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RESUMEN

La F;F,-ATP sintasa o complejo V es la enzima encargada de sintetizar mas del
90% del ATP celular al acoplar su actividad al gradiente electroquimico de protones
(Aus+). Se encuentra embebida en la membrana interna de las mitocondrias y los
tilacoides de las células eucariotas y en la membrana plasmética de las bacterias. Esta
enzima consiste de dos sectores, uno soluble (F;) y uno integral de membrana (Fo). El F4,
esta constituido por las subunidades as, B3, v, 0 Y €, €l cual contiene tres sitios cataliticos
en las interfases de las subunidades o y B. El sector F, estd constituido por las
subunidades cq.10 Y a, Y €s a través de éste por donde se movilizan los protones a favor de
Su Aun.. El tallo periférico lo forman las subunidades b, h y OSCP. La subunidad OSCP le
confiere la susceptibilidad al inhibidor oligomicina.

Aunado a esto, se ha descrito en los ultimos afios el papel del complejo V en la
forma de un homo-dimero sobre la arquitectura de las crestas mitocondriales. Se
reconoce al dimero como la principal entidad en la formacion de las puntas de las crestas;
sin embargo, las proteinas involucradas en la dimerizacion del complejo V son diferentes
dependiendo de la especie analizada.

Aunqgue se ha reportado el andlisis estructural del dimero del complejo V, donde se
describe la identidad de las subunidades involucradas en la dimerizacion y la repercusién
de su mutacion o su eliminacién genética sobre la arquitectura mitocondrial, poco se sabe
sobre el comportamiento cinético de este interesante homo-oligémero.

En el presente trabajo el dimero (V,) y el monémero (V,) de la F;F,-ATP sintasa de
las mitocondrias del basidiomiceto dimérfico Ustilago maydis, se solubilizaron con
digitonina y los complejos respiratorios fueron purificados en un gradiente de sacarosa de
1.5 a 0.5 M. Posteriormente se definié la composicion peptidica de cada oligbmero y se
determiné su actividad enzimatica, asi como su sensibilidad a la oligomicina.

El estudio se enfoc6 en 4 puntos especificos; 1) la purificacion de los oligdbmeros
del complejo V; 2) la identificaciéon peptidica de todas las subunidades del dimero (V,) y
monémero (V;); 3) la determinacion de la actividad de ATPasa del V, y Vi y 4) la
sensibilidad a la oligomicina.

La actividad de ATPasa de los oligémeros fue determinada a pH 8.0, en presencia
de un sistema regenerador del ATP y se ajusté al modelo cinético de Michaelis-Menten. El
V, presenté un valor de K, = 0.308 £ 0.11 mM Mg-ATP y una Vo = 0.142 + 0.008 umolas

de ATP hidrolizado/mg/min, mientras que el V, tuvo muy baja actividad. Sin embargo, en
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presencia de 0.005% del detergente dodecil-maltdsido (DDM) la actividad de ATPasa fue
estimulada, con lo que se determiné para el V, un valor de la K, = 0.24 + 0.014 mM Mg-
ATP y la Ve = 0.99 + 0.8 umolas ATP hidrolizado /mg/min. Mientras que para el V;
activado con DDM se obtuvo una K, = 0.22 = 0.08 mM Mg-ATP y una Vp, = 0.245 £
0.014 umolas de ATP hidrolizado /mg/min. Esto permite hipotetizar que el papel fisiolégico
del V, es la sintesis del ATP y no su hidrdlisis, la cual sélo se observa cuando el
detergente DDM modifica su arquitectura o microambiente.

Con respecto a la inhibicién de la enzima con oligomicina se obtuvo para el V; una
ICso = 0.16 ug/mg proteina y para el V, de 0.071 ug/mg proteina, se puede observar que
el V, es dos veces mas sensible a dicho inhibidor con respeto al V;. La inhibicién total se
alcanz6 a una concentracion de 5 ug/mg de proteina, lo que sugiere que la FiF,-ATPasa
esta ensamblada y que la hidrélisis del Mg-ATP es realizada exclusivamente por esta

enzima.



ABSTRACT

The F1Fo-ATP synthase or complex V is a membrane enzyme which plays a key
role in energetic metabolism of the cell. This enzyme synthetizes more than 90% of
cellular ATP coupled to the proton electrochemical potential (Apy.).

Complex V is ubiquitous in the mitochondrial inner membrane, thylakoid membrane
and the plasma membrane of the bacteria. This enzyme consists of two major sectors, the
membrane sector (Fy) and the soluble and catalytic sector (F;). Fo contains the Cg.40, &, b
subunits, and is powered by the proton flow across the membrane driven by Auy.. On the
other hand, F; is constituted by «, S, 7, £ and & subunits with a stoichiometry of 3:3:1:1:1; it
contain also three catalytic sites on «/f interfases. In yeast and mammalian mitochondria,
Fo contain an additional protein called OSCP, which confers susceptibility to the oligomycin
inhibitor.

In the last years, it has been described that complex V, as homo-dimer (V,), play a
role in the architecture of the mitochondrial cristae; particularly, V, is recognized as the
main entity involved in the structure of the cristae tips. Actually, the identity of the
dimerizing proteins suggests that it is linked to the species here analyzed. Although the
knowledge about V, composition and stoichiometry and its role in the cristae architecture
derived from mutation or deletion analysis has been studied, little is known about the
kinetic behavior of this homo-oligomer.

In this work, the V, and the monomer (V;) states of the mitochondrial F;iFo-
ATPsynthase from the dimorphic basidiomycete Ustilago maydis were studied. To
complement this study, the work was focused on four specific issues: 1) V; and V, were
solubilized with the soft detergent digitonin, and isolated using a sucrose gradient (1.5 to
0.5 M); 2) Determined of subunit composition of V; and V,; 3) Determination of the kinetic
activity of V; and V, using Mg-ATP as substrate, and 4) the sensitivity to oligomycin of
each oligomer.

The ATPase activity of the oligomers was determined at pH 8.0, coupled to an ATP
regenerating system and was adjusted to Michaelis-Menten kinetics model. The K, value
for V; was 0.308 + 0.11 mM and for Vp, of 0.142 + 0.008 umoles of ATP
hydrolyzed/mg/min, while the V, had low activity at any substrate concentration employed.
However, the presence of detergent dodecyl maltoside (DDM) during the activity
determination experiments stimulates ATPase activity of both species allowing the
determination of a K, of 0.24 + 0.014 mM and a Vna = 0.99 £ 0.8 umoles of ATP
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hydrolyzed/mg/min for V; and a K, of 0.22 = 0.08 mM and a Vy,ax 0f 0.245 + 0.014 umoles
of ATP hydrolyzed/mg/min for V5.

This allows hypothesizing that the physiological role of V, is involved in the
synthesis of ATP and not its hydrolysis, which is observed when the architecture or
microenvironment of the V; is modified by DDM.

Regarding the oligomycin effect on ATPase activity, the results shows an ICs, value
of 0.16 pg oligomycin/mg protein for V; inhibition while an ICs, of 0.071 ug oligomycin/mg
protein for V, was observed. The total inhibition was achieved at a concentration of 5 ug
oligomycin/mg of protein.

This is the first analysis about the kinetics behavior of the F;F,-ATP synthase dimer

performed so far.



1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades.

Las mitocondrias son organelos cuya arquitectura es dindmica, debido a que se
pueden fisionar y fusionar de manera continua para formar redes extensas. Asi mismo,
pueden variar de manera considerable en su tamafio (tipicamente de 0.5 a 10 um) y en su
forma (ortodoxa y condensada), dependiendo de su origen y su estado metabdlico. Las
mitocondrias estan constituidas por dos membranas: la membrana externa, relativamente
porosa y permeable para la mayoria de las moléculas, y la membrana interna, que es
impermeable a los iones y a diversas moléculas organicas. Esta Ultima incrementa su
area de superficie al proyectarse hacia el interior mitocondrial en pliegues denominados
crestas, las cuales pueden presentar desde una estructura tubular de 30-40 nm de
didmetro, hasta una forma lamelar plana (Hackenbrock et al., 1986; Frey et al., 2000).
(Figura 1). Es en esta membrana donde se encuentran integrados los complejos
respiratorios, los cuales son responsables de consumir oxigeno y de generar la energia
para la sintesis de ATP. Ambas membranas forman tres compartimentos separados: el
espacio intermembranal, el interior de la cresta y la matriz mitocondrial (Rabl et al., 2009).
El espacio intermembranal contiene numerosas enzimas que participan en el transporte
de nutrientes y el metabolismo de los nucle6tidos, mientras que la matriz mitocondrial
contiene moléculas de DNA y vias metabodlicas como el ciclo de Krebs y la B-oxidacion,

entre otros (Figura 2).

Figural. Tomografia de una mitocondria aislada de higado
de rata. Imagen 3D de la superficie de una mitocondria de
higado de rata, en la cual se muestran los diferentes
compartimentos: C (crestas), IM (membrana interna), OM
(membrana externa). Las puntas de flecha apuntan a regiones
tubulares que conecta una IM a otra. Las crestas son cisternas,
por lo general con mdltiples conexiones tubulares periféricas a la
superficie de la membrana (figura modificada de Frey et al.,
2000).




El genoma mitocondrial es circular y codifica para el rRNA, tRNA y varios
componentes proteinicos del ensamblaje respiratorio, sin embargo alrededor del 99% de
los genes que codifican para las proteinas mitocondriales se localizan en los cromosomas
nucleares.

En la mitocondria se encuentran diversas vias metabolicas relacionadas con la
obtencion de energia, entre las cuales podemos mencionar a la B-oxidacion, el ciclo de
Krebs, la generacion del gradiente electroquimico y la sintesis de ATP. La 3-oxidacion, es
la degradacién de los acidos grasos a nivel del carbono 3, obteniéndose 1 acetil-CoA, 1
NADH y 1 FADH,, por cada par de carbonos removidos al acido graso. Las enzimas
involucradas son la acil-CoA deshidrogenasa, la enoil CoA hidratasa, la L-3-hidroxiacil
CoA deshidrogenasa y la p-cetotiolasa.

Asi mismo, la conexién entre la glucdlisis y el ciclo de Krebs es la descarboxilacion
del piruvato, la cual es realizada por la piruvato deshidrogenasa, cuyos productos son el
acetil-CoA, el NADH y CO,. El ciclo de Krebs es la Unica via metabdlica que puede
participar tanto en el catabolismo como en el anabolismo celular, reconociéndose como
una via anfibolica. Como via catabdlica, puede ser alimentado por el acetil-CoA producido
por la B-oxidacién y la descarboxilacion del piruvato. Este ciclo esta constituido por las
enzimas aconitasa, isocitrato deshidrogenasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa, citrato
sintasa, succinil CoA sintetasa, succinato deshidrogenasa, fumarasa y malato
deshidrogenasa cuya actividad coordinada tiene como producto 3 NADH, 1 FADH,, 1 GTP
y 2 CO;,(Chavez et al., 2013).

El poder reductor (representado por el NADH y el FADH,) que se genera en la $3-
oxidacion, la descarboxilacion del piruvato y el ciclo de Krebs, pueden ser utilizados por la
cadena de transporte de electrones para la generacion del gradiente electroquimico de
protones (Apuys), €l cual dirige la sintesis del ATP por la F;Fo-ATP sintasa.

En afos recientes se ha demostrado también que las mitocondrias son
reguladoras clave de la apoptosis, la serie de acontecimientos genéticamente

programados que conducen a la muerte celular.
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Figura 2. Vias bioenergéticas mitocondriales. Complejos respiratorios en la membrana mitocondrial interna (MI) con los
componentes asociados de la transferencia de electronica. También se observan las vias de la oxidacion del piruvato
asociadas a la matriz, la B-oxidacién de los acidos grasos (-o0x) y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CK). La translocasa
de los nucleétidos de adenina (ANT), las lanzaderas de malato-aspartato (Mal/Asp), el transportador de piruvato, se
encuentran asociados a la membrana interna (Ml) y externa (ME). El interior de la cresta o espacio intermembranal (EIM) es
a donde son bombeados los protones para formar el gradiente electroquimico y esta son cerradas por uniones de cresta
(Uo).

1.2. La cadena de transporte de electrones.

La conversion de la energia liberada por los procesos metabélicos que ocurren en
la matriz mitocondrial y que serd almacenada en forma de ATP, la llevan a cabo los
complejos respiratorios y la F1Fo-ATP sintasa. Estos complejos se encuentran embebidos
en las crestas de la membrana interna mitocondrial y se reconocen como las principales
bombas de protones, capaces de generar un Auy. a través de la membrana interna
mitocondrial. Es decir, la cadena de transporte de electrones convierte el poder reductor
de las coenzimas NADH y FADH, en energia electroquimica representada por el Apy.. De
esta manera, se define como lado positivo (P) a la cara de la membrana interna hacia
donde se bombean los protones (H*), mientras que el lado negativo (N) es la cara de la
membrana donde la concentracién de H* disminuye. Posteriormente, el Apy. se traduce
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en energia quimica en forma de ATP a partir de ADP vy fosfato (Pi), gracias al flujo de H*
desde el lado P al lado N de la membrana interna mitocondrial en las células eucariotas o
plasmatica en las bacterias (Mitchell, 1961; Boyer, 2000) (Figura 3).

NADH:ubiquinona Succinato:ubiquinona Ubiquinol:citocromo ¢ Citocromo ¢ F,Fo-ATP
oxidoreductasa oxidoreductasa oxidoreductasa oxidasa sintasa
COMPLEJO | COMPLEJO I COMPLEJO 1lI COMPLEJO IV COMPLEJO V

NAD*
succinato
9332, 03:{' fumarato
2~ NADH + H* e
matriz o AL
° e
[edessteistolalalod
felelatetozelealctsd
espacio
inter H*
membranal

Figura 3. Cadena de trasporte de electrones. Esquema general de la cadena de transporte de electrones, en el modelo
de Mitchell los protones se conducen desde la matriz mitocondrial a través de la membrana interna y hacia el espacio
intermembranal impulsados por el trasporte electrénico para generar un gradiente, el cual es aprovechado para la sintesis
de ATP por la F;Fo- ATP sintasa (figura modificada de Chavez et al., Bioquimica de Laguna, 2013) .

La cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones esta constituida por 4
complejos, denominados: complejo | (NADH: ubiquinona oxidoreductasa), complejo I
(succinato: ubiquinona oxidoreductasa), complejo I (ubiquinol:  citocromo ¢
oxidoreductasa) y complejo IV (citocromo c oxidasa). Los electrones son transferidos
desde el NADH al complejo I, o del succinato a través del complejo Il, a la ubiquinona,
reduciéndola a ubiquinol. Del ubiquinol, los electrones pasan a través del complejo Il al
acarreador periférico de electrones, el citocromo c, el cual reduce al complejo 1V; este
ultimo cede los electrones al aceptor final, el oxigeno molecular produciendo agua. Para el
flujo de los electrones los complejos |, 1ll y IV cuentan con diferentes centros redox
representados por grupos hemo, ndcleos Fe-S, proteinas Rieske y atomos de cobre entre
otros (Chéavez et al., 2013).

En los mamiferos, el complejo | esté constituido por 45 subunidades diferentes que
suman una masa molecular de casi 1000 kDa. La transferencia de electrones en este
complejo es estimulada por K* e inhibida por rotenona y amital. Para el flujo de los
electrones, el complejo | contiene flavin mononucleétido (FMN), y varios centros fierro-
azufre. Durante este proceso, el complejo | obtiene la energia necesaria para el bombeo

de 4 H" al espacio intermembranal o interior de la cresta (lado P). El sitio de oxidacion del
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NADH se encuentra hacia la cara interna de la membrana interna (lado N), mientras que
la reduccion de la quinona ocurre cerca de la cara externa de la membrana interna (lado
P). Si tomamos en cuenta que la membrana interna es impermeable al NADH, el complejo
| debe oxidar a los equivalentes reductores que provienen de las deshidrogenaciones de
los sustratos del ciclo de Krebs, la descarboxilacion oxidativa del piruvato y de la B-
oxidacion de los &cidos grasos, todas localizadas en la matriz mitocondrial; ademas de
consumir el poder reductor producido en la glucdlisis, empleando las lanzaderas de
aspartato-malato (Figura 2).

La succinato deshidrogenasa, que forma casi la totalidad del complejo I, es un
tetramero de 140 kDa, su grupo prostético es FAD y ademas tiene tres centros fierro-
azufre. Esta enzima forma parte del ciclo de Krebs, oxidando al succinato en fumarato. El
sitio activo de la deshidrogenasa succinica se encuentra situado en el lado N de la
membrana interna. Por lo tanto, en mitocondrias integras, el succinato debe ser generado
en la matriz, o bien ser transportado hacia ese espacio para su oxidacion. La
deshidrogenasa succinica, que reduce a la coenzima Q, es inhibida por el oxaloacetato y
malonato, y no bombea protones (Chavez et al., 2013).

