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Caracterizacion de la catalasa peroxidasa de Ustilago

maydis: una enzima multifuncional

Abstract
Ustilago maydis is a promising model organism for biotechnology and biochemistry
due to its high similarity to higher eukaryotes, it is not pathogenic to humans, and its
genome has been fully sequenced. This yeast has a catalase-peroxidase (cat-px)
that confers protection against oxidative stress, contributing to preventing lipid,
protein, and DNA oxidation. This research aimed to characterize kinetically the cat-
px of U. maydis and the physiological responses under oxidative stress induced by
hydrogen peroxide. Cell viability, specific activity, and expression of the cat-px gene
were analyzed under different stress conditions induced by hydrogen peroxide (H.O.)
for 24 h. The U. maydis cat-px has a higher specific activity at low H.O,
concentrations than control cells. The enzyme was sensitive to 40 °C and showed
no activity at pH 6. The expression of the cat-px gene was dependent on H.O,
concentration, with lower expression of cat-px at higher concentrations of H.O.. Cell
viability was reduced by 60% at high H.O. concentrations. Moreover, the presence
of H.O, induces morphological changes in U. maydis, with thinner cells observed

compared to the control.

Resumen
Ustilago maydis es un organismo modelo prometedor para la biotecnologia y la
bioguimica debido a su alta similitud con eucariotas superiores. Ademas, su genoma
ha sido completamente secuenciado y no es patdégeno para humanos. Esta levadura
contiene un sistema antioxidante completo entre el que se destaca la presencia de
una catalasa-peroxidasa (cat-px). Esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar
cinéticamente la cat-px de U. maydis y las respuestas bajo estrés oxidativo inducido
mediante un agente quimico. Se analizo la viabilidad celular, la actividad especifica
de la cat-px y la expresion del gen de la cat-px en condiciones de estrés oxidativo
inducido por peréxido de hidrégeno (H202). La cat-px de U. maydis presenta
actividad especifica mas alta a bajas concentraciones de H202 que las células
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control cuando las células fueron incubadas por 24 horas. La enzima perdié un 70%
de actividad a 40 °C y no mostr6 actividad a pH 6. La expresion del gen cat-px fue
dependiente de la concentracion de H202, con una menor expresion a
concentraciones mas altas. La viabilidad celular se redujo en un 60% a 40 mM de
H202. Ademas, la presencia de H202 induce cambios morfolégicos, observandose

células delgadas en comparacién con el control.

1 Introduccion

1.1 Especies reactivas de oxigeno
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas inestables que contienen
oxigeno y tienen un electrén desapareado lo que las convierte en radicales libres,
ademas de reaccionar facilmente con otras moléculas de la célula. Se producen
como subproductos normales del metabolismo celular y desempefian un papel
importante en la sefalizacion celular y la respuesta inmune. Pueden llegar a ser
dafiinas y perjudiciales a la célula si no se controlan adecuadamente, ya que el
desbalance entre la sintesis de ROS y el sistema de defensa antioxidante en los

sistemas vivos provoca una ruptura en la funcion celular (Zabtocka & Janusz, 2008).

Parte fundamental en la produccion de las especies reactivas de oxigeno son los
complejos respiratorios del | al 1ll, la mitocondria, los peroxisomas, la NADPH
oxidasa, el 6xido nitrico sintetasa desacoplada y el sistema del citocromo P450. A
bajas concentraciones las ROS son moduladores cruciales de las funciones
celulares, son esenciales en la sefializacién celular, la induccion de la respuesta
miogénica, la defensa contra agentes infecciosos, mientras que el exceso de las
ROS puede alterar la funcion celular normal y promover el dafio irreversible a

lipidos, acidos nucleicos y a proteinas celulares (Fernandez-Checa et al., 1997).

Las acciones protectoras contra los ROS son llevadas a cabo por varias enzimas:
la superdxido dismutasa, la catalasa, el sistema del glutation compuesto por la
glutation (peroxidasa y la glutatién reductasa y el sistema de la tiorredoxina) (Holley
etal.,, 2011). También por compuestos no enzimaticos como la vitamina E, el

ascorbato, el glutatién, la transferrina, y la ceruloplasmina.
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1.2Las catalasas
La catalasa descompone a dos moléculas de perdxido de hidrogeno (H202) y lo
rompe en dos moléculas de agua H20 y una de oxigeno en una reaccion de dos

pasos. La reaccion se representa en la figura 1.

a) Fe(lll) + Hy0, 3131353 | polIn(P*) + Hy0 + 0,y Fe(IV)(P™)(0,) +
H,0
b) [Fe (IV) — 0] + H,0-S3131353 | g0 (111) + H,0 + 0,

Figura 1. Pasos de la reaccién catalitica de catalasa. a) En el primer paso la enzima en su forma de
hierro Fe (lll) reacciona con el perdxido de hidrégeno y forma un complejo hierro en estado de
oxidacién con un oxigeno unido y libera una molécula de agua. b) El oxiferril se reduce mediante
una transferencia de dos electrones, el donador de electrones es una segunda molécula de
peroxido de hidrégeno. La reaccion regenera la forma original de la enzima Fe (ll1),_liberando otra

molécula de agua y una de oxigeno. Modificada y traducida de (Nandi et al., 2019)

La catalasa es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hemo, una enzima
ubicua que se encuentra en casi todos los organismos aerobios.

Por otra parte, la catalasa es importante en la patogenicidad de hongos y para el
desarrollo de varios patdégenos humanos y vegetales, incluidos Candida albicans,
Aspergillus fumigatus y Blumeria graminis durante la colonizacion del huésped
(Wysong et al., 1998; Xu y Pan, 2000; Paris et al., 2003).

En la literatura, de acuerdo con sus propiedades fisicas y bioquimicas se han
descrito cuatro tipos generales de catalasas: las catalasas hemo monofuncionales
(catalasa clasica) (Schomburg et al.,, 1994); la catalasa-peroxidasa (catalasa
atipica) catalasas no hemo (pseudocatalasas) y catalasas menores. (Sooch et al.,
2017)
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Figura 2. Tipos de catalasas. Traducida y modificada de Catalases: Types, Structure, Applications
and Future Outlook (Sooch et al., 2017).

1.2.1 Las catalasas fangicas

Las catalasas fangicas son enzimas hemo-mono-funcionales clave en la
descomposicion del agua y el oxigeno, protegiendo a las células del dafio oxidativo.
Estas enzimas, especialmente las mono-funcionales de tipo hem catalasa, se
encuentran en organismos como Saccharomyces cerevisae y Neurospora crassa.
Se localizan mayormente en peroxisomas, aunque también se han observado en el
citosol de algunas eucariotas (Sooch et al., 2017). Comparadas con las de otros
organismos, las catalasas fungicas son unicas en su diversidad y especializaciéon
funcional. En los hongos ascomicetos filamentosos, por ejemplo, existen dos formas
principales de catalasas de subunidad grande (L1 y L2). La subunidad L2, es
extracelular e inducible por multiples estimulos, es crucial para la proliferacion y la
diferenciacion celular, mientras que la subunidad L1, no es inducible y presentes en

esporas asexuales, son vitales para la germinacion de las esporas (Hansberg et al.,
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2012). Ademas, los hongos presentan varias catalasas de subunidad pequefia,
algunas de las cuales estan inhibidas por su sustrato, el H202, y otras se activan por

su sustrato, el H202, y evitan la inhibicion por union con el NADPH.

El mecanismo exacto de accién del NADPH no estéa claro, por lo que el H20zes la
fuente tanto oxidante como reductora (Putnam, et al., 2000). Por lo que este perfil
estructural y funcional Unico podria ser el resultado de eventos de transferencia de
genes de bacterias primordiales a hongos que ocurrieron antes de la separacion de
estos dos filos. Las catalasas fangicas tienen un alto valor en biotecnologia,
especialmente en procesos industriales donde la degradacién de H20:2 es esencial,
como en la descomposiciéon de lignina por peroxidasas secretadas. Se clasifican
principalmente en catalasas de subunidad grande y pequefia, cada una con
propiedades distintas que reflejan la complejidad de la ecologia y fisiologia de los

hongos (Hansberg et al., 2012).

1.2.2 Las catalasas peroxidasas

La importancia de las catalasas peroxidasas radica en su capacidad para mantener
el equilibrio redox y prevenir dafios celulares causados por especies reactivas de
oxigeno, lo que las convierte en una pieza fundamental en la respuesta antioxidante
de los organismos.

