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Resumen

La oxidasa alterna (AOX) es una proteina monotépica que se encuentra en las
mitocondrias de plantas, algunos metazoarios (Annelida, Sipuncula, Mollusca,
Arthropoda), hongos y protistas. Los primeros modelos estructurales de la AOX sugirieron
la presencia de dos regiones hidrofébicas y dos motivos de unidn a fierro, involucrados en
la transferencia de electrones desde el ubiquinol (QH) hasta el oxigeno, el cual se reduce
para formar agua. En 2013 se resolvié la estructura cristalografica de la AOX de
Trypanosoma brucei (TAO), y se confirmo la estructura propuesta en los modelos.

El papel que juega esta enzima en el metabolismo celular es de gran importancia,
debido a que mantiene la actividad respiratoria de la mitocondria y el funcionamiento del
ciclo de Krebs en presencia de inhibidores de la via citocromica, como el éxido nitrico o el
cianuro, ambos inhibidores del complejo 1V, o la antimicina A, inhibidor del complejo Ill. La
AOX se inhibe por galatos como el n-propilgalato (nPG) o el n-octilgalato (nOG) vy el acido
salicilhidroxamico (SHAM). Con base en su caracter monotopico, esta enzima no genera
un gradiente electroquimico de protones y, aunque no se involucra directamente en la
sintesis de ATP y en la conservacién de la energia, si favorece en ciertas condiciones el
funcionamiento del metabolismo celular.

Hasta ahora, el papel de la AOX en muchos organismos es incierta, pero al menos
se conocen tres funciones generales propuestas para esta proteina. Primero, evita la
inhibicion del ciclo de Krebs cuando la via citocromica de la mitocondria esta bloqueada,
permitiendo el funcionamiento de las reacciones anapleréticas que alimentan a las vias
biosintéticas. Segundo, se ha descrito un efecto termogénico de la AOX en algunas
plantas, y finalmente, la actividad de la AOX es un mecanismo celular de gran importancia
para la defensa contra diferentes tipos de estrés, entre ellos el oxidativo. En las plantas y
los hongos se ha reportado la regulacién de la expresién de la AOX por especies
reactivas de oxigeno. En protozoarios como T. brucei, es posible agregar una cuarta
funcién de la AOX, ya que es importante para el desarrollo de este organismo, debido a
que la cantidad de citocromos en las mitocondrias, cuando los parasitos se encuentran en
el torrente sanguineo del hospedero, es insuficiente. Aqui, la actividad de la TAO es
esencial para la supervivencia del parasito, por lo que se ha propuesto que esta enzima
puede servir como blanco de agentes terapéuticos.

En este trabajo se estudid el papel biolégico de la Aox1 del basidiomiceto Ustilago

maydis, que produce el llamado “carbon” en el maiz. Se definieron las fases de



crecimiento del esporidio cultivando en distintas fuentes de carbono y la importancia de
esta enzima en el crecimiento del hongo en medios de cultivo artificiales y ante la
induccion de determinados tipos de estrés, como el oxidativo, el cambio de temperatura y
pH del medio de cultivo, asi como la regulacion de la expresiéon mediante la generacion de
diversas mutantes, que permitieron concluir que esta proteina se regula principalmente a
nivel de la transcripcion al entrar las células en la fase estacionaria del crecimiento. Los
hallazgos en este trabajo indican que en U. maydis, la Aox1 no tiene un papel
determinante en la infeccion de la planta y que su principal funcion es la de mantener
activo el metabolismo del hongo, tanto en la forma de levadura como en la de micelio,
cuando la cadena transportadora de electrones esta comprometida por algun inhibidor de

la via citocrémica.



Abstract

Alternative oxidase (AOX) is a monotopic protein associated to mitochondria from plants,
some metazoa (Annelida, Sipuncula, Mollusca, Arthropoda), fungi and protists. The first
structural models of AOX suggested the presence of two hydrophobic regions and two
iron-binding motifs, involved in the electron transfer from ubiquinol (QH;) to oxygen, which
is reduced to water. In 2013, the structure of Trypanosoma brucei AOX (TAQO) was solved,
confirming the proposed model.

The role of this enzyme in cellular metabolism is important to maintain the
respiratory activity of mitochondria and the functioning of the Krebs cycle in the presence
of inhibitors of the cytochrome pathway, such as nitric oxide or cyanide, both inhibitors of
the complex IV, and antimycin A, a complex Il inhibitor. The AOX is inhibited by gallates
such as n-propylgallate (nPG) or n-octylgallate (nOG), and salicylhydroxamic acid
(SHAM). Based on its monotopic character, this enzyme does not generate a proton
electrochemical gradient, and although it is not directly involved in the synthesis of ATP, it
allows the metabolic activity of the cells.

So far, the role of AOX in many organisms is uncertain; nevertheless, at least three
general functions are proposed. First, AOX prevents the inhibition of the Krebs cycle when
the cytochrome pathway of the mitochondria is blocked, allowing the functioning of
anaplerotic reactions that feed biosynthetic pathways. Second, a thermogenic effect of
AOX has been described in some plants and finally, the AOX activity is important for the
defense against different types of stress, including oxidative stress. In plants and fungi, the
regulation of the expression of AOX by reactive oxygen species has been reported. In
protozoa like T. brucei, AOX has a fourth function, essential for the development of this
organism, because the amount of cytochromes in mitochondria is insufficient when the
parasites are in the bloodstream of the host. As a result, the activity of TAO is important for
the survival of the parasite, and this enzyme has been proposed as a target for
chemotherapeutic agents.

Here, we studied the biological role of Aox1 in Ustilago maydis. The growth phases
of the sporidium were defined in different carbon and nitrogen sources. The importance of
the enzyme for the growth in artificial culture media and under certain types of stress was
analyzed. In addition, it was shown that regulation of AOX expression occurs mainly at the
transcriptional level. The findings in this work indicate that the Aox1 does not play any role

in the sporidial and filamentous growth, or in the infection of the plant; its main function is



to keep active the metabolism of the yeast and filamentous forms of U. maydis, when the

electron transport chain is compromised by some inhibitor of the cytochrome pathway.



Introduccion

El mundo de las proteinas es tan amplio, que su estudio es un campo fértil para nuevos
descubrimientos. Con base en la hipotesis termodinamica propuesta por Christian
Anfinsen, la estructura nativa y biolégicamente activa de las proteinas se debe a la
estrecha relacion que guarda la secuencia de aminoacidos con su entorno [1], por lo que
es posible explorar la adaptacion de cada proteina a ciertos ambientes y encontrar un
sinfin de posibles interacciones especificas y particulares.

Las proteinas se clasifican en cuatro tipos: globulares, de membrana, fibrosas y no
globulares/intrinsecamente no estructuradas [2]. Las proteinas de membrana, a su vez,
pueden ser politopicas, ditopicas y monotopicas [3]. Las ditopicas y politdpicas son
proteinas transmembranales que cruzan al menos una vez la bicapa lipidica y cuentan
con dos o multiples dominios hidrofilicos respectivamente, mientras que las proteinas
monotdpicas estan ancladas a una de las caras de la bicapa. Un ejemplo de proteina
monotopica es la oxidasa alterna (AOX), que en el caso especifico de los eucariontes se

localiza en la cara interna de la membrana interna mitocondrial [4, 5].

La oxidasa alterna. ; Qué es, qué reaccion cataliza y como se regula?

La AOX es una proteina de la superfamilia de las metaloenzimas, especificamente de la
familia de las proteinas difierro carboxilato [6, 7]. Es una ubiquinol (QH;) oxidasa,
independiente de la via citocromica [7-10] y no transloca protones desde la matriz
mitocondrial al espacio intermembranal, por lo que no impulsa la formacién de la fuerza
proton motriz [7-9, 11]. Es una enzima sensible a los galatos, al acido salicilhidroxamico
(SHAM) y al AF27790H, inhibidor derivado de la ascofuranona, que se purifica del hongo
Ascochyta viciae, en parte porque asemejan la estructura del QH, [10]. Con base en
reportes previos, la actividad de la AOX aumenta cuando se inhibe la cadena
transportadora de electrones y cuando el nivel de reduccion de la poza de quinonas esta
entre un 40 y un 50% [8, 12], lo que permite que la AOX catalice la transferencia de
electrones desde el QH; hasta el O,, para la formacién de agua, como se puede observar

en la figura 1.
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Figura 1. Reaccién catalizada por la AOX. Oxidacion del ubiquinol a través de la AOX

mediante la transferencia de los electrones al oxigeno para formar agua.

El mecanismo catalitico de la AOX aun se desconoce, aunque se han propuesto
diversos modelos para explicar cdmo se realiza la reaccion. El primer paso en todos ellos
es la union del oxigeno al sitio difierro que, en general, se da en todas las metaloenzimas
que reaccionan con el oxigeno [13]. En 2013 Moore A. L. y cols., describieron un
mecanismo de reaccioén en el que se propone la formacién de dos intermediarios de vida
corta, previo a la formaciéon de una especie peroxodifierro.

En la figura 2 se observa el ciclo catalitico que lleva a cabo la AOX para la
formacion de H,O a partir del QH, y del O,. Un primer electréon se transfiere al O, desde
el centro difierro y forma una especie superoxo (1), que se reduce a un intermediario
hidroxoperoxo, seguido de la transferencia de un protdn y un electron desde el QH; para
su oxidacion a semiquinona (QH’) (2). Tras estas transferencias electronicas, el centro
difierro se reacomoda para formar especies peroxodifierro, liberando agua durante este
proceso (3). Mediante un corte homolitico del enlace O-O, se obtiene una especie
oxodifierro, seguida de la extraccién de un protén y un electrén desde la tirosina 220
(Y220), generando un radical tirosilo que se volvera a reducir nuevamente por la QH’
formada previamente (4). Las especies oxodifierro corresponden a un estado en que se
permite la reduccién por una segunda molécula de QH;, y la regeneracion del estado

diferroso, para liberar una segunda molécula de agua (5) [13].
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Centro difierro 0,
OH
-H,0
2 2+Fe/ \Fe2+
\ OH
Q - -
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o) hidroperoxo
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3+Fe Fe2+
e Tyr-220-0% 1yr.220-0H ¢ o/
-H,0
Q Tyr-220-OH Peroxodifierro

Figura 2. Mecanismo de reaccidon propuesto para el ciclo redox de la AOX.
Secuencia de reacciones que generan intermediarios que permiten la transferencia de
electrones desde el QH; hasta el oxigeno para la formacién de H,O. Figura modificada de
[13].

Por otro lado, la regulacion de la expresién génica de la AOX parece ser diferente
en cada organismo, por lo que se abren un sinnumero de posibilidades. Hay reportes que
mencionan que la regulacion de la proteina se puede dar a nivel transcripcional [14, 15],
traduccional o postraduccional [16]. Por ejemplo, la regulacion de la expresién génica de
la AOX en las plantas se da por diversos factores donde pueden estar involucrados
aspectos metabdlicos como el estado redox, factores abidticos como la temperatura o el
tejido en el que se encuentra la enzima [17, 18].

La AOX de las plantas es un homodimero cuya actividad depende del estado
redox de la poza de quinonas y de la reduccion de un puente disulfuro entre dos residuos
de cisteina presentes en el dominio N-terminal de cada mondémero [19]. En una segunda
etapa de activacioén, la AOX forma un tiohemiacetal con un a-cetoacido, como el piruvato,
en la mayoria de los casos, o al interactuar con el succinato; es decir, se activa por acidos
organicos [18-20]. Esta regulacién es a nivel postraduccional y esta dada por residuos de

cisteinas conservados entre las AOX de las plantas [9, 16, 19]. En estudios realizados en
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Arabidopsis, en los que se intercambi6 la cisteina conservada que forma el puente
disulfuro por alanina o glicina, se obtuvo una actividad constitutiva para la AOX, indicando
que la cisteina es importante en la regulacion de la proteina [21].

A diferencia de la regulacion de la AOX en las plantas, donde se involucra la
reduccién de un puente disulfuro y la formacion de un tiohemiacetal con a-cetoacidos, la
actividad de la AOX en los hongos puede aumentar en respuesta a una disminucion en la
relacion ATP:ADP en la matriz mitocondrial [16], al aumentar el AMP o el GMP [22, 23].
En el hongo Ustilago maydis se ha observado una aparente activacion de esta enzima por
piruvato, para permitir la actividad del ciclo de Krebs y mantener la poza de quinonas en
un estado mayor de oxidacion [23]. Por otro lado, se ha encontrado una mayor relacion de
la proteina de hongos con la AOX de Trypanosoma brucei (TAO) que con la de plantas [4,
24].

En el grupo de los protistas, los estudios de regulacién de esta proteina se han
enfocado a la AOX de T. brucei, TAO en el caso de este organismo. La actividad de la
TAO depende de la etapa del ciclo de vida del parasito, misma que se da en la fase
infectiva, en la forma de tripomastigote, en el torrente sanguineo [24]. Ya que T. brucei es
un organismo respiratorio [25], éste enciende su via alterna para mantener la actividad del
ciclo de Krebs y la sintesis de ATP, debido a la disminucién de los citocromos en la
cadena respiratoria durante su fase infectiva. Tanto la actividad como el RNAm que
codifica para la TAO esta cinco veces por arriba de las que se encuentran en la forma
prociclica, mientras que la cantidad de la proteina es 100 veces mayor en la fase infectiva
[24]. Para tener actividad de la TAO en cultivos de E. coli que contienen el DNA

recombinante de la AOX de Tripanosoma, se necesita afiadir Fe?* al medio de cultivo [25].

¢En qué organismos se puede encontrar y cual es el interés por la oxidasa alterna?

Hasta el momento, se sabe que la AOX se encuentra en todas las plantas, en la mayoria
de los hongos [9, 26], en protistas como T. brucei [27, 28] y también en diversos grupos
de animales, de los cuales se descarta a los vertebrados y a los artropodos [29, 30]. En
un principio se pensaba que la AOX era una proteina exclusiva de eucariontes; sin
embargo, se encontr6 en procariontes como la a-proteobacteria Novosphingobium
aromaticivorans [4, 31, 32]. En la actualidad, se sabe que la AOX esta presente en todos

los reinos de la naturaleza, con excepcién de las arqueas.
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Desde la primera mitad del siglo XX, se sabe de una via capaz de mantener el
consumo de oxigeno en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria, como el
cianuro, por lo que originalmente se le nombro respiracion resistente a cianuro, y ésta se
debe a la actividad de la AOX. Esta proteina es de importancia por su variabilidad
filogenética, misma que genera un gran interes en su estructura cristalografica que
permitird conocer mas sobre sus regiones regulatorias y su mecanismo catalitico, el papel
que juega en la reprogramacion celular ante diversos tipos de estrés y por ser un buen
modelo para el estudio de agentes quimioterapéuticos [33], por ejemplo, para combatir la

tripanosomiasis.

La AOX: su estructura, sitio activo e inhibicion.

En relacion con la estructura de la AOX, los primeros trabajos predecian una proteina con
cruces transmembranales, dados por dos hélices a [9]. Tiempo después, y con base en la
secuencia de la AOX de la planta Sauromatum guttatum (Vodoo Lily) [34] y de la
estructura de otras proteinas con las mismas caracteristicas, como la subunidad a de la
metano monooxigenasa y la subunidad R2 de la ribonucleotido reductasa [5], se genero
un nuevo modelo de una proteina monotdpica con cuatro hélices unidas por dos atomos
de fierro no hémicos [10, 34-36].

Entre las caracteristicas estructurales de este tipo de metaloenzimas se comparte
la presencia de un grupo de cuatro hélices y motivos EXXH altamente conservados que
participan en la union de los dos fierros [7, 9, 24, 34]. La secuencia de aminoacidos de la
TAO tiene una identidad con otras AOX que puede ir de un 20 a un 30% [24]. Por lo tanto,
al tener la estructura cristalografica de la TAO, se pueden extrapolar sus caracteristicas a
otras AOX.

La TAO es un homodimero con un sitio activo carboxilato difierro no hémico por
mondémero, en el interior de un grupo de cuatro hélices (figura 3). Cada mondmero consta
de 10 a-hélices, seis de las cuales son largas y se numeran de la a1 a la a6, ademas de
otras cuatro hélices cortas que van de la s1 a la s4. Cuatro de las hélices largas (a2, a3,
a5 y a6) estan distribuidas de forma antiparalela y forman una cavidad, en la cual se
encuentra el centro difierro [5, 7, 9, 10, 24]. La interaccion de los mondémeros del dimero
se da a través de 18 residuos de aminoacidos, seis de ellos poco conservados (H138,
L142, R143, R163, L166 y Q187), y 12 altamente conservados (M131, M135, L139, S141,
M145, R147, D148, L156, A159, M167, R180 e 1183), sugiriendo que las AOXs son
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diméricas [10]. La regién anclada a la membrana esta comprendida por la a1, la a4, la
region C-terminal de la hélice a2 y la regién N-terminal de la hélice a5. La proteina se
ancla a la membrana interna mitocondrial con una profundidad aproximada de 8.4 A,
equivalente al radio de una a-hélice [10]. La estructura de la TAO se deposité en el
Protein Data Bank (PDB) con el ID 3VV9.

El sitio activo, que se encuentra en el interior de la proteina, en un ambiente
hidrofébico, se compone de un centro difierro coordinado por dos motivos proteicos muy
conservados de glutamato (E123, E162, E213 y E266) e histidinas (H165 y H269), EXXH
[10]. Por otro lado, dos residuos de tirosina, Y198 y Y220, podrian estar participando en la
actividad catalitica, ya que la delecion de la Y220 produce una enzima inactiva. Esta
tirosina esta en el interior del manojo de las cuatro hélices y estda muy conservada. La
tirosina Y198, ubicada en la porcion C-terminal de la a4, esta en coordinaciéon con la
histidina H206 altamente conservada de la a5, mediante un puente de hidrégeno y podria
estar involucrada en la estabilidad de la estructura de la TAO para generar la unién con el
QH; [10].

Con respecto al sitio de inhibicion, se logré resolver el cristal de la proteina en
presencia de AF27790H, un potente inhibidor de la AOX. Se observé una cavidad donde
se unio el inhibidor, cerca de la superficie de la membrana, entre las hélices a1 y a4, con
un arreglo en el que el anillo aromatico queda cerca del sitio activo difierro [10]. La
estructura del complejo de la TAO con el AF27790H esta en el Protein Data Bank (PDB)
con el ID 3VVA.
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soluble

Region
membranal

Hélice a1 Hélice a4 Hélice a4 Hélice a1

Figura 3. Imagen cristalografica del homodimero de la AOX de T. brucei. Los
corchetes hacen referencia a la region soluble y membranal de la proteina, las flechas en
color negro, a las a-hélices ancladas a la membrana y la flecha en color anaranjado al

sitio activo de la proteina. Imagen tomada y modificada del ID 3VV9, del PDB.

Evolucion

La presencia de residuos altamente conservados en las distintas AOX [7, 9] es un indicio
de que esta proteina evoluciond a partir de un ancestro comun. Hasta la fecha, no se
sabe en qué momento surgié la primera oxidasa alterna, pero al encontrarla en
procariontes como la a-proteobacteria N. aromaticivorans, hace pensar que, a partir de
un evento de endosimbiosis que dio origen a la mitocondria, la AOX llegé a formar parte
de las células eucariontes mediante transferencia vertical [32, 37]. Otra evidencia es que
aunque los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las proteinas de esta
familia muestran una muy baja identidad, la comparacion de la AOX con la plastoquinol
oxidasa terminal (PTOX, proteina asociada a la cadena transportadora de electrones
fotosintética), muestra una identidad cercana al 25%, principalmente en su region
catalitica, lo que refuerza la idea de un origen endosimbiético de la AOX en todos los

eucariontes [37, 38].
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Por otro lado, en las plantas hay tres subfamilias, la AOX1, que esta en todas las
angiospermas, la AOX2 presente solo en dicotileddneas [4, 11] y la AOX3 (AOX2b) que
se ha descrito en raiz, cotiledones y hojas de la planta de soya (Glycine max) [17, 39]. En
un analisis de las secuencias maduras de varias AOX de plantas, se muestra que en la
region N-terminal hay dos residuos de cisteina (C128 y C78) conservados en la mayoria
de las secuencias, de las tres subfamilias [17, 40].

En 1978 se obtuvieron preparaciones semipuras de la AOX que provenian de
mitocondrias de la planta Arum maculatum [41], y en la década de los 80’s se obtuvo una
mejor preparacion de la AOX de Sauromatum guttatum [42, 43]. Poco después, el mismo
grupo genero anticuerpos monoclonales que reconocian a la AOX de S. guttatum [44] y a
la AOX de hongos ascomicetos como Neurospora crassa [14], de basidiomicetos como U.
maydis [45] y a la TAO de T. brucei [46].

Con estos hallazgos, mas la presencia de residuos altamente conservados en las
AOX [7, 9], asi como la existencia de esta enzima en ciertos procariontes, se puede
proponer su evolucién a partir de un ancestro comun [37]. Sin embargo, no se ha podido
confirmar dicha hipétesis, ya que aunque las relaciones filogenéticas de la AOX sugieren
que tiene un origen monofilético en muchos eucariontes, inclusive en eubacterias, en
ciertos hongos pareciera que el origen se dio de manera independiente [47]. En la figura 4
se muestra un arbol filogenético de la AOX de organismos que pertenecen a distintos
reinos de la naturaleza. Se puede observar una distribucion monofilética en plantas y
bacterias, mientras que en el grupo de los hongos se observa la rama en color turquesa
de los basidiomicetos y otra que agrupa a los ascomicetos (color café). En el caso
especifico del zigomiceto Rhizopus microsporus, se observa que sale del grupo de los

hongos y se encuentra emparentado con las bacterias.
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SAUGUT AAA34048.1
_: HORVUL AEC33278.1
ZEAMA NP 0011051791
NICTAB AACB0576.1
SOYBEAN AAP68984.1
—: ARATHA BAA22636.2 |
NOVOARO ABD26016.1
RHODBACT WP 008210304.1 }

DICDIS BAB82989.1 ]

RHIZMICRO ORE14353.1 ]
TRYPBRU EAN78116.1 ]
UMAG 02774
SPOSCIT CDU22616.1
UHOR CCF53016.1
CRYNEO XP 0120465751 ]
BLUGRA CCU78870.1
_: MAGNGRI BAA34672.1
—— DEHA CAG85893.2
L—— YALIPOL CAD21442.1
CHLAREIN EDP0S011.1 ]
CIOINTES XP 0186721791 ]
HOMSAPTUB NP 0060002 ]

Figura 4. Arbol filogenético entre distintas AOX en diversos reinos de la naturaleza.
En color verde estan representadas las plantas (Sauromatum guttatum, Hordeum vulgare,
Zea mays, Nicotiana tabacum, Glicine max, Arabidopsis thaliana); en color rojo las
bacterias (Novosphingobium aromaticivorans, Rhodanobacter sp. 115, Vibrio fischeri
ES114); en color morado una amiba (Dictyostelium discoideum) y una alga
(Chlamydomonas reinhardltii); color azul representa a los animales (Ciona intestinallis,
Trypanosoma brucei); color café corresponde a los hongos ascomicetos (Blumeria
graminis, Magnaporthe grisea, Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica) y zigomicetos
(Rhizopus microsporus); color turquesa pertenece a los hongos basidiomicetos (Ustilago
maydis, Sporisorium scitamineum, Ustilago hordeii, Cryptococcus neoformans); color

negro corresponde a la raiz del arbol, tubulina de humano.

Funcionamiento

La funcion fisiologica de la AOX es incierta para muchos organismos, pero existen

algunas propuestas. La mayoria de los reportes la consideran como una proteina que
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disminuye la produccién de especies reactivas de oxigeno [4]. En el caso de la TAO de T.
brucei, funciona como una alternativa al consumo de oxigeno del protozoario cuando se
encuentra en el torrente sanguineo del hospedero, condicién en la cual la cantidad de
citocromos no es suficiente para mantener activo al ciclo de Krebs y la sintesis de ATP
[24]. Por otro lado, y como se dijo antes, la AOX es una proteina de la superficie interna
de la membrana interna mitocondrial, resistente a cianuro u otros inhibidores de la via de
la citocromo oxidasa [8, 24], lo que permite mantener activo el metabolismo en presencia
de inhibidores de la via citocrédmica [48]. En las plantas, en donde se ha estudiado con
mas detalle a la AOX, se ha propuesto como un mecanismo para aumentar la temperatura
mediante la generacion de calor, debido a la disipacion de energia en las mitocondrias [8],

lo que les permite atraer insectos para la polinizacion [17, 49].

Biologia molecular con la oxidasa alterna

Los organismos aerobios tienen componentes comunes en su cadena transportadora de
electrones; sin embargo, a diferencia de las plantas o algunos hongos, en las arqueas,
Saccharomyces cerevisiae y en los mamiferos, no se cuenta con una oxidasa alterna
resistente a cianuro, como la AOX. En los eucariontes, el gen que codifica para la AOX
(aox1) esta presente en el nucleo [34] y su sintesis se lleva a cabo en el citosol, con una
secuencia sefal que sirve para exportarla a la mitocondria [50], organelo en donde lleva a
cabo su funcién.

Al no estar presente la AOX en células de mamiferos, resulta de gran interés
utilizarlas como modelo de expresion para esta proteina. El principal objetivo de
sobreexpresar a la AOX es disminuir y contrarrestar los efectos negativos de una cadena
respiratoria disfuncional. Asi, con base en los datos de gendmica [29], se expreso la AOX
de Ciona intestinalis, pariente lejano de los vertebrados, en células embrionarias de rifidn.
El resultado fue un metabolismo energético semejante, tanto en la cepa silvestre como en
la cepa transformada con la AOX a partir de la silvestre, lo que indica que la expresion de
esta proteina en células humanas podria utilizarse para contrarrestar una respiracion
disfuncional sin afectar el crecimiento celular [51]. Los defectos en la respiracion y la
posible sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno, son temas de estudio en el
campo de las patologias humanas, como las enfermedades neurodegenerativas y el
envejecimiento. Eventualmente, la AOX se expresd en Drosophila melanogaster y

permitid una respiracién parcialmente resistente a cianuro y a antimicina A [52]. También
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se expreso la AOX de la planta Arum concinnatum en células de cancer cervical [53], y se
mostrdé que esta proteina es funcional en células humanas. Finalmente, se construy6 un
ratén transgénico en donde se expreso la AOX en todas las células. Estos ratones podian
heredar la AOX a su descendencia, y las células de la progenie tenian una respiracion
resistente a cianuro que no interferia con la via citocromica; la AOX era funcional solo al
bloquear la via citocrémica o cuando la poza de quinonas estaba altamente reducida [54].
En conclusién, con estos trabajos de expresion de la AOX se muestra que esta proteina
es inocua en células de cultivo humano, mosca y ratén [55], y que puede prevenir/evitar

un dafio por las especies reactivas de oxigeno.
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Ustilago maydis, ¢un cancer para el maiz?

U. maydis es un hongo dimorfico que se distribuye a nivel mundial. Pertenece al grupo de
los basidiomicetos y es de gran importancia econdmica en el sector agricola, por ser el
principal causante en la formacion de carbones en plantas de maiz, generando grandes
pérdidas econdmicas en muchos paises [22]. En México, lejos de generar pérdidas
econdémicas, la formacion de carbones por U. maydis reditia en ganancias economicas,
debido a su comercializacion. El esporidio, fase haploide, no es infectivo, mientras que la
fase patogénica necesita de dos células compatibles para formar un filamento dicariético

mediante una fusion celular, como se observa en la figura 5 [56].

