de un cultivo de un matraz de un litro es mayor 

que el que se obtiene de células en un litro de cultivo de línea celular aumentando así el 

rendimiento de la bacteria. El cultivo de las líneas celulares, además, se realiza en cajas 

de Petri o frascos de Roux (para un litro son 17 Frascos de Roux de 225 cm2) que deben 

incubarse en la cámara de CO2 (volumen limitado) y que necesitan por lo menos 30 días 

para crecer. En cambio, la levadura se cultiva en matraces de un litro en una 

temperatura constante durante 14 días. La levadura se cultiva en YPD que cuesta menos 
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que el medio mínimo de Eagle suplementado. Al reducir y simplificar el material 

utilizado se reducen enormemente los costos del proyecto.  

Finalmente, la levadura es más robusta que la célula de insecto, por lo que da 

una mayor protección contra cambios ambientales, cambios de pH, de concentración de 

oxígeno y de temperatura. Al ser capaces de infectar diversas levaduras tenemos acceso 

a una gran variedad de cepas y mutantes lo que ofrece la posibilidad de explorar los 

efectos de Wolbachia sobre su hospedero. 

 

8.5 Actividad fermentativa de ScW303 y wScW303 

En la curva de crecimiento utilizando glucosa como fuente de carbono (Figura 15b y c) 

puede observarse un pequeño desplazamiento de la fase diáuxica en la cepa ScW303 

infectada con Wolbachia. Si esto es cierto, entonces la fermentación de la levadura 

infectada debe estar aumentada en fases tempranas del crecimiento.  

a      b  

 

 

 

 

 
Figura 19. Fermentación en S. cerevisiae W303 infectada con Wolbachia. (a) Consumo de 
glucosa en cultivos de ScW303 y wScW303. (b) Actividad fermentativa de cultivos de ScW303 
y wScW303 a 6 y 8 horas.Se realizaron 3 determinaciones en 3 experimentos independientes y 
se graficó el promedio de éstos ± desviación estándar. P<0.05. 
 

 Para comprobar que había un efecto en la fermentación de la levadura se 

cuantificó el consumo de glucosa que fue más lento en los cultivos de ScW303 que en 

los cultivos dewScW303: la cepa infectada consumió un poco más rápido la glucosa en 

el medio (Figura 19a). Los ensayos a diferentes tiempos indicaron que la fermentación 

aumentó en los cultivos infectados a las 6 horas con respecto al control (Figura 19b). A 

las 8 horas, la capacidad fermentativa de los controles aumentó, mientras que los de la 

levadura infectada disminuyeron. Es poco probable que Wolbachia haya consumido 
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directamente la glucosa, ya que no posee las enzimas glucolíticas necesarias, pero sí 

puede haber consumido el glicerol-3-fosfato, las hexosas fosfatadas o el ácido pirúvico 

generado por el hospedero como se ha propuesto (da Rocha Fernandes y cols., 2014; 

Voronin y cols., 2016). Otra posibilidad es que haya modificado el metabolismo del 

hospedero y éste consuma los sustratos a mayor velocidad. 

 

8.6 Efecto de Wolbachia sobre la cadena respiratoria de S cerevisiae 
Evaluamos la influencia de Wolbachia sobre la función mitocondrial de la levadura a 14 

días de cultivo, donde la cantidad de Wolbachia fue significativa y a un día en donde la 

actividad mitocondrial debe ser óptima  (Tabla 6). 

Se observa una disminución en la velocidad de consumo de oxígeno en el estado 

III en la levadura control a los 14 días, lo que significa una pérdida de la capacidad 

respiratoria máxima, que se traduce en un CR menor. Este fenómeno no ocurrió en las 

levaduras infectadas de 14 días: el consumo de oxígeno en el estado III se mantuvo, lo 

que podría indicarnos que la actividad respiratoria de las mitocondrias del hospedero, 

agregada a la de la bacteria, le permite mantener por mayor tiempo una alta capacidad 

respiratoria, pero también el acoplamiento.  

 

Tabla 6. Control respiratorio de ScW303 y wScW303 

 Cepa Estado IV* Estado III** CR 

Día 1 ScW303 25.2 	 3.1 52.5 	 6.8 2.1 	 0.15 

wScW303 27.4 	 4.6 65.4 	 9.0 2.4 	 0.2 

Día 14 ScW303 22.6 	 5.1 29.0 	 6.3 1.3 	 0.2 

wScW303 34.3 	 5.1 73.3 	 11.1 2.1 	 0.1 

* Etanol 
** ADP 
 

Se determinó el consumo de oxígeno en los extractos de la levadura no infectada 

e infectada utilizando diferentes sustratos e inhibidores de la cadena transportadora de 

electrones para indirectamente elucidar si la respiración era de la mitocondria o de la 

bacteria (Figura 20). En el extracto ScW303 de 14 días, el consumo de oxígeno fue 

semejante al de los extractos de un día, excepto para los valores obtenidos con NADH, 

que mostraron un consumo de oxígeno menor que en el de 1 día.  
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Figura 20. Consumo de oxígeno de la fracción mitocondrial de S. cerevisiae control o 
infectada con Wolbachia con uno y 14 días de cultivo. El consumo de oxígeno se determinó 
en un volumen final de 1.5 mL en un OROBOROS equipado con un electrodo de Clark. Se 
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utilizó una concentración de 5 mM de cada sustrato: glicerol-3-fosfato (G3P), piruvato-malato 
(PM), succinato (Succ). Donde se indica, se agregó: CCCP 0.5 μM, rotenona (Rot) 0.1 μM, 
antimicina A (Ant A) 0.1 μM, cianuro (CN-) 1 mM o flavona 0.15 mM. Se añadieron 0.5 mg 
prot / mL de mitocondrias (M). Los datos representan la media ± SEM de n = 4. Prueba T * p 
<0.005, ** p <0.001 para ScW303 contra la levadura wScW303 en el mismo día. Prueba T - / + 
p <0.05 - - / ++ p <0.001 (-, disminución; +, aumento) para ScW303 en el día uno frente al día 
14 de cultivo o wScW303 en el día uno frente al día 14 de cultivo. 
 

En lo que se refiere al consumo de oxígeno del  extracto mitocondria-Wolbachia 

de wScW303, se afectó de diferentes maneras: El consumo de oxígeno utilizando 

Glicerol-3-fosfato se vió aumentado en la fracción de wScW303 a 1 y 14 días. 

Utilizando piruvato-malato y succinato como sustratos: el consumo de oxígeno de la 

fracción mitocondria-bacteria de wScW303 fue mayor al del extracto de ScW303 en 14 

días. Es de notar que al utilizar como sustrato piruvato-malato en los extractos de 

ScW303 y wScW303 de 1 día y ScW303 de 14 días no se observó consumo de oxígeno; 

sin embargo, a los 14 días de cultivo de las levaduras infectadas aumentó el consumo de 

oxígeno. También observamos que al agregar rotenona no hubo inhibición de la 

respiración, indicando que un posible complejo I de Wolbachia no es responsable de 

este consumo. Utilizando NADH como sustrato, el consumo de oxígeno fue menor que 

el de las muestras con un día de cultivo (wScW303) pero mayor que el del extracto de la 

levadura no infectada (ScW303) de 14 días. 

Por otra parte, el aumento en el consumo de oxígeno en los extractos de 

wScW303, en mayor o menor grado, con todos los sustratos, fue todavía más claro ante 

la adición de CCCP, lo que indica un aumento de la capacidad respiratoria, pero 

también que tiene, un componente importante de acoplamiento. Todo indica que, o bien 

Wolbachia participa en la generación de energía, o favorece la generación de ésta por 

las mitocondrias del hospedero. 

En los extractos de las levaduras infectadas se observó un patrón similar de 

consumo de oxígeno utilizando todos los sustratos, lo que indica que la cadena 

transportadora de electrones en las levaduras no infectadas e infectadas es la misma o 

semejante. Tratando de elucidar si los componentes de la CTE eran de bacterias o de 

levaduras, ensayamos la actividad de los complejos en geles de poliacrilamida nativos 

(BN-PAGE) y geles claros nativos de alta resolución (hr-CN-PAGE) (Figura 21). 

Los pesos moleculares de los complejos respiratorios mitocondriales y 

bacterianos son diferentes (Tabla 2), por lo que al realizar la electroforesis en geles 

nativos esperábamos ver bandas diferentes en caso de que ambos organismos 
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expresasen su cadena respiratoria. Una levadura posee en promedio tres mitocondrias 

cuando se cultiva en un medio con glucosa como fuente de carbono. La levadura 

infectada posee entre 2 y 3 células de Wolbachia por levadura, y esperábamos por lo 

tanto ver una proporción que aproximase el 50% de proteínas mitocondriales con 

respecto a las de la bacteria.   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21.  BN-PAGE y hrCN-PAGE de ScW303 con y sin Wolbachia a 1 y 14 días. 
Electroforesis en geles nativos azules (BN) y claros de alta resolución (hrCN) de BHM 
(mitocondrias de corazón de bovino), S. cerevisiae  ScW303 y S. cerevisiae infectada con 
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Wolbachia (wScW303) de uno y 14 días. Las bandas indicadas se secuenciaron y los resultados 
se encuentran en el Anexo C. 
 

Las actividades de Complejo II, citocromo c oxidasa y ATPasa mostraron los 

mismos patrones de bandas, aunque con diferente intensidad, lo que sugiere que los 

únicos complejos respiratorios presentes eran los de levadura y que Wolbachia 

únicamente estaba modificando la expresión o actividad mitocondrial. Por otro lado, en 

el gel de actividad para NADH deshidrogenasa se observó una banda diferencial (1N) 

únicamente en los extractos de wScW303 de 14 días. Esta banda, así como las de la 

actividad de succinato deshidrogenasa, citocromo c oxidasa y ATPasa se cortaron y se 

secuenciaron. La secuencia de las bandas de actividad (Indicadas en la Figura 21) 1N, 

2N, 1S, mostró que todas las proteínas de CTE pertenecían a S. cerevisiae: no se 

encontraron proteínas de los complejos respiratorios de Wolbachia. Sólo en la banda 

secuenciada 1A correspondiente a actividad de ATPasa se detectaron las subunidades a 

y b de la subunidad F1 de la ATPasa de Wolbachia (ver anexo C). 

Los espectros diferenciales de las fracciones mitocondriales muestran una 

cantidad de citocromos b y c similares en ScW303 y en wScW303. Sin embargo, a los 

14 días la cantidad de citocromos a de ScW303 disminuyó drásticamente, mientras que 

la cantidad de citocromos a de wScW303 se mantuvo constante (Figura 22, Tabla 7). 

 

 
 
Figura 22. Espectros diferenciales de membranas de ScW303 y wScW303. 15 mg/mL de 
membranas de la fracción mitocondria-Wolbachia se resuspendieron en Tris-HCl 50 mM pH 
7.4 en un volumen final de 200μL. Se realizaron barridos de 500 nm a 630 nm de una muestra 
reducida con hidrosulfito de sodio (ditionita) y se le restó una muestra oxidada con persulfato de 
amonio. Se observan los citocromos c (550 nm), b (560 nm) y a (604 nm). 
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Tabla 7. Concentración de citocromos (nmol/mg proteína) en la fracción 
mitocondria-Wolbachia de ScW303 y wScW303 

 Citocromo a +a3 Citocromo b Citocromo c +c1 
ScW303 1 D 1.61 ±0.25 3.78 ± 0.23 2.34 ± 0.65 

wScW303 1 D 1.54 ± 0.34 3.85 ± 0.42 2.19 ± 0.24 
ScW303 14 D 0.27 ± 0.18 3.18 ± 0.90 1.01 ± 0.99 

wScW303 14 D 1.14 ± 0.30 3.59 ± 1.37  2.05 ± 1.40 
 

8.7 Cultivo de Wolbachia en diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae 
rho0 

Con el fin de probar si Wolbachia era capaz de consumir oxígeno, infectamos a S. 

cerevisiae W303 rho0 (Figura 23). Primero, esta cepa resultó ser sensible al oxígeno, 

por lo que se cultivó en cajas de Petri, perdiendo la ventaja del volumen de cultivo en 

medios líquidos. Al realizar los controles de infección por Wolbachia (PCR, FISH y 

WB) nos percatamos de que la infección era muy débil y la infección se perdía al 

resembrar. Se intentó infectar la cepa ScD723-10B rho0, también con resultados 

negativos, a pesar de que la infección en ScNB40 fue posible (Figura 7).  

 

 
 
Figura 23.  Infección de S. cerevisiae rho°. (a) FISH contra el gen 16S rDNA de Wolbachia en 
las cepas de S. cerevisiae W303 rho0, y 723-10B rho0 control e infectadas con Wolbachia. Serie 
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superior: levaduras control; serie inferior: levaduras infectadas con Wolbachia. La cantidad de 
Quasar 670 (rosa) indica la densidad de infección en cada cultivo.  
 
 A pesar de que la infección en las cepas rho0 era muy baja y no se mantenía en el 

cultivo al resembrar las levaduras, se determinó el consumo de oxígeno en células 

completas y en extractos mitocondria/bacteria de la primera infección y no se observó 

consumo de oxígeno (Figura 24 a y b). 
 
a           b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Consumo de oxígeno de la fracción mitocondrial de S. cerevisiae rho0 control o 
infectada con Wolbachia con uno y 14 días de cultivo. El consumo de oxígeno se determinó 
en un volumen final de 1.5 mL en un OROBOROS equipado con un electrodo de Clark. 
Condiciones experimentales iguales a las empleadas en la Figura 20. Se añadieron 0.5 mg 
prot/mL de mitocondrias (M) o 50 mg de peso húmedo de levadura. Los datos representan la 
media ± SEM de n = 4. Prueba T * p <0.005,** p <0.001. 
 
 

8.8 Wolbachia  aislada no expresa una cadena respiratoria activa 

 Para eliminar separar a Wolbachia de las mitocondrias seguimos el protocolo 

descrito en la sección 7.23. Aislamos Wolbachia de cultivos de 50 a 100 mL de ScW303 

y wScW303 (Figura 25). Se observaron dichas muestras en el microscopio electrónico 

de transmisión y se observó que en los controles, cuya biomasa era significativamente 

menor, se observaban pequeñas vesículas cuyo tamaño era inferior al esperado en la 

bacteria (Figura 25 a y b). En cambio, en las muestras aisladas a partir de wScW303 se 

observaron numerosos cuerpos bacterianos, vesículas y fragmentos de mitocondrias 

(Figura 25 c, d y e).  Wolbachia puede sobrevivir ex-vivo durante 7 días (Rasgon y 

cols., 2006) por lo que las muestras se incubaron a 27ºC en una incubadora de 5% CO2  

en MEM, 10% SBF, 100 �g/mL de anfotericina B  de 48 a 96 horas (figura 25) con el 

fin de eliminar cualquier actividad mitocondrial remanente. 
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Figura 25. Microscopía Electrónica de Transmisión de la fracción con Wolbachia aisalda 
de ScW303 y wScW303. Imágenes tomadas de la fracción aislada de ScW303 (a) y (b) y de  
wScW303 (c, d y e). En las imágenes tomadas a partir de la wScW303 podemos observar 
cuerpos bacterianos con doble membrana y mitocondrias degradas (flecha).  
 

 

 

a b 

c 

d e 
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 Después de 48 horas no se detectó respiración con piruvato, malato, glutamato, 

glicerol-3-fosfato, succinato o glucosa en células integras o permeabilizadas (Figura 

26). 

 
 
a           b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c          d 

  
Figura 26. Consumo de oxígeno de Wolbachia aislada. Condiciones experimentales iguales a 
las empleadas en la Figura 19. i ScW303: fracción que contiene a Wolbachia de ScW303; i 
wScW303: fracción que contiene a Wolbachia de wScW303. Se añadieron 0.5 mg prot/ mL de 
bacteria. Los datos representan la media ± SEM de n = 4. Prueba T * p <0.005. 
 
 

8.9 Hidrólisis de ATP por Wolbachia  aislada  

 Se detectó la actividad ATPasa sensible a oligomicina en bacterias aisladas 

(Figura 27), lo que podría indicarnos que Wolbachia pueda captar de alguna manera el 
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ATP del hospedero y puede hidrolizarlo, tal vez para energizar sus sistemas de 

secreción SST2 o/y SST4.  

Wolbachia es un endosimbionte obligado, y los dos últimos experimentos fueron 

realizados en bacteria aislada e incubada varios días en un medio extracelular, lo que 

podría significar que el metabolismo de Wolbachia puede ser diferente al observado en 

un medio intracelular.  

 

 
 
Figura 27. Wolbachia aislada hidroliza ATP. Se añadieron 0.05 mg prot/ mL de bacteria aislada 
de wScW303  o la fracción equivalente a la bacteria ScW303 en un volumen final de 100 μL. 
Dónde se indica (+O), se agregaron 3 μg/mL de oligomicina. Los datos representan la media ± 
SEM de n = 4. Prueba T * p <0.005. 
 
 

8.10 Wolbachia aislada a partir de levaduras mantiene su capacidad 

infectiva pero no modifica el consumo de oxígeno de la línea celular. 

Inoculamos una muestra de Wolbachia extraída de wScW303 en la línea celular C6/C36 

con el fin de observar si permanecía infectiva después de permanecer de dos a seis 

meses como endoparásito de levaduras.  La línea celular C6/C36 es una línea celular 

derivada de Aedes albopictus (ATCC CRL-1660) que soporta el parasitismo de 

Wolbachia (Baldridge y cols., 2014). Preferimos la línea celular C6/C36 sobre la 

Aa23Tet, porque la primera jamás había sido expuesta a Wolbachia o a tetraciclina. La 

infección por Wolbachia se evaluó mediante tinción específica usando FISH (Figura 28,  

Película S3).  

 

 



 

LXXVII 

 

  

a 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Infección de C6/C36 por Wolbachia. (a) FISH (Quasar 670-pink) de la línea 
celular wC6/C36. Las imágenes de luz / Quasar 670 muestran hibridación dentro de la línea 
celular infectada. La línea celular no infectada C6/C36 no tiene ninguna marca de hibridación. 
(b) Oximetría de la línea celular C6/C36 control y C6/C36 infectada con Wolbachia wAlbB. Las 
condiciones fueron similares a las empleadas en la figura 13. Se emplearon 4 millones de 
células por trazo. n=4, *p<0.05. 
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           No se realizaron oximetrías comparando la línea celular Aa23 con Aa23tet, ya 

que la tetraciclina aumenta las actividades mitocondriales de los hospederos expuestos a 

ésta (Ballard y cols., 2007). Como la cepa C6/C36 nunca estuvo expuesta a Wolbachia o 

a tetraciclina se determinó el consumo de oxígeno en C6/C36 y la wC6/C36 y se 

encontraron diferencias significativas (p<0.05) (Figura 28b). Cabe destacar que el 

consumo de oxígeno es muy bajo a comparación con el obtenido en la fracción 

Wolbachia/mitocondria de levadura, pero congruente con lo reportado para otras líneas 

celulares (Loyola-Machado y cols., 2017). Este experimento realza la importancia de 

nuestro modelo sintético en donde se obtiene suficiente biomasa para lograr aislar tanto 

la fracción Wolbachia/mitocondria y evaluar el efecto sobre el metabolismo energético 

del hospedero, como a la bacteria aislada y poder evaluar su metabolismo aerobio. 
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9. DISCUSIÓN 

El  primer reto enfrentado en el proyecto para cumplir con el objetivo de estudiar el 

metabolismo aeróbico de Wolbachia, fue aumentar la cantidad de biomasa disponible 

para trabajar. Siguiendo los métodos empleados para cultivar otros endosimbiontes en 

medio axénicos, se intentó cultivar Wolbachia en medios ricos utilizando como medios 

base MEM, BHI y MM suplementados con aminoácidos, solutos compatibles, 

colesterol, catalasa, suero bovino fetal y eritrocitos de rata, borrego y humano. En esta 

etapa del proyecto encontramos que varios de estos medios pueden mantener a 

Wolbachia viva, pero no se reproduce y no hay aumento de la biomasa. Los resultados 

obtenidos no eran relevantes ya que Rasgon y cols., (2006) reportaron que Wolbachia 

podía sobrevivir afuera de un hospedero durante 7 días en MEM suplementado son SBF 

en una atmosfera de 5% de CO2.  

 Wolbachia es una bacteria endosimbionte obligada comúnmente reportada en 

artrópodos y en nemátodos (Bandi y cols., 1999; Fenn y cols., 2004). En reportes 

recientes se ha detectado Wolbachia en humanos inmunocomprometidos (Chen y cols., 

2015) y en plantas (Li y cols., 2017), demostrando que Wolbachia es una bacteria 

parásita con una gran facilidad de infección a nuevos hospederos por lo que sugerimos 

cultivar a Wolbachia como endobacteria en la levadura Saccharomyces cerevisiae.  

 En el área de biotecnología las endosimbiosis artificiales se han propuesto como 

microrreactores, en dónde una bacteria huésped produce un metabolito necesario para 

su hospedero y que a su vez es precursor de algún otro compuesto que el hospedero 

puede sintetizar y que por lo general tiene algún uso humano (Hosoda y cols., 2011a; 

Hosoda y cols., 2011b; Momeni y cols., 2011). Las endosimbiosis artificiales también 

se han propuesto como modelos para estudiar la evolución de organismos 

independientes a organelos celulares (Brenner y cols., 2008; French, 2017; Frey-Klett y 

cols., 2011; Mee y cols., 2012) y finalmente, se ha propuesto el uso de hospederos 

artificiales para el cultivo de endosimbiontes y endoparásitos obligados (Stewart, 2012). 

 Este trabajo es uno de los primeros en demostrar que  el cultivo de endobacterias 

obligadas en hongos levaduriformes es posible. La facilidad en el cultivo y el manejo de 

la levadura puede aumentar la biomasa bacteriana obtenida facilitando el estudio del 

metabolismo de la bacteria y su interacción con el hospedero. Las levaduras son más 

robustas que las líneas celulares, por lo que se disminuyen los requerimientos 

nutricionales de los cultivos y se protege al endosimbionte contra cambios ambientales. 

Otra ventaja de la levadura utilizada es que son aerobias facultativas, es decir, pueden 
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crecer a altas concentraciones de oxígeno, en condiciones microaeróbicas o anaeróbicas 

dependiendo de lo que necesitemos y no requieren forzosamente de una incubadora de 

CO2 (Baldridge y cols., 2014; Gasch, 2002; Gasch y cols., 2002; Khoo y cols., 2013) . 

Finalmente, todas las líneas celulares empleadas para cultivar a Wolbachia son 

adherentes, es decir están limitadas a crecer en la superficie de las cajas petri ó frascos 

de Roux. Las líneas celulares tienen un rendimiento de 3x106 de células en 75 mL, 

mientras que un cultivo de 24 horas de S. cerevisiae tiene 9*107 células por mL.  

 A pesar de que en esta tesis se presenta una propuesta novedosa, hay que 

recordar que el sistema Wolbachia/S. cerevisiae es un modelo artificial y por lo tanto  

las interacciones observadas pueden diferir de las que ocurren en la naturaleza. Además 

hay que ajustar las condiciones de cultivo dependiendo del huésped, del hospedero, de 

los posibles mecanismos de infección y del objetivo del experimento. Escherichia coli 

puede cultivarse como endoparásito de amoebas (Hosoda y cols., 2011a), y 

recientemente el grupo iGEM Marburg se ha dedicado a establecer una endosimbiosis 

artificial y cultivar la bacteria como endosimbionte de S. cerevisiae. 

(http://2016.igem.org/Team:Marburg/PEG_Method/Results) El objetivo primordial de 

este proyecto es hacer microbiorreactores para la producción de terpenoides con alto 

valor comercial como por ejemplo el limoneno. En este proyecto lograron introducir a 

E. coli en S. cerevisiae mediante una fusión entre la membrana del hospedero, quitando 

la pared celular con zimoliasa y la bacteria encapsulada en poli etilenglicol. Confirman 

la introducción de la bacteria a la levadura haciendo cortes en Z de la levadura teñida 

con calcoflúor y con E. coli marcada con una RFP (proteína roja fluorescente). En este 

caso aprovechan la facilidad de manejo de E. coli. Este proyecto fue descontinuado ya 

que, aunque lograron introducir la bacteria a la levadura, esta última lisó a E. coli, 

evitando una simbiosis estable. Lamentablemente no hay ningún artículo al respecto por 

lo que no hay métodos experimentales ni resultados de este evento. Esta reportado  que 

los lisosomas de S. cerevisiae W303 generados como respuesta ante una invasión 

bacteriana  lisan a E. coli y otras bacterias como Xantamonas oryzae y Shigella flexneri, 

(Yoon y cols., 2009) . 

 A diferencia de E. coli, a la fecha, no se ha logrado transformar a Wolbachia 

utilizando técnicas convencionales de biología molecular ni utilizando los sistemas de 

CRISPR-cas (datos no publicados de Thiem S., Proyecto MICL02352, Departamento de 

entomología, Universidad de Michigan), por lo que el uso de Wolbachia como bacteria 

endosimbionte en un microrreactor no sería práctico. Sin embargo, los resultados 
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presentes en esta tesis y aquellos reportados por el equipo Marburg pueden utilizarse 

con otras bacterias y levaduras, por ejemplo, se podrían utilizar con Burkholderia sp, 

que puede cultivarse ex-vivo, tiene mecanismos de transmisión horizontal y vertical y es 

capaz de adaptarse a la vida intracelular (Partida-Martinez y cols., 2005; Scherlach y 

cols., 2006). 

 Al igual que en las líneas celulares, dependiendo del linaje de las levaduras 

observamos diferentes densidades de infección. En esta tesis se utilizaron tres cepas 

diferentes de Saccharomyces cerevisiae: ScBY, ScW303 y ScD273-10B. Wolbachia fue 

capaz de colonizar las cepas de S. cerevisiae W303 y D273-10B efectivamente mientras 

que la infección en la cepa BY fue menor. Las cepas que soportan la infección de 

Wolbachia respiran más y tienen una menor sensibilidad a especies reactivas de oxígeno 

(Gutierrez-Aguilar y cols., 2014; Montanari y cols., 2014). Montanari y cols. (2014) 

evalúan la capacidad de diferentes cepas de S. cerevisiae de formar colonias después de 

ser cultivadas en YPD. ScW303 tiene un 100% de supervivencia después de cultivarse 

durante 30 días, mientras que ScD273-10B tiene una supervivencia del 50% a los 5 días 

y el cultivo el incapaz de formar colonias después de 22 días de cultivo. En líneas 

celulares la infección  por Wolbachia se reporta después de 15 y hasta 100 días de 

cultivo.  

 Cultivar a Wolbachia en levadura nos ha permitido publicar el primer artículo 

en dónde se evalúa la actividad metabólica de la bacteria aislada y su relación con el 

metabolismo del hospedero con experimentos bioquímicos y no solo evaluando la 

expresión diferencial de los genomas y los proteomas, los cuáles, nos sirvieron de 

referencia para desarrollar los experimentos (Uribe-Alvarez y cols., 2018). Además la 

levadura es más robusta que las líneas celulares, son más tolerantes al estrés ambiental 

como la temperatura, desecación, pH, antibióticos y osmóticos. estrés, etc. que las líneas 

celulares. Los medios utilizados son más baratos y al cultivarse en frascos de vidrio que 

se pueden esterilizar hay una gran reducción de material plástico empleado. La levadura 

puede crecer en aerobiosis por lo que la limitación de espacio ya no es un problema, sin 

embargo al fermentar también pueden cultivarse en micro y anaerobiosis en caso de ser 

necesario. Además, la infección de S. cerevisiae nos da la ventaja de que, dado que es 

una de las levaduras más estudiadas, hay bibliotecas mutantes completas disponibles, 

así se puede estudiar el propósito de la bacteria en su hospedero, eligiendo una levadura 

con una mutación que imita la condición de este y evaluando si la infección con 

Wolbachia revierte el efecto de la mutación.  
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 En este trabajo buscamos estudiar la cadena transportadora de electrones de 

Wolbachia porque estudios previos sugieren que esta bacteria contribuye a la actividad 

respiratoria del hospedero e inclusive es capaz de sustituirla (Darby y cols., 2012; Darby 

y cols., 2014; Strubing y cols., 2010).  Wolbachia es una α-proteobacteria 

filogenéticamente cercana a la mitocondria, por lo que la posibilidad de que remplazara 

o cooperara con la actividad respiratoria era una idea atractiva. En contraste el grupo del 

Dr. Sullivan describe a este endosimbionte como una bacteria con capacidades 

metabólicas limitadas, completamente dependiente del hospedero y sugiere que en vez 

de aportar energía directamente al hospedero, aporta únicamente grupos hemo y 

riboflavina(Pietri y cols., 2016). 

 Durante el análisis del genoma de la cepa wAlbB (Mavingui y cols., 2012) 

encontramos que Wolbachia carece de las subunidades nuoC y nuoD del Complejo I de 

la cadena transportadora de electrones (Anexo B). Estas subunidades son dos de las 

cuatro necesarias para la unión de la ubiquinona al complejo I (Figura 3) (Sazanov, 

2015). Del complejo II, hace falta el gen sdhD que es necesario para la formación del 

sitio de unión a la ubiquinona. Del Complejo III únicamente hay un gen que 

corresponde a la proteína fierro-azufre (Mavingui y cols., 2012). Todas las subunidades 

necesarias para el funcionamiento del complejo IV y de la ATPasa (no posee subunidad 

inhibidora ζ) están presentes en el genoma. El genoma reportado para wAlbB tiene 1.29 

Mpb y en general los genomas de Wolbachia de artrópodo tienen un tamaño de 1.4 

Mpb, por lo existe la posibilidad de que el genoma no esté completo o que en la cepa 

wAlbB se hayan perdido algunos genes presentes en otras cepas (ver Anexo B).  

Wolbachia de Culex pipientis (Klasson y cols., 2008), que es la más parecida a wAlbB, 

posee todos los genes necesarios para sintetizar una cadena transportadora de electrones 

funcional (Anexo B). La recopilación de todos los posibles componentes de la cadena 

transportadora de electrones de diferentes grupos de Wolbachia se encuentra en la 

Figura 3 (Rosas-Lemus, 2016), sin embargo, estos varían enormemente de acuerdo a la 

especie de la cual se aisló Wolbachia (Anexo B). Debido a la información contrastante 

decidimos explorar si Wolbachia contribuye al consumo de oxígeno en el hospedero, si 

posee su propia CTE y si es capaz de consumir oxígeno. 

 En la fracción mitocondria-Wolbachia de levaduras infectadas observamos un 

aumento en el consumo de oxígeno y en el acoplamiento de la CTE a los 14 días. 

Aprovechando la diferencia en los pesos moleculares de estos pudimos definir que el 

aumento en el consumo de oxígeno a los 14 días en levaduras infectadas es 



 

LXXXIII 

 

responsabilidad de la mitocondria y no de la bacteria. Esto coincide con lo observado en 

la microscopía electrónica de transmisión, en dónde las levaduras control no presentan 

mitocondrias mientras que en las levaduras infectadas éstos organelos están 

conservados. El aumento en el consumo de oxígeno por parte del hospedero puede ser 

resultado de la suplementación de nutrientes por parte de la bacteria como se observa 

para el SOPE (Primary endosymbiont of Sytophilus oryzae) del gorgojo de arroz (Heddi 

y cols., 1999; Heddi A, 1993); o puede ser una respuesta inespecífica del hospedero a la 

infección de la bacteria. Por lo tanto, la posibilidad de que Wolbachia esté donando 

riboflavina o grupos hemo a su hospedero artificial permanece latente y constituye una 

de nuestras principales perspectivas. 

 Finalmente aislamos Wolbachia aprovechando la capacidad que tiene de 

sobrevivir ex-vivo y ésta no presentó consumo de oxígeno bajo ninguna de las 

condiciones examinadas. Podemos concluir que Wolbachia no presenta CTE propia y 

por lo tanto no consume oxígeno. Estos resultados también cuestionan la propuesta de 

que Wolbachia pueda donar ATP al hospedero ya que a pesar de tener las vías de 

síntesis de nucleótidos, al no tener CTE no puede generar el gradiente necesario ´para 

fosforilar el ADP. Otro motivo por el cual esta teoría esta desacreditada es la falta de un 

mecanismo definido por el cual Wolbachia pueda donar ATP a la célula (Krause y cols., 

1985; Winkler, 1976).  

 Dependiendo del experimento planeado, la metodología para aislar a Wolbachia 

puede modificarse. En nuestro caso, necesitábamos eliminar los fragmentos de 

mitocondria que podían dar falsos positivos en los experimentos de oximetría. El paso 

crítico de este protocolo es romper y centrifugar las células empleando medios 

suplementados con suero bovino fetal y mantener la esterilidad. Por ejemplo, para este 

experimento podemos filtrar las células por una membrana de 0.8 μm y deshacernos de 

la mayoría de las levaduras, pero como las levaduras crecen en microaerobiosis 

agregamos anfotericina B para evitarlo. Si usamos las bacterias obtenidas de la levadura 

para infectar otras levaduras, es necesario filtrar las células con una membrana de 0.45 

μm para asegurar que no haya levadura. Si se agrega anfotericina B, es probable que 

afecte el crecimiento de la levadura receptora. Filtrar las células por membranas de 0.45 

μm provoca que se pierda una gran cantidad  de bacterias. 

 Wolbachia aislada no sobrevive en una atmósfera aerobia, por lo que podría 

especularse que necesita de la mitocondria para reducir la cantidad de oxígeno en su 

entorno (Potter y cols., 2016). También es más sensible a especies reactivas de oxígeno 
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que su hospedero y necesita una atmósfera con 5% CO2 para sobrevivir ex-vivo (Fallon 

y cols., 2013). La posibilidad de que Wolbachia entre al citoplasma de hospedero para 

escapar del oxígeno atmosférico no excluye el hecho de que también utilice algún 

sustrato  del hospedero como fuente de energía.  

 Actualmente se han liberado mosquitos infectados con Wolbachia en muchas 

partes del mundo; inhibe la transmisión de diferentes arboviruses (Brownlie y cols., 

2009b; Hedges y cols., 2008; Hoffmann y cols., 2011; Moreira y cols., 2009; Mousson 

y cols., 2010; Pan y cols., 2012; Raquin y cols., 2015) modificando el metabolismo del 

hospedero y compitiendo por los nutrientes (colesterol y aminoácidos principalmente) 

disponibles en el hospedero. Se sabe ya que algunas cepas de Wolbachia (wMelPop 

acortan la vida de sus hospederos en un 50% y tienen efectos dañinos sobre 

ellos(McMeniman y cols., 2009), pero no se ha explorado cómo causa la muerte 

prematura, ni qué pasa con el metabolismo del hospedero.  Hacen falta estudios para 

detectar los posibles efectos de la bacteria sobre el hospedero, en especial sobre su 

posible intercambio de material genético y proteínas y su facilidad para adaptarse a 

nuevos hospederos.  

 Con nuestros resultados y los de genomas obtenidos por otros grupos de 

investigación, podemos proponer que en vez de suministrar ATP al hospedero, 

Wolbachia absorbe el ATP de éste en forma de intermediarios fosforilados de la 

glucólisis (piruvato o fructosa-6-fosfato y la fructosa 1,6-difosfato por medio de un 

transportador de hexosas fosfato). Después, utilizando el ATP generado en la segunda 

fase de la glucólisis y el ciclo de Krebs, genera un potencial transmembranal utilizando 

la ATP sintasa de manera reversa (ninguna Wolbachia posee la subunidad inhibidora ζ 

de la ATPasa). Finalmente, este potencial transmembranal es utlizado para energizar los 

transportadores de aminoácidos (simportadores aa/H+) ya que según los reportes de los 

genomas complementarios de Wolbachia y sus hospederos, no es capaz de sintetizar 

aminoácidos y debe de tomarlos forzosamente del hospedero.  

  Dado que no se encontraron aumentadas las proteínas propias de Wolbachia, no 

pareciera difícil que en su genoma existan factores capaces de interactuar, o bien con el 

genoma nuclear o mitocondrial de la levadura y modificar la expresión de algunos 

componentes implicados en el metabolismo energético.  
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10. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se desarrolló un novedoso sistema de parasitismo artificial infectando a 

la levadura S. cerevisiae con el endosimbionte obligado Wolbachia sp. Las cepas W303 

y D723-10B resultaron ser más susceptibles a la infección por Wolbachia que la cepa 

BY. 

 La infección con Wolbachia en las cepas W303 rho° y D723-10B rho° fue inestable, 

indicando la importancia en la integridad del genoma mitocondrial para la infección por 

Wolbachia. 