Las catalasas-peroxidasas son enzimas bifuncionales Unicas que exhiben tanto
actividad de catalasa, descomponiendo el H202 en agua y oxigeno, como actividad
de peroxidasa, oxidando su principal sustrato el H2O2, ademas de tener otros
sustratos segun la estructura y el tipo de cat-px, estos sustratos pueden ser:
peréxidos organicos en bacterias y levaduras bajo condiciones de estrés oxidativo
extremo (Linnemer & Visser, 2016); acidos grasos oxidados en bacterias patdogenas
compuestos nitrogenados en bacterias (Binkley, 1988), y compuestos fendlicos
(Loewen, P. C., & Switala, J.,1987). A diferencia de las catalasas monofuncionales,
gue son tetraméricas, las cat-px son enzimas diméricas con un grupo hemo 3 en
cada subunidad, unido a un aducto covalente formado por tirosina, metionina y
triptéfano. Esta estructura les permite realizar reacciones de peroxidacion, que son

Utiles en la degradacion de compuestos fendlicos y otros procesos redox (Sooch
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et al., 2017). Se encuentran principalmente en bacterias y hongos, desempefiando
un papel crucial en la proteccién contra el estrés oxidativo causado por el H,O,.

La importancia de las cat-px radica en la bioremediacién, particularmente en el
tratamiento de efluentes ricos en peréxido de hidrégeno y compuestos fendlicos.
Ademas de tener potencial en la aplicacion en sintesis de productos farmaceéuticos
y en procesos biocataliticos que requieren reacciones especificas de oxidacion y
reduccion (Sooch et al., 2017).

1.2.3 La catalasa peroxidasa y la reaccion de Fenton

La cat-px tiene un papel importante en la reaccion de Fenton, proceso que involucra
la produccién de radicales hidroxilos altamente reactivos mediante la interaccion

entre H202y iones metdlicos como el hierro en su estado reducido (Fe?*).

Cat-px

!

Fe?*t + H,0, - Fe3t + OH + OH~

Figura 3. Ecuacién de Fenton. El H-0- es reducido en presencia de Fe?* produciendo radicales

hidroxilo (OH), que son extremadamente reactivos y causan dafio oxidativo.

El objetivo de la cat-px es regular la concentracion de H202, siendo el sustrato clave
para la generacion de radicales hidroxilo (Takio et al., 2021), asi mismo, la presencia
de metales pesados como el Fe?* intensifica la reaccién de Fenton debido a la alta
afinidad por el H20:2. Al reducir las concentraciones de H202, la enzima limita la
formacion de radicales hidroxilo (OH) que se producen el reaccion de Fenton,
ademas de que la actividad peroxidasa puede oxidar otras moléculas, generando

una defensa antioxidante en sistemas bioldgicos (Fita et al., 2015).

Un ejemplo del papel de cat-px es en Mycobacterium tuberculosis, donde la cat-px
protege al organismo al descomponer H202 antes de que participe en la reaccion
de Fenton (Wang et al., 1998).
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2 Antecedentes

2.1 Generalidades de Ustilago maydis

Ustilago maydis es un hongo patdégeno de plantas monocotiledoneas a nivel
mundial, coloquialmente en México es conocido como huitlacoche. Es un hongo facil
de reconocer debido a que forma agallas o tumores de diferentes tamafios en las
plantas de maiz; estas agallas son carnosas cuando estan jévenes y polvosas
cuando estan en la madurez, estos polvos contienen las esporas que después seran
liberadas e iniciara nuevamente el ciclo de vida del hongo. La coloracion de este
hongo es oscura y se debe a las esporas melanizadas, conocidas como teliosporas.
Este hongo puede ser reconocido en la planta antes de la formacion del tumor
porque produce clorosis en las hojas, deformidades en el maiz, un tamafio mas
pequefio en las plantas, y acumulacion de antocianinas, sin embargo, no mata la
planta.

Respecto a su clasificacion taxondmica, U. maydis pertenece al orden de los
Ustilaginales, de la familia Ustilaginaceae, del género Ustilago, de la especie
Ustilago maydis (DC.) Corda, 1842. U. maydis DC Corda es el miembro mas
conocido de este grupo, el cual es el patdogeno especifico del maiz (Zea mays) y del
teosinte (Zea mexicana). U. maydis pertenece al grupo de parasitos biotroficos
conocido como tizones que dependen del tejido vivo para la proliferacion y el
desarrollo. A diferencia de los basidiomicetos tipicos, no tiene un cuerpo fructifero
real. Durante su ciclo de vida produce un gran saco que contiene telioesporas
diploides en reposo. Estas esporas germinan y forman basidioesporas haploides
por meiosis. Las hifas haploides de tipo de apareamiento opuesto pueden
fusionarse y formar una célula dicariética filamentosa.

Econdmicamente, la enfermedad del carbén del maiz causa cada afio graves dafios
y pérdidas en el maiz, uno de los principales cultivos de cereales del mundo. Sin
embargo, en México y Centroamérica, el carbdn de maiz se considera un manjar
culinario (huitlacoche). Nutricionalmente, el huitlacoche se compone de (en base
seca): proteinas entre 11.5y 16.4%, grasas del 2.7 a 6.5%, carbohidratos del 55.1
al 66.5%. Se han identificado alrededor de 27 tipos de carbohidratos, entre ellos

destacan la glucosa, fructosa, glicerol, sorbitol y manitol (Aydogdu & Golukgu, 2017).
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El porcentaje restante de nutrientes estd representado por vitaminas, como la
riboflavina, la biotina, la niacina y el acido folico, y los metabolitos secundarios con
capacidad antioxidante.

Por otra parte, U. maydis se ha descrito como un excelente sistema modelo para
estudiar las interacciones huésped-patégeno y ha sido estudiado durante mas de
100 afos; debido a que contiene un genoma haploide de aproximadamente 20.5
Mb y esta organizado en 23 cromosomas. U. maydis también es conocido como el
"hongo del maiz", es un patégeno vegetal que tiene la capacidad de causar
enfermedades en plantas de maiz, al ser un patdégeno ubicuo del maiz y un hongo
basidiomiceto no utiliza virulencia agresiva para matar a su huésped, pertenece a
los parasitos biotréficos que dependen del tejido vivo para proliferacion y desarrollo.
(Kamper et. al. 2006). Este organismo puede cultivarse facilmente en condiciones
de laboratorio en plantas jovenes de maiz y en medios sintéticos, donde crece como
una levadura unicelular. Es susceptible de manipulaciones moleculares, como la
transformacion y el reemplazo de genes homologos (Kamper et al., 2006). La
investigacion genética molecular con U. maydis se centra en las vias de
sefializacion que influyen en la virulencia, el papel del apareamiento en la
patogénesis y la recombinacion homologa (la union Holliday), una estructura
recombinante del ADN, que se observo por primera vez en esta especie (Vollmeister
etal., 2012). U. maydis también sirve como modelo importante para otros
basidiomicetos fitopatégenos con los que es mas dificil trabajar en el laboratorio,
como los hongos Puccinia y Exserohilum causantes de la roya y el tizon (Kamper
et al., 2006). De igual importancia, U. maydis comparte un nimero significativo de
proteinas con los humanos, lo que hace que sea un modelo atractivo para explorar
principios biolégicos conservados entre hongos y mamiferos. (Steinberg & Perez-
Martin, 2008)
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Figura 4. Maiz infectado por U.maydis, huitlacoche. Obtenido de Castillo, A. (2021).

2.2 Ciclo de vida de Ustilago maydis
El ciclo de vida de este hongo consta de dos fases: la fase saprofitica asexual y una
fase patogénica sexual. La primera fase ocurre en suelo himedo y rico en materia
organica, donde las esporas de U. maydis germinan y producen hifas, estas hifas
se reproducen por gemacion y pueden sobrevivir durante varios afios en el suelo.
Mientras que la segunda fase inicia cuando las esporas entran en contacto con las
plantas de maiz jovenes. Las esporas germinan y las hifas penetran en los tejidos
vegetales donde se desarrollan y forman estructuras en forma de tumor, estas
estructuras contienen basidios, estructuras reproductivas del hongo. Los basidios
producen basidioesporas, que son las esporas sexuales de U. maydis. Estas se
liberan al aire y pueden infectar nuevas plantas de maiz, completando su ciclo de

vida.

De igual importancia es su variabilidad genética, pues se han identificado diferentes
cepas y alelos que controlan el ciclo de vida del hongo, especialmente en los genes
implicados en el apareamiento, como los loci de apareamiento a y 3, que regulan la
formacion de hifas infectivas y el proceso de patogénesis. El locus a controla la
fusion de células haploides y el locus B controla la patogenicidad del dicarion
resultante, se han sintetizado diploides que son homocigotos a y heterocigotos B

(a=B#); estos son solo patdgenos y producen telioesporas que germinaran con
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meiosis, no se pueden cruzar con haploides de tipo de apareamiento opuesto. Los
diploides que son heterocigotos a y homocigotos B (a+B=) no producen hifas de
infeccion en el medio de apareamiento y no son patégenos. (Holliday (1974)). Esta
diversidad genética asegura que el hongo mantenga una alta capacidad de

adaptacion y supervivencia (Tsuzuki et al., 2022).