Filamento dicariotico R o T

Invasion
.:‘_?_’:.:—'—-._ .
Fusion celular \ fT

Formacion de agallas

Esporidio, haploide N el

> 4

Me‘iosisI |
) @ @ @ Liberacion de teliosporas
Teliosporas @

Figura 5. Ciclo celular de U. maydis. Los circulos senalados en color azul o rojo al

interior del esporidio (células haploides), sefalan los dos distintos alelos que después de
la conjugacién celular, formaran un filamento diploide que dependera de la planta para
completar el proceso infectivo formando agallas y liberando las teliosporas. Modificado de
[56].

En la naturaleza existen otras especies del género Ustilago que son mas agresivas
y que infectan a plantas como el arroz, la cafa de azucar y el sorgo [57], por lo que el

estudio con U. maydis se debe, en gran parte, al gran parecido con esos hongos. Este
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organismo es un modelo para el estudio de diversos procesos biologicos, que incluyen las
relaciones hospedero-parasito [58-61], la transicion levadura-micelio [56, 60], la regulacién
genética [62] y el metabolismo intermediario [23, 63, 64].

En comparacién con S. cerevisiae, la mitocondria de U. maydis contiene una
cadena transportadora de electrones con los cuatro complejos clasicos, la NADH-
ubiquinona oxido-reductasa o complejo |, la succinato deshidrogenasa o complejo Il, la
ubiquinol-citocromo ¢ oxido-reductasa o complejo lll, la citocromo oxidasa o complejo IV y
al menos un par de elementos alternos en los que se encuentran una NADH
deshidrogenasa externa y una oxidasa alterna (Aox1) que se puede activar por AMP y es
sensible a los inhibidores tradicionales como los galatos (figura 6) [22, 23]. A diferencia de
las levaduras fermentativas como S. cerevisiae, U. maydis depende principalmente de la

actividad respiratoria y su fosforilacion oxidativa para la sintesis de ATP [63].

H Espacio intermembranal H* H' H

4+

NADH  NAD H,0

Membrana interna

T V*W
‘ Il

NADH NAD' %0, H0

UQH,

Succinato  Fumarato

ADP + Pi ATP

+

H* H' H* H
Matriz mitocondrial

Figura 6. Cadena transportadora de electrones en U. maydis. U. maydis cuenta con
los cuatro complejos clasicos de la cadena transportadora de electrones y dos elementos
alternos que involucran al menos una deshidrogenasa externa y otra interna interna y una

oxidasa alterna. Figura tomada y modificada de [9].

La Aox1 de U. maydis ha sido poco estudiada, por lo que en este proyecto se

planteé hacer un estudio mas detallado de su funcién, durante diversos aspectos de la
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biologia del hongo, como es el papel que tiene en la defensa contra distintos tipos de
estrés, asi como su importancia en el desarrollo del proceso infectivo en el maiz.

Puesto que la forma de esporidio (levadura) de U. maydis es facil de cultivar en el
laboratorio con medios artificiales, se decidid utilizar esta fase del organismo como
modelo para estudiar la expresion de la Aox1, tanto en fase exponencial como en la fase
estacionaria de crecimiento, utilizando distintas fuentes de carbono (glucosa, etanol,
glicerol o lactato) y nitrégeno (mezcla de aminoacidos, amonio o nitrato), tomando ventaja
de anticuerpos comerciales que reconocen a la proteina. Adicionalmente, se construyo
una mutante que carece del gen que codifica para esta proteina para determinar su
importancia para el crecimiento levaduriforme y filamentos de las células y para la
infeccién de la planta. Ademas, el gen de la Aox1 se fusioné con el de la proteina verde

fluorescente para seguir a la proteina ante diversos tipos de estrés.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas a nivel mundial es la infeccion con hongos generadores de
carbones, que genera pérdidas econdmicas en la agricultura. Sin embargo, en México la
infeccién de los cultivos del maiz endémico (Zea mays) por U. maydis genera beneficios
economicos a los agricultores, debido al consumo de este hongo entre los mexicanos y a
nivel internacional. Existen otras especies del género Ustilago que infectan al trigo, la
cebada, la cafia de azucar o al sorgo, entre otros, y que causan grandes pérdidas
econdmicas. Una posible solucion a este problema es evitar el dafio mediante inhibidores
especificos contra los hongos.

Nuestra propuesta es que para encontrar una posible solucién a este problema, se
puede usar a U. maydis, un hongo que se utiliza como modelo de estudio por su facil
crecimiento en medios artificiales y su capacidad de adaptacién ante cambios en las
condiciones abidticas como la temperatura, el pH, el estrés oxidativo, asi como por su
relacion filogenética con otros hongos, para extrapolar los resultados a otros miembros de
la familia de los Ustilaginales.

La oxidasa alterna (Aox1) esta presente en el género Ustilago. Es una ubiquinol
(QH;) oxidasa independiente de la via citocromica, que se encuentra en la membrana
interna mitocondrial. Uno de los principales papeles que se le ha dado es el de proteccidn
ante diferentes tipos de estrés, como el cambio en la osmolaridad, sequia e incluso el
oxidativo. Con base en estas caracteristicas, y como justificacion para la realizacion de
este trabajo, nos preguntamos: jcual es la funcién y/o el factor determinante en la
expresion de esta proteina en U. maydis? ;Sera posible combatir las infecciones
agricolas causadas por Ustilago mediante la inhibicién de la Aox1?

Para dar respuesta a estas preguntas, se estudié el crecimiento y el metabolismo
respiratorio. Ademas, con la construccion de varias mutantes de U. maydis, entre nulas y
de sobreexpresién de la Aox1 con la Gfp, se siguid la expresién de esta proteina durante
su crecimiento. Por otro lado, también se estudié el comportamiento de las células que
carecen de la Aox1 ante distintos estimulos y se comparé la capacidad de infeccion del

hongo en las plantas de maiz con respecto a las cepas silvestre.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la expresion de la oxidasa alterna (Aox1) de U. maydis y como influye la
ausencia de esta enzima en el crecimiento levaduriforme, flamentoso y en la respuesta
del hongo ante diversos tipos de estrés y fuentes de carbono y nitrégeno.

Objetivos especificos

* Determinar el crecimiento de U. maydis en diversas fuentes de carbono y

nitrogeno.

* Generar una mutante que carezca del gen que codifica para la Aox1.

* Generar mutantes que contengan fusionado el gen de la Aox1 con el de la

proteina verde fluorescente (Gfp), bajo la regulacién de diferentes promotores.

* Validar el correcto funcionamiento de las cepas mutantes.

* Realizar ensayos de expresion de la Aox1 ante diversos tipos de estrés.

* Determinar el crecimiento filamentoso de las distintas mutantes generadas.

* Realizar estudios de infeccion en plantas de maiz, con las diferentes cepas.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos y equipo

Los reactivos y el equipo utilizados en este proyecto se adquirieron en diversas
compahias: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), E. Merck (Darmstadt, Alemania),
BioRad (Hercules, CA, EUA), Agilent Technologies (La Jolla, CA, EUA), Axygen
Biosciences (Union City CA, EUA), Qiagen (Hilden, Alemania), Millipore (Billerica, MA,

EUA) e Invitrogen life technologies (Darmstadt, Alemania).

Cepas y cultivos celulares

Se utilizaron las cepas silvestres FB1, la cepa de U. maydis ATCC 201384 FB2, que se
obtuvo del American Type Cell Collection (Manassas, VA, EUA), ademas de diversas
mutantes, que se generaron durante una estancia académica con el Prof. Dr. Michael
Feldbriigge de la Universidad Heinrich-Heine Diisseldorf en Dusseldorf, Alemania (anexo
II). El procedimiento fue descrito previamente por Pohlmann T. y cols. [65].

Las cepas se mantuvieron en viales con 2 ml de medio YPD-glicerol, dentro de un
ultracongelador a -70 °C. Para recuperar a las células se estri6 un inéculo en un medio
solido de YPD, con un palillo de madera estéril, y se dejé durante 2-3 dias a 28°C.
Inicialmente se tomo una asada y se cultivo en 100 ml de medio YPD durante 18-24 h a
28°C; se cosecharon las células por centrifugacion a 1000 x g y se lavaron dos veces con
H,O estéril. La suspension final se llevé a una relacién de 1.0 g de peso hiumedo/1.0 mL
de H,O. Para iniciar los cultivos en las diferentes condiciones (tabla 1), se inocularon 20
unidades de absorbencia (D.O.s00nm) por cada litro de medio en matraces bafleados de 2.0
L a 28 °C, con agitacion constante a 180 rpm y el crecimiento celular se detuvo tanto en la
fase exponencial como en la fase estacionaria. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 1000 x g con dos lavados con H,O destilada y se resuspendieron con
H,O destilada a una relacién de 1 mL/g de peso humedo.

Las fases de crecimiento en los diferentes cultivos se determinaron mediante
curvas de crecimiento, midiendo la densidad optica a 600 nm. La composicion de los

distintos medios de cultivo se describe detalladamente en el anexo I.
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Fuente de carbono Fuente de nitrégeno
YPD Medio rico
MM Glucosa Amonio — (NH4)>,SO,4
MM Glucosa Nitrato — KNO3
MM Etanol
MM Lactato Amonio
MM Glicerol

Tabla 1. Condiciones de cultivo empleadas para U. maydis. YPD-medio completo con
diversas fuentes de nitrogeno. MM-medio minimo suplementado con las distintas fuentes

de carbono y nitrégeno indicadas.

Construccion de plasmidos

Para los experimentos de biologia molecular, se utilizd la cepa Top10 de Escherichia coli
(Invitrogen/Life Technologies). El cultivo de las células y la clonacion de los genes se
realiz6 mediante técnicas convencionales y la técnica de ingenieria genética, Golden Gate
(anexo 1) [66]. Se amplificaron las regiones que se ubican rio arriba (UF) y rio abajo (DF)
del marco de lectura abierta (ORF) del gen aox17, (numero de acceso, umag_02774), y se
construy6 el plasmido pUMa2163 (anexo Il) [67]. Los flancos UF y DF se generaron por
PCR, utilizando como templado el DNA gendmico de la cepa UM521 de U. maydis y la
combinacién de oligonucle6tidos oRL1400/0RL1401 y oRL1402/0RL1403 (anexo Il). Los
productos de PCR vy el plasmido pUMa1507 con el gen de resistencia a la higromicina,
HygR, se cortaron y se ligaron en el vector pUMa1467 (vector destino), en una sola
reaccion de restriccion/ligacion con la enzima Bsal.

Para la construccién del plasmido pUMa2169, que tiene la fusion Aox1-Gfp, se
generd un nuevo UF de 2.4 kb que contiene tanto el ORF del aox? como 1015 pb rio
arriba del gen, utilizando la combinacién de oligonucleétidos oRL1400/0RL1425 (anexo II)
y el DNA gendmico de UM521 como templado. El producto final se digirié con las enzimas
Sfil/lXcml y se ligd con un fragmento de 4300 pb con extremos para Sfil/Xcml,
pertenecientes al vector pUMa2163, y un fragmento de 2448 pb con extremos

complementarios a Sfil/Sfil, del vector pUMa389, con el gen que codifica para la proteina
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verde fluorescente, eGfp y un casette de resistencia a nourseotricina [68]. La correcta
construccion de los plasmidos se verific6 mediante reacciones de restriccion y por
secuenciacion de todas las regiones amplificadas por PCR.

Para la expresién ectopica de aox71-Gfp bajo un promotor constitutivamente activo,
Poter, €l ORF del aox?1 se amplifico por PCR utilizando la combinacion de los
oligonuclettidos oDD808/oMF894 (que contiene la region 5'UTR), y oDD809/0MF894,
utilizando como templado el DNA gendmico de UM521 [69].

En el anexo Il se describen detalladamente los plasmidos utilizados y generados

para este estudio.

Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se determind con un electrodo tipo Clark, conectado a un monitor
de oxigeno YSI5300A, en una camara de 1.5 mL a una temperatura de 30°C [22, 23].
Para los ensayos se utilizaron de 5-10 mg de células, peso humedo, en una solucién
ajustada a pH 7.0 con 20 mM de Tris-HCI y suplementada con 10.0 mM glucosa. Para
inhibir la actividad de la via citocrémica, se utilizé 1.0 mM de cianuro de potasio (KCN), y
6.0 uM de n-octilgalato (nOG) para inhibir la oxidasa alterna, Aox1. El nOG se disolvi6é en
etanol o dimetil sulféxido (DMSQ), para preparar una solucién de trabajo 4.0 mM. Para
cada curso temporal se determin6 la pendiente antes y después de la adicion de los

inhibidores.

Obtenciéon de mitocondrias

Con el fin de obtener mitocondrias para los ensayos de Western blot, se cultivaron y
cosecharon las células de U. maydis por centrifugacion a 3000 x g durante cinco minutos,
se lavaron dos veces con H,O destilada y se resuspendieron y mantuvieron durante todo
el proceso en un amortiguador de lisis a 4°C (anexo |), a una relacion final de 3.5 ml/g de
peso humedo. La lisis celular se realizé en tubos de 5 ml, con una relacion 1:1 con perlas
de vidrio de 0.5 mm de diametro, en presencia de 1.0 mM de fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF), como inhibidor de proteasas. El tubo de lisis se colocd en un
Mini-BeadBeater (productos Biospec, EE.UU.) y se aplicaron cuatro pulsos de agitacion
de 30 segundos, cada uno separado por intervalos de dos minutos en hielo. Con la

suspension obtenida, se aislaron las mitocondrias por centrifugacién diferencial como lo
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reporté Sierra-Campos y colaboradores [23]. Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion a 3000 x g durante 10 min. El paquete mitocondrial se obtuvo por
centrifugacion del sobrenadante por 10 min a 12,000 x g. Después de la segunda
centrifugacion, se deseché el sobrenadante para evitar contaminacion citosdlica y el botén
se suspendid cuidadosamente con la misma solucion de lisis, a una concentracion final de

proteina de 10 a 30 mg/mL.

Determinacion de la concentracion de proteina

Para cuantificar la cantidad de proteina mitocondrial, se utilizé la técnica descrita por
Lowry y colaboradores en 1951 [70], utilizando la albumina bovina sérica (BSA) como

estandar.

Geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) e inmunodetecciéon de la Aox1

Las proteinas de la mitocondria se separaron mediante electroforesis con geles
desnaturalizantes al 7.5% de poliacrilamida y 0.1% de SDS, [71] y se transfirieron a una
membrana de PVDF con el sistema discontinuo de amortiguamiento [72]. Los sitios no
especificos de union del anticuerpo se bloquearon con una solucién de TBST (tris-
buffered saline-tween) con 5% de leche libre de grasa. La deteccion de la Aox1 se llevo a
cabo con un anticuerpo monoclonal anti-AOX, con una dilucién 1:100, desarrollado contra
la oxidasa alterna de S. guttatun (voodoo lily) [44]. Para detectar a la Gfp, se utilizaron
anticuerpos comerciales contra la proteina (clonas 7.1 y 13.1 de Roche Diagnostics,
Basel, Suiza). Para la deteccion de la union de los anticuerpos con sus respectivos sitios
antigénicos, se utilizd el anticuerpo secundario marcado con la peroxidasa de rabano
(HRP) y el sustrato de quimioluminiscencia HRP Immobilon western de Merck Millipore

(Darmstadt, Alemania).

Purificacion del RNA total, sintesis del cDNA y nivel de expresiéon del RNAm del
aox1 por qRT-PCR

Para cuantificar la expresion del gen aox? de U. maydis por gqRT-PCR, se cultivaron las

células en las distintas condiciones y se cosecharon en ambas fases de crecimiento para

la subsecuente purificacién del RNA, mediante el kit AxyPrep Multisource Total RNA
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Miniprep, de Axygen Biosciences (Union City CA, EUA). Con base en el protocolo del kit,
iScriptTM Select cDNA Synthesis, se utilizé un microgramo de RNA total para sintetizar el
cDNA del gen a través de la reaccion de transcriptasa reversa [73]. Los oligonucleétidos
que se utilizaron eran especificos para el gen de la Aox1 (cDNA.Aox1) y el gen que
codifica para elF-2B (cDNA.elf2B), con un numero de identificacion UMAG04869, que se
us6 como control endogeno.

Se utiliz6 como templado la décima parte del cDNA y la mezcla de oligonucledétidos
Fwd.Aox1/Rev.Aox1 para el gen aox1 y Fwd.elF2B/Rev.elF2B para el control, con el fin
de llevar a cabo la PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Se utilizé un sistema ABI
Prism 7000 (Applied biosystems, Carlsbad, CA, EUA) y para determinar el numero
maximo de ciclos, se utilizo el software del ABI Prism. Las reacciones de la gRT-PCR se
realizaron por triplicado. Para obtener los distintos niveles de expresién génica del aox1,
la cantidad relativa del RNA de las distintas condiciones se normalizé contra la cantidad
del control endégeno (elF2B), y estos valores se normalizaron con respecto a la condicién

de las células cultivadas hasta la fase exponencial en YPD.

Microscopia de fluorescencia y citometria de flujo.

El analisis microscépico de las células e hifas de U. maydis se llevd a cabo como lo
reportaron Pohlmann y colaboradores [65]. Las células se cultivaron a una densidad
6ptica de 0.5 (D. O. a 600 nm), se incubaron con 1 mg/mL de Mitotracker Red CM-H,ROS
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) durante 5 minutos, se lavaron con medio de cultivo
nuevo y se analizaron directamente mediante la observacion en un microscopio de
fluorescencia, Zeiss Axio Observer.Z1 acoplado a una camara CCD (Photometrics
CoolSNAP HQZ2). La exitacion de la sefial fluorescente se llevd a cabo con una lampara
de mercurio HBO 103 en combinacion con el juego de filtros adecuados para la Gfp
(ET470/40BP, ET495LP, ET525/50BP) y para el Mitotracker Red (ET560/40BP, ET585LP,
ET630/75BP; Chroma, Bellow Falls, VT, EUA). Para la tincién de la pared celular con
biotina, las células se cosecharon y lavaron dos veces con PBS 50 mM a pH 8.0. Las
células se resuspendieron en la misma solucién de PBS suplementada con 1mg/mL de
biotina e incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Las células se lavaron tres
veces con el amortiguador TM (anexo 1), y se llevd a una relacion 1:6 peso/volumen. Para
la subsecuente tincién de la biotina con la avidina, las células se lavaron dos veces con

H,O y se resuspendieron en 1 mL de H,O suplementada con 1 ul de Extravidina-TRITC,
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una avidina modificada y conjugada al fluorocromo isotiocianato de tetrametil-rodamina
(Sigma-Aldrich), y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Las células se
lavaron dos veces con H,O y se resuspendieron en medio nuevo.

Para los analisis de la expresién de la Aox1-Gfp por citometria de flujo, las células
se cultivaron en YPD y se colectaron muestras cada dos horas que se fijaron con una
solucion de paraformaldehido (ver anexo 1). Para determinar la expresion de la Aox1-Gfp
por la inhibicién de la via citocromica con antimicina A, las células se cultivaron en MM-
etanol hasta la fase estacionaria y después de cosecharlas, se incubaron en una solucion
de fosfatos con glucosa (anexo I). Durante la incubacién se tomaron muestras cada hora 'y
se fijaron con la solucion de paraformaldehido (anexo |). Los datos de fluorescencia se
adquirieron con un citometro de flujo BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ, USA),

FACScalibur y se analizaron con el software Flow Jo [74].

Ensayo de desecacion.

Para los ensayos de desecacion, se modificé parcialmente el protocolo descrito por
Capece y colaboradores en el 2016 [75]. Los cultivos de U. maydis se dejaron hasta
alcanzar la fase estacionaria de cultivo y se diluyeron a una absorbencia de 1.0 a 600 nm.
Subsecuentemente, se tomaron alicuotas de 1 mL y se transfirieron a tubos de 1.5 ml, se
centrifugaron y se desechd el sobrenadante. El boton celular se dejé secar durante 4
horas a 28°C y posteriormente se resuspendié con 1 mL de H,O estéril. Las células
resuspendidas se plaquearon en medio rico y después de tres dias de crecimiento a 28°C,

se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (cfu).
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RESULTADOS

La actividad de la oxidasa alterna es mayor en fase estacionaria.

La disponibilidad de diferentes fuentes de carbono y de nitrégeno determina la expresion
de genes especificos del metabolismo celular [76]. U. maydis, un hongo 100%
respiratorio, puede utilizar como fuente de carbono sustratos fermentativos como la
glucosa o respiratorios como el etanol, el glicerol y el lactato [77], ademas de distintas
fuentes de nitrdgeno como aminoacidos, amonio, nitrato o urea [77].

Para investigar el papel de la oxidasa alterna (Aox1) en la fisiologia de U. maydis,
se decidid determinar la actividad de la enzima en diferentes puntos de la fase de
crecimiento. Lo primero que se hizo fue eleborar curvas de crecimiento para determinar y
definir las fases exponencial y estacionaria en los diferentes medios de cultivo (tabla 1).
La figura 7 muestra que hay dos comportamientos que dependen de la fuente de carbono.
Con glucosa o etanol, el crecimiento es relativamente rapido, mientras que con lactato o
glicerol, es mas lento. Asi, las mejores fuentes de carbono para el crecimiento de U.
maydis fueron la glucosa y el etanol, independientemente de la fuente de nitrégeno. Con
estos sustratos, los tiempos de duplicacién se encuentran entre las 2 y las 5 horas; con
esta informacion, se defini6 que a las 10 horas el cultivo se encuentra en fase
exponencial, y a las 24 horas en fase estacionaria. Cuando se utilizé lactato o glicerol
como fuente de carbono, el tiempo de duplicacion fue superior a las 20 horas; con esto, se
defini6 a las 50 horas como fase exponencial y las 125 horas como la fase estacionaria de

crecimiento.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de U. maydis en distintas fuentes de carbono.
Curva de crecimiento del esporidio de U. maydis silvestre en distintas fuentes de carbono

y nitrégeno.

El consumo de oxigeno por U. maydis depende de la via citocromica, que
involucra a los cuatro complejos respiratorios clasicos, una lanzadera de glicerol-3-fosfato
y al menos un par de elementos alternos, una NADH deshidrogenasa externa y una
oxidasa alterna (Aox1) [22]. La Aox1 es insensible a cianuro, sensible al acido
salicilhidroxamico (SHAM) y a los galatos como el n-octilgalato (nOG), y se activa con

AMP o GMP [23]. Con el uso de inhibidores especificos de los complejos respiratorios, se
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determiné la capacidad de las vias de consumo de oxigeno en células cultivadas en las
distintas fuentes de carbono y nitrégeno y cosechadas en fase exponencial o estacionaria.

Como se observa en la figura 8, hay dos respuestas al afadir cianuro a los
ensayos de respiracion, que se explican por la cantidad de Aox1 en las células. EIl primer
resultado muestra que las células de YPD en fase estacionara (24 h), tienen una tasa de
respiracion mayor tras la adicién de cianuro, mientras que en la fase exponencial (10
horas) hay un 90% de inhibicidn con cianuro y la respiracién residual (10%), que

corresponde a la actividad de la Aox1, se inhibe con n-octilgalato.

Células ’Células

34.6 nmol
O2

60 seg YPD 24 h

Figura 8. Consumo de oxigeno de células cosechadas en fase exponencial (10 h) y
estacionaria (24 h). Grafica representativa de las actividades respiratorias obtenidas tras
la adicién de cianuro y nOG. Se define como 100% a la velocidad de consumo de oxigeno

antes de la adicion de cianuro.
La figura 9 muestra que las células que se cultivaron en medio minimo con glucosa

y se cosecharon en fase estacionaria, también presentaron una mayor tasa de respiracién

tras la adicidon de cianuro, que indica una alta capacidad respiratoria de la Aox1 en las
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células que crecen en este sustrato. Resultados semejantes se obtuvieron al inhibir con la
antimicina A la via citocromica de U. maydis [78]. Cuando se utilizan fuentes de carbono
como etanol, lactato o glicerol, la actividad de la Aox1 es semejante en las fases
exponencial y estacionaria, o incluso mayor en la exponencial, como en el caso del
lactato. Para todas las condiciones de cultivo, la actividad respiratoria residual se inhibi6

completamente con el nOG.
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Figura 9. Capacidad respiratoria de la Aox1. Respiracién resistente a cianuro que
corresponde a la actividad de la Aox1. Esta se obtuvo al afiadir cianuro a las células que
se cultivaron en los diferentes medios y que se cosecharon en las fases exponencial
(barras en color negro) y estacionaria (barras en color gris). En la figura 8 se muestran los

trazos obtenidos con células cultivadas en YPD.

En la tabla 2 se muestra la capacidad de la Aox1 en todas las condiciones de
cultivo ensayadas. En resumen, la mayor capacidad de la Aox1 se presenta cuando las

células se cultivaron en glucosa y se cosecharon en la fase estacionaria.
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Condicion de cultivo Actividad respiratoria
(umoles min™ g™
Exponencial Estacionaria

YPD

- Glucosa 0.44 £ 0.09 0.53 £ 0.01

- CN 0.04 £ 0.03 0.6 £0.09
MM — NH,*

- Glucosa 0.42 £0.05 0.92 £ 0.08

- CN 0.01 £0.01 1.16 £ 0.18
MM — NO3

- Glucosa 0.36 £ 0.02 1.02 £ 0.16

- CN 0.07 £ 0.02 0.89 + 0.21
MM — Etanol

- Etanol 0.68 + 0.04 1.14 £ 0.14

- CN 0.18 £ 0.04 0.22 £ 0.05
MM - Lactato

- Glucosa 1.07 £ 0.11 0.45+0.02

- CN 0.41+0.17 0.05+0.03
MM — Glicerol

- Glucosa 1.04 £ 0.04 0.65 + 0.09

- CN 0.33+0.3 0.18 £ 0.04

Tabla 2. Actividad respiratoria de U. maydis en diferentes medios de cultivo y
cosechadas en la fase exponencial y en la fase estacionaria. El consumo de oxigeno
se midié antes y después de la adicion de 1.0 mM de cianuro. El consumo de oxigeno
posterior a la adicion del cianuro se debe a la actividad de la Aox1. Los valores se

reportan en umoles min™ g™ de peso himedo.

Expresion de la Aox1 en U. maydis.

Los resultados indican que cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono, hay un
aumento en la expresion de la Aox1 en la fase estacionaria. Por tanto, para conocer el
nivel donde se encuentra la regulacién de la proteina, se siguieron tres estrategias
experimentales que involucraron ensayos tipo Western blot para detectar la presencia de
la proteina, qRT-PCR para cuantificar el transcrito y la generacion de mutantes de U.
maydis.