 La transferencia (vertical/horizontal) de Wolbachia en los cultivos de S. cerevisiae 

no es perfecta. En wScW303, el 72 % del cultivo de levadura se encuentra infectado con 

un máximo de 6 bacterias por levadura.  

 Wolbachia secuestra el metabolismo de S. cerevisiae W303: A las 6 horas de cultivo, 

la actividad fermentativa de la levadura aumenta, provocando un aumento de biomasa y 

un adelanto en la fase diáuxica.  

 A 14 días de cultivo, la actividad respiratoria mitocondrial se ve anormalmente 

elevada en la levadura infectada. Finalmente, a los 16 días, las levaduras infectadas 

mueren abruptamente. 

 Durante la infección en la levadura, no se detectaron proteínas de la cadena 

transportadora de electrones de Wolbachia.  

 Se desarrolló un método para aislar a Wolbachia y se determinó que la bacteria 

aislada no consume oxígeno.  

 Bajo las condiciones probadas en esta tesis, Wolbachia no presenta una CTE y por lo 

tanto no parece ser capaz de generar energía para el hospedero.  
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11. PERSPECTIVAS 

 

Wolbachia aumenta la tasa de respiración del hospedero infectado, sin embargo parece 

no contribuir con consumo de oxígeno. El análisis de los genomas del hospedero y del 

huésped sugieren que Wolbachia podría esta suplementando riboflavina y/o grupos 

hemos al hospedero, lo que provocaría un aumento en la actividad de la cadena 

transportadora de electrones. En nuestro grupo de investigación se propone infectar 

levaduras con mutaciones en las enzimas de las vías de síntesis de riboflavina para 

determinar si Wolbachia es capaz de revertir parcial o totalmente el efecto de dichas 

mutaciones. Las cepas de S. cerevisiae ∆rib no crecen en medios sin  riboflavina.  Si la 

infección con Wolbachia pueda revertir este fenómeno sería un indicativo de que 

Wolbachia suplementa a su hospedero con riboflavina. Los grupos FMN y FAD+ de los 

complejos respiratorios de la  levadura se sintetizan a partir de riboflavina, por lo que 

una cepa carente de la vía de síntesis de riboflavina tiene una respiración nula. Si 

Wolbachia suplementa estos grupos, la levadura ∆rib podrá respirar y se podrá 

comprobar que Wolbachia puede suplementar con riboflavina al hospedero. 

A pesar de que en esta tesis se encontró que Wolbachia no posee una CTE con la 

capacidad de suplementar ATP al hospedero, no se exploró el metabolismo de 

Wolbachia. Por lo que se propone medir el aumento en el potencial transmembranal al 

agregar diferentes sustratos, principalmente sustratos fosforilados, ya que Wolbachia 

carece de las primeras enzimas de la glucólisis y posee transportadores de hexosas 

fosfato; y piruvato que ha sido propuestos como el sustrato principal de Wolbachia 

según el análisis de los genomas reportados a la fecha. Después proponemos definir si la 

F1F0-ATPasa carece de la subunidad inhibidora 
 como se ha reportado para las α-

proteobacterias endocelulares obligadas y que está de acuerdo con los genomas 

reportados. Posteriormente podemos analizar si en efecto la ATPasa puede hidrolizar el 

ATP para generar un potencial transmembranal que eventualmente puede utilizar para 

transportar aminoácidos, que, según todos los genomas reportados, Wolbachia es 

incapaz de sintetizar sus propios aminoácidos. 

Los mecanismos de transmisión horizontal de Wolbachia están poco 

estudiados. Este año se publicó el primer reporte que indica que Wolbachia utiliza 

el sistema de endocitosis mediada por de clatrina de las líneas celulares. En 

nuestro laboratorio buscamos definir el mecanismo de transferencia horizontal de 

Wolbachia entre levaduras.  
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Wolbachia es capaz de manipular la endocitosis, el metabolismo y la 

longevidad de sus diferentes hospederos por lo que es de suma importancia 

explorar las modificaciones que provoca la infección con Wolbachia sobre las vías de 

señalización de rho GTPasas y mTor, responsables de proliferación, apoptosis y 

envejecimiento del hospedero. La activación o inhibición de estas vías de señalización 

puede evaluarse sencillamente con experimentos de proliferación y Western Blots 

contra las diferentes moléculas implicadas en las vías de señalización. 
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12. Anexos 
Anexo A. Abreviaturas 

  

ANT Translocador de adenin nucleótidos 

AntA Antimicina A 

AOX Oxidasa alterna 

BN-PAGE Electroforesis azul nativa en geles de poliacrilamida 

BHI Medio corazón-cerebro 

BHM Mitocondria de corazón de bovino 

CCCP Carbonilcianuro m-clorofenilhidrazona 

CitFe Citrato Férrico Amoniacal 

CN-PAGE Electroforesis clara nativa en geles de poliacrilamida 

COX Citocromo c oxidasa 

CR Control respiratorio 

CTE Cadena transportadora de electrones 

DAB 3´,5´-diaminobencidina 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DO Densidad óptica 

DOC Desoxicolato de sodio 

EIM Espacio Intermembranal 

FAD Flavinadenindinucleótido 

FISH Hibridación in-situ con sondas fluorescentes 

FMN Mononucleótido de flavina 

G3P Glicerol-3-fosfato 

G6P Gluoca-6-fosfato 

hrCN-PAGE Electroforesis clara nativa de alta resolución en geles de 

poliacrilamida 

HEPES Ácido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfónico 

LM n-dodecil-�-D-maltósido 

M Mitocondria 

MAT Matriz mitocondrial 

Mbp Millones de pares de bases 



 

CVI 

 

MEM Medio Mínimo de Eagle 

MES Ácido 2-(N-morfolino) etanosulfónico 

MM Medio Mitsuhashi-Maramorosh 

MMFeS Medio líquido Mitsuhashi-Maramorosh/Suero bovino fetal/Citrato 

férrico amoniacal 

MMFeSS Medio sólido Mitsuhashi-Maramorosh/Suero bovino fetal/Citrato 

férrico amoniacal 

NBT Bromuro de nitro-azul de tetrazolio 

NDH NADH deshidrogenasa 

NDH2 NADH deshidrogenasa tipo II 

O2 Oxígeno 

PDB ProteinDatabank 

PFK Fosfofructocinasa 

Pir-Mal Piruvato-Malato 

PK PiruvatoCinasa 

PTM Potencial transmembranal 

Q Quinona 

QH2  Quinol 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

Rot Rotenona 

SBF Suero Bovino Fetal 

ScW303 Saccharomyces cerevisiae W303 

Succ Succinato 

TEA Trietanolamina 

TEMED N,N,N´,N´-tetrametiletilendiamina 

UQ Ubiquinona 

VDAC Canal de aniones dependientes de voltaje 

wAlbB Wolbachia de AedesalbopictuswAlbB 

wBm Wolbachia de Brugiamalayi 

wScW303 Saccharomyces cerevisiae W303 infectada con Wolbachia 

YPD Extracto de levadura/peptona/dextrosa 

YPDS Extracto de levadura/peptona/dextrosa/SBF/Citrato Férrico 

Amoniacal 
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Construction of artificial ecosystems mimicking symbiotic relation-
ships have been proposed to study ecology and evolution of symbi-
oses (Hosoda et al., 2011; Momeni, Chen, Hillesland, Waite, & Shou, 
2011), to engineer microbial consortia (Brenner, You, & Arnold, 
2008; French, 2017; Frey- Klett et al., 2011; Mee & Wang, 2012), and 

to host uncultivable bacteria (Stewart, 2012). Synthetic mutualism 
of species that do not interact naturally has been established in co-
culture between bacteria, yeast, amoeba, alga, cell lines, and tissues 
(Buchsbaum & Buchsbaum, 1934; Hosoda & Yomo, 2011; Hosoda 
������	� 
���� ����� ������	� 
���� �������� ������	� 
���� ����	� ���	� ��
Vilar, 2007). Several bacterial endosymbionts have been found in 
yeast (Kang, Jeon, Hwang, & Park, 2009; Saniee & Siavoshi, 2015) as 
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Wolbachia pipientis grows in Saccharomyces cerevisiae evoking 
early death of the host and deregulation of mitochondrial 
metabolism
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Wolbachia� '?����'���������!������%����}� ��'���� '?����'	� '����''}���<�����?������]�
��'��}�������<	�?��������Z?��''���	���}�'?��	���!���������'���`�!��'���!��]���!���]�-
neering the biochemistry and physiology of Wolbachia holds great promise for insect 
vector- borne disease eradication. Wolbachia is cultured in cell lines, which have long 
duplication times and are difficult to manipulate and study. The yeast strain 
Saccharomyces cerevisiae W303 was used successfully as an artificial host for 
Wolbachia wAlbB. As compared to controls, infected yeast lost viability early, proba-
��<��'�����'�����}�������������<���]����������!������Z�!������?��'?���<��������������<�
observed at late stages of growth. No respiratory chain proteins from Wolbachia 
were detected, while several Wolbachia F1F0- ATPase subunits were revealed. After 
5 days outside the cell, Wolbachia remained fully infective against insect cells.

9 : ; < � � 	 5

�������]����'	���!�'<����'�'	��Z�!������?��'?���<������	�Saccharomyces cerevisiae, Wolbachia 
pipientis
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������'����}��]����<?������!�'?���'��\�����Z�������	�
����\����������
et al., 2004; de Boer et al., 2004; Hoffman & Arnold, 2010; Lumini, 
N��]����	� \���������	� �� \��}����	� 
��G� ~����!���+�������� ��
��������	�
��*������������	�
������D�����'�����	�����������!�������-
ligate endosymbiont bacterium Wolbachia in an artificial host: the 
nonpathogenic yeast Saccharomyces cerevisiae.

Wolbachia pipientis� �'� ��� �Z���!��]�<� '����''}��� ����]���� ��-
doparasite/endosymbiont in nematodes and arthropods (Taylor & 
Hoerauf, 1999; Werren, 1997; Werren, Baldo, & Clark, 2008). The 
'�����}�����Wolbachia genome varies widely depending on the strain. 
Arthropod endoparasites have much larger genomes than nematode 
��!�'<������'� �\��!�	�������	���@�q����	������$���<�������	�
��
�
_�'���� ������	� 
��*� ���''��� ������	� 
��=� �������]	� ~���	� ������	�
q���	������	�
�������������	�
��#��� D�� ��]��!������?�''���������-
bic metabolism, the Wolbachia from the plant hopper Leodelphax 
stratellus (wStr) is ten times more sensitive to paraquat than the in-
sect host cell, suggesting that wStr�!��'�����?�''�''� �������<��'�
���!�!�}�������������Z<]���'?����'���@���!���Z�}����������!����'����
��<��������������������������?�������_�����	������	���[������	�
������
D�� ������'�	� ����������]� Wolbachia with tetracycline in filaria, in-
����'�'���'?������<��������]�����Z?��''�������������'����!����'�'����
early death. This result, lead to the hypothesis that at least in filariae 
Wolbachia contributes as an energy generator for the host (Strübing, 
�����'	�������}	���~}���	�
����$���<�������	�
��
	�
��#��

[�������]� ����]���� �������������� ��������� �'� �� �������]��� D�'����
cells support Wolbachia growth, but culture times are long and cells 
are difficult to manipulate. Alternative systems such as mammalian 
blood have proven helpful to grow intracellular organisms such as 
Sodalis��$������+��!���	���������������	�Wolbachia did not seem to 
]�����������!���!����'���'�����?��'��!�}����������'���������'�����
'���+����!'���D��������'�	�Saccharomyces cerevisiae did support the 
growth of Wolbachia strain wAlbB.

>'������������Z���'����<�����?�����!	�S. cerevisiae is widely used 
�'�����!�����]���'�������������'��<���!����������������]<��D��S. cer-
evisiae, it is possible to study processes such as the Crabtree effect 
��'����!� ��� ������ ����'� �$���������	� ��]�����	� �� $����	� 
����� ��!�
�����!��� �����!����� ��� ��'?��'�� ������Z������ �'������E��?��}�'����
�������	� \��]�'	� [��?���	� �� N����!�	� 
������ D�� �!!�����	� ��� �'� �'�!�
�'�����'�����'��!<�$q>���!��q>���������?����������>���'����!��]��'	�
N����	�+�<�����'	���$^��	�
��G�	�����!����}<���!�������������������-
������}}�����'���!���Z��'����]]��'�����''��	�
��=����!��������<�������
}���������}���������]��'�<��Z?��''�!�?������'�'�����'�����Yarrowia 
lipolytica and the mammalian brown- fat mitochondrial uncoupling 
?������'� �`[~'�� �N���������[�'������ ������	� 
������ x��'	� ����� ��� ��'�
observed that Wolbachia grew in S. cerevisiae, the system was char-
��������!� ��!� ���� �}}���'� �}� Wolbachia infection on its host were 
����<��!�

N�����]�Wolbachia in insect cell cultures or in live hosts presents 
difficulties that have precluded detailed biochemistry and physiology 
'��!��'��\��!��!]��������	�
��#�����	������!	�_�	�+�����	���$��'��	�
2013). Here, we used the S. cerevisiae strain W303 as an alternative 
host for Wolbachia w>��\� ��!� ����<��!� ���� ��'�E��!�'<�������
'<'����� D�}����!� <��'�'� !��!� �������� ����� �������'�� x��'� ?������<�

��'����!�}����������������<���]����������!������Z�!������?��'?���-
ylation activity observed at late stages of growth. Understanding 
Wolbachia and host- Wolbachia interactions holds great promise for 
medical, parasitological, and biotechnological applications.

=� |�: >0:��#:���"�0���:	
�:5

=?��|���=@�&��������-�������&�

Aa23 cell line (Aedes albopictus infected with wAlbB) (O’Neill et al., 
1997) was kindly donated by Professor Anne Fallon (U. Minnesota) 
��!� ���������!� ��� j�]���'� �������� �''������� ��!���� �+j+	� ��]���
[��������[���+�G#����+j+���'� '�??�������!��'� ��!�����!���'�-
������ �����	� N����!�<	� �� _�����	� ���=��� x��� ��!���� ��'� }�������
'��������!��+����?���	���

�μm) and stored in 200 ml aliquots at 4°C. 
Prior to use, heat- inactivated fetal bovine serum (FBS; 30 min at 
*G�[����'��!!�!������}��������������������}�����������������	����=���
x�����'����������������'�]��������x���������x��#�����#�����'�������
?�����!�'��'����
%�[������*��[@2�����'?������j�[@�[��[�������[@2 
incubator or in Corning culture flasks, Shanghai, China). Subcultures 
�����?��}����!�������"���'?��������������}��������>�'��?���}�������'�
cell line was treated with tetracycline to eliminate Wolbachia infec-
������>�
�x�����$��'��	�+��'���!	�������	�\������'	���@�q����	�
��
��

=?=�|�����������A�����A�

Viability of Aa23 cell line, Wolbachia or yeast was assessed using 
the BacLight live- dead staining kit (Molecular Probes, Carlsbad, CA). 
Ten microliters of cell suspension were stained according to the 
manufacturer suggested protocol and viewed in an epifluorescence 
qD�@q������'��?��

=?@�|�����,�����-7����$�.�$B�Wolbachia��!����$���,�
�������,7�$���8�,�.

The original idea was to find a system where Wolbachia would grow 
�Z��������x��!�����'	�!����'��?�������'��'�!�}�����������!�'<������'�
such as Sodalis and Coxiella������ }������!� �$������+��!���	������
@�'���!�������	�
���	�
������D����'�}���!������'�������?�����'�!�!�
improve survival in isolated Wolbachia, even if we never observed 
substantial growth. Some of these agents were: (1) Trehalose and 
other compatible solutes such as mannitol, glycerol and sucrose, 
���������'���������?�������[����	����!	���[����	����G���'���	�D'�����	�
Lighthart, Crowe, & Crowe, 1995) and isolated proteins (Sampedro 
& Uribe, 2004) (2) Actin, which supports binding and movements 
of some endosymbionts in vivo. (3) Catalase which deactivates hy-
!��]��� ?���Z�!�� �$���� �� +��!���	� ������ ��!� �#�� \���!� }���� ���]��
mammals, which has been used to grow Sodalis� �$���� �� +��!���	�
1999) and increases Wolbachia������'��>����	�������'	���+�N���	�
2015; McMeniman, Hughes, & O’Neill, 2011). Human blood was also 
effective.

First, we tried growing Wolbachia using sheep blood. However, 
�����'���'��<������������!���� ����'���'��}��Z��������	� '���������'�
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had to be discarded often. On one occasion we obtained positive 
wsp gene amplification from a yeast colony grown in one of the 
agar plates. Out of curiosity, we studied the host, which turned out 
to be S. cerevisiae. From this accidental finding we decided to test 
a known strain of S. cerevisiae as an alternative host. We learned 
that, in order to support growth of Wolbachia, yeast culture media 
needed to be supplemented with blood, which eventually was sub-
'������!� ����� ��������� }������ �������� ����� �Z�������� ��'���'� ��!�
none of the contamination problems. Neither compatible solutes, 
nor catalase nor actin enhanced growth. The second addition 
needed was bovine fetal serum, which was present in all original 
growth media but not in yeast culture media. FBS was titrated and 
�����!�!��?��'��]����

Among laboratory strains, infection was successful in W303 and 
q\#�	������� ��}��������� ���\����'����!��� �_�]��������x���S. cerevi-
siae strain W303- 1A (MATα; ura3- 1; trp1Δ 2; leu2- 3,112; his3- 11,15; 
�!�
����������������N����������>]������������	�
��#�	�������Wolbachia 
��'�����!����������!�<'��}���}���������'����'���}���}��������Z?��-
�����'��������'���'��

=?C�|�Wolbachia w���(�
infection of the Saccharomyces cerevisiae W303 yeast 
strain (wScW303)

A first yeast infection was performed following a modified cell 
����� ��}������� ?�������� �$��'��� ������	� 
��
��� >��� ?����!���'� �����
performed under sterile conditions. The Aa23 cell line (containing 
Wolbachia) was grown in Corning cell culture flasks (225 cm2) as 
described in (Shih et al., 1998). After 20 days of culture, cells were 
scrapped and concentrated by centrifugation at 3,000g for 5 min. 
_�������]���������	������7�����'��������'�'?��!�!����������j�]��'�
��!������!������Z�!�}����������������*����E��������'�����������'���-
�����]��''����!'����']��	�N��'���	������	�
��G���x�������]������
was centrifuged at 3,000g for 10 min to remove unbroken cells. The 
supernatant was passed through a 2.7 μm syringe filter and the fil-
trate containing bacteria was centrifuged at 16,500g for 10 min. The 
pellet was resuspended in 2 ml of Mitsuhashi- Maramorosch medium 
(MM) supplemented with 1 mmol L�� ammonium ferric citrate and 

���}������������'������_\����++�_��_\����D��?�������	�<��'�'������

� � � � � � � 	 
 D�}��������}�Saccharomyces cerevisiae with Wolbachia������_D����'��]���Wolbachia��G���$q>�'?���}���?�����������!���������'���
670 (pink) was performed on 14 day old cultures of infected and control S. cerevisiae strains W303 (ScW303), BY (ScBY), and NB40 (ScNB40) 
����>}�����#�!�<'�?�'���}������	�����?�������]���}���}����!�����'������������!��'����'�������?�'�������<���!��������

(a)

(b)
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]���������������!��~$���������}�������	������'��!���!�������}�]�!����
3,000g�}����������[�������]�<��'����������Z<]��������������'�?��-
vents thickening of the cell wall (Aguilar- Uscanga & Francois, 2003; 
������������	�
����>���������+�<��	�\����	���j�]�����]	�
��
���x��
induce contact between bacteria and yeast both bacteria (the whole 

����'��?������!�<��'�� �G���]������������Z�!���!�������}�]�!����
2,500g�}�����������
��[��$��'���������	�
��
���\�����������}����!�<��'��
were plated (all 2 ml) on a Petri dish containing MM supplemented 
with 1 mmol L��� ��������� }������ �������� ?��'� 
*�� �E�� ���!���!�
������ ?����]�!� ��<�����<��'� ��!� 
�� �]��� �++� _�������!�� ��!�
��������!� ��� 
%�[� ��� �� *�� [@2� �������� �j�[@	� [���� [������� [@2 
���������	����]�?�����}����#�!�<'� �$������+��!���	�������� D�}�������
��'����}����!��<�_D�����!�~[���D�}����!�<��'����'�����'}����!����
a fresh agar plate every month for up to 6 months, then yeast was 
discarded and a new sample was used. Some aliquots were added 
�����#���]�<�����	�}��������!�'����!�����=��[	����'��'��?��'������
remained infective for nearly 10 months.

To transfer Wolbachia from yeast to yeast, slight modifications 
to the protocol were made: An aliquot of 100 μl of yeast taken from 
�� ]�<�������}������ '��?��� ��� �� ���?����� �}� ��}����!� <��'�� ����'� ��'�
!�����!� ���
�����~$�_��
���_\����!�?����!� ����~$�_�������!��]���
?����'	������������]��������*��[@2. After 14 days, all cells grown in 
a Petri dish were collected and washed by centrifugation at 3,000g 
for 3 min at 20°C with sterile water and the pellet was suspended 
���������++��x���'�'?��'������'������Z�!�}�����������������?��'-
������}���#
*���G������'�����������'��������]��''����!'� �G����E���
to disrupt yeast cells (note that beads were smaller than those used 
}��� ��'���� ����� ����'��� $�'��?��!� <��'�'� ����� ������}�]�!� ��� �	���g 
for 10 min and the supernatant was centrifuged again 3,000g for 
10 min. The washed supernatant was filtered through different 
0.8–0.65–0.45 μm syringe filters. Again, we used filters with smaller 
?���'� ����� ���'�� �'�!� }��� ����� ����'� !��� ��� ���� '����� '���� �}� <��'��
cells. The last filtrate was centrifuged at 16,500g for 10 min. The 
?��������G���]�������'�'�'?��!�!����
����++�_��_\����!��'�!����
infect yeast from 3- h cultures as described above. The yeast–bac-
���������Z�������'�?����!�������~$�_���]���?�������!���������!����

%�[������*��[@2�}���������'��%�!�<'��D�}���������'���������!��'��]�
_D�����!�~[��

=?G�|�����������,�-�������&��$8�w���(-infected 
Saccharomyces cerevisiae W303

D�}����!�S. cerevisiae�'�����'��������?������~$�?��'����������� am-
monium ferric citrate agar plates. When transferring to liquid me-
dium, a loophole from the desired strain was suspended in 100 ml of 
'��������~$����!���������!����
=�[	������?��}���#=�����~���������'�
�����!������!���������������~$����!���������!��������'�������!�-
tions for up to 14 days. When transferring from solid to solid media, 
�����?������}�<��'����'�'�'?��!�!����������~$�'�??�������!������
1 mmol L��� ��������� }������ �������� ?��'� 
��� _\�� ��!� ?����!� ���
�~$��]����>������?�''�]������<�
�������'���'�?��}����!������!������
maintain the infection. When it was desired to eliminate Wolbachia 

from yeast, tetracycline 30 μg/ml was added five consecutive times 
���������!�����'�?�''�]�'������?��}����!��$��'���������	�
��
��

=?H�|�Wolbachia w���(��8�&�$��$8������H�@H�Aedes 
albopictus cell line

To determine whether Wolbachia cells retained its infective abil-
ity after all treatments, Wolbachia were isolated from S. cerevisiae 
]�������������!��~$�_�����_\����!����<��������'��!�}�����}�������
against a C6C36 insect cell line.

=?I�|�Wolbachia����8�&��7�$����Jwsp)�.����0���
identification

The Wolbachia wsp gene was amplified using the following prim-
ers: wsp� =�_� �*�� xNNx[[>>x>>NxN>xN>>N>>>[� ���� ��!� wsp 
G���� �*�� >>>>>xx>>>[N[x>[x[[>� ���� �\���]	� ����	� $��'��	�
& O’Neill, 1998) in a 25 μl reaction volume using recombinant Taq 
$q>�?��<����'���x������_�'�����������}�����~[����?��}����������'�
performed as reported elsewhere (Braig et al., 1998; Xi, Khoo, & 
$��'��	�
��G���x���~[��?��!������'��������?����'�!����������]�-
��'��]�����!�'�����!����������!���������!���~[��?��!������'�?���-
}��!��'��]���N����jx�~[��?���}�������������x������_�'�����������}����
��!� '�������!� ��� ���� +��������� \����]<� `���� ��� ���� D�'������� �}�
Cellular Physiology, UNAM.

=?K�|����$���&��&����������A��,���$��J��5*L

Wolbachia��G���$q>����]���������!��?�����������!���������'���G%��
dye (λem647, λ�ZG%��� ��	� *���>>x[[NN[[N>�[[N>[[[����� ��'�
�'�!� }��� _D��� �''�<'� ���!!�	� N������	� �������!������	� [�����'	� ��
Nardon, 1999). One milliliter of the desired culture was centrifuged 
at 3,000g for Aa23, C6C36 and yeast, and 18,500g for purified 
Wolbachia for 5 min. Protocol was followed as reported elsewhere 
�N���<	�\������	�������!	���\�����Z	�
��#������?��'�����������!�
in a FluoView FV- 1,000 Olympus confocal microscope, NA 1.4 
����� �� ����� ����������� D��]�'� ����� ����<��!� ����� ���� _����������
Olympus software.

=?M�|�N��&���-�.���8$��&������&$�����&�$�

Fourteen day old infected and noninfected yeast samples were visu-
�����!��������@�<�?�'��_���������_�������������'��?�'�����������-
�]�'� ����� �����'������!� �'��]� D����'� %�
��� ��!� D��]�� �� '�}�������
Calcofluor- white (0.05 mmol L��� ���
���$+�@��
���������� Bicine 
Buffer) was used to stain fungus cell wall.

=?�O�|�����$,��

Primary antibodies: Mouse monoclonal Anti- Wolbachia Surface 
~������� q������
�� ��'� }���� \jD� ��'�����'	� qD>D$	� qD��� +��'��
�����������>������$>[���'�}����>�����������!��<�������!<"���~�
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���?��!�>��������'��������!<�}��������'���D�������'���������'��
N����	�~>��

=?���|�<���������$�

A loophole from yeast grown in solid media was suspended in 200 μl 
of water; otherwise, 200 μl from liquid culture samples were cen-
trifuged at 3,000g for 5 min and washed twice in water. The pellet 
��'�'���������!����
���μ���D~>���}}����
*��������� Tris•HCl pH 7.6, 
150 mmol L���q�[�	����q~��#�	����'�!����!��Z<�������	�������$���
supplemented with protease inhibitors 1 mmol L�� PMSF (Sigma- 
>�!������ ��!� [��?����� ?�����'�� ���������� ��������� ��������[@���@��
as recommended by the abcam protocol. Samples were lysed in a 
�����'������[����'��������� ������'�����������'	� D���	�q������	�[x��
���=�����?����!��}������'���!���}����!����]�������������+�����������Z�
����
��\��'��	���]�	���������}�������������#�[�����?��'������������-
fuged at 15,160g for 5 min. The supernatant was recovered and pro-
tein concentration was measured by Bradford in a PolarStar Omega 
�\+N��������	�@�������]	�N�����<����\��!}��!	���%G���G#������?��'�
were diluted in a 4X buffer (500 mmol L���x��'	�?��G�=	�����]�<�����	�
�����$�	����*�������������?�����������	� ��!������������?������
��������!������!�}���*�������$�E~>Nj���'�?��}����!��������?��<-
acrylamide gels and electrotransferred to poly(vinylidenedifluoride) 
��������'� �'� ��?����!� ��'������� �[���������_���Z� ������	� 
������
+�������'������������!������*��\���������}���!�<���������x\���x�
(50 mmol L�� Tris, 104 mmol L��� q�[�	� ?�� %�G	� ����� x�����
��� }���
1 hr, and incubated overnight at 4°C with the primary antibody. 
Membranes were washed with TBS- T and incubated at 37°C for 
1 hr with secondary antibody. Membranes were washed again and 
���� ���!'� ����� !�����?�!� �<� �����������'������ �'��]� ��� j[��
���� �>���'���� \��'������'	� Nj	� ������������ �[���������_���Z� ������	�

������~�$_���������'������'���??�!��'���!�����!��<�������?��-
�������'��]������!��'���??��]���}}��	�������!������*��\���������}���!�<�
milk in TBS- T and reprobed with a different antibody as indicated.

=?�=�|������-��$�����&��$��
-&�$�&$7A�$8�wScW303

D�}���������'��''�''�!��<�����'��''������������������'��?<��xj+��
following a protocol from (Sun et al., 2015). Briefly, 500 μl of cells 
were harvested from 100 ml cultures of infected and uninfected 
Saccharomyces cerevisiae cultures form the first unintentional in-
fection (wSc) at 10 days and wScW303 of fourteen days. Yeast 
and Wolbachia samples were washed twice in distilled water at 
740 g for 5 min for yeast and 23400 g for 10 min for bacteria in an 
j??��!��}}�[�����}�]��*#�*[�����?��'������}�Z�!� ���
���+�@4 
��� #�[� ������]���� q�Z�� !�<	� '��?��'� ����� ��'��!� }��� �*�����
����� !�������!� ������ '�Z� ����'� ��!� !��<!����!� ����� '����������
����������� ��'��'� ����� *��	� %��	� =��	� ���� �������� ��!� ������
��'��'� ����� ����� ��������� ���?��'� ����� ��'��!� ����� ���������
propanone (1: 1) for 8 min, then with anhydrous propanone for 
*����	� ����� ����� ?��?�������j~@q� =
�� ��"� ��� }��� ����� ��!� ��}�� ���
?��?�������j~@q� =
�� ��� "� ��� ������]���� q�Z�� !�<	� '��?��'� �����

�����������!���!���'�'?��!�!����?��?�������j~@q�=
����"����}���
1 hr. Then, samples were concentrated again and left in resin for 
24 hr. Then they were incubated for 12 hr at 37°C and then further 
��������!�}����G�������G��[����'��'���������������%�����'����'����
���������������������`���������������������]����!���'����!�������j@��
�j+���
��� j�DD� ��������� �����'��?��� $���� ����� ?����''�!� �'��]�
N�����$�]�����+����]��?����}������

=?�@�|�#�$&�$�,����J$��#�$&�$�,��PWolbachia 
-!����L��$���$�

Yeast were centrifuged at 3,000g for 5 min, washed twice in water 
��!���'�'?��!�!����+j��������������}}����*����������+j�	���G�������� 
��������	������\�>�?��G�=��!��'��!���������������������������'�������
!�'��?��!��'��]���\��!�\������ ���������]������� �\��'?���~��!���'	�
OK, USA, final volume 50 ml) with 0.425–0.6 mm glass beads dur-
ing three 20 s pulses separated by 40 s resting periods in ice (Uribe, 
���]��	�j'?^����	���>]�����	��������x�������]��������'�!�}}���������<�
centrifuged to isolate mitochondria similar to described in (Peña, Piña, 
j'�������	���~� �	���%%���\���}�<	�����'������������}�]�!�����	���g for 
5 min. The supernatant was centrifuged at 9,798g for 10 min and the 
?������ ��'� ��'�'?��!�!� ��� +j������������ ��}}��� ��!� ������}�]�!� ���
3,000g for 5 min. Finally, the supernatant was centrifuged at 17,500g 
for 10 min. The resulting pellet was resuspended in minimal volume 
��!� ?������� �������������� ��'� ���'���!� �<� \������ �N�����	� ��*%��
using a Beckman Coulter spectrophotometer at 540 nm.

=?�C�|��!A-���A

Mitochondrial high resolution respirometry was assessed in an 
@������'� �Z<]��?�� �@������'� D���'� [��?	� D��'�����	� >�'������
using 5 mmol L��� +j�	� ��G����� ��� mannitol pH 6.8, 10 mmol L�� 
KCl and 4 mmol L�� Pi at 30°C. Final volume in the closed cham-
ber was 1.5 ml with a protein concentration of 0.5 mg prot/ml. 
Bacterial protein concentration of 0.5 mg prot/ml was used. The 
trace was started by the addition of 5 mmol L�� of the indicated 
'��'�����"� ]�<����������?��'?����	� �������	� q>$�	� ?<��������
������	�'��������	�]������������]����������_���[��?��Z�D��������-
tion, 5 mmol L�� ascorbate (pH 7.6)-  0.05 mmol L���x+~$���'��'�!�
�`����	��������	���~� �	���=*�����'?������<�����������'����'���!�
using 0.5 μ�E����������� ��� ��!����'����� DD� ��'?����������!��������
L��� >$~� ��� ��!���� ���� ?��'?���<����!� '����� �`����� ������	� ��=*���
��'?������<����������������'�������'�!��������}�������]����������-
tions: 0.1 μmol L�� rotenone, 0.15 mmol L�� flavone, 0.1 μmol L�� 
antimycin A, and 2 mmol L�� cyanide (Uribe et al., 1985).0.5 μmol 
L���[[[~���'��!!�!��'���������?�����$�������������<��!��'��]�����
Oroboros Lab software.

=?�G�|�:��&��$7�$���&���&���������,����
gel activities

\�����������]����������?����'�'��\q��~>Nj����!���]�����'��������������
��������������?����'�'� ���[q��~>Nj�������?��}����!��'� ��� ������]	�
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Braun, & Schägger,2006; Wittig, Karas, & Schägger, 2007). Whole 
����'������'���������!������
��]�!�!��<������'�!�E�]�?�������?��'�
1 mmol L���~+�_���!�[��?�����?�����'�����������������������������
[@���@����!�'������}�������������#�[��+�������'������������}�]�!�
at 23,680g at 4°C for 1 hr. Protein concentration in the supernatants 
was determined by Bradford (1976). Between 0.1 and 0.15 mg of 
?���������������!�!����*���*��?��<���<����!��]��!�����]��'�������
����[q�~>Nj��������?����'�'���'�?��}����!�����������<�������'�!��
��!����*��'�!����!��Z<��������������!!�!�������������!����}}���
�������]�������	�
��%���G����N��'����������}���������������������*��>E
]��������\������!��������?����'�'����������D���]���q>$���q\x��Z�!���
reductase (100 μ]�?�������	�'����������q\x��Z�!�����!����'����*��μg 
protein), cytochrome c��Z�!�'�� �����μg protein), and in- gel ATPase 
(100 μg protein) activities were done as reported previously (Uribe- 
>������� ������	� 
��G��� 
��μ]� ?������� �}� '���������!� \������ ������
Mitochondria (BHM) were loaded in each gel as controls.

=?�H�|�"���#�"	���#5P#5

D�!�����!� ���!'� }���� ����[q� ~>Nj� ��� \q��~>Nj� ����� ���<����-
����<� !�]�'��!	� '�?�����!� ��� �� �~�[� j�'?��������[� #
*� �j�'�]���	�
��!���!� [��<� [>�� ��!� ����<��!� ��� �� +>�$D��x@_Ex@_� #=��� ~��'�
��''�'?������������>\����Z	�_�����]����+>�������������	�x���'	�
�����	�@�'��	���+���	�
��G���������`��!�!�!��N��X����	�~����X�����
<�+������X����	�[Dq�j�x>���D~q��N�������!�+�E+��'?�����������
���?���!��'��]�~�������~����� '�}���������#��� �>\����Z	�_�����]����
MA) against the Saccharomyces cerevisiae ATCC 204508 database 
(downloaded of Uniprot, 6721 protein sequences) and Wolbachia 
genus database (downloaded of Uniprot, 47781 protein sequences) 
using Paragon algorithm.

@� |��:5
"�5

@?��|���������!7�����$8����$B�������AQ��������8&���
host Saccharomyces cerevisiae�<@O@���77$����.�$B���
of Wolbachia w���(

To study Wolbachia (wAlbB) large biomass yields plus a host that is 
easy to manipulate are needed. After testing different alternatives 
(see Methods), it was discovered that different S. cerevisiae strains 
were susceptible to infection and supported active Wolbachia 
proliferation. At 14 days of infection, Wolbachia grew efficiently 
in S. cerevisiae strains W303 (ScW303) and NB40 (ScNB40), while 
strain BY (ScBY) supported only a weak infection (Figure 1a). After 
�#�!�<'� ���� ?�������]�� �}� ��}����!� ����'� ������!� �<� _D��� �'��]�
probes against the Wolbachia� �G�� �$q>� ��'� %��=��¡�=�%�� }���
Sc�������!�*
����¡��#����}���ScNB40, while in ScBY less than 

�������'������?�'������}���_D����_�]����������������ScW303 was 
chosen for further studies. Sc�������������'���]��������}��Z�!�-
tive phosphorylation regardless of the carbon source, it is highly 
��'�'����� ��� �Z�!������ '���''� �@���?�	� ���	� ������!��	� ���!��	� ��
Barrientos, 2012) and it has a weak cell wall (Avrahami- Moyal 
et al., 2012). Strains used in this study are detailed in Table S1.