El proceso de conjugacion de U. maydis es clave en la patogenicidad, sélo las
células dicaridticas pueden infectar plantas e inducir sintomas de enfermedad. Se
basa en el reconocimiento y apareamiento, en células haploides participan el locus
a (determina la produccién de feromonas y sus receptores) y locus B (codifica un
factor de transcripcion heterodimérico necesario para el crecimiento filamentoso
patdgeno), una vez que se reconocieron los pares de apareamiento compatibles,
las feromonas secretadas se unen a los receptores de las células del tipo de
opuesto, iniciando cascadas de sefializacion que desencadenan la formacion del
tubo de conjugacién, siendo la siguiente etapa. Las dos células haploides
desarrollan tubos de conjugacion uno hacia el otro, guiados por gradientes de
feromonas, lo que finalmente conduce a la fusién celular y la formacion de una célula
dicariotica, este dicarion contiene dos nucleos separados, uno de cada compariero
de apareamiento, lo que da paso a la tercera etapa. La célula dicaridtica sufre
cambios morfologicos, pasando de una levadura a una forma filamentosa, este
crecimiento filamentoso esta regido por la activaciéon del locus B, el cual requiere la
presencia de ambos alelos B compatibles. Por ultimo, estas hifas dicariéticas
invaden la planta huésped, a través de estomas o heridas. Una vez dentro del
huésped, el hongo prolifera, induce la formacion de tumores y completa su ciclo

sexual formando telioesporas diploides dentro de los tumores.
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Figura 5. Ciclo de vida de U. maydis. Elaboracion propia.

2.3 Sistema antioxidante de Ustilago maydis

El sistema antioxidante que tiene U. maydis tiene un papel crucial en su
supervivencia y patogenicidad. Incluye una variedad de enzimas y moléculas
antioxidantes que protegen al hongo del dafio oxidativo causado por el estrés
ambiental y la respuesta al hospedero. Dentro del sistema enzimatico clave se
encuentran una catalasa-peroxidasa, una superéxido dismutasa citosélica y dos
mitocondriales asi como las enzimas del sistema del glutatién y la tiorredoxina, las
cuales trabajan en conjunto para eliminar los radicales libres y las ROS que puedan
dafar las células del hongo. Ademas de este sistema enzimatico, también cuenta

con moléculas antioxidantes como el glutation necesario para la correcta funcion del
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sistema enzimatico del glutation, el acido ascorbico, y los carotenoides que

neutralizan los ROS.

2.4 Catalasas de Ustilago maydis
Dentro del genoma de aproximadamente 20.5 Mb de U. maydis y que codifica
alrededor de 6,500 genes (Kamper et al., 2006) (Estrada-Luna et al., s/f), se han
descrito tres catalasas: Catl (UMAG_02316) localizada en el cromosoma 5,
involucrada en la detoxificacion de H202 y esencial para la resistencia al estrés
oxidativo durante la infeccion de la planta huésped, se expresa en condiciones de
estrés oxidativo y durante la fase dicarittica; Cat2 (UMAG_05311) localizada en el
cromosoma 19, tiene funcién similar a Catl pero con un papel menos prominente
en la patogenicidad, su expresion es inducible bajo condiciones de estrés oxidativo
(Whole genome - Ustilago_maydis - Ensembl Genomes 60); Cat3 (UMAG_11197)
localizada en el cromosoma 1, es la menos estudiada pero se cree que esta
relacionada con la fase saprofitica. Estas catalasas se localizan principalmente en
los peroxisomas, modelos fangicos como U. maydis cuentan con sefial de
localizacion peroxisomal tipo 1 (PTS1), la cual es una secuencia tripeptidica en el
extremo C-terminal. Esta sefial es reconocida por receptores citosolicos que

transportan las proteinas al interior de los perosixomas (Kamper et al., 2006).

2.5 Moléculas antioxidantes
Las moléculas antioxidantes son compuestos que retrasan o previenen la oxidacion
de otras moléculas, neutralizando los ROS y evitando el dafio celular. Estos son:

vitamina C, vitamina E, compuestos fenélicos, melaninas, y el glutation.

La actividad antioxidante de varios compuestos naturales y sintéticos esta
comprendida en una transicién redox que implica la donacién de un solo electron (o
atomo de hidrogeno, equivalente a la donacion de un electrén o mas y un H*) a una

especie radical libre.
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Fig. 6. Transferencia de electrones en la actividad antioxidante.

2.6 La catalasa peroxidasa en levaduras
La catalasa peroxidasa desempefia un papel crucial en las levaduras, incluido U.
maydis, son enzimas hemo dependientes que combinan la actividad de catalasa y
peroxidasa, protegiendo asi al hongo de estrés oxidativo. Las cat-px pueden estar
presentes en el citoplasma o asociadas a la pared celular, dependiendo del modelo
fungico (Beltran-Garcia et al., s/f). Por ejemplo, en Aspergillus fumigatus la cat-px
contribuye a la resistencia frente a ROS generadas por el sistema inmune del

hospedero, favoreciendo su patogenicidad.

2.6 Agentes prooxidantes: H2O», paraquat
A la oxidasa alterna en células fungicas, vegetales, y protozooarios, se le ha
conferido un papel importante en la proteccion contra el aumento de la
concentracion de ROS producidas por los complejos respiratorios I, 11 y Ill. Sin
embargo, en un estudio realizado con cuatro diferentes cepas de U. maydis
inducidas a estrés oxidativo con paraquat se concluyé que la AOX no participa en
la respuesta antioxidante. Por otra parte, se demostro que el peroxido de hidrogeno
tiene repercusion en las proteinas del citosol y de las mitocondrias, lo cual resulta

en un dafo en el ADN y provoca apoptosis (Romero-Aguilar et al., 2022).
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3 Justificacion
Las catalasas son enzimas antioxidantes esenciales que catalizan la
descomposicion del H202 en agua y oxigeno. Desempeiian un papel crucial en la
proteccion celular frente al estrés oxidativo. En hongos patdgenos como Candida
albicans y Candida glabrata, las catalasas no solo contribuyen a la detoxificacion
del H202 generado durante la interaccion con el huésped, sino que también
participan en la evasion de las defensas inmunitarias del hospedero, facilitando asi
la infeccion (Shin et al., 2018; Toth et al., 2015). Esto es relevante ya que las
enzimas antioxidantes como las catalasas juegan un rol clave en la capacidad del
hongo para colonizar al huésped y evadir sus mecanismos de defensa, ademas de

gue no mata a la planta (Lanver et al., 2017).

En el caso de U. maydis las catalasas son fundamentales para su virulencia. Este
hongo enfrenta un ambiente altamente téxico debido a la generacion de ROS por
parte de la planta durante el proceso de defensa (Molina & Kahmann, 2007).
Ademas, se ha sugerido que las catalasas pueden tener actividad antigénica, lo que
las convierte en potenciales herramientas diagnoésticas para la deteccion de

infecciones por U. maydis (Ibeas et al., 2001).

El objetivo de esta investigacion es realizar la caracterizacion y el estudio cinético
de la catalasa peroxidasa de Ustilago maydis, evaluando su desempefio frente a
condiciones prooxidantes. Con este estudio se tendra una mejor comprension de
las estrategias antioxidantes de este fitopatdégeno lo que contribuira al desarrollo de
estrategias de control mas efectivas contra las infecciones fungicas en cultivos. Asi
mismo, el conocimiento generado sobre esta enzima multifuncional podria ser
extrapolado a otros hongos fitopatégenos, contribuyendo a una mayor comprension
de la biologia de las interacciones huésped-patégeno.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Caracterizar la cinética enzimatica de la catalasa-peroxidasa del fitopatégeno
Ustilago maydis bajo estrés prooxidativo asi como las adaptaciones fisiologicas de

la levadura en las mismas condiciones.

4.2 Objetivos particulares
Determinar el efecto del H202 sobre la produccién de biomasa en U. maydis.
Determinar la viabilidad celular.
Determinar el efecto del H202 sobre la morfologia de U. maydis.

Determinar el efecto del H202 sobre la respiracion celular.

a H~ w0 N PE

Obtener los parametros cinéticos Km y Vmax para la catalasa-peroxidasa de
U. maydis a pH 7.0.

6. Determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad catalitica de la
catalasa-peroxidasa.

Determinar el efecto del pH de 6.0 sobre la actividad catalitica de la cat-px.
Determinar la expresion del gen codificante para la catalasa-peroxidasa por
gRT-PCR.
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5 Materiales y métodos

5.1 Disefo experimental
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Figura 7. Estrategia experimental realizada en esta investigacion. Elaboracion propia.

5.2 Microorganismo

Se utilizaron dos cepas de U. maydis, la mutante FB2:otef:aox1-Gfp (1814) o la cepa
silvestre FB2 (a2b2).
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5.3 Mantenimiento de la cepa

Las cepas se conservaron en glicerol al 25% y se guardaron a -70 °C.
Se reactivaron en el medio YPD-sélido (glucosa 0.5%, extracto de
levadura 0.5%, bactopeptona 0.25%, y agar 2%, pH 7).

5.4 Cultivo de Ustilago maydis

Las células se cultivaron en 50 mL de medio liquido YPD a 28 °C, con
agitaciéon continua a 180 rpm durante 24 h.