Los ensayos de Western blot se realizaron con un anticuerpo monoclonal contra la

AOX de S. guttatum (voodoo lily), que nos proporcioné el Dr. T. Elthon de la Universidad
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de Nebraska. Debido a la falta de anticuerpos comerciales contra las proteinas
mitocondriales de U. maydis y a que los anticuerpos contra las proteinas de otros hongos
no reconocen a las de U. maydis, se cuantificé la proteina de las fracciones
mitocondriales mediante el método de Lowry. Se colocaron 30 ug de proteina mitocondrial
en un gel desnaturalizante (PAGE-SDS) como control de carga (figura 10). EI Western
blot muestra una sola banda para las condiciones de cultivo en fase estacionaria y en
presencia de glucosa o etanol como fuente de carbono, mientras que en los otros carriles,
que corresponden a las células con glucosa o etanol cosechadas en fase exponencial y a
las células con glicerol o lactato cosechadas en la fase exponencial o estacionaria, no
aparecio la sefial de la Aox1, lo que indica una baja concentracion de la Aox1 en estas

mitocondrias. Estos datos confirman los resultados del consumo de oxigeno (figura 10).
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Figura 10. Western blot de la Aox1 de U. maydis. En la parte superior se muestra el
Western blot utilizando anticuerpos contra la AOX de S. guttatum. En la parte inferior se

muestra el gel tefiido con azul de Coomassie, que sirvi6 como control de carga.

También se realizé una qRT-PCR a partir del RNA total de las células cultivadas
en las distintas condiciones, para cuantificar el transcrito del gen que codifica para la
Aox1. Como control de expresion se utilizd el RNA mensajero del factor del inicio de la
traduccion elF-2B. Los datos se normalizaron utilizando la expresién del RNAm de la
Aox1 de las células de YPD cosechadas en la fase exponencial. Los resultados muestran

que a pesar de los grandes cambios en la actividad y en la expresion de la enzima, en
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todas las condiciones de cultivo se expres6 el RNA mensajero de la Aox1, y que solo en

los cultivos de YPD y etanol de 24 horas aumento casi al doble.
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Figura 11. Abundancia relativa del RNAm de la Aox1 de U. maydis por qRT-PCR. Las
células cosechadas en la fase exponencial se representan en barras color negro y las de
fase estacionaria en barras en color gris. La fuente de carbono y nitrégeno se indican en

la parte inferior.
La tercera estrategia consistio en estudiar con mas detalle la expresion de la Aox1,

por lo que se generaron varias mutantes de U. maydis, las cuales se describen de forma

general en la figura 12 y con mas detalle en la tabla del anexo Il.
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Figura 12. Esquema de las construcciones de las cepas de este trabajo. En esta
figura se describen las caracteristicas generales de las distintas mutantes generadas para
este proyecto, asi como la ubicacion del gen de resistencia a higromicina y el de la

proteina verde fluorescente. HygR: higromicina. gfp: proteina verde fluorescente.

Inicialmente se generd una cepa que expresa a la Aox1 con la proteina verde
fluorescente (Gfp) en el extremo C-terminal, bajo su propio promotor (FB2aox1-Gfp). Para
determinar la localizacién, la expresion y la funcionalidad de esta enzima que tiene
pegada a la Gfp, se realizaron ensayos de microscopia de fluorescencia (figura 13), se
observd su expresion durante el crecimiento celular (figura 14), y se determiné su
capacidad catalitica (figura 19).

En la figura 13 se observa, mediante una microscopia en contraste de fases (DIC)
[79], la morfologia alargada caracteristica del esporidio de U. maydis cuando se cultiva en
medio completo y se cosecha en la fase estacionaria del crecimiento. Utilizando el mismo
campo de observacion pero con los filtros especificos para el color verde, se evidencio la
expresion de la Aox1 mediante la fluorescencia de la proteina Gfp. Ademas, se obtuvo,
por microscopia de fluorescencia, la localizacién de las mitocondrias en U. maydis
utilizando el Mitotracker red. Al realizar una superposicion de las microfotografias, se
comprobd la co-localizacién de la Gfp con el marcador mitocondrial y por tanto, la correcta

ubicacién de la Aox1 en la mitocondria.
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Figura 13. Localizacion de la Aox1-Gfp en U. maydis. En el panel A se muestra una
micrografia de las células de U. maydis en contraste de fases (DIC). Utilizando el mismo
campo, en el panel B se observa la fluorescencia de la Aox1-Gfp. En el panel C, se
observan las mitocondrias tefiidas con Mitotracker Red. En el panel D, se obtiene la
sobreposicion de los paneles B y C y se muestra el color amarillo debido a la co-

localizacion de la Aox1-Gfp con el Mitotracker Red.

Para estudiar el papel de la Aox1 en el crecimiento del esporidio de U. maydis, se
generé una mutante en donde se reemplazé el gen aox7 por el gen de resistencia a
higromicina, HygR (Figura 12 y anexo 2). En la figura 14 se observa que sin importar la
fuente de carbono del medio de cultivo, el crecimiento de la cepa mutante que carece de
la Aox1 (FB2aox71A) fue semejante al de la cepa silvestre, mostrando el mismo
comportamiento en las fases de crecimiento, por lo que se puede concluir que esta
enzima no es determinante para el crecimiento de U. maydis en medios de cultivo
artificiales.

Por otro lado, en los cultivos de medio minimo con glucosa, la acidificacion del
medio llevo el pH hasta 3 (datos no mostrados), lo que puede generar un estrés a las
células y afectar el crecimiento de éstas y disparar la expresién de la Aox1 en la fase
estacionaria. Para estudiar el efecto del pH sobre el crecimiento celular, se cultivaron a las
levaduras (FB2 y aox1A) en medios de cultivo con y sin el amortiguador de pH MOPS. La
figura 14 muestra que el crecimiento fue similar cuando el pH se mantiene constante o
cuando éste varia, lo que sugiere que la acidificacion del medio no afecta el crecimiento

de las células.
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Figura 14. Curva de crecimiento de U. maydis en las distintas fuentes de carbono.

Crecimiento celular de la cepa silvestre y la cepa que carece de la Aox1 en presencia de

las distintas fuentes de carbono y nitrégeno, determinado por la absorbencia a una

D-O-600nm-

Adicionalmente, con la mutante que expresa a la Aox1-Gfp, se realizdé un Western

blot con el anticuerpo contra la Gfp, para identificar si la expresion de la Aox1 se afecta

por el cambio de pH en el medio de cultivo. La figura 15 muestra que la expresion de la

Aox1 es independiente de la acidificacion del medio durante el crecimiento celular.
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Asimismo, confirma que el posible estrés generado por el cambio en el pH no afecta ni el

crecimiento ni el patrén de expresion de la Aox1.
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Figura 15. Crecimiento celular de FB2aox1-Gfp. Panel inferior, curva de crecimiento y
pH de la mutante FB2aox1-Gfp, en medio de cultivo sin amortiguar y amortiguado con 100
mM de MOPS. Panel superior, Western blot de extractos celulares contra la Gfp,

utilizando como control de carga, anticuerpos contra Tub1.

La Aox1 se regula a nivel de la transcripcién

Después de validar la funcionalidad de las cepas mutantes, se decidié estudiar a qué nivel
se da la regulacion de la Aox1. Con microscopia de fluorescencia se confirmé, en la
mutante FB2aox1-Gfp, la diferencia en cantidad de la Aox1 en las células de fase
exponencial y de fase estacionaria. En la figura 16 se observan las células de fase
exponencial identificadas con biotina marcada con TRITC, un fluorocromo acoplado a la
avidina (biotina/avidina-TRITC) y células cosechadas en la fase estacionaria que no estan
marcadas con el fluorocromo, para comparar, en el mismo campo, los dos tipos de célula
utilizando los filtros de fluorescencia especificos. Con este experimento se confirma que la

expresion de la Aox1-Gfp sélo se da en la fase estacionaria del crecimiento.
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Figura 16. Microscopia de fluorescencia en células en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento. Panel A: células levaduriformes con la construccion Aox1-
Gfp, cosechadas en la fase estacionaria de crecimiento. Panel B: células levaduriformes
cosechadas en fase exponencial marcadas con biotina/avidinaTRITC. Panel C: mezcla de

filtros que identifica a las células cosechadas en ambas fases de crecimiento.

Para estudiar la dindamica de la expresién de la Aox1 en U. maydis, se siguio en el
tiempo el crecimiento levaduriforme, tomando muestras con intervalos de dos horas, y se
analizé la fluorescencia de la Aox1-Gfp por citometria de flujo. El cultivo se inicié con un
in6culo de células de un pre-cultivo de 24 h en fase estacionaria, por lo que al tiempo cero
debe de haber Aox1. La figura 17 muestra que en las primeras 10 h, en el medio de YPD,
hay una disminucién en la cantidad de la Aox1, seguida de su sintesis. Las células
silvestres, que carecen de la Gfp, basicamente no emiten fluorescencia a esta longitud de
onda. A las 10 horas de iniciar el cultivo (fase exponencial), la fluoresencia de la Gfp
alcanz6 el valor minimo, mientras que a partir de las 12-14 horas de la curva de
crecimiento, cuando se inicia la trayectoria hacia la fase estacionaria, la fluorescencia
aumenté gradualmente, confirmando que la expresién de la Aox1 se da cuando las

células se aproximan a la fase estacionaria.

43



160 + - 10

o Aox1-Gfp T
o 1401 5 control
g o 120 - ® Crecimiento &
— 0 c
o S 100 18
({]

£ 9 »”
- o 90 <
5SS g ©
_— . 8
o ° 40 1 9
£

20 5

0F : . . : 0.01

0 5 10 15 20
Tiempo [h]

Figura 17. Curso temporal de células que expresan la Aox1-Gfp, cultivadas en YPD.
Los circulos en color negro, indican la fluorescencia que se detectdé por FACS. Los
circulos en color blanco, sefalan el control de fluorescencia endégena en células tipo

silvestre. Los cuadros grises muestran el crecimiento celular a lo largo del tiempo.

Ademas de la mutante FB2aox1-Gfp, se generaron un par de cepas con el
genotipo aox7-Gfp (anexo Il), remplazando el promotor de la cepa silvestre por un
promotor constitutivamente activo, P.e, con el fin de identificar, por medio de
fluorescencia, el nivel en el que se regula la expresion de la Aox1 en las distintas fuentes
de carbono. En una de las mutantes se mantuvo intacta la region 5 UTR del aox1, para
estudiar una posible regulacion a nivel de la traduccién.

Con estas cepas se determind, por microscopia de fluorescencia, la expresion de
la Gfp en células cultivadas en medio completo y cosechadas en la fase exponencial y en
la fase estacionaria. En la figura 18 se observa que la fluorescencia esta presente en las
dos fases de crecimiento, lo que indica que la regulacién de la expresion de la Aox1 se da

principalmente a nivel de la transcripcion, ya que la sintesis constitutiva del RNAm de la
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Aox1 produjo la sintesis de la proteina en las dos fases, exponencial y estacionaria. Este
resultado descarta que la regulacion a nivel de la traduccion sea la unica que se lleva a

cabo.

Exponencial Estacionaria

Paox1:aox1-Gfp

Potef-aox1-Gfp

-

o e
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Figura 18. Analisis de fluorescencia bajo la influencia de un promotor
constitutivamente activo. Panel superior: células mutantes Aox1-Gfp bajo el control del
promotor silvestre para la Aox1. Panel medio e inferior: células mutantes Aox1-Gfp bajo el
control de un promotor constitutivamente activo. Todas las células se cultivaron en medio

completo y se cosecharon en la fase exponencial o en la fase estacionaria.

Con base en los ensayos de consumo de oxigeno, se determind la capacidad de la
Aox1 en las distintas células mutantes generadas en este estudio (figura 12 y anexo Il). La
figura 19 muestra los resultados en células de fase estacionaria. La capacidad de la Aox1
en la cepa silvestre es muy grande y en la cepa FB2aox1-Gfp, en donde la proteina esta
bajo el control del promotor silvestre, la capacidad de la Aox1 es menor. También se
observa que la mutante FB2aox7A perdié la capacidad respiratoria asociada a la Aox1.
Por otro lado, en las mutantes con el promotor constitutivamente activo, la expresion de la

Aox1-Gfp aumentd y la capacidad respiratoria de esta enzima fue comparable a la de las
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células de tipo silvestre. En todos los ensayos de oximetria se asigna el 100% al consumo
de oxigeno previo a la adicién de cianuro, y el porcentaje de la respiracién después de la

adicion de cianuro corresponde a la capacidad respiratoria de la Aox1.
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19. Validacion de

representativos del consumo de oxigeno de cada cepa mutante. En la parte superior de

Figura las mutantes mediante oximetria. Experimentos

cada experimento representativo se indica la cepa utilizada.

Para determinar el aporte de la via alterna al consumo de oxigeno en la cepa FB2,
se invirti6 el orden de adicion de los inhibidores en los ensayos de oximetria. Con el
objetivo de inhibir primero a la Aox1 y asi determinar la actividad de la via clasica, se
adicioné nOG y posteriormente cianuro a los experimentos de respiracion. En la figura 20
se observa que el porcentaje de inhibicion con nOG fue de un 15% en todas las
condiciones, inclusive en las células que carecen de la Aox1, lo que indica que la principal
via respiratoria de U. maydis, en condiciones normales, es la citocrémica y que cuando se
inhibe la via clasica, sin importar las fuentes de carbono y nitrégeno, la via alterna es la

que mantiene activo el metabolismo del hongo. La adicion de nOG a la mutante que
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carece de la Aox1 produjo una inhibicién del 10%, que podria deberse a que el nOG, a

esas bajas concentraciones, inhibe a alguno de los complejos respiratorios.
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Figura 20. Porcentaje de respiracion por la via citocromica de U. maydis. Respiracion
residual posterior a la adicién de nOG en los ensayos de oximetria, las barras negras
indican células cosechadas en fase exponencial y las barras en color gris, células
cosechadas en fase estacionaria, en las condiciones de cultivo mencionadas. La mutante

aox1A se cultivo en YPD.

La Aox1 no es indispensable para el crecimiento levaduriforme de U. maydis, ni

como mecanismo de defensa ante diversos tipos de estrés.

Para un sistema in vivo, es complicado interpretar los resultados que se obtienen
haciendo uso de los inhibidores para la AOX. Hay estudios que indican que estos
compuestos afectan otros procesos metabdlicos. Por ejemplo, el crecimiento de S.

cerevisiae se inhibe en presencia de galatos, aun cuando esta levadura carece de la AOX
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[80, 81]. En este trabajo se observd que el nOG produjo una ligera inhibicién de la
respiracion en la cepa que carece de la Aox1 (figura 20), por lo que el uso de inhibidores
de la AOX no es el mejor método para estudiar la funcion de esta enzima en procesos
celulares. Por lo tanto, para conocer el papel bioldgico de la Aox1 en U. maydis, se
decidié usar la mutante aox7A (figura 12) y analizar la participacion de esta proteina en
diferentes procesos.

Para estudiar la morfologia del esporidio, se realizé6 una microscopia 6ptica de
contraste de fases. La gemacion en las células se lleva a cabo en la region apical, y un
cambio en esta morfologia indicaria algun tipo de estrés. Como se muestra en la figura
21, no hay diferencias ni en la morfologia del esporidio ni en la gemacion entre la cepa
silvestre y las distintas mutantes, lo que sugiere que la Aox1 no participa en estos

procesos.

FB2P

otef :

FB2 FB2aox1A FB2aox1-Gfp aox1-Gfp
7

Figura 21. Gemaciéon celular del esporidio de las mutantes de U. maydis.
Micrografias en contraste de fases de la gemacion de la cepa silvestre (FB2) y las

distintas mutantes de la Aox1, generadas en U. maydis.

Ademas de estudiar la morfologia, también se analizé si la Aox1 esta relacionada
con la resistencia al estrés por frio o calor, lo que permitiria el crecimiento de U. maydis
ante los cambios de temperatura. Se realizaron ensayos de crecimiento a 20 °C, que es
por debajo de la temperatura éptima de crecimiento (28 °C), a 28 °C y a 37 °C. Como se
observa en la figura 22, el crecimiento a las diferentes temperaturas fue el mismo para las

cepas silvestres (FB2 y AB33) y sus respectivas mutantes. Por lo tanto, la presencia de la
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Aox1 no aumentd ni disminuyd el crecimiento en cada una de las temperaturas, lo que
indica que esta enzima no esté relacionada con un efecto protector ante un estrés térmico

que afecte a U. maydis.
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento del esporidio de U. maydis.
Crecimiento celular del esporidio de las mutantes de U. maydis, mediante diluciones 1:5,
iniciando con una densidad celular de 0.5 de abs. a 600 nm a dos temperaturas distintas a

la 6ptima de crecimiento.

Analisis de desecacion.

Como se ha reportado, el papel protector de la AOX contra diversos tipos de estrés es de
gran importancia en muchos organismos. Recientemente, un estudio indic6 que la AOX es
esencial para mantener la respiracion mitocondrial al exponer las plantas a la sequia, un
estrés abidtico que inhibe la via citocromica [82]. Con base en este reporte y con el fin de
probar una funcion similar de la Aox1, se estudio la capacidad protectora de esta enzima
cuando U. maydis se enfrenta a factores de sequia, mediante el proceso de recuperacién
del crecimiento celular. Para esto se probaron todas las cepas de la FB2 y se sometieron

a una prueba de desecacion por cuatro horas. La figura 23 muestra que la tasa de
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supervivencia se vio afectada tras la desecacién, mostrando un 50% con respecto al
tiempo cero; sin embargo, la presencia de la Aox1 no fue un factor determinante en la
proteccidén contra la desecacion, ya que el nimero de colonias que se recuperaron fue

semejante para todas las mutantes.
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Figura 23. Efecto de la desecaciéon en U. maydis. Unidades formadoras de colonias
generadas tras un proceso de desecacioén de cuatro horas, a las distintas mutantes de U.

maydis que se generaron.

La Aox1 y su papel en la defensa contra la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

Mediante un ensayo en medio solido se determino el radio de inhibicion generado por la
exposicion directa a metil-viologeno (paraquat), un potente generador de ROS en el
metabolismo celular, en cuatro de las cepas, la tipo silvestre, la mutante que carece de la
Aox1 y las que sobreexpresan a la proteina con y sin la region 5’UTR, La figura 24
muestra que la inhibicion que produce el paraquat en el crecimiento de U. maydis fue

independiente de la presencia, ausencia o sobreexpresion de la Aox1. Con estos
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resultados se puede concluir que esta proteina no participa en una disminucidén en la

generacion de especies reactivas de oxigeno.
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Figura 24. Efecto del estrés oxidativo en U. maydis. Radio de inhibicién generado por
células con diferente expresion de Aox1, expuestas en medio YPD sdlido a 2.0 mmoles de

paraquat.

Crecimiento filamentoso e infeccioso de U. maydis.

Para estudiar el crecimiento filamentoso de U. maydis se utilizaron las cepas AB33 con el
genotipo silvestre y AB33 con el genotipo aox7A. La cepa AB33 tiene la capacidad de
crecer en forma filamentosa. Como se observa en el panel A de la figura 25, la eliminacion
del gen aox? o su sobreexpresion no afectd la formacion del septo en el polo basal de la
hifa y tampoco se generaron grandes cambios en el crecimiento unipolar de la hifa.
Adicionalmente, no hubo un aumento en el crecimiento bipolar de las células, lo que

sugiere que los procesos que dependen de los microtubulos no se afectaron. Por otro
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lado, en el panel B se observa que cuando la enzima se expresa con la Gfp, hubo un

aumento de aproximadamente un 5% en el crecimiento bipolar de la hifa.
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Figura 25. Crecimiento filamentoso de la cepa AB33 de U. maydis. A) Crecimiento
obtenido tras 8 horas post-incubacion (8 h.p.i), el tamafo de la barra equivale a 10 um. B)
Porcentaje unipolar, bipolar y de formacion del septo de la hifa. n=3 experimentos

independientes con al menos 100 hifas analizadas. Los valores se normalizaron al 100%.

También se estudid la infeccion de las plantas de maiz usando las cepas
compatibles FB1 y FB2, y las mutantes FB1aox71A y FB2aox1A. Para este ensayo se
realizaron precultivos independientes de cada una de las cuatro cepas y se obtuvo una
suspension celular mezclando la misma proporcion de cada par de cepas. Las plantulas
del maiz se inyectaron, por un lado con las células tipo silvestre (FB1-FB2) y por otro con
las células mutantes (FB1aox71A-FB2aox1A). El progreso de la infeccion y la capacidad
infectiva se cuantificé por medio de la coloracion de las hojas (antocianina) y la presencia
de tumores de distintos tamafios. Como se muestra en la figura 26, la capacidad infectiva
y el desarrollo de los sintomas de la infeccion fue similar en la cepa silvestre y en la
mutante que carece de la Aox1, lo que indica que esta enzima tampoco tiene un papel

relevante durante el desarrollo, temprano o tardio, de U. maydis en el interior de la planta.
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Figura 26. Infeccion de la planta utilizando los pares celulares FB1 x FB2, y
FB1aox1A x FB2aox1A. En la grafica se indica el porcentaje de los niveles de infeccion

encontrados en las plantas.

La Aox1 es determinante para hacer frente a la inhibicién de la via citocromica en U.
maydis.

Para conocer si la Aox1 tiene un papel importante en el esporidio y en el filamento cuando
se inhibe la via citocromica, se realizaron ensayos de crecimiento utilizando la antimicina
A para inhibir al complejo Ill. La figura 27 muestra que el radio del halo de inhibicién del
crecimiento en las células que tienen a la Aox1, independientemente de la fusién con la
Gfp, fue menor, aproximadamente la mitad del que se obtiene con la mutante que carece
de la Aox1. Este resultado no nos sorprendid, ya que el consumo de oxigeno -y por tanto,

la sintesis de ATP- se inhibié completamente con cianuro en esta mutante.
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Figura 27. Radio de inhibicién formado por la presencia de antimicina A. Al centro de
las cajas de Petri se colocaron 10 ymoles de antimicina A en un papel filtro, a partir de alli,
se midi6é el radio de inhibicion del crecimiento celular en las cepas FB2, FB2aox1A vy

FB2aox1-Gfp. La longitud de la barra es equivalente a 1.0 cm.

En otro experimento se cuantificé el numero de unidades formadoras de colonias
(cfu) generadas en presencia o ausencia de antimicina A (figura 28). En ausencia de
antimicina A, el nimero de colonias fue independiente de la presencia de la Aox1 o de sus
niveles de expresioén en células cosechadas en la fase exponencial o en fase estacionaria.
Es decir, las distintas mutantes de U. maydis presentan un crecimiento y viabilidad
semejantes a los de la cepa silvestre. Por otro lado, y sin importar la fase de crecimiento,
la generacion de colonias con las mutantes aox7A se inhibié completamente en presencia
de la antimicina A. En las células que regulan la Aox1 con el promotor silvestre (FB2 y
FB2Aox1-Gfp), el numero de colonias fue mucho menor en la fase exponencial que en la
fase estacionaria, lo que concuerda con la mayor cantidad de la Aox1 en la fase
estacionaria, y que contrarresta los efectos inhibitorios de la antimicina A y permite que
U. maydis mantenga activo su metabolismo energético para el crecimiento celular. En el
caso de las células que sobreexpresan la Aox1 bajo promotores constitutivamente activos,
se observo que sin importar la fase de crecimiento, el nimero de colonias que se obtiene
es el mismo en ausencia o en presencia de la antimicina A. Con la sobreexpresién
constitutiva de la proteina, las células sobreviven a pesar de la inhibicion del complejo I,
ya que un aumento en la Aox1 genera un mayor flujo de electrones a través del complejo

I, lo cual mantiene la fuerza protéon motriz y la sintesis de ATP por el complejo V.
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Figura 28. Unidades formadoras de colonias (cfu), en ausencia o presencia de
antimicina A. Formacioén de cfu de las distintas células, por mililitro de suspension celular
en ausencia de antimicina A, barras negras o0 en presencia, barras grises, en fase

exponencial (izquierda) y en fase estacionaria (derecha).

Para investigar si se aumentaba la expresion de la Aox1 por el uso de inhibidores
de la cadena respiratoria, se realizé un curso temporal incubando a la mutante Aox1-Gfp
en ausencia o presencia de antimicina A, tomando alicuotas cada hora durante cinco
horas, y se analizé la fluorescencia de las muestras por citometria de flujo. Las células sin
antimicina A mantuvieron una fluorescencia constante a lo largo del ensayo, pero en
presencia del inhibidor, la fluorescencia aumenté con el paso del tiempo. Los resultados
indican que la presencia de antimicina A induce la expresion de la Aox1 (figura 29). Se ha
propuesto que el aumento en la sintesis de la AOX se debe a la generacidon de especies
reactivas de oxigeno, especificamente, el peréxido de hidrogeno [83, 84]. Sin embargo, en

U. maydis aun se desconoce el circuito regulatorio de la expresion de la Aox1.
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Figura 29. Aumento en la expresién de la Aox1-Gfp por la presencia de antimicina A.
Intensidad media de la fluorescencia obtenida por citometria de flujo. Circulos negros,
incubacién celular en ausencia de antimicina A. Cuadros blancos, incubacion celular en

presencia de antimicina A.

Al analizar el crecimiento filamentoso de U. maydis también se observé un efecto
protector de la Aox1 en presencia de la antimicina A (figura 30). En ausencia de este
inhibidor, la longitud de la hifa fue semejante en todas las estirpes celulares de AB33, sin
importar el grado de expresion de la Aox1. En contraste, cuando se utilizé antimicina A en
el medio de cultivo, solo la cepa tipo silvestre y las dos cepas que sobreexpresan la Aox1,
mostraron un crecimiento filamentoso. En la mutante que carece de la Aox1, la formacion
del filamento se inhibi6 completamente, mientras que la longitud del filamento de la cepa
aox1-Gfp se redujo con respecto a la cepa silvestre, lo que sugiere que la actividad de la
Aox1-Gfp no es suficiente para mantener la sintesis de ATP que se requiere para este

proceso.
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Figura 30. Crecimiento del filamento de U. maydis en ausencia o presencia de
antimicina A. Panel A, crecimiento filamentoso de U. maydis en las distintas estirpes
celulares de AB33 con y sin antimicina A. Panel B, datos cuantitativos de la longitud de la
hifa.

57



DISCUSION

Uno de los principales papeles que se le ha dado a la AOX en la mayoria de los
organismos es el de defensa contra diversos tipos de estrés, que se produce a nivel
metabdlico, como el estrés oxidativo [83-85], o por factores abiéticos como la temperatura
[86, 87], la osmolaridad [85, 88-91] o la sequia [82], entre otros. Sin embargo, y como se
muestra en el arbol filogenético de la figura 4, hay una clara separacion evolutiva entre las
distintas AOX. Por un lado se encuentran las bacterias, las plantas e inclusive algunos
animales, y por otro, en un grupo separado, los hongos. Esto sugiere que, al estar tan
separados evolutivamente, es posible que tenga una funcién distinta en cada organismo.
Para este proyecto se decidié trabajar con la AOX de U. maydis (Aox1). Este
organismo es un buen modelo de estudio por distintas razones. Su Aox1 se regula de
diferente manera que la de las plantas, que es la que se ha estudiado con mayor detalle;
ademas, es un basidiomiceto fitopatogeno del maiz y los resultados de este trabajo con la
Aox1 se podrian extrapolar a otros ustilaginales con una mayor importancia economica,
debido a las grandes pérdidas en los cultivos como los de la cebada, que se infecta con

Ustilago hordei, pariente cercano de U. maydis [92].