@?=�|�0�$�8����$��$8�Wolbachia in ScW303 was 
8�������&$�8�-�,����.�,88�������,�7��,����
-���$,�����8$��$B��J�.����=L

@?=?��|�0���$8�����Wolbachia�$��������8�&��7�$����
gene (wsp)

Both the Aa23 cell line (Figure 2a) and infected S. cerevisiae 
(wSc������ �_�]����
��� ��?��}��!� G*���?� }��]����'� �Z�������]� '�-
������'�������!���������������'��}����?��������}�����Wolbachia en-
dosymbiont of Aedes albopictus��q[\D�!�����'�"��[
#


������x�����
�
���~[����?��}�����������!'������������'����!��������������<�������
treated Aa23 cell line (Figure 2a, Aa23 Tet) and in the noninfected 
yeast (Figure 2b, ScW303). Tetracycline used continuously in cell 
cultures is reported to kill Wolbachia��$��'���������	�
��
��

@?=?=�|�<�������(�$������A���,���&��,�Wolbachia 
B�7���S. cerevisiae
D������>�
�����������	�����%��$��?������������'?��!��]��������Wolbachia 
Surface protein (wsp) was revealed with anti wsp antibodies (Bei re-
'�����'	� qD�	� +$�� �_�]����
�	� >�
���� x��'� ���!� !�'�??����!� �}����
]������ ��� ���� ?��'����� �}� ������<������ �>�
�� x����� �$>[� ������]��
!�?��!���������������������?���������'��'�!��'������!��]����������D��
non–infected yeast wsp was not detected, (Figure 2c, ScW303), while 
in infected yeast the wsp western blot signal was first detected at 
day 3 and increased gradually up to day 10, remaining stable until day 
14 (Figure 2c, wScW303). (For images of original Western Blots, see 
Figure S1a). When tetracycline was added to the medium, the wsp sig-
nal decreased, disappearing by day 10 (Figure S1b, wScW303Tet).

@?=?@�|��$�-���.�$B�����,�����A�,�����B����
observed in infected S. cerevisiae

$����]� ���� }��'�� �
�!�<'� �}� �������	� ]������ �����'� �}� ��}����!�
wScW303 were similar to the controls (Figure 3a). Then, begin-
ning at day 14, wScW303 absorbance decreased. Cell wall degra-
dation (Figure S2) and viability staining (Figure 3b) confirmed that 
wScW303 viability was rapidly lost during the late stages of the sta-
tionary phase, from 14 to 18 days of culture.

D�� �!!�����	� !����]� ]������ ���� ����'���?������� �������<� �}�
both S. cerevisiae� �=�� ��q>� ��!� ���� Wolbachia wsp were tested. 
Transcription was high in S. cerevisiae from the first day, decreased 
at day fourteen and became negligible at days 16 and 18 (Figure 3c). 
D�� ������'�	� ����'���?����� �}� ���� wsp from Wolbachia became de-
��������� ���<� �}���� ��!�<'	� ������'�!� �Z?���������<� ������ !�<� ���
and remained constant until day 14. Then, at days 16 and 18, tran-
scription decreased abruptly (Figure 3c). Transcription data in the 
Wolbachia/S. cerevisiae system indicated that Wolbachia activity 
grew later than S. cerevisiae	��������]�����Z�����������!�<'�������	�
beginning at 14 days both transcription activities decreased abruptly 
in parallel with the death of the host.
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@?=?C�|�;�����&���P��,$�A-�$���-�.���B����
observed by staining S. cerevisiae�B������&$8��$��
white and w���(�B���R������HIO

\���� ���� ��'����� ����� ��!� ���� �x��~[�� �Z?�������'� '�]]�'��!�
that Wolbachia grew in the presence of S. cerevisiae becoming 
����!�������!�<'�����#��D����!������!�����������������Wolbachia 
was inside yeast, samples from infected and noninfected yeast 
����'�}�����#��!�<���!��������'�������<���!���!��'��]���Wolbachia 
'?���}����G�� �$q>�?����� ������!���������'����G%�� �_D�����x���	�
the yeast cell wall was stained with Calcofluor white (Figure 4, 
Movie S1, Movie S2), Staining of the S. cerevisiae cell wall allowed 
observation of labeled bacteria inside yeast. Figure 4 shows 
����� �������'����G%�� ��������'�!�������������<� ���wScW303 and 
not in Sc������ +��]�� �}� ���� [����}����	� ���'����G%�� ��!� [�����
field (Light) images show bacteria are inside the cell (Figure 4). 
x��!����'�����������'��������'��}�������'�?��}����!������wScW303 
sample show the intracellular location of different bacteria (mov-
��'� ��� ��!� �
��� D�� ���� ?���?���<� �}� �����'� ��� ��!� �
	� }��� ��!�-
pendent bacterial labels were detected, which we speculate, may 
come from bacteria inside heavily deteriorated host cells whose 
cell wall was not stained by Calcofluor (movies S1 and S2).

@?=?G�|��:#�-�.���,���&��,�Wolbachia inside 
S. cerevisiae

Transmission electron microscopy images further suggested the 
intracellular location of Wolbachia. Cultures of 10 and 14 days of 
control and infected S. cerevisiae����������<��!��D�� ��}����!�<��'��
cells (Figure 5b–f, g), bacteria- like bodies (Figure 5, labeled *) that 
are not present in the uninfected yeast (Figure 5a and d) can be 

observed. At 10 days both infected and noninfected yeast present 
mitochondria, which can be identified by the presence of inner 
������������'�����_�]����*	�������!�����D��������'���#�!�<����!����-
tures of ScW303 lost most mitochondrial structures, which suggest 
that these organelles are dysfunctional probably because cells are 
��������'��������<�?��'���D��������'�	��#�!�<'����!���}����!�wScW303 
show Wolbachia plus mitochondria where the typical cristae pat-
tern may be observed, suggesting abnormal preservation of mito-
����!���������}����!�<��'���_�]����*��]���D��wScW303 cultures, we 
can observe different cell images: most cells had an intact plasma 
membrane and contained mitochondria and bacteria- like bodies in-
'�!���_�]����*����@���������'��Z������!�!���]�!���������'���������
bacteria like structures were still present (Figure 5f). Among the 
whole population, we found some budding yeast, where bacteria- 
like bodies can be seem concentrated in the bud (Figure 5g). None 
of the latter populations was found in control ScW303 cultures.

@?=?H�|�Wolbachia-infected yeast retained high 
-�$&�$�,����$!,�����7�$�7�$�A���$���&���A�8$��
���$�-���A��$�.�7��$,�

>�?�''������������'��}�����������<�!������}���}����!�<��'����'��Z-
plored in our infected ScW303/w>��\�'<'�����x��'�'<'�����Z������!�
an abnormal preservation of mitochondria (Figure 5), so it was logi-
��������Z?������������������������������<��x�����������'��?���������
Wolbachia and aerobic metabolism in the host is a matter of con-
troversy. Some authors have proposed that these endo- cellular or-
ganisms possess an aerobic metabolism that contributes to overall 
activity (Strübing et al., 2010) while others suggest that Wolbachia 
�?������'� �������� ��������'�� �<� '�??�<��]� ����� ]���?'� }��� ��'-
?������<����?��Z�'��$���<�������	�
��
�_�����	�\��!��!]�	�[������	���

� � � � � � � � 
 $����������}�Wolbachia in Saccharomyces cerevisiae W303. (a) Agarose gel electrophoresis of the wsp�~[��?��!���'�?��!����!�
�'����G����?����!��������>�
�����������������'"�+	�D������]��������?��'�$q>���!!���>�
�	���}����!�����������>�
��x��	������}����!������������
(b) Agarose gel electrophoresis of the wsp�~[��?��!���'�}���S. cerevisiae������'"�+	�D������]��������?��'�$q>���!!���ScW303, uninfected 
original yeast; wSc����	���}����!�<��'���������'�����������]���'�������'?���!��$>[�?������'��_��'�����	�}��'�������>�
����}����!�������������!�
'����!������>�
�¢��������<�����������!���������������'��'��?��'����������������	��	�*	�%	���	���!��#�!�<'�?�'���}��������>�?�'����������������'�
������}������
��!�<��~$��
���]�������������}����!��wScW303. Negative control was a noninfected sample ScW303

(a) (b) (c)
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�����	�
��#�_�'����������	�
��*���!!��������	���������£���]�������	�

������x��'	����!���!�!��������������Z�!������?��'?���<���������-
tivities in our system, which preserved mitochondrial structure be-
yond the stationary phase (Figure 5).

When isolation of Wolbachia was attempted, it was found that 
the bacterium and mitochondria migrated together (Baldridge et al., 


��#� `����� ������	� ��=*��� x��'	� ��� ��'� !���!�!� ��� ������������� �Z-
idative phosphorylation activity in the mitochondria/Wolbachia 
��Z����� ��!� ����� !��������� ���� ������������� �}� ����� �����<� �'��]�
!�}}�������������]����'����������'��x���������}��Z<]������'��?�����
was measured using ethanol as a substrate (Table 1). We isolated 
the mitochondria/Wolbachia fraction from either one- day cultures 

� � � � � � � � 
 Wolbachia in calcofluor- labeled S. cerevisiae��D�}����!��wScW303) and noninfected (ScW303) S. cerevisiae�����'�������<���!���!�
����������G���$q>�Wolbachia�?���������'���G%�	�?������x���	�����<��'��������������'�'�����!�����������}�������������[����}����	����������
confirm the endosymbiosis. Merge images are shown to evaluate the presence of Wolbachia inside yeast

� � � � � � �  
 S. cerevisiae growth, viability, and transcriptional activity in the absence and presence of Wolbachia������N�����������'�
of ScW303 and wSc�����]���������~$��������[	������?��}����=�!�<'���������'���������������<����!�}}������!�<'��}���������������}��!��<�
microscopy with the BacLight viability kit. (c) Amplification of the wsp gene of Wolbachia���!������=����q>�]�����}�S. cerevisiae of samples 
taken at different days of culture

(a) (b)

(c)
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where there are very few Wolbachia cells or from 14- day cultures, 
where Wolbachia�������'��������]���x��������� D�������!�<��������'�
from ScW303 and wScW303 respiratory activities were very sim-
������ �������	� ��� �#�!�<'� ���� ����'� �}� �Z<]��� ���'��?����� ��!�
��'?������<��������'� ��[���������!��<�!�}}�������'� }�����'"� D�����-
��}����!� <��'�	� ����� ���� ����� �}� �Z<]��� ���'��?����� ��!� ��'?���-
���<� �������� !�����'�!� ��� ���� �Z?��'�� �}� '����� �� ����������	� ������
in contrast, wSc����� �������!� ��]�� ����'� �}� �Z<]��� ���'��?�����
plus high respiratory controls, i.e. in 14- day old Wolbachia- infected 
<��'���Z������!���]���Z�!������?��'?���<��������������<	� ���'�'�����
���������?��'������}���������!������'����!��<�xj+����������}����!�
cells (Table 1).

@?=?I�|��������7�����&��$8�Wolbachia the 
�&���A�$8�,88������-�$&�$�,�������7���$�A�
&$-7��!���B���7�������,

D�� ���� �'�����!���������!���EWolbachia���Z����	���� ��'��!�'?�-
��}��� '��'�����'� }��� ����� ��'?������<� ������ ���?��ZE���<���
�x���������� D�������!�<��������'���������'��}��Z<]������'��?�����
were similar in infected and noninfected S. cerevisiae��_�]����G���D��

�]�!���������!����}���������}����!�<��'�	��Z�������q>$��!��<-
!��]���'�� �q$�
�	� ~<��������+������	� '��������� !��<!��]���'��
������������ ��!� [��?��Z� D�� �>'���������x+~$�� ���������'� �����
'����]�<�!�����'��!��D��������'�	� ��������#�!�<����!���������!�����
fractions from Wolbachia- infected cells, respiratory activities 
in the presence of glycerol- 3- phosphate, pyruvate- malate, and 
succinate were increased in comparison to 1- day cultures. Since 
S. cerevisiae� !��'� ���� ����� ���?��Z� D� ��!� ?<��������������� !�-
?��!���� ��'?�������� ��'� ��'��'������ ��� ��������	� ��!�Z� �������<�
��'���'�� �����<� }���� ������������!�����q$�
���!������������-
����� ���?��Z� D�� ���������� �Z�!������ ��'� ���?�����<� ��������!� �<�
�����<���� >	� ��!������]� ���� ��'����� �}� ��� ������������ �Z�!�'���
[��?��Z� D�� ��!� q>$���!�?��!���� �Z<]��� ���'��?����� ����'�
were still decreased as compared to mitochondria from one- day 
cultures (Figure 6). Other respiratory substrates, namely glu-
������� ��!� ]��������	� ������ ���� �'�!� �<� �������'��� ��������� ��
x����	���==���������''�<�!���!����<�!�!�����'�??�����Z<]������-
sumption. The respiratory activities measured indicate that the 
mitochondria/Wolbachia fractions from the infected and nonin-
fected yeast consume the same substrates and are inhibited by 
the same respiratory chain inhibitors.

� � � � � � � � 
 j�������������'��?<����]�'��}���}����!���!������}����!�Saccharomyces cerevisiae at different times of incubation. 
Transmission electron microscopy images confirm the intracellular location of Wolbachia. 10- day images were taken with uninfected (a) 
Sc and infected (b–c) wSc; 14 day- old images were taken with (d) ScW303 and (e–g) wSc������D��]�'�'��������?��'������}����������������
bodies (*) that are not present in uninfected yeast and mitochondria (m) whose cristae can be easily identified

(a)

(d) (e) (f) (g)

(b) (c)

5������/�J���.�P-��-.�
7�$�L

5���������J���.�P-��-.�
7�$�L �����P�/

��$�<�ScW303 
*�
�¡���� *
�*�¡�G�= 
���¡����*

��$�<�wScW303 
%�#�¡�#�G G*�#�¡���� 
�#�¡���


�#�$�<'�ScW303 

�G�¡�*�� 
����¡�G�� ����¡���


�#�$�<'�wScW303 �#�
�¡�*�� %����¡����� 
���¡����

�����������Z����"���G�������� mannitol, 5 mmol L���+j�	�?��G�=	�#��������� Pi, 10 mmol L�� KCl. As 
substrate, 5 mmol L������������_���'�����DDD	������������>$~�

�� � � � � 	 
 @Z<]������'��?���������'��}�
mitochondrial fractions from 1 and 
14 day- old cultures of Wolbachia- infected 
(wScW303) and noninfected (ScW303) 
Saccharomyces cerevisiae cells



����������|���	 URIBE- ALVAREZ ET AL.



�	�� |����������URIBE- ALVAREZ ET AL.

@?=?K�|�
�,��������!7��-������&$�,�$��������,Q�
infected wSc<@O@�$!A.���&$���-7�$���&���A�B���
mitochondrial

x��� �Z?�������'� ������ '�]]�'��!� ����� ������� Wolbachia has 
���� �Z���� '���� ��������� ����'?���� ������ �'� ��������!���� ���
Wolbachia respiratory proteins may be damaged when the 
mitochondria/Wolbachia� }�������� �'� �'�����!� ��!� �Z?�'�!� ���
�Z<]���

x���Z?��������'�?�''������<�}������	�������'���!�����]������������'�
in the mitochondria/bacterium fraction. As eukaryote and prokary-
������'?������<����?��Z�'� D	� DD	� DDD	���!� D�������!�}}����������������
masses the contribution from each organism to a given activity 
would be easily detected by native gel electrophoresis. The in- gel 
���������'� }��� ����� ���?��Z� }���� ��}����!� ��!� �����}����!� <��'��
}��������!��#�!�<����!��������'����������<��!���!	� ���������'�'	���-
tivities were detected only at MWs corresponding to the mitochon-
!����� ���<��'� �x����� ��	� _�]����%�� '�]]�'���]� ����� ��� ���� ����}������
ScW303/wAlbB system and under the specific conditions of growth 
reported here, Wolbachia�!�!������Z?��''���<�}������������'?������<�
chain proteins. The above results suggest that mitochondria were 
��'?��'�����}�������������'����!��Z<]������'��?������������<�������	�

���� q>$�� !��<!��]���'�� �x����� �#�� ��'� �����<� �Z?��''�!� ���-
ing it impossible to conclude on whether different Wolbachia strains 
may be aerobic or not.

@?=?M�|��1�0����0������������8�$-�Wolbachia were 
detected in wScW303

D�� ���� ��� ]��� >x~�'�� �������<� }���� ���� ��������!���EWolbachia 
�'������ ��� !�}}��������� ���!'� ����� ��'����!�� x��'� ��'� �Z?����!�
�'� ���� ?��?�'�!� +�'� ���� '������� }��� �}� ����� >x~�'�'"� *#���$��
for the eukaryote S. cerevisiae� ��!� *����$�� }��� ?�����<���'�
Escherichia coli and Paracoccus denitrificans� �\��������	����������]	�
���	���+������	����������������	���������	�����!�����]	�
��
�
+�����'�����'	� +���]����<	� ��'���	� �� ������	� 
��*� �����'���
et al., 2013; Schagger, 2002). However, the ATPase activity band 
�_�]����%>�	�x������#��'���������Z������!�����Z������}�<��'����!�
Wolbachia�>x~�'��?������'��\q���!���[q��~>Nj���'���'� ��!������
that if Wolbachia��Z?��''�'���<��������������'?����������?������'�
�'����� �� ?�''������<�	� ��!��� ���� �Z?���������� ���!�����'� ������ ���-
centration was negligible when compared to the mitochondrial 
proteins and to its own F1F0- ATPase.

� � � � � � � � 
 Wolbachia���!����!��}}���'���������Z<]������'��?������������<��}��'�����!�<��'����������!�������]�����'��������
��'?�������<����!�<����!��������'��}������}����!����$�<�Sc��������!���}����!����$�<�wScW303) yeast and 14 day- old cultures of noninfected 
��#�$�<'�Sc��������!���}����!���#�$�<'�wScW303) yeast. 5 mmol L�� from each substrate was added as indicated: glycerol- 3- phosphate 
�N�~�	�q>$�	�?<����������������~<���+���	�'���������������	���!��'���������x+~$��>'�Ex+~$�����������!�����!	���*�μmol L�� CCCP, 
0.1 μmol L�����������������	�����μmol L�� antimycin A (Ant A), 1 mmol L�� cyanide (CN- ), and 0.15 mmol L�� flavone. 0.5 mg prot/ml of 
��������!�����+��������!!�!��$������?��'���������¡��j+��x���'���p < .005, **p < .001 for ScW303 versus wScW303 yeast on the same day. 
T test SPTp < .05 S�S/TTp < .001 (S, decrease; T, increase) for ScW303 in day one versus day 14 cultures or wScW303 in day one versus day 14 
cultures

� � � � � � � � 
 Wolbachia���!����!��}}���'���������������<��}��������������!�������'?������<����?��Z��\q��~>Nj�[����''����'�����!�]����}�
ScW303 and wSc���������'������'��!����������!��#�!�<'��D��]���q>$���q\x��Z�!�����!����'�	�'���������!��<!��]���'�	��<���������c 
�Z�!�'����!�>x~�'�����<������������'������[q��~>Nj����\q��~>Nj	�}�����#�!�<���!����������}�wScW303. Bands 1N, 2N, 1S, and 1A were 
sequenced (Table S4). Bovine heart mitochondria (BHM) were used as a control
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@?=?�O�|�Wolbachia remains infective against insect 
cell lines

After being cultured in a yeast cell, the question arose on whether 
Wolbachia remained viable and infective when isolated. To test this, 
����Z������!�Wolbachia from wScW303, incubated it in isolation for 
5 days and then infected a C6C36 insect cell line which was previ-
ously reported to support bacterial infection (Baldridge et al., 2014). 
Aged Wolbachia infection was successful as assessed by specific 
'������]��'��]�_D����_�]����=�+���������

C� |�	�5�
55���

N�����]� ����]���� ��!�'<������'� ��� ����� ����'� <���!'� ���� �����''�
at high costs (Baldridge et al., 2014; Khoo et al., 2013). To circum-
vent this problem, we built a synthetic host–endosymbiont system 
by artificially infecting the commonly used yeast Saccharomyces 
cerevisiae strain W303 with Wolbachia wAlbB from A. albopictus 
(Figures 1–5, Movies S1–S2). Culturing Wolbachia in yeast allowed 
�'����'��!<��������?��Z���������'��?���������������'����!��������-
terium. Using S. cerevisiae as an artificial host confers benefits such 
�'�����]����'�'�������������]��]������������'��N�'��	�
��
�N�'���
������������'������	�
��
�	��'���}����Z?��'���������!��������'���!�
most importantly, the ease of manipulating and genetically engi-
neering the host cell. Following our approach, it may be possible to 
construct other synthetic parasite- mutualistic systems for obligate 
endosymbionts. Our system requirements for a successful infec-
����� ����"� '�??��������]� �~$� ����� ����� ��!� ������� }����� '����	�
?��'� ���� '?��!� �]�������� �}� ���� �����}}��!� j������<��� }��'�� ��!�
keeping the temperature between 28 and 30°C. These adjustments 
resulted in successful yeast infection and considerable Wolbachia 
yields in 14 days as compared with available methods that need up 
�������!�<'��j�����}�����Saccharomyces/Wolbachia system is only a 
model of the interactions that occur in a naturally infected eukaryote 

cell, its manageability is outstanding and it may yield results that are 
not possible in cell lines.

Since Wolbachia is an alpha- proteobacterium closely related to 
mitochondria, it seemed likely that the aerobic metabolic machin-
ery of Wolbachia might mimic, enhance, or supplement the respira-
tory activity from the host. (Strübing et al., 2010). However, under 
our conditions, Wolbachia respiratory chain proteins were not 
detectable, instead, we found an increase in host mitochondrial 
activity. Another obligate endosymbiont, the Sytophilus oryzae 
~�����?���j�!�'<���������@~j�	���'���'���������?����!����������'��
the mitochondrial activity in the host, probably by providing nu-
trients such as riboflavin (Heddi, Lefebvre, & Nardon, 1993; Heddi 
et al., 1999). Several authors suggest that Wolbachia provides ri-
boflavin or heme groups to their arthropod and nematode hosts 
�\��������������	�
����$���<�������	�
��
�_�'����������	�
��*����
et al., 2009). This may vary with strains as Wolbachia from Brugia 
malayi (wBm) contains complete sets of riboflavin, heme and nucle-
���!�����'<����'�'�]���'�����}����������'������'��$���<�������	�
��
�
_�'����������	�
��*����''���������	�
��=����������	�
��#���D��������	�
the host provides amino acid, proteins and a safe, stable environ-
������\��������������	�
����$���<�������	�
��
�_�'����������	�
��*�
Wu et al., 2009). The possibility that Wolbachia	�������'��'��@~j	�
!������]�����}��������������]���?'���� ������'����<�����Z?����!�
�����Z����?����<��'��������'��S. cerevisiae libraries have a mutant 
}��� ����'�� ����<� ���<��� ��� ���� ����}������ ��!� ����� '<����'�'�
pathways e.g. S. cerevisiae genome database (https://www.yeast-
genome.org/).

`�!����������!�����'���'��!�����	��Z?��''�����}�Wolbachia elec-
tron transport proteins was not detected. The reported Wolbachia 
pipientis wAlbB genome (Mavingui et al., 2012) shows that some 
��'?������<� ���?��Z� '������'� ���� ��''��]	� ��]�� nuoC and nuo$� }���
�� }���������� ���?��Z� D� ��������	� 
��*�� <��� ������ Wolbachia se-
quenced genomes contain all the genes necessary for a functional 
electron transport chain (Klasson et al., 2008), so maybe under 
different growth conditions, hosts and Wolbachia strains, bacterial 
��'?������<� ?������'� ��<� ��� !������!�� D�� �'� '�]]�'��!� ����� ������
Wolbachia strains should be tested in order to determine whether 
'�������'�����Z<]���

D���������!'	�Wolbachia infection resulted in activation of mi-
������!������<��!�����'��������<�]������?��'���D����<����'?���-
lated that such activation constitutes an advantage for Wolbachia 
�������!��������������]��}��Z<]�����������<��?��'�����'�'������'�
et al., 2016) or because Wolbachia needs high ATP that an active 
mitochondria provides (Potter, Badder, Hoade, Johnston, & Morten, 

��G���D����'������!<������'�]]�'��!��<��Z?�������'��'��]�?��������
that Wolbachia sensitivity to free radicals is higher than that of the 
host (Fallon et al., 2013) and it cannot survive outside a host cell 
����''�����'���?�������*��[@2�����'?��������']���������	�
��G���>�'�	�
��]���]��������'?��!'	�����������!�������'���Z<]����������������'	�
lead to loss of the Wolbachia���}����������'��������'�������x��'	�����'�
possible that Wolbachia enters the cytoplasm to hide from high at-
��'?�������Z<]�����!����������?������'��������������'���������	��'��
��'������������'���!�}��!������<��?��'�����Z<]����������������'��

� � � � � � � � 
 Wolbachia remains infective after being cultured in 
S. cerevisiae��_D�������'���G%���?������}�����wC6C36 cell line. Light/
���'������]�'�'�����<���!�����������<���'�!��������}����!������������
The noninfected cell line C6C36 does not have any of the pink 
�<���!��������������!����}��!��'�Wolbachia
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>���!����	� �������!��]� }�����Z<]��	� �'������������������� ����Z<-
���}�����'� ���'�'������'� ������	� 
��G��� D�� ���	� �Z<]��� '����������
�������������� �'� �
��� �
���μmol L���� ������ �������������� �Z<]���
�����������������]�'������������
����!��#����
G�����μmol L��) 
}�������!��<�'���������$������'��~������������	�
��G������j�
��x�
����'��>����	�
��G������������'������Z?�'�!�������������������Z<-
]��	����������������Z<]������������������'���'��!�����'�!"��j�
��x�
����'��Z?�'�!����G���Z<]����*��μmol L���������������������������Z<-
]�����������������������
������μmol L�����>����	�
��G���$�����'�
�Z?�'�!� ��� ���� ��� *�� �������� �Z<]��� ��!���� ������ ��������������
�Z<]��������������������*�#����!�
������'?�������<��~������������	�

��G��� D���!!�����	� ������ �'���� ���������������Z<]���]��!����� ��� ����
area surrounding the mitochondria in rat heart and hepatocytes, 
������ �Z<]��� �������������� ���]�'� �������� �� �N���]��	� 
�����
and 6 μmol L�� (Jones & Kennedy, 1982; Tamura, Oshino, Chance, 
& Silver, 1978). Thus, a mitochondrion- containing host such as cell 
lines and yeast would probably provide the endosymbiont with a 
microaerobic environment. The mechanism for the increase in host 
mitochondrial activity needs to be defined.

D�� ������'���	� ��� !�'������ ���� ��}������� �}� S. cerevisiae strain 
W303 by Wolbachia w>��\��D�}���������!����?���������!������}�����
��'����!����������������?��������}��Z<]������'��?������_��������Z-
periments using other yeast and other Wolbachia strains are needed 
��� }������� �Z?������Z�!������ ?��'?���<�������?������'� ��� ������'�E
endosymbiont relationship. This system holds a large potential for 
different evaluations of biochemical and genetical processes in 
Wolbachia. Large biofermentors may be used to yield large amounts 
of biomass as required for different genomics and proteomics studies.
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Abstract: Chitosan is a stressing molecule that affects the cells walls and plasma membrane of
fungi. For chitosan derivatives, the action mode is not clear. In this work, we used the yeast
Ustilago maydis to study the effects of these molecules on the plasma membrane, focusing on
physiologic and stress responses to chitosan (CH), oligochitosan (OCH), and glycol-chitosan (GCH).
Yeasts were cultured with each of these molecules at 1 mg·mL−1 in minimal medium. To compare
plasma membrane damage, cells were cultivated in isosmolar medium. Membrane potential (Δψ)
as well as oxidative stress were measured. Changes in the total plasma membrane phospholipid and
protein profiles were analyzed using standard methods, and fluorescence-stained mitochondria were
observed. High osmolarity did not protect against CH inhibition and neither affected membrane
potential. The OCH did produce higher oxidative stress. The effects of these molecules were
evidenced by modifications in the plasma membrane protein profile. Also, mitochondrial damage
was evident for CH and OCH, while GCH resulted in thicker cells with fewer mitochondria and
higher glycogen accumulation.

Keywords: chitosan; oligochitosan; glycol-chitosan; Ustilago maydis; stress response

1. Introduction

Ecological niches for fungi are numerous and varied. In nature, fungi can be found as saprophytic
agents, as pathogenic or phytopathogenic parasites, as communities (mycorrhiza), or as symbionts [1].
Thus, fungi are exposed to different environmental stress conditions such as variations in pH,
temperature, osmolarity, toxins, and natural or synthetic compounds that could damage their structure
or disrupt their metabolism and yet, they survive [2]. Stress in fungi may be an external biotic or abiotic
condition that interferes with optimal growth parameters and generates physiological responses [3].
These defense responses may involve overexpression of genes related to carbohydrate metabolism [4],
the production of structural proteins [5], modifications in cell wall or membrane composition [6,7],
changes in cell integrity [4], and the production of reactive oxygen species (ROS) [8]. One of the
advantages of studying stress responses in fungi is that they are excellent models of eukaryotic
responses against external or internal factors which could also be observed in plants and animals;
indeed, very conserved defense mechanisms exist [9].
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Chitosan (CH) elicits a strong stress response in fungi. It is a polycationic semi-natural
carbohydrate with an average molecular weight of 50 kDa, constituted by the aminated sugars
glucosamine (<90%) and N-acetyl glucosamine (>10%) [10]. The main source of chitosan is their
extraction from chitin from insects and crustaceans; however, it also is an important constituent of
green algae, yeasts, protozoa, as well as the cell walls of some fungi and used in the fabrication of
environmentally friendly antimicrobial agents [11]. In this context, it was reported that CH and its
derivatives are able to inhibit bacteria, fungi, and viruses that can generate diseases from the clinical
and environmental point of view, mainly by boosting the immune systems of humans, animals, and
plants, interfering with the normal metabolism of the pathogens, destroying cellular structures [12–14].
In acidic pH, the CH amino groups are protonated and thus, CH is polycationic. It is used to produce
different antimicrobial agents [15], such as oligochitosan (OCH) and glycol-chitosan (GCH), also
polycationic in nature, which are applied in different industries and research activities. The OCH (MW
around 5 kDa) is smaller than chitosan [16], while GCH is produced by etherification of chitosan and
ethylene glycol and is used in bio-gel fabrication [12]. In contrast to CH, which is soluble only at an
acid pH, both OCH and GCH are soluble at pH 7.0. The polycationic nature of these compounds allows
strong interactions with different fungal structures such as the cell wall, membrane lipids, proteins,
and nucleic acids, probably triggering a stress response [17]. In eukaryotic cells, chitosan and its
derivatives promote morphological mechanical alterations [15], increased ROS concentration [18,19],
mitochondrial dysfunction [20], decreased metabolic processes [21], decreased septation, increased
spore mitoses [22], and overexpression of genes related to oxidative stress [23]. Fungi react to these
polycations through proteins involved in plasma membranes, respiration, ATP production, and
mitochondrial organization. In Neurospora crassa, the generation of reactive oxygen species, cellular
energy, and cellular membrane homeostasis was affected by chitosan [21].

Ustilago maydis is a basidiomycete and an ustilaginal fungus used as a model species in several
biochemical and physiological studies. Due to its accessible genome, easy handling, ability to grow
in defined media by budding and formation of compact colonies on plates, U. maydis is considered
an ideal fungal model for cell and molecular biology studies [24]. We have previously described the
effects of CH, OCH, and GCH on the development and morphology of Ustilago maydis [15]. Here, we
characterize the response of U. maydis to each of these polycationic compounds and conclude that each
chitosan derivative triggers a specific stress-like response in U. maydis.

2. Results

2.1. Growth of U. maydis at Different Osmolarities: Effects of CH, OCH, and GCH

In hypo-osmotic medium, CH inhibits the growth of U. maydis, while OCH and GCH have no
effects [15]. Here, when culturing the cells in an isosmotic medium, the same inhibition pattern
was observed (Figure 1), i.e., OCH and GCH did not exhibit any effect, while CH fully inhibited
U. maydis growth.

2.2. Cell Membrane Permeability Changes in U. maydis upon Addition of CH, OCH or GCH

Since osmotic support to U. maydis did not prevent the chitosan effect, it was decided to determine
whether the plasmatic membrane was intact. For this, the transmembrane electrical potential (Δψ) in
the cell was estimated using a cyanine derivative [25]; 2 μg·mL−1 of chitosan decreased Δψ by more
than 50%. Higher concentrations further decreased Δψ (Figure 2I). The presence of different polycation
compounds (OCH) and (GCH) did not produce changes in this physiological parameter (Figure 2II,III).
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Figure 1. Growth of Ustilago maydis in minimal medium and in the presence of chitosan, oligochitosan
or glycol-chitosan. Each agent was added to a final concentration of 1 mg·mL−1. Growth was measured
as an increase in optical density at 600 nm.

Figure 2. Changes in Δψ in response to different concentrations of CH, OCH or CGH. All concentrations
are expressed in μg·mL−1. The numbers correspond to each antifungal tested, (I) CH; (II) OCH;
(III) GCH. Additions were: A = cells; B = Antifungal. U. maydis, 25 mg wet weight.

2.3. Determination of ROS Released by U. maydis as a Response to CH, OCH or GCH

The production/presence of ROS was measured directly (Amplex Red® method) and indirectly
(catalase activity) after treatment with the different polycation compounds. During growth,
the control cells produced 3.13 nmol H2O2 min−1 mg wet weight−1, and the catalase-specific
activity was 1.87 U mg protein−1, indicating that some hydrogen peroxide is formed under the
physiological conditions and normal growth. Cells treated with chitosan produced considerably
less ROS (0.11 nmol H2O2 min−1 mg of cell wet weight−1) and showed a catalase activity of
0.56 U mg of protein−1. This is associated with immediate and total CH-mediated cell destruction [15].
The OCH treatment produced a statistically significant increase in ROS (16.6 nmol H2O2 min−1 mg
of cell wet weight−1 and catalase activity of 7.97 U mg of protein−1), which means that it produced
a greater amount of ROS compared to the other treatments. Cells grown in GCH did not show
any differences in terms of ROS production (5.75 nmol H2O2 min−1 mg of cell wet weight−1 and
2.19 U mg of protein−1) compared to the control cells; this was corroborated by the results of Tukey´s
test (Figure 3).
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Figure 3. Quantification of ROS production by Ustilago maydis grown in the presence of CH, OCH
or GCH. H2O2 production as measured with Amplex red® (�) and catalase activity (�). Cells were
incubated in minimal medium for 24 h at 128 rpm and the indicated antifungal agent was added
at 1 mg·mL−1. Significance was evaluated by one-way ANOVA analysis and Tukey test (p < 0.05).
The experiments were performed in triplicate (n = 3). * and ** indicate significant difference in H2O2

production and catalase activity, respectively, compared to control cells.

2.4. CH-, OCH-, or GCH-Mediated Damage of the Mitochondrial Structure in U. maydis

Damages in the mitochondrial structure were observed by the use of Mitotracker green®

(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) via fluorescence microscopy. In all cases,
background fluorescence was observed, but specific regions were stained with greater intensity when
mitochondria were present, especially in the control cells (Figure 4A2). The mitochondrial staining of
cells with CH and OCH (Figure 4B2,C2) showed irregular fluorescence distribution, suggesting high
damage. Cells incubated in the presence of GCH exhibited a lower fluorescence intensity than the
control cells (Figure 4D2), suggesting mitochondria loss.

 

Figure 4. Phase contrast (1) and fluorescence (2) microscopy of U. maydis stained with MitoTracker®

Green FM. An Eclipse E800 fluorescent microscope (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) with a
fluorescein filter was used. The cells were growth in MM with the different treatment in a concentration
of 1 mg mL−1. The intensity of the signal is according with the presence of the mitochondrial proteins.
A = Control; B = Chitosan; C = Oligochitosan; D = Glycol-chitosan. Time of incubation of 24 h.
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2.5. Chitin Derivatives Modify Total Phospholipid Contents

As shown in Table 1, the phospholipid contents of the membrane fraction of yeast grown in the
presence of chitin derivates were statistically decreased. The greatest decrease (44.72%) was induced
by oligochitosan, followed by glycol-chitosan with an approximated decrease by 17.78% compared to
the control. There was no data for chitosan, due to its inhibitory effect on yeast growth.