El complejo Il se encuentra situado en un punto crucial en la cadena respiratoria,
ya que recibe los electrones del ubiquinol y los cede al citocromo c; durante el flujo de los
electrones se obtiene suficiente energia para el bombeo de 4 H* hacia el lado P. La
unidad funcional de este complejo es un homodimero, cuyo monémero esta formado por
10 subunidades, en donde se encuentran 3 centros de Oxido-reduccion formados por un
centro [2Fe-2S] y los grupos hemo bsg,, bses ¥ €1 Y tiene un peso molecular de 240 kDa. La
corriente electrénica en este complejo es inhibida por el antibiético antimicina. El poder
reductor del complejo Il es transferido al citocromo c, el cual es una proteina pequefia de
13 kDa, que se encuentra situada hacia el lado P de la membrana interna; este citocromo
transporta los electrones del complejo Il al complejo 1V, y se libera de la membrana
utilizando soluciones con altas concentraciones de sales como el KCI.

La coenzima Q es una benzoquinona liposoluble que contiene una cadena lateral
constituida por 10 unidades de isoprenos (Qio). Es reducida por los complejos | y Il a
ubiquinol (QH,) y es oxidada por el complejo Ill. Durante su reduccion en el complejo | se
realiza el bombeo de H" al espacio intermembranal, mientras que en el complejo Il se
realiza el ciclo-Q, donde ocurre la oxidacion de dos moléculas de QH, y la reduccién de

una Q, con la formacién de una semiquinona (HQe); durante el ciclo-Q, el complejo Il

9



acopla la energia libre disponible de la reaccién de transferencia de electrones con el
bombeo de H" al espacio intermembranal. Los electrones transferidos de la QH, al
citocromo c; del complejo Ill son cedidos al citocromo c, el cual es el agente reductor del
complejo IV.

El complejo IV que se reconoce como la oxidasa terminal y comprende a los
citocromos a y as, esta formado de 6 a 13 subunidades y, ademas de los grupos hemo,
contiene tres atomos de cobre i6nico (2 CuA y 1 CuB) que son necesarios para la funcion
redox de la enzima. El complejo IV oxida al citocromo c, bombea 4 H" al espacio
intermembranal y reduce al oxigeno molecular (O,). La citocromo oxidasa es inhibida por
cianuro, azida de sodio o monéxido de carbono (Chéavez et al., 2013).

Estos complejos se pueden asociar entre si y formar supercomplejos que pueden
ser aislados de la membrana si se solubilizan con un detergente suave, como la
digitonina. Gracias a esto se ha propuesto un modelo de estado sélido para la
transferencia de los electrones, el bombeo de H* y el consumo de O, (Figura 4). Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que los supercomplejos no son la entidad
funcional esencial de la cadena respiratoria, ya que los complejos respiratorios pueden
encontrarse en su forma monomérica y llevar asi la transferencia de los electrones y

formar el Auy. necesario para la sintesis de ATP (Schéagger et al., 2000).

NADH NAD*
\ & o

Figura 4. Supercomplejos mitocondriales.
Los complejos respiratorios se ensamblan en
supercomplejos, apoyando el modelo del estado
sélido. Los primeros supercomplejos
caracterizados bioquimicamente fueron los de
S. cerevisiae, el cual consistia en un dimero del
complejo Il y una o dos copias del complejo IV,
y los aislados de las mitocondrias de corazén
de bovino (mostrados en la figura), los cuales
estan compuestos por una copia del complejo |,
un dimero del complejo Ill, y una o mas de 4
copias del complejo IV (figura modificada de
Vonk et al., 2009).

I COMPLEJO.I

espacio
Inter-
membranal

1.3. La F;Fo-ATP sintasa.
La F1Fo-ATP sintasa es un complejo enzimatico encargado de proveer a la célula
de la energia necesaria para realizar todos sus procesos vitales; esta enzima es

considerada un nanomotor y la podemos describir estructuralmente por un sector
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hidrofilico denominado F; y un sector hidrofébico llamado F,; mientras que funcionalmente
la podemos dividir en un rotor y un estator (Figura 5 y Tabla 1). Sin embargo, al
considerar ambas clasificaciones se ha definido que el dominio catalitico hidrofilico Fi-
estator estd compuesto por las subunidades solubles o y ; mientras que el dominio F;-
rotor contiene las subunidades vy, 8, y €, con una estequiometria general para la F; de
3:3:1:1:1 (o, B, v, O, Y €, respectivamente). En la interfase de cada par de las subunidades
o Yy B se forma un sitio activo, por lo que se tiene un total de 3 sitios activos.
Simultaneamente, los tres sitios alternan su estructura y funcién acoplados al giro del
rotor; de tal modo que, cada sitio serd capaz de fijar ADP + Pi, sintetizar ATP y liberarlo
(Figura 6).

Figura 5. F1Fo-ATP sintasa. La sintesis de ATP a
partir de ADP vy fosfato estd acoplada por un
mecanismo rotatorio, al paso de protones generados

ATP F1 por el proceso _ oxidativc_J, _desde ) el espac[o
intermembranal hacia la matriz mitocondrial, la energia
almacenada en el Auy” lo que impulsa la rotacion de la
subunidad ¢ del dominio Fo y el tallo del dominio F;

ADP + Pi formado por las subunidades y y ¢; alrededor del tallo
central se encuentran localizados 3 dimeros de o/, los
cuales adoptan una distinta conformacion y diferentes
afinidades para los nucledtidos, impuestas por la
asimetria del tallo central.

Lado N

Membrana F
interna 0
Lado P

El dominio F; est4 unido por el tallo periférico al dominio hidrofébico F,. Las
subunidades ATP9/c componen el Fy-rotor, el Fy-rotor-tallo periférico, esta constituido por
las subunidades ATP4/b, OSCP, h(F6), d y f, mientras que la porcion F,-estator-
membranal contiene a las subunidades ATP6(a), ATP8(A6L) e i/j; las subunidades de
dimerizacion son las e, ATP20 (g) y k (Tabla 1).

Se han reportado otras proteinas que estan asociadas al sector F, cuya funcién

aun se desconoce, pero se sugiere que podrian estar relacionadas con mecanismos de
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regulacién o de estructura. Adicionalmente, existe una proteina cuyo papel es el de inhibir
y/o regular la actividad de hidrélisis de ATP por parte de la F;F,-ATP sintasa, la cual es
denominada Inhl en Saccharomyces cerevisiae, |IF; en mamifero y en Paracoccus
denitrificans se encontré un el inhibidor denominado subunidad ¢, presente en la familia
de las a-protobacterias (Pullman et al., 1963; Ebner et al., 1977; Arselin et al., 1996;
Bisetto et al., 2007; Vonk et al., 2009; Strauss et al., 2008; Minauro-Sanmiguel et al.,
2005; Morales-Rios et al., 2010).

ADP + P -

Energy—120
rotation of y

ATP formation
inT site

Energy—120
rotation of y

Figura 6. Modelo para los sitios cataliticos de la porcién F; de la ATP sintasa durante la sintesis de ATP. El sector F;
tiene tres sitios de unién de nucleétidos de adenina. El sitio catalitico se encuentra en la interfase de o/f, estos no son
equivalentes. Lo que significa que, uno de estos sitios estd en la conformacién B; o sitio T (cerrado que une ATP
fuertemente, ver recuadro) y es considerado el sitio catalitico activo, un segundo esta en la conformacion B; o sitio L
(relajado y con el ADP y Pi unidos) y un tercero esta en la conformacién B, o sito O (abierto-vacio unién muy débil por el
ATP, pero afin por el ADP y Pi). La fuerza protén-motriz hace que el eje central rote (subunidad y), el cual se pone en
contacto con cada par de subunidades o /B de forma sucesiva. Esto produce un cambio conformacional cooperativo en el
que el sitio B3 se convierte en la conformacién B, y el ATP se disocia; simultdneamente el sitio 8; se convierte en la
conformacion B3, que promueve la condensacion del ADP-Pi unidos para formar ATP; y el sitio B, se convierte en un sitio f3,
donde se lleva a cabo la unién del ADP y Pi. La estequiometria H'/ATP puede variar dependiendo de la fuente bioldgica,
aqui se muestra la estequiometria 3H"/ATP para la F;Fo-ATP sintasa de corazén de bovino. La flecha central indica la
rotacién de la subunidad y impulsada por el Apw. (figura modificada de Walker, 1998).

La energia almacenada en el A, impulsa el flujo de los H* desde el interior de las
cresta hacia la matriz mitocondrial, a través del sector Fo-rotor. Cuando los protones
atraviesan la membrana acoplados al dominio F, provocan el giro de un anillo formado por
la subunidad c. Esta rotacion hace girar al tallo central (subunidades & y ¢ del rotor F;) en
movimientos de 120°, provocando cambios conformacionales consecutivos en las
subunidades cataliticas (subunidades o y B del estator F;) e induciendo la union de
sustratos (ADP + Pi), la sintesis de ATP o su liberacién (Itoh et al., 2004; Walker, 1998)
(Figura 6).

Las subunidades vy, 8, ¢ y ¢ estan involucradas en el movimiento de la enzima
durante la catalisis, mientras que el estator lo forman las subunidades del tallo periférico
(Tabla 1), las cuales se mantienen estaticas durante la sintesis de ATP y a su vez

mantienen fijas a las subunidades cataliticas o y p (Weber et al., 2003).
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La F1Fo-ATP sintasa es una enzima altamente conservada, sobre todo en aquellas
subunidades involucradas en la catélisis y el bombeo de protones (Tabla 1) sin embargo,
existen subunidades especie-especificas (Strauss et al., 2008); por ejemplo las
subunidades i/j y k en levadura. Ademas en mamiferos y levaduras cuenta con la

subunidad OSCP le confiere la susceptibilidad al inhibidor oligomicina (Racker, 1693)

Tabla 1. Composicion de la F1Fo-ATP sintasa mitocondrial de S. cerevisiae y B. taurus.

Sector Funcion Subunidad S. cerevisiae B. taurus % ldentidad
Fi Fi-estator o 510 (545) 510 (553) 74
B 480 (511) 480 (528) 79
Fo-rotor v 278 (311) 273 (298) 42
5 138 (160) 146 (168) 36
£ 61 (62) 50 (51) 33
Fo Fo-rotor ATP 9 (¢) 76 (76) 75(136) 59
Estator- tallo periférico QOSCP 195 (212) 190 (213) 34
ATP 4 (b) 209 (244) 214 (256) 22
h (Fe) 92 (124) 76 (108) 15
d 173 (174) 160 (161) 21
f 95 (101) 87 (88) 21
Estator de membrana ATP 6 (a) 249 (299) 226 (226) 29
ATP 8 (ABL) 48 (48) 66 (66) 20
ilj 59 (59) - -
Subunidades de dimerizacion e 95 (96) 70 (71) 17
g 115 (115) 102 (103) 25
k 68 (68) - -
(s) - 175 (200) -
Regulacion IF1 63 (85) 84 (109) 26

Los nimeros corresponden al nimero de aminoacidos de la proteina madura y, entre paréntesis la inmadura.

1.4. La F;Fy-ATP sintasa como dimero.

Ademas de su papel bioenergético en la sintesis de ATP, se ha descrito que la
F.Fo-ATP sintasa también desempefia un papel importante dentro de la arquitectura
mitocondrial. En este sentido, en la Ultima década se ha descrito que el complejo V puede
formar homo-oligébmeros (Zick et al., 2009), siendo los estados monoméricos y diméricos
los mas estudiados. La manera por la cual se ha estudiado a los oligémeros del complejo
V es solubilizandolos con un detergente suave como la digitonina y separarlos por medio
de la electroforesis en condiciones nativas en presencia de azul de Coomassie (BN-
PAGE) o dodecil-maltosido y desoxicolato (CN-PAGE) y revelados con actividad de
ATPasa (Figura 7). Aunque aun se desconoce el papel bioenergético de los diferentes
estados oligoméricos del complejo V, se ha demostrado que el dimero tiene un papel

importante en la arquitectura de las crestas de la membrana interna mitocondrial (Arnold
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et al., 1998) (Figura 8). Asimismo, se ha demostrado que las proteinas involucradas en la
interaccion monomero-monomero y la estabilidad del dimero son diferentes en cada

sistema biologico.
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=
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Figura 7. Actividad de ATPasa en gel. (A) Dimero de Chamydomona reinhardtii, (B) Oligémeros de Corazén de bovino y
(C) Oligébmeros de Saccharomyces cerevisiae. La presencia de los oligémeros del complejo V se determina por su actividad
de hidrdlisis de ATP en el gel de poliacrilamida. (figura modificada de Van et al., 2003; Strauss et al., 2008; Giraud et al.,
2002).

Figura 8. Dimero de la F;Fo-ATP sintasa. Se
ha identificado diferentes oligbmeros del
complejo V, los méas abundantes y estables
son los dimeros (V;), a estos dimeros se
pueden asociar en un arreglo helicoidal
alrededor de la membrana interna
mitocondrial, o que ha permitido sugerir su
participacion en la arquitectura de la cresta
(Modificado de Garcia-Trejo et al., 2008).
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1.4.1. El dimero de la F;F,-ATP sintasa en las algas.

Chlamydomonas reinhartii y Polytomella sp son algas cloroficeas o algas verdes;
en éstas la F;F,-ATP sintasa presenta las subunidades homoélogas ¢, g, 7, 6, OSCP, ay c.
A pesar de que las subunidades cataliticas presentan alta similitud con el resto de las ATP
sintasas, éstas presentan extensiones de aminoacidos; por ejemplo, la subunidad o
cuenta con aproximadamente 20 aminoacidos en el amino terminal y la subunidad B
contiene 60 aminodcidos extras en el extremo carboxilo terminal; aunque ain no es clara
su funcién se ha propuesto que podrian desempefiar un papel regulador de la actividad
del complejo, ya que no se ha identificado el homélogo de la proteina inhibidora IF;
(Villavicencio et al., 2009).

Una caracteristica estructural de este complejo es que no se identificaron
homologos de las subunidades clasicas que forman el estator de la ATP sintasa del resto
de los eucariontes, ni aquellas involucradas en la dimerizaciéon del complejo; sin embargo
se identificaron 9 subunidades asociadas a la dimerizacion, las cuales no tienen similitud
con otras proteinas, y a las que se les denomind ASA (del inglés “ATP Synthase-
Associated protein”) (van Lis et al., 2007; Funes et al., 2002; Cardol et al., 2005; Vazquez-
Acevedo et al., 2006) (Figura 9A),

La F;Fo-ATP sintasa de las algas se puede purificar como un dimero muy estable
de aproximadamente 1600 kDa (Cano-Estrada et al., 2010; van Lis et al., 2003), para la
obtencion del monémero se han llevado a cabo cambios en la composicion peptidica, o
que implica la disminucién de la proporcion de las subunidades que se han sugerido como
dimerizadoras, la ASA6 y la ASA9 (van Lis et al., 2007).

B
Oy
) 4 -

Fad - 'ng/,. o
VAR, 5. N
I N
Polytomella sp (ASA 1-9) Bovino (IF4) Saccharomyces cerevisiae

(subunidades e, g, i, k, 8)

Figura 9. Estructura del dimero de la F;Fo-ATP sintasa de diferentes fuentes bioldgicas. Las proteinas involucradas en
la asociacién entre los monémeros son diferentes para cada organismo, asi como la disposicién de las subunidades. Entre
paréntesis se muestran las subunidades sugeridas para la dimerizacién del complejo. El recuadro a la derecha del dimero
es una microscopia de trasmision electronica (figura modificada de van Lis et al., 2007; Minauro-Sanmiguel et al., 2005;
Couoh-Cardel et al., 2010).
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1.4.2. El dimero de la F;Fy,-ATP sintasa en los mamiferos.

Con respecto a los mamiferos, el dimero mas estudiado es el del corazén de
bovino. La F;F,-ATP sintasa presenta las subunidades cataliticas homélogas a E.coli, asi
como las subunidades que conforman el rotor de la enzima, el cual estd compuesto por
las subunidades b, d, Fs, OSCP y como proteina reguladora a la proteina inhibidora, IF;.
Ademas, cuenta con las subunidades supernumerarias membranales e, g, A6L y f.

Se ha reportado en la literatura que la subunidad IF; promueve la dimerizacion del
complejo V (Cabezodn et al., 2000; Garcia et al., 2006; Couoh-Cardel et al., 2010) (Figura
9B); estructuralmente se ha demostrado que la dimerizacion es esencial para la
biogénesis de las crestas de la membrana interna mitocondrial. Minauro-Sanmiguel et al.,
(2005) resolvieron la estructura de la F;F,-ATP sintasa dimérica aislada de las
mitocondrias de corazén de bovino. Se encontrd que la interfase del dimero esta formada
por el contacto tanto del dominio F; como del Fy y éstos a su vez conectados por la
proteina IF; (Minauro-Sanmiguel et al., 2005).

