INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

SUBSECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

Efecto del quitosano en la funcion
mitocondrial de Rhizopus stolonifer

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICOBIOLOGICAS
P R E S E N T A

Q.B.P. LEOBARDA ROBLES MARTINEZ

DIRECTOR INTERNO:
DRA. MARIA GUADALUPE GUERRA SANCHEZ

DIRECTOR EXTERNO:

ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DR. MIGUEL GERARDO VELAZQUEZ DEL VALLE

MEXICO, D.F. 2009




[l presente traba_jo se realizé en ellaboratorio de Pioquimica Microbiana del
Departamento de Microbiologfa de la [~ scuela Nacional de Cliencias
Biolsgicas del |nstituto Politécnico Nacional bajo la asesoria de la Dra. Maria
Guadalupe Guerra Sanchez y del Dr. Miguel Gerardo Velazquez del Valle
del Centro de Desarrollo de productos PBisticos del nstituto Politécnico

NacionaL Ademas de la colaboracion con el Dr. Juan Fablo Fardo Vézquczy
el Dr. Oscar Tz|ores dela f:acultacl de Medicina de la UNAM

E_stc trabajo fue Financiado por CGF] con los ndimeros de Proycctos
20080183 “[~ studios de los mecanismos de accién del quitosano contra
]'uongos Fitopatégcnos” ademas de los Progcctos 20070822, 2008056 1 “La

homeostasis del PH en micelios de (/lsti/ago maydtlﬁ (Cuitlacochc}” y por

CONAgT con el proyecto 89675 y59855.

| a sustentante recibié becas Proporcionadas por CON ACY-F (ndmero de
registro 2 17522) de enero del 2007 a diciembre del 2008 y el Frograma
]nstituaional de }:ormacic’)n de ]nvcstigaclorcs (HFD de enero del 2007 a enero

del 2009.



AGRADECIMIENTOS FROFESIONALES

Agradczco a mis directores

Dra. Maria Guadalupc Gucrra Sénchcz
Dr Migucl (Gerardo Vclézqucz del \/a“c

For la confianza y apoyo que sicmprc me brindaron.

Agradezco a mis sinodales
Dra. | ourdes Villa T anaca
Pra. [ uz]rene Kojas Avelizapa
Dra. Enriqucta Amora |_azcano
Dra. Ana Niurka Hemandez | auzardo

Por dedicar parte de su ticmpo y su entusiasta colaboracion en la revision Yy

correccién de esta | esis.

Agradczco al Dr. Juan Fablo Fardo \/ézquez Yy al Dr. Oscar Florcs dela
Facultad de Mcclicina de la Univcrsiclacl Nacional Auténoma de México por

su apoyo técnico y la buena dl’sposicién para la realizacion del consumo de

oxigeno y los complcjos rcspiratorios, ademas de su apoyo intclcctualy moral.

A Maria [:_stl—\cr Sénchcz E_spindola por su amabilidad ysu inestimable ayucla
para la realizacion del estudio de microscopfa clcctrénica ypor hacer mas ameno

el trabajo.



AGRADECIMIENTOSFERSONALES

Deseo expresar mi agradccimicnto alas siguientes personas:

A mis Padrcs Yy hermanos
For]a conFianza, el apoyo, el estimulo constante ysu inacabable Pacicncia en
los momentos de desanimo, ya que todo lo que han hecho ha Pcrmitido que
”cguc hasta aqul', a ustedesles comparto este logro Yy csPcrojamés

defraudaros.

A mis compafieras (os) de laboratorio

Grisclda, Sclcnc, O]ivcrg en csPccial a Ariana, Verénica, K arina 3Josam
comPaﬁcros de laboratorio, porsu inestimable agucla alo largo del ticmpo, su
estimulo constante y por haber hecho mas llevadero el ambicntc de trabajo

consiguicnc[o con su carfiio Yy buena Plética que me sintiera como en casa.

A mis amigos

Por escucharme, apoyarme, aconscjarmc Yy alentarme a seguir.

Y en cspccial al Dr. Juan Fablo, al Dr. Oscary al M. en C (Genaro Matus

por brindarme su amistad y ensefiarme una vision diferente de la satisfaccion del

tral:)ajo en el laboratorio.