Las células se recuperaron por centrifugacion (Thermo Scientific,
megafuge 16) a 4500 rpm durante 8 minutos a 4 °C.

Se lavaron una vez con agua destilada estéril, y se suspendieron en agua
destilada estéril de acuerdo con la relacion 1:1 (p/v) (1 mL H20/gramo de
peso humedo).

Se determind la absorbancia de la suspension celular en un
espectrofotometro (Thermospectronic, génesis 20) utilizando una longitud
de onda de 600 nm.

Los cultivos de trabajo se inocularon con 60 unidades de densidad Optica
por litro (DOesoonm 0.06 UA/mL en medio liquido YPD).

5.5Curva de crecimiento celular

Se realizaron curvas de crecimiento utilizando la cepa FB2:otef:aox1-Gfp (1814) en
cinco condiciones: 0, 10, 20, 30, y 50 mM de H20..

1.

La curva de crecimiento se inici6 inoculando 100 mL del medio YPD-
liquido, con 160 UA/L de células (DOsoonm de 0.16 UA/mL). Se realiz0 asi
para incrementar el crecimiento celular a partir de la fase logaritmica.

A las 4 horas de iniciado el cultivo se adicionaron las diferentes
concentraciones de H20z2.

Se tomaron alicuotas de 1 mL del cultivo cada dos horas, y se les
determiné la DO a 600nm. El crecimiento celular se registré durante 24 h

registrando la DO a 600nm. Cada determinacion se realiz6 por duplicado.
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5.6 Determinacion del crecimiento vegetativo

El crecimiento vegetativo de las cinco condiciones experimentales antes descritas

se determ
condicion.
1.

ind cuantificando la biomasa seca a las 24 horas de incubacion de cada

En un tubo de microfuga prepesado, se tomé una alicuota de 1mL
proveniente del medio de cultivo y se centrifug6 a 14,000 rpm durante 2
minutos en la centrifuga de mesa (Thermo Scientific, megafuge 16), al
término se retirg el sobrenadante.

Se lavaron las células con 1 mL de agua destilada estéril.

Se repitio la centrifugacion, se retird el sobrenadante y se seco el tubo
con absorbente cuidando de no tocar las células. Los tubos conteniendo

las células se colocaron en una estufa de calor a 70 °C durante 72 horas.

La biomasa seca producida se determiné por diferencia de pesos y los datos se

normalizaron por litro.

5.7 Determinacion del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se determind en células enteras tratadas por 24 y 8 horas

con las diferentes concentraciones de H202 (10, 20, 30, 50 mM) y células no tratadas

(control) utilizando un electrodo tipo Clark con un monitor de oxigeno (YSI 5300A)

conectado a una interfase que convierte los datos analdgicos en digitales. El

volumen de anadlisis fue de 1.5 mL, la determinacion se realiz6 a 25 °C.

1.

Se adicion6 1.4 mL del amortiguador KME (KCI 100 mM, MOPS 50 mM,
EGTA 0.5 mM). Se esper6 a que se estabilizara la lectura al 100% de
oxigenacion o se llevd a este porcentaje utilizando el monitor YSI. Una
vez ajustado el porcentaje de oxigeno contenido se adicion6 20 uL de
células suspendidas de acuerdo con la relacion 1:1 (p/v).

Para analizar la integridad de la cadena de transporte de electrones, se
adicion6 1 mM de cianuro (CN") de potasio para inhibir el complejo
respiratorio de la citocromo c oxidasa (CIV) y 5 uM de n-octil galato (nOg),

para inhibir la oxidasa alterna (AOX).
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3.

Los datos se normalizaron tomando en cuenta el consumo de oxigeno
disuelto 273 nmol O2 en 1.4 mL del amortiguador por parte de las células

y la cantidad de peso seco en gramos de biomasa seca en el ensayo.

5.8 Fijacion de células

Después de 24 h, las células tratadas con las cinco condiciones anteriormente

descritas se recuperaron.

Se adicion6 formaldehido al 4% concentracion final, se agité en vortex y se incubé

durante 15 minutos a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C.

1.

Al término de la incubacién, las células fijadas se lavaron con agua
destilada dos veces, las células se recuperaron por centrifugaciéon a 3,
000 rpm en una centrifuga de mesa no refrigerada y se reservaron hasta

su uso6 a4 °C.

5.9 Obtencidn de extracto celular clarificado

Las células se cultivaron y cosecharon como se describio en el punto 5.4.
Las células fueron resuspendidas siguiendo la relacion 1:1 (p/v) en el
amortiguador de lisis que contenia 50 mM KH2PO4, 40 mM HEPES, 5 mM
EDTA, 20% glicerol, 1 mM PMSF, y céctel inhibidor de proteasas (Roche).
Las células se lisaron con perlas de vidrio de 0.5 mm en el mini-
beadbeater (Biospec) con 8 ciclos de 30 segundos a 4,800 osc/min con 1
minuto de descanso en bafio de agua fria a 4 °C, por cada minuto de lisis
mecanica para evitar la desnaturalizacion de las proteinas por
sobrecalentamiento.

Después de la lisis celular, se retiraron las perlas por decantacion.

La muestra se centrifugé por 10 minutos a 10,000 rpm a 4 °C en la
centrifuga de mesa refrigerada (SCILOGEX, D3024R).

Se recupero el primer clarificado por decantacion y se centrifugo por 20
minutos a 15,000 rpm a 4 °C (SCILOGEX, D3024R).

Una vez obtenido los extractos clarificados, se realizaron alicuotas y se

mantuvieron en frio a 4 °C o se conservaron a -70 °C hasta su uso.
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5.10 Determinacion de unidades formadoras de colonia

La capacidad de proliferacion se determind para cada tratamiento de 24 h por la

técnica de unidades formadoras de colonias (CFU/mL).

1.

Las células cultivadas en YPD, con o sin H202 se cosecharon y se les
determiné la DOsoonm.

Las células se ajustaron a una DO de 0.05 UA/mL.

Se prosiguié a hacer diluciones seriadas base 10. La DOesoonm final fue de
5 x 10 cel/mL.

En cada placa de YPD-agar se colocaron 10 pL de la dilucion y se

esparcié con una varilla, hasta la completa absorcion de la muestra.

Las placas se incubaron de 24 a 48 horas, una vez que se observaron
colonias estas fueron contadas. Los datos se normalizaron en CFU/mL

tomando en cuenta las diluciones seriadas.

5.11 Determinaciéon de proteina

El contenido de proteina se determiné por el método de Lowry (Lowry, 1951). Se

utilizé albumina de suero bovino (BSA) como estandar de proteina.

1.

Se prepararon los siguientes reactivos de acuerdo con el numero de
muestras a cuantificar su proteina: BSA (1 mg/mL), DOC (desoxicolato de
sodio) 0.4 %, reactivo A: Na2COs 2 % y NaOH 0.1 N. Reactivo B: tartrato
de sodio potasio. Reactivo C: CuSO4 1% y reactivo D se prepara antes
de utilizarse siguiendo la proporcion 10:1:1 del reactivo A: B: C y Folin 1N.
La curva estandar se realizo con 0, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug de
BSA a partir de un estandar de 1 mg/mL.

En tubos de ensayo se coloc6 10 uL de la muestra y junto con la curva de
BSA se llevé a un volumen de 500 pL con DOC 0.4 %, después se
adiciono 1.5 mL del reactivo D.

Se agité en el vortex cada tubo y se incub6 durante 10 minutos a

temperatura ambiente.
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5.

6.

Al término de la incubacioén a cada tubo, se le agregd 150 uL de Folin 1N.
Se agitd en el vortex cada tubo y se incub6 durante 30 minutos.

Se leyé la DO en una celda de plastico a 660 nm.

5.12 Determinacion de la actividad enzimatica de cat-px

La determinacion de la actividad enzimatica de la cat-px se midiod

espectrofotométricamente a 240 nm y 25 °C, de acuerdo con el método establecido
por Aebi (Aebi, 1974).

[) En una celda de cuarzo se colocaron los componentes de la reaccion en el
siguiente orden: 990 uL de amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 (24 mM KH2PO4
y 116 mM Kz2HPOg), 1 pL de tritbn-X100 al 0.01% y 10 pL del extracto citosolico

clarificado.

1.

La reaccion se inicié adicionando a los diez segundos 2.5, 5, 10, 15, 20,
30, 6 50 mM de H:202. La actividad de la cat-px se registré6 como el
decaimiento de la absorbancia a 240 nm causada por el consumo del
H200o.

Los datos se normalizaron por los microgramos de proteina en el ensayo.
La actividad especifica se determind utilizando el coeficiente de extincion

molar del H202 que es de 43.6 M* cm™.

5.13 Andlisis de la temperatura sobre la actividad de la catalasa-
peroxidasa

Las alicuotas del extracto citosolico clarificado fueron incubadas en un

bafio maria a 35, 40 y 45 °C, durante 5, 10, 15 y 20 minutos.

