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Resumen

Las levaduras son hongos unicelulares eucariontes que se reproducen
principalmente por gemacion y ocasionalmente por fision (Walker, 2009), son los
microorganismos mas utilizados en la biotecnologia a nivel mundial. Las levaduras
durante los procesos industriales son sometidas a alta temperatura, donde se ha
observado que la actividad de la proteina ATPasa es esencial, sin embargo, esto
s6lo se ha estudiado en levaduras de laboratorio, las cuales se encuentran en
condiciones Optimas de crecimiento, sin considerar levaduras con condiciones
fisiologicas alternas generadas por su entorno, por lo que es importante analizar
la actividad de esta proteina en la resistencia a altas temperaturas en las cepas
OFF1, SLP1 y MC4 aisladas de habitats extremos. En el presente trabajo se
analizo el efecto de la temperatura sobre la viabilidad de las cepas OFF1, SLP1y
MC4, asi como la actividad de las ATPasas de la membrana plasmética y la
mitocondrial. Lo anterior se realiz6 mediante la medicion de pH del medio
extracelular y la produccion de fosforo inorganico (Pi), respectivamente. La
lipoperoxidacion celular y mitocondrial se evaluaron con el fin de observar si
existia una relacion entre el estado de las membranas donde se encuentra la
ATPasa membranal y mitocondrial, respectivamente. Se observd que la
temperatura aumenta la actividad de la ATPasa de membrana, al bombear méas
protones al medio extracelular y acidificar el medio. En las cepas aisladas (MC4,
OFF1, SLP1) y la de laboratorio (W303), con el inhibidor de las ATPasas como lo
es la azida de sodio (NaNs), se observo que el medio fue mas alcalino, debido a
qgue el inhibidor impide el transporte de electrones y no hay bombeo de protones

por parte de la ATPasa de la membrana plasmética.

Palabras clave: Levadura, ATPasa, temperatura, habitat extremo, viabilidad.
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ABSTRACT

Yeasts are eukaryotic unicellular fungi that mainly reproduce by gemmation and
occasionally by fission (Walker, 2009), are the most used in biotechnology
worldwide microorganisms. Yeasts during industrial processes are subjected to
high temperature, where it was observed that the activity of the ATPase protein is
essential, however, this has only been studied in yeasts of laboratory, which are in
optimal growth conditions, without consider yeasts with alternate physiological
conditions generated by their environment, so it is important to analyze the activity
of this protein in resistance to high temperatures in the OFF1, SLP1 and MC4
strains isolated from extreme habitats. In this study the effect of temperature on the
viability of OFF1, SLP1 and MC4 strains analyzed, as well as the activity of the
plasma membrane ATPase and mitochondrial. This was done by measuring the pH
of the extracellular medium and production of inorganic phosphorus (Pi),
respectively. The cellular and mitochondrial lipid peroxidation were evaluated to
see if there was a relationship between the state of the membranes where the
membrane and mitochondrial ATPase respectively. It was observed that the
temperature increases the activity of membrane ATPase, by pumping more
protons to the extracellular medium and acidify the medium. Isolates in (MC4,
OFF1, SLP1) and laboratory (W303) with the ATPase inhibitor such as the sodium
azide (NaNs), was observed that the medium was more alkaline, because the
inhibitor prevents the transport of electrons and no proton pumping by the
membrane plasmatic ATPase.

Keywords: Yeast, ATPase, temperature, extreme habitats, viability.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Las levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares que se reproducen principalmente por
gemacion y ocasionalmente por fision (Walker, 2009). Son eucariontes
unicelulares con caracteristicas similares a las células eucariontes superiores. El
tamafo varia entre las especies de levaduras, que va de los 3 a los 40 um, al igual
que su tiempo de reproduccion siendo de 2 a 3 horas en las condiciones de
crecimiento mas favorables. Se conocen alrededor de 60 géneros y 500 especies
de levaduras las cuales fueron identificadas por primera vez por Louis Pasteur en
1857 por su capacidad de fermentacion. El término levadura proviene del latin
“‘levare”, que significa “levantar”’, ya que causa la expansion de las proteinas del
gluten en la harina que hace que se expanda la masa, debido a la produccién de
CO:s2. Las levaduras no son tan comunes como las bacterias en el medio ambiente
natural, sin embargo, pueden ser aisladas de suelo, agua, plantas, animales e
insectos. Los habitats de las levaduras son algunos tejidos de las plantas como
hojas, flores y frutos, pero algunas especies se encuentran como comensales o

creando relaciones parasitarias con los animales (Walker, 2009).

En un estudio realizado por el Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia
y disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), se aislaron ocho cepas de levaduras
expuestas a condiciones extremas de zonas mezcaleras de los estados de Jalisco,
Durango, Guerrero, Oaxaca, San Luis Potosi y Zacatecas (México), que
pertenecen tres al género Saccharomyces spp., dos al género Kluyveromyces
spp., una al género Zygosaccharomyces spp., otra del género Torulaspora spp., y
una mas del género Candida spp. Se observo que al ser utilizadas para fermentar
jugos de agaves obtenidos de las mismas regiones, las cepas de Kluyveromyces
aisladas de diferentes regiones y clasificadas como OFF1 y SLP1, presentaron la
mayor capacidad adaptativa, obteniendo los mayores rendimientos en la

produccion celular, de etanol y sustrato consumido. La cepa MC4 (S. cerevisiae)




presentd mayor velocidad de consumo de sustrato. Por lo cual se seleccionaron
estas cepas con el fin de evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de

su ATPasa.

1.2 Las levaduras como modelo de estudio

Las levaduras son eucariontes unicelulares que tienen caracteristicas similares a
la de las células eucariontes superiores, esto, junto con su facilidad de
crecimiento, susceptibilidad a los andlisis bioldgicos bioquimicos, genéticos, y
moleculares, hacen que las levaduras sean ampliamente utilizadas como modelo

de estudio en la biologia celular (Walker, 2009).

1.3 Usos de las levaduras
Las levaduras tienen una amplia aplicacion en la biotecnologia tradicional y
moderna, siendo los microorganismos mas utilizados en esta disciplina, con usos
como fuentes de obtencién de etanol, vitaminas del complejo B, pigmentos,
forrajes, enzimas, cofactores, proteinas de organismos unicelulares, biomasa y
otros productos con valor afiadido, adicionalmente las levaduras pueden ser
utilizadas para biorremediaccion (Walker, 2009). Algunas de sus aplicaciones se

resumen en la figura 1.
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Fermentaciones
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Produccién de Investigacion: celular,
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Productos LEVADURAS
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biomédica: _
Proteccién de del suelo.
Sintesis de farmacos. cultivos.

Figura 1. Usos de las levaduras en la biotecnologia. Jhonson, 2013; Tomado y
modificado de Walker, 1998.

Las levaduras se utilizan en muchos procesos industriales, tales como la
produccion de bebidas alcohdlicas, biomasa y diversos productos metabdlicos. La
dltima categoria incluye enzimas, Vvitaminas, polisacaridos capsulares,
carotenoides, lipidos, glucolipidos, &cido citrico, etanol, CO2 y compuestos
sintetizados por la introduccion de ADN recombinante. Algunos de estos productos
se producen comercialmente, mientras que otros son potencialmente valiosos en
biotecnologia (Kurtzman y Fell, 1997). Algunas especies de levaduras tienen el
potencial de ser usadas en las industrias de alimentos, bebidas y fermentacion.
Sin embargo, en el uso de estas levaduras se generan condiciones que producen

diferentes tipos de estrés (Nevoigt, 2008).
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1.4 Condiciones de estrés a las que son sometidas las levaduras en la

industria

Las principales condiciones fisicoquimicas y de estrés bidtico en que las levaduras
estdn expuestas al ser utilizadas en la industria, o cuando se utilizan en
aplicaciones de control biologico del medio ambiente son: dafio mecéanico, estrés
osmatico, etanol/CO2, anaerobiosis, deshidratacién, inhibidores quimicos, choque
por pH, estrés oxidativo, estrés hipoxico, envejecimiento y choque térmico
(Walker, 2011). Pichia anomala responde a tales condiciones de estrés con:
acumulacion de trehalosa y secrecion de acetato de etilo bajo la limitacion de
oxigeno; sintesis de glicerol (al inicio) y arabitol (al final) durante el estrés con sal;
induce la biosintesis de las proteinas de choque térmico y alterando la estructura
de las membranas celulares. Estas respuestas de estrés se observan también en
otras levaduras (Walker y van Dijck, 2006). La sintesis de arabitol la realizan las
células de P. anomala (Bellinger y Larher, 1988) y no es un fendmeno observable
en S. cerevisiae. En cuanto a estrés hipoxico, Fredlund (2004) ha propuesto que la
acumulacion de trehalosa en P. anomala participa como respuesta especifica a la
limitacion de oxigeno. El acetato de etilo actia como una medida de proteccién
contra el estrés, mediante la prevenciéon de la acumulacion intracelular de acido
acético toxico y al mismo tiempo suprimir el crecimiento de microorganismos
competidores (Fredlund, 2004).