Table 1. Total phospholipid concentration (mM phospholipids g of cells−1) in the membrane fraction
of U. maydis growth under antifungal treatments.

Antifungal Tested (1mg·mL−1)
Total Phospholipid Concentration (mM
Phospholipids g of Cells−1 Wet Weight)

Control 4.54 ± 0.035 a

Chitosan ND
Oligochitosan 2.51 ± 0.12 b

Glycol-chitosan 3.76 ± 0.043 c

ND = Not determined. Different letters (a, b and c) indicate significant difference in one-way ANOVA evaluated by
Tukey test (p < 0.05). The experiments were performed in triplicate (n = 3).

2.6. SDS-PAGE Analysis of U. maydis Membrane Proteins in the Absence and Presence of CH, OCH or GCH

The SDS-PAGE analysis (Figure 5) was performed to observe the modification in the protein
profile caused by the addition of chitin derivatives. In CH-treated cells, the decrease in the intensity
of a band near 100 kDa, suggested as the electrophoretic mark of the plasma membrane H ± ATPase
(band A) [26], was observed. The samples treated with OCH exhibited the largest changes, presenting
a more intense protein band at approximately 90 kDa (band C), 57 kDa (Band D), and 14 kDa (band E).
The A band was not neatly distinguished as observed in the control cells. Cells grown in glycol–chitosan
showed a well-delimited band A, with greater banding intensity in a protein of near 83 kDa (Band G).

Figure 5. SDS-PAGE of the membrane fraction of U. maydis after the different antifungal treatments.
Oligochitosan and glycol–chitosan were added at 1 mg·mL−1. Chitosan was added at 10 μg·mL−1

due to the effect on cell growth. MW= Molecular weight marker (KDa); 1 = Control cell without
antifungals; 2 = Cells treated with chitosan; 3 = Cells treated with oligochitosan; 4 = Cells treated with
glycol–chitosan. Squares indicate differences in the bands pattern.
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2.7. Effects of CH, OCH or GCH on the Accumulation of Glycogen by U. maydis

In response to stress, bacteria and yeasts accumulate glycogen. The cells cultured in the presence
of GCH accumulated glycogen as compared to the control (Figure 6A). No glycogen was detected by
PAS staining of cells with CH and OCH (data not shown). Interestingly, cells with GCH showed an
increased size compared to the control (Figure 6B). This abnormal glycogen accumulation suggests
that metabolic changes may be activated to use the GCH as fuel storage, which induces cell thickening.

 
Figure 6. PAS staining of U. maydis in the presence of GCH. A 1 mg·mL−1 of each antifungal
compound was added. The positive schiff reaction was demonstrated by the presence of the purple
compound derivate of the interaction between the basic fuchsin with aldehydes sugars. (A) = Control;
(B) = Glycol-chitosan (100×).

3. Discussion

Adverse external conditions trigger the stress defense response that comprises diverse metabolic
modifications needed for survival [27]. In U. maydis, different chitin derivatives prompted different
responses. As our results show, high osmolarity did not modify the effects of the different derivatives
tested, indicating that the findings observed for the fungus do not solely result from osmotic stress [15].
This observation stands in contrast to the evidence reported by Zakrzewska et al. [28], who observed
that 1M sorbitol protected Saccharomyces cerevisiae cells against chitosan. The authors state that the
high-osmolarity glycerol pathway is crucial to establish fungal sensibility to chitosan. In this regard,
U. maydis does exhibit important differences in the activation and control of this pathway, which
would explain its sensitivity to chitosan, even in an isosmolar environment [28,29]. As reported before,
chitosan promotes has a complete inhibitory effect on Ustilago maydis as a consequence of the interaction
between specific sites in the plasma membrane and protonated free amino groups, constituting the
main change of the polymer [15]. The modifications in cell permeability explain the depletion of
the membrane potential and are consistent with observations in Rhizopus stolonifer at a chitosan
concentration of 2000 μg·mL−1 [15,30]. However, in a non-susceptible model, such as Candida albicans,
the effect of chitosan on the plasma membrane is completely the opposite: Peña et al. [31] described
hyperpolarization of the cell membrane of C. albicans due to an alignment of internal charges with
a subsequent increase in potential membrane when the yeast was in the presence of low chitosan
concentrations [31]. Thus, it is evident that the effects of chitosan vary depending on the model [32].
In this study, OCH and GCH did not affect the plasma membrane potential.

There is evidence of an enhancement of oxygen consumption in R stolonifer, C. albicans, and
U. maydis by chitosan and oligochitosan [15,31,33]. This modification of the rate of oxygen consumption
could be due to an increased use of ATP, involved in energy-depended defense against these polymers,
or to the generation of reactive oxygen species [31]. Oxidative stress in the presence of OCH has
previously been described in macrophages, plant cells, and fungi [16,18,34]. In the last case, it was
proposed that chitin derivatives inhibited proteins involved in the generation of reducing power for the
neutralization of intracellular ROS, such as glutathione S-transferase-4 [34]. Our results do not indicate
whether the formation of ROS is part of the oligochitosan antifungal effect or simply a response to
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the stress generated by these molecules. On the other hand, the addition of CH and OCH seems to
disorganize the mitochondrial structure without affecting its function. In contrast, in U. maydis, GCH
does affect mitochondrial function. Previously, we described the reduction in the oxygen consumption
rate in U. maydis in the presence of GCH [15]. In the present work, we corroborated the affectation
of the mitochondria by GCH; this result is consistent with the decrease in respiration in U. maydis by
the addition of glycol-chitosan, which has been described previously [15]. We believe this is the first
report on the mitochondrial effects of GCH.

In the presence of chitin derivatives, the responses of U. maydis, modifying its lipid, protein, and
carbohydrate composition, are part of a global survival mechanism. The OCH modified the total
phospholipids and, to a lesser extent, so did GCH. Additionally, the protein profile was modified by the
presence of each of the compounds used. The stressors may interact with the plasma membrane and
produce different signals that up-regulate different membrane proteins. The modification of the protein
concentration and protein functionality during CH stress has been described for R. stolonifer, where
the amount of membrane proteins decreases to about 50%, as well as the activity of H + ATPase [35].
Under several stress conditions, fungi are able to modify the composition of their cell membrane,
accumulate glycogen as a secondary energy source, and express, overexpress, and/or repress
several genes for kinases, enzymes, transcriptional factors, detoxification systems, and mediators
of apoptosis [36–41]. In fungi, chitin derivatives increased proteins for ergosterol synthesis, actin
cytoskeleton organization, protein N-glycosylation, endocytosis, cell wall formation, and carbohydrate
metabolism [28]. Previously, it has been demonstrated that chitosan produces a fungal stress response,
involving a large number of genes mediated by the action of common stress transcription factors in
yeast, such as Msn2p and Msn4p [42]. It is therefore possible that in U. maydis, the same factors are
involved in the stress response to CH, OCH, and GCH.

Our results demonstrated that chitosan and its derivatives produce stress responses in
U. maydis; these responses are significantly different depending on the characteristics of the molecule.
Further experiments are necessary to establish the mode of action of these polycationic compounds
and the stress response they elicit in fungi.

4. Materials and Methods

4.1. Reagents and Solutions

Low molecular weight chitosan (deacetylation degree (DD) ≥ 85%, MW 50–190 kDa), oligochitosan
(chitosan oligosaccharide lactate, DD > 90%, average MW 5 kDa), and glycol chitosan (DD ≥ 60%,
average MW 250 kDa) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The stock solutions of
CH, OCH, and GCH were prepared according to our previously published protocol [15]. All chemical
compounds and solvents were analytical grade.

4.2. Growth in Isosmolar Medium

Ustilago maydis ATCC 201384 FB2 was grown in minimal medium (1% glucose, 0.3% potassium
nitrate, and salt solution, pH 5.6), individually or in the presence of 1 mg CH, OCH, or GCH per mL.
To establish an isosmolar environment, 400 mM sorbitol was added. This isosmolar medium was
prepared considering the intracellular potassium concentration and its counter anions of the model
yeast Saccharomyces cerevisiae [43]. Cells were cultured at 28 ◦C under agitation at 130 rpm for 48 h.
Growth was measured by the changes in optical density at 600 nm.

4.3. Transmembrane Potential

Yeasts of U. maydis were cultured in YPD (1% yeast extract, 0.15% ammonium nitrate, 0.25% bacto
peptone, 1% glucose, pH 6.8) for 24 h under the condition previously described [15]. Biomass was
centrifuged at 3000× g for 10 min and diluted to 50% (w/v) with distilled water; 10-μL samples were
used. The membrane potential was estimated by following the changes in fluorescence of a 0.25 mM
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cyanine solution at 540–590 nm, according to the protocol previously described by Peña et al. [25].
Increasing concentrations of each chitosan derivative (from 2 to 100 μg·μL−1) were added after 50 s
and the effects on the transmembrane potential were monitored.

4.4. H2O2 Production Measured by the Amplex Red® Method

Cells were cultured (24 h/130 rpm/28 ◦C) in minimal media and with or without 1 mg polycation
mL−1. The cells were collected by centrifugation and a 50% (w/v) cell suspension was prepared with
sterilized water. Subsequently, 20-μL aliquots were placed into an ELISA 100-well plate with 50 μL
of reaction mixture (0.1 units mL−1 horseradish peroxidase, 100 units mL−1 superoxide dismutase,
10 μM Amplex red® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 0.6 M mannitol, and 5 mM
MES) and the volume was adjusted to 100 μL. The mixture was incubated at room temperature for
5 min. The formation of the fluorescence derivative (resorufin) as a consequence of the release of H2O2

was measured in a PolarStar OMEGA detector (571–585 nm), using the OMEGA control software
(Ortenberg, Germany); the results were interpolated against a calibration curve [44]. The data are
reported as nmol of H2O2 per min per mg wet weight of cells.

4.5. Catalase Activity

We also used U. maydis to measure catalase in cells grown in the absence or presence of each
chitosan derivative. Cells were collected by centrifugation and mechanically disrupted in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7), using 0.5 mm glass beads. Subsequently, 100 μL of the supernatant were
taken and added to 1.5 mL phosphate buffer. After this, 1 mL of 5 mM hydrogen peroxide was added
and catalase activity was measured by the decrease in absorbance at 240 nm after 10 min. Protein was
quantified by the Lowry method [45]. The specific activity of catalase is reported as units per mg
protein. One unit is defined as the amount of enzyme necessary to reduce the absorbance at a rate of
0.1 units per mL per minute [46].

4.6. Mitochondrial Staining

Ustilago maydis was grown in minimal medium supplemented with 1 mg·mL−1 of each compound
for 24 h, under the conditions described before. Cell suspension aliquots of 1 mL were incubated in
the presence of 25 nM Mitotracker green® (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
for 30 min at 37 ◦C. Untreated cells were used as control. Fluorescent mitochondria were observed in
phase contrast microscopy with a fluorescein filter (494–520 nm) [47].

4.7. Total Phospholipid Quantification

The membrane fraction of U. maydis grown in the presence of each compound at a concentration of
1 mg·mL−1 for 24 hours at 28 ◦C was obtained by fractional centrifugation, as described in our previous
publication [15]. For the quantification of total phospholipids, a commercial kit was used (Spinreact,
Spain). Phospholipid concentration was determined by comparing the absorbance against a standard
containing 300 mg·dL−1 of total phospholipids. The results were expressed in mM phospholipids g of
cells−1 (wet weight).

4.8. SDS-PAGE of the Membrane Fraction

Cells were incubated for 24 h on a shaker in the presence of each compound at 1 mg·mL−1, with
the exception of CH, which was added at 10 μg·mL−1. The membrane fraction was obtained and the
Lowry method was used to determine the protein concentration. Samples with ≈30 μg of protein were
mixed with 4× loading buffer (0.5 M Tris pH 6.8; 10% SDS; 15% β-mercaptoethanol, 25% glycerol,
and 0.1 mg·mL−1 bromophenol blue) and analyzed on 10% SDS-PAGE; staining and de-staining were
performed with Coomassie Blue and acetic acid–methanol–water (1:2:10) solution, respectively.
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4.9. Glycogen Accumulation and PAS Staining

Ustilago maydis was fixed with 0.6% periodic acid solution for 10 min at room temperature.
The sample was washed with distilled water and mixed with Schiff's reagent (leucobasic fuchsin) for
30 min. Subsequently, the samples were washed three times with 10% sodium metabisulfite-1 N HCl
for 1 min. Samples were rinsed with an ethanol-xylene mixture, mounted on a slide with synthetic
resin, and observed in an optical microscope, denoting a purple color in the case of glycogen presence.
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Abstract

Oophorectomy in adult rats affected cardiac mitochondrial function. Progression of 

mitochondrial alterations was assessed at one, two and three months after surgery: 

at one month, very slight changes were observed, which increased at two and three 

months. Gradual effects included decrease in the rates of oxygen consumption and in 

respiratory uncoupling in the presence of complex I substrates, as well as compromised 

Ca2+ buffering ability. Malondialdehyde concentration increased, whereas the ROS-

detoxifying enzyme Mn2+ superoxide dismutase (MnSOD) and aconitase lost activity. In 

the mitochondrial respiratory chain, the concentration and activity of complex I and 

complex IV decreased. Among other mitochondrial enzymes and transporters, adenine 

nucleotide carrier and glutaminase decreased. 2-Oxoglutarate dehydrogenase and 

pyruvate dehydrogenase also decreased. Data strongly suggest that in the female rat 

heart, estrogen depletion leads to progressive, severe mitochondrial dysfunction.

Introduction

Estrogens (17β-estradiol, estrone and progesterone) 
control diverse reproductive system functions. Their 
participation in other physiological processes such 
as cognition (Sherwin 1999), cardiovascular function 
(Stevenson 2000), immunity (Ahmed  et  al. 1999) 
and bone and mineral metabolism (Compston 2001) 

has been reported. Thus, estrogens are considered 
pleiotropic hormones. Estrogens enter the nucleus 
after being internalized by estrogen receptors α and β 
(ERα and ERβ) (Hall  et  al. 2001). In the myocardium, 
non-genomic pathways involving plasma membrane-
bound ERs that activate protein kinase-mediated 
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signaling cascades have been described (Sugden & Clerk 
1998, Nuedling  et  al. 1999). Each estrogen receptor is 
codified by a unique gene (Giguere  et al. 1998), which  
possesses the characteristic functional domains of 
the steroid/thyroid hormone superfamily of nuclear 
receptors (Matthews & Gustafsson 2003).

ERα and ERβ are widely distributed. ERα is  
expressed primarily in the uterus, liver, kidneys 
and heart, whereas ERβ is expressed primarily in 
the ovaries, prostate, lungs, gastrointestinal tract, 
bladder and hematopoietic and central nervous 
systems. Both receptors are co-expressed in mammary 
glands, epididymis, thyroid, adrenals, bone and 
some brain regions (Orshal & Khalil 2004, Mendoza-
Garcés et al. 2011, Knowlton & Lee 2012). In addition, 
both receptors have been found in mitochondria, 
where their functions seem to be different and  
even antagonistic (Pedram  et  al. 2006, Psarra & 
Sekeris 2008, Yang et al. 2009). In brain mitochondria,  
estrogens modulate mitochondrial functions such 
as oxidative phosphorylation (Wang  et  al. 2001, 
Duckles  et  al. 2006) and Ca2+ uptake (Nilsen & Diaz 
Brinton 2003). In mouse heart, estrogens increase 
mitochondrial respiratory complex IV activity 
(Hsieh  et  al. 2006). In monkeys and in MCF-7 
human breast cancer cells, estrogens may regulate 
mitochondrial biogenesis and size (Irwin  et  al. 2008, 
Rosario et al. 2008). However, in rats, this response has 
not been observed (Mattingly et al. 2008).

We used oophorectomized rats as a model to study 
estrogenic depletion. In adipose tissue mitochondria, 
oophorectomy decreases oxidative capacity and 
antioxidant defenses (Nadal-Casellas  et  al. 2011), as 
well as complex IV (COX) and pyruvate dehydrogenase 
(PDH) activities in whole-brain mitochondria 
(Irwin  et  al. 2011). However, these changes have not 
been fully explored in heart mitochondria. Estrogen 
receptors have been reported in the mitochondrial 
inner membrane and matrix of neurons, primary 
cardiomyocytes, murine hippocampus cell lines and 
human heart cells, whereas for other steroids, such as 
progesterone, receptors have been found only in the 
outer membrane (Dai et al. 2013).

We observed that oophorectomy affects heart 
mitochondrial functions such as oxygen consumption, 
Ca2+ uptake, transmembrane potential and the expression 
of different mitochondrial oxidative phosphorylation-
related proteins; in castrated male rats, these results are 
not observed (Pavón  et  al. 2012). Thus, it was decided 

to evaluate the post-oophorectomy time-dependent 
evolution of heart mitochondria function.

Materials and methods

All experiments were conducted in agreement with 
ethical rules and guides from the Instituto Nacional de 
Cardiología, México (Record N°14-865).

Animals

Sixty Wistar female rats (3 weeks old) were used in the 
experiments. These were randomly assigned to one of two 
groups: control (Ctrl, intact rats) and oophorectomized 
(Cast). In addition, the latter were subdivided in three 
groups of twenty, to be analyzed at 1st, 2nd and 3rd 
month after surgery. Oophorectomy was performed in 
three-week-old animals under pentobarbital anesthesia. 
After surgery, rats were housed in our animal colony 
and maintained under controlled light/darkness cycles 
(12 h each) with water and rodent chow ad libitum.

Isolation of heart mitochondria

Rats were killed with sodium pentobarbital (100 mg/kg i.p.),  
and the heart was obtained. Heart tissue was incubated 
for 10 min with 2 mg/g of proteinase K (Sigma, P6556). 
Digested samples were centrifuged at 11,951.9 g, and 
the resulting pellet was homogenized in 125 mM KCl, 
1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7.3 (Pavón et al. 2012) and 
centrifuged again at 478.1  g, to pellet debris. From the 
supernatant, mitochondria were separated by differential 
centrifugation. Protein concentration was determined by 
the Bradford method (Bradford 1976).

Oxygen consumption measurements

It was assayed polarographically with a Clark electrode 
at 25°C. Reaction medium was 125 mM KCl, 3 mM 
phosphate, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7.3. 
Either 10 mM succinate + 5 μg/mL rotenone or 5 mM 
glutamate + 5 mM malate were added as respiratory 
substrates. 300 μM ADP was added to induce the 
phosphorylating state (state 3) as described in Pavón and 
coworkers (Pavón et al. 2012). Mitochondria were added 
to a final concentration of 0.5 mg prot/mL; final volume 
was 1.5 mL. Respiratory control (RC) was calculated as 
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the quotient between the rate of oxygen consumption 
in state 3 (ADP-stimulated respiration) and the rate in 
state 4 (after ADP pulse is entirely phosphorylated and 
respiration shifts to resting state).

Calcium uptake

Mitochondrial Ca2+ uptake was measured 
spectrophotometrically at 675–685 nm (dual wavelength 
mode) at room temperature using the indicator Arsenazo 
III as described by Janssen and Helbing (1991). Briefly, 
10 mM succinate, 5 μg/mL rotenone, 100 μM CaCl2, 50 μM 
Arsenazo III, 100 μM ADP and 2 mg of mitochondrial 
protein were added to 2.9 mL 125 mM KCl, 3 mM 
phosphate, 10 mM HEPES, pH 7.3.

Enzyme activities

Citrate synthase (CS) was measured at 412 nm (ε = 13.6 mM/
cm) in a reaction mixture containing 0.023 mg/mL acetyl-
CoA, 0.1 mM DTNB (5,5′-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid), 
0.25 mM oxaloacetate, 0.05% Triton X-100 and 10 mM 
Tris–HCl, pH 8; mitochondria 0.03 mg prot/mL. CS 
activity was used for normalization of enzyme activities 
(Davies et al. 2001, Barrientos et al. 2009, Schwarzer et al. 
2013). NADH:decylubiquinone oxidoreductase (complex 
I) activity was measured by following the fluorescence 
changes of NADH at 460 nm using SET buffer (250 mM 
sucrose, 0.2 mM EDTA and 50 mM Tris, pH 7.2), 0.155 mM 
NADH, 0.077 mM decylubiquinone, 10 μM antimycin A, 
0.05% Triton X-100 and 0.5 mg prot/mL mitochondria 
(Barrientos  et  al. 2009). Rotenone (10 μM) was added to 
inhibit complex I and remaining inhibitor-insensitive 
activities were subtracted to the data. Succinate:DCPIP 
oxidoreductase (complex II) activity was measured 
spectrophotometrically at 590 nm (ε = 15.96 mM/cm) in SET 
buffer, 100 μM DCPIP, 10 mM succinate, 10 μM antimycin 
A, 5 μM rotenone and 0.5 mg prot/mL mitochondria 
(Barrientos et al. 2009). An OMEGA microplate reader was 
used to determine CS and complexes I and II activities; 
final volume per well was 200 μL. Complex IV activity was 
measured as cyanide-sensitive oxygen consumption in 
the presence of 5 mM ascorbate, 1 μM TMPD (tetramethyl-
phenylenediamine), 10 μM antimycin A and 0.5 mg prot/
mL mitochondria (Barrientos  et  al. 2009). NaCN (1 mM) 
was added to inhibit respiration at the end of each trace. 
Pyruvate dehydrogenase (PDH) and 2-oxoglutarate 
dehydrogenase (2-OGDH) activities were measured as in 
Cooney and coworkers (Cooney  et  al. 1981) with slight 

modifications using 125 mM KCl, 10 mM phosphate, 
10 mM Tris/HCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Triton X-100, 2 mM 
NAD+, 0.63 mM CoA, 1 mM TPP, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 
10 μM rotenone, pH 7.4; mitochondria 0.5 mg prot/mL. The 
reaction was started with either 10 mM pyruvate or 10 mM 
2-oxoglutarate. Reduction of NAD+ (ε = 6.22 mM/cm) was 
followed in a DW2000 AMINCO OLIS spectrophotometer 
at 340 nm. Aconitase activity was measured as in Hausladen 
& Fridovich (1994). Mitochondria were solubilized by 
adding 0.05% Triton X-100 in 25 mM phosphate, pH 7.2. 
Then, 0.6 mM MnSO4 and 10 mM citrate were added to 
the reaction mixture. The formation of cis-aconitate was 
measured at 240 nm.

Malondialdehyde by capillary zone electrophoresis

Malondialdehyde was determined as in Claeson and 
coworkers (Claeson et al. 2000). Briefly, 2 mg mitochondria 
were washed with methanol (1:1), centrifuged at 16,000 g 
for 15 min and filtered through a 0.22 μm nitrocellulose 
membrane. Samples were diluted (1:10) with 0.1 M 
NaOH and analyzed in a P/ACE MDQ (Beckman 
Coulter). Capillary tube was preconditioned with 0.1 M 
NaOH/10 min, distilled water/10 min and finally with 
10 mM borate + 0.5 mM CTAB, pH 9 buffer. Separation was 
performed at −25 kV/4 min and absorbance was followed 
at 267 nm.

Western blot

Mitochondria were powdered in liquid nitrogen and 
dissolved in RIPA lysis buffer (PBS 1×, 1% IGEPAL NP40, 
0.1% SDS and 0.05% sodium deoxycholate, pH 7.2) 
plus 5 mM protease inhibitor cocktail (Roche). Protein 
samples (40 μg) were re-suspended in loading buffer plus 
5% β-mercaptoethanol and separated under denaturing 
conditions. Electrophoretic transfer to PVDF membranes 
(BioRad) was followed by overnight immunoblotting at 4°C 
with 1:500 diluted primary antibodies (Santa Cruz) against 
complex I subunit ND1; complex IV subunit COX4; ATP 
synthase subunit 5B (beta); adenine nucleotide translocator; 
pyruvate dehydrogenase subunit E1α; 2-oxoglutarate 
dehydrogenase; succinate dehydrogenase subunit C or 
glutaminase. Bands were revealed with secondary antibodies 
conjugated with horseradish peroxidase (Santa Cruz). The 
signal was detected by chemiluminescence using an ECL-
Plus system (Amersham Bioscience). Densitometry was 
performed using the Scion Image Software (Scion; MD, USA) 
and normalized against its respective loading control.
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Blue native polyacrylamide gel electrophoresis 
(BN-PAGE) and in-gel enzymatic activities

BN-PAGE was performed as described by Schägger (2001). 
Briefly, mitochondrial pellet was re-suspended in sample 
buffer (750 mM aminocaproic acid, 25 mM imidazole,  
pH 7.0) and solubilized with 2 mg n-dodecyl-β-D-maltoside 
(lauryl maltoside, LM)/mg prot at 4°C for 30 min and 
centrifuged at 60,000  g; 4°C/25 min. Supernatants were 
loaded into 4–12% (w/v) polyacrylamide gradient gels. 
After electrophoresis, in-gel NADH oxidoreductase (NDH) 
and cytochrome c oxidase (COX) activities were performed 
as in Zerbetto and coworkers (Zerbetto et al. 1997). BN-gels 
not subjected to in-gel activities, were stained with 
Coomassie blue G-250 (Wittig et al. 2007). Densitometry 
was done using the ImageJ (1.49v) software (NIH) and 
normalized against its respective loading control.

Superoxide dismutase (MnSOD) activity

MnSOD activity was determined in non-denaturing gels. 
Solubilized mitochondria (200 μg) were loaded into 10% 
polyacrylamide gels. After electrophoresis, gels were 
incubated in 0.5 mg/mL nitrotetrazolium blue (NTB) for 
30 min and then in 28 mM TEMED, 36 mM potassium 
phosphate, 0.28 mM riboflavin, pH 7.8, in the darkness 
for 10 min. Activities were revealed by exposure to UV 
light for 10 min. A standard curve was performed using 
a serial dilution (2.5, 5, 10, 15, 30 and 60 ng) of MnSOD 
from bovine erythrocytes (Sigma Chemical Co.). Activities 
were calculated as in Pérez-Torres and coworkers (Pérez-
Torres et al. 2009).

Statistical analysis

Student’s t-test for unpaired data was used to compare  
the baseline variables of the groups. ANOVA test was 
employed and when a significant F was obtained, a 
Newman–Keuls post-test was used to find intergroup 
differences. A P < 0.05 was considered statistically 
significant. For statistical analysis, we used Prism  
5.0 software.

Results

Strong evidence indicates that estrogens control 
mitochondrial functions. Blood vessel mitochondria 
from oophorectomized rats (Cast) exhibit a delay in 
respiration that disappears upon estradiol administration 
(Duckles  et  al. 2006). Thus, we explored functional 
alterations in rat heart mitochondria at one, two and 
three months after oophorectomy.

Oxygen consumption measurements were 
performed to analyze the progressive effect of castration 
on rat heart mitochondrial oxidative phosphorylation 
(OXPHOS) system (Table  1). Respiratory substrates 
used were succinate or glutamate–malate. Succinate-
dependent oxygen consumption and respiratory 
controls (RC) were similar in oophorectomized (Cast) 
groups and in non-oophorectomized controls (Table 1 
and Supplementary Fig. 1, see section on supplementary 
data given at the end of this article). By contrast, in 
the presence of glutamate–malate, respiratory coupling 
gradually decreased from the 1st month after surgery, 
whereas state 4 increased up to two times (Table 1 and 

Table 1 Oxygen consumption and respiratory controls in isolated heart mitochondria from control (Ctrl) and castrated (Cast) 

female rats at different times after surgery.

Condition

+ Glutamate–malate + Succinate–rotenone

State 4 State 3 RC State 4 State 3 RC

1st month      
 Ctrl 36 ± 10 178 ± 42 5.2 ± 1.2 54 ± 9 153 ± 31 2.8 ± 0.2
 Cast 56 ± 8 192 ± 36 3.4 ± 0.5* 70 ± 8 186 ± 35 2.7 ± 0.6
2nd month       
 Ctrl 32 ± 6 152 ± 23 4.8 ± 1.1 71 ± 23 190 ± 36 2.8 ± 0.8
 Cast 92 ± 19** 164 ± 27 1.9 ± 0.6*** 70 ± 14 172 ± 19 2.5 ± 0.5
3rd month       
 Ctrl 33 ± 6 165 ± 16 5.1 ± 1.1 49 ± 13 141 ± 29 3.0 ± 0.9
 Cast 62 ± 13* 96 ± 16** 1.6 ± 0.4*** 54 ± 19 157 ± 40 3.1 ± 0.9

Oxygen consumption was measured at 25°C, incubating mitochondria in 1.5 mL of a medium containing 125 mM KCl, 3 mM phosphate, 2 mM MgCl2, 
10 mM HEPES, pH 7.3 and either 5 mM glutamate + 5 mM malate or 10 mM succinate + 5 μg/mL rotenone as substrates. To induce phosphorylating state 
(state 3), 300 μM ADP was added to the reaction chamber. Mitochondrial respiratory control (RC) is defined as the ratio between the rate of oxygen 
consumption in phosphorylating and non-phosphorylating states (RC = state 3/state 4). Values of oxygen consumption are expressed as ngAO/min.mg 
prot. Data of six independent experiments are shown as the mean ± S.D. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 with respect to each Ctrl value.
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Figure 1
Progressive mitochondrial protein contents 
modifications during the first three months after 
oophorectomy. Panel A, one month; panel B, two 
months; panel C, third month after castration. Left 
panels (i) western blot analysis of proteins from intact 
(Ctrl) and castrated (Cast) female rat mitochondria. 
ND1, NADH ubiquinone oxidoreductase (complex I); 
COX IV, cytochrome c oxidase subunit 4; ATPase, ATP 
synthase subunit 5B (beta); ANT, adenine nucleotide 
translocase; PDH-E1α, pyruvate dehydrogenase subunit 
E1; 2-OGDH, α-ketoglutarate dehydrogenase; SDHC, 
succinate dehydrogenase subunit B; GA, glutaminase. 
Right panels (ii), variations in protein contents 
compared to the control ND1. Representative blots and 
data from three independent experiments; *P < 0.05 
and **P < 0.01.
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Supplementary Fig. 1). At the 3rd month after surgery, 
state 3 decreased near to half (Table  1). These results 
suggested a dysfunction of complex I, which is highly 
sensitive to stress and can be regulated by estrogens 
(Chen et al. 2009).

Previously, in rats tested at the 4th month after 
castration, we detected changes in different mitochondrial 
OXPHOS-related proteins such as cytochrome c 
oxidase, ATP synthase, adenine nucleotide translocase 
(ANT), pyruvate dehydrogenase subunit 1 (PDH-E1α), 
2-oxoglutarate dehydrogenase (2-OGDH), succinate 
dehydrogenase subunit C (SDHC) and glutaminase (GA). 
These data led to measure the activity and contents of 
these proteins at different times after oophorectomy 
(Fig. 1).

At the 1st month, Cast rats showed similar contents 
of mitochondrial OXPHOS-related proteins as those of 

Ctrl (Fig.  1A). Then, at 2nd and 3rd months, some of 
these proteins gradually changed their expression (Fig. 1B 
and C). For example, at the 2nd month, there was a 
perceptible decrease in 2-OGDH, SDHC and GA (Fig. 1B) 
and later on the decrease was more evident (from 0.5 to 
5 times approximately) for most proteins, particularly 
for PDH (Fig. 1C). Besides, it was of interest to determine 
if these low levels of protein expression correlated with 
changes in OXPHOS complexes function; therefore, these 
enzymes were explored.

The amount of complexes I, III, IV and V was 
determined by BN-PAGE (Fig. 2A). After oophorectomy, a 
progressive decrease in complex I was observed (Fig. 2A) 
and evidenced further by densitometry (Fig. 2D). At the 
3rd month, a slight decrease in complex IV content was 
also present (Fig.  2A and  D). As there are only subtle 
changes in the amount of complexes III and V (Fig. 2A 

Figure 2
Progressive effects of castration on heart mitochondrial OxPhos complexes I, III, IV and V from female rats. Lanes are from control (Ctrl) and 1-, 2- and 
3-month castrated rat heart mitochondrial samples. Isolated mitochondria were solubilized with lauryl-maltoside (LM) 2 mg/mg protein before 
electrophoretic separation. (A) Different samples were resolved by BN-PAGE in a 4–12% polyacrylamide gradient gel and were subjected to Coomassie 
staining. (B) In-gel NADH dehydrogenase activity (NDH); 1 mM NADH and 0.5 mg/mL Nitrotetrazolium blue chloride (NTB). (C) In-gel cytochrome c 
oxidase activity (COX); 0.04% diaminobenzidine and 0.02% cytochrome c. (D, E and F) Densitometry analysis of different protein bands from panels A 
(complexes I, III, IV and V), B (complex I in-gel activity (NDH)) and C (complex IV in-gel activity (IV)), respectively; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.01. 
Representative figures from 3 independent gels. Respiratory chain complexes of interest are marked as I and IV. ATP synthase (V) was used as loading 
control. A full colour version of this figure is available at http://dx.doi.org/10.1530/JOE-16-0161.
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and D), the last one was used as loading control. Only one 
control (1st month) is shown in Fig. 2 as no differences 
were observed throughout the three months (data not 
shown). Furthermore, in-gel activities for complexes I 
(Fig. 2B) and IV (Fig. 2C) decreased as post-castration time 
increased. Once again, densitometry analysis confirmed 
the differences in both NDH (Fig. 2E) and COX (Fig. 2F) 
activities at two and three months after castration.

Individual activities of the enzymes that decreased 
after oophorectomy were determined to verify our 
findings. Citrate synthase (CS) activity was almost the 
same at different post-castration times; only a slight 
decrease at the 3rd month was detected (Table  2). 

Therefore, to discard the effects of different yield or 
stability of mitochondria on enzyme activities, data were 
also normalized to their respective CS activities. Complex I  
activity decreased as post-oophorectomy time increased 
in a similar way as observed by in-gel staining (Table 2). 
In  addition, complex II activity did not change in any 
case (Table 2). The activities of complexes III and V were 
not determined as their respective relative contents did 
not change (Fig.  2A). PDH and 2-OGDH activities were 
also determined spectrophotometrically. At the 1st month 
after oophorectomy, no differences were found in enzyme 
activities, although beginning on the 2nd month, both 

Table 2 Effect of castration on the mitochondrial enzyme 

activities at different times (months) after surgery.

Enzyme Condition
Activity  

(%)
Activity (%)/CS 

activity (%)

Citrate synthase Control 100 ± 10a  
 Castrated   
  1st month 95 ± 9  
  2nd month 90 ± 12  
  3rd month 85 ± 12  
Complex I Control 100 ± 6b 1
 Castrated   
  1st month 90 ± 6 0.95
  2nd month 62 ± 10** 0.69**
  3rd month 31 ± 8*** 0.36***
Complex II Control 100 ± 13c 1
 Castrated   
  1st month 94 ± 15 0.99
  2nd month 83 ± 5 0.92
  3rd month 84 ± 16 0.98
Complex IV Control 100 ± 13d 1
 Castrated   
  1st month 91 ± 21 0.96
  2nd month 50 ± 12** 0.56**
  3rd month 47 ± 8*** 0.55***
Pyruvate  

dehydrogenase
Control 100 ± 14e 1
Castrated   
 1st month 94 ± 12 0.99
 2nd month 54 ± 10** 0.60**
 3rd month 10 ± 2*** 0.12***

2-Oxoglutarate 
dehydrogenase

Control 100 ± 12f 1
Castrated   

  1st month 102 ± 10 1.07
  2nd month 48 ± 6*** 0.53***
  3rd month 30 ± 4*** 0.35***

100% of activity corresponds to: a444.13 ± 43.9 nmol DTNB/min·mg prot; 
b627.2 ± 54.6 nmol NADH/min·mg prot; c141.6 ± 18.9 nmol DCPIP/min·mg 
prot; d620 ± 83.3 ngAO/min·mg prot; e34.5 ± 4.7 nmol NADH/min·mg prot; 
f121.8 ± 14.4 nmol NADH/min·mg prot. Activities were measured at room 
temperature (~25°C). In PDH, OGDH and complex II determinations, 
rotenone 10 μM was added to prevent the oxidation of the NADH or 
reverse electron transfer by complex I. Data from three-six independent 
experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001 with respect to each control value.