La Aox1 se encuentra en fase estacionaria de crecimiento

Cuando se compara la cepa silvestre y la cepa mutante que carece del gen aox17, no se
encontraron diferencias en la capacidad de crecimiento en cada una de las condiciones
de fuente de carbono y nitrégeno, lo que concuerda con los resultados publicados
previamente para la glucosa en células con y sin la Aox1 [93]. A primera vista, este
comportamiento tiene sentido para la condicién de glucosa, porque en la fase exponencial
las células se dividen rapidamente y se activan procesos biosintéticos que requieren de la
sintesis de ATP [94, 95]. Puesto que la Aox1 disminuye la eficacia de la fosforilacion
oxidativa [78], su actividad debe disminuir cuando las células tienen un alto requerimiento
de ATP. Por otro lado, cuando se encuentran en fase estacionaria, las células se
enfrentan a un ambiente de hipoxia que se genera por la gran capacidad respiratoria de
U. maydis y por la alta densidad celular presente en esta fase [63], condiciones que, en
teoria, deberian generar un aumento en el estado de reduccion de la poza de quinonas
en las mitocondrias que supuestamente llevaria a un aumento en la produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS). Se ha propuesto que las AOX estan implicadas en
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la proteccion contra las ROS [15, 96], asi que el aumento de la Aox1 en la fase
estacionaria podria estar relacionado con esta funcién especifica. Sin embargo, utilizando
otras fuentes de carbono como el etanol, el lactato o el glicerol, la cantidad y la capacidad
de la Aox1 fue esencialmente la misma en ambas fases del crecimiento, indicando un
efecto especifico de la glucosa sobre la expresion de la Aox1 durante el crecimiento del
esporidio. También la AOX de D. hansenii esta presente en ambas fases de crecimiento
cuando se cultiva con lactato como fuente de carbono [94]. Los resultados sugieren que
este efecto en U. maydis estéa relacionado con la fuente de carbono.

Para explicar a qué se debe este aumento de la Aox1 en la fase estacionaria, se
siguieron diversas estrategias experimentales. De entrada, se utilizaron inhibidores
especificos de la cadena transportadora de electrones clasica y alterna [22, 45], y se
determind la actividad respiratoria para las células cultivadas en cada una de las fuentes
de carbono y cosechadas tanto en fase exponencial como estacionaria. Al afadir cianuro,
las células cultivadas en glucosa mostraron un aumento en la capacidad respiratoria del
esporidio cuando se cosecharon en la fase estacionaria, pero con otras fuentes de
carbono y cosechadas en cualquier fase de crecimiento, el cianuro inhibié hasta en un
90% la actividad respiratoria de la célula. Estos resultados indican que la maxima
capacidad respiratoria de la Aox1 se obtiene cuando se cultivan las células en la
presencia de glucosa y se cosechan en la fase estacionaria.

El siguiente paso era mostrar que ante una inhibicién de la via citocromica, el
aumento en la actividad respiratoria se debia a una mayor cantidad de la Aox1. Para esto,
se realizé un Western blot con las mitocondrias de todas las condiciones de cultivo y se
confirmé que en las condiciones de glucosa y fase estacionaria hay un gran aumento en
la cantidad de la Aox1, pero también con etanol y fase estacionaria se observa una banda
de menor intensidad.

Con el fin de estudiar con mas detalle la expresion de la Aox1 en células cultivadas
en presencia de glucosa, se generaron cepas mutantes que tienen fusionada la Aox1 con
la proteina verde fluorescente (Gfp). Tras validar por distintos medios la correcta
construccion de las mutantes, se mostro, por microscopia de fluorescencia y citometria de
flujo, que esta enzima se localiza en la mitocondria y que solo esta presente cuando el
esporidio entra a la fase estacionaria de crecimiento y que ademas, el cambio de pH en el

medio no afecta su expresion.
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Nivel en el que se regula la expresion de la Aox1.

Para determinar el nivel en que se lleva a cabo la regulacion de la expresién de esta
enzima, se realiz6 un ensayo de qRT-PCR para cuantificar la cantidad del RNA mensajero
de la Aox1 en cada una de las condiciones de cultivo. La figura 11 muestra que la sintesis
de RNA se llevo a cabo en todas las condiciones, lo que sugiere que la regulacion se lleva
a cabo a nivel postranscripcional o traduccional. Para confirmar esto, se decidié generar
dos cepas mutantes partiendo de la cepa Aox1-Gfp, en donde el promotor del alelo
silvestre se reemplazd por uno activo constitutivamente, con el fin de identificar si la
expresion de la Aox1 se regula realmente después de la transcripcion.

El analisis de estas cepas reveld que la cantidad de la Aox1-Gfp era la misma
durante la fase exponencial y estacionaria, lo que sugiere que la principal etapa de
regulacion se lleva a cabo a nivel transcripcional, ya que la sintesis constitutiva del RNAm
de la Aox1 dio lugar a la presencia de la Aox1-Gfp en ambas fases del crecimiento. Este
resultado no descarta que haya un nivel de regulacién posterior. Asimismo, nuestros
resultados concuerdan con lo que se ha visto en algunos organismos, en donde el
aumento en la sintesis de la AOX se asoci6 con una activacion de la sintesis del RNA, lo
que indica que la expresion de la AOX en plantas y hongos se regula principalmente a

nivel transcripcional [97-99].

En busca de un papel funcional de la Aox1 en U. maydis.

Como se mencioné anteriormente, hay reportes que indican que ante un estrés, ya sea
oxidativo [83-85], cambio en la temperatura [86, 87], osmolaridad [85, 88-91] o sequia
[82], una de las respuestas del organismo se da a través de la AOX. Para identificar si la
Aox1 de U. maydis participaba en la respuesta al estrés, se sometieron a las diferentes
mutantes a un estrés por pH (figuras 14 y 15), temperatura (figura 22), desecacion (figura
23) y oxidativo (figura 24). A diferencia de lo que se ha reportado para otros organismos,
con U. maydis no se encontraron diferencias en la respuesta de las células ante las
situaciones de estrés, independientemente del grado de expresion de la Aox1.

Ademas de ese papel de defensa contra el estrés, también se ha reportado que en
hongos patdégenos la AOX participa en diversos procesos fisiolégicos, por ejemplo, ayuda
a mantener activo el ciclo de Krebs para alimentar las vias biosintéticas, cuando los

complejos respiratorios de la via citocrdmica se encuentran inhibidos [10, 24], esta
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involucrada en las transiciones morfoldgicas (levadura-micelio) [100, 101], y en algunos
casos en la infeccién especifica del hospedero [102, 103]. Por ejemplo, cuando se incuba
el hongo fitopatdégeno Sclerotinia sclerotiorum en presencia de acido salicilhidroxamico
(SHAM), se inhibe el crecimiento micelial del organismo y disminuye el rendimiento de la
biomasa [104]. En el hongo Nomuraea rileyi se obtuvieron resultados similares; cuando se
incubé con SHAM o cuando se elimind el gen para la AOX, la morfologia de las hifas
cambid drasticamente y se redujo el crecimiento del hongo [105]. Por otro lado, las
mutantes de C. neoformans, P. brasiliensis y Candida albicans, carentes de la AOX,
mostraron baja virulencia y baja tolerancia a diversos tipos de estrés, principalmente el
oxidativo [101, 106-108]. Sin embargo, como se muestra en la figura 26, en U. maydis,
con o sin la Aox1, el proceso de infeccion de la planta del maiz fue semejante, lo que
indica que esta proteina no es indispensable para la infeccién. Un resultado similar se
obtuvo con M. grisea, un hongo fitopatégeno, donde la delecién del gen de la AOX no tuvo
efecto sobre la patogenicidad y virulencia durante la infeccién de las hojas de la cebada,
mientras que si fue esencial cuando se llevaron a cabo ensayos de infeccién en presencia

de azoxystrobin, un fungicida que inhibe al complejo Il de la cadena respiratoria [109].

El papel de la Aox1 en el crecimiento del esporidio y del filamento de U. maydis

cuando la cadena citocromica esta inhibida.

Para estudiar el crecimiento de las células en presencia de antimicina A, se realizaron
distintos ensayos. Por un lado, se cuantificé el radio del halo de inhibicion del crecimiento
y la capacidad de formar colonias en presencia o ausencia de antimicina A, y por otro
lado, por citometria de flujo, se estudié y cuantificé la induccién en la expresion de la Aox1
en células con la Aox1-Gfp. Los resultados muestran que la Aox1 fue de gran importancia
para hacer frente a la inhibicion de la cadena respiratoria por la antimicina A, ya que
permiti® un mayor crecimiento y una recuperacién celular en presencia del inhibidor.
Ademas, la expresion de la Aox1-Gfp aumentdé cuando se interrumpié la actividad de la
via citocromica.

Solamente en la mutante nula (aox7A) y en la que tiene una menor actividad
(Aox1-Gfp), la antimicina A afectd el crecimiento filamentoso, a diferencia de las cepas
que contienen una alta expresion y actividad de la Aox1, en donde la inhibicién del

complejo Ill no generé un cambio morfolégico con respecto a la cepa silvestre. En
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resumen, en ambas formas de crecimiento de U. maydis, la Aox1 fue crucial para hacer
frente a la inhibicién de la via citocromica.

Con algunas excepciones en plantas y hongos, la AOX aumenta su capacidad
respiratoria cuando se incuba con diversos agentes que impulsan la generacion de
radicales libres, como el H,;O,, la menadiona o el paraquat [9, 96]. El aumento en la
capacidad respiratoria se asocia con un aumento de la AOX en mitocondrias, detectado
por Western blot [107], o por un aumento en los transcritos de la AOX [97, 99], lo que
sugiere que la AOX tiene un papel importante para hacer frente al estrés oxidativo. Sin
embargo, parece ser que en U. maydis la Aox1 no esta relacionada con la respuesta al
estrés. Cabe sefialar que este es el primer trabajo en donde se estudié la Aox1 con
respecto al crecimiento filamentoso en presencia de la antimicina A. Anteriormente sélo se
habia estudiado con el esporidio en presencia de azida de sodio, cianuro o antimicina,

obteniéndose resultados similares a los que se reportan en este trabajo [78, 93].
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Conclusiones

La mayoria de los reportes sugieren que la AOX es indispensable para enfrentar diversos
tipos de estrés. En este trabajo se estudid exhaustivamente las posibles funciones de la
Aox1, a nivel del ciclo de vida, de los diversos cambios morfoldgicos, metabdlicos y

situaciones con las que se puede enfrentar U. maydis.

- La Aox1 es una proteina que se induce cuando las células entran en la fase
estacionaria de crecimiento, solo cuando se utiliza glucosa como fuente de

carbono, siendo su expresion independiente de la fuente de nitrégeno.

- Cuando se utilizan otras fuentes de carbono, como etanol, lactato o glicerol, la
expresion de esta proteina es mucho menor y se presenta en la misma proporcion

tanto en fase la exponencial como en la estacionaria.

- La acidificacion del medio de crecimiento no tiene implicaciones en la expresién de

la Aox1.

- Cuando se utiliza medio rico, suplementado con glucosa, la regulacion de la

expresion de la Aox1 se da principalmente a nivel de la trancripcién.

- A diferencia de lo reportado para otros organismos, en U. maydis esta enzima no
participa en el crecimiento levaduriforme o filamentoso, ni en la adaptacion de las

células a los cambios en la temperatura, pH y estrés oxidativo, entre otros.
- La Aox1 no es indispensable para la infecciéon del maiz. Sin embargo, ayuda a

mantener el crecimiento celular cuando la via citocromica se ve afectada por la

presencia de inhibidores.
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Perspectivas

Realizar estudios mas detallados para identificar la sefial que induce la expresién
de la Aox1 en presencia de glucosa, como la cuantificacion de intermediarios

glucoliticos.

Explicar los diferentes tiempos de duplicacién, analizando las rutas metabdlicas

que se utilizan con las diferentes fuentes de carbono.
Determinar si ademas de la regulacion a nivel de la transcripcion, la Aox1 presenta

regulacion a nivel traduccional o pos-traduccional, por ejemplo, por fosforilacion de

la enzima.
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Anexo [:

Componentes de medios y de soluciones amortiguadoras utilizadas.

YPD-Glicerol

- 1.0% de glucosa.
- 0.25% peptona.
- 0.5% de extracto de levadura.

- 30% de glicerol.

* YPD

- 1.0% de glucosa.
- 0.25% peptona.
- 0.5% de extracto de levadura.

- 2.0% de agar para medio solido.

e MM [110]

- Fuente de carbono; 1.0% de glucosa, 1.0% de lactato, 1.0% de glicerol o 0.4% de
etanol.

- Fuente de nitrégeno al 0.3%: amonio como (NH4),SO, o nitrato como KNOs.

- Solucion de sales al 1X

- Solucién de minerales al 1X

e Soluciéon de sales 200X

- 32 g/L KH,PO,
- 8g/L Nas;SO,

- 16 g/L KCI

- 4g/L MgSO,

- 2g/L CaCl,

- pH2.8-3.0
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e Solucion de minerales 5000X

- 80.9 mM &cido bdrico

- 32.2 mM MnCl; - 4H,0

- 13.9mM ZnClI

- 7.4 mM FeCl;— 6H,0

- 0.32 mM acido molibdico
- 1.6 mM CuSO, - 5H,0

- 47.6 mM acido citrico

* Solucién fijadora

0.5% de paraformaldehido disuelto en PBS
Solucién amortiguadora, PBS
- 3.0 mM de fosfato de potasio monobasico
- 10 mM de fosfato de sodio dibasico
- 155 mM de cloruro de sodio
- pH74

* Solucién amortiguadora para la respiracion celular

- 10 mM Tris-HCI, pH 7.5

- 10 mM de glucosa

* Solucién amortiguadora, TM

- 50 mM Tris-HCI, pH 7.5
- 50 mM MgCl,



* Solucién amortiguadora para la lisis celular

- 300 mM manitol

- 50 mM KH,;PO,

- 5.0 mM MgCl,

- 1.0mM EDTA

- 20 mM Hepes-KOH, pH 7.0

* Solucién de incubacion celular para la citometria de flujo

- Glucosa al 1%

- 10 mM KH;PO,
- pH7.0

* Solucién amortiguadora SSC 20x

- 3.0 M NaCl

- 0.3 M citatro de sodio
- pH 7.0-HCI

* Solucién amortiguadora SCS, pH 5.8
Solucién 1

- 20 mM citrato de sodio

- 1.0 M de sorbitol
Solucién 2

- 20 mM de acido citrico

- 1.0 M de sorbitol

Adicionar lentamente a la solucion 1 la solucidén 2 hasta alcanzar un pH de 5.8.
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Anexo Il

Esquema de la estrategia de reemplazo genético mediante la técnica Golden gate.

A Bsal(1) Bsal(4) Bsal(2)  SA(UMC) Sf(d)  Bsal(3) Bsal(1)'ssp ' Bsal(2)
N N | oRL1401
Médulo de reemplazo génico oRL 1400 u
(resistencia, HygR) UF oRL1425
Vector destino + Vector de almacenaje + Productos de PCR
(pDest) (pStor) Bsal(3) Sspl Bsal(4)
oRL 1402 DF oRL 1403
l Reaccién de un l
paso
TSsp!  SANC) Sfi(d) Sspl

) ‘ Médulo de génico [
UF \ (resistencia, HygR) | DF

GentR

|—>
aox1 Locus silvestre

S ’ S ’

Médulo de reemplazo génico
(resistencia, HygR)

Médulo de reemplazo génico
ﬁ (resistencia, HygR) _— Locus mutante

UF DF

Mediante trabajo in silico, se disefiaron oligonucledtidos especificos con base en el
genoma de U. maydis, que contenian los sitios de restriccion para las enzimas
Bsal y Sspl. Estos oligonucledétidos se utilizaron para amplificar por PCR regiones
de aproximadamente 1.0 kb, rio arriba (UF) y rio abajo (DF) del gen aoxf,

utilizando al DNA gendmico de U. maydis como templado y la polimerasa Phusion.

Por medio de una electroforesis en gel de agarosa se comprobd la amplificacion

de los flancos UF y DF.

En un tubo para PCR se colocaron 40 ng de cada uno de los flancos (UF y DF), 75

ng del vector destino que contiene el gen de resistencia y 75 ng del vector de
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almacenaje que contiene el modulo de reemplazo génico que incluye al gen de
resistencia a higromicina, 400 U de DNA ligasa T4 y 5 U de la enzima de
restriccion de alta fidelidad Bsal, con el fin de cortar y ensamblar mediante la
técnica de ingenieria genética Golden gate, el médulo de reemplazo génico con
los gragmentos UF y DF. El volumen final fue de 15 pl. La reaccion se llevo a cabo
en un termociclador, en donde se mantuvo primero a 37 °C por dos minutos y
luego a 16 °C por cinco minutos, hasta completar 50 ciclos. Para detener la
reaccion, las enzimas se desactivaron mediante un choque térmico en el mismo
termociclador. Como control negativo, en uno de los tubos para PCR no se utilizé

el flanco DF (panel A).

El producto obtenido mediante la técnica Golden gate se utilizé para transformar
células competentes de E. coli Top10, que se plaquearon en cajas suplementadas
con galactosa para seleccionar colonias transformadas (en color blanco), que

indica que el gen lacZ se interrumpio.

De las cajas de cultivo se seleccionaron 12 colonias transformadas y se cultivaron
por separado en medio liquido (LB), con agitacién constante a 37 °C durante toda

la noche.

De cada uno de los 12 cultivos de bacterias transformadas se realizé una
purificacién de DNA plasmidico y se digiri6 con la enzima EcoRI para comprobar el

correcto patron de restriccion.

A tres de los DNA plasmidicos que mostraron el correcto patrén de restriccién, se
les realizé una segunda digestion utilizando la enzima Sspl, que arrojé un patron
que permitio identificar el médulo de reemplazo génico con los fragmentos UF y
DF.

Por otro lado, se generaron protoplastos de U. maydis inoculando células en 3.0

ml de medio, durante toda la noche.
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* Al dia siguiente y teniendo una D.O.g0nm de 0.8, se cosecharon las células por
centrifugacion, se lavaron con 25 ml de SCS (anexo ) y se resuspendieron con 2.0

ml de SCS, suplementado con 3.5 mg/ml de enzima Novozima.

* Las células se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y se les

anadieron 10 ml de SCS a 4.0 °C para hacer un lavado por centrifugacion.

* El paquete celular se resuspendié con 10 ml de amortiguador STC (anexo 1), se
centrifugaron las células y el paquete se resuspendié en 1.0 ml de STC para

realizar alicuotas de 100 pl de los protoplastos de U. maydis.

* A partir del gel de agarosa, se purific el fragmento de DNA con la construccién
UF-moédulo de reemplazo génico-DF, para transformar los protoplastos de U.
maydis (100 pl) utilizando 4.0 yg de DNA y 0.1 ug de heparina. La suspencion se
incubd por 10 minutos en hielo y se le adicion6 500 pl de STC/Polietilenglicol

(PEG), se mezcl6 por inversion y se incubd por otros 15 minutos en hielo.

* Las células se plaquearon en cajas de Petri suplementadas con 400 pg/ml de
higromicina en medio de cultivo sdélido y, por medio de recombinacion homologa

(panel B), el gen de la Aox1 se reemplazé por el gen de la higromicina cinasa.

* Las cajas se colocaron a 25°C durante 7 dias hasta obtener células transformadas.

Nota: al disefar los oligonucleétidos hay que tener cuidado de que no existan secuencias

de reconocimiento al interior de los flancos UF y DF para las enzimas de restriccion que

se utilizan; en caso de que esto ocurra, se puede utilizar otra enzima de restriccién del

tipo IIS como Bbsl o Sapl.
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Descripcion de las cepas de U. maydis utilizadas en este trabajo.

Cepa Locus Cepa Descripcion
progenitora

FB1 Cepa silvestre [111]

FB2 Cepa silvestre [111]

AB33 b FB2 Pnar:bW2bE1, expresioén activa del heterodimero b
bajo control del promotor de nar1, las cepas presentan
un crecimiento filamentoso ante los cambios de la
fuente de nitrégeno [69].

FB1aox1A aox1 FB1 Eliminacion del aox1.

FB2aox1A aox1 FB2 Eliminacion del aox1.

AB33aox1A aox1 AB33 Eliminacion del aox1.

FB2aox1-Gfp aox1 FB2aox1A Expresion de Aox1 fusionada a eGfp en C-terminal.

AB33aox1-Gfp aox1 AB33aox1A Expresion de Aox1 fusionada a eGfp en C-terminal.

FB2Poter:a0x1-Gfp ip> FB2 La construcciéon aox1-Gfp, esta integrada
ectdpicamente en el locus ipS , bajo el control del
promotor fuertemente constitutivo, Poter.

FB2Poter:5’UTR-aox1-Gfp | ip° FB2 La construccion aox1-Gfp, esta integrada
ectdpicamente en el locus ipS , bajo el control del
promotor fuertemente constitutivo, Pozer. En esta
construccién, se mantuvo la regién nativa 5’UTR.

AB33Pgter:aox1-Gfp ip> AB33 La construcciéon aox1-Gfp, esta integrada
ectdpicamente en el locus ipS , bajo el control del
promotor fuertemente constitutivo, Poter.

AB33Pter:5’'UTR-aox1- ip° AB33 La construcciéon aox1-Gfp, esta integrada

Gfp

ectdpicamente en el locus ipS , bajo el control del
promotor fuertemente constitutivo, Poter. En esta

construccién, se mantuvo la regién nativa 5’UTR.
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Generacion de las cepas de U. maydis utilizadas en este estudio.

Cepas Genotipo Uma Referencia Plasmido Locus | Progenitor

transformado

AB33 a2 PoarbW2 bE1 | 133 | [69] bAB33 b FB2

FB1aox1A

aox1A

1328

Este estudio

pbAox1A_HygR
(PUMa2163)

aox1

FB1

FB2aox1A

aox1A

1329

Este estudio

pbAox1A_HygR
(PUMa2163)

aox1

FB2

AB33aox1A

aox1A

1330

Este estudio

pbAox1A_HygR
(PUMa2169)

aox1

AB33

FB2aox1-Gfp

aox1-Gfp

1333

Este estudio

pAox1-
Gfp_NatR
(PUMa2169)

aox1

FB2aox1A

AB33aox1-Gfp

aox1-Gfp

1369

Este estudio

pAox1-
Gfp_NatR
(PUMa2169)

aox1

AB33aox1A

FB2Poter:a0x1-Gfp

aox1-Gfp

1816

Este estudio

OPoter:a0x1-
Gfp_CbxR
(p2768)

ip

FB2

FB2Poter:5’UTR-a0x1-
Gfp

aox1-Gfp

1814

Este estudio

OPoter:5SUTR-
aox1-Gfp
(p2767)

ip

FB2

AB33Pgter:a0x1-Gfp

aox1-Gfp

1817

Este estudio

OPoter:a0Xx1-
Gfo_CbxR
(p2768)

ip

AB33

AB33Pgter:5'UTR-a0x1-
Gfp

aox1-Gfp

1815

Este estudio

OPoter:5SUTR-
aox1-Gfp
(p2767)

ip

AB33
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Descripcion de plasmidos usados para la generacion de cepas de U. maydis.

Plasmido

pUMa

Casete de

resistencia

Descripcion

pAox1A_HygR

2163

Inserto de Sfil de
MF1hs

Plasmido para la generacion de las mutantes con la

eliminacion del aox71. El casette de resistencia esta
flanqueado, rio arriba y rio debajo de la regiéon del aox1, por
1kb. La region flanqueada se amplificé por PCR usando los
oligos oRL1400/0RL1401 y oRL1402/0RL1403. El molde de
DNA viene de la cepa silvestre UM521. El plasmido se gener6

por la técnica de clonacion Golden Gate [67].

pAox1-Gfp_NatR

2169

Inserto de Sfil de
pMF5-1n

Plasmido para generar las fusiones de aox7 con eGfp. Un
casette que contiene la Gfp, el terminador Tnos y €l gen de
resistencia a nourseotricina, fue flanqueado por una region rio
arriba de 2.4 kb, que incluye 1.3 kb del ORF del aox?7 y una
region rio abajo de 1 kb aox7. Las regiones de los flancos, se
amplificaron por PCR usando los oligos oRL1400/0RL1425 y
oRL1402/0RL1403. El molde de DNA viene de la cepa
silvestre UM521.

pPoter:5UTR-aox1-
Gfp

2767

CbxR para la
integracion al

locus ips.

Plasmido con integracion ectopica y expresion de aox7-Gfp.
Contiene 1.3 kb del marco de lectura abierta (ORF), del aox1
N-terminal, fusionado con eGfp, flanqueado rio arriba por un
promotor fuerte, Poter, constitutivamente activo y rio abajo por
el terminador transcripcional Tres. Esta construccion, mantiene
la region 5° UTR de 65 bp del aox?. El ORF y la 5’ UTR, fueron
amplificados por PCR utilizando los oligos, oMF894/0DD808 y
como templado se utilizé DNA del pAox1-Gfp_NatR.

PPoter:a0x1-
Gfp_CbxR

2768

CbxR para la
integracion al

locus ipS.

Plasmido con integracidon ectépica y expresion de aox7-Gfp.
Contiene 1.3 kb del marco de lectura abierta (ORF), del aox1
N-terminal, fusionado con eGfp, flanqueado rio arriba por un
promotor fuerte, Potef, constitutivamente activo y rio abajo por
el terminador transcripcional Tnes. EI ORF fue amplificado por
PCR utilizando los oligos, oMF894/0DD808 y como templado
se utilizé DNA del pAox1-Gfp_NatR.
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Oligonucleétidos de DNA usados en este estudio.

Designacion Secuencia de nucleétidos (5' --> 3') Caracteristicas
oRL1400 GGTCTCGCCTGCAATATTCCACTGAGATAGTCGTTGAGG aox1 u2

oRL1401 GGTCTCCAGGCCGGTTACTGGCTTGGGCTG aox1 u3

oRL1402 GGTCTCCGGCCCTGCTTTCCAACTGGATTCG aox1d1

oRL1403 GGTCTCGCTGCAATATTTTTCCCATGAGATGCTGC aox1 d2

oRL1425 AATGGCCGCGTTGGCCGCAGCGGTCTTTTCGGCCGC aox1 u3-fus
oMF894 TCGCAAGACCGGCAACAG

oDD808 GGCGAATTCCAGACTTTTAGCAACCATACCAAAGC Ectdpico con 5’UTR
oDD809 CGGGAATTCATGTACGTTAGTACGCCCATC Ectopico sin 5’'UTR
oRL1399 GTTCAACACGTCCGGAGG aox1 u1

oRL1404 CGCTGTTGCTCCATTCGG aox1d3

oRL1405 AGGTACCCGGACCACAAC aox1 p1

oRL1406 GATTGAGCCAACCGTCGG aox1 p2

cDNA Aox1 TCAAGCGGTCTTTTCGGCC aox1

cDNA elf2B TTACTCCGAATCCTCTTCCTCC elF2B

Fwd Aox1 AGAGAATGCACCTCCTCGTT aox1, 200pb

Rev Aox1 GGCAGTCTTCCTTCCTTGAG aox1, 200pb

Fwd elF2B CTAGGGCCAAATCTCAGCAG elF2B, 200pb

Rev elF2B TGGCAAGGATGAAAATCTCC elF2B, 200pb
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Abstract

The mitochondrial alternative oxidase is an important enzyme that allows respiratory activity
and the functioning of the Krebs cycle upon disturbance of the respiration chain. It works as a
security valve in transferring excessive electrons to oxygen, thereby preventing potential
damage by the generation of harmful radicals. A clear biological function, besides the stress
response, has so far convincingly only been shown for plants that use the alternative oxidase
to generate heat to distribute volatiles. In fungi it was described that the alternative oxidase is
needed for pathogenicity. Here, we investigate expression and function of the alternative oxi-
dase at different stages of the life cycle of the corn pathogen Ustilago maydis (Aox1). Inter-
estingly, expression of Aox1 is specifically induced during the stationary phase suggesting a
role at high cell density when nutrients become limiting. Studying deletion strains as well as
overexpressing strains revealed that Aox1 is dispensable for normal growth, for cell morphol-
ogy, for response to temperature stress as well as for filamentous growth and plant pathoge-
nicity. However, during conditions eliciting respiratory stress yeast-like growth as well as
hyphal growth is strongly affected. We conclude that Aox1 is dispensable for the normal biol-
ogy of the fungus but specifically needed to cope with respiratory stress.