1.5 Diferencias entre las cepas de laboratorio y silvestres

Se ha reportado que existen diferencias fisiolégicas y de resistencia ante
diferentes tipos de estrés entre cepas silvestres o industriales y cepas que se
encuentran bajo condiciones controladas en laboratorio. Los cambios ambientales
constantes a los que estan expuestas las cepas industriales pueden ser
responsables de incrementar su tolerancia al estrés. Los cambios ambientales
causan estrés para los organismos, estrés al cual deben adaptarse con eficacia

para sobrevivir. Este tipo de estrés se asocia frecuentemente con la produccion de
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especies reactivas de oxigeno (ERO) (Avery, 2011). Garay-Arroyo et al., (2004),
observaron que las cepas de levaduras aisladas de habitats extremos muestran
mayores tasas de supervivencia en comparacion con las cepas de laboratorio
cuando son expuestas a estrés oxidativo y choque térmico. Al estar a la intemperie
las levaduras son afectadas por factores externos como luz ultravioleta, radiaciéon
iGbnica, metales pesados y choque térmico, que aumentan en la célula la
produccion de especies reactivas de oxigeno, al igual que su metabolismo,

causando dafo a los lipidos, proteinas, membranas (Dimova et al., 2008).
1.6 Efecto de la temperatura en el desarrollo de las levaduras

La temperatura es uno de los parametros ambientales que tiene influencia directa
con el crecimiento, rendimiento y sobrevivencia de los organismos incluyendo las
levaduras. Como todos los microorganismos, las levaduras exhiben caracteristicas
especificas cuando se cultivan a temperatura minima, Optima o maxima. Existe
una clasificacion de las levaduras en base al rango de temperatura ideal a la cual
se desarrollan, y fue propuesta por Arthur y Watson en 1976: 1) Levaduras
psicrofilas, con limites de temperatura de crecimiento ideal de 2 a 20°C;
2) Levaduras mesdbfilas, con limites de temperatura de crecimiento ideal de 5 a
35°C; 3) Levaduras termofilas, con limites de temperatura de crecimiento favorable
de 28 a 45°C; y 4) Levaduras termotolerantes con limites de temperatura de
crecimiento favorable de 8 a 42°C. Para su crecimiento, las levaduras termofilas
presentan valores de temperatura minima =20°C, mientras que las levaduras
termotolerantes poseen valores de temperatura 6ptima >40°C (Koedrith et al.,
2008). Slapack et al. (1987) definen a las levaduras termotolerantes como
aquellas capaces de crecer a temperaturas 240°C, mientras que McCracken y
Gong (1982), las definen como levaduras con una temperatura de crecimiento
maxima de 37 a 45°C. La temperatura, ademas de ser un fenémeno regulatorio en
todas las células vivas, condicionando la velocidad de crecimiento y la
supervivencia de los microorganismos, eleva la susceptibilidad hacia compuestos

inhibitorios del crecimiento y exhiben una respuesta molecular méas rapida.

.Q.F.B. José Alberto Martinez Mora .
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1.7. Ventajas del uso de levaduras termotolerantes en la industria
Recientemente se ha generado un creciente interés en las levaduras capaces de
crecer a temperatura elevada (superior a 40°C), ya que presentan ciertas ventajas
en los procesos industriales sobre las que no son termotolerantes (Koedrith et al.,

2008). Tales ventajas se resumen en el siguiente cuadro (Roehr, 2001).

Reduccion de contaminacion y costos de enfriamiento en los procesos

industriales.

Mayor actividad metabdlica de las levaduras y velocidad de fermentacion.

Mayor mantenimiento de condiciones anaerobias al disminuir la solubilidad del O2

y otros gases en el caldo de fermentacion.

Disminucion de la viscosidad del caldo de fermentacion, y la consecuente

reduccion en la energia necesaria para la agitacion.

Reduccion de costos en el mantenimiento de una alta temperatura cuando se es

necesario.

Reduccion en la formacién de subproductos indeseables debido a la lisis celular.

1.8 La mitocondria

Las mitocondrias son los organulos celulares encargados de suministrar la mayor
parte de la energia necesaria para la actividad celular en los organismos
eucariontes aerobios, al sintetizar ATP a expensas de los equivalentes reductores,
como el NADH y FADHz2, por el proceso llamado fosforilacion oxidativa. Actian por
tanto, como centrales energéticas de la célula. Miden alrededor de 1um de
longitud y aproximadamente 0.5um de didmetro (Geoffrey, 2000). La energia en
forma de ATP se sintetiza mediante el acoplamiento del transporte de electrones y
el bombeo de protones por la cadena transportadora de electrones (CTE) para
generar la fuerza protomotriz, la cual impulsa la sintesis de ATP por la FiFo-
ATPasa. Las mitocondrias se componen de una membrana externa, una
membrana interna, el espacio intermembranal (espacio entre la membrana interna
y externa) y la matriz. La membrana externa es una bicapa de fosfolipidos, con

diferentes tipos de proteinas incrustadas en la misma (Rapaport, 2003). La mas
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importante de ellas son las porinas, que permiten libremente el transporte
(exportacion e importacion) a través de las membranas de moléculas menores de
10 kDa como proteinas, iones, nutrientes y ATP. La membrana externa rodea la
membrana interna creando un espacio intermembrana. La membrana interna
contiene 75% en peso de proteinas y es considerablemente mas rica en proteinas
que la membrana externa. Es permeable al Oz, el COz, el H20, y completamente
impermeable a la mayoria de los iones y presenta una gran variedad de
invaginaciones que forman las crestas mitocondriales, en donde se encuentran los
complejos proteicos que participan en la fosforilacion oxidativa y proteinas de
transporte que controlan el paso de metabolitos como ATP, ADP, Ca?*, piruvato,
fosfato (Voet y Voet., 2006). En la figura 2 se muestra la estructura de la

mitocondria.

Cresta
Membrana interna

Membrana externa

Espacio intermembrana

Figura 2. Estructura de la mitocondria. Tomada de: Geoffrey M. C. 2000.
1.9 La ATPasa mitocondrial y su relacién con la CTE

La FiFo-ATPsintasa es un complejo enzimatico encargado de proveer a la célula la
energia necesaria para realizar todos sus procesos vitales mediante la sintesis de

ATP, aunque también puede llevar a cabo la hidrdlisis de esta molécula
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energética, dando como productos: ADP y fosfato por lo que al complejo proteico
también se le nombra Fi1Fo-ATPasa (Alfonzo et al., 1981).