Otros estudios han demostrado que al eliminar la subunidad IF,; se pierden los
dimeros y simultAneamente la arquitectura mitocondrial se ve afectada, particularmente se
ha mostrado que no hay formacién de crestas. Lo anterior apoya la hipétesis de la IF;

como proteina dimerizante (Campanella et al., 2008) (Figura 10).

A Control B -IF1

Figura 10. Ultraestructura mitocondrial de las células HeLA. (A) Mitocondrias control y (B) cepa mutante -IF;, donde se
puede observar que el interior de la mitocondria esta desorganizado y con disminucion de las crestas mitocondriales. Las
flechas rojas sefialan las mitocondrias por campo. Simultaneamente se reporté la pérdida del AY y la sintesis de ATP (figura
modificada de Campanella et al., 2008).

1.4.3. El dimero de la F;Fo-ATP sintasa en las levaduras.

La F1Fo-ATP sintasa de las levaduras presentan algunas subunidades homologas
con bacterias, algas y mamiferos, asi como también pueden adoptar estructuras
supramoleculares. A diferencia de los dimeros de mamifero, el dominio de interaccién
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entre los mondmeros de S. cerevisiae es el sector F,. Se ha determinado que las
subunidades dimerizantes son las subunidades e, g, k, i y 8, gracias a experimentos que
demuestran que una alteracion en estos componentes desestabiliza las estructuras
oligoméricas, lo que conduce a la aparicibn de especies monoméricas y morfologias
anomalas en las crestas mitocondriales, a las que describen como aros de cebolla
(Velours et al., 2009) (Figura 11).

Figura 11. Diferencias estructurales en las mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae. Micrografia de las
mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae (A) cepa silvestre y (B) cepa mutante Ae/Ag, en la cual se observan las
estructuras anémalas de las mitocondrias, crestas en forma de aros de cebolla. m=mitocondria. La barra indica 500nm
(figura modificada de Velours et al., 2009).

En la literatura se muestra que al crear mutantes de las subunidades e, g y k no se
eliminan del todo las crestas mitocondriales, pero hacen sensible al dimero, lo cual
sugiere que no son esenciales para la dimerizacion pero si para su estabilidad. Aunado a
esto, se ha podido demostrar que la subunidad Inhl (proteina inhibidora de la F;F,-ATP
sintasa) no es necesaria para la oligomerizacion (Wittig et al., 2008; Wagner et al., 2010;
Arnold et al., 1998; Dienhart et al., 2002) (Figura 8C).

Como se puede observar, cada reino biolégico ha desarrollado una estrategia para
formar y/o estabilizar los dimeros del complejo V y plegar asi la membrana interna
mitocondrial en crestas. Por lo tanto, es importante ampliar el conocimiento sobre la
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composicion del dimero de la F;F,-ATP sintasa en otros organismos y determinar las
subunidades dimerizantes. No obstante, el desarrollo que ha tenido el andlisis estructural
y de la composicion de los dimeros, es importante hacer notar que poco se ha hecho
sobre el efecto que tiene la dimerizacion en la actividad de ATPasa del complejo V.

1.5. Ustilago maydis como modelo experimental.

U. maydis se ha utilizado como modelo para estudiar las interacciones planta-
patégeno (Martinez-Espinoza et al., 2002; Bdlker, 2001; Steinberg et al., 2008), la
recombinacion del DNA (Holliday, 1965; Holloman et al., 2008), la transicion dimérfica y el
papel de varias vias de transduccion de sefiales en algunos de estos procesos
(Vollmeister et al., 2011; Feldbriigge et al., 2004; Lengeler, 2000). Ustilago maydis es un
hongo basidiomiceto que infecta a las plantas de maiz y teocintle, induciendo grandes
tumores llenos de teliosporas. En contraste con otros hongos fitopatégenos que producen
la muerte de la planta, U. maydis es un organismo biotréfico, y s6lo en etapas avanzadas
de la infeccién la planta muere (McCann et al., 2008).

Durante su ciclo de vida transita por tres diferentes etapas morfoldgicas: la
levadura de forma haploide no patdégena, el micelio dicariético, que es la forma infecciosa
del organismo, y la teliospora, con dos células dicaribticas, la cual es resistente a
condiciones ambientales adversas (Figura 12) (Herrera et al.,, 1990; Feldbrugge et al.,
2004). Los cambios patologicos, morfolégicos y la invasion a la planta son efectos
regulados por las vias MAPK y AMPc, (Mendoza-Mendoza et al., 2009; Kahmann et al.,
1999; Doehlemann et al., 2008; Feldbrugge et al., 2004; Lengeler et al., 2000;
Reifschneider et al., 2005; Rexroth et al., 2004; Marques et al., 2007). Aunque U. maydis
requiere a la planta para completar su ciclo de vida, en el laboratorio es posible obtener
células como levadura o micelio en funcion de las condiciones de crecimiento. U. maydis
es un organismo aerobio que depende totalmente de la fosforilacién oxidativa para el
suministro de ATP, apuntando a la mitocondria como un organelo clave en la fisiologia de

este organismo.
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Figura 12. Ciclo de vida de Ustilago maydis. El area sombreada en verde claro indica los procesos que son
absolutamente dependientes de la presencia de la planta. Los ndcleos azules y rojos indican los diferentes tipos de
apareamiento en el locus A y B y se utiliza para visualizar las fases haploide y diploide dicariéticas durante el ciclo de vida.
En el centro del diagrama se muestra una mazorca de maiz infectada con sintomas de la enfermedad tipica. En la parte
inferior, el tumor se rompe y revela cantidades masivas de teliosporas negras. Cuando las esporas diploides germinan
sufren meiosis y producen esporidios haploides. En este trabajo se emplearon a las levaduras haploides (figura modificada
de Feldbriigge et al., 2004).

Las mitocondrias contienen los cuatro complejos respiratorios clasicos. Ademas de
dos componentes adicionales en su cadena respiratoria, una NADH deshidrogenasa
alterna externa (Ndel) que transfiere electrones desde el NADH citosdlico a la poza de la
ubiguinona en la membrana mitocondrial interna, y la oxidasa alterna (AOX), que cataliza
la transferencia de electrones desde ubiquinol al oxigeno molecular (Juarez et al., 2004).
En el laboratorio se ha determinado que los complejos respiratorios en las mitocondrias
de U. maydis son ensamblados en estructuras supramoleculares o supercomplejos

(Flores-Herrera en preparacion).

2. JUSTIFICACION
En el laboratorio se estudia a U. maydis, un hongo basidiomicete que es parasito
del maiz y que provoca grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial, por ello es

importante incrementar el conocimiento cientifico de este hongo, a fin de contar con més
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herramientas que pudieran ayudar a su control bioldgico. El analisis de los complejos
respiratorios de las mitocondrias de las levaduras de este hongo, muestra que el
monomero (V) y el dimero (V,) del complejo V tienen un peso molecular de 600 kDa y
1200 kDa respectivamente’ El peso determinado para el V; y el V, de U. maydis es similar
para el reportado en otras levaduras, sin embargo se observdé que este complejo es
relativamente mas pequefio con respecto al complejo V de las mitocondrias de corazén de
bovino (Tabla 2). Esto abre varias posibilidades: i) que la estequiometria en las
subunidades en U. maydis sea diferente a lo reportado, ii) que U. maydis presente
diferentes tipos de subunidades con otra estequiometria, y iii) que las subunidades sean
de un tamafio menor al descrito. Con base a esto, en este proyecto se pretende aislar al
V, y V; de U. maydis, caracterizar su actividad de ATPasa, y determinar la identidad, el
tamafio y la estequiometria de las diferentes subunidades que componen a cada uno de

estos oligbmeros.

Tabla 2. Peso molecular del monémero y dimero del complejo V de diferentes organismos.

Vi V,
Mgy, (kDa) M., (kDa)
Corazén de bovino 750 1500
Diferentes 6rganos de Rata 750 1500
Saccharomyces cerevisiae 600 1250
Neurospora crassa 600 1250
Yarrowia lipolytica 543 1230
Ustilago maydis 660 1200
Chlamydomonas reinhardtii 750 1550
Paracoccus denitrificans 530

Mapp = peso molecular aparente, determinado con BN-PAGE y por el andlisis de su composicion peptidica.

3. OBJETIVOS
3.1. General.
Determinar la actividad y composicion proteica del dimero y del monémero de la
F.1Fo-ATP sintasa de Ustilago maydis.
3.2. Particulares.
- Aislar el dimero y el monémero del complejo V en su forma soluble.

- Determinar la composicién proteica del dimero y del monémero del complejo V.
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- Determinar la actividad de hidrdlisis de ATP del dimero y del monémero del

complejo V aislados.

4. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular. La cepa FB2 de U. maydis fue sembrada en un medio solido de
YPD (1% glucosa, 1% de extracto de levadura, 0.25% bactopeptona, 2% de agar),
cultivada a 28°C por 18 horas. A partir de este cultivo se prepard un indculo para crecer
las células en 100 ml de YPD (0.5% de extracto de levadura, 0.25% bactopeptona, 0.5%
de glucosa) durante 24 h a 28°C y180 rpm. Se transfirieron de 20 a 40 unidades de
absorbencia (600 nm) de esta suspension a un litro de YPD y las levaduras fueron
cultivadas durante 18 h a 28°C y 200 rpm.

Aislamiento de las mitocondrias. Las mitocondrias fueron aisladas como lo
describié Juarez et al., (2006). Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 5,500 g
durante 10 min a 4°C; se resuspendieron y se lavaron dos veces con agua destilada. En
general se obtienen 8 g de células por litro de medio de cultivo. Posteriormente las
levaduras se resuspendieron en 0.6 M de sulfato de amonio; para degradar la pared
celular se adicionaron las enzimas liticas de Trichoderma harzianum (0.016 g/g de peso
hamedo de células) y se incubaron durante 60 min a 30°C. Para eliminar las enzimas
liticas, los protoplastos fueron centrifugados a 5,500 g durante 10 min a 4°C; se
resuspendieron y lavaron con una solucidon compuesta por 0.8 M sacarosa, 10 mM Tris, 1
mM EDTA, pH 7.0 y se recuperaron por centrifugacion a 5,500 g durante10 min a 4°C.

Los protoplastos se resuspendieron en 40 ml de una solucién de 0.4 M sacarosa,
10 mM Tris y 1 mM EDTA, pH 7.0 y se homogenizaron de 15 a 30 veces con un
homogenizador Potter, en presencia de 1 mM PMSF y 20 pl del coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma-Aldrich P-8215). Al finalizar, el homogenado se llevé a un volumen final
de 130 ml y se centrifug6 a 5,500 g durante 10 min a 4°C.

Para recuperar a las mitocondrias, el sobrenadante se centrifug6 a 17,300 ¢
durante 10 min a 4°C; finalmente las mitocondrias se resuspendieron en 0.4 M sacarosa,
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.0, con el menor volumen posible. Se almacenaron a -70°C.

Solubilizacién de los supercomplejos y complejos mitocondriales. Las mitocondrias
se incubaron en presencia del detergente digitonina (2 g/g proteina), en una solucion de
50 mM Bis-Tris y 500 mM de acido aminocaproico, pH 7.0; el detergente se afiade

mientras la solucién se agita lentamente. La solucion se incubd durante 30 min a 4°C,

21



posteriormente se ultracentrifugd a 100,000 g durante 35 min a 4°C. Los complejos y
supercomplejos respiratorios se recuperaron en el sobrenadante.

Purificacién del dimero y del monémero del complejo V. Los supercomplejos y
complejos respiratorios se aislaron por medio de un gradiente continuo de sacarosa de
0.5-1.5 M, en presencia de 20 mM KCI, 15 mM Tris-Base, pH 7.4 y 0.2% de digitonina;
se afadieron aproximadamente 48 mg de proteina (3 ml del solubilizado) en 24 ml de
gradiente y se centrifugaron a 131,000 g durante 20 h a 4°C. Se colectaron fracciones de
500 ul; la densidad de cada fraccion fue determinada por medio de un densitbmetro
ATAGO N1 (Brix 0~32%). La proteina en las fracciones de interés fue concentrada en
filtros Amicon de 10 K. Las muestras fueron equilibradas con 30 mM HEPES, 5% glicerol,
pH 8.0 y almacenadas a -70°C.

Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE y CN-PAGE). Los complejos
respiratorios de las mitocondrias de U. maydis se resolvieron por medio de la
electroforesis azul en condiciones nativas (BN-PAGE) y la electroforesis clara en
condiciones nativas (CN-PAGE) en geles de gradiente de poliacrilamida (5 — 10%). Para
la BN-PAGE el amortiguador del 4nodo contenia 50 mM Bis-Tris/HCIl, pH 7.0; el
amortiguador del catodo contenia 50 mM tricina, 15 mM Bis-Tris, pH 7.0 y el colorante
anionico Coomassie G250 (0.02%). Para la CN-PAGE el amortiguador del &nodo contenia
25 mM imidazol-HCI, pH 7.0; el amortiguador del catodo contenia 50 mM tricina, 7.5 mM
Imidazol, pH 7.0, 0.05% desoxicolato de sodio (DOC) y 0.01% DDM (Wittig et al., 2007).
Se utilizé6 como marcador del frente de corrida al colorante rojo de Ponceau. Se aplicaron
100 g de proteina por carril y las condiciones de la corrida electroforética fueron 30 V
durante 16 horas a 4°C. El peso molecular de los complejos respiratorios vy
supercomplejos fue determinado por su movilidad electroforética y la localizaciéon de su
actividad catalitica en gel, utilizando como estandares de peso molecular y actividad a los
complejos de corazén de bovino, los cuales fueron solubilizados con digitonina en las
mismas condiciones que los complejos de U. maydis.

Actividad en gel de los oligémeros del complejo V. La ubicacion en el gel de los
oligébmeros del complejo V fue determinada por medio de su actividad de hidrélisis de
ATP. El gel se incub6 a 37°C en una solucion de 50 mM de glicina, pH 8.0, 10 mM MgCl,,
0.2% Pb(NO3), y 5 mM ATP; ajustando el pH con trietanolamina. La actividad de hidrélisis
de ATP se observé como un depdsito blanco del fosfato de plomo, sobre un fondo oscuro
(Jung et al., 2000).
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Electroforesis en 2D. La 2D-tricina-SDS PAGE se llevo a cabo de acuerdo con lo
descrito por Schagger (2006). La banda de proteina del dimero y del monémero de la
F.Fo-ATP sintasa fue cortada de un gel BN-PAGE; para extraer las subunidades del
oligbmero, la banda fue incubada en la mezcla de carga (0.125 M Tris-HCI, 5% SDS, 25%
Glicerol, 0.05% B-mercaptoetanol y 0.02% azul de bromofenol). Las proteinas fueron
separadas en condiciones desnaturalizantes por medio de un gel de 2D-tricina-SDS-
PAGE al 16%, el cual tiene una alta capacidad de resolucién en el intervalo de 10 a 70
kDa, especialmente en proteinas pequefias. Para la 2D-tricina-SDS-PAGE el
amortiguador del 4nodo contenia 100 mM de Tris, 20 mM de HCI, pH 8.9; el catodo
contenia 100 mM Tris, 100 mM Tricina, pH 8.25 y 0.1% SDS. Las condiciones de la
corrida fueron 120V durante 2 horas a 4°C.

Espectrometria de Masas. Las bandas de proteinas tefiidas con Coomassie © azul
brillante R-125 provenientes de la 2D-tricina-SDS-PAGE, se extrajeron, se destifieron,
fueron reducidas con DTT, y carbamidometiladas. Posteriormente fueron digeridas con
tripsina porcina modificada (Promega, Madison, WI). El andlisis de la espectrometria de
masas de los péptidos se realizé como lo reportdé Gonzalez-Zamorano (2009) usando un
espectrometro de masas modelo 3200 Q TRAP (Applied Biosystems/MDS Sciex,
Concord, ON, Canada), equipado con una fuente iénica nanoelectroespray (NanoSpray II)
y un MicrolonSpray Il. Debido a que las proteinas hidrofobicas son poco tefidas por el
azul de coomassie, se realizaron cortes de 3 mm a lo largo del gel para identificar todas
las proteinas presentes.

La busqueda en la base de datos y la identificacion de los péptidos fue realizada
con un conjunto de espectros usando el algoritmo de busqueda MASCOT (versién 1.6b9,

Matrix Science, London, U.K., available at http://www.matrixscience.com). La tolerancia en

la masa fue de 0.5 Da para los precursores y de 0.3 Da para la masa de los fragmentos
usados. Las cisteinas carbamidometiladas fue la Unica modificacion que se empled y se
permitié la pérdida de un sitio de corte de la tripsina. Las bldsquedas fueron hechas
usando el subconjunto de Hongos del Banco de datos NCBInr (http://www.ncbi.nih.gov).
La identificacion de las proteinas fue aceptada cuando al menos dos espectros MS/MS
coincidieron con el 95% del nivel de confianza (p < 0.05).