Figure 3
Effect of castration on Ca2+ transport by heart mitochondria isolated from 
female rats at different castration times. Mitochondrial protein (2 mg) 
was added to 3 mL of a medium containing 125 mM KCl, 10 mM succinate, 
10 mM HEPES, 3 mM phosphate, 100 μM ADP, 100 μM CaCl2, 5 μg rotenone 
and 50 μM arsenazo III. Arsenazo III absorbance changes were followed at 
675–685 nm; room temperature. Panel A, trace (i) shows intact female 
mitochondria from 1 month; trace (ii) shows castrated female 
mitochondria from 1 month; panel B trace (i) shows intact female 
mitochondria from 2 months; trace (ii) shows castrated female 
mitochondria from 2 months; panel C trace (i) shows intact female 
mitochondria from 3 months; trace (ii) shows castrated female 
mitochondria from 3 months. Representative traces from 10 independent 
experiments.
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decreased (Table  2). This was more evident at the 3rd 
month after surgery where PDH activity decreased almost 
10 times and 2-OGDH almost 3 times (Table 2).

Ca2+ overaccumulation is considered as another effect 
of oophorectomy on mitochondria (Pavón  et  al.  2012). 
Therefore, it was interesting to study whether this 
parameter changed in heart mitochondria. As Fig.  3A 
shows, at 1st month, there was no difference between Ctrl 
(trace i) and Cast (trace ii). At the 2nd month, a minimal 
difference was present (Fig.  3B, i and ii). Nonetheless, 
3rd month Cast mitochondria exhibited a mild loss in 
the capacity to retain Ca2+ (Fig. 3C). After 45 min, these 
mitochondria released about a 30% of Ca2+ (Fig. 3C).

Heart mitochondria are equipped with effective ROS 
scavenging systems. Dysfunctions in these systems are 
directly related to cardiovascular disease (Matthews & 
Gustafsson 2003, Nilsen & Diaz Brinton 2003, Orshal 
& Khalil 2004, Psarra & Sekeris 2008, Irwin et al. 2011). 
Earlier observations have evidenced the influence of 
estrogens on the expression and function of antioxidant 
proteins such as MnSOD (Baños  et  al. 2005a,b). These 
evidences raise the possibility of oxidative damage in 
Cast rats. To test if this condition was present, MnSOD 
and aconitase activities were quantified (Fig. 4 panels A, 
B) and malondialdehyde levels were measured (Fig. 5). In 
regard to MnSOD activity, it was found that at the 1st 
month after oophorectomy, there were no differences 

between Ctrl and Cast groups (Fig.  4A, i). However, at 
the 2nd month, activity was lower in Cast group, which 
was statistically significant (Fig. 4, ii). This difference in 
MnSOD activity was even more obvious at the 3rd month 
(Fig. 4, iii).

Figure 4
Superoxide dismutase (MnSOD) and aconitase 
activities in heart mitochondria from control and 
castrated female rats. Panel A figure (i) shows 
MnSOD activity in heart mitochondria from 
control (Ctrl) and castrated (Cast) rats after 1st 
month; figure (ii) shows MnSOD activity in Ctrl 
and Cast rats at the 2nd month; figure (iii) shows 
MnSOD activity in Ctrl and Cast at the 3rd month. 
Representative figures from 5 independent gels; 
images are representative of 10 separate 
experiments. Panel B trace (i) shows aconitase 
activity in Ctrl and Cast heart mitochondria at the 
1st month; trace (ii) shows aconitase activity at 
the 2nd month and trace (iii) shows aconitase 
activity at the 3rd month. The results are 
expressed as the mean ± S.D. from 10 different 
experiments. Unpaired t-test was used for 
statistical analysis. *P < 0.05, **P < 0.01.

Figure 5
Lipoperoxidation expressed as malondialdehyde generation in heart 
mitochondria from Ctrl and Cast female rats. The results are expressed as 
mean ± S.D. for 10 different samples per group analyzed. 2 mg of protein 
were used and malondialdehyde was separated at −25 kV/4 min at 
267 nm. Results were expressed as pmol/mL. *P < 0.05, ***P < 0.001.
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In a previous study, we found evidence that estrogens 
may control the expression of some proteins involved in 
OXPHOS (Pavón et al. 2012). Thereby, a dysfunction in the 
respiratory chain should also involve the overproduction 
of ROS. These ROS would inactivate enzymes containing 
iron–sulfur centers, e.g. aconitase and complexes I, II and III.  
Aconitase inactivation is an appropriate marker of the 
superoxide production on the matrix side (Muller  et  al. 
2004). No differences were detected at the 1st month 
(Fig. 4B, i), whereas inhibition was present from the 2nd 
month (40%) (Fig.  4B, ii) and increased during the 3rd 
month (54%) (Fig.  4B, iii). Thus, higher production of 
ROS or defective detoxification mechanisms will damage 
lipids, proteins and DNA. An indicator of oxidative damage 
is malondialdehyde (MDA), whose level increased in the 
Cast group beginning at the 2nd month and becoming 
even higher at the 3rd month (Fig. 5).

All previous data indicated that oophorectomy leads 
to dysfunctional mitochondria and increased levels of 
oxidative damage. Both effects have also been implicated 
in abnormal mitochondrial dynamics (fusion and fission) 
(Ong & Hausenloy 2010, Wohlgemuth et al. 2014). In an 
effort to determine if oophorectomy is associated with 
mitochondrial dynamics, we measured the expression of 
the fission-associated proteins Fis-1 and Drp-1, the fusion-
associated protein OPA-1 and the apoptosis-related proteins 
Bcl-2 and Bax. Figure 6 shows no significant changes in the 

expression of the dynamic-related proteins at any time after 
castration. In fact, only Fis-1 decreased at the first month, 
but increased back to Ctrl levels at the second and third 
month. In addition, we found a decrease in expression 
of Bcl-2 after the first month of castration, whereas an 
increase was detected at the third month (Fig. 7).

Mitochondrial dysfunction can result from a decrease 
in protein content (Chen et al. 2004, 2009) and activity of 
OXPHOS enzymes (Stirone et al. 2005). These may affect 
the important functions for the cell (e.g. Ca2+ uptake, 
metabolite transport, and so forth) and mitochondrial 
biogenesis (Mattingly et al. 2008). All such changes would 
presumably lead to a decrease in metabolites oxidation. 
Under our experimental conditions, it is probable that 
most of them were present and higher at the 3rd month 
after oophorectomy.

Discussion

After the 1st month post-oophorectomy, isolated 
mitochondria in the presence of glutamate–malate 
exhibited a slight decrease in respiratory coupling 
compared to the controls (Table 1). At the 2nd and 3rd 
months, respiratory coupling in Cast groups was almost 
40% and a decrease in complex I content and activity was 
detected (Fig. 2A, B, Tables 1 and 2). By contrast, using 
succinate–rotenone, respiratory activities and coupling 

Figure 6
Western blot detection of proteins Fis-1, Drp-1 and OPA-1. Panel A shows content of Fis-1 in each experimental group; Panel B shows the content of 
Drp-1 and Panel C, OPA-1 content. In all cases, 30 μg of each sample were loaded per lane. VDAC was used as loading control. Bars represent 
mean ± S.E.M. of 3 independent experiments; *P < 0.05.

Figure 7
Western blot detection of proteins Bax and Bcl-2. 
Panel A shows the content of Bax in each 
experimental group. Panel B shows content of 
Bcl-2 in each experimental group. VDAC was used 
as loading control. Bars represent mean ± S.E.M. of 
3 independent experiments; *P < 0.05.
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were not different between Ctrl and Cast groups at 
any time after surgery. Individual complex II activities 
normalized to CS were not affected in Cast groups (Table 2) 
even if SDHC subunit expression decreased ~40% (Fig. 1). 
COX IV and ATPase β subunits decreased, suggesting a 
general decrease in OXPHOS-related proteins. A decrease 
in complex IV content (~85%) and activity (~55%) was 
observed, whereas complexes III and V were constant 
(Fig. 2 and Table 2).

Although the amount and activity of complex IV 
decreased, electron flux through complexes I and II was not 
limited. In complex I-dependent respiration, flux control 
mostly lies on complexes I and III, whereas in complex 
II-dependent respiration, control lies on complexes 
III and IV (Bianchi  et  al. 2004). The stoichiometry for 
complexes I:II:III:IV is 1:1.5:3:6–7, respectively (Schägger 
& Pfeiffer 2001); thus, a partial decrease in complexes 
II and IV contents would not be expected to modify 
respiratory activity as would for instance, complex I 
deficiency. After oophorectomy, complex IV activity 
decreased up to 300 ngAO/min·mg prot (~50% of the 
Vmax); nevertheless, this value was still higher than the 
control respiratory rate in state 3 (Table  1). Thus, in 
Cast samples, succinate oxidation would not decrease 
as complex IV is still in excess compared to the other 
three complexes. Conversely, in the NADH–O2 reaction, 
glutamate and malate were oxidized through different 
pathways to produce NADH and feed the respiratory 
chain via complex I. That is, electron flux was mostly 
limited by complex I. In addition to the gradual loss of 
complex I contribution (Fig. 2 and Table 2), we found a 
lower activity in two of NAD-dependent dehydrogenases 
from the Krebs cycle: PDH and 2-OGDH (Fig.  1 and 
Table 2), which must have limited even further the rate 
of electron transfer through this pathway. Further studies 
are required to explore these individual pathways in heart 
mitochondria after oophorectomy.

Furthermore, it has been described that the 
transcription of the mRNA encoding for complex I 
subunits ND1, NDUFS7 and NDUFS8 might be regulated 
by estrogens (Too  et  al. 1999, Noguchi  et  al. 2002, 
Chen et al. 2009). Thus, in the absence of estrogens, a 
decrease in complex I content and activity would be 
expected as observed here (Fig. 2A and B). Remarkably, 
expression of subunit ND1 did not change after 
castration (Fig. 1). ND1 is a mitochondrial DNA-encoded 
protein, whereas NDUFS7 and NDUFS8 are codified by 
nuclear genes (Chen et al. 2009). The last two subunits 
are associated with each other and are also known to 
be part of the catalytic site for ubiquinone (Sánchez-

Caballero  et  al. 2016). We have not analyzed yet the 
expression of nuclear-encoded subunits, which are 
probably more susceptible to estrogenic regulation than 
the mitochondrial-encoded proteins as other nuclear 
proteins were clearly downregulated after oophorectomy 
(e.g. SDHC, COX IV, GA and PDH-E1α) (Fig.  1). For 
instance, GA expression is upregulated via estrogen-
related receptor alpha (ERRα during cell differentiation 
(Huang  et  al. 2016)). Estrogen receptors are known 
to play a crucial role in the transcriptional control 
of mitochondrial function and energy metabolism 
(Hsieh et al. 2006, Huang et al. 2016).

Inability to regulate matrix solutes is among the 
first alterations in damaged mitochondria. Here, Cast 
mitochondria exhibited dysfunction in Ca2+ accumulation 
at the 3rd month after surgery (Fig. 3C). The inability of 
isolated heart mitochondria to hold Ca2+ and its further 
release may be due to MPTP activation and transmembrane 
potential depletion, a condition fully achieved at the 4th 
month (Hunter et al. 2012, Pavón et al. 2012). Different 
stress conditions such as ischemia, hypoxia, oxidative 
stress and cytotoxic drugs were identified as inducers 
of MPTP. A link between estrogen deficiency and MPTP 
activation is suggested, but then again, the mechanism 
remains obscure.

Cardiac mitochondria exist in two functionally 
distinct populations: subsarcolemmal mitochondria 
(SSM) and interfibrillar mitochondria (IFM) (Palmer et al. 
1977). SSM are released by tissue homogenization 
leaving behind skinned myocytes; the liberation of IFM 
from skinned myocytes requires a brief exposure to a 
protease. Aging (Fujioka  et  al. 2011, Suh  et  al. 2003) 
and caloric restriction (Hofer  et  al. 2009) studies have 
shown that age-related decline in mitochondrial capacity 
affects IFM, whereas SSM located beneath the plasma 
membrane remain unaffected. Changes in morphology 
and disposition in IFM without estrogens were reported 
previously (Zhai et al. 2000); the SSM population was not 
studied by these authors. Based on these observations, it 
would be very interesting to determine whether changes 
occur only in the IFM population.

Moreover, it has been described that oxidative stress 
in Cast mitochondria and antioxidant systems, such as 
MnSOD, depends on estrogens (Baños  et  al. 2005a,b, 
Pedram  et  al. 2006, Bellanti  et  al. 2013). Thus, estrogen 
loss probably impairs SOD activity increasing ROS 
(Borras et al. 2007), as in fact we found (Figs 4 and 5). ROS 
damaged aconitase and increased malondialdehyde. Also, 
key enzymes involved in mitochondrial bioenergetics, 
such as 2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH), were 
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probably affected by ROS (Gibson et al. 2000, Starkov et al. 
2004, Martin et al. 2005).

In regard to the possibility of disequilibrium in 
apoptosis, we evaluated the expression of two members 
of the Bcl-2 protein family, which regulate apoptosis. 
We measured Bax, which is a pro-apoptotic protein 
and Bcl-2 that is an anti-apoptotic protein. Although 
Bax remained constant, Bcl-2 levels decreased at the 1st 
month after castration and then increased at the 3rd 
month (Fig.  7). However, no increase in apoptosis was 
observed (data not shown).

Our findings provide an important overview of the 
cardioprotective effect of estrogens on mitochondrial 
bioenergetics and dynamics. At menopause, the decrease 
in estrogens may contribute to cardiac vulnerability 
by playing important roles in intracellular energy and 
redox-dependent intracellular signaling. Mitochondrial 
contents have to adapt to cellular growth rate and meet 
cell requirements. In this landscape, estrogens could 
orchestrate a comprehensive cardiac transcriptional 
program including use of substrates, production and 
transport of ATP and modulation of antioxidant 
enzymes (Noguchi  et  al. 2002, Baños  et  al. 2005a,b, 
Klinge 2008). Estrogen levels in rats vary and seem to 
affect mitochondrial functions. In rats, it is known that 
steroidogenesis by testes or ovaries are reactivated at 
30–45  days of postnatal life (Banu & Aruldhas 2002) 
reaching their maximum levels of estrogens at puberty at 
10 weeks of age (Ojeda et al. 2007). To avoid hormonal 
influences and isolate estrogen depletion-related damage, 
three-week-old rats were used. Our animals will not be 
exposed to estrogens in their lifetime unless these are 
provided exogenously. Thus, our model is not exactly 
equivalent to menopause.

Sexual hormones affect diverse non-reproductive 
tissues including immune, central nervous and skeletal 
systems, as well as cells from liver, skin and kidneys 
(Smith  et  al. 1994, Carani  et  al. 1997, Kovats 2012, 
2015, Koss  et  al. 2015, Khalid & Krum 2016, Khan & 
Ansar Ahmed 2016). There is a variety of biological 
effects, many of which bear no clear relationship to 
their primary reproductive functions. Particularly 
in rodents, estrogens have many actions that may 
affect the body weight and adiposity independently 
of feeding patterns, including energy expenditure, 
gastrointestinal function, basal metabolism, growth and 
body composition. For example, estrogen deprivation 
decreases triiodothyronine (Thomas et al. 1986). Thyroid 
hormones and estrogens exhibit overlapping functions 
and cross-modulate genes involved in reproduction and 

sexual behavior (Vasudevan et al. 2001). On the other 
hand, estrogens prevent hypertension by modulating 
the renin–angiotensin–aldosterone system (RAAS), 
acting not only on the kidney, heart and vasculature but  
also on the central nervous system (Sullivan 2008, 
Sandberg & Ji 2012, O’Donnell  et  al. 2014). Estrogens 
also modulate pituitary growth hormone (GH) secretion 
and signaling (Sinha et al. 1979, Kerrigan & Rogol 1992, 
Baik et al. 2011, Fernández-Pérez et al. 2013). Thus, after 
menopause or oophorectomy, a precipitous decline 
in insulin levels and sensitivity is present, parallels 
an increase in fat mass and elevations in circulating 
inflammatory markers, low-density lipoproteins (LDL), 
triacylglycerols and fatty acids, i.e. estrogen deprivation 
leads to metabolic syndrome (Pfeilschifter  et  al. 2002, 
Sites et al. 2002, Carr 2003, Toth et al. 2006). Estrogens 
have also been linked to cholecystokinin, increasing  
its satiation action (Asarian & Geary 2006). Low 
estrogen levels promote increased body weight and 
adiposity (Mauvais-Jarvis  et  al. 2013). This was also 
observed in our experimental groups (1st month Ctrl 
75 ± 10 g vs Cast 85 ± 13 g; 2nd month Ctrl 109 ± 14 g 
vs Cast 137 ± 14 g; 3rd month Ctrl 216 ± 21 g vs Cast 
269 ± 13 g).

Our study evaluated the progression of the 
oophorectomy-evoked changes in cardiac mitochondrial 
OXPHOS functions. These modifications were fully 
established only after three months of castration and 
not at 2  weeks as in mitochondria from other organs 
(Li  et  al. 2009, Cavalcanti-de-Albuquerque  et  al. 2014). 
These effects clearly mimic those observed in human 
menopause (Barrett-Connor 2013). Thus, our data provide 
strong evidence in favor of estrogen substitution therapy  
(Al-Safi & Santoro 2014, Whayne & Mukherjee 2015).

Surgical castration is generally favored as a model 
of menopause. However, 4-vinylcyclohexene diepoxide 
(VCD) has been recently proposed to reproduce 
‘menopausal conditions’ as it destroys preantral ovarian 
follicles preserving ovaries (Hoer et al. 2001, Mayer et al. 
2002). VCD increases markers of oxidative damage and 
inflammation (in liver and kidney) and also caspases 
9 and 3 and other side effects (Abolaji et al. 2016). In 
heart, these secondary effects have not been discarded, 
so, we advocate surgery over VCD as a model to study 
estrogen depletion.

In conclusion, in rat heart mitochondria, estrogen 
deprivation gradually leads to (a) decreased contents 
and function of aerobic metabolism-related proteins 
such as complex I, complex IV, ATPase-b, ANT, PDH-
E1α, 2KGDH, SDHC and GA; (b) impaired mitochondrial 
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Ca2+ transport; (c) decreased ROS-detoxifying enzyme 
activities and (d) increased lipoperoxidation (MDA). 
By contrast, it is suggested that fusion and fission were 
not affected, as only small and reversible changes in 
proteins Fis-1, Drp-1 and OPA-1 were detected (Fig. 6). 
In addition, mitochondrial biogenesis probably was not 
affected as CS activity did not change after castration 
(Table 2). All oophorectomy effects were progressive; at 
month 1, some were hardly detectable and gradually 
became more evident at months 2 and 3. Our evidence 
suggests that estrogens regulate mitochondrial function 
(Hall  et  al. 2001, Duckles  et  al. 2006, Pedram  et  al. 
2006, Psarra & Sekeris 2008, Yang et al. 2009), probably 
through transcriptional changes (Orshal & Khalil 2004, 
Klinge 2008, Mattingly  et  al. 2008) that lead to loss  
of OXPHOS.
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México, 04510, México DF, México, 2Department of Cellular and Developmental Biology, Instituto de Fisiologı́a
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ABSTRACT

Staphylococcus epidermidis has become a major health hazard. It is necessary to study its metabolism and hopefully uncover
therapeutic targets. Cultivating S. epidermidis at increasing oxygen concentration [O2] enhanced growth, while inhibiting
biofilm formation. Respiratory oxidoreductases were differentially expressed, probably to prevent reactive oxygen species
formation. Under aerobiosis, S. epidermidis expressed high oxidoreductase activities, including glycerol-3-phosphate
dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase, ethanol dehydrogenase and succinate dehydrogenase, as well as cytochromes bo
and aa3; while little tendency to form biofilms was observed. Under microaerobiosis, pyruvate dehydrogenase and ethanol
dehydrogenase decreased while glycerol-3-phosphate dehydrogenase and succinate dehydrogenase nearly disappeared;
cytochrome bo was present; anaerobic nitrate reductase activity was observed; biofilm formation increased slightly. Under
anaerobiosis, biofilms grew; low ethanol dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase and cytochrome bo were still present;
nitrate dehydrogenase was the main terminal electron acceptor. KCN inhibited the aerobic respiratory chain and increased
biofilm formation. In contrast, methylamine inhibited both nitrate reductase and biofilm formation. The correlation
between the expression and/or activity or redox enzymes and biofilm-formation activities suggests that these are possible
therapeutic targets to erradicate S. epidermidis.
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INTRODUCTION

Staphylococcus epidermidis is a coagulase-negative saprophytic in-
habitant of the outer skin layers where it excludes pathogenic
bacteria such as S. aureus (Otto 2009; Cogen et al. 2010). Regret-
fully, when S. epidermidis is introduced into tissues by needle
punctures or surgical wounds, it becomes amajor health hazard
as it forms biofilms on catheters or prosthesis forcing their re-
moval (Gristina 1987; Raad, Alrahwan and Rolston 1998). Among
coagulase-negative staphylococci-caused prosthetic valve infec-
tive endocarditis, S. epidermidis is found in 82% cases (Mack et al.
2013). Also in 30%–43% implant perioperative infections (Zim-
merli, Trampuz and Ochsner 2004) and in 50%–70% catheter-
related infections (von Eiff, Peters and Heilmann 2002).

In spite of its growing importance as a human pathogen,
the metabolism of S. epidermidis has not been fully character-
ized. Also, the signals that promote biofilm formation are poorly
understood, although it is known that stress triggers the ex-
pression of proteins that bind cells together and enhance resis-
tance to antiseptics, antibiotics and host defenses (Cramton et
al. 2001; Vuong and Otto 2002; Kostakioti, Hadjifrangiskou and
Hultgren 2013). To optimize treatment, S. epidermidismetabolism
and biofilm-forming activity have to be understood (Vuong and
Otto 2002).

Staphylococcus epidermidis is a facultative anaerobe, i.e. it can
survive in awide range of [O2]. This bacterium thrives on human
skin, where [O2] ranges from 2% to 5% (Peyssonnaux et al. 2008)
and also in ischemic/anoxic tumors and abscesses where [O2]
is zero (Atkuri et al. 2007; Wiese et al. 2012). Staphylococcus epider-
midis biofilm-forming activity increases as [O2] decreases (Cram-
ton et al. 1999, 2001; Cotter, O’Gara and Casey 2009; Cotter et al.
2009). Indeed, production of biofilm-associated molecules such
as the cell adhesion-promoting, extracellular polysaccharide
β-1,6-linked glucosaminoglycan is enhanced at low [O2] (Cram-
ton et al. 1999). Anaerobic growth increases biofilm formation in
both S. aureus and S. epidermidis (Cramton et al. 2001; Fuchs et al.
2007; Cotter et al. 2009).

Bacteria contain branched respiratory chains with multiple
terminal oxidases that work at different [O2] (Anraku 1988).
These alternative pathways allow survival in adverse and chang-
ing environments (Nakano et al. 1997; Mukhopadhyay et al. 2002;
Gandhi and Chikindas 2007; Desriac et al. 2013). In this regard,
the closely related S. aureusmodifies its respiratory chain as [O2]
varies (Taber and Morrison 1964; Artzatbanov and Petrov 1990;
Fuchs et al. 2007; Gotz andMayer 2013; Hammer et al. 2013). Thus,
it was hypothesized that the adaptation of both the response to
[O2] and the propensity to form biofilms are related. The emerg-
ing pathological importance of S. epidermidis led us to analyze its
oxidative phosphorylation machinery as well as the generation
of biofilms when grown under aerobic, microaerobic or anaer-
obic conditions. Such knowledge may uncover different thera-
peutic targets as it has in other research efforts (Gordon et al.
2010; Hurdle et al. 2011; Kim et al. 2013).

MATERIALS AND METHODS

Materials

Brij 58, Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), glycerol-3-
phosphate, glycerol, horse heart cytochrome c, methyl-viologen,
lead (II) nitrate, NAD+, NADH, ATP, n-dodecyl β-D-maltoside, ni-
trotetrazolium blue chloride (NBT), phenylmethylsulfonyl fluo-
ride (PMSF), sodium deoxycholate, sodium dithionite, sodium
dodecyl sulfate, GramStain Kit and trizma basewere fromSigma

Co (St Louis, MO). Ethanol, magnesium sulfate, potassium ni-
trate, potassium cyanide, potassium carbonate, potassium hy-
droxide, sodium phosphate, sodium bicarbonate and succinic
acid were from JT Baker (Center Valley, PA). TSB medium, 3,3′-
Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate (DAB) and digi-
tonin were from Fluka (Taufenkirchen, Germany). Ammonium
persulfate, acrylamide and Bis N,N´-Methylene-bis-acrylamide
were from BioRad (Richmond, CA). Imidazol and ξ-amino-
caproic were from MP (Santa Ana, CA). Glucose and ammonium
sulfate were from Merck (Kenilworth, NJ); Tryptone was from
Difco (Sparks, MD); yeast extract was from Bioxon; and PCRMas-
ter mix (2X) was from Thermo Scientific (Whaltham, MA).

Bacterial strain and growth

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 was donated by Dr Juan
Carlos Cancino Dı́az (Instituto Politécnico Nacional). Bacteria
were grown in LB medium at 27◦C under aerobic (Ae) conditions
under shaking (250 rpm) unless otherwise specified; under mi-
croaerobic (μA) conditions (5% CO2 atmosphere, static); and un-
der anaerobic (An) conditions generated with GazPak EZ anaer-
obe pouch in a sealed acrylic chamber (static). Pre-cultures were
grown in TSB for 24 h at 37◦C, 250 rpm. A 1:15 dilution in LB
wasmade in a sterile 100-well TrueLine Honeycomb Cell Culture
Plate and grown at 27◦C. Absorbance at 600 nm was measured
every 3 h in a Bioscreen C spectrophotometer (Growth Curves,
USA). To induce cytochrome bd expression, S. epidermidis was
grown in G-medium (Hanson, Srinivasan and Halvorson 1963)
with 0.8% casein hydrolysate, 0.32% L-Glutamic acid, 0.21% D-L
alanine and 0.12% asparagine under μA for 48 h (Escamilla et al.
1987).

DNA extraction, mutS and yqiL amplification

DNA extraction was performed with a Quick-gDNA MiniPrep
from Zymo Research. mutS and yqiL genes were amplified by
PCR using a PCR Master Mix (Life technologies) containing Taq
polymerase. Oligonucleotides used to amplifiy a mismatch re-
pair protein mutS were as follows:

mutS− F3 (GATATAAGAATAAGGGTTGTGAA
and
mutS− R3 GTAATCGTCTCAGTTATCATGTT)

which amplified a 412-bp fragment (Thomas et al. 2007). Acetyl
coenzyme A acetyltransferase yqiL oligonucleotides were as fol-
lows:

yqi L − F2 (CACGCATAGTATTAGCTGAAG)
and
yqi L − R2 (CTAATGCCTTCATCTTGAGAAATAA)

which amplified a 416-bp fragment (Wang et al. 2003). Both PCR
assays involved an initial denaturation at 94◦C for 5 min, 35 cy-
cles of 94◦C for 1 minute, 55◦C for 40 s and 72◦C for 40 s; and
a final extension of 72◦C for 5 min. PCR amplification products
were subjected to electrophoresis in 1% agarose gels and ethid-
ium bromide staining.

Biofilm detection

Staphylococcus epidermidis pre-cultures and cultures were per-
formed as indicated previously. After incubation in 300 μL for
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6, 12, 24 or 30 h in Costar 96 well plates, each well was gen-
tly washed three times with 200 μL phosphate-buffered saline
(PBS), dried and stained with 1% crystal violet for 15 min. Plates
were rinsed with PBS three more times, and bound crystal vio-
let was solubilized in 200 μL ethanol-acetone (80:20 v/v). Optical
density at 600 nm (OD600) was determined in a Polar Star Omega
(BMG Labtech) microplate reader (Okajima et al. 2006). To eval-
uate the effect of different respiratory chain inhibitors, cyanide
or methylamine was added to the microplate at the beginning
of the assay.

Bovine heart mitochondria

Beef heart mitochondria (BHM) obtained as in Löw and Vallin
(1963) were a gift from Dr Marietta Tuena (IFC, UNAM). These
were used as activity standards for different mitochondrial res-
piratory enzymes and for ATPase (Wittig, Braun and Schagger
2006; Wittig, Karas and Schagger 2007).

Cell membrane isolation

All procedures were conducted at 4◦C. Cells were centrifuged at
10 000 × g for 10 min and washed with isolation buffer (50 mM
Tris-HCl pH 7.4). The pellet was suspended in isolation buffer
plus 1mM EDTA and 1 mM PMSF. Cells were disrupted by five
passages through a French Press at 4000 psi (SLM Aminco). The
suspension was centrifuged at 10 000 × g for 20 min to remove
unbroken cells; the supernatant was centrifuged at 200 000 × g
for 90min (Niebisch andBott 2003). Themembrane pelletwas re-
suspended and homogenized in isolation buffer plus 1mMPMSF.
Protein was quantified by Bradford, frozen at −70◦C and stored
until further use.

Spectral analysis of cytochromes

Cell membranes from 24-h cultures grown in LB media at 27◦C
were suspended in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) plus 30% (v/v)
glycerol, frozen with liquid nitrogen in 2 mm light path cuvettes
and analyzed in an Olis DW2000 spectrophotometer. Differen-
tial spectra from 400 to 700 nm were obtained from dithionite-
reducedminus persulfate-oxidized and dithionite+CO-reduced
minus dithionite-reduced membranes.

Nitrate reductase activity

Cells grown under Ae, μA or An conditions were sonicated three
times 30 s with 10 s rests and centrifuged at 10 000 × g for 10
min to remove unbroken cells. Methyl-viologen oxidation by ni-
trate reductase of the cytosolicmembrane extracts was recorded
at 546 nm in an Aminco-Olis DW 2000 spectrophotometer. Sam-
ples (10μg protein)were assayed in 50mMpotassiumphosphate
(pH 7) with 0.2 mM methyl viologen previously reduced with
2.9 mM sodium dithionite. The reaction was started with 5 mM
potassiumnitrate (Kern and Simon 2009). Specific activitieswere
calculated using an extinction coefficient of 19.5 mM−1 cm−1.
When indicated, methylamine was added at the beginning of
the assay (Franco, Cárdenas and Fernández 1984; McCarty and
Bremner 1992).

Electrophoretic techniques and in-gel activities

Clear native gel electrophoresis (CN-PAGE) was performed ac-
cording to Wittig and Schagger (2005) and Wittig, Karas and
Schagger (2007). Isolated membranes from S. epidermidis and

BHM were solubilized with 1% Brij 58 and 0.5 mg lauryl malto-
side/mg protein respectively and shaken for 1 h at 4◦C. Mem-
branes were centrifuged at 100 000 × g at 4◦C for 30 min. Su-
pernatants protein concentration was determined by Bradford
and 0.1–0.3 mg protein per well was loaded on 4–12% polyacry-
lamide gradient gels.When clear native electrophoresiswas per-
formed, 0.01% Lauryl maltoside and 0.05% sodium deoxycholate
were added to the cathode buffer as in Wittig, Karas and Schag-
ger (2007). Gels were run for an hour at 15 mA/gel in a Bio-rad
electrophoresis chamber.

In-gel NADH:NBT oxidoreductase activity (120 μg protein for
S. epidermidis and 20 μg protein for BHM) was determined by in-
cubating the native gels in 10 mM Tris (pH 7.0), 0.5 mg nitrote-
trazolium blue chloride (NBT)/mL and 1 mM NADH. In-gel suc-
cinate:NBT oxidoreductase activity (120 μg protein for S. epider-
midis and 100 μg protein for BHM) was determined by incubating
the native gels in 10 mM Tris (pH 7.0), 0.5 mg nitrotetrazolium
blue chloride (NBT)/mL and 1 mM succinate. In-gel cytochrome
c oxidase activity (150 μg protein for S. epidermidis and 20 μg pro-
tein for BHM) was determined using diaminobenzidine (Wittig,
Karas and Schagger 2007). In-gel ATPase activity (200 μg S. epi-
dermidis protein and 100 μg BHM protein) was measured by in-
cubating the CN-gel in 35 mM Tris with 270 mM glycine (pH 8.4)
for an hour, then 0.2% Pb(NO3)2, 14 mM MgSO4 and 8 mM ATP
were added (Wittig, Karas and Schagger 2007).

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase activity

Activity was measured in lysates from cells grown in different
[O2] in fresh 33 mM ammonium sulfate, 100 mM carbonate-
bicarbonate buffer, 1 mMNAD+ (pH 7.0) and 100 mM of glycerol-
3-phosphate as substrate. Final solution was adjusted to pH 9.0
with KOH or HCl. Absorbance change for NADH was measured
at 340 nm and specific activities were calculated (Burton 1955;
Van Eys, Nuenke and Patterson 1959).

Mass spectrometry

From the CN-PAGE gel, the indicated bands were excised and
in-gel digested with trypsin. Peptides were analyzed by liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) a in a
Q-exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific)
equipped at the front end with a nano-flow high-performance
liquid chromatography system Agilent1200s (Wessels et al.
2013). Peptides were separated in a 100 μm ID PicoTip emitter
column filled with 3 μm C18 reverse phase silica beads using
30 min linear gradients of 5%–35% acetonitrile with 0.1% formic
acid. The mass spectrometer operated in a Top 20 dependent,
positive ion mode switching automatically between MS and
MS/MS. Full scan MS mode (400–1400 m z−1) was operated at a
resolution of 70 000 with automatic gain control target of 1 ×
106 ions and a maximum ion transfer of 20 ms. Raw files were
analyzed by MaxQuant software (version 1.5). Spectra were
searched against the S. epidermidis database with additional
sequences of known contaminants and reverse decoy with a
strict FDR of 0.01. Trypsin was selected as the protease with
two missed cleavages allowed. Dynamic modifications included
N-terminal acetylation and oxidation of methionine. Cystein
carbamidomethylation was set as fixed modification.

Oxymetry

Staphylococcus epidermidis grown under Ae, μA or An condi-
tions were resuspended in 10 mM Hepes pH 7.4. Protein
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Figure 1. Characterization of S. epidermidis ATCC 12228. (A) Gram stain was performed using a kit from Sigma diagnostics HT90-A. Image shows Gram-positive cocci
in clusters, diplococci and cocci. (B) Staphylococcus epidermidis-specific gene amplification. 1: 1kb plus marker, Invitrogen. 2: PCR product of DNA mismatch repair
protein oligonucleotides (mutS) of 412 pb C. Staphylococcus epidermidis specific gene amplification. 1: 1kb plus marker, Invitrogen. 2: PCR product of Acetyl coenzyme
A acetyltransferase (yqiL) of 416 pb.

concentration was determined by Biuret in a Beckman Coulter
spectrophotometer at 540 nm. Oxygen consumption by cells was
assessed in an oxygenmetermodel 782 (Warner/Strathkelvin In-
struments) with a Clark type electrode in a 1 mL water-jacketed
chamber at 30◦C. Approximately 5 mg mL−1 of cells were added
to the chamber. Reaction was started by the addition of 10 μM of
ethanol (Guerrero-Castillo et al. 2009). Data were analyzed using
the 782 Oxygen System Software (Warner/Strathkelvin Instru-
ments). Different concentrations of cyanide were used as a res-
piratory chain inhibitor in order to block oxygen consumption.

Statistics

Results are expressed as mean ± standard deviation from at
least four individual experiments to which Tukey´s test was ap-
plied. Significance levels and number of experiments were spec-
ified under each figure.

RESULTS

Staphylococcus epidermidis adaptability to different [O2] is illus-
trated by the plasticity of the respiratory chain and the varia-
tions in biofilm formation. Under the microscope, S. epidermidis
ATCC 12228 colonies formed typical clusters (Fig. 1A). The iden-
tity of S. epidermidis ATCC 12228 was confirmed by amplifying
DNA oligonucleotides from the mismatch repair protein (mutS)
(Fig. 1B, first gel) and from acetyl coenzyme A acetyltransferase
(yqiL) (Fig. 1B, second gel). (Wang et al. 2003; Thomas et al. 2007)

Bacterial growth and biofilm formation at different [O2]. The
adaptability of S. epidermidis to different [O2] was analyzed in cul-
tures under atmospheric oxygen, with (Ae) or without agitation,
under μA or under An conditions (Fig. 2A). In the absence of ag-

itation, at all [O2] tested, cells grew to a similar density reaching
the stationary phase at 24–27 h. In contrast, under agitation at
atmospheric [O2] (Ae) the stationary phase was reached within
half the time (Fig. 2A).

Even though S. epidermidis ATCC 12228 is considered a low-
virulence, low-biofilm forming strain, we were able to detect
biofilm formation (Fazly Bazzaz et al. 2014). In this strain, biofilm-
generation decreased as [O2] increased (Fig. 2B). In Ae cells with
agitation, biofilms were hardly detectable and they increased
slightly in cells subjected to Ae-without shaking. Biofilms were
large in μA and An samples (Fig. 2B). Thus, in S. epidermidis in-
creasing [O2] stimulated growth while inhibiting biofilm forma-
tion. i.e. at low oxygen concentration, biofilm formation was
high, suggesting that low [O2] contributes to bacterial virulence
(Gristina 1987; Raad, Alrahwan and Rolston 1998).