Introduction

The alternative oxidase (AOX) is a widespread monotopic protein associated with mitochon-
dria of plants [1, 2], some metazoa (Annelida, Sipuncula, Mollusca, Arthropoda) [3], fungi [1,
4-9] and protists [2, 10-13]. Early structural modeling suggested that the protein contains two
hydrophobic regions and two iron binding motifs, which are involved in the transfer of elec-
trons from two molecules of ubiquinol (QH,) to oxygen, resulting in the production of water

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173389 March 8,2017

1/20


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0173389&domain=pdf&date_stamp=2017-03-08
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

@° PLOS | ONE

Aox1 function in Ustilago maydis

grant from CONACyT, 218133, México. Guadalupe
Guerra received a grant from Secretaria de
Investigacion y Posgrado (SIP 20150761),

Instituto Politécnico Nacional (IPN). Christian A.
Cardenas-Monroy received a doctoral fellowship
grant from CONACyT, México. Research in the
laboratory of M Feldbriigge was supported by DFG/
CONACyT FOR1334.

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

[10]. This architecture was confirmed by the crystal structure of the protein from Trypanosoma
brucei [14].

AOKX facilitates respiratory activity of mitochondria and therefore the functioning of the
Krebs cycle in the presence of inhibitors of the cytochrome pathway, such as nitric oxide or
cyanide (both inhibitors of complex IV), and antimycin A (inhibitor of complex III) [2, 10,
15]. Furthermore, AOX is specifically inhibited by n-propylgallate (nPG) or n-octylgallate
(nOG), and salicylhydroxamic acid (SHAM) [16]. As expected from its monotopic nature,
the enzyme does not generate a proton electrochemical potential gradient, and thus it is not
involved directly in the synthesis of ATP and the conservation of energy [2]. Regulation of
AOX activity is similar in fungi and protists, but different in plants. In plants the enzyme is a
homodimer which is activated by the reduction of a disulfide bridge between two cysteine resi-
dues located in different subunits of the homodimer, followed by the formation of a thiohe-
miacetal with a ketoacid, mostly pyruvate [15, 17-22]. In contrast, the AOX in fungi and
protists is activated by AMP and GMP [23-26].

So far, the role of the alternative oxidase (AOX) in the majority of the organisms is unclear,
but at least four general functions have been proposed for this protein. First, the presence of
AOX prevents the inhibition of the Krebs cycle when the mitochondrial cytochrome pathway
is blocked [27]. This allows anaplerotic reactions to feed biosynthetic pathways that maintain
cell growth and survival under harmful conditions [28]. Second, a thermogenic effect gener-
ated by the activity of AOX in some plants has been described [29]. Third, AOX activity is an
important cellular mechanism for the prevention of oxidative stress. Indeed, regulation of
AOX expression by ROS has been reported for plants [30] and fungal cells [31]. Finally, AOX
is important for the development of the parasite T. brucei [10]. Because the amount of mito-
chondrial cytochromes is insufficient when T. brucei is living in the bloodstream of its host,
the activity of AOX is essential for the survival of the parasite [10]. Therefore, this enzyme has
been proposed as a target for chemotherapeutic treatment of T. brucei infections [32].

In fungi it has been proposed that AOX participates in the response of cells against different
types of stress. This is mainly based on observations that the amount of AOX transcripts is
increased during e.g. heat shock in Aspergillus niger and Yarrowia lipolytica [31, 33], during an
oxidative stress in Aspergillus fumigatus [34], A. niger [31], Magnaporthe grisea [8], Candida
albicans [35], Hansenula anomala [36], Paracoccidioides brasiliensis [37], and under osmotic
stress in A. niger [31]. In pathogenic fungi such as Cryptococcus neoformans [38] and P. brasi-
liensis [39] virulence was decreased when AOX gene was deleted, suggesting an important role
for this enzyme during the infection process.

We study mitochondrial functions in Ustilago maydis, a dimorphic fungus of the basidiomy-
cetes phylum, which infects the economically important crop maize [40, 41]. U. maydis repre-
sents a versatile eukaryotic model organism due to its easy cultivation and a set of established
molecular, cell biological as well as biochemical tools. In the past U. maydis has been used to
study several biological processes, such as host-parasite relationships [42-45], yeast-mycelium
transition [45, 46], gene regulation [47], and more recently, intermediary metabolism [5, 23,
48].

Importantly, in comparison with other model yeasts such as Saccharomyces cerevisiae, mito-
chondria of U. maydis do contain an electron transport chain with the four classic respiratory
complexes (complex L, II, ITI, and IV), the glycerol 3 phosphate shuttle, and a pair of alternative
elements, at least an external NADH dehydrogenase, and the alternative oxidase, Aox1, which
is activated by AMP [4, 23]. In contrast with the yeast S. cerevisiae, which can produce ethanol
through fermentation [49], U. maydis is a fully respiratory microorganism that depends on
mitochondrial activity for the synthesis of ATP [5, 50]. Previously, we have shown that inhibi-
tion of Aox1 activity by nOG induces lipid peroxidation [51]. In the present study we analyzed
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the biological function of the enzyme in more detail by combining expression studies and
reverse genetics.

Materials and methods
Materials

Analytical grade reagents were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), E.
Merck (Darmstadt, Germany), BioRad (Hercules, CA, USA), Agilent Technologies (La Jolla,
CA, USA), Axygen Biosciences (Union City CA, USA), Qiagen (Hilden, Germany), Millipore
(Billerica, MA, USA) and Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt, Germany). U. maydis
ATCC 201384 FB2 was obtained from the American Type Cell Collection (Manassas, VA,
USA).

Strains and cell cultures

Strains were constructed as described elsewhere [52]. U. maydis strains were grown at 28°C in
rich YPD medium (1.0% glucose, 0.25% peptone, and 0.5% yeast extract), minimal medium
(MM) with different carbon sources (1.0% glucose, 0.4% ethanol, 1.0% glycerol or 1.0% lactate)
and nitrogen sources (0.3% of ammonium as (NH,),SO, or 0.3% of nitrate as KNO3), 1x salt
and 1x mineral solutions [53]. In all cases, cells were cultured in 100 mL of YPD for 18-24 h,
harvested by centrifugation at 1000 g, washed twice with H,O, and the final suspension (1 mL/
g wet weight) was used to inoculate 1 L of medium with 20 absorption units (A600nm). The
cells were harvested at the exponential or stationary phases and suspended with distilled H,O
at a final ratio of 1 mL/g wet weight. Duplication times were obtained from measurements of
the optical density at 600 nm.

Plasmid construction

Escherichia coli Top10 (Invitrogen/Life Technologies) was used for cloning purposes with con-
ventional culture and transformation techniques [54]. Plasmid pUMa2163 was generated using
the Golden Gate cloning technology [55]. Briefly, upstream flank (UF) and downstream flank
(DF) of aox1 (accession number umag_02774) were generated by PCR on UM521 genomic
DNA using oligonucleotide combinations oRL1400/0RL1401 and oRL1402/0RL1403 (S1 File),
respectively. PCR products and pUMal507 (storage vector I for simple knockout with HygR)
were cut and ligated into pUMal467 (destination vector) in a one-pot Bsal restriction/ligation
reaction. For the construction of pUMa2169 a new UF containing the aoxI ORF and 1015 bps
upstream region was generated by PCR using oligonucleotide combination oRL1400/0RL1425
(S1 File) on UM521 genomic DNA. The product was cut with Sfil/XcmI and ligated with a 4300
bps Sfil/Xcml fragment derived from pUMa2163 as well as a 2448 bps Sfil/Sfil fragment derived
from pUMa389, containing eGfp and a Nourseothricin-resistance cassette for C-terminal pro-
tein fusions [56]. Plasmid constructions were verified by analytical restriction reactions as well
as by sequencing of all regions amplified by PCR. For ectopic expression of aox1-Gfp under
control of the Potef promoter, the ORF of aox1 was amplified by PCR using oligonucleotide
combinations 0DD808/0MF894 (with 5 UTR), and oDD809/0MF894 on UM521 DNA and
was introduced into p123 [57].

Oxygen consumption measurement

Oxygen consumption was measured in a 1.5 mL chamber at 30°C, using a Clark-type electrode
connected to an YSI5300A biologic oxygen monitor [4, 23]. The assays were carried out in 20
mM Tris-HCI pH 7.0, 5 to 10 mg of cells (wet weight), and 7.0 mM glucose as substrate. 1.0
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mM potassium cyanide (CN) was used to inhibit the cytochrome pathway and 6.0 pM of n-
octylgallate (nOG) to inhibit the alternative oxidase (Aox1). Ethanol or dimethyl sulfoxide
(DMSO), were used to prepare the 4.0 mM stock solution of nOG.

Mitochondria isolation

U. maydis cells were harvested by centrifugation (3000 g, 5 min), washed twice with distilled
H,0, and resuspended in lysis buffer (300 mM mannitol, 50 mM KH,PO,, 5.0 mM MgCl,,
1.0mM EDTA, 20 mM Hepes-KOH, pH 7.0) to a final ratio of 3.5 mL/g wet weight. Subsequent
steps were carried out in the same buffer at 4°C. Cells were disrupted with glass beads, in the
presence of 1.0 mM of phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF); the tubes were agitated 4 times
for 30 s, at 2 min intervals in a Mini-Beadbeater (Biospec products, USA). Mitochondria were
isolated by differential centrifugation as previously described [23]. Briefly, cell debris was elimi-
nated by centrifugation at 3000 g for 10 min. The mitochondrial pellet was obtained by spinning
the 3000 g supernatant for 10 min at 12000 g, washed once to eliminate cytosolic contamina-
tion, and suspended with lysis buffer to a final protein concentration of 10-30 mg/mL.

Determination of protein concentration

Protein concentration was determined as described by Lowry et al. [58]. Bovine serum albu-
min (BSA) was used as standard.

Microscopy, image quantitative analysis and flow cytometry

Microscopic analysis of sporidial and hyphal cells of U. maydis was performed as described
before [52]. For staining with Mitotracker Red U. maydis cultures were grown to an ODgpg =
0,5 incubated with 1 mg/ml Mitotracker Red CM-H,ROS (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA) for 5 minutes, washed with CM and then directly analysed. For biotin staining of the cell
wall, U. maydis cells were harvested and washed twice with 50 mM PBS (pH 8.0), resuspended
in PBS with 1mg/ml biotin and incubated for 30 min at room temperature. Washed thrice
with 6x Vol.TM buffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl,, pH 7.5), and 1x with 6x Vol. PBS.
For subsequent biotin staining with avidin cells were washed twice with 6x Vol. H,O, resus-
pended in 1ml H,O + 1 ul Extravidin-TRITC (a modified avidin conjugated to the fluoro-
chrome tetramethyl-rhodamine isothiocyanate; Sigma-Aldrich) and incubated for 10 min at
room temperature. Cells were washed twice with 1 ml H,O and resuspended in fresh medium.
For Aox1-Gfp expression analysis by flow cytometry the Umal333 (Aox1-Gfp) strain was
used. Samples of cells grown in minimal media supplied with ethanol as carbon source, har-
vested in the stationary phase, incubated in the presence of glucose 1.0% and in the presence
or absence of antimycin A were taken every hour for 5 hours. Cellular samples were fixed with
paraformaldehyde 0.5% in PBS buffer (monobasic potassium phosphate 3.0 mM; dibasic
sodium phosphate 10 mM; sodium chloride 155 mM, pH 7.4) and then the data acquired on a
BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ, USA), FACScalibur flow cytometer and analysed with the
Flow Jo software [59].

Desiccation test

The desiccation test was adapted from Capece et al. 2016. [60]. Cultures of U. maydis strains
were grown until they reached stationary phase. Cultures were then diluted to an ODgqq of 1.0.
Subsequently, 1 ml aliquots of the cell cultures were transferred to 1.5 ml reagent tubes. After
centrifugation, the supernatant was discarded and the cell pellets were dried for 0 or 4 hours at
28°C. Subsequently, the pellets were suspended in 1 ml H,O and cells resuspended by
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incubating at 28°C and 1.000 rpm. The resuspended cells were plated on CM + glucose plates
and after three days of growth, the colony forming units (cfu) were quantified.

SDS-PAGE and Aox1 immunodetection

Proteins from mitochondrial preparations were separated by SDS-PAGE on 7.5% (w/v) poly-
acrylamide slab gels [61], and transferred to a PVDF membrane by a discontinuous buffer sys-
tem [62]. Nonspecific antibody-binding sites were blocked in a Tris-buffered saline-Tween
solution (TBST) with 5% of nonfat milk. Detection of the wild type Aox1 protein was carried
out with a monoclonal anti-AOX antibody (dilution 1:100), raised against Sauromatum gutta-
tum (voodoo lily) AOX [63]. Detection of Gfp fusion proteins was carried out with a mixture of
two monoclonal antibodies against Gfp (clones 7.1 and 13.1, Roche Diagnostics, Basel, Switzer-
land). Bound antibodies were detected with the appropriate HRP-labeled secondary antibodies
and the immobilon western chemiluminescence HRP substrate (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany).

Results and discussion

Aox1 capacity and protein amount is highly elevated during stationary
phase

In order to learn more about the function of Aox1 we settled out to investigate enzyme capacity
during the saprophytic yeast phase at different nutritional conditions. To this end we tested dif-
ferent nutrients and generated growth curves to define the exponential and stationary phases for
each condition. An association between AOX expression and both the growth phase and the car-
bon source has been observed in other fungi, although the expression patterns depended on the
fungus species. For instance, AOX capacity was insignificant during the exponential phase when
Pichia membranifaciens, Debaryomyces hansenii, and Y. lipolytica were cultured in the presence of
glucose, and increased when cells reached the stationary phase [50, 64, 65]. C. albicans contains
two alternative oxidases, Aox1A and Aox1B; Aox1A is constitutive, while Aox1B is expressed
during the exponential phase when cells were grown in the presence of non-fermentable sources,
but there was no expression of Aox1B in the presence of glucose [66, 67]. When Pichia pastoris
was cultured in a medium containing glucose as carbon source, the expression of the AOX
occurred in both the exponential and stationary phases ([68]).

Glucose, regardless the nitrogen source, and ethanol were good substrates for U. maydis,
growing with duplication times between 2.0 + 0.1 and 4.9 + 0.3 h (S1 Fig). For glucose and eth-
anol 10 h corresponded to the exponential phase and 24 h to the stationary phase (S1 Fig). In
contrast, cell growth in the presence of glycerol or lactate was quite slow (S1 Fig), such that 50
h corresponded to the exponential phase, and 125 h to the early stationary phase. Importantly,
we can now differentiate precisely between exponential and stationary phases under the differ-
ent growth conditions.

Previously, we reported that mitochondrial oxygen consumption by U. maydis depends on
the classic cytochrome pathway (complexes I, I, III, and IV) and the Aox1 [4], which is inhib-
ited by nOG and activated by AMP [23]. Taking advantage of this specific inhibition, we deter-
mined the respiratory activity of U. maydis cells cultured in media with different carbon and
nitrogen sources, and harvested in the exponential or stationary phase. As shown in Fig 1A,
two types of results were observed upon the addition of cyanide, which can be explained by the
amount of Aox1 in the inner mitochondrial membrane. Cells grown in YPD and harvested in
the stationary phase showed a more a less continuous rate of oxygen consumption when the
cytochrome pathway was inhibited by cyanide, indicating a high capacity of the Aox1. The
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Fig 1. Aox1 is expressed in the stationary phase. A) Representative oxygen consumption measurements of FB2 sporidia in
exponential and stationary phases. Respiration resistant to potassium cyanide (KCN) in U. maydis was due to the alternative oxidase
(Aox1), which was inhibited by the addition of 6.0 uM of n-octylgallate (nOG). B) Percent of Aox1 capacity of cells cultured in several
carbon and nitrogen sources and harvested at the exponential and stationary phases. The respiratory activity was determined from
the slope obtained before and after the addition of cyanide, as shown in Fig 1A. C) Western blot of the Aox1 in mitochondria of cells
cultured in different carbon and nitrogen sources. The Coomassie stain shows similar protein load for the different lanes.

doi:10.1371/journal.pone.0173389.9001

same holds true for cells cultivated in minimal medium with glucose and ammonium or
nitrate as nitrogen sources (Fig 1B). This result was not unexpected since an increase of oxygen
uptake in U. maydis cells upon the addition of antimycin A was described previously [69, 70].
However, for cells grown in the presence of glucose and harvested in the exponential phase,
there was a large inhibition of the respiratory activity (80-98%), pointing to a low capacity of
the Aox1 (Fig 1A). This effect was observed with the three nitrogen sources and in the presence
of glucose (Fig 1B), suggesting that this behavior strongly depends on the growth phase of the
cells. For the other carbon sources (ethanol, glycerol, and lactate), an inhibition of the respira-
tory activity by cyanide was observed in both growth phases (Fig 1B). In all cases, the residual
respiratory activity was inhibited by nOG, indicating the participation of Aox1. In essence,
higher Aox1 capacities were obtained when cells were grown in the presence of glucose and
harvested at stationary phase (Fig 1B). It should be noted that addition of nOG instead of
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cyanide produced only 0-15% inhibition of oxygen consumption in nearly all conditions, even
in the mutant lacking Aox1 (data not shown).

To verify these results we followed two different strategies. Firstly, we detect the amount of
Aox1 in mitochondrial protein fractions. To this end we performed Western blot experiments
using a monoclonal antibody raised against plant AOX from S. guttatum (voodoo lily) [23, 63].
The antibody detected only a single band in the expected size of 49 kDa (Fig 1C). In agreement
with the results shown in Fig 1B, the presence of Aox1 was observed only in mitochondria iso-
lated from cells grown in the presence of glucose and harvested at the stationary phase (Fig
1C). In contrast, Aox1 was not detected in cells grown in the presence of glucose but harvested
in the exponential phase (Fig 1C), or when cells were cultured in ethanol, glycerol or lactate,
independent of the growth phase (Fig 1C).

Secondly, we generated strains expressing Aox1 fused at its C-terminus with Gfp (Aox1-
Gfp) at the homologous locus of laboratory strain FB2. In order to test the functionality of the
fusion protein we compared its capacity to wild type and to gene deletion mutant aox1A4 (Fig
2A). Testing the latter strains revealed that, as expected, no alternative oxidase activity could
be measured (Fig 2B). Aox1-Gfp was clearly functional although its capacity was reduced in
comparison to wild type (Fig 2B).

Studying cells grown to stationary phase using fluorescence microscopy revealed that
Aox1-Gfp localized to mitochondria in vivo (Fig 2C). In order to compare the amount of
Aox1-Gfp in mitochondria from exponentially grown cells and cells from the stationary phase
we analyzed a mixture of cells simultaneously (Fig 2D, exponentially grown cells were labeled
with biotin/avidin-TRITC for identification). This showed unambiguously that mitochondrial
Aox1-Gfp was only detected in cells from the stationary phase. In summary, Aox1 capacity
and expression was specifically induced when cells enter the stationary phase.

At first sight, this behavior makes sense. In the exponential phase, cells are rapidly dividing
and engaged in biosynthetic processes supported by ATP [65, 71]. Since Aox1 decreases the
efficiency of the oxidative phosphorylation its activity should be turned off or decreased when
cells have a high requirement of ATP. However, cells in the stationary phase will face an envi-
ronment with hypoxia, due to the high cell density reached at the end of the exponential phase
and the large respiratory capacity of U. maydis cells. These are indeed the conditions for reduc-
tion of the ubiquinone pool in mitochondria and the generation of reactive oxygen species
(ROS). Since AOX has been implicated in the protection against ROS, the increase in AOX
capacity at the stationary phase might be related to this specific function. However, with etha-
nol, lactate, and glycerol the Aox1 capacity was approximately the same when cells moved
from the exponential into the stationary phase (Fig 1B) pointing to a specific effect of glucose
on the expression and/or capacity of Aox1 during the growth curve. In agreement with our
results AOX was present in both phases when D. hansenii was grown with lactate as the carbon
source, suggesting that this effect is related with the presence of glucose and the growth phase
[65].

Aox1 expression is transcriptionally induced at the early stationary
phase

In order to analyze the precise timing of Aox1 expression we performed time course experi-
ments with Aox1-Gfp. We observed an increase of Aox1-Gfp amount at the onset of the sta-
tionary phase (Fig 3A). Since changes in pH of the culture medium during the cell growth
might be associated with the expression of Aox1 we grew the cells in the presence of 100 mM
MOPS (pH 7) to avoid acidification. Changes in the amount of Aox1 during incubation time
were detected in cell extracts using anti-Gfp antibodies. The expression pattern of Aox1 was
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Fig 2. Validation of the function and localization of Aox1-Gfp and other mutants. A) Schematic
depiction of the genomic loci of the investigated strains. For deletion the ORF of aox1 was replaced by a
hygromycin resistance cassette. The strains with the genotype aox7-Gfp express a C-terminal Gfp fusion
of aox1 under control of the native aox1 promoter. Ectopic expression of aox1-gfp was achieved by
introducing a C-terminal fusion with Gfp in the defined cbx locus. These constructs were expressed by the
constitutive active Py promoter. Where indicated, constructs included the 65 bp native 5’ UTR of aox1.

B) Representative respiration profiles of FB2 (wt) and aox 1A sporidia in the stationary phase upon addition
of respiratory inhibitors. Potassium cyanide (KCN), inhibits complex IV of the respiratory chain. Residual
respiration is due to the activity of alternative oxidase (Aox1) and can be inhibited by addition of n-octylgallate
(nOG). Note that FB2aox1A does not show any respiration after addition of CN. Furthermore, oxidase
capacity of aox1-Gfp in FB2aox1-Gfp seems to be attenuated, due to lower oxygen consumption (S2 Fig). C)
Localization of Aox1-Gfp into the mitochondria of stationary phase sporidia of U. maydis. Sporidial cells were
stained with Mitotracker Red and Aox1-Gfp. Fluorescence signals were analyzed by fluorescence micro-
scopy. D) Aox1-Gfp signal can only be seen in the stationary phase of growth. Mixed culture of sporidial cells
in exponential phase (OD600 ~0.5) labeled with biotin/avidin-TRITC, and a stationary phase culture of U.
mayadis.

doi:10.1371/journal.pone.0173389.9002
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Fig 3. Expression of Aox1-Gfp. A) Expression of Aox1-Gfp dependent on OD and growth phase. Aox1-Gfp is expressed in the
stationary phase. Aox1-Gfp was detected by anti-Gfp. Tub1 serves as loading control. B) Expression of Aox1-Gfp is not dependent
on acidification of the media. Western Blot, growth curve, and pH values of the media (unbuffered = CM; buffered = CM + 100 mM
MOPS) depending on time. C) Sporidia of FB2, FB2Potef:aox1-Gfp, and FB2Potef:5' UTR-aox1-Gfp showing that aox1-Gfp under
the control of the otef-promoter is expressed irrespective of the growth phase.

doi:10.1371/journal.pone.0173389.9003

the same regardless of the acidification of the extracellular environment (Fig 3B). This observa-
tion is in agreement with our results that the pH value of the cultivation medium did not have
any influence on the growth of FB2 or FB2aox1A (S3 Fig).

To explore the main regulatory step of Aox1 expression we constructed two mutants in
which the wild type promoter was replaced by the constitutively active promoter P (Fig 2A).
In one case we included the 5’ untranslated region of aox1 to account for potential transla-
tional regulation (P:5 UTR-a0x1-Gfp; Fig 2A). In both cases Aox1 capacity was comparable
to wild type (S2 Fig), indicating that the increased expression of Aox1-Gfp rescued the slight
defect of the C-terminal fusion of Aox1 with Gfp (compare Fig 2B and S2 Fig) [72].
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Analyzing these strains revealed that the Aox1-Gfp amount was detectable at the same levels
during the exponential and stationary phases (Fig 3C). This suggests that the main regulatory
step takes place at the transcriptional level since the constitutive synthesis of aox] mRNA
resulted in the presence of the Aox1-Gfp in mitochondria from cells harvested in both the
exponential and stationary growth phases. In some plants and fungi, the presence of oxidative
stress [73, 74], low or high temperature [75, 76], or osmotic stress [77-79], induces an increase
in the concentration of AOX in mitochondria [66]. In the majority of the cases, this was associ-
ated with an activation of the synthesis of RNA, indicating that the expression of AOX in
plants and fungi is mainly regulated at the transcriptional level [80-82].

Aox1 is dispensable for yeast-like growth and for the response to
different temperatures

Next we wanted to learn more about the biological role of Aox1. It is difficult to interpret the
results from experiments with the AOX inhibitors because they affect other processes in cells.
For example, gallates inhibit the growth of S. cerevisiae in spite of the absence of an AOX in
this organism [83, 84]. Therefore, we used the aoxIA mutant (Fig 2A) to study the participa-
tion of this enzyme at different stages of the life cycle of U. maydis. First we used the FB2 strain
to analyze the influence of Aox1 on the saprophytic growth of U. maydis [57]. In contrast to
other reports in fungi (see below) we did not observe any difference between the FB2 wild type
and the aoxIA mutant. Cell budding (Fig 4A), growth rate in complete medium (Fig 4B), and
sensitivity to low (20°C) or high (37°C) temperatures (Fig 4C) were basically the same regard-
less the presence of Aox1, indicating that this enzyme was not involved in any of these pro-
cesses. The growth rate of FB2 and FB2aox1A was even comparable when using different
carbon sources (S3 Fig). It is worth noting that similar growth rates for wild type and the
mutant lacking Aox1 cultured in liquid rich medium were reported previously in U. maydis
[69].

Next we studied both the filamentous growth using the AB33 strain (wt and aox14) and
corn infection using the compatible FB1 and FB2 strains. Deletion of the aoxI gene had no
effect on the filamentous growth of the cell as hyphae grew unipolarly, and inserted septa at the
basal pole (Fig 5A). Also the rate of bipolar cells were not drastically increased (Fig 5B) suggest-
ing that microtubule-dependent processes were not disturbed, since it is known that this results
in an increased rate of bipolarity [52, 85]. Also, overexpression of the enzyme did hardly affect
the filamentous growth programme although we observed a slight increase in the amount of
bipolar hyphae in strains expressing Aox1-Gfp (Fig 5A and 5B). More interestingly, infection of
the maize plant was not affected by the absence of the Aox1 (Fig 5C) indicating that this enzyme
does not have a role during the initial infection and the further development of U. maydis inside
the plant.