Determinacion de la concentracion de proteina. La cuantificacion de la
concentracion de proteina se realizdé por medio del método de Lowry (Lowry et al., 1951)

con algunas modificaciones. Las muestras fueron tratadas con 0.4% DOC y se continué
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con el método tradicional. La absorbencia de las muestras se determiné a 660 nm
usando albumina sérica de bovino (BSA) como estandar.

Ensayo enzimatico. Para determinar la actividad de ATPasa del complejo V se
realizaron ensayos en presencia de un sistema regenerador de ATP acoplado a la
oxidacion del NADH, el cual estaba compuesto por 30 mM HEPES pH 8.0, 5 mM
fosfoenolpiruvato (PEP), 1 mM MgSO,, 5 unidades de la piruvato cinasa (PK), 30
unidades de la lactato deshidrogenasa (LDH) y 100 pg de muestra; se emple6é una
solucion equimolar de Mg-ATP para iniciar la reaccién de hidrélisis de ATP. En esta
reaccion, el ATP es regenerado a partir del ADP liberado durante su hidrdlisis a través de
una fosforilacién a nivel de sustrato realizada por la piruvato cinasa (PK), que usa como
donador del fosfato al PEP, dando como producto el piruvato, el cual es transformado a
lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH), oxidando a su vez una molécula de NADH a
NAD®. Resultando asi la produccién de una molécula de ATP por una molécula de NAD".

La reaccion se inicié agregando la proteina, la cual se encuentra en un medio que
contiene 30 mM HEPES y 5 % glicerol pH 8.0, a una celda de cuarzo mediante agitacion
y se realizaron lecturas cada 0.5 seg por 15 min a 340 nm. Los resultados se analizaron
tomando en cuenta el coeficiente de extincion del NADH (¢ = 6.22 mM™cm™) y el estado
estacionario de la reaccion (Andrianaivomananjaona et al., 2011; Penefsky et al., 1960).

Dentro de los ensayos enzimaticos se determind la resistencia del complejo V a la
oligomicina. Debido a que la oligomicina es un inhibidor fuertemente unido pero de union
lenta, los oligbmeros de la F;F,-ATP sintasa fueron incubados en el medio de reaccion
durante 5 min en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor (0.1, 0.25, 0.5, 1,
5, 10, 20 pg/mg proteina). Al término de este tiempo la reaccion fue iniciada como se
describi6 arriba. El ajuste de los datos para determinar los parametros cinéticos se realizé
en el programa Sigma Plot versién 10.0.

Estabilidad Térmica. Para determinar la termoestabilidad de la F;F,-ATP sintasa se
realizaron ensayos incubando la enzima por 15 min a diferentes temperaturas, al término
de este tiempo la reaccion de hidrolisis de Mg-ATP se realiz6 como se describio en el
Ensayo enzimético. El ajuste de los datos para determinar los pardmetros cinéticos se
realizo en el programa Sigma Plot version 10.0.

Cultivo celular para biologia molecular. La cepa FB2 de U. maydis fue sembrada

en un medio solido (1% extracto de levadura, 0.25% bactopeptona, 2% de agar),
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cultivadas a 28°C por 18 horas. Las células fueron crecidas en 3 ml de YPD Light (1%
extracto de levadura, 0.4% bactopeptona, 0.4% glucosa) durante 24 h a 30°C a 180 rpm.

Obtencién del DNA de la cepa FB2 silvestre de U. maydis. El cultivo se centrifug6
a 15,700 g durante 2 min para recuperar las células. Posteriormente, para la lisis se
utilizaron perlas de vidrio en 500 ul de amortiguador de lisis (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM
NaCl, 1% SDS, 2% Triton X100, 1 mM EDTA) y 500 ul de la solucién de fenol/cloroformo
en una relacion 1:1, en agitacion constante durante 10 min. Las muestras fueron
centrifugadas a 15,700 g durante 15 min, 400 pul de la fase soluble se transfiri6 a 1 ml de
EtOH al 100%, dicho volumen fue centrifugado y se recuperé el paquete celular.
Finalmente se incubaron con 50 ul de TE/Rnase (1.31 mM Tris-Base, 8.69 mM Tris-HCI,
10 mM Na,-EDTA y 10 mg/ml de Rnase-A) a 400 rpm durante 10 min a 50°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la construccion de los
cebadores (oligonucleétidos) se utilizé el programa Clone Manager y fueron sintetizados
por Metabion International AG (Alemania). EI medio de reaccion contenia 1 ul DNA
gendémico, 0.5 ul dNTP’s, 5 ul del amortiguador 10x para la polimerasa Taq y 10 ul del
amortiguador 5x para la polimerasa Phusion y, 5% DMSO para la polimerasa Phusion.

El PCR se realiz6 en un termociclador MJ Research modelo PTC-200 siguiendo
los protocolos de temperatura variable y tamafo del producto. Las construcciones
obtenidos corresponden a secuencias de aproximadamente 100 pb rio arriba (UF) y rio
abajo (DF) del gen.

Formacion del vector Topo. En caso usamos la polimerasa Phusion en el PCR,
para formar las proyecciones de adenina y que sea reconocido el vector Topo para formar
el plasmido, afiadimos 1 ul de Taq polimerasa, 0.5 ul dNTP s y 5 ul del amortiguador 10x
y se incubaron por 15 min a 72°C. Una vez finalizada la proyecciéon se forma el vector
utilizando un Topo TA Cloning Kit, del cual tomamos 3.5 ul del PCR modificado, 1 ul de
solucién salina (incluida en el Topo-kit), 0.2 ul del Topo-vector y se ajustd a un volumen
final de 5 pl con H,0.

Clonacion en Escherichia coli. Para la transformacion se utilizé la cepa TOP10 a la
cual se afiadio el DNA de la mezcla de ligacién y se incub6 por 30 min a 4°C, seguido de
un choque térmico durante 45 seg a 42°C para provocar la entrada del plasmido a las
células, posteriormente éstas fueron incubadas por 2 min a 4°C y se les adicioné 5

volumenes (250 ul) de medio dYT (1.6% bacto-triptona, 1% extracto de levadura y 0.5%
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NaCl) incubandolas durente 30 min a 37°C. Las células fueron sembradas en medio
dYTA™ s¢lido e incubadas 24 h a 37°C.

Obtencion del DNA plasmidico. Se sembré una colonia independiente de la TOP10
transformada en 3 ml de dYTA™ (1.6% bacto-triptona, 1% extracto de levadura, 0.5%
NaCl y 0.1 pug ampicilina/ml) y se incubd por 12 h a 37°C con agitacién constante. Para
obtener el DNA plasmidico, 1 ml de la muestra fue centrifugado a 15,700 g durante 2 min,
el sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en 200 ul del
amortiguador STET (100 mM NacCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 5% Tritén X100)
y 20 ul de lisozima; se incubaron por 60 seg a 95°C y fueron centrifugados a 15,700 g
durante 10 min. El sobrenadante, que contiene al RNA y al DNA plasmidico, es
suplementado con 20 ul de solucion Mini Il (3 M NaOAc) y 500 ul de 2-propanol para
precipitar a los acidos nucleicos y formar la nube de DNA. Las muestras se centrifugaron
a 15,700 g durante 10 min, el precipitado que contiene los acido nucleicos, fue lavado con
200 pl de 70% de EtOH. Finalmente, se centrifug6é a 15,700 g durante 2 min y se elimin6
el sobrenadante, al precipitado se le agregaron 100 ul TE-RNase para obtener una
muestra libre de RNA.

Purificacién del DNA. EI DNA se purificé por medio de un kit JET Quick Spin
Column Technique de Genomed. El DNA plasmidico fue tratado adicionando 400 pl del
amortiguador M1 (hidroxicloruro de guanidina e isopropanol), mezclandolas por inversion
y fueron trasferidas a una columna de silica de purificacién, la cual fue centrifugada a
15,700 g por 1 min, descartando el filtrado; la columna se lavo dos veces con 400 ul del
amortiguador M2 (etanol, NaCl, EDTA y Tris/HCI) y se centrifug6 a 15,700 por 1 min
eliminando el filtrado. Para eluir el plasmido de la columna se le adicion6 50 ul de TE (10
mM Tris-HCI, pH 8.0) y se centrifugd a 15,700 g por 2 min. La concentracién de DNA se
determiné en un espectrofotbmetro NanoDrop peglab modelo 2000c.

Secuenciacion del DNA. La mezcla de reaccion estd compuesta por: 250 ng de la
muestra, 3.2 pmoles del cebador MF963/MF964 y 10 mM Tris/HCI, pH 8.0, en un volumen
final de 7 ul; la secuenciacion fue realizada en LMU Munich y registrada en

http://www.gi.bio.Imu.de/sequencing/index html; la verificacibn de las secuencias

obtenidas y los sitios de corte se realizé alineandolos con la secuencia original.
Construccion de vectores knockout. La digestion de los plasmidos UF y DF para la
construccion de los vectores se realizé utilizando las enzimas de restriccion Sfil y Scal

respectivamente, el plasmido (pUMA198) que contiene el cassette de higromicina (Hyg)
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fue digerido con Sfil. Las muestras se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%, en el
amortiguador TAE (2 mM Tris-Base, 2 mM &cido acético, 10% EDTA pH 8.0) por 60 min a
100V, las bandas correspondientes a los cortes por las enzimas de restriccion fueron
extraidas del gel mediante un Zymoclean Gel DNA Recovery kit de Zymo Research
(USA). Una vez obtenida la muestra pura se determind la concentracién de DNA en un
espectrofotometro NanoDrop peglab modelo 2000c. El plasmido KO se obtuvo a partir de
la ligacion de los fragmentos de DNA empleando una relacion 1:1:3 de UF:DF:Hyg,
durante 3 h a temperatura ambiente en presencia de una DNA ligasa.

Protoplastos de U. maydis. Se inocularon 3 ml de medio YPD light con la cepa FB2
y se incubaron toda la noche a 28°C. Posteriormente, el preindculo se diluy6é hasta 0.4
unidades de D.O. continuandose el crecimiento hasta alcanzar las 0.8 unidades de D.O. lo
que asegura un adecuado crecimiento celular. Una vez descartada la contaminacion por
microscopia, se centrifugé un volumen de 50 ml de las células a 1,700 g durante 5 min; el
paquete celular se resuspendié con 25 ml del amortiguador SCS (20 mM de citrato
trisddico) y centrifugado a 1,700 g durante 5 min. El precipitado se recuperd y resuspendio
con una solucién de Novozyme (7 mg novozyme/2 ml SCS); fue incubado durante 5 min a
temperatura ambiente verificando con el microscopio, que entre el 30 — 40 % de las
células presenten burbujas en el &pice; esta trasformacién permite continuar el
procedimiento de moficiacion genética de U. maydis. Se afiadieron 10 ml de SCS, y se
centrifugd a 1,100 g durante 5 min a 4°C, el precipitado se resuspendi6é con 10 ml de SCS
para eliminar el compuesto novozyme, y nuevamente fue centrifugado a 1,100 g durante 5
min, el precipitado se resuspendié en 10 ml del amortiguador STC (50% (v/v) 2 M sorbitol,
1% (v/iv) 1 M Tris-HCI (1 M), 10% (v/v) 1 M CacCl,) y se centrifugd a 1,100 g durante 5 min
(este paso se repitid dos veces); posteriormente se desechd el sobrenadante y en 1 ml de
STC se resuspendié el precipitado. Finalmente la muestra fue almacenada a -80°C en
alicuotas de 100 pl.

Transformacion de U. maydis. Para la transformacion de la levadura se utilizaron
cajas de Petri con agar Reg-light (1% extracto de levadura, 0.4% bactopeptona, 0.4%
sacarosa, 18.22% sorbitol, 1.5% agar) e higromicina (50 mg higromicina B/ml de PBS). Se
adicionaron 10 ml de Reg-ligth agar con 80 pl de higromicina (aproximadamente 4 mg) y
finalmente a los 15 min se agregaron 10 ml de Reg-light agar. A los protoplastos se le
afadieron 15 pg de heparina (15 mg/ml) y 5 pl del DNA (producto de la ligacién), y se

incubaron por 10 min a 4°C, posteriormente se afiadieron 500 pl del amortiguador
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STC/PEG (60% STC-amortiguador, 40% polietilenglicol Sigma P-3640) y fueron
incubados por 15 min a 4°C. Finalmente se dispersaron las células transformadas en la
placa de agar muy suavemente y fueron incubadas por 7 dias a 28°C.

P1/P2 PCR. Se sembr6 una azada de la cepa trasformada en medio CM-Hyg agar
(0.25% cazaminoécidos, 0.1% extracto de levadura, 1% solucion Holliday de vitaminas,
6.25% solucion Holliday de sales, 0.05% DNA (sigma D-3159) 0.15% NH4NO3, 18.22%
sorbitol, 1.5% bacto-agar, 5 pg/ml Hyg, pH 7.0) en forma de estria para obtener colonias
separadas y se incubaron por 24 h a 30°C. Una vez multiplicadas las células, se toma una
colonia independiente y fue sembrada en medio YPD light e incubadas por 24 h a 30°C en
agitacion constante; posteriormente se tomaron 5 pl del cultivo y se sembré en una caja
con CM-Agar para mantener la linea celular, el cultivo restante se empled para aislar al
DNA y se realizaron PCR con los oligonucleétidos P1 (aproximadamente 20 pb al inicio
del UF) y el P2 (aproximadamente 20 pb dentro del gen original). Las muestras se
resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%, 0.5x-TBE, bromuro de etidio (EtBr), y se
incluyeron como control negativo la cepa WT; las muestras que contienen un fragmento
del mismo tamafio que la WT son eliminadas.

Flanking PCR. Se utilizaron las muestras obtenidas del paso anterior, usando los
oligonucleétidos Ul (aproximadamente 20 pb antes del UF) y el MF167 para el UF y
MF168 y D3 para el DF. MF167/MF168 contienen aproximadamente 20 pb dentro el
cassette de resistencia a Hyg, usando como control negativo la cepa WT. Una vez
finalizado el PCR las muestras se resolvieron en un gel al 0.8% de agarosa, 0.5%-TBE,
EtBr.

Southern Blot. EI DNA para el southern blot proviene de una digestion por las
enzimas de restriccion especificas, cuidando de que dichas enzimas no tuvieran sitio de
corte dentro del gen. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% con BrEt en
1% de TAE, a 90V/2 h (Rybicki et al., 1996), al finalizar la corrida, el gel se lavé con 250
mM HCI durante 20 min, posteriormente se lavo 2 veces con dH,O por 5 min y se incub6
en la solucion DENAT (1.5 M NaCl, 0.4 M NaOH) por 20 min; se lavé con dH,O y se
incubo con la solucion RENAT (1.5M NacCl, 282 mM Tris-HCI, 218 mM Tris-Base) por 20
min. El gel se coloco sobre papel filtro Whatman en una base plana, y se humedecio con
una solucién 20x de SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato de sodio) cuidando que el papel
siempre estuviera en contacto con la solucién. Se coloco la membrana Hybond-N+Nylon

(GE Healthcare) sobre el gel y se sellaron los bordes con parafilm. Se colocaron papeles
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Whatman sobre la membrana, luego una pila de 5 cm de altura de papel absorbente y
encima un objeto de aproximadamente 500 gr para producir presion contra el gel y la
membrana y permitir que el DNA se movilice del gel a la membrana por capilaridad. Al
finalizar la transferencia, la membrana se humect6 con 2x de SSC y se dejé secar por 15
min; el DNA se fij6 a la membrana con la radiacion UV-Strato-Crosslinker o UV-crosslinker
directamente, cuidando siempre de no exponer la cara de la membrana que estuvo en
contacto directo con el gel para no dafar el DNA.

Se prehibridiz6 la membrana en un tubo para Southern con el amortiguador de
hibridacion 26% SSPE (3 M NaCl, 200 mM fosfato de sodio, 20 mM EDTA, pH 7.4), 20%
solucién Denhardt (1% ficoll, 1% polivinilpirrolidona, 1% BSA, 5% SDS) durante 15
min/65°C (Southern, 1975).

Para la deteccién del fragmento de interés, la membrana se incubd6 toda la noche
con una sonda de DNA fue diseflada con nucleétidos marcados que sean
complementarios al sector de DNA buscado y marcada con digonexina por el método de
cebadores al azar (Feinberg et al., 1983), el marcaje, la hibridacion y el revelado se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se retiré la sonda y
la membrana se lavé con diferentes concentraciones de la solucion SSPE. Se realizé un
primer lavado con 10 ml del amortiguador DIG1 (100 mM acido malico, 150 mM NacCl, pH
7.5) 5 minutos; y el segundo con 10 ml del amortiguador DIG2 (DIG1, 10% leche
desgrasada en polvo) durante 30 min para bloguear la membrana, posteriormente se
incubd en 10 ml de DIG2 que contenia el anticuerpo anti-DIG-AB en una relacién 1:10000,
por 3 h/60°C. La membrana se lavo dos veces por 15 min con el amortiguador DIG-wash
(DIG1, 0.3% Tween-20); se incubd la membrana con 20 ml del amortiguador DIG3 (100
mM Tris/HCI, 100 mM NacCl), y finalmente se incubé en presencia de la solucién CDP-
Star® Reagent de NEB labs (CDP-Star 1:100 en DIG3) por 5 min. Se retird la solucion y
se detectd la sefial de quimioluminiscencia con una camara ImageQuant LAS4000, GE

Healthcare.