Detection of Oxidative Phosphorylation-related proteins in S. epi-
dermidis grown at different [O2]. The adaptive response of S. epider-
midis to different [O2] implies handling [O2] and phosphorylat-
ing ADP. Thus, we evaluated the composition of the respiratory
chain and the expression of F1F0-ATPase. Solubilized plasma
membranes from Ae, μA or An cells were subjected to clear
native PAGE, and protein bands were revealed by Coomassie
blue staining (Fig. 3A). These samples were used to measure
in-gel NADH dehydrogenase (Fig. 3B), succinate dehydrogenase
(Fig. 3C) and ATPase (Fig. 3D) activities. In all cases, BHM were
used as a positive control (Fig. 3 BHM lanes). BHM bands were la-
beled according to the migration and activity patterns reported
for each complex (I, V, III, IV and II) (Fig. 3A BHM) (Schagger and
von Jagow 1991; Wittig, Braun and Schagger 2006; Wittig, Karas
and Schagger 2007). I for NADH dehydrogenase activity from
complex I, V for ATPase activity of complex V and II for succinate
dehydrogenase activity of complex II. Bands corresponding to
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Figure 2. Staphylococcus epidermidis growth and biofilm formation under differ-
ent aeration conditions. (A) Growth curves of S. epidermidis at 27oC at aerobic
(atmosphere oxygen level) with and without shaking, microaerobic (5% CO2)
and anaerobic environment. Absorption at 600 nm was measured in a Bio-

screen C spectrophotometer. Data shown are mean ± S.D. from n = 18. (B)
Staphylococcus epidermidis biofilm formation at 6, 12, 24 or 30 h. Solubilized
crystal violet was measured at 600 nm using a Polar Star Omega (BMG Labtech)
microplate reader. Tukey´s comparison test showed significant difference

(∗P < 0.05) between biofilm formation in microaerobic and anaerobic conditions
between 6 and 24 and 30 h. After 6 h, a significant biofilm formation difference
(∗P < 0.05) was found between aerobic conditions with and without shaking and
microaerobic and anaerobic conditions. No difference was observed between

oxygen-limited conditions at all times, n = 6.

BHM respiratory complexes III and IV are also indicated although
no complex III or IV activities were detected in S. epidermidis (re-
sult not shown). Staphylococcus epidermidis cells grown at differ-
ent [O2] exhibited different protein bands (Fig. 3A, S. epidermidis

lanes) that were further analyzed for oxidoreductase andATPase
activities.

NADHdehydrogenase in-gel activity (Fig. 3B) in BHMcomplex
I was detected at 1000 kDa NADH dehydrogenase activity band
(Fig. 3B, BHM band I) (Wittig, Braun and Schagger 2006; Wittig,
Karas and Schagger 2007). For S. epidermidis grown in Ae, four
NADH dehydrogenase activity bands of lower molecular weight
were observed (Fig. 3B lane S. epidermidis Ae). In μA or An cells,
these bands were either not observed (N1) or were much lighter
(N2, N3 and N4) (Fig. 3B, lanes S. epidermidis Ae, μA and An).

Complex II succinate dehydrogenase activity from BHM was
detected as a single 130 kDa band (Fig. 3C, BHM, band II) (Wittig,
Braun and Schagger 2006). In S. epidermidis, one succinate dehy-
drogenase activity band was detected in Ae grown cells and was
practically lost under O2-limiting conditions (Fig. 3A and C, lanes
S. epidermidis Ae, μA and An).

Cytochrome c oxidase in-gel activity was detected in BHM
membranes as a single band (results not shown) corresponding
to complex IV,MW200 kDa (Wittig, Braun and Schagger 2006). No
oxidase activity was detected in S. epidermidis even when adding
up to 300 μg of protein (results not shown). Thus, in agree-
ment with others (Taber and Morrison 1964), it is concluded that
cytochrome c oxidase is not present in S. epidermidis.

The ATPase activity assay revealed a strong band in the BHM
sample (Fig. 3D, BHM, band V). Staphylococcus epidermidis Ae ex-
hibited two ATPase activity bands (Fig. 3D, Ae, bands A1 and A2
while μA and An revealed only one band (Fig. 3D μA and An
bands). Taken together, the above data indicate that in S. epi-
dermidis oxidative-phosphorylation-related activities increased
in cells grown at higher [O2].

Identification of in-gel activity bands by mass spectroscopy: Bands
exhibiting the tested oxidoreductase or ATPase activities (Fig. 3),
i.e. bands N1, N2, N3, N4, S1 and A1 were identified by LC-
MS/MS and were matched against all S. epidermidis protein en-
tries of the NCBI database (Table 1). Band N1 sequencing re-
vealed, among other proteins, an aerobic glycerol-3-phosphate
dehydrogenase, a NADH dehydrogenase-like protein (SE 0635)
and a glycine decarboxylase complex. Band N2 contained
the pyruvate dehydrogenase complex (PDC), constituted by

Figure 3. Staphylococcus epidermidis membrane protein electrophoretic analysis. Oxidoreductase in-gel activities from S. epidermidis membranes grown in different [O2]
were evaluated. BHM was solubilized with Lauryl maltoside. Staphylococcus epidermidis membranes were obtained from cultures grown under: (Ae) aerobic condi-
tions, (μA) microaerobic conditions, (An) anaerobic conditions. (A) Solubilisates were resolved by CN-PAGE in a 4%–12% polyacrylamide gradient gel and stained with

Coomasie. (B) In-gel NADH-NBT activity: BHM revealed complex I band (I) and S. epidermidis aerobic grown membranes revealed four bands labeled as N1, N2, N3 and
N4. (C) In-gel Succinate-NBT activity: BHM band II corresponds to complex II. Band S1 of S. epidermidiswas present only in aerobic growth conditions. (D) In-gel ATPase
activity: BHM Band V corresponds to complex V. S. epidermidis ATPase activity was labeled as bands A1 and A2.
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Table 1. Analyzed proteins by LC/MS-MS protein sequencing from a Coomassie stained CN-PAGE gel.

Band Protein name or BLAST homology NCBI database number Peptides MW (kDa) PEP

N1 Aerobic glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (S. epidermidis
ATCC 12228)

gi|81842889 27 62.3 4.62−211

NADH dehydrogenase-like protein
SE 0635

gi|695605246 3 43.86 2.02−10

Glycine decarboxylase subunit 1 gi|81674491 6 49.96 5.8−48

Glycine decarboxylase subunit 2 gi|81674492 4 56.4 5.72−11

N2 Dihydrolipoamide dehydrogenase
(E3)

gi|721492590 21 49.7 0

Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit β

gi|81674992 21 35.29 1.07−167

Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit α

gi|81674993 12 41.33 1.63−222

Dihydrolipoamide
acetyltransferase component (E2)

gi|694237422 10 46.22 1.08−52

Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase

gi|81674534 19 36.12 6.54−36

Malate:quinone oxidoreductase gi|721493807 9 56.35 2.51−29

N3 Dihydrolipoamide dehydrogenase gi|721492590 21 49.7 0
NADH dehydrogenase-like protein
SE 0635

gi|695605246 5 43.86 1.35−16

Lactate dehydrogenase, partial gi|520977789 3 32.54 5.04−11

N4 Alcohol dehydrogenase gi|721493754 13 37.8 9.40−225

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

gi|81675183 7 36.2 3.96−57

Lactate dehydrogenase, partial gi|520977789 3 36.19 3.39−25

S1 Succinate
dehydrogenase/fumarate
reductase, flavoprotein subunit

gi|721492636 29 65.631 9.83−102

Succinate dehydrogenase gi|721492637 9 31.43 0
Putative succinate dehydrogenase,
cytochrome b556 subunit

gi|291319172 1 20.2 6.22−8

cytochrome aa3 quinol oxidase,
subunit I (S. caprae)

gi|242348990 10 75.38 1.37E−97

cytochrome aa3 quinol oxidase,
subunit II (S. caprae)

gi|242348991 7 42.7 6.04E−76

A1 ATP synthase subunit alfa gi|81170377 22 54.7 0
ATP synthase subunit beta gi|81170379 35 55.6 0
ATP synthase subunit delta gi|488441919 11 16.8 5.52−147

ATP synthase subunit gamma gi|81842668 10 31.94 2.68−97

ATP synthase F1, epsilon subunit gi|691218402 4 14.09 3.48−73

ATP synthase subunit b gi|81842667 3 19.47 1.07−26

pyruvate dehydrogenase, dihydrolipoamide acetyltranferase
and dihydrolipoamide dehydrogenase, a glycerol-3-phosphate
dehydrogenase, and a malate:quinone oxidoreductase; band N3
also contained enzymes from the PDC, a partial lactate de-
hydrogenase (LDH) and the NADH dehydrogenase-like protein
(SE 0635) found in the N1 band; in N4 proteins included alcohol
dehydrogenase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, a
partial LDH (Table 1). Aerobic glycerol-3-phosphate dehydroge-
nase (SE 0979 MW = 62.3 kDa) from the N1 band is the one
with highest number of peptides identified and the least er-
ror. Previous work in isolating glycerol-3-phosphate dehydro-
genase from Escherichia coli (Schryvers, Lohmeier and Weiner
1978) and data from the crystal structure (Yeh, Chinte and Du
2008) indicate that the aerobic glycerol-3-phosphate dehydro-
genase works as a dimeric enzyme, so it is possible that in S.
epidermidis glycerol-3-phosphate dehydrogenase is also a dimer

that feeds electrons directly to the respiratory chain. NADH
dehydrogenase-like protein (SE 0635 MW = 43.86 kDa identi-
fied in bands N1 and N3 with a very low peptide count and a
high posterior error (PEP) may be a type 2 NADH:quinone oxi-
doreductase (NDH-2), which is a single 50 kDa subunit protein
with FAD as a non-covalently bound cofactor (Schurig-Briccio
et al. 2014). Bacterial complex I weighs 500–600 kDa depending
on the bacterium under study (Young, Jaworowski and Poulis
1978; Young et al. 1982; Bergsma, Van Dongen and Konings 2008;
Baradaran et al. 2013). The S. epidermidis genome shows no other
NADH dehydrogenases (NC 004461.1). As reported for S. aureus
(Schryvers, Lohmeier and Weiner 1978), bacterial respiratory
complex I was absent in S. epidermidis. Unrelated to oxidore-
ductase activity, we found glycine decarboxylase, a membrane-
bound complex that catalyzes the oxidative decarboxylation
of glycine.
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Both N2 and N3 bands (Table 1) contain the PDC. PDC
contains multiple copies of all three enzymatic components:
pyruvate dehydrogenase E1 components α (Q8CPN3) and
β (Q8CPN2) and dihydrolipoamide acetyltransferase E2
(Q8CTW0), and dihydrolipoamide dehydrogenase E3 (GenBank:
KGY36148.1). The PDC decarboxylates pyruvate into acetyl-CoA
that participates in the citric acid cycle and feeds the electron
transport chain. Band N2 also revealed a malate:quinone
oxidoreductase. The malate:quinone oxidoreductase com-
plex oxidizes malate to oxaloacetate donating its electrons
to quinone. This complex is absent in mammalians, which
makes it a potential drug target. Bands N3 and N4 revealed the
presence of an LDH. LDH from Lactobacillus casei is a dimeric 70
kDa enzyme (Padgaonkar and Nadkarni 1980). Finally, band N4
has an alcohol dehydrogenase, reported to be a dimeric enzyme
of approximately 80 kDa (Hammes-Schiffer and Benkovic 2006).

Band S1 sequence revealed a succinate dehydroge-
nase/fumarate reductase flavoprotein subunit (SE 0841, MW =
66 kDa). The much larger mass observed here suggests that we
isolated the whole succinate dehydrogenase complex (SDC),
including succinate dehydrogenase cytochrome b-558 (SE 0840,
MW 23.67 kDa) and succinate dehydrogenase iron–sulfur pro-
tein subunit (SE 0842, MW 31.4 kDa). The complex may also be
interacting with other proteins. In Bacillus subtilis, the CN-PAGE
in-gel activity band for succinate dehydrogenase is reported
at 301 kDa because a complex with nitrate reductase may
be formed (Sousa et al. 2013). In Wolinella succinogenes and in
E. coli, the SDC is crystallized as a dimeric enzyme (Lancaster
and Kroger 2000; Cecchini et al. 2002). Also, SDC might be in
a complex with one or two small hydrophobic polypeptides
that anchor the enzyme to the membrane and are required for
electron transfer to quinone (Hederstedt 1980, 1986). In band
S1, an additional cytochrome aa3 quinol oxidase was found.

No activity was found when trying to measure in-gel activ-
ities with cytochrome c as electron donor, which was expected
as electrons are donned directly from ubiquinol to oxidases.

The A1 bandwas F1F0-ATPase as confirmed by finding F1 sub-
units alfa, beta, delta, gamma and epsilon, plus the F0 subunit
b (Table 1). The number of bands detected may vary depend-
ing on the detergent, although the Ae grown cells have stronger
bands and probably more activity. Comparison with the litera-
ture indicates that digitonin-solubilized B. subtilis membranes
contained three ATPase activity bands at MW = 487, 277 and 187
kDa. (Sousa et al. 2013).

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase activity. Aerobic glycerol-3-
phosphate dehydrogenasewas identified as themost prominent
protein in band N1, and in-gel activities indicate that it is highly
inhibited as [O2] decreases. Thus, we decided to test its activ-
ity in extracts from S. epidermidis grown at different [O2] (Fig. 4).
As expected, glycerol-3-phosphate dehydrogenase activity was
much higher in Ae grown cells and decreased dramatically in
under oxygen-limiting conditions (Fig. 4).

The respiratory chain terminal oxidases from S. epidermidis are dif-
ferentially expressed at different [O2]. In order to increase our un-
derstanding of the adaptability of S. epidermidis to [O2], it was
decided to analyze the terminal electron acceptors in the respi-
ratory chain, considering that, while the different O2-dependent
oxidases reduce O2, anaerobic respiratory chains contain en-
zymes that use fumarate, nitrite, nitrate or DMSO as final elec-
tron acceptors (Haddock and Jones 1977).

Differential absorbance spectra of membrane extracts ob-
tained at 77 K indicated that in the respiratory chain from S. epi-
dermidis grown at different [O2], b-type cytochrome peaks were
observed at 426–427 nm and 555–557 nm; a-type cytochromes

Figure 4. Glycerol-3-phosphate dehydrogenase activities from S. epidermidis

grown at different oxygen concentrations. NADH absorbance change was mea-
sured at 340 nm and specific activities were calculated for extracts from Ae, μA

and An cells. Glycerol-3-phoshate dehydrogenase activity was much higher in
aerobic cell growth conditions than in oxygen-limited growth conditions. Tukey’s
comparison test showed G-3-PDH activity difference between the aerobic and
microaerobic grown cells and aerobic and anaerobic grown cells. Significance is
∗P < 0.05.

were observed as a shoulder at 441–451 and peak at 604 nm. The
absence of a peak at 630 nm in all samples is indicative of the
lack of a d-type cytochrome. The absence of shoulders at 417
and 550 nm indicates the lack of c-cytochromes (Fig. 5). When
[O2] was restricted, i.e. at μA or An, complete loss of a-type cy-
tochromes (aa3) (shoulders at 441 and 451 nm and peak at 604
nm) and a decrease in b-type cytochromes were observed (peaks
at 427 and 557 nm) (Fig. 5). The detection of a small amount of cy-
tochrome b in the anaerobic sample is in contrast with a report
where complete loss of cytochromes was observed in S. epider-
midis grown in anaerobic conditions for 16 h (Jacobs and Conti
1965) and in agreement with Frerman and White (1967) where
the presence of cytochromes b and o is reported. The lack of cy-
tochrome c confirmed the absence of cytochrome oxidase and
in turn, the lack of cytochromes d confirmed the absence of bd-
cytochromes (Fig. 5) as has been reported by others (Taber and
Morrison 1964).

To further analyze the respiratory chain terminal oxidases
from S. epidermidis grown at different [O2], CO-dithionite-
reduced minus dithionite-reduced difference spectra were ob-
tained from Ae or μA membranes (Fig. 6) These spectra have an
absorbance maximum at 417 nm, and smaller peaks at 545 and
575 nm together with valleys at 430 and 554 nm which are in-
dicative of presence of a CO complex with cytochrome o (Fig. 6).
Thus, it may be concluded that cytochrome bo was present in
both Ae and μA S. epidermidis (Frerman and White 1967)

Although S. aureus and S. epidermidis have cydAB genes, cyt bd
has not been found by spectroscopy (Taber and Morrison 1964;
Jacobs and Conti 1965). This may be due to an insufficient ex-
pression of cydAB genes. In all cases only b-type cytochromes
were observed (Fig 6). In S. epidermidis cytochrome d was absent
in μA cells (Fig. 6) or in those grown in the presence of KCN (re-
sults not shown). Thus, in S. epidermidis both μA and Ae cells
express o-type cytochromes, while an a-type cytochrome was
expressed in Ae cells.

Staphylococcus epidermidis grown under anaerobic conditions in-
creases expression of nitrate reductase. Anaerobically grown S. epi-
dermidis expresses nitrate reductase (Kucera, Dadak and Dobry
1983). In our hands, nitrate reductase activity in An was 0.215 ±
0.017 mmol(min.mg)−1 protein. Then, in μA it decreased to
0.085 ± 0.01 mmol(min.mg)−1 protein. In Ae cells, nitrate reduc-
tase activity decreased further, to 0.015 ± 0.012mmol(min.mg)−1

protein, 14 times less than in An (Fig. 7). Thus, when under An,
S. epidermidis expressed nitrate reductase to substitute oxygen
with nitrate as a terminal electron acceptor.

 by guest on June 22, 2016
http://fem

spd.oxfordjournals.org/
D

ow
nloaded from

 



8 FEMS Pathogens and Disease, 2016, Vol. 74, No. 1

Figure 5. Difference spectra (dithionite-reduced minus persulfate-oxidized) of membranes from cells cultured under different [O2]: ( ) Ae, (- - -) μA, (– – –) An. Spectra

were recorded at 77 K. Membrane protein from 24 h-grown cells in LB medium were adjusted to 15 mg/ml. b-type cytochromes can be observed at 426–427 nm and at
555–557 nm in all conditions, a-type cytochromes can be observed as a shoulder at 441–451 and peak at 604 nm in membranes obtained from aerobic grown cells. In
all samples, c-cytochrome shoulders at 417 and 550 nm are absent as well as the d-type cytochrome peak at 630 nm.

Figure 6. CO Difference spectra (CO + dithionite-reduced minus dithionite-reduced) of membranes from cells cultured under different conditions: ( ) Ae, (- - -) μA,
(– – –) An. Spectra were recorded at 77 K. Membrane protein from 24 h grown cells in LB medium were adjusted to 15 mg/ml. A CO complex resembling that of
cytochrome o with the Söret peak at 417 nm and peaks at 545 and 575 nm and troughs at 430 and 560–554 nm can be observed. In both conditions, there is a small

peak at 592 nm with a shoulder at 445 indicating the presence of an a-type cytochrome.

Cyanide inhibits oxygen consumption and promotes biofilm for-
mation in S. epidermidis. After evaluating the respiratory chain
electron acceptors available, we decided to test if mimicking an
anaerobic environment by inhibiting the cytochromes aa3 and
bo with cyanide would increase biofilm formation. Oxygen con-
sumption in aerobic cells was completely inhibited with 200 μM

of cyanide (Fig. 8A). Then biofilm formation was evaluated in the
same concentrations of cyanide in cultures grown to 24 or 30 h.
At 24 h biofilm formation promotion by cyanide was suggested
but not clear. However, at 30 h we observed an increase in the
biofilm formation as we exposed S. epidermidis to increasing con-
centrations of cyanide reaching 0.50 ± 0.04 which is close to the
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Figure 7. Nitrate reductase activity of S. epidermidis grown at different oxygen

concentrations. Nitrate reductase activity was measured by means of methylvi-
ologen oxidation, which was previously reduced by 2.9 mM of sodium dithion-
ite. Reaction was monitored at 546 nm. Data shown are mean ± S.D. from n = 4.
Tukey´s comparison test showed significant differences (∗P < 0.05) between all

conditions.

0.59 ± 0.09 obtained in microaerobic conditions. At 24 h, no sig-
nificant differences in biofilm formation were observed (Fig. 8B).

Methylamine inhibits nitrate reductase activity and biofilm forma-
tion in S. epidermidis ATCC 12228. Methylamine is reported to in-
hibit nitrate reductase activity at 150 mM. We measured nitrate
reductase of S. epidermidis grown in microaerobic conditions us-
ing different concentrations of methylamine (Fig. 8C) and found
that at 10 mM methylamine nitrate reductase activity was fully
inhibited. Afterwards, biofilm formation was evaluated in cells
grown in microaerobic conditions and in the presence of differ-

ent methylamine concentrations and a decrease in biofilm for-
mation was observed at (Fig. 8D). Microaerobic conditions were
used and not anaerobic conditions, because under anaerobic
conditions bacteria would be unable to grow (result not shown).
This is explained by the lack of oxygen for cytochromes and the
inhibition of nitrate reductase.

As S. epidermidis gains pathogenic importance it becomes
necessary to study its metabolic adaptations to different envi-
ronmental conditions. Our results provide an image of the plas-
ticity of the S. epidermidis respiratory chain. Branched respira-
tory chains from pathogens may contain therapeutic targets.
For instance, S. epidermidis expresses an MQO complex, a bo cy-
tochrome and a nitrate reductase not found in mammals. Sev-
eral known inhibitors of bo cytochrome (Meunier et al. 1995) and
nitrate reductase (Magalon et al. 1998; Moreno-Vivian et al. 1999;
Gates et al. 2003) might prevent S. epidermidis colonization of tis-
sues or prosthetic devices.

DISCUSSION

O2 is the final electron acceptor in aerobic oxidative phosphory-
lation,which is themain source of ATP. Bacteria sense substrates
and environmental conditions adjusting theirmetabolism to op-
timize ATP yields and minimize production of toxic O2 partial-
reduction molecules known collectively as reactive oxygen

Figure 8. Effect of cyanide or methylamine on S. epidermidis: rate of O2 consumption or biofilm formation. (A) KCN-mediated inhibition of O2 consumption by S.

epidermidis grown under Ae conditions.. Data are mean ± SD from n = 4. (B) Biofilm formation by S. epidermidis cultures at 24 and 30 h in Ae and in the presence of KCN
as in A. Significance (∗P < 0.01). (C) Inhibition of nitrate reductase activity by methylamine in μA- S. epidermidis. Data are mean ± SD from n = 4. (D) Biofilm formation in
24-h cultures grown in LB medium in μA conditions and in the presence of methylamine as in C. Significant difference (∗P < 0.01) between 0 and 0.5 mM methylamine
at 24 h of growth, n = 6. For oxymetry, inhibitors were added directly to the reaction mixture, while in biofilm-forming assays these were present throughout the

culture.
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species. Among these adaptations, most prokaryotes are able to
differentially express the components in their highly branched
respiratory chains developing different electron transport path-
ways (Anraku 1988). Different terminal oxidases are expressed in
response to the availability of electron acceptors in themedium,
e.g. when O2 is available it is chosen as the preferred electron ac-
ceptor (Unden and Bongaerts 1997). In anaerobic atmospheres,
respiratory chains use other final electron acceptors such as ni-
trate, nitrite, fumarate or DMSO, which upon reduction do not
provide as much energy as O2 (Unden and Bongaerts 1997).

In some unicellulars including Staphylococci, different [O2]
may trigger biofilm formation (Xu et al. 1998; Gomez, Honto-
ria and Gonzalez-Lopez 2002). Other factors affecting biofilm
formation are temperature, osmolarity, pH and iron concen-
trations (Otto 2008). Also hydrophobic surfaces provide an an-
chor for bacterial association (Hall-Stoodley and Stoodley 2005).
Biofilms protect cells against environmental hazards and are a
source of pyogenic emboli. Staphylococcus epidermidis increases
its biofilm-forming activity when grown under anaerobiosis,
probably through the expression of exopolysaccharide PIA, te-
ichoic acids and proteins needed for biofilm maturation (Otto
2008). Here, as [O2] was increased, biofilm formation was in-
hibited. When respiratory enzymes that use oxygen as elec-
tron acceptor were inhibited with cyanide (Fig. 8A) in an ef-
fort to mimic anaerobic conditions, biofilm formation increased
(Fig. 8B). In contrast, when nitrate reductase activity was inhib-
ited bymethylamine (Fig. 8C) in a μA conditions and the cell was
forced to use whatever O2 was available, biofilm formation was
reduced (Fig. 8D). These data suggest that expression of differ-
ent respiratory chains may be tightly related to the decision the
cell makes to form biofilms.

In Staphyloccocci, electrons flow from different dehydroge-
nases to menaquinone (Gotz and Mayer 2013). Bacterial respi-
ratory chains can contain different cytochrome c oxidases or
quinol oxidases and oxidoreductases that are expressed de-
pending on growth conditions. Cyt bo expression increases
in non-fermentable sources and it decreases in fermentable
sources (Escamilla et al. 1987); cytochrome bd has a high affin-
ity for O2 and it is induced in microaerobic conditions, mean-
while cytochrome bo has a lower oxygen affinity and is typi-
cally induced in high [O2]; cytochrome aa3 is induced in high
[O2] (Shepherd and Poole 2013). Staphylococcus aureus expresses
cytochrome bo, cytochrome aa3 (qoxABCD) and possibly a cy-
tochrome bd oxidase (CydAB) (Gotz and Mayer 2013), but only
cytochromes o and a- have been detected by spectrophotom-
etry (Taber and Morrison 1964). The gene cluster encoding cy-
tochrome bo oxidase has not been identified so its existence is in
doubt (Hammer et al. 2013). Staphylococci lack c-type cytochromes
such as c-549 and c-554 (Faller, Götz and Schleifer 1980; Gotz and
Mayer 2013).

Using data reported here, we propose a model where the
branched respiratory chain of S. epidermidis ismodified by growth
at different [O2]. The enzymes under consideration include sol-
uble enzymes (white circles) donating their electrons to NADH
dehydrogenase type II, (NDH2) (green circle) which in turn do-
nates electrons tomenaquinone (yellow circle); othermembrane
dehydrogenases donating electrons to menaquinone (green cir-
cles) and terminal electron acceptors, which may be O2 depen-
dent (blue circles) or O2 independent (orange circle) (Fig. 9). In
aerobic grown cells (Ae) (Fig. 9A), menaquinone receives elec-
trons directly from a large number of membrane dehydroge-
nases including glycerol-3-phosphate dehydrogenase, succinate
dehydrogenase, themenaquinone oxidase complex, LDH and an
NDH2, which in turn receives electrons from at least two solu-

ble enzymes: alcohol dehydrogenase and the PDC. In mitochon-
dria LDH and glycerol-3-phosphate dehydrogenase do not do-
nate electrons to the respiratory chain, yet in bacteria they are
membrane-bound enzymes transferring their electrons directly
to ubiquinol (Barnes and Kaback 1970; Lascelles 1978; Doig et al.
1999; Modun and Williams 1999; Dym et al. 2000; Delgado et al.
2001; Fuller et al. 2011). From menaquinone, electrons are trans-
ferred to one of two terminal O2-dependent oxidases, namely,
cytochrome bo and cytochrome aa3.

When [O2] decreases in the growth medium, the com-
position of the S. epidermidis respiratory chain composition
changes. In microaerobic grown cells (μA) (Fig. 9B), soluble en-
zymes alcohol dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase ac-
tivities remain. Among membrane dehydrogenases, glycerol 3-
phosphate dehydrogenase and succinate dehydrogenase be-
come non-detectable, while NDH2, lactate DH and the MQO
complex do not seem to change. Among the final electron-
acceptors, cytochrome aa3 disappears, cytochrome bo decreases,
and an O2-independent nitrate reductase is expressed at low
levels (Fig. 9B). In anaerobic grown cells (An) (Fig. 9C), dehy-
drogenases do not change, while cytochrome bo almost disap-
pears. The most striking characteristic of the An cell was the
high expression of nitrate reductase as the anaerobic final elec-
tron acceptor of the respiratory chain. The lack of complexes
III and IV is in agreement with the notion that in Staphylococci
electrons flow from different dehydrogenases to menaquinone
and from menaquinone to different quinol oxidases, e.g. S. epi-
dermidis ATCC 12228 grown in aerobic conditions contains two
main cytochromes: cyt bo and cyt aa3 and this is similar to the
reported respiratory chain from S. aureus (Taber and Morrison
1964).

The spectra we obtained suggest the presence of cy-
tochromes aa3 and bo. However, the genome shown only one
qoxABCD operon, and thus there are no genes for bo cy-
tochromes. A possible explanation for our data may be that a
promiscuous assembly of cytochrome c oxidase apo-proteins
with hemes b and o occurred, where a bo cytochrome replaced
heme aa3. Under specific culture conditions, bacterial oxidases
may be assembled promiscuously accepting a different heme
group to that present on its original structure. Examples of these
substitutions have been described previously (Matsushita et al.
1992; Puustinen et al. 1992; Peschek et al. 1995; Sakamoto, Handa
and Sone 1997; Azarkina et al. 1999; Contreras-Zentella et al.
2003). Even though we did not observe absorption bands char-
acteristics of the cytochrome d at 630 nm, proteins that form
the Cytochrome d ubiquinol oxidase are reported in the Uniprot
databank (SE0785, SE 0784). The possibility that there is a simi-
lar promiscuous substitution of heme groups has to be consid-
ered. Previous reports on Pseudomonas aeruginosa that encodes
a cyanide-insensitive oxidase (CioAB), which is homologous to
the Cytochrome bd oxidase (CydAB) of E. coli, indicate that there
is a substitution of b-type cytochromes instead of d-type cy-
tochromes and this prevents the detection of an absorption peak
at 630 nm (Cooper, Tavankar and Williams 2003). Furthermore,
in Campylobacter jejuni the cydAB genes reported in the genome
apparently encode a cyanide-resistant oxidase that does not
have a d-type cytochrome (Jackson et al. 2007). The oxidoreduc-
tases we proposed (Fig. 9) were sought in the Uniprot proteome
database. We did find expression of proteins exhibiting each of
the activities detected here (Table 2). In addition, we found in
the proteome some oxidoreductases, namely Glycerol dehydro-
genase (SE0235) and Cytochrome d ubiquinol oxidase-like pro-
teins I (SE0784) and II (SE0785) that were not detected in our
experiments.
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Figure 9. Proposed models of the S. epidermidis respiratory chain in response to [O2] during growth. Color code: soluble enzymes (gray), membrane dehydrogenases
(green); menaquinone (yellow); O2-dependent terminal electron acceptors (blue) or O2-independent acceptors (orange). (A) In aerobic (Ae) grown cells menaquinone
receives electrons from glycerol-3-phosphate dehydrogenase, succinate dehydrogenase, the menaquinone oxidase complex, LDH or a NDH2, which receives electrons

from at least two soluble enzymes: alcohol dehydrogenase and the PDC. From menaquinone, electrons are transferred to one of two terminal O2-dependent oxidases,
namely, cytochrome bo and Cytochrome aa3. (B) In μA, soluble enzymes (alcohol dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase) remain. Glycerol 3-phosphate dehydro-
genase and succinate dehydrogenase become non-detectable, while NDH2, lactate DH and the MQO complex do not change. Cytochrome aa3 disappears, cytochrome
bo decreases, and an O2-independent nitrate reductase is expressed at low levels. (C) In anaerobic (An) conditions, dehydrogenases do not change, cytochrome bo

almost disappears and nitrate reductase is highly expressed.

 by guest on June 22, 2016
http://fem

spd.oxfordjournals.org/
D

ow
nloaded from

 



12 FEMS Pathogens and Disease, 2016, Vol. 74, No. 1

Table 2. Possible correspondence between oxidoreductase activities detected here and oxidoreductases found in the Uniprot proteome
database.

Oxidoreductases found in the proteome Detected here by LC-MS and/or enzymatic Uniprot Databank Accession
database activities number

Glycerol dehydrogenase No SE0235
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Yes SE0557, SE1361
NADH dehydrogenase Yes SE0635, SE2333
Alcohol dehydrogenase Yes SE0375
D,L-Lactate dehydrogenase Yes SE2074, SE2145
Succinate dehydrogenase Yes SE0841, SE0842
Succinate dehydrogenase cytochrome b-558 Yes SE0840
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase Yes SE0979
Malate dehydrogenase Yes SE0461
Probable quinol oxidase Yes SE0756, SE0757, SE0758, SE0759
Cytochrome d ubiquinol oxidase like protein No SE0784, SE0785
Respiratory nitrate reductase Yes SE1972, SE1973, SE1974, SE1975

Non-pathogenic staphylococcal species such as the
ATCC12228 encode a pyocyanin- and cyanide-insensitive
cytochrome bd quinol oxidase, while pathogenic species, such
as S. aureus encode a sensitive variant; yet, in our hands no bd
cytochrome was found (Voggu et al. 2006). Even when S. epider-
midis was grown in a non-fermentable carbon source medium
in the presence of 1 mM of KCN cytochrome bdwas not present.
The glycerol-3-phosphate dehydrogenase from S. epidermidis
is more active than other bacteria used in biotechnology for
glycerol degradation (Holmberg et al. 1990; Yazdani and Gonza-
lez 2007; da Silva, Mack and Contiero 2009). The PDC enzymes
we found on membranes are usually reported as cytoplasmic
enzymes, but they were also found in the membrane fraction
of Mycoplasma pneumonia (Dallo et al. 2002) and Rhodospirillum
rubrum (Luderitz and Klemme 1977).

Knowledge on how branched respiratory chains provide sur-
vival capabilities to cells can help identify specific respiratory
chain inhibitors that can be used as therapeutic targets in hu-
man infections. Even though we are suggesting that the en-
zymes that are expressed at low oxygen concentrations may be
therapeutic targets, we do not know exactly how they act during
biofilm maturation. Previous studies state that anaerobic condi-
tions increase polysaccharide gene expression in staphylococci
(Cramton et al. 2001). Interestingly, methylamine was an effec-
tive inhibitor of the S. epidermidis nitrate reductase, the main
final-electron acceptor present during microaerobic or anaero-
bic growth, and by consequence reduced biofilm formation. The
high adaptability of S. epidermidis plays an important role in its
pathogenicity and this has to be analyzed thoroughly. Already,
the large effects of [O2] on biofilm formation and on the respira-
tory chain composition of S. epidermidis suggest preventive and
therapeutic strategies against this bacterium.
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a b s t r a c t

In Saccharomyces cerevisiae addition of glucose inhibits oxygen consumption, i.e. S. cerevisiae is
Crabtree-positive. During active glycolysis hexoses-phosphate accumulate, and probably interact with
mitochondria. In an effort to understand the mechanism underlying the Crabtree effect, the effect of
two glycolysis-derived hexoses-phosphate was tested on the S. cerevisiae mitochondrial unspecific chan-
nel (ScMUC). Glucose-6-phosphate (G6P) promoted partial opening of ScMUC, which led to proton leakage
and uncoupling which in turn resulted in, accelerated oxygen consumption. In contrast, fructose-1,6-bis-
phosphate (F1,6BP) closed ScMUC and thus inhibited the rate of oxygen consumption. When added
together, F1,6BP reverted the mild G6P-induced effects. F1,6BP is proposed to be an important modulator
of ScMUC, whose closure contributes to the ‘‘Crabtree effect’’.

� 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

In ‘‘Crabtree positive’’ yeast, the addition of glucose both
increases glycolysis and inhibits the rate of oxygen consumption
[1,2]. It has been proposed that glucose addition induces a rapid
metabolic switch from a gluconeogenic/respiratory metabolism
to a fermentative mode [3]. The Crabtree effect and the Warburg
effect are different in that the Crabtree effect is immediate and
reversible, while the Warburg effect is established at longer times,
after the expression of different proteins that lead to its irrevers-
ibility. Both phenomena have been observed in tumor cells [1].
The Crabtree effect is triggered by different metabolic signals
[2,4,5]. Among these is the accumulation of the glycolytic interme-
diaries glucose-6-phosphate (G6P)1 [6–10 mM], and fructose-1,
6-bisphosphate (F1,6BP) [5–10 mM] [6–8]. Glycolysis-derived accu-
mulation of hexoses-phosphate complements other known signaling
molecules such as fructose-2,6-biphosphate [9].