La ATPasa mitocondrial se localiza en la membrana mitocondrial interna y acopla
la energia del gradiente electroquimico creado por la cadena de transporte de
electrones a la sintesis de ATP (Geoffrey, 2000). A la ATPasa se le representa
como un motor molecular debido a su mecanismo catalitico. Consta de un rotor vy
un estator. El rotor estda compuesto por un eje central y un anillo de proteolipidos.
Estas subunidades estan involucradas en el movimiento de la enzima durante la
catalisis. Al estator lo forman las subunidades del eje periférico, las cuales se
mantienen estaticas durante las sintesis de ATP y estdn ancladas a las
subunidades cataliticas (Weber y Senior, 2003). La ATPasa mitocondrial consta de
2 regiones: la region Fi(actividad catalitica, hidrofilica) y la Fo (anclada a la
membrana, hidrofoba), como se ilustra en la figura 3. Ambas regiones estan
unidas por un eje central y uno periférico. Estan formadas por subunidades (3a, 3[3,
Y, 0, €) de las cuales las subunidades 3 son las responsables de la sintesis de
ATP. La regiobn Fose encuentra en la bicapa lipidica y tiene 3 tipos de
subunidades (a, 2b, c), que atraviesan fisicamente la membrana en forma de tubo
donde se mueven los H* del espacio intermembranal a la mitocondria (Cano-

Estrada y Gonzéalez-Halphen, 2011).
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H Espacio
intermembranal
a e R P A
—Y ] T
--C?' e —
C |

Matriz
mitocondrial

Figura 3. Estructura de la FiFo-ATPasa, convierte la energia eléctrica, en el
canal de protones, en energia mecanica en Ye que actia como un resorte de
torsién que con el segmento b unidas por la d y el canal de la a, constituyen un
resorte en forma de paralelogramo en la porcién B catalizando la energia en ATP.
Imagen tomada de Oster y Hongyun, 1999.

La sintesis de ATP por parte de la ATPsintasa es impulsada por la fuerza
protomotriz, como se muestra en la figura 4. Los protones atraviesan la membrana
por un conducto formado en la regiébn Fo (entre las subunidades a y c). Esta
rotacion hace girar al eje central (subunidades ¥, €) en movimientos de 120°;
cuando la subunidad pasa del estado cerrado al abierto, se libera una molécula de
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ATP, y a su vez se captan las moléculas de ADP y fosfato. Con estos sustratos, la
subunidad B cambia a una conformacion semiabierta, donde se lleva a cabo la
formacion del ATP, y posteriormente uno de los sitios cataliticos se abre para
liberar el producto. Este ciclo se repite en forma alterna en las tres subunidades 3
de la ATPsintasa. La forma T estd unida al ATP. El flujo de protones cambia la
conformacion de las 3 unidades 3, asi que la forma L se transformaen Ty la T
cambia a O y a su vez, la forma O cambia a conformacion L, como se muestra en

la figura 4. (Cano-Estrada y Gonzalez-Halphen, 2011).

Estado O = abierto L = unidn libre T = formacién de ATP
ADP 4+ P

Abierta Semiabierta Cerrada

ADP + Pi ATP
ATP /

Figura 4. Mecanismo catalitico de la ATPasa mitocondrial. Imagen modificada
y tomada de Voet y Voet, 2006.

La sintesis e hidrdlisis del ATP siguen la misma reaccién. El ATP es hidrolizado si
el rotor se mueve 120° en contra de las manecillas del reloj; por el contrario, se
sintetiza una molécula de ATP si se mueve 120° en el sentido de las manecillas
del reloj. La hidrolisis catalizada por la FiFo-ATPasa es fisiolégicamente
importante, ya que es esencial para varios procesos celulares vitales en funcion
del mantenimiento del potencial de membrana (AWY) a través de la membrana

interna mitocondrial (Lefebvre et al., 2003).
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La CTE estd compuesta de cuarto complejos proteicos, tres en S. cerevisiae
(Bruinenberg et al., 1985; van Dijken y Scheffers, 1986), que se encuentran en la
membrana interna mitocondrial, como se muestra en la figura 5. La ubiquinona
(Q), localizada en la membrana interna y el citocromo c, que se encuentra en el
espacio intermembranal, son moléculas acarreadoras de electrones. Los
complejos | (NADH: ubiquinona oxidorreductasa) y los complejos Il (succinato:
ubiquinona oxidorreductasa), catalizan la transferencia de electrones a la
ubiguinona (Q) a partir de donadores electronicos diferentes, el NADH y el
succinato, respectivamente. ElI complejo 1l (ubiquinol: citocromo ¢
oxidorreductasa) transporta los electrones del ubiquinol al citocromo c. EI complejo
IV (citocromo c oxidasa), oxida al citocromo c y transfiere los electrones al
oxigeno, el cual funciona como aceptor final de electrones en la cadena (Witting y
Schagger, 2009). El transporte de electrones esta acoplado a la translocacion de
protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos I,
'y IV, lo que da lugar a una fuerza protomotriz (Ap), que consta del potencial de
membrana eléctrico (AW) y del gradiente del pH (ApH), a través de la membrana
interna mitocondrial. La Ap se utiliza para la sintesis de ATP por la FiFo-ATPasa
(Saraste, 1999). ElI AW es necesario para el transporte idnico y el transporte de
proteinas (Legros et al., 2002). S. cerevisiae carece del complejo |, pero cuenta
con dos deshidrogenasas de NADH externas (Ndelp y Ned2p) y una NADH
deshidrogenasa interna (Bunoust et al., 2005). La NADH deshidrogenasa interna
oxida el NADH producido en la matriz mitocondrial en el ciclo de Krebs o por la
alcohol deshidrogenasa mitocondrial; por esta razéon, se le considera la

contraparte fisiolégica del complejo | (de Vries y Marres, 1987).
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Figura 5. Relaciéon de la CTE con la ATPasa. Flujo de electrones y bombeo de
protones por los complejos de la CTE. Imagen tomada de
themedicalbiochemistrypage.org, 2014.
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1.10 Tipos de ATPasa e inhibidores

Las levaduras tienen 3 tipos de ATPasa: la de membrana plasmatica, la
mitocondrial (Schatz et al., 1967) y la de la membrana vacuolar (Van Der Wilden y
Matile, 1978). Las propiedades de la ATPasa de la membrana plasmatica de S.
cerevisiae han sido bien documentadas (Goffeau y Slayman, 1981). La
oligomicina, un inhibidor de la ATPasa mitocondrial (Serrano, 1978), presenta
poco efecto sobre la ATPasa de la membrana plasmética, mientras que el
ortovanadato (Willsky, 1979) y el dietilestilbestrol (Serrano, 1980), que no inhiben
la ATPasa mitocondrial, son inhibidores potentes de la ATPasa de la membrana
plasmatica. La diciclohexilcarbodiimida (DCCD) inhibe las tres ATPasas en S.
cerevisiae, aunque las enzimas mitocondriales y vacuolares son aproximadamente
diez veces mas sensibles a este inhibidor que la ATPasa de la membrana
plasmatica (Serrano, 1978; Okorokov et al., 1982; Charles et al.,, 1987).
Las azidas afectan a la cadena respiratoria inhibiendo al grupo hemo a + asde la
citocromo oxidasa (complejo IV) com lo que se detienen las reacciones redox de la
cadena respiratoria, se abate el potencial de membrana y cesa la produccién de
ATP. Rikhvanov et al. (2003) reportaron que azida de sodio disminuye la
termotolerancia de R. rubra y D. vanriji pero no de S. cerevisiae. También,
proporcionaron evidencia de que hay una correlacién entre la actividad funcional
de la mitocondria y la termotolerancia de las levaduras.