In several pathogenic fungi, this enzyme participates in cellular growth, morphological
transitions (yeast-mycelium) [37, 86], and in some cases in the infection of the specific host
[87, 88]. Incubation of Sclerotinia sclerotiorum in the presence of salicylhydroxamic acid
(SHAM) inhibits the mycelial growth of the organism and diminished the biomass yield [89].
Similar results were obtained with Nomuraea rileyi [90]. Either incubation of N. rileyi with
SHAM or knock-down of the AOX gene drastically changed the hyphae morphology,
decreased the microsclerotial production, and reduced the growth yield of the fungus [90].
Mutants of C. neoformans, P. brasiliensis, and C. albicans lacking the AOX showed low viru-
lence and low tolerance to oxidative and other types of stress [37, 38, 66, 91]. In M. grisea loss
of Aox1 had no effect on the pathogenicity and virulence of this organism during the infection
of barley leaves. Interestingly, AOX was essential when the infection assays were conducted in
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absorbance at 600 nm. C) Effect of temperature on the growth of sporidia. Growth plates with 1:5 dilutions (starting with OD = 0.5).

doi:10.1371/journal.pone.0173389.g004

the presence of azoxystrobin, a fungicide that interacts with the respiratory complex III of M.
grisea [92].

Aox1 is crucial in coping with respiratory stress in the yeast and hyphal
form

Thus far we only tested normal unstressed conditions. In order to investigate a role of Aox1
during respiratory stress we used antimycin A to block complex III resulting in respiratory
defects. Like some commercial antifungal molecules that inhibit complex III (azoxystrobin or
metominostrobin [93]), antimicyn A also induces a respiratory stress. Loss of Aox1 renders
yeast-like cells of U. maydis completely sensitive to antimycin A whereas the growth of the
wild type and of strains expressing Aox1-Gfp was similar, supporting our previous conclusion
that Aox1-Gfp was at least partially functional. To better outline the differences between cells
lacking Aox1 (FB2aox1A), cells containing normal amounts of Aox1 but with different activi-
ties (WT, FB2aox1-Gfp), and cells overexpressing the enzyme (Pges:5 UTR-a0x1-Gfp and P
aox1-Gfp) we measured the number of colonies forming units (cfu) in the presence or absence
of antimycin A. In the absence of the inhibitor, the number of colonies was independent of the
presence of Aox1 or the expression levels of this enzyme in cells from both the exponential and
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doi:10.1371/journal.pone.0173389.9005

stationary growth phases, indicating similar viability in all conditions (Fig 6B). Growth in the
presence of antimycin A was fully inhibited in cells lacking the aoxI gene, regardless of the
growth phase, indicating the importance of this enzyme for cell growth when the cytochrome
pathway was inhibited (complex III or IV; Fig 6A and 6B). For cells expressing the normal
amount of the protein, FB2 and FB2aox1-Gfp strains, their viability on media containing anti-
mycin A was smaller in the exponential phase than in the stationary phase in agreement with
the lower amount of Aox1 in the exponential phase (Fig 6A and 6B). Interestingly, viability or
cell survival in the presence of antimycin A was fully recovered when cells overexpressed the
A0x1 (Porer:5 UTR-a0x1-Gfp and Pyer: a0x1-Gfp), in both growth phases (Fig 6B), indicating
that the alternative oxidase is important to deal with the inhibition of the respiratory chain,
allowing the generation of a proton motive force via complex I, and restoring the growth
capacity. In agreement with previous reports the presence of antimycin A induced the synthe-
sis of Aox1 (Fig 6C) [23], pointing to an unknown regulatory circuit. It has been proposed that
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doi:10.1371/journal.pone.0173389.9006
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doi:10.1371/journal.pone.0173389.g007

the signal underlying the synthesis of AOX is an increase in ROS, specifically hydrogen perox-
ide [73, 74]. A recent study reports that the AOX was essential to maintain mitochondrial res-
piration when plants were exposed to drought, an abiotic stress that inhibits the cytochrome
pathway [94]. In order to test for a similar function of Aox1 in U. maydis, we subjected FB2
derivates to desiccation. However, comparable survival rates were obtained for all aoxI alleles
(Fig 6D).

Importantly, the same protection of Aox1 during respiratory stress is also operational
during hyphal growth. In the absence of antimycin A growth of AB33 strains (wt, aox1A,
aox1-Gfp, Por.5’UTR-aox1-Gfp and P,r.aox1-Gfp), measured by the increase in the length
of the hyphae, was basically the same independent of the expression of Aox1 (Fig 7A and
7B). With antimycin A in the medium only the wt (AB33) and the two strains overexpres-
sing the protein (AB33P,r:5 UTR-a0x1-Gfp, and AB33P,.p:a0x1-Gfp) displayed normal
filamentous growth. In the aox1A, filamentous growth was fully inhibited, whereas cells
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containing the fusion of Aox1 with Gfp showed a reduced filamentous growth, suggesting
that the smaller capacity of Aox1-Gfp was not enough to support the synthesis of ATP
required for this process. In summary, in both growth forms of U. maydis, i.e. yeast-like and
hyphal growth, Aoxl1 is crucial to cope with respiratory stress. With few exceptions plants
and fungi increase their AOX capacity when incubated with H,0O,, menadione or paraquat
[34, 66, 67], suggesting an important role of the AOX to cope with oxidative stress. Western
blot analysis also indicates an increase in the mitochondrial AOX content for some of these
studies [66] and also an increase in AOX transcripts [81, 82]. After a 3-4 h incubation of U.
maydis sporidia in the presence of sodium azide, cyanide or antimycin A, there was an
increase in the rate of oxygen uptake in the presence of cyanide [69, 70] pointing to an
increase in the AOX content.

Conclusion

Aoxl is specifically induced during the stationary phase when cells are cultured in the presence
of glucose, independent of the nitrogen source. With other carbon sources the expression of
Aox1 was much smaller than with glucose and approximately the same in both growth phases.
Acidification of the growth media was not implicated in the expression of Aox1 in the stationary
phase. It seems that in rich YPD medium expression of Aox1 is mainly regulated at the tran-
scriptional level. In spite of the many roles proposed for AOX in fungal cells, in U. maydis this
enzyme does not participate in the growth of yeast cells or in the adaptation of cells to high or
low temperatures. Aox1 is dispensable for infectious growth and plant infection. However,
Aox1 allows the cells to grow in the presence of respiratory chain inhibitors. Thus, although
Aoxl is not essential for the known normal biology of the fungus, it is clearly needed to cope
with respiratory stress at different stages of the life cycle. It is important to note that Aox1 might
carry out additional functions during specific environmental conditions that escaped our analy-
sis, such as the survival and pathogenicity of U. maydis in the presence of fungicides.

Supporting information

S1 File. Description of strains, plasmids and oligonucleotides used in this study.
(PDF)

S1 Fig. Growth curves of Ustilago maydis. Ustilago maydis was grown in different carbon and
nitrogen sources and the absorbance at 600nm measured at the indicated time. YPD, rich
medium (1.0% glucose, 0.25% peptone, and 0.5% yeast extract); NH,*, minimal medium with
glucose (1.0%) and ammonium sulfate (0.3%); NO3’, minimal medium with glucose (1.0%)
and potassium nitrate (0.3%); EtOH, minimal medium with ethanol (0.4%) and ammonium
sulfate (0.3%); Lactate, minimal medium with lactate (1.0%) and ammonium sulfate (0.3%);
Glycerol, minimal medium with glycerol (1.0%) and ammonium sulfate (0.3%).

(TIF)

S2 Fig. Respiratory activity of strains with the Aox1 fuse to Gfp. Oxygen consumption was
measured as indicated under material and methods. Respiratory traces of aox1-Gfp, Pote-
[:5’UTR-aox1-Gfp, and Potef.aox1-Gfp sporidia in the stationary phase. Arrows show the
addition of KCN and n-octylgallate (nOG).

(TIF)

S3 Fig. Growth curves of Ustilago maydis FB2 and FB2aox1A. Ustilago maydis wild type and
the strain lacking aoxI were grown in different carbon sources as in S1 Fig, using ammonium
sulfate (0.3%) as nitrogen source. Minimal medium with glucose was prepared with or without
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Abstract

Mitochondria of Saccharomyces cerevisiae lack the respiratory complex I, but
contain three rotenone-insensitive NADH dehydrogenases distributed on both the
external (Ndel and Nde2) and internal (Ndil) surfaces of the inner mitochondrial
membrane. These enzymes catalyse the transfer of electrons from NADH to ubiqui-
none without the translocation of protons across the membrane. Due to the high
resolution of the Blue Native PAGE (BN-PAGE) technique combined with digitonin
solubilization, several bands with NADH dehydrogenase activity were observed
on the gel. The use of specific S. cerevisiae single and double mutants of the external
alternative elements (ANDE1, ANDE2, ANDE1/ANDE?2) showed that the high and
low molecular weight complexes contained the Ndil. Some of the Ndil associations
took place with complexes III and IV, suggesting the formation of respirasome-like
structures. Complex II interacted with other proteins to form a high molecular
weight supercomplex with a molecular mass around 600 kDa. We also found
that the majority of the Ndil was in a dimeric form, which is in agreement with the
recently reported three-dimensional structure of the protein. Copyright © 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction Supercomplexes with different stoichiometries are
found in mitochondria from mammals, plants, fungi
and bacteria. Bovine heart mitochondria contain
supercomplexes LILIV,, LI, and IV,
(Schagger, 2001). Different proportions of respira-
tory complexes I, III and IV are found in
supercomplexes from the ascomycete Neurospora

crassa (Marques et al., 2007). The most abundant

In recent years it has been described that the respi-
ratory enzymes in mitochondria from several
sources are assembled into supercomplexes
(Vonck and Schafer, 2009) and some were named
"respirosomes’ because they contained complexes
I, IIT and IV (Schagger and Pfeiffer, 2000), sug-

gesting the possibility of electron channelling from
NADH to oxygen (Genova et al., 2008; Vonck and
Schafer, 2009).

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

supercomplex in potato (Solanum tuberosum), bean
(Phaseolus vulgaris), barley (Hordeum vulgare) and
Arabidopsis thaliana is 1,111, (Berry and Trumpower,



1985; Dudkina et al., 2006; Eubel et al., 2004; Eubel
et al., 2003). Two supercomplexes were found in the
bacterium Paracoccus denitrificans, one containing
complexes III and IV (Berry and Trumpower, 1985)
and the other composed of complexes I, III and IV
(Stroh et al., 2004).

In contrast to the majority of the organisms,
mitochondria in S. cerevisiae lack complex I, a
multi-subunit complex that is sensitive to rote-
none, amital and piercidin b (Lenaz et al.,
2006). Instead, this yeast contains three
rotenone-insensitive NADH dehydrogenases dis-
tributed on both the external (Ndel and Nde2)
and internal (Ndil) surfaces of the inner mito-
chondrial membrane (de Vries and Marres,
1987; Overkamp et al., 2000). These enzymes ca-
talyse the transfer of electrons from NADH to
ubiquinone without the translocation of protons
across the membrane, but promote the activity
of complexes III and IV and thus allow the syn-
thesis of ATP by complex V (de Vries and
Marres, 1987; Overkamp et al., 2000). The three
alternative dehydrogenases in S. cerevisiae are
enzymes of low molecular weight (around 50
kDa) and structurally simpler than the typical
complex I (Overkamp et al., 2000). Regarding
the presence of respiratory supercomplexes in
all organisms studied, S. cerevisiae is not the ex-
ception. The presence of supercomplexes con-
taining the dimer of complex III (IIl,) and either
one (II,I1V,) or two (III,IV,) complex IV mono-
mers (Schagger and Pfeiffer, 2000; Stuart, 2008)
has been reported.

Kinetic studies also support the presence of
supercomplexes in S. cerevisiae mitochondria. In
an outstanding paper, Boumans et al. (1998)
showed that the respiratory chain of S. cerevisiae
mitochondria behaves as a single functional unit,
implying the absence of a homogeneous pool of
ubiquinone. On the other hand, the presence in S.
cerevisiae mitochondria of a large supercomplex
containing the external and internal alternative
NADH dehydrogenases, along with the succinate
dehydrogenase, was described based on the separa-
tion of Triton X-100-solubilized mitochondrial
proteins by the clear native PAGE technique
(Grandier-Vazeille et al., 2001).

In the last 20 years, the alternative respiratory
elements of mitochondria from different sources
have been the aim of several investigations
(Dudkina et al., 2006; Eschemann et al., 2005;

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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Melo et al., 1999; Pascal et al., 1990; Schmid
and Gerloff, 2004; de Vries and Grivell, 1988;
Velazquez and Pardo, 2001; Yamashita et al.,
2007). In particular, the internal NADH
dehydrogenase from yeast cells has been the tar-
get of many studies, due to its important medical
applications related to defects in mitochondrial
function. It has been shown that transfection of
mammalian cells with the NDII gene can restore
the mitochondrial electrochemical potential in
cells with defects in complex I (DeCorby et al.,
2007; Perales-Clemente et al., 2008), opening
the possibility of genetic treatment of Parkinson’s
and LEBER diseases (Marella et al., 2007, 2008).
In addition, cells transfected with the NDII gene
decreased the production of oxygen reactive
species (DeCorby et al., 2007; Marella et al.,
2007; Seo et al., 1998, 2006), while other cells
increased their lifetime, regardless of the dietary
restriction (Sanz et al., 2010).

Two independent groups described the three-
dimensional (3D) structure of S. cerevisiae Ndil
(Feng et al., 2012; Iwata et al., 2012) and, more
recently, the crystallographic structure of the
type II NADH dehydrogenase from the bacte-
rium Caldalkalibacillus  thermarum (Heikal
et al., 2014) was solved. The yeast and bacterial
enzymes are homodimers with a hydrophobic
surface that interacts with the inner mitochon-
drial membrane. In addition, one of the structures
clearly shows different binding sites for NADH*
and ubiquinone, suggesting the possibility of
simultaneous binding of both substrates (Feng
et al., 2012).

In this study we describe new protein—protein
interactions of the alternative internal NADH de-
hydrogenase in S. cerevisiae mitochondria. We
took advantage of the high resolution of the blue
native PAGE (BN-PAGE) technique, combined
with digitonin solubilization (a soft detergent)
to isolate novel complexes containing Ndil in
mitochondria of §. cerevisiae. Some of these
associations took place with complexes III and
IV, but we did not find an association with
complex II, as reported by Grandier-Vazeille
et al. (2001). The molecular weights of the
S. cerevisiae complexes containing Ndil were
in the range 145 (a molecular weight correspond-
ing to the dimer)-1660 kDa (in which Ndil
is likely attached to III,-IV, supercomplex,
forming a respirosome-like structure).
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Materials and methods

Materials

Sorbitol, sucrose, glucose, acrylamide and bis-
acrylamide were obtained from Sigma Chemical
(St Louis, MO, USA). Coomassie blue G-250 was
from Serva (Heidelberg, Germany). Zymolyase
was obtained from ICN Biomedicals Inc. All other
reagents were of analytical grade.

Strains, culture and isolation of yeast
mitochondria

Wild-type (CEN.PK113-7D; Mata; ura3; his3;
leu2; trpl; mal2-8; suc2) and mutant strains of
S. cerevisiae (CEN.PK152, CEN.PK162, and CEN.
PK167-2B) lacking the external NADH dehydroge-
nases (Luttik et al., 1998) were kindly provided by
Dr Peter Kotter (Institut fiir Mikrobiologie, Johann
Wolfgang Goethe-Universitidt Frankfurt, Germany).
The NDEI gene was deleted in the CEN.PK152
strain (Mata; ura3; his3; leu2; trpl; mal2-8; suc2;
ndel::loxP-kanMX4-loxP), NDE2 in the CEN.
PK162 strain (Mata; ura3; his3; leu2; trpl; mal2-8;
suc2; nde2::loxP-kanMX4-loxP) and both genes,
NDE!] and NDE2, were removed in the CEN.
PK167-2B strain (Mata; ura3; his3; leu2; trpl;
mal2-8; suc2; ndel:loxP-kanMX4-loxP; nde2::
loxP-kanMX4-loxP) (Luttik et al., 1998).

Cells were grown in liquid YPD medium (yeast
extract 1%, glucose 1%, bactopeptone 0.25 %), at
190 rpm, 28°C, for 18 h and harvested at the end
of the logarithmic growth phase. The cells were
washed twice with 20 mM Tris, pH 7.0, and incu-
bated at 30°C for 60 min in the presence of
zymolyase (50 U/g wet weight) to form sphero-
plasts. The spheroplasts were centrifuged at 4260
x g and suspended in buffer A (10 mM MOPS,
0.5 M sorbitol, 0.35 mMmM EDTA and 17 mM
KH,PO4, pH 6.8) and homogenized by 10-15
strokes in a Teflon Potter-Elvehjem homogenizer.
From this point on, all steps were carried out at
0-4°C. Mitochondria were obtained by differential
centrifugation. The crude extract was centrifuged
at 4200 x g for 8 min and the resultant supernatant
at 12 000 x g for 12 min. The pellets were
suspended with a small volume of buffer A to a fi-
nal concentration of 15-30 mg protein/ml and
stored at —70°C until use. It is worth mentioning
that similar results were obtained when cells were

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

mechanically disrupted by glass beads in a bead
beater. The protein concentration was determined
according to Lowry et al. (1951) using bovine
serum albumin as standard.

Sample preparation for native electrophoresis

The respiratory complexes and supercomplexes of
S. cerevisiae mitochondria were resolved by blue na-
tive PAGE, as described by Schagger and von Jagow
(1991), with minor modifications. Briefly, mitochon-
dria (1 mg protein) were suspended in 200 pl buffer
(50 mM Bis—Tris and 500 mM 6-aminocaproic acid,
pH 7.0) and solubilized by adding 1-10 pl digitonin
(50% stock), corresponding to digitonin:protein ra-
tios in the range 0.5-5 (g/g). Detergents were added
drop by drop until the final w/w ratio was reached.
The mixtures were incubated with gentle stirring for
30 min at 4°C, and centrifuged at 100 000 x g for
30 min at 4°C. The supernatants were recovered
and supplemented with 10 pl blue native buffer
[10% glycerol, 0.2% Coomassie brillant blue G-250
and 20 mM 6-aminocaproic acid for blue native
PAGE (BN-PAGE)] or 2 ul 0.1% Ponceau S-dye
for clear native PAGE (CN-PAGE) before applica-
tion onto linear polyacrylamide gradient gels
(5-10% or 3.25-7.5%).

For BN-PAGE, the anode buffer contained
50 mM Bis-Tris/HCI, pH 7.0, and the cathode
buffer 50 mM tricine, 15 mM Bis—Tris, pH 7.0,
and Coomassie dye (0.02% or 0.002%). When
two-dimensional (2D) BN-PAGE was performed,
0.02% DDM was added to the cathode buffer. Gels
were run in the cold (4°C) at 35 V for 10 h and
stopped when the sharp line of the dye approached
the gel border.

The molecular weights of the respiratory com-
plexes and supercomplexes were determined
according to their electrophoretic mobility and in-
gel catalytic activity. Since there is a large amount
of information on the composition and molecular
masses of complexes and supercomplexes from
bovine heart mitochondria, they were used as
molecular weight markers, as suggested by Wittig
et al. (2010). Bovine heart mitochondria were sol-
ubilized as described in a previous paragraph.

In-gel catalytic activity assays

In-gel activity assays were performed as described
by Jung et al. (2000). In brief, gel strips loaded

Yeast (2015)
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with digitonin extracts (150 pg mitochondrial pro-
tein) were assayed for NADH dehydrogenase
activity (NADH: methylthiazolyldipheny! tetrazo-
lium bromide (MTT) oxidoreductase) in a buffer
containing 5 mg MTT and 3.75 mg NADH in
10 ml 10 mM Tris—HCI, pH 7.4. After about
10-25 min the reaction was stopped using the fix-
ing solution (50% methanol, 10% acetic acid). For
the succinate:MTT oxidoreductase activity, the
buffer contained 10 mM sodium succinate, 1 mg
phenazine methosulphate, 4.5 mM EDTA and
20 mg MTT in 10 ml 50 mm K,HPO,, pH 7.4. Ap-
proximately 10-30 min of incubation was required
for the development of the colour, then the reaction
was stopped by adding fixing solution. The assays
were performed at 20-25°C and NADH or succi-
nate dehydrogenase activity was correlated with
the development of purple precipitates in the gel.

To assay the activity of complex IV, the gel strip
was incubated in a solution containing 10 mg
diaminobenzidine (DAB) dissolved in 10 ml
50 mMm K,HPOy, pH 7.2, and 2 mg horse heart cy-
tochrome c. The assays were performed at 20-25°C.
After 30—40 min of incubation, the activity was
observed as a brown precipitate and then the gel
was transferred to the fixing solution.

For the ATP hydrolysis assay of complex V, gel
strips were incubated at 37°C in assay buffer
(50 mMm glycine, adjusted to pH 8.0 with
triethanolamine, 10 mM MgCl,, 0.2% Pb(NOs),
and 8 mM ATP) for 1-2 h. ATP hydrolysis corre-
lated with the development of white lead phos-
phate precipitates. The reaction was stopped
using 50% methanol for 30 min, and then the gel
was transferred to water and scanned against a dark
background.

Gel activities at different digitonin:protein ratios
are highly reproducible for each respiratory com-
plex when preparations of fresh mitochondria were
used. However, to gain clarity in this work, we re-
used the lanes of the same blot to show the activi-
ties of NADH dehydrogenase, complexes II, IV
and V, at different digitonin:protein ratios. We car-
ried out five BN—PAGE analyses on the same day.
The five gels were loaded with samples of mito-
chondria solubilized with different concentrations
of digitonin, and each gel was treated indepen-
dently to detect NADH dehydrogenase activity,
complex II, complex IV and complex V; the last
gel was used for Coomassie staining. From these
gels we selected the lanes corresponding to a

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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digitonin:protein ratio of 2 to construct Figure 2
and the 0.5 ratio for Figure 4.

SDS—2D gel electrophoresis and western blot
analyses

Proteins in a gel lane excised from blue native
PAGE were separated by 2D SDS-PAGE accord-
ing to Wittig et al. (2007) on a 10% polyacryl-
amide gel under denaturing conditions, and
stained with either Coomassie brilliant blue
R-125 or silver, using a commercial kit (Bio-Rad).
Alternatively, the proteins in the 2D SDS-PAGE
were electrotransferred to polyvinylidene difluoride
membrane (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA,
USA) in a semidry electroblotting system (Bio-Rad)
at 25 V for 50 min at 100 mA in a buffer containing
192 mM glycine, 25 mM Tris and 20% methanol.
Membranes were blocked in 500 mM NaCl, 0.05%
Tween 20 and 20 mM Tris base, pH 7.5 (TTBS
buffer) containing 5% blotting grade blocker non-
fat dried milk (Bio-Rad). An anti-Ndil polyclonal
antibody (1:150; kindly donated by Dr Yagi from
the Scripps Research Institute, Department of
Molecular and Experimental Medicine) was used
for Ndil immunodetection, anti-cox-III subunit
antibody (1:2000) for complex IV and anti-Rieske
subunit antibody (1:20 000) for complex III (these
antibodies were kindly donated by Dr Diego
Gonzalez Halphen from Universidad Nacional
Autéonoma de México). The membranes were
incubated for 1 h with the primary antibody in
TTBS buffer and washed thoroughly, and the
immunoreactive bands were visualized with the
enhanced chemiluminescence assay (Amersham
Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions, using horseradish  peroxidase-
conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce) at a dilu-
tion of 1:35 000.

In our experimental design, four lanes of a gel
were loaded with mitochondrial proteins solubi-
lized with the digitonin at a detergent:protein ratio
of 2 and two lanes were used to carry out a second
dimension in a non-denaturating gel in the pres-
ence of low concentrations of DDM (Figure 3);
the third lane was used to assay NADH dehydroge-
nase activity and the fourth was used for
Coomassie staining. One 2D gel was stained with
Coomassie and the other used to detect the spots
with NADH dehydrogenase activity.

Yeast (2015)
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Tandem mass spectrometry (LC/ESI-MS/MS)

The protein bands were excised from the Coomassie-
stained SDS gel, destained, reduced, carbamidometh-
ylated and digested with modified porcine trypsin
(Promega, Madison, WI, USA). Peptide mass spec-
trometric analysis was carried out using a 3200 Q
TRAP hybrid tandem mass spectrometer (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, ON, Canada)
equipped with a nanoelectrospray ion source
(NanoSpray 1II) and a MicrolonSpray II head
(Gonzalez-Zamorano et al., 2009). The instrument
was coupled online to a nanoAcquity Ultra Perfor-
mance LC system supplied by Waters (Milford,
MA, USA). Briefly, spectra were acquired in auto-
mated mode, using information-dependent acquisi-
tion (IDA). Precursor ions were selected in QI,
using the enhanced MS mode (EMS) as survey scan.
The EMS was followed by an enhanced resolution
scan (ER) of the three most intense ions at the low
speed of 250 amu/s to determine the ion charge states,
and then by an enhanced product ion scan (EPI). The
precursor ions were fragmented by collisionally-
activated dissociation (CAD) in the Q2 collision cell.
The fragment ions generated were captured and
mass-analysed in the Q3 linear ion trap.

Database searching and protein identification
were performed with the MS/MS spectra datasets
using the MASCOT search algorithm (v. 1.6b9,
Matrix Science, London, UK; available at: http://
www.matrixscience.com). Mass tolerances of
0.5 Da for the precursor and 0.3 Da for the frag-
ment ion masses were used. Carbamidomethyl-
cysteine was the fixed modification and one missed
cleavage for trypsin was allowed. Searches were
conducted using the S. cerevisiae subset of the
NCBInr database (http://www.ncbi.nih.gov). Pro-
tein identifications were accepted when at least
two MS/MS spectra matched at 95% confidence
level (p < 0.05).

Results

Recently, the association of the alternative ele-
ments with some respiratory complexes has been
described. Such is the case of the external NADH
dehydrogenase in Yarrowia lipolytica, which un-
expectedly interacts with complex IV instead of
complex III (Guerrero-Castillo et al., 2009), and

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

the alternative oxidase in Neurospora crassa,
which was associated with complex IV, and
supercomplex I;IV; in a mutant lacking complex
IIT and overexpressing the AOX (Duarte and
Videira, 2009). In addition, it was found that com-
plex II interacts with supercomplexes III-IV and
I-III-IV in mammalian cells (Acin-Perez et al.,
2008). Thus, it was of interest to look for associa-
tions of the S. cerevisiae internal alternative
NADH dehydrogenases with the main components
of the respiratory chain, and with other inner mem-
brane mitochondrial proteins.

Solubilization of mitochondrial proteins with
digitonin

To explore the optimal conditions for the solubiliza-
tion of the S. cerevisiae mitochondrial respiratory en-
zymes, different digitonin:protein ratios were used.
Only two bands at the bottom of the gel with NADH
dehydrogenase activity were released in the absence
of the detergent, even in the mutant lacking the two
external NADH dehydrogenases (see supporting in-
formation, Figure S1). As expected, solubilization
of supercomplexes and complexes depended on the
detergent:protein ratio (Figure 1). When S. cerevisiae
mitochondria from the wild-type strain were solubi-
lized with a digitonin:protein ratio of 2, the activity
of NADH dehydrogenase was distributed among
several well-defined protein bands (Figure 1, and first
column in Figure 2). The presence of some com-
plexes and supercomplexes previously reported in
S. cerevisiae mitochondria was confirmed (Schagger
and Pfeiffer, 2000; Stuart, 2008). These include the
monomer (750 kDa) and dimer of complex V (1460
kDa), the monomer of complex IV (350 kDa) and
the HLIV (900 kDa) and NIV, (1250 kDa)
supercomplexes (Figure 2). As reported by
Grandier-Vazeille et al. (2001), complex II migrated
with an apparent molecular weight higher than the
expected one (Figure 2, second lane), suggesting its
association with other proteins.