5. RESULTADOS

Solubilizacién de los supercomplejos y complejos mitocondriales de U. maydis.
Los complejos respiratorios fueron solubilizados con digitonina en una relacion 2:1
detergente-proteina (g/g), y se resolvieron en una electroforesis nativa usando como

estandares los complejos respiratorios de corazon de bovino aparente (Figura 13A). Con
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base en su movilidad electroforética, se estimé un peso molecular para el V, de 1200 kDa
y para el V; de 660 kDa (Figura 13B).
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Figura 13. Determinacion del peso molecular de los oligdmeros de la F1F,-ATP sintasa. Los complejos respiratorios
solubilizados con digitonina se resolvieron en una electroforesis nativa (A) usando como estandares los complejos
respiratorios de corazén de bovino y se determiné su peso molecular siendo el V, de 1200 kDa y el V; de 660 kDa (B).

Aislamiento del dimero y del mondmero de la F;F,-ATP sintasa. Los oligdmeros
del complejo V fueron aislados en un gradiente continuo de sacarosa y se analizaron en
una CN-PAGE (Figura 14A).

El andlisis de la actividad en gel de ATPasa del complejo V mostré que el V, se
localiza en las fracciones del gradiente de sacarosa que tienen una densidad entre 1.1383
y 0.9877 g/ml, mientras que el V; se ubica entre 0.8416 y 0.7706 g/ml; la mezcla de
ambos oligébmeros se encontré entre 0.9877 y 0.8416 g/ml (Figura 14A). Las diferentes
fracciones se reunen en tres lotes independientes, el V,, el Vi, y la mezcla de ambos
(“?/4), se determiné su concentracién de proteina y se almacenaron a -70°C. Por medio
de una CN-PAGE se realiz6 el analisis de las muestras concentradas (Figura 14B), con lo
gue se pudo determinar que los oligbmeros mantienen su estructura y actividad de
ATPasa y que estos oligdmeros son las Unicas enzimas, en esta preparacion, que llevan a
cabo la hidrélisis del Mg-ATP.

Identificacion de las subunidades del dimero y monémero de la F;F,-ATP sintasa.
Las subunidades del V, y del V; de la F;F,-ATP sintasa se resolvieron mediante su
movilidad en una electroforesis 2D-Tricina-PAGE (Figura 14C). Las proteinas se tifieron
con Coomassie © Brilliant Blue R-125 y se identificaron mediante espectrometria de
masas.
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Figura 14. Purificacion de los oligdmeros de la F,Fo-ATP sintasa de U. maydis. La presencia del dimero y monémero
del complejo V dentro del gradiente de sacarosa se determind en geles CN-PAGE (A) La actividad de ATPasa en gel
muestra las formas dimérica y monomérica de la ATP sintasa de U. maydis. (B) Los oligdbmeros de la F;Fo-ATP sintasa se
reunieron y concentraron en filtros de Amicon, el corte de la membrana fue de 10K. El andlisis de las muestras
concentradas se realiz6 mediante CN-PAGE con lo que se determind que los oligdmeros mantienen su estructura y
actividad de ATPasa aun después de almacenarlos a -70°C. (C) La identidad de las subunidades del complejo V se realizd
por espectrometria de masas a partir de una electroforesis 2D-Tricina-SDS en geles al 16 % de poliacrilamida. Los
oligébmeros del complejo V se obtuvieron de una electroforesis BN-PAGE y sus subunidades se resolvieron en una 2D-
PAGE. Se muestra la identidad y la masa molecular de cada una de las bandas. PHB1, PHB2 y ANT corresponden a las
prohibitinas 1y 2 y al translocador de adenin nucleétidos respectivamente (En el gradiente de sacarosa 33%=1.1383 g/ml y
25%=.0.7706 g/ml)

Se identificaron 17 subunidades asociadas al dimero y mondmero de la F;F,-ATP
sintasa. Asi mismo, se puede observar que el dimero muestra a las subunidades e, g, y h,
las cuales han sido asociadas a la formacion del dimero en S. cerevisiae (Arnold et al.,

1998; Couoh-Cardel et al., 2010). Dentro de este analisis se encontré a la subunidad
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ATP12, la cual es una chaperona que ha sido reportada como la responsable del
ensamblaje de la enzima. También se identificaron a las prohibitinas (PBH1 y PBH2) que
han sido relacionadas con la formacién de las crestas mitocondriales. También se
identific6 al translocador de adenin nucle6tidos (ANT), acarreador importante para la
sintesis de ATP. El encontrar el ANT asociado a la ATP sintasa sugiere la presencia del
sintasoma, lo cual abre la posibilidad de estudiar dicho supercomplejo en este organismo.

Tabla 3. Identificacion de las subunidades asociadas al dimero y monémero del complejo V en dos levaduras.

Sector Funcion S. cereviciae®  U. maydis® Mapp Numero de
kDa® acceso®
F, Estator o (ATP 1) o (ATP 1) 476 um10213
B (ATP 2) B (ATP 2) 556 um10397
Rotor v (ATP 3) v (ATP 3) 33.13 um05090
5 8 17.7 um01103
g s 13.0 um10754
Fo Rotor c(ATP 9) c(ATP 9) 7.4 QOHBWY
Estator- tallo periférico OSCP (ATP 5) OSCP (ATP 5) 229 um06324
b (ATP 4) b (ATP 4) 34.25 um10548
h-Fg (ATP 14)  h-F4 (ATP 14) 13.81 um02360
d(ATP 7) d(ATP 7) 18.7 um12050
f(ATP 17) f(ATP 17) 18.02 um10180
Estator de membrana a (ATP 6) a (ATP B) 27.72 QOH8Y6
ABL (ATP 8) ABL (ATP 8) 57 QOH8Y5
ilj (ATP 18) if (ATP 18) 6.5 um11576
Subunidades de e e 9.01 um10374
dimerizacion g (ATP 20) g (ATP 20) 17.3 um00975
k - - .
Regulacion Inh1 Inh1 10.19 um02361

a) entre paréntesis se muestra el nombre del gen, b y ¢) corresponden a la masa molecular aparente en kDa y el nUmero de
acceso en el MIPS DataBase para U. maydis respectivamente.

La Tabla 3 muestra las subunidades identificadas, el peso molecular y su nimero
de acceso dentro del MIPS Ustilago maydis DataBase (Munich information center for

protein sequence http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago). Cabe sefialar

gue debido a que algunas proteinas no fijan bien el Coomassie, la espectrometria de

masas se realiz6 haciendo cortes de 3 mm a lo largo del gel, con lo que se consigui6

obtener el total de las subunidades pertenecientes al dimero y monémero del complejo V.
Respecto a la subunidad «, ésta presenta un peso molecular de 47.6 kDa y se ha

reportado que su homologo en S. cerevisiae tiene un peso molecular de 59 kDa. Para
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explicar este cambio de peso molecular, se realizé un alineamiento entre ambas proteinas
mediante el programa Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). El analisis
del alineamiento de las secuencias mostr6 que U. maydis tiene alrededor de 84
aminoacidos (11 kDa) menos en el extremo amino terminal y 22 aminoacidos menos en el
extremo carboxilo terminal (2.4 kDa) (Figura 15). Estas modificaciones eliminan
aproximadamente 13 kDa de la proteina, lo que equivale a la diferencia observada entre
la subunidad o de U. maydis y su homologo de S. cerevisiae. En un intento para definir el
origen en la modificacion de la subunidad o, se realiz6 un alineamiento entre la
secuencias de ambos genes (Figura 16), en el cual se observo que el gen que codifica
para la subunidad o en U. maydis es mas pequefio que el de S. cerevisiae; este podria
ser el motivo por el cual la subunidad es mas pequefa. La secuencia obtenida para la
subunidad  también fue alineada con su homologo de S. cerevisiae y la proteina resulto
tener el mismo peso molecular (Figura 17).

Determinacion de los parametros cinéticos de la FiFo-ATP sintasa. La
caracterizacion de la actividad de ATPasa del V; y V, del complejo V, se realizo
empleando un sistema regenerador de ATP acoplado a la oxidacion del NADH (ver
materiales y métodos). Este protocolo permite eliminar al ADP, ya que éste es un potente
inhibidor de la actividad de ATPasa de la enzima (Fiske et al., 1925; Penefsky, 1974). Las
constantes cinéticas se determinaron realizando cursos temporales, los cuales muestran
que la actividad del V; es lineal con respecto al tiempo y que aumenta conforme se

incrementa la concentraciéon de Mg-ATP (Figura 18A).
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Ustilago

Saccharomyces MLARTAAIRSLSRTLINSTKAARPAAAALASTRRLASTKAQPTEVSSILEERIKGVSDEA 60
Ustilagoo @  ===emmemccccccccccceee-d MAEEMVEFSSGVRGMALNLEADNVGVSIFGSDRLIR 36
Saccharomyces NLNETGRVLAVGDGIARVFGLNNIQAEELVEFSSGVKGMALNLEPGQVGIVLFGSDRLVK 120
dkdk o kkkkhkk . kkkdkhkkk - kk. shkkkkkk . .
Ustilago EGDTVKRTGQIVDVPVGPKLLGRVVDALGNPIDGKGPIEAAERRRASLKAPGILPRKSVN 96
Saccharomyces EGELVERTGNIVDVPVGPGLLGRVVDALGNPIDGKGPIDAAGRSRAQVKAPGILPRRSVH 180
**: *****:******** *ﬁ*******i*********:** * **.:********:**:
Ustilago QPMQOTGIKPIDAMVPIGRGQRELI IGDRQTGKTAVAIDT ILNQKRWNDGQDESKKLYCVY 156
Saccharomyces EPVQTGLKAVDALVPIGRGQRELI IGDRQTGKTAVALDT ILNQKRWNNGSDESKKLYCVY 240
:*:***:*. :**:***********ﬂ*ﬁ*i*t*****:**********:t.*i********
Ustilago VAVGQKRSTVAQLVKVLEENDAMKYTI IVAATASEAAPLQYLAPFSGCAIGEWFRDNGKH 216
Saccharomyces VAVGQRRSTVAQLVQTLEQHDAMKYSI IVAATASEAAPLQYLAPFTAASIGEWFRDNGKH 300
% g ek ok ke ok ok ok ok ok ke k. '**: :*****:************ti***t*: i :i**********
Ustilago ALIIYDDLSKQAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAARMNDSYGGGSLTA 276
Saccharomyces ALIVYDDLSKQAVAYRQLSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKLSEKEGSGSLTA 360
***:***t*****i***:i****t**t**************t*i**t*: s o *.*****
Ustilago LPVIETQGGDVSAFIPTNVISITDGQVYLESELFFKGIRPAINVGLSVSRVGSAAQSKLY 336
Saccharomyces LPVIETQGGDVSAYIPTNVISITDGQIFLEAELFYKGIRPAINVGLSVSRVGSAAQVKAL 420
Fhkdkk ko hokdk - kdkdkdkdkdkkdkdkddhd . - kdk k. kkdkkdkkdkkhkkkhkkkkkhkkx *
Ustilago KSVSGSLKLSLAQYRELAAFAQFGSDLDAATRATLNRGVRLVELLKQPQFVPMATEIPA- 395
Saccharomyces KQVAGSLKLFLAQYREVAAFAQFGSDLDASTRKQTLVRGERLTQLLKQNQYSPLATEEQVP 480
*_*:**t** *t*i**:t*********t*:i: ok hk **‘:***k t: *:i**
Ustilago @ =mecescecececeee- DRIVEWENSFREKLST-EDALLSEIA-KAEDEMALLCAVDLLRY- 437
Saccharomyces LIYAGVNGHLDGIELSRIGEFESSFLSYLKSNHNELLTEIREKGELSKELLASLKSATES 540
_** *:*.** g *_: *i:** *‘* z **‘::.
Ustilago = -——---
Saccharomyces FVATF 545

Figura 15. Alineamiento de las secuencias para la subunidad o de S. cerevisiae y U. maydis. Las secuencias
alineadas mostraron que U. maydis tiene alrededor de 84 aminoacidos menos en amino terminal y 22 aminoacidos menos
en el carboxilo terminal, con respecto a la secuencia de S. cerevisiae (las secuencias se obtuvieron de la base de datos
NCBI para S. cerevisiae con el nimero de acceso EDN64524 y en el MIPS para U. maydis con numero de acceso
um10213, los alineamientos se realizaron en el programa ClustalW?2).
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S.cerevisiae ATGTTGGCTCGTACTGCTGCTATTCGTTCTCTATCGAGAACTCTAATTAACTCTACCAAG 60
U.maydis = = oo

S.cerevisiae GCCGCAAGACCTGCCGCTGCTGCTTTGGCTTCCACCAGAAGATTGGCTTCCACCAAGGCA 120
U.maydis = = oo
S.cerevisiae CAACCCACAGAAGTTTCCTCCATCTTAGAGGAAAGAATTAAGGGTGTGTCCGACGAGGCC 180
U.maydis = = oo
S.cerevisiae AATTTGAACGAAACTGGTAGAGTTCTTGCAGTCGGTGATGGTATTGCTCGTGTTTTTGGT 240
U.maydis = = oo
S.cerevisiae TTGAACAACATTCAGGCTGAAGAATTGGTCGAGTTCTCCTCTGGTGTTAAAGGTATGGCT 300
U.maydis = ———————————— ATGGCCGAGGAGATGGTTGAGTTCTCGTCCGGTGTCCGCGGCATGGCC 48
Lok kok okkekkokok kokokkokokkok ok k o okkkokx 0 kok kkokoxr ok
S.cerevisiae TTGAACTTGGAGCCTGGTCAAGTCGGTATCGTTCTTTTCGGTTCCGATAGACTGGTTAAA 360
U.maydis CTTAACCTTGAGGCCGACAACGTCGGTGTCTCGATTTTCGGTTCGGACCGTCTCATCCGT 108
*ookokk ok kkok ok ok LK Rk ko ok ko SR KRk kkokok ok ok kk o xakk ok .
S.cerevisiae GAAGGTGAATTGGTCAAGAGAACCGGTAATATTGTTGATGTCCCAGTCGGTCCAGGCCTT 420
U.maydis GAAGGTGACACTGTCAAGCGTACCGGCCAGATTGTCGACGTTCCTGTCGGCCCCAAGCTG 168
*okkokokkkok . dokkokokk kekkokokk ok kokkokok kok kk kk . okkkokk kx| Kk
S.cerevisiae TTGGGTAGAGTTGTCGACGCTTTAGGTAACCCTATTGATGGTAAAGGTCCTATTGACGCT 480
U.maydis CTCGGCCGTGTTGTCGACGCTCTTGGTAACCCCATTGACGGCAAGGGCCCCATCGAGGCC 228

* k% kekkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk kekkhkhkhkhkhkhkk khkkkk *k **x **x **x **x **x **x

S.cerevisiae GCCGGTCGTTCAAGAGCTCAAGTCAAAGCACCAGGTATTTTGCCAAGAAGATCTGTCCAT 540
U.maydis GCCGAGCGTCGCCGTGCCTCGCTCAAGGCTCCTGGTATTCTGCCGCGTAAGTCGGTGAAC 288
~k~k~k~k. * % % ..*:** .. ~k~k~k~k.~k~k:~k~k:~k~k~k~k~k~k ~k~k~k~k..~k:~k..~k~k * % .~k
S.cerevisiae GAACCAGTTCAAACCGGTTTGAAAGCCGTTGACGCCTTGGTCCCTATCGGTAGAGGTCAA 600
U.maydis CAGCCCATGCAGACTGGTATCAAGCCCATTGACGCCATGGTTCCCATCGGCCGTGGTCAG 348
*.**..* ‘k‘k.** ‘k‘k‘k:‘k ‘k‘k. ‘k‘k.********:**** * Kk kkkkk .*:*****.
S.cerevisiae AGAGAGTTGATTATTGGTGATCGTCAAACAGGTAAGACTGCTGTCGCCTTAGACACCATC 660
U.maydis CGTGAGCTCATCATTGGTGACCGTCAGACTGGTAAGACCGCTGTGGCCATCGACACCATC 408

kekkk ok kk kkkkkkkk khkkkk kkekkhkhkhkhkhkk khkkkk khkk ek khkkkkkkkk

S.cerevisiae TTGAATCAAAAGAGATGGAATAACGGTAGTGACGAATCCAAGAAACTTTACTGTGTTTAC 720
U.maydis CTCAACCAGAAGCGATGGAACGACGGCCAGGATGAGAGCAAGAAGCTCTACTGTGTCTAC 468
* kK ‘k‘k.***.******* .**** .. * * ‘k*.: ‘k‘k‘k‘k‘k‘k.** *khkkkkkkk kkk
S.cerevisiae GTTGCCGTTGGACAAAAAAGATCTACCGTTGCTCAATTGGTCCAAACTTTGGAACAACAT 780
U.maydis GTCGCCGTTGGCCAGAAGCGTTCCACCGTAGCCCAGCTCGTCAAGGTGCTCGAGGAGAAC 528
Kk KkkAKkAK KKk KKk kekk Kkkkkekk KKk Kk AKkk Kk X kx| K%
S.cerevisiae GACGCCATGAAGTACTCTATTATTGTTGCAGCTACTGCATCTGAAGCCGCTCCTCTACAA 840
U.maydis GACGCCATGAAGTACACCATCATTGTCGCCGCTACCGCCTCGGAGGCCGCTCCGCTTCAG 588