Al término de cada incubacién, inmediatamente se determind la actividad

de la cat-px siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.13. Se utilizé

una concentracion de 15 mM de H20: para todas las temperaturas

probadas.

Los datos se normalizaron como se describié en el apartado 5.13.
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5.14 Determinacién del pH sobre la catalasa-peroxidasa

El efecto del pH sobre la cat-px se analizé determinando la actividad especifica en

el amortiguador de citratos 100 mM, pH 6.0 (82 mM citrato de sodio dihidratado y

17.5 mM de acido citrico).

1.

Como control se determiné la actividad en el amortiguador de fosfatos
200 mM pH 7.4, como se describi6 en el apartado 5.13.
La actividad especifica a pH 6.0 se normalizé considerando la proteina

contenida en el ensayo y el coeficiente de extincion molar para el H202.

5.15 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total se estandariz6 de acuerdo con el método de fenol-

cloroformo descrito por Schmitt (Schmitt, et al 1990). Durante la extraccion se

trabaj0 con guantes, material previamente esterilizado y un area designada

exclusiva para extraccion de RNA.

1.

Previo a la extracciéon de RNA fue necesario preparar: tubos safe-lock de
2 mL con 45 mm de microperlas de vidrio (450-600 um), 450 uL de fenol
(fenol saturado Amresco 0981) pH 4.5y 40 pL de SDS 10 %.

Las células se cultivaron y cosecharon como fue descrito en el punto 5.4.
Una vez obtenida la suspension celular se lavo dos veces con agua DEPC
(H20 vy dietilpirocarbonato al 1 %) y se mantuvo en frio hasta iniciar la
extraccion.

La suspension celular se centrifugd 5 minutos a 2500 rpm. Al término se
elimind el sobrenadante y se transfirid a un tubo eppendorf de 1.5 mL
nuevo.

Las células se suspendieron con 1 mL de amortiguador AE (acetato de
sodio 50 mM y EDTA 10 mM) a 4 °C, agitando en vortex.

La muestra se centrifugd 5 segundos a 14,000 rpm y se elimind el
sobrenadante.

El pellet celular se suspendié con 500 pL de amortiguador AE, 5 pL de

DEPC y agitando en vortex por 5 segundos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

La suspension celular se transfirié a los tubos previamente preparados en
el paso 1 de este apartado. Se mezclaron con vortex durante 30
segundos.

Inmediatamente pasados los 30 segundos se inicid la extraccion, la
suspension celular se incubé durante 5 minutos a 65 °C, pasado el tiempo
se agito en vortex durante 30 segundos. Este ciclo se repitié 2 veces.
Una vez repetido el paso, la suspension celular se enfrié durante 3
minutos en el ultracongelador REVCO.

Después de enfriar, la suspension celular se centrifugd 5 minutos a
14,000 rpm y con cuidado se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo.
Se agregaron 500 pL de la solucion PCI, pH 4.5 (fenol, cloroformo, alcohol
isoamilico 25:24:1 v/v) y se agit6 en el vortex durante 15 segundos.

Se continud con una centrifugacién durante 5 minutos a 14,000 rpm y se
transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo.

Se realizé una segunda extraccion con PCI pH 4.5, repitiendo los pasos
8y09.

Se agregaron 500 pL de cloroformo-isoamilico y se agitdé en vortex
durante 15 segundos.

Se centrifug6é durante 5 minutos a 14,000 rpm y se transfiere la fase
acuosa a un tubo nuevo.

Se adicion6 a la fase acuosa recuperada 10 volumenes de acetato de
sodio 3M (50 pL) y 2.5 volumenes de etanol frio al 95 % (1.250 mL). Se
incuboé minimo 30 minutos o incluso toda la noche a -70 °C.

Al término de la incubacion, la muestra se centrifugd en frio durante 5
minutos a 14,000 rpm, 4 °C. Al término, se elimind el sobrenadante y se
reservo el pellet.

El pellet se lavé con 500 uL de etanol al 75 % dos veces. El RNA se
recuperd centrifugando por 3 minutos a 14,000 rpm. El etanol se retiro
cuidando no llevarse el pellet. El etanol sobrante se evaporé dejando
abiertos los tubos a temperatura ambiente. Cuidando no secar

demasiado.
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20.

21.

Una vez evaporado el etanol, el RNA se resuspendié con 25 pL de agua
inyectable estéril.

El RNA se cuantificd y posteriormente se almaceno a -70 °C hasta su uso.

5.16 Cuantificacion de RNA

La cuantificacion se realiz6 en un nano espectrofotometro (NanoPhotometer P-
Class, P300 IMPLEN) a 260 nm.

1.

Se colocéd 1 pL del RNA previamente extraido, ver apartado 5.16 en la
celda del nano espectrofotometro.

Los datos obtenidos se ajustaron a una concentracion de 2 pg/uL,
mediante una relacién del RNA total obtenido en 1 pL. A continuacion, se

muestra un ejemplo de un resultado obtenido.

Muestra pg/uL de RNA Para 2 pug/uL
1 2.738 ug 0.730 pL

En la cual, tenemos que en 1 pL hay 2.738 pg de RNA, para obtener 2

_ Cug@uL)
pg/ uL = oy 0.730 ug

La integridad del RNA se verific6 mediante una electroforesis

desnaturalizante.

5.17 Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante

Para verificar la integridad y calidad del RNA previamente extraido en el apartado

5.16, se realiz6 una electroforesis con un gel de agarosa al 1 % en condiciones

desnaturalizante.

1.

Se pes6 0.5 g de agarosa en un matraz Erlenmeyer y se resuspendié en
50 mL del amortiguador TAE (Tris base, acido acético y EDTA). La
agarosa se disolvié calentandola en el microondas hasta obtener una
solucion transparente. Posteriormente la mezcla se vertio en la bandeja
de solidificacion del gel y se colocé un peine para generar los pozos.

Una vez solido el gel, se cargd cada pozo con 2 ug de muestra extraida
en el apartado 5.16, mas 1 pL de GelRed (Biotium), y tres volumenes
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de amortiguador de carga de gel (1-2X de formamida al 95 %, EDTA de
18 mMy SDS al 0.025 %, xileno-cianol y azul de bromofeno, adquirido en
Invitrogen) con respecto al volumen de RNA cargado en el gel.

3. El gel se corrié de 95-100 mA durante 30 minutos o hasta observar las
bandas definidas.

4, El RNA en el gel se visualiz6 mediante luz ultravioleta, verificando que las
bandas coincidan con el marcador, visualizando la banda 18S y 28S de

RNA ribosomal a 1.9 y 5 kb respectivamente.

5.18 Tratamiento con DNAsa
Una vez verificada la integridad del RNA, se procede a tratar las muestras con
DNAsa, para lo cual se ocupa el kit RQ1 RNase-Free DNase de Promega el cual
contiene lo siguiente: amortiguador de reacciéon DNAsa 10x (Tris-HCI 400 mM, pH
8.0, MgS0O4 100 mM, CaCl2 10 mM), RQ1 DNAsa (HEPES 10 mM pH 7.5, glicerol
50 % (v/v), CaCl2 10 mM y MgCl2 10 mM) y soluciéon de STOP (EGTA 20mM, pH
8.0).

1. En tubos de 600 L, se colocaron los siguientes volumenes:
RNA (extraido en el apartado 5.16) 2 uL
DNAsa 10x amortiguador de reaccion 2 pL
Agua inyectable 10 L
RQ1 DNAsa 2 pL
Obteniendo hasta este paso un volumen final de 16 yL. Continuar en 2.

2. A continuacion, los tubos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C.
3. Pasado el tiempo de incubacion, se detuvo la reaccion con 2 L de la
solucion de STOP incubando durante 10 minutos a 65 °C en bafio maria.

4. Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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5.19 Sintesis de cDNA

Se realizo6 de acuerdo con el protocolo del kit RevertAid RT de Thermo Scientific.

Es importante descongelar los reactivos lentamente a 4 °C.

1.

En un tubo estéril se afiadieron las siguientes soluciones en el siguiente

orden:

a. RNA templado 500 ng 5uL
b. Primer oligo (dT) 1L
c. Agua inyectable 6 uL

El volumen final hasta este paso fue de 12 uL. Continuar en 2.

La mezcla se homogenizé suavemente con la micropipeta y se centrifugo
a 2,000 rpm para bajar los residuos, finalmente se incub6 5 minutos a 65
°C.

Pasado el tiempo, se dejo enfriar en hielo. Posteriormente se afiadieron

los siguientes componentes en el orden descrito a continuacion:

a. 5x amortiguador de reaccion 4 uL
b. Riboblock inhibidor de RNAsa 1 puL
c. dnTP mix 10 mM 2 pL
d. Revert Aid H Minus RT 1L

Obteniendo un volumen final de 20 pL, con los volimenes del paso 1y 3.

Continuar en 5.

Se mezclé suavemente con la pipeta, y se incubd durante 60 minutos a
42 °C.

Al término, la mezcla se incubo durante 5 minutos a 70 °C para terminar
la reaccion.