1.11 Funciones de la ATPasa de la membrana plasmatica

La ATPasa de la membrana plasmatica bombea protones al medio extracelular, y
éstos se acoplan a la hidrdlisis del ATP, consumiendo hasta un 50% del ATP total
para la expulsion de protones, generando un gradiente de protones (Serrano,
1984). EIl gradiente electroquimico transmembranal resultante es usado para la
toma activa de nutrientes (Eddy, 1982) y regula la actividad de enzimas
intracelulares sensibles al pH (Serrano, 1984). Ademas, la ATPasa membranal
mantiene el pH intracelular de S.cerevisiae entre 6.0 y 7.0, incluso en grandes
variaciones extracelulares de pH (Malpartida y Serrano, 1981). El crecimiento de la

levadura en medio acido, resulta en un incremento en la actividad de la ATPasa
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(Eraso y Gancedo, 1987), lo cual se ha visto que es debido al incremento de la
actividad catalitica mas que al incremento de la cantidad de la enzima (Eraso et
al., 1987). La enzima se ha visto que tiene una funcion significativa en mantener la
integridad estructural de la célula, como se ha evidenciado por la morfologia
alterada presente en mutantes del gen que codifica para la ATPasa (McCusker et
al., 1987). La ATPasa es esencial para el crecimiento celular y el bombeo de
protones in vivo (Serrano et al., 1986). Se ha observado en estudios acerca de la
tolerancia a la temperatura en levaduras, que una funcion de la ATPasa de
membrana es mantener la homeostasis del pH en la resistencia al calor (Coote et
al., 1991; Panaretou y Piper, 1990). También se ha observado que la actividad de
la ATPasa es esencial en la resistencia a la temperatura, ya que la viabilidad de
levaduras expuestas a 50°C disminuye en presencia de dietilestilbestrol (DES).
Ademas, la medicion de la actividad de la ATPasa revel6 que el bombeo de
protones de la célula aumentdé aproximadamente un 50% a temperaturas sub-

letales, induciendo termotolerancia (Coote et al., 1991).

2. JUSTIFICACION

Las levaduras son los microorganismos mas utilizados con fines industriales;
durante estos procesos industriales, sufren estrés por altas temperaturas. En esta
condicion, se ha observado que la actividad de la ATPasa es esencial para
mantener a las células viables, sin embargo, esto solo se ha estudiado en
levaduras de laboratorio, las cuales se encuentran en condiciones 6ptimas de
crecimiento, sin considerar levaduras con cambios frecuentes en su entorno, por lo
que es importante analizar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la
ATPasa en las levaduras OFF1, SLP1 y MC4 aisladas de habitats extremos.
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3. HIPOTESIS

Las ATPasas de las cepas de las levaduras OFF1, SLP1 y MC4, se mantienen por
mas tiempo funcionales en alta temperatura que las ATPasas de la cepa de
referencia W303.

4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la temperatura sobre la actividad de las ATPasas en las
cepas de levaduras OFF1, SLP1 y MC4 aisladas de habitats extremos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analizar el efecto de la temperatura en la viabilidad de las levaduras OFF1,
SLP1y MC4.

b) Analizar el efecto de la temperatura en la actividad de la ATPasa de
membrana y mitocondrial de las cepas de levaduras OFF1, SLP1y MC4.
c) Analizar el efecto de la temperatura en la lipoperoxidacion de las

membranas celular y mitocondrial de las cepas de levaduras OFF1, SLP1y
MC4.

5.0 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico, adquiridos de Sigma Chemical.
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5.2 Cultivo de las cepas de levadura

Las cepas utilizadas (SLP1 aislada de San Luis Potosi, OFF1 aislada de Guerrero,
MC4 aislada de Oaxaca, y W303 cepa de laboratorio) fueron donadas por el
Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y disefio del Estado de Jalisco
(CIATEJ). Se sembro el pre-indculo de todas las cepas en 10 ml de medio YPD
2% (extracto de levadura 10%, peptona 20% y 1ml de glucosa al 20%) con una
asada de cada cepa; se dejaron crecer en agitacion orbital a 150 rpm por 24 h a
temperatura ambiente, posteriormente, se sembrd el in6culo en medio YPD 2%

(extracto de levadura 10%, peptona 20% y 3 ml de glucosa al 20%).

5.3 Cinética de crecimiento de las levaduras

Se prepararon 10 ml de un pre-cultivo de medio YPD al 2% de cada cepa y se
mantuvo en agitacién a 150 rpm durante 24 h. A partir del pre-in6culo se generé
un cultivo en medio YPD al 2%, el cual se incub6 a 30°C y 150 rpm.
Posteriormente, se tomaron muestras cada 2 h (de 0 a 16 h) para su lectura en

espectrofotometro a 600 nm.

5.4 Viabilidad de las levaduras a diferentes temperaturas

Se realizaron diluciones de concentraciones conocidas de las levaduras y se
inocularon en agar YPD al 2% con glucosa al 20%. Posteriormente, se
mantuvieron 24 h en incubadoras con temperaturas de 30°C a 45°C, finalmente,
se determind la viabilidad por el método de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC).

5.5 Determinacion del pH

Se prepararon 10 ml de un pre-inéculo de medio YPD 2% de cada cepa con 1 ml
de glucosa al 20% y se mantuvo en agitacion de 150 rpm durante 24 h.
Posteriormente se realizé un cultivo de 30 ml de medio YPD 2% con 3 ml de
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glucosa al 20%. Se dejaron en agitacion 12 h las cepas MC4, OFF1 y SLP1, y la
cepa W303 se dejo por 14 h. Una bateria de tubos de las 4 cepas se sometieron 2
h mas a 40°C y otra bateria de tubos se mantuvieron a temperatura de 30°C
durante esas 2 h. Se diluyeron 5 ml de la solucion de levaduras con 40 ml de agua
destilada, se midi6 el pH cada 3 min durante 9 min y se le adicion6 5 ml glucosa al
10%, se agito, finalmente, se midi6 el pH cada 5 min durante 45 min. Al
experimento con NaNs, se le adiciond a la solucion de levaduras 5mM de NaNsy

se procedi6é con la misma metodologia antes mencionada (Pefa, 1975).

5.6 Efecto de la azida de sodio en la viabilidad y termotolerancia de las

levaduras

Se prepararon 10 ml de un pre-in6culo de medio YPD 2% de cada cepa y se
mantuvo en agitacion a 150 rpm durante 24 h. Posteriormente, se realizé un
cultivo en el mismo medio con un volumen de 30 ml. Se mantuvieron en agitacion
12 h las cepas OFF1, SLP1, MC4 y la cepa W303 durante 14 h. Se tom6 1 ml del
indculo en un tubo y se le adiciond 1 ml de una solucién de NaNs para llevar a una
concentracion final de 0.15mM, posteriormente, se le determindé la viabilidad
mediante el método de MTT (3(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de
tetrazolio), afiadiendo 150 pl de MTT (5 mg/ml) a los tiempos: 0, 30, 60, 90 y 120
min durante exposicion a 40°C. Transcurrido el tiempo se les adicioné 1.5 ml de
HCI (0.04M en propanol). Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 3 min,

finalmente, se midi6é su densidad 6ptica en un espectrofotbmetro a 570 nm.

5.7 Aislamiento de las mitocondrias de las levaduras
Para el aislamiento de las mitocondrias, primeramente se obtuvieron los
esferoplastos, creciendo las células hasta la fase exponencial tardia. Una serie de
cepas se dejaron crecer 2 h mas a 30°C y otra serie se expuso a 40°C durante 2
h. Mediante centrifugacion se lavaron las células con 5 ml de agua destilada a