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkek *k Khkhkkhkkhkk *k Kkkhkkhkkhkk *k Kkk Kkk Kkkhkkkkkkk Kkkokk

S.cerevisiae TACTTGGCTCCATTTACTGCCGCATCCATTGGTGAATGGTTCAGAGATAATGGAAAGCAC 900
U.maydis TACCTTGCTCCCTTCTCGGGATGCGCCATCGGCGAGTGGTTCCGTGACAACGGCAAGCAC 648
*k*k ok *****.** :‘k * . . *kkk Kkk **.******.*:** * % **.******
S.cerevisiae GCTTTGATCGTCTATGACGATTTGTCCAAGCAAGCCGTGGCATACCGTCAATTATCTTTG 960
U.maydis GCGCTGATCATCTACGATGACTTGTCCAAGCAGGCCGTCGCCTACCGTCAGATGTCGCTG 708

* x khkkhkkhkk Khkhkkhkk Kkk kk khkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kkkhkkhkkhkk kk Kkkhkkkkkkk ok kK * %

S.cerevisiae TTGTTGAGACGTCCTCCTGGTCGTGAAGCCTACCCTGGTGATGTCTTTTACTTGCATTCA 1020
U.maydis CTTCTGCGTCGTCCCCCCGGTCGTGAGGCCTACCCTGGTGACGTTTTCTACCTGCACTCT 768
* * % . * . *kkkkk kk kkkkkkkk . khkkkkkkkkkkhkkhkkk *k *k kkk Kkkkk **:
Figura 16. Alineamiento de los genes que codifican para la subunidad o de S. cerevisiae y U. maydis (las secuencias
se obtuvieron de la base de datos NCBI para S. cerevisiae con el nimero de acceso ID852177 y en el MIPS para U. maydis
con numero de acceso um10213, los alineamientos se realizaron en el programa Clustalw?2).
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AGATTGCTAGAAAGAGCCGCTAAGCTTTCTGAAAAGGAAGGTTCTGGTTCTTTAACTGCT
CGTCTGCTCGAGCGTGCTGCCAAGATGAACGACAGCTACGGTGGTGGATCGCTCACTGCG

ke kkKkKk Kk Kk ekk Kk Kkk K . *x K * kKK K,k koo kK * kK kKK

TTGCCTGTTATTGAAACCCAAGGTGGTGATGTCTCCGCTTATATTCCAACCAATGTTATT
CTGCCCGTGATTGAGACGCAGGGTGGTGATGTGTCTGCTTTCATTCCCACCAATGTGATT

khkkk kk kkkkk kk kk kkkkkkkkkkk kk kkkke khkkkk kkkkkkkk kkk

TCCATTACCGATGGTCAAATTTTCTTGGAAGCTGAATTATTCTACAAGGGTATCAGACCT
TCGATTACCGACGGCCAGGTGTACCTCGAGTCGGAGCTCTTCTTCAAGGGTATCCGACCT

*k kkhkkkkkkk Kkk kK * kek Kk kK * k% * kkkkekkkkkkkkkk kkkkk

GCCATTAACGTTGGTTTGTCCGTTTCTCGTGTCGGTTCCGCTGCTCAAGTTAAGGCTTTG
GCCATCAACGTCGGTCTCTCGGTCTCGCGTGTCGGTTCGGCCGCGCAGTCGAAGCTGTAC

khkkhkkhkk khkkkk kkk ok kk kk kk kkkkkkkkkkk kk kk kK * % % * o

AAGCAAGTCGCTGGTTCCTTGAAATTGTTTTTGGCTCAATACAGAGAAGTCGCTGCTTTT
AAGTCGGTCTCGGGTTCGCTCAAGCTCTCGCTCGCCCAGTACCGTGAGCTGGCGGCTTTC

* k% *kk Kk kkkkk * k% * % * kk kk kkk ke kK * kk kkkkk

GCTCAATTCGGTTCCGATTTAGATGCCTCCACCAAGCAAACTTTGGTTAGAGGTGAAAGA
GCGCAGTTCGGTTCCGATTTGGACGCTGCTACGCGCGCCACGTTGAACCGTGGTGTCCGT

*k kk kkkkkhkkkkkhkkkk kk kK * k% * Kk kkk . * e kkkk o * .

TTGACTCAATTGTTGAAGCAAAACCAATATTCTCCTTTGGCTACAGAAGAACAGGTTCCA
CTGGTCGAGCTGCTCAAGCAGCCTCAGTTTGTGCCCATGGCCACCGAG————————————

* % * * Kk ok kkkkk * Kk ke Kk *k ek kkk kk kK

TTGATTTATGCCGGTGTTAATGGTCATTTGGATGGTATTGAACTATCAAGAATTGGTGAA
——————— ATCCCCG-——————-————————————————————CTGACCG-CATTGTCGAG

*k kk Kk * Kk ek * k% % * %

TTTGAGTCCTCCTTTTTGTCCTATCTAAAATCCAATCACAATGAGCTTTTGACCGAAATT
TGGGAGAACTCGTTCCGTGAGAAGCTCTCGACCGAGGACGCTCTGCTTT---CGGAGATT

* *kk o khkk Kkkx ek kK . e kK K * % * ek kkkk * kk  kkkx

AGAGAAAAGGGTGAATTGTCTAAAGAATTGTTGGCATCTCTAAAGAGTGCTACTGAATCA
G---CCAAGG-—=—————— CTGAAGACGAGATGGCG-CTCCTCTGTGCGGTAG---ACCT

* k k% *k  kkkkx ok e kKKK *k k. ek ek Kk kK * k.

TTTGTTGCCACTTTTTAA 1638
ACTG----CGCTACTAA- 1314

Figura 16. Continuacion.
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saccharomyes ~-MVLPRLYTATSR-———————— AAFKAARQSAPLLSTSWKRCMASAAQSTPITGKVTAV 49
ustilago MPVIQRTAVRAASRSALRARQNAAAFSSVARAAVTASSSAPRGLATEASPKGQTGAVKAV 60
oo *:** ***.:. ::* *:* * :*: *... * % *_**
saccharomyes IGAIVDVHFEQSELPAILNALEIK--TPQGKLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEGLVRGE 107
ustilago IGPVVDVQFDTEDLPSIFNALEVONVTGGGRLVLEVAQHLGENTVRAIAMEGTEGLVRGQ 120
**':‘k**:*: :**:*:**‘k*:: * *:***************:***:********:
saccharomyes RVLDTGGPISVPVGRETLGRIINVIGEPIDERGPIKSKLRKPIHADPPSFAEQSTSAEIL 167
ustilago KVVDTGLPIQIPVGPGTLGRIMNVIGEPMDERGPIKGNKLAPIHVEPPAFVDQSTKAEVL 180
**:*‘k* **‘:*** *****:******:*******‘: *‘k*.:**:‘k.:***'**:*
saccharomyes ETGIKVVDLLAPYARGGKIGLFGGAGVGKTVFIQELINNIAKAHGGFSVFTGVGERTREG 227
ustilago ETGIKVVDLLAPYARGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNVAKAHGGYSVFTGVGERTREG 240
*‘k*****************************:**‘k****:******:*************
saccharomyes NDLYREMKETGVINLEGESKVALVFGQMNEPPGARARVALTGLTIAEYFRDEEGQDVLLF 287
ustilago NDLYHEMIETGVINLEGDSKVALVFGQOMNEPPGARARVALTGLTIAEYFRDEEGQDVLLF 300
Jededkodk s dedk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok 3k ok ke ok ok ok ok ok ok ok b ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ek
saccharomyes IDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGLLQERITTTKKGSVTSVQAVYVPA 347
ustilago IDNIFRFTQAGSETSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGVMQERITTTKKGSITSVQAVYVPA 360
*************‘**********************: :***********:**********
saccharomyes DDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGISELGIYPAVDPLDSKSRLLDAAVVGQEHYDVASKV 407
ustilago DDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGIAELGIYPAVDPLDSKSRMLDPAVVGREHYDIATGV 420
*************************:****************:**. ****:****:*: *
saccharomyes QETLOTYKSLODIIAILGMDELSEQDKLTVERARKIQRFLSQPFAVAEVFTGIPGKLVRL 467
ustilago QRLLODYKSLODIIAILGMDELSEEDKLTVERARKIQRFMSQPFAVAQVFTGIEGKLVSL 480
doo ek ke ko kb - ek ko - ko ko ko - ko k kokkk ok
saccharomyes KDTVASFKAVLEGKYDNIPEHAFYMVGGIEDVVAKAEKLAAEAN 511
ustilago KDTISACKEILRGDHDALPESAFYMCGGIDDVKKKAEEIARST- 523

L 2 & SN " «% % - % %k Khkdkk hkk . hk dkd . -k

Figura 17. Alineamiento de las secuencias parala subunidad p de S. cerevisiae y U. maydis Figura 16. Alineamiento
de los genes que codifican para la subunidad a de S. cerevisiae y U. maydis (las secuencias se obtuvieron de la base
de datos NCBI para S. cerevisiae con el nimero de acceso EDN63437 y en el MIPS para U. maydis con numero de acceso
um10397, los alineamientos se realizaron en el programa ClustalW?2).

A partir de la pendiente de cada curso temporal se obtiene la actividad especifica,

la cual se ajusta al modelo cinético propuesto por Michaelis-Menten:
= Vi [S]
“"Km + [9]

Como todas las reacciones catalizadas por enzimas son saturables, la velocidad
de catalisis no muestra un comportamiento lineal al aumentar la concentracion de
sustrato. Si la velocidad de una reaccién se calcula a una determinada concentracion de
sustrato [S] << Km, la velocidad de la reaccién (v) aumenta linealmente con el aumento
de la [S]. Sin embargo, cuando la [S] >> Km, la enzima se satura y alcanza su velocidad
méxima (Vmax), la cual no sobrepasara en ningun caso, independientemente del aumento
de [S]. La constante de Michaelis (Km) se define como la afinidad de la enzima por el
sustrato, cuando [S] = Km.
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Figura 18. Cursos temporales de la actividad de ATPasa del V,. La actividad del V; se determiné como se describe en la
seccién de materiales y métodos. Donde se indica, se realizé la adicion de 100 ug de V; aislado (A). A partir de la velocidad
inicial a diferentes [Mg-ATP], se obtuvo la cinética de saturacion la cual muestra un valor para la K, = 0.308 £ 0.11 mM de
Mg-ATP y la Vimax = 0.142 + 0.008 umolas ATP hidrolizado/mg/min (B).

La actividad de ATPasa del V; presenta un comportamiento cinético que se ajusta
al modelo de Michaelis-Menten, con una Km de 0.308 = 0.11 mM para el Mg-ATP Yy Viax
de 0.142 = 0.008 umolas ATP hidrolizado/mg/min (Figura 18B). Por otra parte, el V,
aislado mostré6 muy poca actividad de ATPasa, sin importar la concentracion del Mg-ATP

empleada (Figura 19).
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Figura 19. Cursos temporales de la actividad de ATPasa del V,. La actividad del V; se realiz6 como se describe en la
seccion de materiales y métodos. Donde se indica, se realiz6 la adicion 100 pg de V, aislado (A). A partir de la velocidad
inicial a diferentes [Mg-ATP], se obtuvo la cinética de saturacion la cual muestra que la actividad de ATPasa del V, es
cercana a cero (B).

Sin embargo, se ha reportado que la actividad de ATPasa del complejo V se
estimula por el detergente dodecil-maltésido (DDM) (Villavicencio-Queijeiro A, et al. 2009).
Por tal motivo, se realiz6 la titulacion de la actividad de ATPasa del V, de U. maydis con el

DDM (Figura 20A). Como se puede observar, la actividad de ATPasa del V, increment6
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en presencia del DDM mostrando una ACs, de 4x10* %, la maxima estimulacién del V, de

U. maydis se alcanza a una concentracion del detergente de 5 X 10° % (Figura 20B).

A DDM B
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. £
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Abs = 0.4| g 0.05 ACg, =4X104 +2X10+4
200 seg =
0.00

0.000 0002 0.004 0006 0008 0.010
Dodecil Maltosido (%)

C1'DDM (A). A part de los oursos tamporales se cactld una ACs = 4X10° La méxima actacion se alcanss con 0.0055%
de DDM (B).

Con esta informacioén, se determiné la actividad de ATPasa del V, a partir de los
cursos temporales en presencia de 0.005 % de DDM (Figura 21A). Como se puede
observar, la actividad de ATPasa se ajusté al modelo de Michaelis-Menten, con lo que se
determin6 una K, de 0.24 * 0.014 mM para el Mg-ATP y la Vo de 0.99 £ 0.8 umolas
ATP hidrolizado/mg/min (Figura 21B). Cabe recordar que en estos experimentos se
emplea un sistema regenerador del ATP, lo que previene la acumulacién del ADP y su
efecto inhibitorio (Figura 21B).
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Figura 21. Cursos temporales de la actividad de ATPasa del V;, en presencia de DDM. La actividad del V; se realiz6 en
presencia de 0.005% de DDM (A). Donde se indica, se realizé la adicién 100 pg de V, aislado y del DDM (B). A partir de la
velocidad inicial a diferentes [Mg-ATP], se obtuvo la cinética de saturaciéon que mostré una K, = 0.24 + 0.014 mM de Mg-
ATP y la Vima = 0.99 + 0.8 pmolas ATP hidrolizado /mg/min para el V, activado con DDM (o). Para fines comparativos se
incluye la actividad del V, en ausencia del DDM (e).

39



De manera similar, se determiné el efecto que tiene el DDM sobre la actividad del
V1 y se calcularon los parametros cinéticos (Figura 22A). Como se puede observar, la
actividad de ATPasa incrementd 1.4 veces en presencia del DDM, presentando una Km =
0.22 + 0.08 mM para el Mg-ATP y una Vmax = 0.245 = 0.014 pmolas de ATP
hidrolizado/mg/min (Figura 22B).
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Figura 22. Cursos temporales de la actividad de ATPasa del V; en presencia de DDM. La actividad del V; se realiz6 en
presencia de 0.005% de DDM. Donde se indica, se realiz6 la adicion del V; aislado y del DDM (A). La grafica muestra la
actividad del V; activado por el DDM (o) y se calculé un valor para la Ky, = 0.22 + 0.08 MM de Mg-ATP y la Vimax = 0.245 £
0.014 umolas ATP hidrolizado /mg/min (B). Para fines comparativos se incluye la actividad del V; en ausencia del DDM (e).

Una caracteristica interesante del complejo V es su sensibilidad al inhibidor
oligomicina. En este sentido, la oligomicina es un inhibidor especifico de la actividad de
ATPasa del complejo V, que sélo actia cuando se mantiene la interacciéon del sector F
con el F;. Debido a que la oligomicina es un inhibidor lento y fuertemente unido, se decidio
explorar la velocidad de inhibicion de los oligébmeros activados por DDM. Se puede
observar que el tiempo de inhibicion del V,, al parecer, es menor que para el V; (Figura
23A-B), lo que va acompafiado de una mayor sensibilidad del V, a la oligomicina. La
inhibicion de la enzima sigue una curva monotoénica, lo que permite obtener para el V; una
ICso = 0.16 pg/mg proteina y para el V, de 0.071 ug/mg proteina (Figura 23C), mientras
gue la inhibicion total se alcanz6 a una concentracion de 5 ug/mg de proteina. Lo anterior
sugiere que en estas condiciones no hay enzimas contaminantes con actividad de
ATPasa. Por lo tanto, la hidrélisis del Mg-ATP observada se lleva acabo exclusivamente

por la F1Fo-ATPasa, y que se mantiene la interaccion entre el sector Fy y el F;.
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Figura 23. Efecto de la oligomicina en la actividad de ATPasa. La actividad del complejo V se determin6 en presencia de
0.005% de DDM y 5 mM ATP-Mg*. Donde se indica, se realizé la adicién del V; y V, aislado y la oligomicina (A y B). El
gréfico de la actividad residual (v/ve) muestra una curva monoténica para la inhibicién de la actividad de ATPasa del V; (o)
con una ICs, = 0.16 pg/mg proteina y V, (o) con una ICso = 0.071 pg/mg proteina (C). El recuadro muestra el Ln (v/vo) en el
intervalo de menor concentraciéon de la oligomicina, para mostrar la sensibilidad diferencial de los oligémeros. 1Csp=
concentracién del inhibidor que produce el 50% de la inhibicién.