El cDNA sintetizado se verifico por PCR. Continuar en inciso 5.21.
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5.20 gRT-PCR

Se utilizaron las muestras obtenidas en el apartado 5.20, se trabajé en una campana

de extraccion, en condiciones de esterilidad y con guantes y se utilizé el kit SYBR
green de KAPA fast (Roche).

1.

Se realiz6 la mezcla con el colorante de deteccion SYBR, agua inyectable,
oligos (Actina y cat-px) (sintetizados en IBT SiBioTec v.2.0. 2024 y Sigma
Aldrich, respectivamente) y el cDNA sintetizado (5.20). Para cada

reaccion se coloco:

a. Sybr green 5uL
b. Agua inyectable 3 UL
c. Oligos 1L

En una placa de 72 pozos, se colocaron tubos de 100 uL, y se cargaron
con 9 pL de la mezcla realizada en el paso 1, y se agreg6 1 uL de cDNA.
El analisis RT-gPCR se realizé utilizando el equipo Rotor-Gene Q
(Qiagen), utilizando los ajustes de perfil: 94 °C durante 5 min (1 ciclo), 94
°C durante 15 segundos, 58 °C durante 20 segundos y 72 °C durante 20

segundos (35 ciclos).

5.21 Microscopia confocal

Las células fijadas en el apartado 5.8 se ocuparon para microscopia confocal, se

uso el colorante calcofluor.

1.

Las células se colocaron en el portaobjetos tratado Silane-prep de Sigma,
y se les adiciono 1 pL de calcofltor, después se cubrieron con un
cubreobjetos.

Una vez puesto el colorante, inmediatamente se fotografiaron con un
microscopio confocal (Zeiss LSM5 Pascal, Carl Zeiss GmbH, Géttingen,
Alemania), con el objetivo de inmersion en aceite 100x. Se utilizaron

rangos de deteccion de 405-430 nm.
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3. Las células fueron medidas en el programa ImageJ (Rasband, W.S.,
ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://imagej.nih.gov/ ij/, 1997-2016).
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6 Resultados

6.1 Efecto del H2O2 en el crecimiento celular vegetativo.
La respuesta de U. maydis bajo diferentes condiciones de estrés causadas por las
diferentes concentraciones de H202:10, 20, 30 y 50 mM fue analizada mediante
curvas de crecimiento registrando la DO a 600nm como se describié en materiales y
métodos. Se observé un efecto negativo sobre el crecimiento celular cuando las
células fueron incubadas con 30 y 50 mM de H202. Mientras que con 10 y 20 mM
de H202 no se afecto el crecimiento celular registrado por densidad 6ptica a 600 nm
(Figura 6). Debido al efecto negativo sobre el crecimiento observado, se decidié
continuar con un analisis de la viabilidad celular, el crecimiento vegetativo y la

morfologia celular.
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Figura 8. Efecto del H20:2 en el crecimiento de U. maydis. Las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de H20: e incubadas por 24 h. Azul fuerte: control, café:
10 mM, naranja: 20 mM, verde: 30 mM y azul claro: 50 mM, (n=4 £ SD).
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Figura 9. Efecto del H20O2 sobre la produccion de biomasa de U. maydis. Azul fuerte: control, café:
10 mM, naranja: 20 mM, verde: 30 mM y azul claro: 50 mM, (n=4 £ SD).

6.2 Andlisis de la morfologia y viabilidad celular.

Para analizar la morfologia celular de U. maydis control y tratadas con H202, las
células se fijaron después de incubarlas durante 24 h bajo estrés oxidativo. Después
se observaron en el microscopio confocal campo claro utilizando el objetivo de 100x.
Otro grupo de las células cultivadas en condiciones de estrés y su respectivo control
se cosecharon y se lavaron con agua estéril, se resuspendieron a una concentraciéon
final de 5 x 10* DOsoonm Y Se incubd en YPD sdlido por la técnica de barrido. Las
CFU se contaron después de 48 h. Se observo que el H202 dafa a las células
probablemente a nivel de DNA impidiendo que las células tratadas con altas
concentraciones de H202 como lo son 30 y 50 mM de H202 sean viables. Con 30
mM de H202 se observé una pérdida de la viabilidad del 97.87% con respecto al
control mientras que con 50 mM de H20: la viabilidad fue de cero (Figura 8c) y con
10 y 20 mM de H20: la viabilidad es similar al control (Figura 8c).
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Figura 10. Andlisis de la morfologia y la proliferacién celular de U. maydis. Analisis de la

morfologia: a) Largo y b) ancho. ¢) Unidades formadoras de colonias por mililitro. Las células

incubadas con 30 mM de H2O2 durante 24 h son inviables. (n=3 + SEM).
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Figura 11. Microscopia de las células de U. maydis tratadas con H2O2 después de 24 h. a) Células
control. b) 10 mM. ¢) 20 mM d) 30 mM y €) 50 mM de H20-
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6.3 Efecto del H20> sobre el consumo de oxigeno
Para complementar el andlisis de la respuesta de las mitocondrias de las células de
U. maydis a diferentes condiciones de estrés causadas por las diferentes
concentraciones de H202: 10, 20, 30 y 50 mM se determind el consumo de oxigeno
alas 8y 24 h, en ambos casos se les agreg6 los inhibidores cianuro de potasio (CN)
y n-octilgallato (n-Og) para ver el comportamiento en la cadena respiratoria entre
células control y células estresadas. A partir de las 8 h, hay una disminucion del
consumo de oxigeno en las concentraciones de 30 y 50 mM de H202de 75.11 y
89.74% respectivamente, con respecto al control, (Figura 9a). A las 24 h, la pérdida
de capacidad respiratoria es mas evidente, se alcanza una pérdida en la capacidad
respiratoria de 94.07%, (Figura 9b). El control a las 24 horas mantiene una tasa alta
de respiracion, indicando que el estrés oxidativo causado en U. maydis por el H202
afecta negativamente las actividades de los complejos respiratorios. Se aprecia que
el efecto inhibitorio de H202 sobre la respiracion es significativo en comparacion al

control, especialmente a concentraciones mas altas.
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Figura 12. Evaluacion del consumo de oxigeno en células de U. maydis mediante inhibicion
quimica de la respiracién mitocondrial. a) Tasa de respiracion basal de células control de U. maydis
b) Células estresadas con 50 mM de H20: durante 24 h. En ambos casos, se aplicaron los
inhibidores cianuro (CN), que bloquea la cadena de transporte de electrones al inhibir la citocromo

¢ oxidasa, y n-octilgalato (nOg), un inhibidor de la actividad catalasa.
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Figura 13. Efecto del H202 sobre el consumo de oxigeno de U. maydis. Las células fueron
cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de H20.. a) Células incubadas durante 8 h.
b) Células incubadas durante 24 h. (n=3 + SD).
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6.4 Determinacion de los parametros cinéticos Kmy Vmax
Para tener un aproximado de la afinidad de cat-px por su sustrato el H.O,, se
realizaron ensayos acoplados con diferentes concentraciones de sustrato. La
concentracion en la cual hubo mas actividad fue a 15 mM del sustrato. Después se
realizaron ensayos de cinética enzimatica para determinar la Km y Vmax de la cat-px
apH 7y pH 6. Los datos se ajustaron a un modelo cinético del tipo Michaelis-
Menten; cuando se ensay0 a pH de 7, el valor de la Vmax fue de 8.776 pmol/min/mg
de proteina. Mientras que, a pH de 6, los datos se analizaron con el mismo modelo,
pero no se obtuvo un buen ajuste, debido a que se obtuvo una Km y Vmax muy altas,

y junto con los datos experimentales obtenidos no se logroé llegar a la Vmax.
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Figura 14. Determinacion de la afinidad de cat-px por su sustrato: H2O>, Se obtuvieron las

actividades para cat-px usando un amortiguador de fosfatos a pH = 7. (n=3 = SD).
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Figura 15. Determinacion de la Vmax y Km de la cat-px de U. maydis. Ajuste a un modelo cinético del
tipo Michaelis-Menten, a) pH 7 y b) pH 6. (n=3 £ SD).
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6.5 Efecto de la temperatura sobre la catalasa peroxidasa
Para saber como afecta la temperatura a la cat-px, se realizaron ensayos a
diferentes temperaturas: 25, 35y 40, 50 °C, en las cuales se tomaron alicuotas y se
incubaron a diferentes tiempos: 5, 10 y 20 minutos (Figura 15) y se les determind la
actividad enzimatica. Se pudo observar que, a temperatura ambiente no presentan
un cambio relevante en los diferentes tiempos (Figura 15a), mientras que, a los 20
minutos en la temperatura de 40 °C hay un decaimiento del 75 % respecto a la

actividad ensayada a temperatura ambiente (Figura 13).
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la cat-px. Para las tres condiciones se uso6 un
amortiguador de fosfatos pH 7 y 15 mM de H20z2; el extracto celular fue incubado bajo las
diferentes temperaturas en los tiempos: 0, 5, 10 y 20 minutos. a) 25° C. b) 35° C. c) 40° C. d)

Resumen de las temperaturas (n=3 = SD).
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Figura 17. Comparacién del efecto de la temperatura sobre la actividad de la cat-px. La actividad

enzimatica a 40 °C bajo un 75 % respecto a la temperatura ambiente. (n=3 + SD).