The complexes separated by BN-PAGE were
further subjected to a second dimension, under na-
tive conditions, in the presence of 0.02% DDM.
Figure 3A shows the Coomassie-stained 2D BN—
PAGE gel and Figure 3B a zymogram of the activ-
ity of NADH dehydrogenase. Although the Ndil
band at the bottom of the Coomassie-stained gel
was not observed because of the low abundance
of this enzyme in S. cerevisiae mitochondria, the
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complexes were separated by |D BN—PAGE. (A) NADH:MTT and (B) succinate:MTT oxidoreductase activities were assayed
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bands belonging to complexes III, IV and V were
apparent (Figure 3A). However, the more sensitive
NADH-MTT oxidoreductase activity showed that
Ndil migrated close to the bottom of the gel,
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Figure 2. Identification of respiratory complexes containing
the alternative NADH dehydrogenase in mitochondria from
Saccharomyces cerevisiae. Mitochondria were solubilized by 2 g
digitonin/g protein and respiratory complexes were separated
by D BN-PAGE. Right lane shows Coomassie-stained gel strip;
NADH DH, ClI, CIV and CV correspond to in-gel activity assays
for the alternative NADH dehydrogenases and complexes I, [V
and V, respectively. Digitonin-solubilized proteins from bovine
heart mitochondria were used as molecular weight standards
(data not shown)

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

indicating dissociation of the complexes contain-
ing the alternative NADH dehydrogenase by
DDM (Figure 3B). In this sense, the bands corre-
sponding to complexes Il and IV (Figure 3A) cor-
related with the NADH dehydrogenase activity at
the bottom of the gel (Figure 3B), suggesting the
Ndil-III-IV composition of these supercomplexes.
In addition, the presence of a small NADH dehy-
drogenase activity associated with complex III in
the second dimension with DDM points to a direct
interaction between Ndil and complex III
(Figure 3B).

Solubilization of membrane proteins at low
concentration of digitonin

To gain more information on the stability, distribu-
tion and composition of the high molecular weight
complexes in S. cerevisiae mitochondria, the
organelle was solubilized by different concentra-
tions of digitonin, and extrapolation to zero con-
centration of detergent was carried out to study
the sequential appearance of the complexes.
Figure 4 shows that, at low digitonin:protein
ratios (0.5 g/g) the whole population of complex
IV was engaged in the formation of very high mo-
lecular weight complexes, which remained at the
top of the gel. Regarding the alternative NADH de-
hydrogenases, the dependence of the electrophoretic
mobility on the detergent protein ratio was different
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Figure 3. Separation of mitochondrial complexes from
S. cerevisiae by 2D-DDM-BN—PAGE. Mitochondria were sol-
ubilized with 2 g digitonin/g protein and the respiratory com-
plexes separated by ID BN-PAGE, on a linear
polyacrylamide gradient gel of 5—10%. Proteins in the gel
strip were further resolved by a second BN—PAGE on a lin-
ear polyacrylamide gradient gel of 5—10% and containing
0.02% DDM in the cathode buffer. (A) Coomassie-stained
gel. (B) Gel stained for NADH dehydrogenase activity

for the low and high molecular weight complexes.
For the bands located below 600 kDa, the same
pattern was observed at low or high concentrations
of digitonin, although the amount of each band
changed with the concentration of the detergent
(Figure 1). However, at the lowest concentration of
digitonin (0.5 g/g), some of the NADH dehydroge-
nase activity was concentrated at the top of the gel,

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 4. Solubilization of respiratory complexes from S.
cerevisiae mitochondria at the lower digitonin:protein ratio.
Mitochondria were solubilized with 0.5 g digitonin/g protein
and respiratory complexes were separated by 1D BN—PAGE.
NADH-DH, ClI, CIV and CV correspond to in-gel activity as-
says for the alternative NADH dehydrogenases and complexes
II,IVand V

along with complex IV activity (Figures 1 and 4). In
contrast with these major changes observed with
Ndil, the migration and intensity of the band con-
taining the succinate dehydrogenase was the same
at low or high concentrations of the detergent
(Figure 1B).

Ndil was associated to high molecular weight
supercomplexes

To define whether Ndil was included in these
high molecular weight complexes, mutants of
the external NADH dehydrogenases were used.
Two single-deletion mutants deficient in one
of the two external NADH dehydrogenases
(ANDEI or ANDE2), and a double mutant
(UANDEI/ANDE?) lacking both external dehydroge-
nases were analysed by BN-PAGE. Figure 5 shows
that most of the complexes observed in the wild-type
and containing the NADH dehydrogenase activity
were also found in mutants lacking any of the exter-
nal NADH dehydrogenases (ANDEI or ANDE?2)
and in the double mutant (ANDEI-ANDE?2),
although migration of the 550 band was higher in
the double mutant than in cells containing one or
both of the external NADH dehydrogenases. These
results clearly show the association of Ndil with
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Figure 5. Identification of respiratory complexes with
NADH dehydrogenase activity in mutants lacking the exter-
nal alternative NADH dehydrogenases. Mitochondria from
wild-type, and from mutants without the Ndel external
NADH dehydrogenase (ANDE/), the Nde2 external NADH
dehydrogenase (ANDE2) or both external dehydrogenases
(ANDEI ANDE2) were solubilized by 2 g digitonin/g protein
and the respiratory complex resolved by |D BN—PAGE on
a linear polyacrylamide gradient gel at 4—10%. Then the gel
was stained for NADH dehydrogenase activity

other mitochondrial proteins. The interaction be-
tween Ndil and supercomplex II-IV was con-
firmed by immunodetection of Ndil and subunits
of complexes III and IV from a 2D SDS-PAGE.
Figure 6 shows that the NADH dehydrogenase
activity and immunodetection of Ndil was distrib-
uted along the whole length of the gel, with the
lower molecular weight band corresponding to
the homodimer of Ndil (145 kDa) and the largest,
above complex V dimer, with a molecular weight
close to 1660 kDa. Immunodetection of coxIII
subunit (complex IV), Rieske protein (complex
IIT) and Ndil shows co-migration of complexes
IIL, IV and the internal NADH dehydrogenase, sug-
gesting the association of these proteins in the 1000
and 1660 kDa bands. Mass spectrometry results
confirmed the association of these proteins for the
1000 Da band (see below).

Tandem mass spectrometry

Table 1 shows that some of the low molecular weight
bands with activity of NADH dehydrogenase also

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 6. Immunodetection of Ndil, complex Ill and com-
plex IV associated with the bands containing the NADH de-
hydrogenase activity in the blue native electrophoresis.
Supercomplexes separated by BN—PAGE were further re-
solved in a 2D SDS—PAGE, and immunodetection of Ndil,
cox-lll and Rieske protein was performed. One representa-
tive experiment from three S. cerevisiae mitochondria proc-
essed is shown

contained malate dehydrogenase, the ADP—ATP car-
rier and mitochondrial porin, suggesting that these
proteins might be a nucleation site that assists in the
assembly of the Ndil homodimer with other en-
zymes of tricarboxylic acid cycle in the inner mito-
chondrial membrane (Figure 7, Table 1). Although
mass spectrometry did not identify Ndil in the high
molecular weight band (1660 kDa), the presence of
subunits of complexes IIl and IV were found by mass
spectrometry (Table 1) and Ndil was detected by im-
munoblotting (Figure 6), suggesting the formation of
a supercomplex (Figure 7). On the other hand, in
agreement with the results of Grandier-Vazeille
et al. (2001), the band with the succinate dehydroge-
nase activity contained the subunits of complex II,
Ndil, a subunit of complex III and several proteins
associated with the Krebs cycle (citrate synthase, ma-
late dehydrogenase, fumarate hydratase, isocitrate
dehydrogenase), porin, L-lactate dehydrogenase, mi-
tochondrial aldehyde dehydrogenase and HSP60
(Table 1).

Yeast (2015)
DOI: 10.1002/yea



Mitochondrial complexes containing the alternative NADH dehydrogenase

1SVIA WAdD :[eupuoydoliw aseuadoupAysp areydsoyd ¢ j0uad4|D

1SVIA IDVAA :| utod

1SVAA TOId ‘1SVAA dDdW T pue | stalied aeydsoyg

1SVAA €1QV ‘1SVIA TLAV ‘1SVAA 11aV :€ pue T | ueioud JaLued 4 y—4ay

1SVAA ZDSIA 9seusdo.apAyap apAysp|e aAneIng

1SVIA 1IN :@sednpadopixo auouinbign HQVYN @ARISUSSUI-SUOURI0Y

(LSVAA 1DVAA) | utiod {(1SVAA dDdW) -elues 1eydsoyd (1SYIA 7LAY) T uro.d JaLiied 41 v—daVv {(JUTHD Lay) uiold sLues 4| v—dav

(LSVAA 1a4H) 1a4H eseusSoupAysp apAysple Aney (ISVAA €1AV ‘ISVAA ¢ldv) € Pue g aseusSoupAysp apAyspe {(1SVIA IHAV) | dseusSoupAysp
joyode {(1SYAA |HAW) @seusdoupAysp areew {(1SyIA ¢HAI) dseusBoapAysp a3ea1d0s! {(1SYIA | OQQ) dseuadoupAysp aretein|3oxo-7 :sawAzus |24Ad sqauy
(ISYFA 740D “ISYAA Z4¥20) TQ Mungns (1SYIA TAD) TG dWOIYd034d :x3[dWod [3G BWOIYI014D

(1SVAA S1X0D) §1X0D uroad Aquiasse

(1SVAA 6XOD) 6 1ungns (1SYIA 8XOD) 8 MuNgns (1SYIA £XOD) £ 1ungns ‘(1SYIA €1XOD) V9 1ungns ‘(1SYIA 9XOD) 9 1unqgns (1SYIA 9$XOD)
g apndedAjod (1SVIA VSXOD) Vs apndadjod (1SVIA $XOD) ¥ 3UNgns “(YWGAD TXOD) T HUNGns ‘(1SYIA 1XOD) | 3UNGNs :BSEPIXO 3 SLWOUYI0IAD
1SVIA 1IN :9sednpadopixo suouinbign HAYN SARISUSSUI-SUOURIOY

(1SVAA 1HAV) | aseusBoupAyap [oyodfe {(1SYIA TLAV) duelquiaw Jauul [ELIPUOYI0NW B} JO JBLLIED || V—dAV

Jolew {(1SVIA HIWNL) aserewny (1SYIA [HAW) aseusSoapAysp arefew (1SYIA |OQQ) dseussolpAysp 21eiean8oxo-7 :SOWAZUS J9YIo pue 3|2Ad sqaty|
(1SV3IA asHQ@) uungns g awoayd014> aseusdoapAyap

a1euddns {(1SYIA gHAS) @seusdoupAysp a1eurddns jo ungns uRyoud anydins—uour (|- HAS) @seualoapAysp a3eulddns jo ungns uiiouadoaey :|| xajdwor)

1SV3IA |IAN :@sednpauopixo auouinbign HAVYN 2ARISUSSUI-SUOURI0Y

(1SVAA dDdWW) -ares areydsoyd {(1SYIA IDVAA) | ukod ((1SYIA ¢1AV)

‘g umoud Jsliied 41 vV—dav {(1SYIA gHAI) zyungns QyN @seuasoJpAysp 21ea120s! ‘(1SYIA |HAI) | Aungns aseuadodpAysp 21e.1120s] :S9WAZUS 9|94 sqaJy)
(1SVIA 4D0) 7 mungns :x3|dwod 3G aWoayd014>)

(1SVIA 6X0D) 6 nunqns (1SYIA 8XOD) 8 Uungns “(1SVAA VSXOD) VS apidedAod {(1SYIA #XOD) + HUNQNS :3SEPIXO 3 SWIOIYI0ILD

1SV3IA |IAN :@sednpadopixo auouinbign HAQYN SANRISUSSUI-SUOUI0Y

(LSVAA 1DVAA) | utod (1SVAA €1AV ‘1SVAA 7LAV) € pue g suimoud JaLiied 41 v—day {(LSVIA |HAW) dseuadoapAyap

aeew (1SVYIA 10A0) oseusdoupAysp =resein|8oxo-7 (£SODI 1dAO) |13 wsuodwod aseusSodpAysp a1eAntAd :sawkzus Jayio pue SPAd sqady)
B _ ~ (1Sv3A 014¥DD) 01 ungns (LSYIA 8YDO) 8 1uNqns “(LSYIA 14DN)

uimioud &isary (1SVAA ¢dDD) T nungns (1SVAA [YDD) | wungns “(1SVIA 1AD) wory |2 (1SVAA 9AD) g dwouyd0ikd :xajdwiod |3g awoayr0:4)
_(1Sv3A 8X0D) IlIA pndadAiod (LSYIA 6XOD) V£ 31ungns (1SVIA £XOD) £ 3ungns (1SVIA €1X0OD) V9 3ungns (1SVIA 9XOD)

9 uungns (1SVAA VSXOD) V§ epndadijod ‘(1SVIA $XOD) + uungns (1SYIA  ¢XOD) T Hungns “(1SYIA |XOD) | NUNQNs :3SEPIXO > BUIOIYI0ILD
1SVYAA |1AN :@sednpauopixo suouinbign HAQVN 2ARISUSSUI-2UOUI0Y

(LSV3A 1DVAA) | ukod (1SVIA 7LaV) T uresodd JaLiied d1y—daV ‘(LSYIA IHAY) | 3seusBoupAysp [oyodfe ((1SVIA IHAW) aseusBo.pAyap
arefew {(1SYIA 10AO) aseusdoupAysp aresenBoxo 7 (£SODI 1dAO) |3 usuodwod aseusdoupAysp aeAndAd :sowhzus Jsylo pue 3dAd sqaud)

(1SVAA 9AD) g 2wouy2034d ‘(1SYIA |AD) uerod waey |5 8woaya03hd (1SYIA ¢dDD) T Hungns “(1SVAA 1HDD) | Mungns :xa|dwod |5q 3Woya014D

B B B (LSV3A 8X0D) llIA 3pndedAjed “(1SVIA 6X0OD)
V. nungns ‘(1SYIA €1XOD) V9 uungns (1SYIA 9XOD) 9 3ungns ‘(1SYIA TXOD) T nungns (1SYIA |XOD) | UUNGNs :3SEPIXO > BUIOUYI0ILD

0S¢

0SS

009

0S5/

0001

0991

(*OoN uoissa2dy) A33uspi uiyoad

(eq@1) pueq Aiaoe
aseuadoupAyap HAQVN

spueq A1IAIOE 95eUSS0IPAYSP IMm paleIdosse sula1o.d [elipuoydoliw jo

uonesynuap| | d|qeL

Yeast (2015)
DOI: 10.1002/yea

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.



M. G. Matus-Ortega et al.

Figure 7. Model showing the different complexes formed by the internal NADH dehydrogenase in S. cerevisiae mitochon-
dria. Ndil, rotenone-insensitive NADH ubiquinone oxidoreductase; ADT, ADP—ATP carrier protein; MPCP, mitochondrial
phosphate carrier; VDAC, Porin |; ADH, alcohol dehydrogenase; ALDH, aldehyde dehydrogenase; MDH, malate dehydro-
genase; a-KDH: a-ketoglutarate dehydrogenase; IDH, isocitrate dehydrogenase; Clll,, dimer of complex Ill; CIV, complex
IV; CIV,, dimer of complex IV; ¢, cytochrome ¢; IMM, inner mitochondrial membrane; EMM, external mitochondrial

membrane; Q6, ubiquinone 6

Discussion

The paradigm of mitochondrial respiration involves
the interaction of three classic protein complexes:
NADH-ubiquinone oxidoreductase (complex I);
ubiquinol-cytochrome ¢ oxidoreductase (complex
II); and cytochrome ¢ oxidase (complex IV). Elec-
tron transfer between these complexes involves the
participation of ubiquinone (coenzyme Q), a hydro-
phobic mobile electron carrier within the inner mem-
brane, and cytochrome ¢, a small protein located in
the mitochondrial inter membrane space. Two
models for the operation of the respiratory chain have
been proposed: (a) the random collision model, in
which the components of the respiratory chain freely
diffuse in the inner mitochondrial membrane and
electron transfer is coupled to the random collisions
between respiratory complexes (Hackenbrock et al.,
1986; Lenaz and Genova, 2007); and (b) the solid-
state model, characterized by the assembly of respi-
ratory proteins into large supercomplexes (Lenaz
and Genova, 2007). The last model incorporates the
preferential interaction among complexes I, III and
IV, resulting in large respirasomes (Lenaz and
Genova, 2007; Schagger and Pfeiffer, 2000). Some
roles proposed for the respiratory supercomplexes
are: the decrease in the production of reactive oxygen
species; channelling of electrons among the elements
of the supercomplex; and the increase in stability of
the individual OXPHOS complexes (Lenaz and

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

Genova, 2007). S. cerevisiae is remarkable because
mitochondria in this organism lack complex I and
contain three alternative dehydrogenases (de Vries
and Marres, 1987; Overkamp et al., 2000). Here,
we describe the association of Ndil with other mito-
chondrial proteins.

Blue native polyacrylamide gel electrophoresis
of protein complexes after digitonin solubilization
of S. cerevisiae mitochondria showed similar pat-
terns for the wild-type strain and the mutant lack-
ing the two external NADH dehydrogenases
(ANDEI-ANDE?2) with the activity of NADH
dehydrogenase distributed among well defined
protein bands, in the range 145-1660 kDa
(Figure 5). Since the double mutant lacks both
external dehydrogenases, NADH dehydrogenase
activity on these bands can be assigned to the inter-
nal isoform. Interestingly, the 1000 and 1660 kDa
bands also contained complexes III and IV, as
shown by specific immunodetection for both com-
plexes (Figure 6), the activity of complex IV
(Figure 2) and complexes III and IV recognized in
the second dimension under native conditions in
the presence of 0.02% DDM, indicating the associ-
ation of the internal NADH dehydrogenase with at
least one of the cytochrome bcl and cytochrome ¢
oxidase supercomplexes. The bands with molecular
weights above the 140 kDa point to the formation
of different homo- and/or hetero-oligomers of
the internal NADH dehydrogenase with other
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mitochondrial proteins, including complexes III and
IV (Figure 2, Table 1). Interestingly, many of the
low molecular weight bands with NADH dehy-
drogenase activity also contained malate dehydro-
genase, ADP-ATP carrier, mitochondrial porin
and phosphate carrier, suggesting that the last
three proteins might be the point of nucleation of
some Krebs cycle enzymes and the internal
NADH dehydrogenase (Figure 7, Table 1). The
interaction of the internal NADH dehydrogenase
with Krebs cycle enzymes and with respiratory
supercomplexes might have a physiological
meaning, in the sense that this organization
would allow coupling between the NADH pro-
ducers (some of the Krebs cycle enzymes) and con-
sumers (internal NADH dehydrogenase), resulting
in functional channelling that directs the reducing
equivalents from NADH into the ubiquinone pool
(Figure 7).

Also remarkable is the high stability of protein
complexes containing internal NADH dehydroge-
nase in S. cerevisiae, which resisted the solubiliza-
tion of mitochondrial proteins with high
concentrations of digitonin (up to 5 mg
detergent/mg protein) and the BN-PAGE step
(Figure 1). This high stability compares with the
weak interaction between the external NADH de-
hydrogenase and complex IV in Y. lipolytica
(Guerrero-Castillo et al., 2009). In this case, the
complex was disrupted by the mild conditions used
during BN-PAGE, but it was stable under clear na-
tive electrophoresis. Similarly, the interactions be-
tween the AOX and complex IV in N. crassa were
observed only in the mutant lacking complex III, a
condition characterized by overexpression of the
alternative oxidase. However, this interaction was
not found in the wild-type (Umbach and Siedow,
2000). Therefore, our results show for the first time
a strong association of an alternative element, in-
ternal NADH dehydrogenase, with other proteins
in the inner mitochondrial membrane of S.
cerevisiae, including complexes III and IV.

The dependence of the electrophoretic pattern of
the NADH dehydrogenase activity on the deter-
gent:protein ratio was different for the low- and
high-molecular weight complexes (Figures 1 and
4). For the bands located below 600 kDa, the same
pattern was observed at low or high concentrations
of digitonin, although the amount of each band
changed with the concentration of detergent
(Figures 1 and 4). However, at the lowest

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

concentration of digitonin (0.5 g/g), a large propor-
tion of the NADH dehydrogenase activity was
concentrated at the top of the gel, along with com-
plex IV, further suggesting the interaction of Ndil
with complex IV. This result is consistent with the
recent proposal of the assembly of supercomplexes
into large respiratory strings (Dudkina et al., 2006;
Wittig et al., 2007). If this is the case, then higher
concentrations of the detergent (2 g/g) are required
to release complex IV and some fraction of Ndil
from these high-molecular weight supercomplexes
(Figure 1). Interestingly, association of Ndil with
these large respiratory strings is in agreement with
the careful kinetic analysis carried out by Boumans
et al. (1998) several years ago, in which it was sug-
gested that the internal NADH dehydrogenase of
S. cerevisiae mitochondria forms independent units
containing complex III and IV.

Grandier-Vazeille et al. (2001) proposed a
supercomplex containing at least five dehydroge-
nases (succinate dehydrogenase, the internal and
external NADH dehydrogenases Ndil and Ndel
and the L- and D-lactate dehydrogenases), HSP60,
other mitochondrial membrane proteins and sev-
eral enzymes of the Krebs cycle. In agreement with
this result, complex II migrated with a molecular
weight around 600 kDa (Figure 2, second lane),
pointing to the association of complex II with other
mitochondrial proteins (Grandier-Vazeille et al.,
2001). However, we did not see a full overlapping
of complex II and the alternative NADH dehydro-
genase (550 kDa for Ndil and 600 kDa for com-
plex 1II), suggesting the lack of interaction
between the two proteins (Figures 1 and 2).

The results of the present study show various in-
teresting points. (a) When mitochondria of S.
cerevisiae were solubilized with digitonin (a mild
detergent) and the proteins separated by BN-—
PAGE, several bands with NADH dehydrogenase
activity were observed on the gel. (b) The more
conspicuous NADH dehydrogenase activity corre-
sponds to an entity with a molecular weight close
to the homodimer recently reported (Feng et al.,
2012; Iwata et al., 2012). We believe that the
new complexes described in this work were not
seen before because the stronger detergents DDM
and Triton X-100 used in previous studies dis-
turbed these protein—protein interactions. (c) Two
of the largest supercomplexes with NADH dehy-
drogenase activity (1000 and 1660 kDa) also
showed cytochrome ¢ oxidase activity and
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contained complex III, suggesting the formation of
a respirasome-like supercomplex. (d) At the lowest
concentration of digitonin used (0.5 g/g protein),
cytochrome c¢ oxidase activity and most of the
NADH dehydrogenase were associated into a very
high supercomplex at the top of the gel, suggesting
the presence of respiratory strings containing both
elements in S. cerevisiae mitochondria. (e) The
supercomplex containing the succinate dehydroge-
nase activity had a similar migration and intensity
in the gel at low and high concentrations of digitonin,
which suggests the absence of this complex in the
respiratory strings (Figure 1B). (f) Experiments car-
ried out with the double mutant (ANDEI-ANDE?2)
indicate that Ndil interacts with other mitochon-
drial proteins to form complexes with NADH dehy-
drogenase activity.

Finally, in this work we described new com-
plexes in the mitochondria of S. cerevisiae that
bring about a new structural and physiological
view for the interaction of Ndil with some en-
zymes of the Krebs cycle and with complexes of
the respiratory chain (Figure 7). However, further
work is necessary to identify the individual pro-
teins involved in the formation of each complex.
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Resumen

Las NADH deshidrogenasas alternas (ND-2) son
proteinas cuya masa molecular oscila alrededor de los
50 kDa. Son proteinas monotdpicas que se
encuentran en ambas caras de la membrana
mitocondrial interna o en la cara interna de la
membrana plasmatica de las bacterias y se acoplan al
funcionamiento de la cadena de transporte de
electrones. La funcién mas relevante de estas
proteinas consiste en restaurar, parcialmente, el
gradiente electroquimico de protones en la membrana
interna mitocondrial, funcién por demas relevante
para rescatar de mitocondriopatias por deficiencia del
complejo 1. Las ND-2 oxidan al NADH o NADPH,
canalizando los electrones hacia la quinona,
permitiendo que ocurra el bombeo de los protones en
los complejos Il y IV. En el presente trabajo
realizamos una breve actualizacién del campo de
estudio de las ND-2 y desarrollamos una breve
descripcion de las principales funciones de las
NADH deshidrogenasas alternas de Saccharomyces
cerevisiae y Ustilago maydis, dos organismos
ampliamente utilizados como modelos para la
investigacion.

Palabras clave: NADH deshidrogenasa alterna,
ndil, Ustilago maydis, Saccharomyces cerevisiae,
supercomplejos respiratorios, elementos alternos de

Abstract

Alternative NADH dehydrogenases (ND-2) are
proteins with a molecular weight close to 50 kDa.
They are monotopic proteins found on both sides of
the internal mitochondrial membrane or in the inner
side of the bacterial plasma membrane, and they are
coupled to the functioning of the electron transport
chain. The most relevant function of these proteins is
to partially restore the electrochemical gradient of
protons in the internal mitochondrial membrane, a
relevant function that can rescue mitochondrial
diseases due to complex | deficiency. ND-2 oxidizes
NADH or NADPH, channeling the electrons to the
quinone, and enabling the pumping of protons by
complexes 111 and IV. In the present work, we make
a brief update of the field of ND-2, and we develop a
short description of the main functions of the NADH
dehydrogenases of Saccharomyces cerevisiae and
Ustilago maydis, two organisms widely used as
models for research.

Keyword: alternative NADH dehydrogenase, ndil,
Ustilago  maydis, Saccharomyces cerevisiae,
respiratory supercomplexes, alternative elements in
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la cadena de transporte de electrones.

the electron transport chain.

¢ Qué son las NADH deshidrogenasas alternas?

Las NADH deshidrogenasas del tipo 2 (ND-2),
son proteinas mitocondriales que funcionan como
elementos respiratorios alternos y permiten a las
células responder de manera flexible ante
diferentes condiciones ambientales que impactan
en su estado energético. Normalmente, estas
proteinas se describen como insensibles a la
inhibicion por la rotenona, pero sensibles a la
flavona y catalizan la transferencia de electrones
del NADH o NADPH a un aceptor artificial como
el DCPIP o fisioldgico como la quinona [1,2].

La estructura tridimensional de las NADH
deshidrogenasas alternas

Originalmente  fueron  descritas  como
polipéptidos con una masa molecular cercana a los
50 kDa, que se encuentran adosados
periféricamente en ambas caras de la membrana
mitocondrial interna de plantas, hongos y algunos
protozoarios [3]. Posteriormente se describid su
presencia en la cara interna de la membrana
plasmatica de eubacterias y archeobacterias [2,4].
La masa molecular de estas proteinas es apenas
mayor a los 40 kDa [5].

En los inicios se pensaba que la estructura de
estos elementos alternos correspondia a
flavoproteinas monoméricas que no tenian
interaccion alguna para formar oligémeros [1];
tampoco se especulaba su participacion como
parte de los supercomplejos respiratorios.