Termoestabilidad del V, y V; de la F;F,-ATP sintasa. La caracterizacion de la
termoestabilidad del V; y V, se realiz6é incubando a la enzima durante 15 min a diferentes
temperaturas en un medio que contenia 30 mM de HEPES, 5% glicerol, pH 8.0. Al término
de la incubacion se determing la actividad a 25°C empleando el sistema regenerador de
ATP acoplado a la oxidacion del NADH (ver materiales y métodos). En la fig. 24 se puede
observar que la actividad residual (v/vg) del V; y V, se mantiene constante entre los 20 y
los 40°C, con un ligero incremento a los 45°C; posteriormente se inicia el descenso en la
actividad con respecto a la temperatura. En el intervalo de 46 a 59°C ocurre la
inactivacion de la enzima con un comportamiento que se ajusta a una curva monotonica,
de la cual se puede calcular una temperatura de transicibn aparente (Tm) de
aproximadamente 52°C. Esto sugiere que la inactivacion del V; y V, ocurre en un solo
paso. Para verificar que funcionalmente el V; y V, mantienen la interaccion entre los
sectores F; y Fo se determind la inhibicion de la actividad de ATPasa por la oligomicina (2
pg/ml); con esto se demostré que a cualquier temperatura ensayada, la F1Fo-ATP sintasa

permanece ensamblada.
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Figura 24. Efecto de la temperatura sobre la actividad de ATPasa del V; y el V,. La actividad residual se determin6 al
finalizar la incubacién (15 min) a diferentes temperaturas. El gréafico de la actividad residual (v/vg) muestra una curva para el
comportamiento cinético del Vi (¢) y V2 (o) del cual se calculé una temperatura de transicién aparente (Tm) de 52°C (Se
muestran las lineas punteadas como referencia).

Otra parte del trabajo fue la construccion de mutantes de U. maydis a las cuales
se les elimino el gen de interés mediante un knock-out, con la finalidad de corroborar que
las subunidades propuestas como dimerizadoras, realmente se encuentran involucradas
en esta accion y son esenciales. Por otro lado, al aislarse los oligomeros del complejo V
de las cepas mutantes se puede determinar su actividad de ATPasa y asi obtener los
parametros cinéticos para cada una y compararlas con la cepa silvestre, observando si
hay algin cambio al haber sido modificadas genéticamente.

Construccion de los cebadores (oligonucleétidos) y plasmidos en Clone Manager.
Se sintetizaron los oligonucleétidos para las secuencias rio arriba (UF) y rio abajo (DF) de
cada gen, tomando como molde al DNA de la cepa FB2 para cada uno de los genes a
modificar. Una vez que se obtuvieron las secuencias UF y DF mediante un PCR acoplado
a la polimerasa Phusion (PHU) (Figura 25), dichas secuencias fueron insertadas en un
vector (pCR-Topo vector) usando un Topo TA Cloning Kit, y asi obtener el DNA circular
(Figura 26-A). Las células de E.coli fueron transformadas con dicho vector; una vez dentro

de la bacteria el pldsmido se replica con ella, asi se consigue que el trozo de DNA
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ademas de estar aislado, sea amplificado y se obtienen ripidamente muchas copias
idénticas. EI DNA plasmidico fue extraido de la bacteria y mediante una digestion
controlada empleando enzimas de restriccion, se verifico el estado del plasmido y la

orientacion de la secuencia.

sub g (ATP20) sub e
Control
Negativo UF DF UF DF

5.0 kb—

1.7 kb—

1.1 kb—
0.8 kb—

0.5 kb=

Figura 25. Amplificacion de las secuencias rio arriba (UF) y rio abajo (DF) del gen. Segmento de DNA de Ustilago
maydis para la construccion de los plasmidos forward y reverse del gen, para sub g los productos son de 1.02 kb para el
UF y 1.3 kb para el DF. Para la sub e el producto es de 0.8 kb para el UF y 1.0 kb para el DF. El control negativo no
contiene los oligonucleétidos para construir el segmento UF y DF.

5.0 kb

- 1.7 kb
Topo um00975 DF 02

o 5329 bps

Topo um00975 UF 02
renR 5034 bps

Figura 26. Vector de clonacién Topo. Los vectores para UF y DF con orientacion a la izquierda, ambos vectores deben de
coincidir en la orientaciéon para la construccién del knock-out (A). Productos de la digestion del vector en presencia de
EcoRI-HF (B).
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Digestion del plasmido. Para comprobar el estado de los plasmidos se llevo a cabo
su digestion mediante el uso de la enzima de restriccion, EcoRI. El producto de la
digestion completa son dos fragmentos, uno de 4.8 kpb que corresponde al vector y otro
de 1.5 Kpb que corresponde al inserto (Figura 26-B).

Las muestras son sometidas a una nueva digestion para verificar la orientacion del
vector, ya que ambos flancos (UF y DF) deben tener la misma direccion; finalmente, el
DNA se secuencié para comprobar que no tenia mutaciones inespecificas y
posteriormente se continué con el proceso de ligacion.

Construccion del Knock-out (KO). Las mutaciones se realizaron como lo describio
Brachmann (Brachmann et al., 2004), ligando el UF y DF al cassette de resistencia a
higromicina (Hyg), para lo cual fue necesario cortar el plasmido mediante enzimas de
restriccion. Esto significa que los sitios para cortar el cassette completo de Hyg son
reconocidos por la enzima Sfil, asi que los flancos fueron cortados con Sfil (para que al
ligar sea reconocido por el cassette de resistencia a Hyg) y una enzima que cortara el

vector, en este caso se uso Scal (Figura 27).

sub g

Figura 27. Digestion de los vectores UF y DF con Sfil y Scal. Los productos de 3.1y 3.0 kb corresponden a UF y DF,
respectivamente. El plasmido que contiene el cassette de resistencia a Hyg fue digerido con Sfil dando como producto un
fragmento de 1.8 kb.

Al finalizar la digestion se identificaron las bandas por su tamafo y fueron
cortadas; y se purifico el DNA correspondiente al UF, DF e Hyg. La DNA ligasa debe
reconocer el sitio para Sfil en el cassette de resistencia a Hyg y en los flancos, asi como
el sitio de Scal en el extremo del vector para UF y DF. Al finalizar la ligacion se llevo a

cabo la transformacién en E.coli (ver materiales y métodos).
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Controles de ligacién y orientaciéon de los plasmidos. Para verificar la correcta
ligacion, el DNA bacteriano es extraido y fue digerido con las enzimas de restriccion Sfil y
Swal (Figura 28). La digestion con Sfil produce dos bandas, las cuales corresponden al
cassette de resistencia a Hyg con un tamafio de 1.88 kb y el resto del vector con un
tamaifio de 6.37 kb.

6.4 kb Vector
Figura 28. Control de digestion con la enzima de restriccion Sfil.
Las muestras pasaron por un control de digestion con Sfil y
dependiendo del corte de la enzima se puedo verificar que el tamafio
1.8 kb Cassette de Hyg del vector era el adecuado y fue correctamente secuenciado

incluyendo los sitios de corte especificos para esta enzima.

Knock-outs en Ustilago maydis. Una vez que se verificd que el KO era el correcto
es posible trasformar la levadura con el DNA exdgeno. En este caso el DNA endégeno se
intercambia por recombinacién homologa con el DNA exdgeno, este DNA conserva las
regiones UF y DF del gen original, por consiguiente el gen no se sintetiza. Para linearizar
el DNA se hace una digestion en presencia de la enzima de restriccion Swal. Una vez
finalizada la digestion se lleva a cabo la transformacion (ver materiales y métodos) (Figura
29).

Figura 29. Transformacion de Ustilago maydis con el DNA exdégeno.
Crecimiento de la cepa mutante en medio sélido Reg-light e Higromicina.
Las células se incubaron a 37° C por 6 dias; el crecimiento sugiere la
incorporacion del gen de resistencia a higromicina y la pérdida de la
subunidad g.
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PCR. Para comprobar que la cepa seleccionada contiene el cassette de
resistencia a Hyg y que el gen de interés fue eliminado, se aisl6 el DNA y con éste se
realizé un PCR usando los oligonuclettidos P1 Y P2 y como control negativo el DNA de la
cepa WT. Se corrié un gel de agarosa al 0.8%, 0.5% TBE, EtBr. Las bandas del mismo
peso molecular que la cepa silvestre fueron descartadas ya que los oligonucledétidos se
unen solamente a su cadena complementaria y el P2 estd hecho directamente en el gen,
lo que demuestra que en esa muestra de DNA el gen no fue sustituido por el cassette de
resistencia a Hyg (Figura 30).

Figura 30. P1/P2 PCR de las diferentes cepas aisladas de FB2Asub g. En el primer carril se muestra el DNA de la cepa
WT vy la coleccién de DNA genémico que se obtuvo de la transformacién. Se usan las muestras 1, 3 y 6 que presentan
diferencias a la cepa WT que cuentan con el cassette de resistencia a Hyg.

Las muestras 1, 3 y 6 fueron colectadas ya que no presentaron un tamafio similar
a la cepa silvestre, y se realiz6 otro ciclo de PCR usando en este caso los
oligonucledtidos Ul y D3 (ambos cuentan con aproximadamente 20 pb fuera de las
construcciones UF y DF, respectivamente), asi como los oligonucleétidos MF167 y MF168
(con aproximadamente 20 pb dentro del cassette de Hyg), los cuales deben formar una
construccion de aproximadamente 1.5 kb para el UF y 1.7 kb para el DF. Las muestras se
resolvieron en un gel de agarosa al 8% (Figura 31), para demostrar que el gen fue

sustituido por el cassette de resistencia a Hyg.
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Figura 31. Flanking PCR. El DNA gendmico de las cepas mutantes se emple6 para realizar un PCR uniendo el primer U1-
MF167 y D3-MF167 y MF168 los cuales deben formar una construccién de aproximadamente 1.5 kb para el UF y 1.7 kb
para el DF.

Southern Blot. Con el andlisis por Southern Blot, se identificaron bandas
correspondientes a 8.3 kpb para la cepa WT, 5.07 y 4.1 kpb para la cepa mutante Ag
(Figura 32). Se obtuvieron 5 muestras positivas para la mutante Ag. Las cuales fueron
crecidas nuevamente en medio YPD y conservadas en glicerol (50% glicerol estéril) y se
congelaron a -70°C. Finalmente despues de 24 horas se sembraron en un medio solido y

se dejaron crecer a 28°C; las sepas seleccionadas no mostraron un fenotipo diferente de

la cepa WT.
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Figura 32. Southern Blot. Deteccién de los fragmentos de 5.07 Kpb y 4.1 Kpb para la cepa mutante y 8.3 Kpb para la cepa
WT. Se utilizé como control ADN gendmico de la cepa WT. En el primer carril se encuentra la cepa WT y 5 positivas para la
Ag.
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6. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue aislar los oligobmeros del complejo V e
identificar las proteinas involucradas en la formacion del dimero y del monémero. La
estrategia principal fue el uso de mitocondrias aisladas de la levadura de Ustilago maydis,
la solubilizacion de los complejos respiratorios y el aislamiento del complejo V en su forma
dimérica y monomérica mediante un gradiente de sacarosa. Dichos oligdmeros fueron
utilizados para determinar los pardmetros cinéticos de dicha enzima, asi como identificar
su composicion polipeptidica.

A diferencia de la F1Fy-ATP sintasa de las bacterias, el complejo enzimético de los
eucariontes presenta una estructura mas elaborada; sin embargo, conserva homologos de
las subunidades bacterianas, principalmente aquellas involucradas en la sintesis de ATP
(Tabla 1). De entre los complejos respiratorios de eucariontes, el de la levadura
Saccharomyces cerevisiae y el de corazén de bovino han sido de los mas estudiados.
Aunque se desconoce el origen del aumento en el numero de subunidades del complejo V
en los eucariontes, se ha propuesto que repercuten en su superestructura, es decir, en la
formacion de oligbmeros, de los cuales el dimero es el mas estudiado. En este sentido la
F.Fo-ATP sintasa mitocondrial de Ustilago maydis cuenta con 17 subunidades asociadas
al dimero y 14 subunidades al mondmero; las subunidades «, £, 6, presentan alta similitud
con las de S. cerevisiae, asi como aquellas que interactian con parte del tallo central
(rotor) de la enzima (3, €y c); sin embargo la funcion que desempefian estas subunidades
dentro del complejo no es del todo clara. El tallo periférico de la ATP sintasa mitocondrial
esta compuesto de las subunidades OSCP, b, d F¢, y a; ademas presenta las
subunidades membranales e, f, g, k, i/j y 8, las cuales se ha demostrado estan
involucradas en la dimerizacion de la enzima.

Aunque las diferentes subunidades del complejo V de U. maydis y S. cerevisiae
muestran alta similitud, encontramos un caso interesante en la subunidad o. Como se
mostré en la figura 14C, la subunidad o de U. maydis tiene un peso molecular menor a lo
esperado. El andlisis detallado de sus secuencias muestra que esta tiene alrededor de 84
aminoacidos menos en su extremo amino terminal y 22 aminoacidos menos en el extremo
carboxilo terminal (Figura 15 y 33). El andlisis de las secuencias de los genes de U.
maydis y S. cerevisiae (Figura 16) muestra que el gen de U. maydis tiene 52 bases menos
gue el gen de S. cerevisiae. Cabe sefalar que estas dos especies no estan directamente

emparentadas.
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No obstante, esta modificacion en la subunidad o no tiene una repercusion
significativa en la sintesis del ATP, ya que la levadura de U. maydis muestra un fenotipo
principalmente respiratorio (no-fermentativo), lo que significa que es dependiente de la
participacion de la mitocondria en la obtencién de energia.

Con respecto a la actividad de ATPasa, algunos grupos de investigacion han
cuantificado la actividad en gel del V,y V; a partir de la BN-PAGE o CN-PAGE, y reportan
que la actividad especifica de ambos oligdbmeros es similar, con un valor de 0.96 y 1.05 de
densidad éptica del depdsito de fosfato de calcio/mg/min, respectivamente (Bisetto et al.,
2007); no obstante, no se reportan valores de K,. Estos mismos realizaron la
solubilizacién de los oligbmeros del complejo V a partir mitocondrias intactas, mitoplastos
o particulas submitocondriales de corazén de bovino (Bisetto et al., 2007) y los resolvieron
por BN-PAGE o CN-PAGE. Sin embargo, es reconocido por diferentes grupos, que la
actividad de ATPasa en gel del complejo V puede verse afectada por el azul brillante de
Coomassie; o por la concentracion de DDM (0.01%) y DOC (0.05%) empleados en la CN-
PAGE. Aunado a esto, la cuantificacién de la formacién del precipitado de fosfato,
depende de la sensibilidad del sistema de adquisicién de la imagen, limitandose a tiempos
largos de actividad de ATPasa (5 - 120 min), donde el ADP producido puede inhibir a la
enzima, dando como resultado paradmetros cinéticos subvalorados. Asi mismo, la
deteccién del depédsito de fosfato no tiene correlacion con la cantidad de sustrato
catalizado. Asi pues, en este trabajo se emplearon los monémeros y dimeros aislados y
en solucion, lo que permite cuantificar espectrofotométricamente la actividad de ATPasa
de la F{Fo-ATP sintasa. En estas condiciones se puede registrar y cuantificar la actividad
de ATPasa cada 0.5 seg; incluir un sistema regenerador del ATP y remover al ADP del
medio, para evitar su participacion como inhibidor de la enzima; determinar la ICs, de la
oligomicina y la termoestabilidad para cada oligomero.