6.6 Efecto del H202 en la expresion génica de la catalasa peroxidasa
Para observar la expresion del gen de cat-px bajo las diferentes condiciones de
estrés se realizaron gPCR, tratando a las células que fueron incubadas con las
diferentes concentraciones de H202, para obtener un RNA de calidad y tener buenos
resultados. Se observé un aumento en la expresion del gen en la condicion donde
las células se incubaron durante 24 h con 10 mM de H202. Bajo esta condicién se

habia observado un cambio positivo en la viabilidad y biomasa producida (Figura 9).
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Figura 18. Efecto del H202 en la expresion genética de la cat-px (n=3 + SD). Los asteriscos indican
diferencias significativas en la expresioén génica en comparacion con el control (p < 0.05, analisis
estadistico mediante t-student). La condicién marcada con tres asteriscos (***) presenta una
expresion significativamente mayor que las demas, lo que sugiere una fuerte induccion de la catpx

bajo esa condicion especifica.
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7 Discusion
7.1 El estrés oxidante afecta el crecimiento de Ustilago maydis

El estrés prooxidante provocado por el H20: afecta el crecimiento en levaduras, por
ejemplo, en Saccharomyces cerevisiae se ha visto que induce una respuesta
hormética dependiendo de la concentraciéon y el tiempo de exposicién, con una
correlacion positiva entre la actividad de la catalasa y la capacidad bajo estrés
oxidativo (Vasylkovska et al., 2015), asi mismo, induce una acumulacion de formas
inactivas de enzimas antioxidantes como la catalasa y la superéxido dismutasa
como respuesta de proteccion transitoria contra el estrés oxidativo subsecuente
(Bayliak et al., 2007). Por otro lado, el sistema antioxidante puede verse afectado
como, por ejemplo, Debaryomyces hansenii tiene mayor sensibilidad al estrés
inducido por H202 que S. cerevisiae, obteniendo niveles mas bajos de glutation y
actividades antioxidantes, por ende, muestra diferencias en su capacidad defensiva
(Navarrete et al., 2009).

De acuerdo con los resultados las células de U. maydis tratadas con 20 mM de H20:>
tienen una reduccion significativa del crecimiento (Figura 8), lo cual podria estar
explicado por factores relacionados con la toxicidad del H202 que supera la
capacidad de los mecanismos antioxidantes celulares de U. maydis, por lo tanto las
ROS generadas por la presencia de H202 podrian estar activando respuestas y dafio
celular como lo son la oxidacién del DNA lo cual explicaria la capacidad proliferativa
cuando se cultivé a U. maydis en las concentraciones de 30 y 50 mM (Figura 8 y
10).

También podemos concluir que hay un efecto dosis-dependiente, a medida que
aumenta la concentracion de H202, mayor acumulacién de ROS y menor capacidad
celular de detoxificacion. Se ha reportado que algunas levaduras toleran
concentraciones bajas de peroxidos (1-5 mM) pero a mayores concentraciones,

pierden la viabilidad similar a lo observado en las células de U. maydis.

7.2 Efecto del perdxido de hidroégeno en la respiracion de Ustilago maydis
En el consumo de oxigeno de las células control (figura 13 a) se observa que U.

maydis utiliza la via citocromica como principal ruta para la fosforilacion oxidativa,
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al adicionar el CN se aprecia una caida drastica de =70%, confirmando que la
citocromo C oxidasa es la via dominante, mientras que, la respiracion que queda
sugiere la presencia de la via alterna que permite un flujo residual de electrones, al
afiadir n-octil-galato (n-Og) se inhibe la ruta alterna (AOX) dando resultado una
respiracion residual muy baja o practicamente nula, lo que confirma la participacion
de ambas vias en el proceso global. Tras 24 horas de estrés oxidativo (figura 13 b)
las células han sufrido dafios oxidativos en lipidos, DNA mitocondrial y proteinas
entre las que se encuentran las de los complejos respiratorios, al oxidarse se
obtiene una respiracion inestable y lenta respecto al control, estudios en hongos
como Aspergillus nidulans sugieren que la exposicion a H20:2 altera la membrana
mitocondrial, afectando la fosforilacion oxidativa (Molina & Kahmann, 2007); asi
mismo, en U. maydis, se ha reportado que el estrés oxidativo cronico induce
fragmentacion mitocondrial y apoptosis (Pérez-Martin et al., 2006), lo que explicaria

la disminucién respiratoria.

Esta respuesta ha inducido mecanismos alternativos para disminuir la formacién de
ROS; al adicionar n-Og nos indica que la célula esta usando mas activamente la
AOX para sobrellevar el estrés, la inhibicion de la AOX impacta el descenso gradual,
aunque no se observa un punto de quiebre tan marcado como en las células control,
es posible que, bajo estrés, parte del Complejo IV esté dafiado o la actividad de la
citocromo oxidasa esté disminuida, de modo que la AOX haya tomado un rol de

mayor importancia. (Schafer & Buettner, 2001)

7.3Determinacion de los parametros cinéticos Km y Vmax
Respecto a la seccion 6.4, la bibliografia sefiala que los parametros cinéticos (Kmy
Vmax, respectivamente) de otras catalasas purificadas y no purificadas en modelos
como bacterias y levaduras son los siguientes: la catalasa de Thermoleophilum
album Km 15 MM y Vmax de 11 mM/mg para el H202 (Allgood & Perry, 1986), catalasa
de Rhodospirillum rubrum S1 Km 30.4 mM y Vmax 2564 U (Kang et al., 2006),
catalasa de Aspergillus niger Km 21.4 mM (Sarn & Karakus, 2020). En el presente

54



trabajo, se caracterizaron los parametros cinéticos de la catalasa-peroxidasa no

purificada de U. maydis.

Catalasa peroxidasa de U. maydis
pH 6 7
Vmax | 41.8 £ 48.3 pmol*min*mg proteina 8.8 £ 0.9 ymol*min*mg proteina
Km 95 + 123.824 mM 49+1.0mM

Tabla 1. Pardmetros cinéticos obtenidos para el H2O2 de la catalasa-peroxidasa sin purificar de U.
maydis
La afinidad por el sustrato, en la figura 14, respecto al pH 7 la Km para 5 mM sefiala
una afinidad moderada por el H202 acorde con lo descrito para otras catalasas y
catalasas-peroxidasas fungicas, cuyos Km se encuentran en el rango milimolar
(Zamocky et al., 2008). Por otro lado, respecto al pH 6 la Km sube a 95 mM,
indicando una drastica reduccion en la afinidad por el sustrato, lo cual puede
relacionarse con la ionizacion de grupo aminoacidos clave en el sitio activo o en la
periferia de la enzima, que afecta la union del H202 (Lane & Gross, 1999). De igual
manera, la presencia de otras proteinas en el extracto podria influir en el

microambiente, reduciendo la eficiencia de union al sustrato.

Los valores de la Vmax @ pH 7 se encuentran dentro de los valores para un extracto
crudo con actividad cat-px. A pH &cido, la Vmax €s mayor, sin embargo, debido a los
ensayos realizados se deduce que algunas isoformas de peroxidasas o catalasas
podrian activarse o que, en ciertas condiciones del medio promuevan una

conformacién enzimética mas activa, aunque con mucha menos afinidad.

El pH tiene impacto en la estructura y la carga de la enzima, pues las cat-px y
enzimas afines tienen grupos hemo y residuos criticos, que participan en la union y
descomposicion del H20:2 (Klotz & Loewen, 2003). Por otro lado, un cambio de pH
puede alterar el estado de protonacién de estos residuos, modificando la interaccion
con el sustrato y, por ende, los valores cinéticos de Kmy Vmax. De igual manera, al
usar un extracto crudo el pH puede afectar a otras enzimas o cofactores que
participan indirectamente en la reaccion, aumentando la complejidad de la

interpretacion.
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Dentro de los ensayos realizados, se determind que 15 mM es la concentracién de
H202 que producia mayor actividad catalitica en la curva de saturacion preliminar
(figura 13). A pH, esta concentracion se situa por encima de la Km =5 mM, lo que
indica que la enzima opera cerca de su maxima velocidad. Sin embargo, a pH la Km
es mucho mayor =95 mM, por lo tanto, 15 mM esté por debajo de la saturacion, por
lo que la enzima no alcanza su Vmax real, probablemente a concentraciones mas
altas del sustrato en este pH &cido se podrian observar otros efectos, como
inhibicion por exceso de peroxido o mayor inestabilidad del extracto. Es comun
observar que la afinidad por el sustrato (Km) varie mas drasticamente que la Vmax,
lo que coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion (Sarkari et al.,
2016).