3000 rpm. Posteriormente, se obtuvo el peso seco de las levaduras. Se

p.Q.F.B. José Alberto Martinez Mora -
Pagina 19



resuspendieron en medio SH (tris basico 0.1M, B-mercaptoetanol 0.5M, pH de 9.3
con NaOH). Se incubaron durante 15 min a 30°C y se lavaron las células 2 veces
a 5000 rpm por 5 min con medio de lavado (KCI 0.5M, tris acido 10mM, pH de 7
con HCI). Posteriormente, se resuspendieron las células en medio de digestién
(sorbitol 1.35M, EGTA 1mM, fosfato disédico 30mM, fosfato monosodico 30mM),
el volumen del medio de digestion fue de 10 ml por g de levaduras. Para el
rompimiento de la pared celular se agrego la enzima zimoliasa 20T a razon de 10
mg por cada g de peso seco. Después de incubadas durante 1 h, se centrifugaron
a 2500 rpm por 5 min. Se lavaron los esferoplastos 3 veces (12000 rpm por 5 min)
con buffer de lavado de protoplastos (sorbitol 0.75M, manitol 0.4M, tris maléico
10mM, albumina sérica de bovino, 0.2%, pH de 6.8) y se resuspendieron en 5 ml
de buffer para esferoplastos (sorbitol 1M, NaCl 1.7mM, MgSO4 2mM, KH2PO4
10mM, EGTA 0.5mM, albamina sérica bovina 0.1%, pH 6.8). Se centrifugaron los
esferoplastos a 12000 rpm por 10 min. Posteriormente, se lavé 3 veces con medio
de protoplastos, centrifugando a 12000 rpm por 10 min en cada lavado. Cada
resuspension se realizd con varilla de teflébn. Los esferoplastos se rompieron
mecanicamente. Se desechd el sobrenadante del Gltimo lavado y se resuspendio
el precipitado en un vaso de Potter con 30 ml del medio de homogenizacién
(manitol 0.6M, tris maléico 10mM, EGTA 2mM, albamina sérica de bovino 0.2%,
pH 6.8), por cada 2.5 g de peso seco de levaduras. Se homogenizé6 manualmente
20 veces con un vastago de teflon apretado, evitando hacer espuma. El
homogenizado se centrifugd a 2500 rpm por 10 min. El sobrenadante obtenido se
centrifugd a 12000 rpm por 10 min. El precipitado se resuspendido en medio de
recuperacion de mitocondrias (manitol 0.6M, tris maléico 10mM, EGTA 2mM, pH
6.8), se homogenizé en un homogenizador de vidrio con véastago flojo, se
centrifugd a 2500 rpm, se descarto la pastilla y el sobrenadante fue centrifugado a
12000 rpm (Guérin et al., 1979).
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El precipitado obtenido fueron las mitocondrias aisladas, se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron inmediatamente a -80°C. La concentracion de
proteina mitocondrial se determiné por el método de Biuret utilizando como

estandar albumina de bovina sérica (Gornall et al., 1949).

5.8 Determinacion de la concentracion de fosforo inorganico (Pi)

Se utiliz6 una concentracion de proteina mitocondrial de 0.3mg/ml en medio de
reaccion (tris acido 20mM, MgCl 5mM, pH 8.5), se afiadi6 2mM de ATP y se
incubd durante 30 min para estimular la actividad de la ATPasa. La reaccion se
detuvo con acido tricloroacético al 30% y dodecilsulfato sddico (SDS) al 10% para
tener un volumen final de 2 ml. Posteriormente, se determind la concentracion de
fosfato inorganico (Pi) por el método de Fiske y Subbarow (1925). El fundamento
para su determinacion se basé en la adicién de ATP, lo que estimulé su actividad
al hidrolizar el ATP en ADP + Pi (actividad inversa de la funcién principal de la
ATPasa). El Pi producido reaccion6 con el molibdato de amonio y generd un
complejo llamado &cido heteropolifosfomolibdico de color amarillo, que es
reducido por la solucion de ELON, al formarse un complejo llamado azul de
heteropolimolibdeno, el cual es detectado a 660 nm. Se us6é un blanco que
contenia todos los reactivos excepto la proteina mitocondrial. Como control
negativo se incubaron las mitocondrias con 0.05 mg/ml de oligomicina (inhibidor
de la ATPasa), para restar el valor obtenido a los tratamientos para descartar el Pi

proveniente de otras fuentes.

5.9 Lipoperoxidacion celular y mitocondrial

Para la lipoperoxidacion celular se utilizaron 50 mg de peso seco de levaduras y
para la lipoperoxidacion mitocondrial se requiri6 de una concentracion de 0.3
mg/ml, determinada mediante el método de Biuret. Los niveles de lipoperoxidacion
fueron determinados mediante una modificacion del método del acido

tiobarbitUrico (TBA) reportada por Buege y Aust (1978). Al término de la exposicion
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a la temperatura, se agregd a cada muestra 2 ml de una solucién acida compuesta
por acido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y HCI 0.25N. Posteriormente, las
muestras se calentaron en un bafio Maria hirviendo y a los 15 min fueron enfriadas
en hielo y centrifugadas a 2744 rpm durante 5 min. Por dltimo, se extrajo el
sobrenadante y se leyd su absorbancia a 535 nm en un espectrofotometro UV/vis
Perkin-Elmer Lambda 18. Los resultados fueron expresados como nmoles de
sustancias reactivas al TBA (TBARS) producidas por mg de proteina y fueron
calculados en base al coeficiente de extincion molar (¢) de malondialdehido de
1.56 x 10° Mtcm™.

5.10 Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como el error estandar y la desviacién estandar de
al menos 3 experimentos. Los niveles de significancia (p<0.001, p<0.01y p<0.05),
se determinaron mediante la prueba t-Student con el programa Graph Pad Prism

version 5.00.
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6.0 RESULTADOS
6.1 Cinética de crecimiento

Con el objetivo de saber a qué tiempo las levaduras alcanzan el punto final de la
fase logaritmica tardia (punto de inicio de la fase estacionaria), se realizé una
cinética de crecimiento en la que se observé que las cepas OFF1, SLP1 y MC4,
alcanzan a las 12 h el inicio de la fase estacionaria, mientras que la cepa W303
alcanza dicha fase en 14 h como se muestra en la gréafica 6.

Cinética de crecimiento

/

W303
MC4

OFF1
SLP1

2.5-

ERE

0.C. 600 nm

Tiempo (horas)

Grafica 6. Cinética de crecimiento de las diferentes cepas de levaduras. Las
muestras se tomaron cada 2 h hasta 16 h. Resultados con desviacion estandar

(D.E.) de 3 experimentos independientes.
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6.2 Viabilidad de las levaduras a diferentes temperaturas

Con el propésito de conocer la tolerancia a la temperatura de las cepas aisladas
se realizaron experimentos de viabilidad, determinando el porcentaje de
sobrevivencia de cada una de las cepas a temperaturas de 30°C a 45°C. En la
grafica 7 se observa una relacion inversa entre el aumento de la temperatura y la
sobrevivencia para las cepas W303, MC4 y OFF1, mientras que la cepa SLP1
mantiene su sobrevivencia del 100% hasta una temperatura de 40°C, y disminuye
un 50% su sobrevivencia al ser expuesta a 45°C. De acuerdo a este resultado, se

puede sugerir a la cepa SLP1 como una cepa termotolerante.
—_ W303

Viabilidad de las cepas a diferentes temperaturas — MC4
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Gréfica 7. Sembrado de 10 pL de la dilucién 1 X 10%en medio solido (YPD
2%), e incubadas 24 h a temperaturas de 30°C a 45°C. Resultados con D.E. de

3 experimentos independientes.
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6.3 Determinacion del pH con y sin NaNs3

Las levaduras tienen en su membrana plasmatica una ATPasa de H* que se
acopla a la hidrdlisis de ATP con el bombeo de protones al espacio extracelular,
por lo que la evaluacion del pH se considera una determinacion indirecta de la
actividad de la ATPasa de la membrana celular. La azida de sodio (NaNs) es un
inhibidor del complejo IV de la CTE y también de la ATPasa de membrana

plasmatica.
6.0- W303
— 30°C Glucosa
40°C Glucosa
— 30°C NaN,
—— 40°C NaN,

L 5544

50 T 1 ¥ 1T & 1" 1" ‘1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 4
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Grafica 8. Comparacion del pH entre las soluciones de levadura W303

sometida a 30 y 40°C con y sin NaNs.
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Grafica 9. Comparacion del pH entre las soluciones de levaduras MC4 (A) y
OFF1 (B) sometidas a 30 y 40°C con y sin NaNs.
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Gréfica 10. Comparacion del pH entre las soluciones de levadura SLP1

sometida a 30 y 40°C con y sin NaNs.