En este sentido, se definié que el V; presenta un comportamiento cinético que se
ajusta al modelo de Michaelis-Menten, con una K, de 0.308 + 0.11 mM y V.« de 0.142 +
0.008 umolas de ATP hidrolizado/mg/min (Figura 18). Por otra parte, V, muestra escasa
actividad de ATPasa, sin importar la concentracion del Mg-ATP empleada (Figura 19). Lo
anterior sugiere que V, aislado esta disefiado, en condiciones naturales, para generar ATP
y no para hidrolizarlo. Esta es la primera evidencia experimental que sugiere que
bioenergéticamente el V, funciona para la sintesis de ATP y no para la hidrélisis, ademas

de participar en la arquitectura de las crestas mitocondriales.
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Saccharomyces ---MLARTAAIRSLSRTLINSTKAARPAAAALASTRRLASTKAQPT---EVSSILEERIK 54
Ustilago = = c
Bos MLSVRVAAAVARALPRRAGLVSKNALGSSFIAARNLHASNSRLOQKTGTAEVSSILEERIL 60
Chlamydomonas --MRSQALSLARAGLLQLSSQTGASLEGGFALSKRAEQALIRASRAFASDAKALDELRKP 58
Bacillus = @ MSIRPE--—-———————~— EISALIKKQIE 17
Saccharomyces GVSDEANLNET-—-===———=————————————— GRVLAVGDGIARVEFGLNNIQAEELVEF 92
Ustilago = @ oo MAEEMVEF 8
Bos GADTSVDLEET-——-———=——————————————— GRVLSIGDGIARVHGLRNVQAEEMVEF 98
Chlamydomonas KFTSKYLINHVSEKLIPAVKEWEKQYQPPVIHLGRVLSVGDGIARVYGLKSVQAGELVCE 118
Bacillus NYEADLEVVEV-—-————————————m—————— GTVIQVGDGIARVHGLEKVMAGELLEF 55
* K .. *
Saccharomyces SSGVKGMALNLEPGQVGIVLFGSDRLVKEGELVKRTGNIVDVPVGPGLLGRVVDALGNPI 152
Ustilago SSGVRGMALNLEADNVGVSIFGSDRLIREGDTVKRTGQIVDVPVGPKLLGRVVDALGNPI 68
Bos SSGLKGMSLNLEPDNVGVVVEGNDKLIKEGDIVKRTGAIVDVPVGEELLGRVVDALGNAT 158
Chlamydomonas DSGVKGMALNLQADHVGVVVEFGNDSLIHQGDLVYRTGQIVNVPVGPGTLGRVVDALGQPI 178
Bacillus ENGVMGMAQNLEEDNVGVVILGPYTEIREGTQVKRTGRIMEVPVGEALLGRVVNPLGQPL 115
..*: **: **: .:**: ::* :::* * Kk k % *::**** *****:_**:_:
Saccharomyces DGKGPIDAAGRSRAQVKAPGILPRRSVHEPVQTGLKAVDALVPIGRGQRELIIGDRQTGK 212
Ustilago DGKGPIEAAERRRASLKAPGILPRKSVNQPMQTGIKPIDAMVPIGRGQRELIIGDRQTGK 128
Bos DGKGPIGSKARRRVGLKAPGIIPRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQRELIIGDRQTGK 218
Chlamydomonas DGKGPLTNVRSSLVEIKAPGIIARQSVREPLYTGVKAVDALVPIGRGQRELIIGDRQTGK 238
Bacillus DGRGPIETAEYRPIESPAPGVMDRKSVHEPLQTGIKAIDSMIPIGRGQRELIIGDRQTGK 175
**:**: ***:: * **.:*: **:*.:*:::******************
Saccharomyces TAVALDTILNQKRWNNGSDESKKLYCVYVAVGQKRSTVAQLVQTLEQHDAMKYSIIVAAT 272
Ustilago TAVAIDTILNQKRWNDGQDESKKLYCVYVAVGQKRSTVAQLVKVLEENDAMKYTIIVAAT 188
Bos TSIAIDTIINQKRENDGTDEKKKLYCIYVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYTIVVSAT 278
Chlamydomonas TAVALDCILHQONYLNGLTNKKNRVYCVYVAIGQKRSTVANLVKLFAQTGALKYTIIVSAT 298
Bacillus TTIAIDTIINQK-——=———— GQODVICIYVAIGQKQSTVAGVVETLRQHDALDYTIVVTAS 227
*::*:* *::*: . . *:***:***:**** :*: . . .*:.*:*:*:*:
Saccharomyces ASEAAPLQYLAPFTAASIGEWFRDNGKHALIVYDDLSKQAVAYRQLSLLLRRPPGREAYP 332
Ustilago ASEAAPLQYLAPFSGCAIGEWFRDNGKHALIIYDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYP 248
Bos ASDAAPLQYLAPYSGCSMGEYFRDNGKHALIIYDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYP 338
Chlamydomonas ASDAAPLQFLAPYSGCAMAEYFRDTGKHAVIIYDDLSKQSVAYROMSLLLRRPPGREAFP 358
Bacillus ASEPAPLLYLAPYAGCAMGEYFMYKGKHALVVYDDLSKQAAAYRELSLLLRRPPGREAYP 287
**:'*** :***::"::'*:* '****:::*******:'***::************:*
Saccharomyces GDVFYLHSRLLERAAKLSEKEGSGSLTALPVIETQGGDVSAYIPTNVISITDGQIFLEAE 392
Ustilago GDVFYLHSRLLERAAKMNDSYGGGSLTALPVIETQGGDVSAFIPTNVISITDGQVYLESE 308
Bos GDVFYLHSRLLERAAKMNDAFGGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETE 398
Chlamydomonas GDVFYLHSRLLERAAKLSAAMGGGSLTAFPVIETQAGDVSAYIATNVISITDGQIFLETE 418
Bacillus GDVFYLHSRLLERAAKLSDEKGGGSLTALPFIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLESD 347
****************: . *'*****:*'****'*****:*'**********: :**::
Saccharomyces LEYKGIRPAINVGLSVSRVGSAAQVKALKQVAGSLKLFLAQYREVAAFAQFGSDLDASTK 452
Ustilago LEFFKGIRPAINVGLSVSRVGSAAQSKLYKSVSGSLKLSLAQYRELAAFAQFGSDLDAATR 368
Bos LEYKGIRPAINVGLSVSRVGSAAQTRAMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQ 458
Chlamydomonas LEYKGIRPALNVGLSVSRVGSAAQFPGMKQVAGTLKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQ 478
Bacillus LEYSGVRPAVNVGISVSRVGGAAQIKAMKKVAGTLRLDLAQYRELQAFAQFGSDLDKATQ 407
**:.*:***:***:******.*** *.*:*:::* ****‘k*: * ok kk ok k ok ok ok ok :*:
Saccharomyces QTLVRGERLTQLLKQNQYSPLATEEQVPLIYAGVNGHLDGIELSRIGEFESSFLSYLKSN 512
Ustilago ATLNRGVRLVELLKQPQFVPMATEIPA-——————————————— DRIVEWENSFREKLST- 411
Bos QLLSRGVRLTELLKQGQYSPMAIEEQVAVIYAGVRGYLDKLEPSKITKFENAFLSHVISQ 518
Chlamydomonas YVLERGARLTEVLKQKQFVPMPIEQQTIVVYAATKGYLDKVPVNQITACEDVILKHVDP- 537
Bacillus AKLNRGERTVEILKQDEHKPMPVEEQVISIYAVTNGFMDDIPVEDVRRFEEELLSFMRAN 467
R Lo oonoLo
Saccharomyces HNELLTEIREKGELSK--ELLASLKSATESEFVATF- 545
Ustilago EDALLSEIA-KAEDEM--ALLCAVDLLRY-——-—-—— 437
Bos HOALLSKIRTDGKISE--ESDAKL-——-——-——————— 540
Chlamydomonas —--RLFKILKAKGKITP--EINAHLAQQMSNLPVMTK 569
Bacillus

KDSLLDHIRQTGELPDTKELDAAIEEFKKGFTPSA- 502

* . . .

Figura 33. Alineamiento de las secuencias para la subunidad o de diferentes organismos. Las secuencias alineadas
mostraron que U. maydis tiene alrededor de 84 aminoacidos menos en amino terminal y 22 aminoacidos menos en el
carboxilo terminal, con respecto a la secuencia de S. cerevisiae y Corazén de bovino.

Dado que V, es poco activo para la hidrélisis del ATP y que moléculas como el

DDM y DOC pueden activarlo, se realizé la titulacion de la actividad de ATPasa en
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presencia de DDM. Como se mostrd, la actividad de ATPasa del V, incrementé en
presencia de 0.005% de DDM (Figura 20), lo que sugiere que el detergente modifico el
microambiente o interaccion6 con la enzima, favoreciendo su actividad de ATPasa. En
estas condiciones, la actividad de ATPasa incrementé y fue posible determinar una K., de
0.24 £ 0.014 mM y una Vya = 0.99 £ 0.8 umolas de ATP hidrolizado/mg/min (Figura 21).
Con respecto al V; se observo que la actividad de ATPasa increment6 en presencia del
DDM en 1.4 veces, presentando una K, = 0.22 + 0.08 mM y una V. = 0.245 £ 0.014
pumolas de ATP hidrolizado/mg/min (Figura 22) (Tabla 4). En algunos casos se ha
reportado la actividad del mondmero o la porcion F;, y si comparamos las K, de
Saccharomyces cerevisiae (K, de 0.25 mM) y el V; activado con DDM de U. maydis (K,
de 0.22 mM) observamos que los pardmetros entre ambas levaduras son similares (Tabla
4) aunque no se reporté como fue obtenido dicho parametro en S. cerevisiae. Por otra
parte, no existe reporte alguno sobre la actividad especifica ni residual de la enzima como
dimero, por lo que es imposible comparar los valores obtenidos en este trabajo con la
literatura.

Con respecto a la sensibilidad a la oligomicina, se puede observar que la inhibicién
de la enzima sigue una curva monotonica para ambos oligdbmeros, asi pues a partir de
ésta se calcul6 para el V; una ICs = 0.16 ug/mg proteina y para el V, una ICso = 0.071
ug/mg, mientras que la inhibicion total se alcanzé a una concentracion de 5 ug/mg de
proteina. Como se puede observar, el V, tiene una mayor sensibilidad a la oligomicina
que V; aun siendo activado con DDM. De estos resultados se pude desprender una
hipétesis interesante. Debido a que se requiere casi un 50% menos de oligomicina para
inhibir la misma cantidad de V, que del V;, se puede hipotetizar que existe una
intercomunicacion funcional entre los complejos V del dimero, y que basta con inhibir a
uno de ellos para inhibir a todo el V,. El efecto de la oligomicina sobre la actividad de
ATPasa de V; y V, sugiere que la enzima se mantiene ensamblada y que la interaccion
entre el sector F1y F, es similar a lo que se puede encontrar en la mitocondria.

Con respecto a la termoestabilidad, nuestros resultados muestran
consistentemente que la capacidad de hidrolisis de ATP de V; y V, es sensible a la
temperatura. La actividad de ATPasa entre los 20 y los 40°C se mantiene constante y
posteriormente, en el intervalo de 46 a 59°C, ocurre la inactivacion de la enzima en una
transicion sencilla; la temperatura de transicion (Tm) se encuentra alrededor de los 52°C

para ambos oligdmeros. Nuevamente se comprobd que no hubiera disociacion térmica de
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la enzima durante el andlisis térmico verificando su inhibicion por la oligomicina. Con este
estudio podemos sugerir que el V, y V;, ademas de desempefiar un diferente papel en la
arquitectura mitocondrial, presentan caracteristicas cinéticas particulares: aunque el V,
muestra una baja actividad, éste puede ser activado por el DDM en mas de XXX veces;
mientras que el V; siempre fue activo a cualquier concentracion de sustrato y poco
sensible al DDM; ademas, la sensibilidad a la oligomicina sugiere la intercomunicacion
entre los complejos V del dimero, lo que muestra otra repercusion, no solo estructural, si
no funcional, del contacto entre los mondémeros. Esta interaccion funcional entre los
mondémeros en el dimero podria estar relacionada con la regulacion cooperativa de la
enzima en la mitocondria; es decir, seria necesario regular una sola unidad del dimero
para controlar su actividad total. Sin embargo esta posibilidad debe ser abordada
experimentalmente para su comprobacion.

Un punto interesante es la termoestabilidad de la enzima en sus dos estados. Una
vision sobre este punto sugiere que la asociacion proteica aumenta la estabilidad de las
enzimas; sin embargo para el caso del V, y V; de U. maydis, la interaccién no produce
mayor estabilidad. Esto sugiere que la interaccion de los monémeros en el dimero tiene

principalmente un papel funcional y no de incrementar su estabilidad.

Tabla 4. Parametros cinéticos para la actividad de ATPasa del complejo V de diferentes organismos estudiados.
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Organismo Km [mM] Condiciones

Bacillus sp 0.48 Fi-wt
0.7 Fq- AS
Clostridium paradoxum 05 Enzima purificada estimulada con Na™a pH 7-9

055  Enzima purificada (Mg?"ATP relacion 2:1)

Escherichia coli 0.6

Bacillus megaterium 0.8 cepa NRLL B939

Bacillus megaterium 1 cepa KM

Clostridium paradoxum 1

Acidithiobacillus 1.8 F,pH 8.5at40°C

ferrooxidans

Streptococcus faecalis 25

Saccﬁaromyces 0.25

cereviciae

Ustilago maydis 0.308 V4 enzima purificada, pH 8, sistema regenerador

de ATP

0.22 V1 enzima purificada estimulada con DDM, pH 8,
sistema regenerador de ATP

09 V2 e enzima purificada estimulada con DDM, pH
8, sistema regenerador de ATP

Phycomyces 0.15

blakesleeanus

Euglena gracilis 0.097

Spinaca oleracea 0.11 MES

Acetabularia 0.2

acetabulum

Bos taurus 0.79 pH 8 enzima scluble

0.315  pH 8 enzima unida a membrana
Gallus gallus 1

Rattus norvegicus 0.78

Los valores para la K, se obtuvieron del banco de datos BRENDA (http://www.brenda-
enzymes.info/php/result_flat.php4?ecno=3.6.3.14).

Por otra parte, se crearon knock-outs (KO) de las subunidades dimerizadoras e y
g, asi como de la subunidad h, y la proteina reguladora Inhl. Las mutantes Asub g vy
Alnh1, se cultivaron en medio YPD y medio sélido y se encontré que fenotipicamente son
similares a la cepa silvestre, lo que sugiere que la modificacion no afectdé drasticamente
las funciones mitocondriales.

En el caso de la subunidad h se construy6 un cKO (knock-out condicional) el cual
contiene dentro de su secuencia al promotor nar; que controla la expresion de la nitrato
reductasa, que es un elemento clave para el crecimiento bajo condiciones anaerdbicas.
Este cKO se construy6 debido a que al eliminar el gen ATP14 que codifica para la sub h,
la cepa trasformada no sobrevive. Esto indicé que la subunidad h podria estar involucrada

en el proceso de la obtencién de ATP (tal vez en la estructura o estabilidad de V, y la
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conformacion de las crestas). Cabe recordar que al ser un organismo no fermentativo, U.
maydis obtiene energia principalmente de la mitocondria.

Las mutantes se contruyeron con el fin de corroborar que las subunidades
propuestas como dimerizantes, realmente se encuentran involucradas dentro de esta
accion y que son esenciales para este proceso. Por otro lado, al aislarse los oligémeros
del complejo V podemos determinar su actividad de ATPasa y asi obtener los parametros
cinéticos para cada una y compararlas con la cepa silvestre, observando si hay alguin
cambio al haber sido modificadas genéticamente.

7. CONCLUSIONES

Se solubilizaron los oligémeros del complejo V de las mitocondrias de U. maydis
con digitonina (2 g/g proteina), conservando la estructura dimérica y monomérica, asi
como su actividad de ATPasa. Se han aislado al dimero y mondémero del complejo V
solubilizados con digitonina sin obtener ningln otro contaminante que lleve a cabo
actividad e ATPasa, una vez solubles, aislados y puros se identificaron las subunidades
relacionadas con el dimero y el monémero del complejo V, encontrando particularmente a
las subunidades e, g y h, las cuales han sido relacionadas con la dimerizacién del
complejo V en S. cerevisiae.

La actividad de ATPasa de V; aislado presentd comportamiento cinético que se
ajusta al modelo de Michaelis-Menten, con una Km de 0.308 + 0.11 mM para el Mg-ATP y
Vmax de 0.142 + 0.008 umolas de ATP hidrolizado/mg/min. Por el contrario V, aislado
presentd una baja actividad de ATPasa, por tal motivo fue activado con 0.005% de DDM.
El comportamiento cinético se ajust6 al modelo de Michaelis-Menten, con una Km de 0.24
1 0.014 mM para el Mg-ATP y Va de 0.9 = 0.8 umolas de ATP hidrolizado/mg/min. Bajo
estas mismas condiciones se activl V; el cual present6 actividad de ATPasa con una Km
de 0.22 £ 0.8 mM de ATP-Mg2+ Y Vmax de 0.245 £ 0.14 umolas de ATP hidrolizado/mg/min.

La actividad de ATPasa del complejo V es sensible a la oligomicina. Se obtuvo
para V; una ICso = 0.16 ug/mg proteina y para V, una de 0.071 ug/mg proteina. EI 100%
de inhibicion se alcanza a una concentracion de 5 ng/mg proteina.

Una vez identificadas las subunidades reportadas para la dimerizacion de la FiFo-
ATP sintasa, se construyeron knock-outs para trasformar cepas mutantes de las
subunidades e y g, ademas de la subunidad h, la proteina reguladora Inhl y las

prohibitinas.
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Cada uno de los genes que codifican para las subunidades antes mencionadas

fueron sustituidos por un cassette resistente a higromicina. Hasta el momento tenemaos las

mutantes para la subunidad g y la proteina reguladora Inhl; dichas sepas se preservaron

en gliceroles.

PERSPECTIVAS

- Determinar el efecto del ADP y AMP-PNP sobre la actividad enzimética.
- Iniciar los estudios de dependencia de pH.

- Aislar los oligomeros de la F;F,-ATP sintasa de las mutantes obtenidas.
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