The Crabtree effect is observed in tumor cells [10,11], highly
proliferating non-tumor cells [11], some yeast species [12] and
some bacteria [13]. In regard to the mechanism underlying the
Crabtree effect, a competition between glycolysis and oxidative
phosphorylation for ADP or Pi has been proposed [14–16]. The

mechanism underlying the Crabtree effect is still elusive, although
inhibition of complex III and complex IV by F1,6BP has been
reported [17].

Most Crabtree positive cells accumulate F1,6BP and G6P, which
seem to modulate both glycolysis and oxidative phosphorylation
[17–19]. Indeed, G6P and F6P activate the mitochondrial respira-
tory complex III, while F1,6BP inhibits the activity of both complex
III and IV [17].

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, oxidative phosphorylation
is strongly regulated by the mitochondrial unspecific channel
(ScMUC) [20,21]. MUCs have been observed in animals, plants
and yeast [22,23]. MUCs opening, known as the permeability tran-
sition (PT), allows the passage of molecules up to 1.5 kDa [23–27],
which results in mitochondrial swelling, transmembrane potential
depletion and even rupture of the outer membrane [28]. It has
been suggested that PT is physiological and reversible and
that its main function is to eliminate cations or to partially
uncouple the respiratory chain to prevent ROS overproduction
[22,24,29–31]. ATP, low Pi and the rapid flow of electrons through
the respiratory chain promote opening of ScMUC [20,32,33], while
Pi, Ca2+ and Mg2+ close it [26].

In order to determine the mechanism by which G6P and F1,6BP
control mitochondrial metabolism and whether these molecules
contribute to the Crabtree effect, their effects of these hexoses-
phosphate on ScMUC were tested. It was observed that G6P opens
ScMUC while F1,6BP closes it. When added together, the F1,6BP
effect dominated. We propose that the closing of the ScMUC by
F1,6BP inhibits the rate of oxygen consumption in the resting state

http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2014.05.027
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through the tight coupling of mitochondria, i.e. F1,6BP is a Crabtree
effect promoter.

Material and methods

Materials

All chemicals were of the highest purity commercially available.
Fructose-1,6-bisphosphate, MES, mannitol, triethanolamine,
safranine-O, trizma-base, dextrose, carbonyl cyanide 3-chloro-
phenylhydrazone (CCCP) and glucose-6-phosphate, were from
Sigma–Aldrich Co. (St. Louis, MO), (NH4)2SO4, D-lactic acid and eth-
anol were from J.T. Baker S.A. de C.V. (Xalostoc, México), yeast
extract and gelatin peptone were from Bioxon Dickinson, S.A. de
C.V. (Cuautitlán Izcalli, México), KH2PO4, KCl, and phosphoric acid
were from Química Suastes S.A. de C.V. (Tlahuac, México), BSA type
V was from Research Organics (Cleveland, OH).

Growth conditions

An industrial strain of baker’s yeast ‘‘yeast foam’’ (YF) and the
Kluyveromyces lactis strain 12/8 were used [34]. A 75 mL preculture
in YPD (1% yeast extract, 2% gelatin peptone, 2% dextrose) was
maintained for 8 h at 30 �C under agitation at 250 rpm. Subse-
quently, the pre-culture was added to 1L of YPLac (1% yeast extract,
1% gelatin peptone, 0.12% (NH4)2SO4, 0.1% KH2PO4 and 2% lactic
acid, pH = 5.5) and incubated overnight. The cells were washed
twice with distilled water by centrifugation in a F14 6x250y Sorvall
rotor at 3800�g for 5 min.

Isolation of mitochondria

Mitochondria were obtained by homogenization and differen-
tial centrifugation [35]. Briefly, cells were suspended 50% w/v in
mitochondrial buffer (0.6 M mannitol, 5 mM MES pH 6.8 TEA) plus
0.1% BSA and were homogenized in a Bead Beater using 0.5 mm
glass beads [36]. The homogenate was centrifuged in a F21-
8x50y Sorvall rotor at 1017�g for 5 min. Then the supernatant
was recovered and centrifuged at 10,700�g for 10 min. The pellet
was suspended in mitochondrial buffer containing BSA, and centri-
fuged at 3600�g for 5 min. The supernatant was recovered and
centrifuged at 17,000�g for 10 min. The resulting pellet was sus-
pended in a small volume of mitochondrial buffer (without BSA)
and protein was determined by biuret [37].

Oxygen uptake

The rate of oxygen consumption was measured in resting state
(State IV), in phosphorylating conditions (State III) and in the pres-
ence of the uncoupler CCCP (State U). We used a Strathkelvin
Oximeter model 782 (Warner/Strathkelvin Instruments) with a
Clark type electrode immersed in a 1 ml chamber with a water
bath (PolyScience model 9000, USA) at 30 �C. The reaction mixture
was 0.6 M mannitol, 5 mM MES, pH 6.8 (TEA), 10 mM KCl and
2 ll/ml ethanol. Pi concentrations used are indicated in the legends
of the figures and tables. Mitochondrial protein concentration was
0.25 mg/ml.

Mitochondrial swelling

The K+-mediated mitochondrial swelling was determined at
room temperature. The reaction mixture was 0.3 M mannitol,
5 mMMES, pH 6.8 (TEA) and 2 ll/ml, ethanol. Swelling was started
with 20 mM KCl as indicated. The absorbance changes were

measured at 540 nm in a DW 2000 Aminco spectrophotometer in
split mode equipped with a magnetic stirrer [38].

Transmembrane potential

The DW was determined spectrophotometrically using a
DW2000 Aminco spectrophotometer in dual mode. The reaction
mixture was 0.6 M mannitol, 5 mM MES pH 6.8, 10 mM KCl,
2 ll/ml ethanol and 15 lM safranine-O. Absorbance changes were
followed at 511–533 nm [39].

Results and discussion

G6P increases, while F1,6BP inhibits the rate of oxygen con-
sumption through direct inhibition of the cytochrome complexes
III and IV [17]. However, a possible additional effect on ScMUC
has not been explored. The opening of ScMUC accelerates oxygen
consumption through uncoupling of oxidative phosphorylation
[20,24,25,40]. By contrast, when ScMUC is closed, oxygen consump-
tion decreases [41]. Therefore, it was decided to explore in isolated
yeast mitochondria the effect of G6P and F1,6BP on the rate of oxy-
gen consumption (Table 1).

G6P was tested at concentrations of 2–20 mM in mitochondria
where the ScMUC was fully open (0.1 mM Pi), partially open (1 mM
Pi) or fully closed (4 mM Pi). When ScMUC was fully open, G6P had
no effects (Results not shown). In mitochondria with partially
closed ScMUC, G6P increased the rate of oxygen consumption in
the resting state IV while the uncoupled state was mildly acceler-
ated only at the highest concentrations tested. These effects led to
a mild decrease in the U/IV quotient (Table 1). In the conditions
where ScMUC was fully closed, only the highest concentrations of
G6P resulted in a small increase in state IV respiration, while the
uncoupled rate did not change significantly. Thus, a small decrease
in the U/IV quotient was observed at the highest G6P concentra-
tions tested (Table 1). In all cases, the effects of G6P on the phos-
phorylating state III were similar to those observed in the
uncoupled state (Result not shown). The results suggest that at
the tested concentrations, G6P has a mild uncoupling effect.

F1,6BP was tested at concentrations of 2–20 mM under condi-
tions where ScMUC was fully open (0.1 mM Pi) or fully closed
(4 mM Pi) (Table 2). In mitochondria with an open ScMUC, F1,6BP
inhibited both state IV and the uncoupled state, increasing the
U/IV from 1.0 in the totally uncoupled control to 2.0 at 6 mM. In
mitochondria with a closed ScMUC, F1,6BP also decreased the rates
of respiration both in state IV and in the uncoupled state. The U/IV
remained constant up to 6 mM F1,6BP, and it decreased at 10 and
20 mM F1,6BP (Table 2). The decrease in the rate of oxygen con-
sumption in state IV respiration and the increase in the U/IV quo-
tient indicated that F1,6BP is a coupling agent. Thus, the oxygen
consumption results (Tables 1 and 2) indicate that G6P and
F1,6BP are ScMUC effectors, and that while the former is a mild
uncoupler, the latter is an efficient coupling agent even at low
concentrations.

When ScMUC is open, mitochondria swell upon K+ addition.
Thus, to further investigate whether G6P and F1,6BP modulate
ScMUC, swelling was measured. As expected from the oxygen con-
sumption results, G6P had no effect on the opening of ScMUC
(Result not shown). However, in the presence of a partially closed
ScMUC (1 mM Pi) a slight rate of swelling was observed which
increased mildly at higher G6P concentrations (Fig. 1A). In mito-
chondria where the ScMUC was closed, K+-mediated swelling was
not observed and G6P did not have any effects (Fig. 1B).

The data in Table 2 suggest that F1,6BP is a coupling agent. To
determine whether this effect may be related to ScMUC, we added
increasing concentrations of F1,6BP to mitochondria with open
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ScMUC (0.1 mM Pi). In the absence of F1,6BP, mitochondrial swell-
ing was large and rapid (Fig. 2A). Then, as the F1,6BP concentration
increased, swelling decreased, becoming negligible at concentra-
tions of 4 mM and above (Fig. 2A trace f). At 4 mM Pi, where ScMUC
was closed, no swelling was detected neither in the control nor at
any F1,6BP concentration (Fig 2B). Both oxygen consumption and
mitochondrial swelling experiments indicate that F1,6BP promotes
closure of ScMUC, leading to coupling of oxidative phosphorylation.

The transmembrane potential decreases upon opening of ScMUC
[25], and thus the effect of G6P and F1,6BP on this parameter was
also tested. In mitochondria with partially closed ScMUC, G6P
depleted the already-low transmembrane potential (Fig. 3A).
Under conditions where ScMUC was closed, different concentra-
tions of G6P decreased the transmembrane potential (Fig. 3B).
When assaying F1,6BP effects on mitochondria with fully open
ScMUC (Fig. 4A), the transmembrane potential increased with

Table 1
Effect of G6P on the rate of oxygen consumption under conditions where the ScMUC is partially closed (1 mM Pi) or completely closed (Pi 4 mM).

Pi G6P (mM) State IV natgO(min*mgprot)�1 Uncoupled state natgO(min*mgprot)�1 U/IV

1 mM (ScMUC partially closed) 0 132 ± 17.0 210 ± 19.8 1.6
2 138 ± 19.8 198 ± 36.8 1.4
4 150 ± 31.1 212 ± 39.6 1.4
6 160 ± 11.3 214 ± 14.1 1.3

10 194 ± 19.8 262 ± 14.1 1.3
20 234 ± 14.1 280 ± 11.3 1.2

4 mM (ScMUC closed) 0 162.9 ± 28.8 310.0 ± 45.4 1.9
2 170.8 ± 5.25 278.8 ± 32.9 1.6
4 196.7 ± 23.5 318.2 ± 23.6 1.6
6 212.0 ± 18.3 333.9 ± 21.6 1.6

10 208.7 ± 7.8 326.6 ± 11.0 1.6
20 231.2 ± 16.5 332.8 ± 40.7 1.4

Reaction mixture: 0.6 M mannitol, 5 mM MES pH 6.8 (TEA), 2 ll ethanol/mL, 10 mM KCl and Pi as indicated. Glucose-6-phosphate (G6P) as indicated. Mitochondria
(250 lg prot./mL). The uncoupled state was generated using CCCP (1.5 lM).

Table 2
Effect of F1,6BP on the rate of oxygen consumption under conditions where the ScMUC is opened (Pi 0.1 mM) or closed (Pi 4 mM).

Pi F1,6BP (mM) State IV natgO(min*mg prot)�1 Uncoupled state natgO(min*mg prot)�1 U/IV

0.1 mM (ScMUC open) 0 328.4 ± 29.0 339.2 ± 24.0 1.0
2 167.6 ± 21.3 257.9 ± 46.0 1.5
4 143.3 ± 27.3 263.2 ± 25.0 1.8
6 129.4 ± 4.9 254.0 ± 43.0 2.0

10 142.2 ± 12.5 276.7 ± 66.0 1.9
20 140.6 ± 21.7 250.4 ± 46.0 1.8

4 mM (ScMUC closed) 0 240.7 ± 21.1 452.5 ± 40.3 1.9
2 214.2 ± 5.1 408.0 ± 48.5 1.9
4 229.0 ± 19.4 422.2 ± 57.9 1.8
6 208.3 ± 24.6 385.9 ± 8.8 1.8

10 194.1 ± 24.4 357.3 ± 56.0 1.8
20 192.7 ± 27.6 334.7 ± 28.3 1.7

Reaction mixture as in Table 1, except F1,6BP as indicated.

Fig. 1. Effects of G6P on mitochondrial swelling. Reaction mixture: 0.3 M mannitol,
5 mM MES pH 6.8 (TEA), 2 lL ethanol/mL, mitochondria 250 lg prot./mL, and Pi as
indicated. Swelling was measured spectrophotometrically at 540 nm. The arrow
indicates the addition of 20 mM KCl. (A) Pi 1 mM. (B) Pi 4 mM. G6P (mM) was: a, 0;
b, 2; c, 4; d, 6; e, 10; f, 20.

Fig. 2. Effects of F1,6BP on mitochondrial swelling. Reaction mixture as in Fig 1
except (A) Pi 0.1 mM. (B) Pi 4 mM. At the arrow 20 mM KCl was added. G6P (mM)
was: a, 0; b, 0.25; c, 0.5; d, 1; e, 2; f, 4.
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increasing F1,6BP concentrations, reaching the highest value at
10 mM (Fig. 4A, trace e) and 20 mM (Fig. 4A trace f). Under closed
ScMUC conditions, a biphasic effect was observed, where a slight
hyperpolarization was detected at 6 (Fig. 4B trace d) and 10 mM
(Fig. 4B trace e) whereas a modest decrease in the transmembrane
potential was observed at 20 mM F1,6BP (Fig. 4B trace f).

Both phosphate hexoses tested here seem to induce opposite
effects. G6P is a mild uncoupler, probably opening ScMUC, while
F1,6BP has a strong coupling effect that probably results from clos-
ing ScMUC. As both molecules are accumulated simultaneously
during active glycolysis, it was decided to test which of their effects
predominates when both are present.

To close ScMUC even at low Pi (0.1 mM), 2 mM F1,6BP was
added. Under these conditions K+ addition did not induce swelling
(Fig. 5A, trace a). Then, increasing G6P concentrations promoted
swelling, reaching a maximum at 20 mM G6P. The opposite exper-
iment was performed under partially closed ScMUC conditions
(1 mM Pi) and in the presence of 10 mM G6P, where a slight swell-
ing was promoted by K+ addition. Then, at increasing F1,6BP con-
centrations inhibition of swelling was observed, suggesting that
the ScMUC-closing effect of F1,6BP was much stronger than the
ScMUC-opening effect of G6P.

Thus, we propose that the two hexose-phosphates known to
accumulate during active glycolysis are effectors of the ScMUC.
G6P is a mild uncoupler working through the opening ScMUC while
F1,6BP has stronger coupling properties that probably result in
ScMUC closure. The effect of the hexose-phosphate derivatives
tested here was observed at lower concentrations than those
needed to inhibit respiration.

In mammalians, the mitochondrial permeability transition trig-
gers cell death programs while in turn, a persistently closed MUC
results in resistance to apoptosis. Indeed, in rat liver, overexpres-
sed hexokinase seems to interact directly with mitochondria,

maintaining MUC in a closed state and thus inhibiting cell death
[40–42]. F1,6BP promoted ScMUC closure, therefore inhibiting the
permeability transition. In addition, a closed ScMUC inhibits apop-
tosis and promotes unregulated cell growth, indicating that there

Fig. 3. Effects of G6P on the mitochondrial transmembrane potential. Reaction
mixture as in Table 1 (except 15 lM safranin-O), 10 mM KCl and Pi as indicated. (A)
Pi 1 mM, (B) Pi 4 mM. G6P (mM) as follows: a, 0; b, 2; c, 4; d, 6; e, 10; f, 20. Where
indicated, mitochondria (250 lg prot./mL) or CCCP (1.5 lM) were added. Fig. 4. Effects of F1,6BP on the transmembrane potential. Reaction mixture as in

Fig. 3, except (A) Pi 0.1 mM and (B) Pi 4 mM. F1,6BP (mM) was: a, 0; b, 2; c, 4; d, 6; e,
10; f, 20. Mitochondria (250 lg prot./mL), CCCP (1.5 lM).

Fig. 5. Effects of competition between F1,6BP and G6P on mitochondrial swelling.
Reaction mixture: as in Fig. 1. Pi as indicated. (A) Pi 0.1 mM, 2 mM F1,6BP. G6P
(mM) was: a, 0; b, 4; c, 10; d, 20. (B) Pi 1 mM, 10 mM G6P. F1,6BP (mM) was a, 0; b,
0.5; c, 4; d,10.
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may be a causal relationship between tumor cell immortalization
and F1,6P accumulation.

If the F1,6BP-mediated inhibition of oxygen consumption by
S. cerevisiae were related to the Crabtree effect, then Crabtree-
negative yeasts should not be inhibited. To test this, we compared
the effect of 10 mM F1,6BP on mitochondria isolated from either
S. cerevisiae or from the Crabtree negative yeast Kluyveromyces
lactis [43]. As expected from the results shown in Table 2, F1,6BP
inhibited the rate of oxygen consumption in mitochondria from
S. cerevisiae at both 0.1 mM (Fig. 6A) and 1.0 mM Pi (Fig. 6B). By
contrast, in mitochondria from K. lactis, F1,6BP did not have any
effects on the rate of oxygen consumption at either phosphate con-
centration (Fig. 6). These results strongly support the notion that
F1,6BP is a key metabolite that signals closure of ScMUC, triggering
the Crabtree effect. Indeed, upon glucose addition, F1,6BP rises to
5–10 mM, which is much higher than the concentration of
0.5 mM F1,6BP needed to maintain ScMUC in a closed state [7].
Furthermore, at 5 mM F1,6BP, additional mitochondrial effects
are observed, such as inhibition of complex III and IV activities
in the resting state IV. Further studies are needed in order to eluci-
date the physiological role of maintaining ScMUC closed and dissect
its likely relationship with the Crabtree effect.
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Abstract Ubiquinone derivatives modulate the mammalian
mitochondrial Permeability Transition Pore (PTP). Yeast mito-
chondria harbor a similar structure: the respiration- and ATP-
induced Saccharomyces cerevisiae Mitochondrial Unselective
Channel (ScMUC). Here we show that decylubiquinone, a well-
characterized inhibitor of the PTP, suppresses ScMUC opening
in diverse strains and independently of respiratory chain mod-
ulation or redox-state. We also found that naturally occurring
derivatives such as hexaprenyl and decaprenyl ubiquinones
lacked effects on the ScMUC. The PTP-inactive ubiquinone 5
(Ub5) promoted the ScMUC-independent activation of the re-
spiratory chain in most strains tested. In an industrial strain
however, Ub5 blocked the protection elicited by dUb. The
results indicate the presence of a ubiquinone-binding site in
the ScMUC.

Keywords Ubiquinone analogues .Mitochondria .

Permeability transition pore . Yeast

Abbreviations
dUb Decylubiquinone
dVO4 Decavanadate
Δ= Mitochondrial transmembrane potential
FCCP Carbonyl cyanide

p-trifluoro-methoxyphenyl-hydrazone

Cyclosporine A CsA
PTP Mitochondrial permeability transition pore

ScMUC Saccharomyces cerevisiae mitochondrial
unselective channel

Ub5 Ubiquinone 5
Ub30 Hexaprenylquinone
Ub50 Decaprenylquinone

Introduction

Themitochondrial permeability transition can be defined as the
rise in unselective conductance to ions and metabolites trig-
gered by the opening of an unidentified non-selective pore
(Brenner and Moulin 2012). In mammalian mitochondria, the
permeability transition pore (PTP) depletes the protonmotive
force and exhibits a molecular mass cutoff of up to 1.5 kDa
(Bernardi 2013). The Saccharomyces cerevisiaeMitochondrial
Unselective Channel (ScMUC) is probably an equivalent of the
PTP (Uribe-Carvajal et al. 2011).

The biochemistry and physiopathology of the PTP has
been studied ad extenso. Most hypotheses suggest that this
pore opens irreversibly during several disease states, inducing
a collapse in mitochondrial homeostasis (for a review, see Di
Lisa and Bernardi 2006). In contrast, PTP transient opening or
flickering has also been proposed to regulate Ca2+ homeosta-
sis in mitochondria (Ichas and Mazat 1998). Less is known in
terms of the molecular composition of the PTP; earlier models
proposing that the Adenine Nucleotide Translocator and the
Voltage Dependent Anion Channel could form the PTP have
not successfully passed genetic tests (reviewed in Bonora et al.
2014). When the mitochondrial phosphate carrier is de-
leted, this results in changes in the properties of both,
the PTP (Kwong et al. 2014) and the ScMUC (Gutiérrez-
Aguilar et al. 2010) likely by controlling inorganic phosphate
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(Pi) availability in mitochondria. However, a moderate change
in the expression levels of the Pi carrier does not impact the
Ca2+-induced PTP (Gutiérrez-Aguilar et al. 2014). Up to now,
Cyclophilin D (CypD) and mitochondrial Complex I are the
only widely accepted modulators of the PTP (Giorgio et al.
2010; Di Lisa et al. 2011; Li et al. 2012). Topical studies
suggest that CypD regulates F1F0-ATP synthase. In addition,
the purified dimeric enzyme from both mouse and
S. cerevisiae mitochondria forms a multiple conductance
channel with PTP-like behavior (Giorgio et al. 2013; Carraro
et al. 2014). This has led to propose that the unselective pores
observed in yeast and higher eukaryotes are equivalent struc-
tures that form at the interface of two F0 sectors of ATP
synthase and that the F0 sector may play an important role in
PTP formation (Bernardi 2013; Bonora et al. 2013).

The ScMUC probably participates in energy surplus dissi-
pation processes (Prieto et al. 1995). Although the ScMUC and
the mammalian PTP present similar molecular exclusion
properties, it was earlier proposed that the ScMUC could be
hardly considered a yeast counterpart of the PTP (Manon et al.
1998). Since S. cerevisiae lacks a mitochondrial Ca2+-
uniporter (Uribe et al. 1992), Ca2+ does not activate the

ScMUC unless S. cerevisiae mitochondria are incubated in
the presence of the Ca2+ ionophore ETH129 (Yamada et al.
2009; Carraro et al. 2014). In regard to similarities in their
properties, ScMUC and PTP are both regulated by ADP,
octylguanidine, Mg2+, Pi, mercurials and mastoparan
(Uribe-Carvajal et al. 2011). Indeed it has been sug-
gested that MUCs are conserved throughout the eukary-
otic domain (for reviews see Azzolin et al. 2010;
Bernardi and Von Stockum 2012).

Different ubiquinone analogues seem to interact withmam-
malian mitochondria on a specific site. Then, depending on
the analogue substituent, PTP may be activated, unaffected or
inhibited (Walter et al. 2000). In addition, since ubiquinones
are natural ligands of respiratory complexes I, II and III,
certain analogues can also interfere with respiration thus mak-
ing difficult to detect off-site effects (Walter et al. 2000). Here
we aimed to determine whether ubiquinone analogues modu-
late the ScMUC. This is interesting as S. cerevisiae mitochon-
dria lack respiratory complex I. Our results show that known
PTP inhibitors modulate ScMUC activity and support the
notion of a conserved ubiquinone-binding site on the channel.

Materials and methods

Materials

All chemicals were reagent grade. dUB, Ub5, Ub30, Ub50,
Mannitol, MES, ethanol, safranine-O, CaCl2, MgCl2, ADP,
FCCP and bovine serum albumin type V were from Sigma

Chem Co. (St. Louis, MO). All other reagents were of the
highest purity commercially available.

Industrial and laboratory yeast strains

A commercial strain of the baker’s yeast S. cerevisiae (La
Azteca) was purchased from a local bakery. The industrial
strain Yeast Foam (YF) was obtained from a previous collab-
oration (Díaz-Ruiz et al. 2008). The laboratory strains were
BY4741 (BY) (MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ)
and W303 (MATα; ura3-1; trp1Δ 2; leu2-3,112; his3-11,15;
ade2-1; can1-100).

Isolation of Yeast Mitochondria

For experiments in Figs. 1, 2A, B, C, 3, 4B and 5, an industrial
strain of S. cerevisiae (La Azteca) was used. Cells (40 g) were
suspended and incubated in a rich liquid medium under aera-
tion (3 L/min) for 16 h, washed, suspended in distilled water
and starved overnight under aeration (de Kloet et al. 1961).
Cells were washed by centrifugation three times and
suspended in 0.6 M mannitol, 5 mM MES, 0.1 % bovine
serum albumin, pH 6.8 adjusted with triethanolamine
(TEA). Cells were disrupted using a Braun cell-homogenizer
and 0.45 mm diameter glass beads. Mitochondria were
isolated by differential centrifugation in a SS34 rotor
(Sorvall) (Cortés et al. 2000). Protein concentration was
determined by a biuret method. For experiments in
Figs. 2D and 4, the strains YF, W303 and BY were
also used. The S. cerevisiae industrial strain Yeast Foam
(YF) was subcultured 8 hours in YPD and cultured in
YPLac until reaching an optical density of 3.0-3.5. The
S. cerevisiae laboratory strains W303 and BY were
subcultured in YPD for 24 hours and cultured in of
YPLac for 24 hours. All cultures were grown under constant
agitation (250 rpm) at 30 °C. Mitochondria were isolated from
the YF, W303 and BY strains after spheroplast homogeniza-
tion and differential centrifugation (for detailed protocols see
Gutiérrez-Aguilar et al. 2010).

Oxygen consumption

The rate of oxygen consumption was measured in the resting
state (State 4) and in the phosphorylating state (State 3) using
an YSI model 5,300 oxygraph equipped with a Clark-Type
electrode at room temperature in a 1.5 mL chamber containing
mitochondria at a final concentration of 0.5 mg protein/mL.
Samples were suspended in respiration buffer (0.6 M manni-
tol, 5 mMMES pH 6.8 (TEA) plus 5 μL/mL 96 % ethanol as
respiratory substrate, unless indicated otherwise). The concen-
trations of Pi and K+ used are indicated under each figure.
Stock solutions were 1.0 MMgCl2, 2.0 M KCl, and either 1.0
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or 0.1 M PO4
3− buffer, pH 6.8 (TEA) and 20 mM dUb, Ub5,

Ub30, Ub50.

Transmembrane potential (Δψ)

TheΔ= was determined using 10 μM safranine-O, following
the absorbance changes at 511–533 nm in a DW2000 Aminco
spectrophotometer in dual mode (Akerman and Wikström
1976). At the end of each trace,Δψ was collapsed by adding
6 μM FCCP.

Mitochondrial swelling

The K+-mediated swelling of mitochondria was measured as
described before (Castrejón et al. 2002). Typically, coupled
isolated mitochondria are impermeable to K+. However, when
the ScMUC opens, it allows unselective transport of externally
added K+ along with anions present in the medium, resulting
in the transport of osmotically active species. This will result
in the transport of water towards the mitochondrial matrix
following swelling of the organelles, which is optically mea-
sured as a decrease in light scattering of isolated mitochondria
in suspension. Swelling buffer, containing 0.3 M mannitol,
5 mM MES, pH 6.8 (TEA), plus 5 μL/mL ethanol or NADH
was used to promote swelling under energized conditions.
Swelling was promoted by adding 20 mM KCl where indi-
cated by an arrow. The absorbance changes were measured at
540 nm in a DW2 Aminco spectrophotometer in split mode
equipped with a magnetic stirrer. Sample volume was kept
constant at 4 mL of respiration buffer. Mitochondrial concen-
tration was 0.5 mg protein/mL.

NADH:NAD+ ratio determination

In order to determine whether the increase in alcohol dehy-
drogenase activity led to an increase in the percentage of
reduced NADH, we made a NADH concentration curve,
which we used to determine the amount of NADH present
in samples incubated in the presence of increasing etha-
nol. Then, the 100 % percent NADH concentration was
evaluated after adding 3 μM sodium dithionite, which was
prepared within one hour (Quinlan et al. 2013). NADH
absorbance was read at 340 nm in a Varian 50 Bio-UV/
Vis spectrophotometer.

Results

In isolated mitochondria, dUb inhibits opening of the ScMUC

The ubiquinone derivative dUb closes the PTP in mitochon-
dria from different cell lines and mammalian sources (Walter

et al. 2000; Devun et al. 2010). With this in mind, we decided
to assess whether other ubiquinone derivatives also regulate

ScMUC opening (Fig. 1A). We first monitored oxygen
consumption of isolated S. cerevisiae mitochondria from
the industrial strain La Azteca under control conditions
where the ScMUC is typically closed by high phosphate
(Fig. 1B, “c”). Under these conditions, the respiration rate of
isolated mitochondria remained low. Respiration was signifi-
cantly increased when phosphate was decreased, indicating
opening of ScMUC (Fig. 1B, “0”). This high respiration rate
phenotype was gradually attenuated with dUb in a
concentration-dependent manner (Fig. 1B “10” to “30”). We
next wanted to assess if the protective effects of dUb on
respiration were derived from a direct interaction with the
respiratory chain (Fig. 1C). To address this possibility we
tested the effects of increasing amounts of dUb in mitochon-
dria incubated with the uncoupler FCCP. Under these condi-
tions, dUb failed to decrease the respiration rate of isolated
mitochondria suggesting that the protection was not at the
level of the respiratory chain. The ScMUC can be regulated
by fluctuations in the NADH:NAD+ ratio (Bradshaw and
Pfeiffer 2013). This is of particular relevance as S. cerevisiae
lacks respiratory complex I, which has been proposed to
regulate PTP opening (Li et al. 2012). To further address if
dUb regulates the ScMUC through modifications of the
NADH dehydrogenase activity, we performed state 4 oxygen
consumption experiments in the presence of increasing con-
centrations of ethanol (which generates NADH), in the ab-
sence and presence of dUb (Fig. 1D). As expected, increasing
concentrations of ethanol enhanced the rate of respiration,
being maximal at 20 mM ethanol. The presence of dUb under
these conditions resulted in a decreased state four respiration,
reaching significance at 20 mM ethanol. Further Lineweaver-
Burk processing of these results suggests that dUb behaves
as a non-competitive inhibitor of NADH-linked respira-
tion and further implying that the dUb effects on

ScMUC activity are not related to NADH:NAD+ ratio
fluctuations (Fig. 1E). Furthermore, the NADH:NAD+

ratio did not change in any of the ethanol concentra-
tions tested (result not shown); this probably indicates
that alcohol dehydrogenase is much slower than NADH
dehydrogenase activities and thus it cannot affect the
NADH reduction percentage.

Opening of the ScMUC prevents energized mitochondria
from building up a stableΔψ (Gutiérrez-Aguilar et al. 2010).
With this in mind, we tested the effects of dUb on the Δψ of
isolated mitochondria from La Azteca strain under the same
conditions as those used for oxygen consumption. The results
show that in the presence of high phosphate, mitochondria are
able to sustain a high, constant and FCCP-sensitive Δψ
(Fig. 2A trace a). Decreasing phosphate in the incubation
media resulted in a fast drop in Δψ, indicative of ScMUC
opening. This Δψ reading was not sensitive to further
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addition of FCCP (Fig. 2A trace b). Under this condition,
increasing dUb resulted in the gradual buildup of a Δψ
Fig. 2A traces c to h), reaching maximal values at 50 and
100 μM dUb (Fig. 2A traces g, h).

A typical parameter used to measure ScMUC (and PTP)
activity is the swelling resulting from opening of the pore
(Castrejón et al. 2002).Mitochondria suspended in buffer with
ethanol as respiratory substrate and high levels of phosphate
were not sensitive to K+-induced swelling (Fig. 2B trace a).

Isolated mitochondria in the presence of ethanol plus low
phosphate levels rapidly swelled following K+ addition
(Fig. 2B trace b). Then increasing levels of dUb, attenuated
mitochondrial swelling confirming a direct inhibition of the

ScMUC (Fig. 2B traces c-h). The experiments above show that
dUb closed the ScMUC in the presence of 0.4 mM phosphate.
However, all experiments were performed in the presence of
ethanol as respiratory substrate. Ethanol reduces NAD+ to
NADH+H+, which in turn is reoxidized by the internal

μμ

Fig. 1 Ubiquinone derivatives used in this study and effects of dUb on
the rates of oxygen consumption in closed/open ScMUC conditions in
mitochondria isolated from S. cerevisiae La Azteca strain. Chemical
structures in (A) represent the ubiquinone derivatives used in this study.
For panels B-E, experimental conditions were: 0.6 M Mannitol, 5 mM
MES, pH 6.8, 20 mM KCl, pH 6.8 (TEA), 5 μL ethanol /mL. To obtain
the uncoupled state respiration, 6 μM FCCP was added in the experi-
ments on panel C. Measurements were conducted in a water-jacketed
chamber (30 °C) connected to an oxymeter interfaced to a computer.
Rates of oxygen consumption are expressed in natoms gram O (min.mg
prot)−1. Isolated mitochondria were used at a final concentration of

0.5 mg prot/mL. Bars in both B and C were: “C”=4 mM Pi, no dUb,
0=0.4 mM Pi no dUb, 10=0.4 mM Pi plus 10 μM dUb, 20=0.4 mM Pi
plus 20 μM dUb, 30=0.4 mM Pi plus 30 μM dUb, 40=0.4 mM Pi plus
40 μM dUb, 50=0.4 mM Pi plus 50 μM dUb. In (D), oxygen uptake in
open MUC (0.4 mM Pi) condition was evaluated in the presence (●) or
absence (○) of 30 μM dUb. Rates of respiration were calculated at
different ethanol concentrations (0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM, 30 mM) with and without dUb added. (E)
Lineweaver-Burk plot from data presented in (D), which indicates a
non-competitive inhibition of dUb. Each point represents the mean of
three experiments±Standard Deviation. *P<0.05 vs. “C”
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NADH dehydrogenase. In our hands the redox state of
the pyridine nucleotides did not vary under these condi-
tions. Nonetheless, it has been reported that increased
NADH:NAD+ ratios and/or high respiratory rates can
result in ScMUC or PTP opening (Leverve and Fontaine
2001; Manon 1999; Manon et al. 1998). To determine
whether dUb inhibited ScMUC opening in the presence
of increasing NADH, we directly added NADH to iso-
lated mitochondria (Fig. 2C). As expected, at 1 and
2 mM, NADH promoted ScMUC opening as indicated
by an increase in mitochondrial swelling (Fig. 2C,
“NADH” traces). In contrast, in the presence of 30 μM
dUb swelling was prevented regardless of the NADH
addition (Fig. 2C, “NADH+dUb” traces). Thus it may
be concluded that the effect of dUb is independent of the
purine nucleotide pool redox state.

Early studies assessing the regulation and transport prop-
erties of the ScMUC concluded that industrial and laboratory
strains of S. cerevisiae presented a mitochondrial pore with
different effector sensitivities (Manon et al. 1998). These
differences were later proposed to be context-specific and
were abolished under appropriate experimental conditions
(Bradshaw and Pfeiffer 2013). In mammalian mitochondria,
cell type-dependent differential response to ubiquinone deriv-
atives has been reported (Devun et al. 2010). With this in
mind, we assessed the sensitivity of different industrial and
laboratory strains of S. cerevisiae to dUb (Fig. 2D). We
performed state 4 oxygen uptake rate experiments on the
industrial strains La Azteca and Yeast Foam (YF) and the
laboratory W303 and BY strains. As expected, conditions
leading to closure of the ScMUC induced a typical-baseline
oxygen uptake rate phenotype in isolated mitochondria from

C D

Azteca YF W303 BY

- 0.02

- 0.01
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Fig. 2 Effect of dUb on the (A) Δψ and (B) swelling of mitochondria
isolated from different industrial and laboratory strains of S. cerevisiae.
Experimental conditions: As in Fig. 1 except in (A), 10 μM safranine-O.
Traces in both (A) and (B) were: a=4 mM Pi, no dUb, b=0.4 mM Pi no
dUb, c=0.4 mM Pi plus 10 μM dUb, d=0.4 mM Pi plus 20 μM dUb, e=
0.4 mMPi plus 30μMdUb, f=0.4 mMPi plus 40μMdUb, g=0.4 mMPi
plus 50μMdUb, h=0.4mMPi plus 100μMdUb.Mitochondria (M) were
added at the arrow. Representative experiment from n=3. For the exper-
iments detailed in (C), externally added NADH was used instead of
ethanol to energize mitochondria in the presence of 0.4 mM Pi being

0 mM NADH (black traces), 1 mM NADH (yellow traces) and 2 mM
NADH (green traces) in the absence or presence of 30 μM dUb as
indicated. Representative experiment from n=3. In (D), data are presented
as oxygen uptake rate in natgO (min*mg prot)−1. Bars labeled “C”
represent the oxygen uptake rate in the presence of 4 mM phosphate. Bars
labeled “dUb” represent the oxygen uptake rate in the presence of 30 μM
dUb. Please refer to section “Industrial and laboratory yeast strains” for
information of the strains used in these experiments. Each bar represents
the mean of three independent experiments±Standard Error. *P<0.05 vs.
values of “ScMUC” labeled bars
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all strains (Fig. 2D, black bars). In the presence of low phos-
phate loads (ScMUC), oxygen consumption was enhanced
(Fig. 2D, gray bars). In agreement with Fig. 1A, addition of
30 μM dUb reduced the oxygen uptake rate in the industrial
and laboratory strains (Fig. 2D, yellow bars). The effect was

ScMUC-specific and concentration-dependent as confirmed
with Δψ and swelling experiments performed in the labora-
tory W303 and BY strains (results not shown).