Como se observa en las figuras 8-10, la temperatura aumenta la actividad de la
ATPasa de membrana, al bombear mas protones al medio extracelular y acidificar
el medio. En las cepas con glucosa se observa una clara diferencia de pH puesto
gue estan mas acidas las soluciones, debido al bombeo sostenido de protones por
parte de la ATPasa, en comparacion con las que tienen el inhibidor. En las cepas
con el inhibidor NaNs, se observa que el medio esta menos acido, debido a que el
inhibidor impide el transporte de electrones y no hay bombeo de protones por
parte de la ATPasa de membrana plasmatica. Con la NaNs, el pH se mantiene al
transcurrir el tiempo. La ATPasa de la cepa SLP1 sigue trabajando normal y no
hay diferencias significativas entre las cepas incubadas a 30 y 40°C, en las 2

condiciones (con inhibidor y con glucosa), por su caracteristica de termotolerante.
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6.4 Efecto de la azida de sodio en la viabilidad y termotolerancia de las

levaduras

La azida de sodio (NaNs) es un inhibidor de la ATPasa que es una enzima
necesaria para el mantenimiento de la viabilidad de las levaduras en altas
temperaturas, por lo que se espera que en presencia de este inhibidor se reduzca
la viabilidad de las levaduras cuando son expuestas a 40°C. Por lo anterior, se
evaluo la viabilidad de las levaduras mediante el método MTT que se fundamenta
en la reduccion del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) a
cristales de formazan, esto mediante la enzima succinato deshidrogenasa que se
encuentra en las células viables. Como 100% de viabilidad, se tomaron las
levaduras en presencia del inhibidor (NaN3) a 30°C. Las determinaciones se
realizaron hasta por 2 h y se evaluoé la viabilidad cada 30 min. En la grafica 11 se
observa una tendencia en la reduccion de la viabilidad de las cepas de las
levaduras cuando son expuestas a 40°C, conforme transcurre el tiempo de
incubacion, lo que sugiere que, efectivamente, la actividad de la ATPasa es
necesaria para la resistencia a la temperatura. La cepa MC4 fue la que presento
menor porcentaje de viabilidad en presencia de la temperatura y NaNs, ya que se
observé que a los 30 min las células perdieron viabilidad y que al cabo de 120 min,

se nota un descenso de hasta el 50% de su viabilidad.
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Grafica 11. Efecto de la NaNs en la viabilidad de las cepas de levaduras.
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6.5 Lipoperoxidacion celular

Con el objetivo de observar si existe una relacion entre el estado de la actividad de
la ATPasa y el estado de la membrana celular, que es donde se localiza esta
enzima, se evaluo el grado de lipoperoxidacion de los acidos grasos presentes. La
temperatura de 40°C aumenté el grado de lipoperoxidacion celular en las cepas
W303, MC4, y SLP1, con respecto a las que se mantuvieron a 30°C, ya que se
observé una diferencia significativa entre las temperaturas. Lo que no ocurre en la

cepa OFF1, que no presento diferencias significativas al someterla a 40°C.
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Gréfica 12. Comparacién de lipoperoxidacion celular entre cada cepa ((W303
(W), MC4 (M), OFF1 (O) y SLP1 (S)) crecidas a 30°C (30) y 40°C (40) durante 2
h. Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student (*p<0.02,
**p<0.003, **p<0.001). Resultados con D.E. de 3 experimentos independientes.
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6.6 Determinacion de la concentracion de fosfato inorgéanico

La concentracion de Pi se determin6 mediante la adicion de ATP para estimular la
hidrolisis del ATP por la ATPasa, lo que da como productos al ADP y Pi, este
altimo es el que se cuantifica por el método de Fiske y Subbarrow (1925). En la
grafica 13 se observa que no existe un patrén general en la actividad de la
ATPasa mitocondrial, ya que la cepa W303 presenta una mayor actividad cuando
es expuesta a 40°C, mientras que las cepas MC4 y OFF1 disminuyen la actividad
de esta enzima cuando se someten a 40°C. La concentracion de Pi en la cepa
SLP1 se mantuvo sin cambios significativos, cuando la cepa se expuso a 30 y
40°C.
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Grafica 13. Comparacion de la actividad de la ATPasa en la produccién de Pi
entre cada cepa ((W303 (W), MC4 (M), OFF1 (O) y SLP1 (S)) crecidas a 30°C
(30) y 40°C (40) durante 2 h. Las comparaciones se realizaron con la prueba
estadistica t-Student (*p<0.0205y **p<0.0032). Resultados de la media + error
estandar (S.E.M.) de 3 experimentos independientes. Método: Fiske y Subbarrow,

1925.
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6.7 Lipoperoxidacion mitocondrial

Los cambios en la actividad de la ATPasa mitocondrial podrian ser resultado del
grado de lipoperoxidacién de las membranas mitocondriales, debido a que alli se
encuentra esta enzima. Por lo anterior, se determinod el grado de lipoperoxidacion
de las membranas mitocondriales. En la grafica 14 se observa el grado de
lipoperoxidacion en las membranas de mitocondrias aisladas de levaduras
mantenidas a 30°C y las levaduras expuestas durante 2 h a 40°C. Se observa que
el grado de lipoperoxidacion mitocondrial en las cepas W303 y MC4 se mantuvo
sin cambios cuando fueron expuestas a 40°C, con respecto al grado de
lipoperoxidacion en 30°C, no asi para las cepas OFF1 y SLP1, que al ser

expuestas a 40°C hay un aumento en el grado de lipoperoxidacion mitocondrial.
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Gréafica 14.Comparacion de lipoperoxidacion mitocondrial entre cada cepa
((W303 (W), MC4 (M), OFF1 (O) y SLP1 (S)) crecidas a 30°C (30) y 40°C (40)
durante 2 h. Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student
(* p<0.02). Resultados con D.E. de 3 experimentos independientes. Método del

acido tiobarbiturico por Buege y Aust, 1978.
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7. Discusién

Las condiciones ambientales a las que se encuentran expuestas las levaduras en
estado libre, como las cepas MC4, OFFl y SLP1, experimentan cambios
constantemente, como una disminucion en la disponibilidad de nutrientes,
incremento en la temperatura o presencia de contaminantes. Independientemente
de su naturaleza, los cambios repentinos son un agente de estrés para las
levaduras, estrés al que deben adaptarse para sobrevivir. Este tipo de estrés es
frecuentemente asociado con la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) (Avery, 2011), fendbmeno que ocurre de igual manera cuando las levaduras
son expuestas a estrés térmico. Este hecho puede generar diferencias fisiologicas
que se ven reflejadas en el mantenimiento de la actividad de la ATPasa en
condiciones de estrés térmico en las levaduras analizadas. Bravim et al. (2010),
reportaron diferencias fundamentales entre la resistencia a agentes estresantes en
levaduras en funcién de su sitio de origen, ya sea industrial o de laboratorio.
Garay-Arroyo et al. (2004), reportaron que cepas de levaduras industriales
mostraron una mayor sobrevivencia cuando fueron comparadas con levaduras de
laboratorio al ser expuestas a agentes oxidantes y a choque térmico. Ellos
propusieron que los constantes cambios en las condiciones ambientales a los
cuales se encuentran expuestas las levaduras industriales, podrian ser los

generadores del incremento en la resistencia a los agentes estresantes.