Al ser las ND-2 proteinas adosadas a las
membranas, su purificacion resultaba un proceso
complicado que requeria no sélo de la utilizacién
de alta fuerza i6nica (400-600 mM), sino también
la utilizacién de detergentes como Tritén X-100®
0 n-dodecil-B-D-maltésido (DDM), para asi
separarlas de manera eficiente de las membranas y
mantenerlas activas [1].

También resulté complicado incrementar la
concentracion de las proteinas purificadas a
valores cercanos a los 10 mg/mL, para la posterior
resolucion de su estructura terciaria por el método
de difraccién con rayos X, o por NMR [6,7]. El
aumento en la concentracion de la proteina pura
resultaba muy laborioso por la presencia de los
detergentes que, al pasar de la concentracién

micelar critica (CMC), forman capas que no solo
impiden el proceso de cristalogénesis, sino
también desnaturalizan a las proteinas.

Ante la imposibilidad de tener informacion
sobre la estructura terciaria de las ND-2, se
realizaron alineamientos multiples para inferir los
motivos presentes en la estructura primaria de
estas enzimas. También se buscaron métodos de
modelado tridimensional para realizar inferencias
sobre la catalisis y los mecanismos de regulacion
cinética de este tipo de enzimas.

Los primeros modelos se referian a estas
proteinas como polipéptidos globulares en los que
era caracteristica la presencia de dos pliegues de
Rossmann, estructuras supersecundarias comunes
a todas las NADH deshidrogenasas [8]. En la
figura 1A se coloca la estructura globular inferida
para las NADH deshidrogenasas alternas en la
década de los afios 90. La figura 1B muestra uno
de los modelos teéricos generados por Gerloff y
Schmid en el afio 2004 [9], en el que generaron
una prediccidn de la estructura terciaria de la ND-
2 de Escherichia coli. Estos investigadores
seleccionaron la ND-2 de E. coli por ser de las
méas pequefias, Yy realizaron su prediccion
utilizando la técnica de modelado por homologia,
tomando como referencia la estructura de la
NADPH peroxidasa de Enterococcus faecalis [9],
cuya estructura ya se conocia. Cabe mencionar
que el modelo empleado distaba mucho de ser el
idoneo, pues la identidad entre las secuencias es
inferior al 21%, ademas de que el molde
correspondia a una proteina soluble, mientras que
la ND-2 de E. coli se ubica adosada a la
membrana plasmatica de la bacteria. Es
conveniente aclarar que ambas enzimas muestran
una alta semejanza en los motivos de unién a los
dinucleétidos, por lo que la validez de las
coordenadas del modelo generado fue aceptada.

Se obtuvieron otras estructuras basicamente
similares al construir modelos con base en
homologia, utilizando esta vez como molde a la
estructura terciaria de la lipoamida deshidrogenasa
de Pseudomonas putida que, aunque también
correspondia a una proteina soluble, los modelos
que se generaron permitian obtener buenas
predicciones sobre los sitios de union de los
sustratos en las ND-2, respaldadas,
adicionalmente, por los andlisis de cinética
enzimatica que se desarrollaban simultdneamente
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[10]. Sin embargo, en esta década los modelos
tridimensionales dejaban mucho que desear
debido a los bajos valores en la identidad global
de los alineamientos, que dejaban zonas con alta
incertidumbre, sobre todo en las regiones con
escasa similitud entre las secuencias de los moldes
utilizados y las secuencias de las ND-2 (Kersher,
2007). Esta limitacién era importante, pues
posteriormente se conoceria que el dominio
carboxilo terminal, que es muy variable, esta
implicado en funciones de gran relevancia, como
la dimerizacion de las ND-2 [6,7].

Figura 1. Modelos generados para las NADH
deshidrogenasas alternas. En el panel A, se muestra una
prediccion tedrica que toma el consenso estructural de las
proteinas solubles con dominios de unidn a nucledtidos de
adenina como molde conocido hasta la fecha. En el panel B se
coloca el modelo de la ND-2 de E. coli realizado con base en
homologia tomando como modelo a la NADPH peroxidasa de
E. feacalis. [8] y [9]

Desde los primeros andlisis de los
alineamientos de las ND-2 resultd evidente la
conservacion de varios motivos necesarios para la
union del anillo de isoaloxacina del FAD, asi
como los residuos de aminodcidos involucrados
en la unién y en la catalisis del NADH vy las
quinonas. En la figura 2, se muestra un
alineamiento con 8 secuencias de ND-2. En él se
incluye la ND-2 de Yarrowia lipolytica, las tres
ND-2 de S. cerevisiae, dos secuencias de la papa
comin Solanum tuberosum, una secuencia de

Neurospora crassa y una secuencia de E. coli. [4].
Estas dos zonas de conservacion corresponden a
los dominios de unién al FAD (primera zona
consenso) y al NADH (segunda zona consenso),
que se predecian como “huellas de plegamiento”
comunes a todas las estructuras con pliegues de
Rossman.

Ante la ausencia de informacion sobre la
estructura tridimensional de las ND-2, se avanzd
en dos areas: 1) la caracterizacion cinética de las
NADH deshidrogenas alternas en mitocondrias de
plantas y hongos, y 2) con las herramientas de la
bioinformatica se encontraron marcos de lectura
abiertos de ND-2 en muchos genomas de plantas,
hongos y diversos microorganismos [2,11-16],
con lo que se pudo proponer la presencia de estas
enzimas en organismos como Arabidopsis
thalilana, S. tuberosum, N. crassa, K. lactis,
Cucumis melo. No fue hasta el segundo tercio del
afio 2012 cuando la estructura tridimensional de la
NADH deshidrogenasa interna de S. cerevisiae
(scNd1) se resolvid con la técnica de difraccion de
rayos X, utilizando herramientas de dispersion
maltiple andmala (MAD) y remplazo isomérfico
singular andémalo (SIRAS), generando una
estructura con una resolucion de 2.7 Angstroms
(Figura 3). La estructura resuelta por el grupo de
Takao Yagi revel6 la presencia de un homodimero
en la celda unitaria [6].

A partir de esta estructura se pudo concluir que
hay una interaccion con simetria invertida (cabeza
con cola) de los dos monémeros, y que se forma
una interfase con carga negativa flanqueada por
dos bordes con carga positiva que permiten la
union del dimero a las cabezas de fosfolipidos de
la membrana interna mitocondrial (figuras 3D y
3E) [6].

El trabajo de co-cristalizacion con diferentes
ligandos de la scNDI1 arrojo resultados que
confirmaban las predicciones sobre la unién de los
ligandos arriba descritas. EI NAD* se encontr6
unido al segundo pliegue de Rossman de cada
mondmero, en una posicion favorecida para el
intercambio de electrones con el FAD, localizado
en el primer pliegue de Rossman. Una de las
interrogantes de este trabajo fue el sobrelape del
NAD™* y la quinona 2, lo cual resultaba por deméas
opuesto a la formacidn de un complejo ternario en
cada monomero [6].
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Figura 2. Alineamiento multiple de 8 secuencias de ND-2 en el que se marcan los dos dominios de unién a nucleétido altamente
conservados. Estos dominios, predichos como parte estructural de los dos pliegues de Rossman en los modelos tridimensionales,
permitio la inferencia de secuencias génicas codificantes para proteinas funcionales (imagen tomada de Kerscher, S. J. 2000 [4].

A finales del 2012, Feng y colaboradores
obtuvieron la estructura de la scNDI1 con una
resolucion menor a los 2 Angstroms, en la que se
confirmé la presencia de dos mondmeros
comunicados a través de las hélices alfa 15 y 16
del dominio carboxilo terminal (CTD) (Figura 4)
[7]. Este grupo asignd, mediante la generacion de
multiples mutantes del extremo CTD, que la
longitud y la conservacion de los residuos de
aminoacido de este extremo son necesarios para la
dimerizacion y la union del homodimero a las
membranas.

Del resultado de la co-cristalizacion de la
enzima con los sustratos realizada por este grupo
de investigadores, se encontrd que la union del
NADH puede generar cambios conformacionales
en el sequndo pliegue de Rossman. Establecieron
que la distancia entre el anillo de FAD y la
quinona 1 (Q1) es cercana a los 7.8 Angstroms
(Figura 4B), pero esta distancia puede reducirse a
una distancia menor para realizar el intercambio
de electrones dentro de la enzima. En este trabajo
se encontrd una segunda quinona unida a cada
monomero, pero la funcion de este segundo

derivado isoprenoide permanece ain en discusion

[71.

Una tercera estructura de ND-2 se describié en
el 2014 para la bacteria termoéfila alcalina
Caldalkalibacillus thermarum [17]. En esta
estructura, resuelta a 2.5 Angstroms, se confirma
la participacién del carboxilo terminal para el
correcto empaquetamiento y la dimerizacion de la
proteina (Figura 4 panel C), y aunque es de menor
tamafio, al compararse con la interfase de la
SscNDI1 se observa que permite el adosamiento del
homodimero a las membranas.

Ademas, en esta bacteria la dimerizacion de la
enzima permite la formacion de los canales por
los que las quinonas ingresan a la ND-2 para
tomar los electrones provenientes del NADH
citosélico (Figura 4D). Al ser un organismo
unicelular, la proteina se localiza en el citoplasma,
adosada a la cara interna de la membrana
plasmatica bacteriana. La presencia de dimeros
funcionales también fue confirmada por el grupo
de Feng, a través de ensayos de Western blot,
utilizando anticuerpos monoclonales contra la
scND-1 [7].
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membrane

Figura 3. Estructura tridimensional de la scNDI1 obtenida por Yagi y colaboradores en 2012. En el panel A se observa el
homodimero de la proteina encontrado en la celda unitaria del cristal. En amarillo se resalta el FAD de cada mondmero. En el panel B se
muestra en listones y en una representacion globular (panel C) la parte inferior del homodimero en el que se forma la interfase de union a
las membranas. Con la letra i y iii se resalta la posicién de los extremos amino de cada monémero. Con las letras ii se marca el canal
hidrofébico (en blanco) bordeado por dos flancos positivos (azul) que permiten el adosamiento del homodimero a las membranas. En el
panel D se muestra la interaccion predicha para el homodimero con las membranas [iméagenes tomadas de lwata, M. et al. 2012 [6]].
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Figura 4. Estructura tridmensional de la scNDI1 resuelta por Feng en 2012 (paneles A, B y D) estructura tridimensional para la
ND-2 de C. thermarum (panel C). En el panel A se muestra la cara membranal del heterodimero, en el que las hélices 15 y 16 de cada
mondmero resultan fundamentales para la dimerizacion. En el panel B se muestra la presencia del complejo ternario dentro de uno de los
mondmeros. En éste se observa la presencia del NADH situado en la cara cis del FAD, mientras la quinona queda en la cara trans del
anillo de isoaloxacina. En el panel C y D se muestra el plano membranal de los homodimeros de las ND-2 de C. thermarum y S.

cerevisiae en el que se resalta con flechas el canal de las quinonas. [7,17]

Las NADH deshidrogenasa alternas forman
parte de supercomplejos respiratorios

En nuestro grupo de trabajo seleccionamos a la
levadura S. cerevisae con el fin de evaluar la
presencia de las ND-2 en la formacién de
supercomplejos respiratorios. Este modelo de
estudio se escogid por su amplio uso artesanal e
industrial, porque se conoce su genoma completo,
y es uno de los modelos de estudio eucarionte
mejor conocido. En 1998, dos grupos de
investigacion encabezados por Jack Pronk y
McAlister-Henn llegaron, de manera
independiente y casi simultanea, a la conclusién
de que las mitocondrias de S. cerevisiae contaban
con 3 genes que codifican para 3 NADH
deshidrogenasas alternas [18,19]. Es decir,
ademas de la interna (scNDI1), se describid la
presencia de dos elementos alternos externos que
contaban con un marco de lectura abierta. Estas
dos secuencias se hombraron sScCNDE1 y scNDE2
[18,19]. Sin embargo, parecia que, bajo las
condiciones de los ensayos realizados por ambos

grupos de trabajo, Unicamente la scNDE1 era
relevante. Es decir, la mutante de la ScCNDE2 era
indistinguible fenotipicamente de la cepa silvestre,
mientras que la mutante que carecia de la sScNDE1
perdia la capacidad de oxidar al NADH citosdlico
(Figura 5).

Al no existir en la levadura un complejo |
clasico, la scNDI1 toma su lugar, no sélo en la
reoxidacion del NADH, sino también en la
formacion de supercomplejos  respiratorios.
Aunque esta propuesta parecia ser bastante obvia
y  razonable, habia  que  demostrarla
experimentalmente.

A través de la seleccion de mutantes sencillas
y dobles, nuestro equipo de trabajo pudo llegar a
resultados concluyentes en los que reportamos que
Unicamente la scNDI1 forma parte de los
supercomplejos respiratorios, mientras los otros
dos elementos alternos no forman supercomplejos
respiratorios en nuestras condiciones de trabajo
[20].
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Figura 5. Las NADH deshidrogenasas alternas de S. cerevisiae. En el panel A se muestran las velocidades de respiracion de la cepa
WT vy tres mutantes. La primera carece del gen codificante para la ScNDE1 (ndelA NDEZ2), la segunda carece del gen de la sScNDE2
(NDE1 nde2A), la tercera carece de las dos NDEs y sélo muestra la interna (ndelA nde2A). En el panel B se muestran un zimograma
revelado con actividad de NADH deshidrogenasa en el que se evalla a las 4 mutantes previamente descritas. En el panel C se coloca 7
carriles en los que se confirma con anticuerpos la composicion de los supercomplejos respiratorios encontrados en la cepa WT y en la

doble mutante que carece de las NDEs [20].

Sin embargo, también se ha mostrado la
formacion de supercomplejos respiratorios con
NADH deshidrogenasas alternas externas en
organismos como Y. lipolytica [21], por lo que no
descartamos que bajo algunas condiciones de
cultivo, las scNDEs también puedan formar parte
de supercomplejos respiratorios.

La formacion de supercomplejos respiratorios
permite la canalizacion de los electrones entre una
proteina y otra, disminuyendo la probabilidad de
formacion de radicales libres de oxigeno, al
mismo tiempo que aumenta la velocidad de flujo
de los electrones entre los componentes. También
se ha descrito la formacion de estas estructuras
para la catélisis en serie y para la estabilizacion de
las proteinas [22].
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La  historia evolutiva de las NADH
deshidrogenasas alternas

Normalmente las NADH deshidrogenasas se
describian como proteinas ausentes en los
cordados [3,4,23]; sin embargo, investigando
sobre la historia evolutiva de estos elementos
alternos, nuestro equipo de trabajo detecté en el
2011 la presencia de transcritos codificantes para

ND-2 en al menos cinco especies de animales
(figura 6) [24].

Estos animales compartian como elemento
comun estar limitados a una vida acuética y tener
un movimiento ligeramente restringido. Entre los

animales con transcritos para ND-2 localizados, se
encuentran:

La placa marina Trichoplax adhaerens
(phylum  Placozoa), el gusano de mar
Nematostella  vectensis, la hidra marina
Hydramagni papillata (phylum Cnidaria), el erizo
de mar Strongylocentrotus purpuratus (phylum
Echinodermata), y el organismo filtrador de los
urocordados  Ciona

intestinalis ~ (phylum
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Figura 6. Arbol filogenético de las ND2 en diferentes grupos. En verde oscuro se muestran las secuencias de plantas vasculares, en
verde claro secuencias de eubacterias, en naranja secuencias de ascomicetos, en café secuencias de basidiomicetos, en morado se
muestran protozoarios, en rojo se colocan las 4 secuencias de animales reportadas por nuestro grupo de investigacion. En lineas gruesas

se resalta la ubicacién de las 3 secuencias de U. maydis y la scNDI1.
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Inicialmente la presencia de las NADH
deshidrogenasas en estas cinco secuencias de
animales fue rechazada, pero con el pasar de los
afios y la aparicion de méas secuencias gendmicas
de animales, logramos encontrar al menos 20 mas,
de grupos como artrépodos, poliquetos, moluscos,
bivalvos, quelicerados. A continuacién colocamos
12 especies  representativas:  Amphimedon
queenslandica, esponja de la gran barrera de
arrecife de coral; Strongylocentrotus purpuratus,
un erizo de mar; Lottia gigantea, la ostra blho
solitaria; Crassostrea gigas, el ostion u ostra
japonesa; Lingula anatina, la almeja o mejillén de
cola considerado “un fosil viviente” por su amplia
representacion en el registro fésil; Capitella teleta,
un tipo de gusano poliqueto; Saccoglossus
kowalevskii, un gusano deuterostomado; Limulus
polyphemus & cangrejo herradura también
conocido como ‘cazuelita de mar”; Aplysia
californica, el primer molusco en ser secuenciado;
Biomphalaria glabrata, caracoles de la familia
Planorbidae y Stegodyphus mimosarum, arafias de
la familia Eresidae.

De esta manera, ante esta amplia
representacion de las ND-2, creemos que el
escenario evolutivo mas plausible y parsimonioso,
es en el que el ancestro comun a los tres grandes
phyla del arbol de la vida (Archea, Bacteria y
Eucaria), debid poseer al menos una copia de una
ND-2, y esta secuencia fue heredada a todos los
grupos actuales, pero se perdioé Unicamente en los
animales superiores como los mamiferos y grupos
cercanos. Inicialmente nuestra apuesta para
explicar la ausencia de las ND-2 en los mamiferos
se basaba en argumentos bioenergéticos, Yy
propusimos que el funcionamiento de las ND-2
eran inviables ante un estilo de vida de gran
movilidad. Es decir, al no bombear protones, las
NADH deshidrogenasas alternas representarian
una fuga de energia que no podia ser tolerado en
los animales con gran movimiento.

La participacién de las NADH deshidrogenasas
alternas en el metabolismo

Las ND-2 son proteinas monotopicas adosadas
lateralmente a las membranas bioldgicas, como
hemos mencionado anteriormente, y adn
dimerizadas, su tamafio es muy pequefio en
comparacion con el complejo | clasico, por lo que
no bombean protones y no participan directamente
en la generacion del gradiente electroquimico
[5,25], pero permiten la reduccién de la quinona
[10,26], con lo que los complejos 111 y 1V pueden
bombear protones y formar el gradiente

electroquimico necesario para el funcionamiento
de la fosforilacion oxidativa. Ademas de reducir a
las quinonas, las ND-2 permiten la reoxidacion
del NADH y del NADPH, lo que es una funcion
por demas importante, pues agilizan la dinamica
del metabolismo intermediario.

En el caso de hongos como S. cerevisae, que
posee tres elementos alternos que oxidan NADH
pero no posee complejo I, la scNDI1 cumple con
la funcién de oxidar al NADH generado en la
matriz mitocondrial [27], mientras que a las otras
dos NADH deshidrogenasas alternas externas se
les asocia la funcién de oxidar el NADH generado
en el espacio citosélico [28]. Hasta el pasado
noviembre del 2016, no hay registro alguno de
alguna NADPH deshidrogenasa funcional en las
mitocondrias de S. cerevisiae. Sin embargo,
hemos conseguido clonar, sobreexpresar y
purificar a las 3 NADH deshidrogenasas alternas
de S. cerevisiae y con las enzimas puras hemos
constatado que la scNDE2 tiene una funcién
bivalente como NADH y NADPH
deshidrogenasa, con una afinidad mayor por el
segundo sustrato, pero con una Vmax menor para el
NADPH (tabla 1).

Km NADH (uM)  K,; DCPIP (uM)  V,, NADH (imol /min mg)
scNDEL 155 + 2.6 44,82 +3 1,108.6 + 54.7

scNDEZ 3.7 £05 516+ 3.1 1,441 £503
Km NADPH K,; DCPIP

V,, NADPH (umol /min mg)
sc NDE1 - - -
‘ scNDE2 6.83+1.6 31.4+0.08

852.8+1.6 |

Tabla 1. Parametros cinéticos de las 2 NDE de S. cerevisiae

En otros hongos ascomicetos como K. lactis y
N. crassa, es comun encontrar al menos cinco
genes codificantes para ND-2, en los que al menos
uno de los productos codificados tiene la funcién
de canalizar a los electrones del NADPH cuando
la sobreproduccion de este transportador de
electrones es elevada (Figura 7) [12,15]. También
existen ascomicetos, como Debaryomyces hanseni
y Yarrowia lipolytica, en los que sélo se presenta
una secuencia que codifica para una NADH
deshidrogenasa alterna externa [21,29].

Para el caso de hongos basidiomicetos como
U. maydis, nuestro grupo de trabajo ha encontrado
la presencia de tres marcos de lectura abierta que
codifican para tres transcritos de ND-2 que
parecen ser constitutivos (paneles A y B de la
figura 8), ya que se expresan durante las fases de
crecimiento exponencial y estacionaria, sin
importar la fuente de carbono. Una de las
secuencias posee un dominio de unién a calcio
(datos no mostrados), y al menos uno de los tres
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genes de ND-2 en el genoma de este
basidiomiceto codifica para una proteina con
actividad de NADPH deshidrogenasa que es

glucose

HXK

insensible a la activacién por calcio (paneles C y
D de la Figura 8).
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Figura 7. Flujo de carbono en mutantes PGI/RAG2 de K. lactis. Las células de esta cepa al tener disminuida la conversién de GIc6P a
Frc6P aumentan el flujo de la via de las pentosas fosfato, con lo que la sobreproduccion de NADPH conduce a la sobre expresion de una
NADPH deshidrogenasa mitocondrial que permite la reoxidacién del metabolito y la canalizacion de los electrones hacia la cadena

respiratoria [15].

A partir de los modelos tedricos realizados por
nuestro grupo de trabajo, podemos inferir que el
dominio de unidn a calcio presente en la secuencia
um3669 estd localizado fuera de la interfase de
union de los mondmeros, tomando una
distribucion lateral respecto a la posicion del
posible dimero de esta proteina (Figura 9, paneles
Ay B), lo que es muy interesante, puesto que
podrian formar parte del mecanismo de regulacion
de la enzima.

La cinética enzimatica de las NADH
deshidrogenasas alternas

Con el fin de conocer el mecanismo de
reaccion de estos elementos alternos, se realizaron
trabajos cinéticos en los que los autores describian
inicialmente a las ND-2 con una cinética del tipo
Ping-Pong (figura 10 panel A) [10]. La mayoria

de estos andlisis se hicieron con la NADH
deshidrogenasa alterna interna de S. cerevisiae
(scNDI1) y se consideré a este mecanismo de
reaccion como el consenso para todas la ND-2 que
iban siendo descritas. Sin embargo, con el uso de
quinonas hidrofébicas se encontraron rectas
intersectantes en el grafico de Lineweaver-Burk,
lo que permitia inferir la presencia de un complejo
ternario entre las ND-2 y sus dos sustratos (Figura
10 panel B). También con el uso de experimentos
de transferencia de carga utilizando quinonas
hidrofébicas se concluia que ambos sustratos
podian coexistir unidos simultdneamente a la
scNDI1, pero fueron las estructuras terciarias
resueltas por cristalografia las que confirmaron la
presencia de un complejo ternario en las dos ND-2
descritas (Figura 10 panel C).
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Figura 8. Expresion de las ND-2 de U. maydis. En el panel A y B se muestran los resultados del RT-PCR de las tres secuencias
predichas en el genoma de este basidiomiceto que son expresadas en diferentes condiciones de cultivo. Como gen constitutivo de
referencia se tomd a la actina. En el panel C se muestra un trazo respiratorio representativo en el que se observa el consumo de oxigeno
cuando las células permeabilizadas son alimentadas con NADPH y posteriormente con succinato. En el panel D se observa el efecto del
calcio sobre la respiracion cuando las células son alimentadas con NADPH.

A B

3669 monomer 3669 Homodimer

Figura 9. Prediccion basada en homologia de la secuencia 3669 de U. maydis. En el panel A se muestra la representacion del
mondmero, sefialando en diferentes colores los dominios mas relevantes, incluyendo el dominio putativo de unién a calcio. En el panel B
se muestra el homodimero inferido en el que se observa que los dominios de unién al calcio quedan ubicados lateralmente en la
estructura. Para la elaboracién de este modelo se tomé como molde a la estructura de la scNDI1, la validacion de los modelos se realizd
utilizando herramientas del portal PROCHECK.
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Figura 10. Los modelos cinéticos para las ND-2. En el panel A se muestra el modelo de Ping-Pong, en el que se plantea la entrada del
NADH como primer sustrato. Al ser oxidado y reducir el anillo de isoaloxacina se disocia de la enzima, que recibe al DCPIP oxidado y
éste se disocia de la enzima al ser reducido. En el panel B se muestra el modelo de azar que implica la formacién de un complejo ternario
en el que el orden de entrada y salida de los ligandos no es relevante. En el panel C se muestra la estructura tridimensional de la ND-2

reportada por Heikal en 2014 para C. termarum [17].

Organism Group E, K, (pM)  Mm (kDa) Flavin QBS

E. coli A NDH 50 45 FAD 1B

A. vinelandii A ND 13 ND FAD 1B

Synechocystis A ND ND 49 FAD IB

A. ambivalens C +70 6 47 FMN 1A

8. metallicus C +160 2 49 FMN ND
T. brucei A ND 120 2% 33 FMN 1C

Y. lipolytica A ND 15 667 FAD 1B

8. cerevisiae

NDI1 A —370 31, % 53 FAD 1A

NDE1 A ND ND 627 FAD 1B

NDE2 A ND ND 65° FAD 1B

N. crassa

NDI1 A ND 57 FAD B

NDE1 B ND 117 64 FAD 1B

NDEZ2 A ND 12 65° FAD B

S. tuberosum

NDA A ND 147 55° FAD 1A

NDin ND ND 147 ND FAD ND
NDB B ND ND 635 FAD 1C

NDex ND ND ND ND FAD ND

Tabla 2. Valores de masa molecular (Mm), Km y potencial
redox (Em) reportados hasta el afio 2004. Tomado de [5].

Las ND-2 como blanco farmacologico

El estudio de las ND-2 también es importante
desde el punto de vista farmacolégico por su
posible uso como blanco en parésitos de animales
y plantas, que muestran resistencia a antibiéticos
tradicionales [30-32]. Aunque inicialmente la
estrategia consistia en desarrollar estructuras
derivadas de las quinonas como la quinolonas y
las fenotiazinas [33-35], que inhibieran a
concentraciones nanomolares, se han probado
decenas de compuestos que no estan vinculados
estructuralmente con las coenzimas Q pero si
producen una inhibicién del tipo no competitiva
sobre las enzimas purificadas. Ejemplos de estos
compuestos son la polimixina y la gramicidina,
[36-38]. El desarrollo de farmacos que inhiban a
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las ND-2 es por demés una carrera que se esta
desarrollando de manera acelerada, pues estas
proteinas son un blanco farmacologico ideal por
estar ausentes en los mamiferos, pero
ampliamente  distribuidas  en  organismos
patégenos como micobacterias, estafilococos,
plasmodios, apicomplejos, tripanosomatidos,
criptosporidios, candidas, entre otros, en donde
estas enzimas se han descrito como relevantes o
esenciales para al menos una etapa del ciclo vital
del patégeno. En la lucha contra enfermedades
tropicales desatendidas, como malaria,
tripanosomiasis, chagas y enfermedades causadas
por helmintos, el desarrollo y uso de farmacos que
inhiban a las ND-2 de los patdgenos puede
generar un buen panorama en el campo de la salud
[30,31,39].

Las ND2 también se han propuesto como
posibles herramientas de la terapia génica para
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