Effects of naturally occurring ubiquinones on the ScMUC
of industrial and laboratory strains

Based on our results showing that dUb-induced ScMUC clo-
sure does not depend on a potential interaction of the ubiqui-
none derivative with the respiratory chain, we next wanted to
assess whether naturally occurring ubiquinones such as
hexaprenyl (Ub30) and decaprenyl quinone (Ub50) could po-
tentially influence ScMUC activity in addition to its physio-
logical role in the respiratory chain (Fig. 3). We performed
Δψ experiments on isolated mitochondria from the industrial
strain La Azteca under control conditions where we detected a
high and stable Δψ (Fig. 3A, trace a). As shown before,
opening of the ScMUC led to a decrease inΔψ (Fig. 3A, trace
b). Increasing concentrations of Ub30 (10–100 μM) did not
confer any potential protection on the ScMUC-dependentΔψ
decrease (Fig. 3A, traces c-f). Oxygen consumption experi-
ments in the presence of Ub30 under the same experimental
conditions resulted in no protection against ScMUC-mediated
increase in the oxygen consumption rate (not shown). We
measuredΔψ of isolated mitochondria from La Azteca strain
in the presence of Ub50 (Fig. 3B). Although we occasionally
measured weak, concentration-independent increases in Δψ
(see Fig. 3B, trace d), oxygen consumption experiments

evidenced lack of Ub50 protection against ScMUC-dependent
increase in respiration (not shown).

Ub5 does not modulate the ScMUC

We decided to test whether Ub5, which has been reported to
behave as a PTP-inactive derivative, could modulate the

ScMUC in isolated mitochondria from the industrial and lab-
oratory strains of S. cerevisiae used in this study.
Consequently, we measured state 4 oxygen uptake rates of
isolated mitochondria from La Azteca YF, W303 and BY
strains under control conditions (C), where oxygen uptake
rates were low (Fig. 4A, black bars) and in the presence of
low phosphate loads, which trigger ScMUC opening (Fig. 4A,
gray bars). Addition of 200 μMUb5 under ScMUC conditions
had no effects on the uptake rates of mitochondria from La
Azteca strain. Conversely, Ub5 increased oxygen uptake rates
~2-3 fold under ScMUC conditions in the YF, W303 and BY
strains (Fig. 4A, white bars). Further oxygen uptake experi-
ments in the presence of high phosphate loads (closed

ScMUC) resulted in a concentration-dependent increase in
mitochondrial respiration mediated by Ub5 in all strains
(Fig. 4B). The increase in oxygen uptake was significantly
lower in La Azteca strain (Fig. 4B, ●). Such effects in the
oxygen uptake of all strains were ScMUC-independent, given
Ub5 failed to modulateΔψ on isolated mitochondria from all
strains in the presence of either low or high phosphate loads
(not shown).

Ub5 suppresses dUb protective effects in La Azteca strain

While dUb promoted closure of ScMUC, Ub5 did not exhibit
measurable ScMUC-related effects in La Azteca strain.
Therefore, to determine if Ub5 could still bind (but not

Fig. 3 Effects of Ub30 and Ub50 on the Δψ of isolated mitochondria of
S. cerevisiae La Azteca strain. Experimental conditions were as in Fig. 2.
Traces in (A) were: a=4 mM Pi, no Ub30, b=0.4 mM Pi, no Ub30, c=
0.4 mM Pi plus 10 μMUb30, d=0.4 mMPi plus 30 μMUb30, e=0.4 mM
Pi plus 50μMUb30, f=0.4 mMPi plus 100 μMUb30. Traces in (B) were:

a=4 mM Pi, no Ub50, b=0.4 mM Pi, no Ub50, c=0.4 mM Pi plus 10 μM
Ub50, d=0.4 mM Pi plus 30 μM Ub50, e=0.4 mM Pi plus 50 μM Ub50,
f=0.4 mM Pi plus 100 μM Ub50. Mitochondria (M) were added at the
arrow. Representative experiment from n=3
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modulate) the ScMUC in this strain, we designed a competi-
tion protocol measuring the rate of oxygen consumption in the
presence of dUb and increasing concentrations of Ub5 (Fig. 5).
At 0.4 mMPi, addition of 50μMdUb promoted the return to a
basal rate. Further additions of Ub5 from 25 to 200 μM
increased oxygen consumption similarly to uncoupled rates
(Fig. 5A). These results were confirmed withΔψ experiments
under the same conditions. At 4 mM Pi,Δψ values were high
and stable but low at 0.4 mM Pi. Δψ values returned to high
values at 0.4 mMPi plus 50 μMdUb. Then, in the presence of
increasing Ub5 concentrations Δψ values decreased again

(Fig. 5B). These results indicate that dUb-mediated closure
of ScMUC was reverted by Ub5, suggesting that these ubiqui-
none derivatives compete for the same binding site.

Discussion

The PTP-modulating effects of ubiquinone analogues have
been proposed to be downstream from the regulatory role of
CypD (Basso et al. 2005). Fontaine et al. (1998) previously
proposed that the ubiquinone effect-site was respiratory

Fig. 4 Effects of Ub5 on the oxygen uptake rates of mitochondria isolated
from different industrial and laboratory strains of S. cerevisiae. Experimental
conditions: As in Fig. 2. A, B=oxygen uptake rates. Bars labeled “ScMUC”
represent oxygen uptake rates in the presence of 0.4 mM phosphate. Bars
labeled “C” represent percent oxygen uptake rates in the presence of 4 mM
phosphate. Bars labeled “Ub5” represent percent oxygen uptake rates in the
presence of 200 μM Ub5. Please refer to section “Industrial and laboratory
yeast strains” for information of the strains used in these experiments. Each
bar represents the mean of three independent experiments±Standard

Deviation. *P<0.05 vs. values of “ScMUC” labeled bars. In (B), oxygen
uptake rates were evaluated with increasing concentrations of Ub5 using
isolated mitochondria from La Azteca (●), YF (○), W303 (☐), and by (■)
strains. Data are presented as oxygen uptake rate in natgO (min*mg prot)−1.
Rates of respiration were calculated at different Ub5 concentrations (0 μM,
25 μM, 50 μM, 100 μM, 200 μM). Each value represents the mean of three
independent experiments±Standard Deviation. *P<0.05 vs. values of YF,
W303 and BY strains

Fig. 5 Combined effects of dUb and Ub5 on the rates of oxygen
consumption and Δψ of mitochondria isolated from S. cerevisiae La
Azteca strain. Experimental conditions: As in Fig. 2. A=oxygen
consumption, B=Δψ. Bars in A were: “C”=4 mM Pi, no Ub5 or dUb,
0=0.4 mM Pi no Ub5 or dUb, 25=0.4 mM Pi plus 25 μM Ub5, 50=
0.4 mM Pi plus 50 μM Ub5, 100=0.4 mM Pi plus 100 μM Ub5, 200=
0.4 mM Pi plus 200 μM Ub5. Where indicated, 50 μM dUb was present

in the reaction mixture. Each point represents the mean of three
experiments±Standard Deviation. *P<0.05 vs. C. Traces in B were: a=
4 mM Pi, no Ub5, b=0.4 mM Pi and no Ub5, c=0.4 mM Pi and no Ub5,
d=0.4 mMPi plus 25 μMUb5 e=0.4 mMPi plus 50μMUb5, f=0.4 mM
Pi plus 100 μM Ub5, g=0.4 mM Pi plus 200 μM Ub5. For traces c-g,
50 μM dUb was present in the reaction mixture. Mitochondria (M) were
added where indicated by an arrow. Representative experiment from n=3
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complex I. It is important to note that these analogues present
divergent modulating properties depending on the ubiquinone
side chain (Walter et al. 2002). In addition such divergent
properties are cell line-specific (Devun et al. 2010). This
implies that PTPs (and probably the ScMUC) may present
context-specific accessory components. Indeed, (Li et al.
2012) proposed that rotenone-mediated inhibition of complex
I may be even more protective against PTP opening than CsA
as long as CypD levels do not exceed those of discrete
complex I subunits. Manon (1999) also concluded that

ScMUC activity is strictly dependent on respiratory chain
activity. These data suggest that MUCs are likely modulated
by the pyridine nucleotide redox state. In fact, Hunter and
Haworth (1979) were the first to report NADH-induced PTP
inhibition indicating that the PTP remained closed upon inhi-
bition of complex I with rotenone or through the regulation of
the NADH:NAD+ ratio using β-hydroxybutyrate and
acetoacetate. Ubiquinone derivatives regulate the PTP down-
stream of mitochondrial CypD, strongly indicating that these
molecules bind directly to the pore or to another regulatory
factor (Basso et al. 2005). Since the ScMUC is probably not
regulated by the yeast mitochondrial Cyclophilin (Cpr3), but
is still sensitive to ubiquinone derivatives, the ScMUC and the
PTP still present conserved characteristics. To this, the utili-
zation of S. cerevisiae as a model to understand the PTP
constitutes a powerful genetic tool to unveil the molecular
componentry of the ScMUC as recently proposed by Carraro
et al. (2014). Here, we provide evidence supporting the notion
that the ScMUC presents a conserved ubiquinone-sensitive site
and that the effects of ubiquinone derivatives are independent
of the presence of mitochondrial complex I, which is naturally
absent in our yeast model. We also show that dUb blocks the

ScMUC, like the PTP, in a similar concentration range. Then
we confirm that the effects of dUb are not related to the
regulation of the mitochondrial respiration nor changes in
the matrix NADH:NAD+ ratio, which are also known pore
effectors (Leverve and Fontaine 2001). This suggests that
respiration-induced ScMUC opening and dUb-mediated

ScMUC closure likely occur through unrelated mechanisms.
We finally show that although the PTP-inactive Ub5

counteracts the effects of dUb on the ScMUC of La
Azteca strain, this derivative also strongly activates

ScMUC-independent respiration in several yeast strains
tested. To this, the Ub5-mediated increase in respiration
has also been reported for the laboratory CEN.PK2–1C
strain of S. cerevisiae (James et al. 2005). Although the
cause for such divergent phenotype between La Azteca
and the rest of the strains tested is unknown and is
subject of further research in our laboratory, adaptive
evolution could account for the differences monitored
herein, where close to 22 % of the total transcripts
detected in industrial strains do not match annotated
sequences for laboratory strains (Varela et al. 2005).

We have discussed this possibility for the strain-
specific differences in ScMUC activity reported before
(Uribe-Carvajal et al. 2011).

Altogether, our results suggest that ubiquinone analogues
can regulate the ScMUC as seen with the mammalian PTP.
Consequently, ubiquinone analogues may bind to a
conserved/discrete site and its lateral chain may be involved
in the gating of the ScMUC as well as the PTP. This likely
explains why ubiquinone derivatives with disparate side
chains have similar properties on the PTP and the ScMUC.
The results presented here also imply that ubiquinone ana-
logues display its permeability-modulating effects in a com-
plex I-independent context.
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Resumen 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), 17% de 

las enfermedades infecciosas reportadas en el mundo son 

transmitidas por vectores artrópodos. Una alternativa para 

bloquear la transmisión es infectar a los vectores con una 

bacteria endocelular llamada Wolbachia. Diferentes inves-

tigaciones han demostrado que Wolbachia acorta la vida 

del mosquito, aumenta su resistencia ante la infección de 

algunos virus como dengue, Zika y chikungunya, y provoca 

incompatibilidad citoplasmática, por lo que al liberar mos-

quitos machos infectados con Wolbachia en una población 

de hembras no infectadas los productos no son viables, dis-

minuyendo drásticamente la población total. En el presente 

artículo se incluye una descripción general de las enferme-

dades infecciosas más comunes transmitidas por vectores así 

como una revisión del uso de Wolbachia como una posible 

herramienta para controlar su propagación.

Palabras clave: Wolbachia, enfermedades transmitidas por 

vector, dengue, malaria, endosimbiosis.

Vector-borne diseases and the potential use of 

Wolbachia, an obligate endocellular bacterium, 

to eradicate them

Abstract
According to the World and Health Organization (WHO), 

17% of the worldwide reported infectious diseases are vec-

tor-borne. One alternative for blocking the transmission of 

these infectious agents is to infect the vectors with the en-

docellular bacterium Wolbachia. Several studies have shown 

that Wolbachia shortens mosquitos’ lifespan and increases 

their resistance to some virus like Dengue, Zika or Chikun-

gunya. Wolbachia also causes cytoplasmic incompatibility, 

so, when Wolbachia-infected male mosquitoes are released 
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among an uninfected female population, the production 

of an offspring is not viable and the mosquito population 

decreases drastically. This article includes an overview of the 

most common vector-borne infectious diseases as well as 

a review of the use of Wolbachia as a possible tool for con-

trolling the spread of vector-borne diseases.

Key words: Wolbachia, vector-borne diseases, dengue, malaria, 

endosymbiosis.

A nivel mundial, las enfermedades trasmitidas por 
vectores registran altas tasas de morbilidad y mor-
talidad. Según la OMS, las enfermedades airborne 
(arthropod-borne) representan 17% del total de las 
enfermedades infecciosas en el mundo, con 1,000 
millones de casos y un millón de defunciones anua-
les1. Se conoce como vector biológico a cualquier 
organismo vivo capaz de transportar y trasmitir 
un patógeno a otro organismo. Los vectores bio-
lógicos más comunes son los insectos hematófagos 
que al alimentarse de la sangre de un portador in-
fectado, ingieren microorganismos patógenos que 
posteriormente inoculan a otro individuo (tabla 1). 
De acuerdo con el agente causal, las enfermedades 
pueden contagiarse entre humanos o de animales 
(reservorios, tabla 1) a humanos. Un reservorio es 
un organismo que aloja microorganismos patógenos 
que pueden causar una enfermedad contagiosa y 
que, al ser difíciles de controlar, pueden provocar 
epidemias1.

Dos de las enfermedades con mayor relevan-
cia epidemiológica son la malaria y el dengue. La 
malaria es causada por los protozoarios Plasmo-
dium falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae y se 
transmite por la picadura de mosquitos del género 
Anopheles (tabla 1). Entre los años 2001 a 2016, la 
OMS reportó 6.8 millones de muertes por su cau-
sa2. En 2015, se reportaron 212 millones de casos 
de malaria, de los que 429 mil pacientes fallecieron; 
de ellos, 70% eran niños menores de 5 años1. 

Actualmente, la enfermedad transmitida por 
vector con mayor crecimiento mundial es el den-
gue. Al igual que el virus del dengue, el del Zika, el 
chikungunya y la fiebre amarilla son transmitidos 
por los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopticus. 
Se estima que hay de 100 a 390 millones de casos 

de dengue al año, de los cuales 50,000 ingresan a 
un hospital, y 1,250 mueren3. Otros ejemplos de 
enfermedades transmitidas por vectores son la leish-
maniasis cutánea y visceral, que se transmite por los 
mosquitos flebótomos; la enfermedad de Chagas, 
transmitida por chinches (triatomas); la enfermedad 
del sueño o tripanosomiasis africana, transmitida 
por la mosca tsé-tsé, etc. (tabla 1). La peste bubóni-
ca es causada por la bacteria Yersinia pestis, que tiene 
como reservorio a las ratas y se transmite al humano 
por medio de picaduras de pulgas. A lo largo de la 
historia, se han registrado tres grandes pandemias 
de peste en el mundo: la primera, conocida como la 
peste de Justiniano en el siglo VI, que terminó con 
la vida de ~25 millones de personas en el Imperio 
Bizantino; la segunda, conocida como la peste negra 
que fue la causante de la muerte de un tercio de la 
población Europea en el siglo XIV (~75 millones 
de personas); y la tercera pandemia, que comenzó 
en China en el siglo XIX dónde aproximadamente 
12 millones de personas murieron4. 

Estas enfermedades, también llamadas enferme-
dades tropicales desatendidas u olvidadas afectan 
en su mayoría a países del tercer mundo. El ca-
lentamiento global, la facilidad de desplazamiento 
en el mundo y la urbanización no planificada han 
propiciado el aumento de su incidencia en países del 
primer mundo (Australia, Europa y Estados Uni-
dos), provocando un aumento en gastos médicos 
e impulsando la búsqueda de estrategias efectivas 
para combatir dichas enfermedades. Las diferentes 
alternativas propuestas incluyen la generación de 
vacunas, que tienen un proceso de desarrollo lento, 
aunado a las complicaciones para transportarlas 
y aplicarlas; la exterminación de los vectores con 
insecticidas, que podría causar un desequilibrio eco-
lógico difícil de calcular y la posibilidad de infectar 
a los vectores con una bacteria llamada Wolbachia5.

WOLBACHIA SP. Y SU INTERACCIÓN  

CON ARTRÓPODOS

Wolbachia es una �-proteobacteria endocelular obli-
gada que coloniza las células germinales del mos-
quito hembra asegurando su transmisión vertical 
(la madre la hereda a su progenie). Esta bacteria 
disminuye la propagación de enfermedades me-

Wolbachia contra enfermedades transmitidas por vector
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Tabla 1. Enfermedades transmitidas por vectores
Vector Reservorio Enfermedad

Mosquitos 
(Aedes y 
Anopheles)

Humanos y primates

Virus del dengue, Zika, 
chikungunya, fiebre amarilla, 
filariásis linfática (B. Malayi, W. 
Bancrofti, B. timori), Malaria/
paludismo (Plasmodium sp.)

Mosquitos 
(Phlebotomus)

Humanos, primates, 
marsupiales, roedores y 
animales domésticos

Leishmaniasis (Leishmania sp.)

Triatomas Humanos, marsupiales, ratas, 
ratones y animales domésticos

Tripanosomiasis americana 
o enfermedad de Chagas 
(Trypanosoma cruzi)

Mosca tsé-tsé Humanos, animales domésticos, 
gacelas, antílopes

Tripanosomiasis africana 
o enfermedad del sueño 
(Trypanosoma brucei)

Mosca negra Humanos Oncocercosis o ceguera de río 
(Onchocerca volvulus)

Pulga Humanos, roedores, animales 
domésticos

Peste bubónica y peste 
neumónica (Yersinia pestis)

Garrapata Humanos, vacas ovejas, cabras, 
avestruces, roedores

Fiebre de las Montañas Rocosas 
(Rickettsia rickettsii), fiebre 
hemorrágica de Crimea-Congo, 
enfermedad de Lyme (Borrelia 
burgdorferi), encefalitis, etc.

Los mosquitos del género Aedes y Anopheles son los vectores de enfermedades mejor conocidos. Sin embargo, las garrapatas, las 
moscas, las pulgas y los triatominos también son vectores de diferentes enfermedades infecciosas. Además de funcionar como 
hospederos, los humanos funcionamos como reservorio de todas estas enfermedades. 
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en Australia, entre otros, ha demostrado que Wol-
bachia (wMelPop) aislada de la mosca de la fruta 
Drosophila melanogaster e introducida en Aedes ae-
gypti acorta la vida media del mosquito en un 50%. 
La reducción en la longevidad de las hembras ha 
resultado en una disminución significativa en la 
transmisión de dengue7 (figura 1).

La segunda manera en la que Wolbachia puede 
disminuir la transmisión del dengue y la malaria 
reside en que, tanto en líneas celulares como en 
mosquitos, su presencia impide la colonización por 
otros patógenos, es decir, no comparte a su hospede-
ro. En los mosquitos se ha observado que Wolbachia 
confiere protección contra la colonización del in-
secto por Plasmodium, virus del Dengue, del Nilo, 
de Chikungunya y de Zika evitando que dichas 
enfermedades se propaguen8 (figura 1). El meca-
nismo por el que Wolbachia inhibe la colonización 
del patógeno no está claro, pero se piensa que puede 
estar preactivando las vías de señalización del re-
ceptor tipo Toll y quinasas Jun N-terminal (JNK), 
que inducen la autofagia y aumentan las especies 
reactivas de oxígeno para defender al hospedero 
contra las infecciones por virus ARN. 

Además, el mosquito posee unas proteínas de 
reconocimiento de peptidoglicanos (PGRP-LE y 
PGRP-LC, peptidoglycan recognition proteins) que 
reconocen peptidoglicanos de las paredes bacteria-
nas. Wolbachia provoca la sobreexpresión de estas 
proteínas aumentando la respuesta inmune del hos-
pedero y predisponiéndolo a defenderse de cual-
quier patógeno. La activación crónica de PGRP-LE 
puede llevar a un estado inflamatorio del hospedero 
que acorte su tiempo de vida media9. 

También parece ser que Wolbachia y el patógeno 
compiten por los nutrientes esenciales del hospede-
ro: ni Wolbachia ni los arbovirus pueden producir 
colesterol y aminoácidos por sí mismos, por lo que 
deben competir por los provenientes de la célula 
hospedera6,9,10.

Wolbachia también puede prevenir la propaga-
ción del virus causando incompatibilidad citoplás-
mica. Este fenómeno consiste en una modificación 
en el ácido desoxirribonucleico (ADN) del mos-
quito infectado con Wolbachia que provoca que 
los machos infectados únicamente puedan tener 

Figura 1. Wolbachia disminuye la vida media del mosquito  
y lo protege contra la infección de virus de Dengue,  

Zika y Chikungunya 

diante diversos mecanismos que incluyen acortar la 
vida media del mosquito, esterilizar a la población 
y bloquear la infección6-10.

Los mosquitos machos no son hematófagos, 
únicamente las hembras deben alimentarse con 
sangre para poder poner huevos fértiles. En caso 
de ingerir sangre de un organismo contaminado, 
los parásitos patógenos entran al intestino del mos-
quito y se replican numerosas veces antes de in-
fectar las glándulas salivales y poder transmitir la 
enfermedad. Este periodo, llamado de incubación 
extrínseca, dura entre 8 y 12 días para el virus del 
dengue7 y entre 10 y 24 días para las diferentes es-
pecies de Plasmodium5. Un mosquito hembra vive 
entre 40 y 50 días a una temperatura de 25 °C, lo 
que implica que más de la mitad de su vida podrá 
ser contagioso6,7. El grupo del Dr. Scott O´ Neill 

Esperanza de vida de Aedes aegypti a 25 ºC

14 días después del consumo de sangre contaminada con 
dengue, Zika o chikungunya

Porcentaje de virus en saliva
(transmisible)

61 días 27 días

100% 0%

–Wol +Wol

Después de 14 días de haber ingerido sangre infectada con 
diversos arbovirus, el mosquito infectado con Wolbachia no 

presenta virus en las glándulas salivales y, por lo tanto, no 
puede transmitir los agentes infecciosos. Además, Wolba-

chia (wMelPop) reduce la vida media de Aedes aegipty en un 
50%. Fuente: Caragat et al., 2016, y McMeniman, 2009. 

Wolbachia contra enfermedades transmitidas por vector
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una descendencia viable si se aparean con hembras 
infectadas (figura 2). Las hembras infectadas tienen 
productos viables sin importar si el mosquito ma-
cho está infectado o no6,10. La estrategia propuesta 
para erradicar a las enfermedades de transmisión 
por vectores consiste en liberar una población de 
mosquitos machos infectados con Wolbachia en una 
zona no endémica de Wolbachia (las hembras no 
tendrán Wolbachia), lo que promovería una forma 
de esterilización de los mosquitos que culmina en 
la muerte de la mayoría de la progenie y en una 
disminución de la población total de mosquitos.

Desde el año pasado en China, Australia, Co-
lombia, Estados Unidos y en algunos países de Asia 
se han liberado mosquitos infectados con Wolbachia 
(wMelPop) en diferentes zonas endémicas de den-
gue. A la fecha los resultados han sido positivos y 
se ha observado la disminución de casos reportados 
de la enfermedad. Sin embargo, los virus son co-
nocidos por su capacidad para mutar velozmente y 
adaptarse a medios hostiles o a la presencia de trata-
mientos antivirales. Creemos que es necesario reali-
zar una mayor cantidad de estudios en el área para 
poder sacar mayor provecho de Wolbachia como 
una herramienta para controlar las enfermedades 
transmitidas por vectores, que son tan comunes en 
nuestro país. 

Para obtener más información sobre este tema, consulte:
• Organización Mundial de la Salud: http://www.who.int/es/

• World Mosquito Program: http://www.eliminatedengue.com/

program
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Incompatibilidad citoplasmática

Mosquitos no infectados

Mosquitos infectados con Wolbachia

�

Wolbachia causa incompatibilidad citoplasmática por lo que 
no hay descendencia entre un macho infectado con Wolba-

chia y una hembra no infectada. En cambio, si la hembra está 
infectada con Wolbachia toda la progenie heredará a la bacte-

ria, independientemente de si el macho está infectado o no. 

C. Uribe-Álvarez, N. Chiquete Félix
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Desde la trinchera  
de las ciencias básicas

El oxígeno ayuda a aprovechar la energía de los 

nutrientes, sin embargo, también produce es-

pecies reactivas de oxígeno (ERO), que en exceso, 

reaccionan con las moléculas del organismo y las 

destruyen. Esto provoca envejecimiento y, eventual-

mente, la muerte. Las diferentes especies biológicas 

han evolucionado para regular la formación de las 

ERO. La alimentación y el estilo de vida ejercen una 

fuerte influencia sobre la capacidad del organismo 

para lidiar con las ERO.

Desde su aparición hace 3,500 millones de años, 

los seres vivos proliferaron y se diversificaron hasta 

que hace 2,000 millones de años la concentración 

de oxígeno atmosférico aumentó 100,000 veces, lo 

que indujo la extinción de alrededor del 80% de 

las especies biológicas. Este aumento se debió a la 

actividad de las cianobacterias fotosintéticas cuya 

actividad metabólica libera oxígeno como subpro-

ducto y a la toxicidad de los derivados parcialmente 

reducidos del oxígeno que se conocen como ERO.

A partir de las especies que sobrevivieron a la 

oxigenación masiva de la atmósfera se desarrolla-

Oxígeno,  
para bien y para mal

Emilio Espinoza Simóna, Mónica Rosas Lemusa, Alfredo Cabrera Oreficea, 
Cristina Uribe Álvareza, Natalia Chiquete Félixa, Salvador Uribe Carvajala

aLaboratorio 305 Oriente. Departamento de Genética Molecular. 
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ron los organismos aerobios. Es decir, células que 

utilizan al oxígeno como aceptor de electrones, lo 

que libera grandes cantidades de energía en un pro-

ceso conocido como respiración aerobia. La cadena 

respiratoria aerobia se localiza en la membrana plas-

mática de las bacterias o en la membrana interna 

mitocondrial de los eucariontes. 

La fosforilación oxidativa mitocondrial resul-

ta del acoplamiento entre 2 procesos (figura 1). 
Primero, la cadena respiratoria bombea protones 

al espacio extramembranal usando la energía del 

flujo de electrones desde diversos donadores hasta el 

oxígeno, este proceso genera un “gradiente” de pro-

tones, es decir una diferencia de sus concentraciones 

a cada lado de la membrana. Luego el complejo V 

o adenosintrifosfato (ATP) sintetasa libera la ener-

gía almacenada en el gradiente de protones para la 

fosforilación, es decir la síntesis de ATP, a partir 

de una molécula de adenosindifosfato (ADP) y un 

fosfato. La cadena respiratoria acepta equivalentes 

reductores de diversos sustratos como el nicotina-

mida adenindinucleótido reducido (NADH) y el 

flavín adenin dinucleótido reducido (FADH2). El 

nicotinamida adenindinucleótido (NAD+) es redu-

cido a NADH por diversas enzimas entre las que 

se encuentran algunas del ciclo de Krebs, como 
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la piruvato deshidrogenasa, la alfa-ceto glutarato 

deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa; luego 

el NADH es oxidado en el complejo I (NADH: 

coenzima Q óxido-reductasa). El FADH2 proviene 

de la succinato dehidrogenasa o de la glicerol fosfato 

deshidrogenasa y alimenta al complejo II (FADH2: 

coenzima Q óxido-reductasa). Los electrones cap-

tados en los complejos I y II son cedidos a través 

de la coenzima Q al complejo III (coenzima Q: 

citocromo c óxido-reductasa) y luego, a través del 

citocromo C al complejo IV (citocromo-oxidasa). El 

complejo IV reduce al oxígeno para producir agua. 

El flujo de electrones es ilustrado con flechas 

negras (figura 1). Los electrones arrastran proto-

nes y 3 de los complejos respiratorios (I, III y IV) 

aprovechan la liberación de energía de las óxido-

reducciones catalizadas para bombear los protones 

al espacio intermembranal y así almacenar la ener-

gía en forma de un gradiente de protones (figura 
1, flechas y cuadros verdes). Los protones fluyen de 

regreso al interior mitocondrial a través de la ATP 

sintetasa o complejo V liberando energía que se usa 

para sintetizar ATP (figura 1). 
La eficiencia del metabolismo aerobio es unas 15 

veces mayor que la del metabolismo anaerobio y por 

ello, los organismos que generaron un metabolismo 

aerobio pudieron crecer y llegaron a dominar la 

Tierra. Sin embargo, esa eficiencia tiene un elevado 

precio. Durante la respiración se generan radicales 

libres (especies químicas con electrones desaparea-

H+ H+

NADH

Glutamato

Piruvato

Malato

Succinato

Glicerol-fosfato

H+

H+

I II III IV
VQ

C

O2 H2O

ADP + Pi ATP

Figura 1. Estructura de la cadena respiratoria mito-
condrial de mamíferos donde se muestra el flujo de 
electrones entre los intermediarios del ciclo de Krebs 
y la cadena respiratoria (flechas negras) hasta reducir 
al oxígeno obteniendo agua; el bombeo de proto-
nes hacia el espacio intermembranal (arriba) por los 
complejos I, III y IV y el regreso a la matriz mitocondrial 

a través del complejo V (complejos en azul) para ener-
gizar la síntesis de ATP (flechas verdes). La fuga de radi-
cales libres proviene de diversas fuentes (flechas rojas) 
como las deshidrogenasas dependientes de NADH, los 
complejos I, II y III y la glicerol fosfato dehidrogenasa. 
La coenzima Q y el citocromo c (círculos rosa) trans-
portan electrones entre los complejos de la cadena.

Oxígeno
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dos) que pueden reaccionar inespecíficamente con 

el oxígeno del medio y generar ERO (figura 1, 

flechas rojas).

Las ERO, que también son radicales libres, reac-

cionan rápidamente con los lípidos formando ma-

londialdehido y 4-hidroxinonenal, oxidan las bases 

del DNA formando 8- hidroxiguanosina, además 

de carbonilar, nitrar y glutationilar a las proteínas. 

Estas modificaciones eventualmente conducen a la 

muerte celular.

Las principales ERO son el ion superóxido (O2
.-), 

el ion hidroperóxido (HOO.-) y el ion hidroxilo 

(HO.-), además del peróxido de hidrógeno (H2O2) 

que no es un radical libre pero es muy reactivo. 

Su génesis por introducción de electrones indivi-

duales provenientes de radicales libres se muestra 

en la figura 2.

Los organismos, lo mismo una bacteria que un 

humano, necesitan defenderse de las ERO. Las de-

fensas son de 2 tipos: el primero es la desactivación 

de las ERO catalizada por enzimas como la supe-

róxido-dismutasa (SOD), la catalasa y el sistema de 

la glutatión-peroxidasa/reductasa. La SOD convier-

te al radical superóxido en peróxido de hidrógeno, 

mientras que la catalasa transforma al peróxido de 

hidrógeno en agua. Estas 2 reacciones deben estar 

estrechamente coordinadas. Por ejemplo, en hu-

manos la SOD se codifica en el cromosoma 21; 

si hay 3 cromosomas 21, en lugar de 2, se expresa 

un exceso de SOD que produce tanto peróxido de 

hidrógeno que la catalasa no logra eliminarlo y daña 

a las células. El sistema de la glutatión peroxidasa/

reductasa usa al glutatión, un tripéptido antioxi-

dante que contiene cisteína. 

El segundo mecanismo de protección consiste 

en abatir la formación intracelular de las ERO. La 

aceleración de la velocidad del paso de electrones 

por la cadena respiratoria abate la producción de las 

ERO mediante 2 mecanismos: disminuye la con-

centración de oxígeno en la célula y elimina rápi-

damente a los radicales libres, antes de que puedan 

participar en reacciones inespecíficas. 

Las mitocondrias, paradójicamente parecen ser 

la clave del manejo de las ERO. Si bien la cadena 

respiratoria mitocondrial produce una gran can-

tidad de radicales libres, es también gracias a la 

actividad de la cadena respiratoria mitocondrial que 

se evita que esos radicales libres se combinen con 

oxígeno y se produzcan ERO. 

En humanos, las ERO tienen un papel relevan-

te en procesos tan variados como el síndrome de 

Down (trisomía 21), la gangrena, el daño postis-

e– e–

e–

e– e–

O2
HO2

.-

HO.-H2O2 H2O

O2
.- Figura 2. Formación de radicales libres de oxígeno a 

partir de la reducción parcial de la molécula de oxíge-
no. Eventualmente, las ERO se detoxifican al reducirse 
hasta agua. La citocromo oxidasa mitocondrial (com-
plejo IV de la figura 1) reduce el oxígeno hasta agua 
directamente, sin pasar por estos intermediarios.

La glucólisis anaerobia genera 2 moléculas de ATP 
por glucosa consumida, mientras que la combinación 
de glucólisis con fosforilación oxidativa genera entre 
36 y 38 moléculas de ATP por glucosa.

E. Espinoza Simón, M. Rosas Lemus, A. Cabrera Orefice, C. Uribe Álvarez, N. Chiquete Félix, S. Uribe Carvajal
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quémico, cerebral o miocárdico, el envejecimiento 

fisiológico de los organismos y las enfermedades 

neurodegenerativas.

En pacientes con la enfermedad de Parkinson 

se observó una actividad deficiente del complejo I 

mitocondrial en la sustancia nigra, mientras que 

en la enfermedad de Huntington existe una baja 

actividad del complejo II en el cerebro de pacientes 

en etapas avanzadas y en la corteza temporal de 

pacientes con síndrome de Alzheimer se observa 

deficiencia del complejo III. 

Diversos estudios demostraron que el ejercicio 

regular, físico y muy probablemente intelectual y la 

ingesta de antioxidantes polifenólicos incrementan 

la biogénesis y la respiración mitocondrial en teji-

do nervioso, adiposo y muscular en sujetos obesos, 

diabéticos y sanos. En modelos animales se observó 

que la biogénesis y la función mitocondrial neuronal 

de la descendencia son beneficiadas por la práctica 

constante de ejercicio. Asimismo, la restricción caló-

rica preserva la función mitocondrial promoviendo 

la biogénesis mitocondrial y mejorando la eficiencia 

bioenergética. 

El elixir de la juventud es el propio sudor. Con-

forme acumulamos años, es necesario luchar (en 

el gimnasio y en la pista de atletismo) por formar 

biomasa muscular y mantener el metabolismo aero-

bio funcionando. Así se producirán más mitocon-

drias y se evitará el daño inducido por las ERO. En 

este sentido, se ha demostrado que aún cuando un 

sujeto físicamente activo no necesariamente viva 

más tiempo, su calidad de vida será muy superior al 

que es sedentario. Evitar el exceso en la ingesta en 

alimentos también ayuda a aumentar la población 

mitocondrial.

El ejercicio regular, físico y muy probablemente 
intelectual y la ingesta de antioxidantes polifenólicos 
incrementan la biogénesis y la respiración 
mitocondrial en tejido nervioso, adiposo y muscular. 
En modelos animales se observó que la biogénesis y la 
función mitocondrial neuronal de la descendencia son 
beneficiadas por la práctica constante de ejercicio. 
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