Con el objetivo de utilizar las levaduras en una misma fase del ciclo celular,
mediante una cinética de crecimiento, que se analiz6 por densidad 6ptica, como
se muestra en la grafica 6; se determind el tiempo necesario para que las
levaduras alcanzaran la fase estacionaria, fase en la que las levaduras sufren el
cambio diauxico, al cambiar su metabolismo de fermentativo a oxidativo. En la
grafica 6se observo que las cepas OFF1, SLP1 y MC4 alcanzan esta fase a las 12
h de haber sido inoculadas, mientras que la cepa W303 alcanza dicha fase a las
14 h. Para los experimentos posteriores, se utilizaron las levaduras con los

tiempos de crecimiento anteriormente mencionados.
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Mediante la técnica de medicién de unidades formadoras de colonias (UFC), se
determind la sobrevivencia de las levaduras a temperaturas de 30 a 45°C, lo
anterior para conocer el grado de tolerancia a la temperatura de las levaduras
analizadas. En la gréfica 7, se observo una disminucion de la viabilidad conforme
aumenta la temperatura de 30 a 40°C para las cepas W303, MC4 y OFF1, no asi
para la cepa SLP1. La cepa mas sensible a la temperatura fue la de referencia
W303, ya que a 40°C no presento viabilidad, mientras que las cepas MC4 y OFF1
presentaron una sobrevivencia de alrededor del 30 y 60%, respectivamente. La
cepa SLP1 mantuvo una viabilidad del 100%, aiun a 40°Cy se observd de esta
manera, que es la levadura con mayor tolerancia a la temperatura. Slapack et al.
(1987), definen a las levaduras termotolerantes como aquellas capaces de crecer
a temperaturas 240°C, mientras que McCracken y Gong (1982), las definen como
levaduras con una temperatura de crecimiento maxima de 37 a 45°C. Con estos
antecedentes, es que se puede considerar a la levadura SLP1 como una levadura
termotolerante. Como se observa en la gréfica 7, la sensibilidad de las cepas a la
temperatura varia de acuerdo a cada cepa, lo que podria influir en la actividad de
la ATPasa membranal, la mitocondrial, 0 ambas. Durante la exposicién a choque
térmico, las levaduras generan una respuesta adaptativa, dentro de las cuales se
ha observado un incremento en la actividad de la ATPasa para mantener el pH
celular (Morano et al., 1999).

La ATPasa presenta una funcion vital al mantener el pH a través de la membrana
plasmatica, siendo acido en el exterior. Este gradiente de protones es utilizado
para el transporte de iones y nutrientes. La ATPasa membranal se regula por una
variedad de factores como el pH (Riemersma y Alsbach, 1974), contenido de
glucosa y ATP (Serrano, 1980). La ATPasa es el componente mayoritario de
proteinas en la membrana plasmatica y constituye alrededor del 20% del total de
las proteinas de membrana. También, se ha observado que la actividad de esta
enzima es esencial para el crecimiento y flujo de protones en células in vivo,
debido a que la generacidon de mutaciones nulas para la ATPasa en células
haploides es letal (Serrano et al.,, 1986). Esta enzima tiene un pH ¢ptimo
relativamente bajo de 5.5 a 6.5 (Willsky, 1979; Borst-Pauwels y Peters, 1981),
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requerimientos de Mg?* (Willsky, 1979) y una alta especificidad por su sustrato
(Serrano, 1978; Peters y Borst-Pauwels, 1979). La actividad de la ATPasa
membranal se determiné mediante la valoracion del pH del medio, al adicionar
como sustrato glucosa. La determinacion del pH es un método indirecto para
valorar su actividad, debido a que cuando la enzima esté activa, exporta protones
al medio extracelular y lo acidifica (figura 15). La ATPasa de membrana plasmatica
es activada cuando las células de S. cerevisiae son incubadas con glucosa, y se
incrementa su actividad hasta 4 veces (Passos et al., 1992). Se ha observado que
las levaduras mantienen su pH intracelular cercano a la neutralidad (Holyoak et al.,
1996), para la actividad 6ptima de procesos metabdlicos criticos (Busa y Nuccitelli,
1984). Las cepas W303 y MC4 presentan un pH mas acido cuando fueron
expuestas a los 40°C, lo que indica que la ATPasa esta mas activa, ya que
acidificé el medio. Ya se ha reportado que en condiciones de estrés, las levaduras
pueden acelerar su metabolismo hasta cierto grado, esto, con el objetivo de
generar una respuesta ante dicho efecto. Después de acelerar su metabolismo, si
no es suficiente la respuesta para mantener la homeostasis celular, las células
mueren, lo que en los experimentos se observaria como una disminucién en la
viabilidad. Este efecto podria explicar lo que se observo para las cepas W303 y
MC4 (Grafica 7). Cuando la temperatura aumenta, se genera una fuga de protones
a través de la membrana plasmatica y se incrementa la actividad de la ATPasa
con la finalidad de mantener el pH (Coote et al., 1994). Se ha sugerido que ligeras
variaciones en el pH son suficientes para regular importantes procesos celulares
como el ciclo celular (Anand y Prasad, 1989) y la tasa de sintesis de ADN y ARN
(Madshus, 1988). El pH del medio de la cepa OFF1 es ligeramente menos acido
cuando fue expuesta a 40°C, lo que contrast6 con el fendbmeno observado para las
cepas W303 y MC4. Sin embargo, como se observo en la grafica 7, la cepa OFF1
a 40°C, presentd una sobrevivencia mayor al 60%, por lo que es posible que el
grado de estrés que experimentdo esta cepa a 40°C no fue como el que
experimentaron las cepas W303 y MC4 que causo su muerte. Para la cepa OFF1,
se puede sugerir que los 40°C si representan un grado de estrés para alterar la

homeostasis celular y por ende, el intercambio de iones, de esta manera, se alteré
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el pH, sin embargo, la alteracion fisiologica no afecto a las cepas W303 y MC4. Se
ha sugerido que la inactivacion mediante temperatura de la ATPasa puede ser
debido a una pérdida de su estructura tridimensional (Waters et al., 1998).Para la
cepa SLP1, la cual presenté una viabilidad del 100% a los 40°C, no se observé
diferencia en la actividad de su ATPasa membranal, lo que refleja que si existe
una relacion en la actividad de la ATPasa membranal y la tolerancia a la
temperatura. Se ha sugerido que el mantenimiento del pH es un mecanismo para
incrementar tolerancia a la temperatura, sin embargo, el mantenimiento de la
homeostasis del pH puede ser energéticamente de alto costo (Eraso y Gancedo,
1987; Serrano, 1984;Serrano, 1988), lo que resulta en un consumo de entre el 40
y 60% del total del ATP celular (Serrano, 1991).

La ATPasa mitocondrial que se encuentra en la membrana interna mitocondrial es
la principal generadora de ATP, lo cual se ha observado que es importante en
condiciones de estrés de las levaduras, ya que en funcidn de su concentracion se
puede inducir una respuesta de adaptacién al estrés o se puede inducir el paro del
ciclo celular. La pérdida de sensibilidad a la oligomicina ha sido utilizada como un
criterio de diferenciacion entre la ATPasa membranal y la mitocondrial (Nurminen
et al., 1976). Otra diferencia entre la ATPasa membranal y la mitocondrial es el pH

Optimo, ya que para la primera es de 8.5, mientras que para la mitocondrial es 5.6.

La liberacion de protones por dafios estructurales en las membranas, genera una
acidificaciéon del citoplasma, lo que inhibe funciones metabdlicas esenciales
(Krebsetal., 1983), como la inhibicion de la glucolisis (Pearce et al., 2001) y la
reduccion de la capacidad de generacién de ATP. Adicionalmente, la activacién
celular para contrarrestar la acidificacion requiere de ATP (Piper et al., 1998;
Holyoak et al., 1999) (figura 15).
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Figura 15. Metabolismo de la glucosa, sintesis e hidrélisis de ATP por las
ATPasas, bombeo de protones al medio extracelular. Imagen tomada del

manual de practicas de bioquimica de la UNAM, péagina 59.