En hongos fitopatdgenos como U. maydis, la literatura sefiala la existencia de
multiples isoformas o actividades de cat-px moduladas por factores de estrés (Basse

& Steinberg, 2004). Lo cual justifica la variabilidad en la Kmy Vmax €n los extractos.

7.4 Efecto del H20: en la expresion genética de catalasa-peroxidasa

Se ha visto en Candida albicans que el estrés provocado por H202 puede activar
rapidamente la expresion de la cat-px, sin embargo, esta puede disminuir con el
tiempo, debido a factores ambientales y la dependencia a glucosa que ayudan a
modular su expresion (The Expression of the Pathogenic Yeast Candida albicans
Catalase Gene in Response to Hydrogen Peroxide - Nakagawa - 1999 -
Microbiology and Immunology - Wiley Online Library, s/f).

Los resultados obtenidos después de 24 horas bajo estrés, figura 17, se observa un
bajo nivel de expresion en la condicion control (barra azul), una expresion intermedia
en otra condicién (barra café), una expresion maxima en la barra naranja y un nivel
mas bajo en la barra verde, en ensayos previos se han utilizado concentraciones
crecientes de H20:2, por lo tanto, la barra naranja corresponde a la concentracion
optima del sustrato, la cual induce fuertemente la transcripcion de la cat-px. Asi
mismo, el pico de expresion sugiere que existe una induccioén transcripcional notable

de la cat-px bajo esa condicién de estrés oxidativo (posiblemente de 10-15 mM de
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H202), lo cual lleva a la célula a producir mas enzima para desintoxicar el exceso
de H20z2; sugiriendo que estas concentraciones tengan la posibilidad de un efecto
hormético sobre U. maydis.

Tomando en cuenta los parametros cinéticos obtenidos anteriormente, en la figura
17 sefiala que, cuando la concentracion de H202 se acerca o supera la Km, en pH
de 7, se induce fuertemente la transcripcion de la enzima, como consecuencia la
célula aumenta la produccién de cat-px para manejar eficientemente el H202 en un
rango donde la enzima es cinéticamente competente. Esto coincide con la eleccion
de 15 mM de H202 como la concentracion Optima para la actividad maxima
observada en ensayos de saturacion.

Por otro lado, si la concentracion de H202 es demasiado alta y prolongada a tiempos
mas largos, la transcripcion podria verse inhibida por dafios en el ADN, estrés
generalizado o0 mecanismos regulatorios mas complejos.

Los resultados globales sugieren que, existe una zona 6ptima de induccién en la
cual la cat-px se expresa fuertemente junto con un aumento de su actividad
enzimatica, observada en los ensayos cinéticos; y por encima de ese rango el dafio
oxidativo puede superar la capacidad de la célula de adaptarse, como consecuencia
hay menor expresion y viabilidad celular. En otros hongos fitopatdgenos, se ha
descrito un pico de expresion de catalasas y peroxidasas en rangos intermedios de
estrés oxidativo, coincidiendo con la fase en la que el organismo puede montar una
respuesta eficiente (Herrero etal., 2008). Estudios en Neurospora crassa Yy
Aspergillus nidulans muestran que la induccién de genes antioxidantes (incluyendo
catalasa) se regula por vias de sefializacién especificas (Yapl, Skn7, etc.), que

responden de forma no lineal a la concentracion de ROS (Zhao et al., 2020).
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Conclusiones
El perdxido de hidrégeno ejerce un efecto dependiente de la concentracion
sobre Ustilago maydis, afectando tanto su desarrollo vegetativo como la
supervivencia celular. A 40 mM, la viabilidad disminuye en un 60 %,
acompafada de alteraciones morfoldgicas notables como un adelgazamiento
celular.
Bajo condiciones de estrés oxidativo, el consumo de oxigeno se ve reducido
debido a la inhibicion de complejos fundamentales de la cadena respiratoria,
especialmente CIV y AOX. Este efecto se acentta con el uso de inhibidores
como cianuro (CN7) y n-octilgallato, lo cual revela una alta sensibilidad
mitocondrial al H20:.
En estudios cinéticos, la catalasa-peroxidasa mostré un Km de 5 mM y una
Vmax de 8.8 umol* min* mg de proteina a pH 7, lo que indica una afinidad
intermedia por el sustrato y una cinética que sigue adecuadamente el modelo
de Michaelis-Menten. A pH 6, sin embargo, su actividad es practicamente
nula.
La enzima presentd una marcada sensibilidad térmica, perdiendo hasta el
75% de su actividad a 40 °C. Esto sugiere que su funcionamiento se
encuentra limitado a un rango de temperatura cercano al fisiolégico,
disminuyendo drasticamente bajo estrés térmico.
La expresion del gen cat-px se activa de forma Optima ante concentraciones
moderadas de H20: (alrededor de 15 mM), alcanzando un pico de
transcripcion. No obstante, niveles superiores conducen a una reduccién en
la expresion, posiblemente por dafio oxidativo al material genético o
mecanismos reguladores que limitan su transcripcion. Sigue un patrén que
refleja la respuesta adaptativa de U. maydis a concentraciones moderadas
de H202, aumentando drasticamente en la condicion donde la célula todavia
puede responder eficazmente al estrés.
Mas alld de su funcion detoxificante, la cat-px desempefia un papel central
en la respuesta del hongo frente al estrés, involucrandose en procesos de

adaptacion que abarcan desde modificaciones en la morfologia hasta ajustes
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en la regulacion génica y el metabolismo, consolidandose como un elemento

crucial para la supervivencia celular.
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9 Perspectivas
Se plantea utilizar técnicas como inmunolocalizacion o fusiones con proteinas
fluorescentes para identificar en qué regiones de la célula se encuentra la cat-px,

especialmente cuando la célula enfrenta estrés oxidativo.

Otra linea de estudio consiste en generar cepas mutantes que sobreexpresen o
carezcan del gen cat-px, con el objetivo de analizar como afecta esta enzima a la
virulencia del hongo, su sistema antioxidante y su capacidad de sobrevivir en

condiciones adversas, tanto en laboratorio como durante la infeccion de plantas.

La purificacién de la cat-px permitiria llevar a cabo ensayos cinéticos detallados sin
interferencias de otras proteinas celulares, lo cual facilitaria una caracterizacion mas

precisa de su comportamiento enzimatico.

Evaluar inhibidores especificos tanto para la funcion peroxidasa como para la
actividad catalasa permitiria comprobar si existen dominios funcionales separados,

lo que ayudaria a entender mejor la doble funcionalidad que presenta esta enzima.

También seria util profundizar en como se relaciona la cat-px con otras enzimas
antioxidantes como la superdoxido dismutasa, la glutation peroxidasa o la
tiorredoxina, analizando su interaccion dentro de las rutas de sefalizacion redox del

hongo.

Ampliar estos estudios a catalasas peroxidasas de otros hongos fitopatdgenos
permitiria comparar sus estructuras, mecanismos de regulacién y funciones, lo que

podria ayudar a identificar posibles blancos con valor terapéutico o agronémico.

Finalmente, explorar aplicaciones practicas de la cat-px como marcador de estrés
oxidativo o como objetivo en el desarrollo de agentes antifungicos selectivos podria

abrir nuevas oportunidades en el campo de la biotecnologia agricola.
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11 Anexos

11.1 Preparacion de las soluciones
Amortiguador de fosfato de sodio 0.2 M, - pH 7.0
Para 100 mL, pesar 2.71 g de KH2PO4 y 3.48 g de K2HPOg4, antes de aforar a 100mL.
Ajustar pH 7.0 y guardar en frio.

Amortiguador de lisis celular (50 mM KH2PO4, 40 mM HEPES, 5 mM EDTA, 20%
glicerol) pH 7.0

Para preparar 50 mL pesar 0.340 g de KH2PO4, 0.558 g de HEPES, 0.0930g de
EDTA, y afadir glicerol para una concentracion final de 20%. Ajustar pH a 7.0,

guardar en frio.

Amortiguador de respiracion KME (100mM KCI, 50mM MOPS, 0.5mM EGTA)
Para preparar 100 mL pesar 0.7455g de KCI, 1.04 g de MOPS, y 0.019 g de EGTA,
ajustar pH 7.1y afora a 100 mL.

Amortiguador de citratos (1M, - ph 6)
Para preparar 80 mL de amortiguador, pesa 11.76 g de citrato de sodio dihidratado
y 10.32 g de &cido citrico.

Preparacion de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Para preparar un stock de 500 mM, en un volumen final de 100 pL pesar 0.0087 g
de PMSF, adicionar 99 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) y, mantener a temperatura

ambiente hasta su uso de una sola vez. Desechar el sobrante.
Stock de glicerol
Pesar el glicerol necesario considerando su densidad (g/L) y adicionar el volumen

necesario.

Agua DEPC
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Mezclar H20 con DEPC 1%, agitar toda la noche en agitador magnético y esterilizar

en autoclave. Mantener siempre en esterilidad.
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