Por lo anterior, se decidi6 evaluar la actividad de la ATPasa mitocondrial. La
actividad de dicha enzima se evalu6 en mitocondrias previamente aisladas de las
cepas W303, MC4, OFF1 y SLP1. Su aislamiento se realiz6 de acuerdo al
protocolo mencionado en materiales y métodos. En la grafica 13 se observé la
actividad de la ATPasa mitocondrial, la cual varié de acuerdo a las cepas cuando
fueron expuestas a 40°C, también se observd que la cepa W303 aumenté la
actividad de la enzima a 40°C. Esta cepa fue la que presenté mayor sensibilidad a
la temperatura (grafica 7). De tal manera, que se puede correlacionar el aumento
en la actividad de la ATPasa con el grado de lipoperoxidacion de las membranas
mitocondriales, ya que se mantuvo sin cambios significativos cuando se crecio a

30 y 40°C (gréfica 14). La cepa MC4 a 30°C, presentd una mayor actividad de la
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ATPasa mitocondrial, con respecto a las otras cepas de levaduras evaluadas, sin
embargo, al igual que la cepa OFF1, al exponerla a 40°C, la actividad de esta
enzima se redujo significativamente. La severa disminucion en la actividad de la
ATPasa de la cepa OFF1, se puede correlacionar con el aumento en el grado de
lipoperoxidacion (gréficald), lo cual podria haber alterado el entorno membranal
de la enzima y disminuir de esta manera su actividad. La actividad de la ATPasa
mitocondrial en la cepa SLP1, al igual que la actividad de la ATPasa membranal,
se mantuvo sin cambios cuando se crecio la cepa a 30 y 40°C. La actividad de
esta enzima en la cepa SLP1 parece ser independiente del grado de
lipoperoxidacién mitocondrial, ya que como se observé en la grafica 14, al

aumentar la temperatura de 30 a 40°C, se generd una mayor lipoperoxidacion.

Para conocer si el efecto de la temperatura estaba relacionado directamente con
la actividad de las ATPasas, se evalué la viabilidad de las levaduras expuestas a
un inhibidor en condiciones normales de temperatura (30°C) y expuestas a 40°C.
En la grafica 11, se observaron diferencias en la viabilidad de las cepas W303,
MC4 y SLP1, con respecto al tiempo cero, lo que indica que conforme aumento el
tiempo de exposicion a la temperatura, existe un dafio en las células y se reduce
su viabilidad, siendo generado este dafo por la temperatura y no por la azida de
sodio (NaNs), ya que como 100% de viabilidad, se tomaron las células con NaNs a
30°C. El efecto del inhibidor de la ATPasa en la tolerancia a la temperatura se
observé més en la cepa SLP1, ya que esta cepa como se observé en la grafica 7
de viabilidad, no present6 una disminucion en su viabilidad cuando se expuso a
40°C, sin embargo, en presencia del inhibidor, si se observé una disminucion en la
sobrevivencia. En la cepa OFF1 no se observo un efecto en la viabilidad, por lo
gue es posible que se requiera un mayor tiempo de exposicion a la temperatura.
Ya se han reportado diferencias fisiologicas entre cepas, aun del mismo género y
especie, efecto que podria explicar lo observado en la cepa OFF1, con respecto a
la SLP1, cepas del mismo género y especie, sin embargo, de diferente sitio de
obtencion, porque la cepa OFF1 fue de Guerrero y la cepa SLP1 de San Luis
Potosi. Se asume que son condiciones que podrian haber generado estos

resultados entre estas dos cepas del mismo género y especie. Al utilizar el

p.Q.F.B. José Alberto Martinez Mora Pagina 38



inhibidor especifico de la ATPasa de membrana, dietilestilbestrol (DES) (Eilam et
al., 1984), se demostro que la actividad de la ATPasa membranal es esencial para
la viabilidad de las levaduras en estrés térmico. El efecto inhibitorio del estrés por
temperatura se cree que es resultado del dafio a proteinas y permeabilizacion de
las membranas (Watson, 1987), particularmente de la membrana plasmatica, lo
que permite la disipacion del gradiente de H* transmembranal y reducir de esta
manera, el pH intracelular (Weitzel et al., 1987). El efecto del estrés por alta
temperatura en la organizacion de la membrana y la fluidez, también afectan
negativamente la actividad de enzimas como la ATPasa (Weitzel et al., 1987). Se
ha sugerido que la modificacién en la fluidez de la membrana plasmatica, es el
resultado de la alteracion de la composicion lipidica por estar expuesta a estrés
térmico (Sinigaglia et al., 1993), lo que puede influir en la actividad de la ATPasa;
dicha alteracion presenta cambios en la permeabilidad y cambios entre la enzima
y Su sustrato, aunque a niveles mayores de estrés térmico, la enzima se puede
inactivar (Viegas et al.,, 1995). Johanson et al. (1995), observaron que acidos
grasos de cadena larga aumentan la actividad de la ATPasa. De acuerdo a
Serrano et al. (1988), la ATPasa requiere lipidos en las membranas para ser
funcional. Wach et al. (1990) observaron que la actividad de la ATPasa purificada
y reconstituida en vesiculas de liposomas depende de un ambiente particular de
lipidos, siendo afectada dicha actividad por el indice de esteroles/fosfolipidos.
Teniendo como antecedente lo anterior, es que se evalué el grado de
lipoperoxidacién de las membranas celulares y mitocondriales. La determinacion
se realiz6 mediante el método del acido tiobarbitdrico (Buege y Aust, 1978), que
consiste en la deteccibn de las especies reactivas del &cido tiobarbitirico
(TBARS), principalmente el malondialdehido, producto de la reaccion de los &cidos
grasos insaturados con ERO. En la gréfica 12, se observé que las cepas W303 y
MC4, presentaron un aumento en el grado de lipoperoxidacibn de membranas
celulares cuando se expusieron a 40 °C, siendo mayor en la cepa MC4. Este
hecho correlaciona directamente con el aumento de la actividad de su ATPasa. Un
dafio en las membranas podria causar una fuga de protones y causar la pérdida

de la homeostasis celular y finalizar con la muerte celular. La cepa OFF1 no
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presentd un aumento significativo en la lipoperoxidacion cuando se expuso a 40°C
y mantuvo de manera integra las membranas celulares, lo que le permitio
conservar el intercambio idnico de acuerdo a sus necesidades fisiologicas, ya que
se observé una menor reduccion en su viabilidad (grafica 7). La cepa SLP1, al
igual que las cepas W303 y MC4, presentdé un aumento en su lipoperoxidacién
membranal al estar expuestas a 40°C, sin embargo, hay que resaltar que el grado
de lipoperoxidacion de la cepa SLP1 fue menor que el que se observo en las
cepas W303, MC4 y OFF1 a 30°C. Este fendbmeno puede ser causado por una
menor produccion de ERO generadas en esta cepa por la temperatura, o que
presente sistemas antioxidantes mas activos y que se reduzca el dafio a los
lipidos, o también que esta cepa (SLP1), presente una menor composicion de

acidos grasos insaturados.
8. Conclusion

En levaduras la actividad de sus ATPasas es indispensable para su viabilidad en
alta temperatura, esta actividad es influenciada por el grado de lipoperoxidacién de
sus membranas. Las levaduras aisladas de habitats extremos modifican la
actividad de su ATPasa membranal en menor grado en alta temperatura que la

cepa de referencia W303.
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10. Abreviaturas

ATP = Adenosin trifosfato

ADP= Adenosin difosfato

°C = Grados celcius

ADN = Acidodesoxiribonucleico
ml= Mililitros

pl = Microlitro

pm = Micrometro

nm = Nanometro

M = Molar

mM = Millimolar

M = Molar

nM = Nanomolar

S.c. = Saccharomyces cerevisiae
D.O. = Densidad 6ptica

ERO= Especies reactivas de oxigeno

rpm = Revoluciones por minuto

S.E.M. =Media del error estandar

D. E. = Desviacion estandar

YPD = Extracto de levadura peptona dextrosa
KDa= Kilo daltones

Pi= Fosfato inorganico

HSPs = Proteinas de choque térmico

CTE = Cadena transportadora de electrones
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MTT = 3(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio

KCI= Cloruro de potasio

c.b.p.= Cuanto baste para

ELON = Acido p-metilaminofenolsulfonato
NaNs = Azida de sodio

NaOH = Hidroxido de sodio

SDS = Dodecilsulfato sodico

EGTA =Acido tetraacético etilenglicol

TBA = Acido tiobarbittrico

TBARS = Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
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