INDICE

INDICE DE FIGURAS....cetiiiisrsrisssssisssssssmsssssssssssssssssssassssssssssssssssnssnssssnsssssssnssnsns II1
INDICE DE TABLAS......cetistiierisstsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnssssssssnssans v
RESUMEN. ....uuiuiararamamasinsmararasssasssssssmsmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssnsnssssassssssssssnnsnass \")
ABSTRACT .cuuutuiarararasasasasssnararsrasssssssssssrssssssssssssssssssssssssssssssssststassssssssssssssasasasnsas VI
£ SRS { V2T o1 ol of (o R
1.1 Enfermedades de los productos hortofruticolas..............ccueevieeeiciicriceccc e s 1
1.2 Rhizopus stolonifer agente causal de pudriciones postcosecha..........cccoceeevieeiieecciee e, 2
1.3 Estrategias generales de control de RAizopus stolonifer..................cocevcveeiiveeeciiieciineeennnn. 3
1.4 Quitosano y oligoquitosano, alternativas para inhibir a Rhizopus stolonifer.......................... 4
1.5 Mecanismos de accion del quitosano y el oligoquitosano.............ccccvevvevevieiiericiieceseeieen 5
1.6 4 [10Ta'e] a o[- O TTRTTPPPIN 7
1.6.1 Metabolismo intermediario: ciclo de los acidos tricarboxilicos.............ccocevvreiireiee e, 8
1.6.2 Cadena de transporte de electrones: complejos respiratorios...........ccocveiveeieiiieeneiieeneenens 11
1.6.2.1 El complejo I: la NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria...........cccccoeeevieeeicieeccnneenn, 12
1.6.2.2  Otras NADH deShidrOgENASAS. .........ciueeueiiueeiirieeniesiieetiesieesteeeesteeee e eeesre e seesaeesbeeseesseesaeaneesns 13
1.6.2.3 El complejo II: La succinato deshidrogenasa de la cadena respiratoria...........ccccceeevevirenins 14
1.6.2.4 El complejo III: el citocromo bcl de la cadena respiratoria..........ccccceeveieeieiie v 15
1.6.2.5 El complejo IV: el citocromo coxidasa de la cadena respiratoria...........ccccccveeveevieciiecinennen. 15
1.6.2.6 El complejo V: la ATP sintetasa de la cadena respiratoria...........ccccccvveeiieeiiiee v 16
II. ANTECEDENTES. ... itieuetuminmasasasasanmasasansssssssasasassssasasassssssasasassssnsassssnnsnnsnnsnnsnnsnnns 18




II1.

1v.

4.1

5.1

5.2

5.3

5.4

55

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

511

5.12

VI.

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

B VI3 312 Cof- Yot (o T 21

OBJETIVO GENERAL.....cocituiararamamassnmamamararasasasssssssmamarasasasssssssssnssasasssnassnnsnnnssnnsen 22
ODbjetivos PArtiCUIAIES..........ccueeiiiee et et e e s e e e s aa e enen 22
MATERIALES Y METODOS......ccccuetierrsersserssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssnses

Material DIOIOGICO. ........cueiveieeiiiieietes ettt sttt s se b e s s eseesessene e srenense e 23
Solucion de quitosano (QT) y de oligoquitosano (OQT).......cceeeueeieieeeieeieeeeeeeeee et 23
Medio de cultivo y condiciones de CUIIVO............cceeiiiiiiiiii e 23

Efecto del quitosano y oligoquitosano en el crecimiento micelial radial de R.
SEOSOTUTEY ...t e e e et e e e e et e e et e e st e e s ate e e nteeeenteeenreeeanreens 23

Estudio microscopico de la germinacién de las esporas de R. stolonifer en medio

o T o TR 23
Microscopia de transmision de ElECLIONES............ceiveiiiieiei et et 24
Consumo de oxigeno de 1as CElUIAS ENEEIaS....uuuuurrriirrririiirrrrrrerrerrrrerrerererrrrn e 24
Consumo de oxigeno en células permeabilizadas con digitonina.............cceeeveeeveiecieeeieenns 24
Aislamiento de MItOCONAIIAS. .......c.uiiiieiie ettt e nes 25
ENSAY0S ENZIMALICOS. .......cviviieiieieice ettt ettt b ettt se e et s ne e 25
TECNICAS A EIECEIOfOIESIS. ... ... eveeeeirieieie ettt e e nean 26
Actividad enzimatica de los complejos de la cadena respiratoria..........cceecveeeveieeevveeieeienenes 26
RESULT ADOS . uuuauautunsesnsrsrasasssssssssnsnsssmsssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssasasasssnnss

Efecto del quitosano y el oligoquitosano en el crecimiento micelial............cccooovveveeiiveiiennnenn 28
Efecto del quitosano y el oligogquitosano sobre la germinacién de las esporas...................... 29
Ultraestructura de 1as esporas germinadas............cceveeriereieeriersieesee e e s rrssss s s s e e s s e s eeees 31

Consumo de oxigeno en las células control y en las células tratadas con el quitosano y el

o] e ToTe [0 Y= Vo TR 32
Determinacion de los parametros cinéticos para los sustratos respiratorios...............c..c..uc.. 40
Los complejos y los supercomplejos de la cadena respiratoria..........ccceeviveeiiieeciiiee s 41




VII.

VIII.

IX.

DISCUSIONES......iteuursassmnsssmnsssmasssmnssssssssmnsssnssssssssmnsssmnsssmssssmssssmsssssssmenssmnnsssnnns

Efecto del quitosano y el oligoguitosano en la morfologia y la ultraestructura...................... 51
Efecto del quitosano y el oligoquitosano en la fiSiologia............ccvevvieeveieece e 52
Los complejos y los supercomplejos de la cadena respiratoria...........ccoeeeieeeicieecccieiee e, 55
CONCLUSIONES.....utcuirauresrassmassmsssnsssassmassnassssssasmnsssnsssssssasssssssassessnassasssnsssnssenns 58
REFERENCIAS. .. .ceuuitasussassmnassmnsssmnsssmnssmmnsssmssssmsssmnssssesssmnsssmnsssmnsssssssmsssssnsssnnsssns 59

INDICE DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Efecto de la concentracion del quitosano y el oligoquitosano sobre el
crecimiento micelial radial de Rhizopus stoloniferalas 36 h..............cccccoeveuennen, 28

Germinacion de las esporas de Rhizopus stolonifer en ausencia y presencia del
oligoquitosano y el quitosano después de 3, 6 y 10 horas de
INCUDACION. ... e s e e 30

Seccidon de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 6 h
en medio MINIMO SINEELICO...........coiiiiiiiiccc s 33

Seccion de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 12 h
en medio MiNIMO SINLELICO...........ccouiiiiiii s 34

Seccidon de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 6 h
en presencia del qUItOSANO0............cooviiiiiiiiiic 35

Seccidn de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 12 h
en presencia del qUItOSAN0...........ccccviveiciiiic i 36

Consumo de oxigeno de las células de Rhizopus stolonifer tratadas y no
tratadas con el quitosano y el oligoquitosano a las 6 y 12h de
CUIEIVO. .o e 37

Consumo de oxigeno de las células control, las células cultivadas con el
quitosano y el oligoquitosano al emplear (A) el NADH, (B) el succinato y (C) el
glicerol 3-fosfato como sustratos €XOGENOS.............cccururirciniincinesireierneas 39

Consumo de oxigeno de las células control, las células cultivadas con el
quitosano y el oligoquitosano al emplear (A) la antimicina A y (B) el cianuro
COMO INNIDIAOIES........cuiiiiiiii 40

Cinéticas de la dependencia de la respiracion al emplear (A) el NADH, (B) el
succinato y (C) el glicerol 3-fosfato) en mitocondrias aisladas de Rhizopus
stolonifer. Se muestran los valores de V. Y Ko s para cada sustrato................. 41

I1I |



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con (A) el ndodecil maltosido y (B) la
(a1 1 (0] a1 o - 1SRRI

Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con 2 mg de rdodecil maltosido/mg de
proteina. (A) Gel nativo tefiido con azul de Coomassie. (B) Gel nativo revelado
por la actividad de la NADH deshidrogenasa. (C) Gel nativo revelado por la
actividad de la citocromo c oxidasa. (D) Gel nativo revelado por la actividad de
[@ ATP —SINEELASA. ..cvuu ittt e

Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con 2 mg de digitonina/mg de proteina. (A)
Gel nativo tefido con azul de Coomassie. (B) Gel nativo revelado por la
actividad de la NADH deshidrogenasa. (C) Gel nativo revelado por la actividad
de la citocromo c¢ oxidasa. (D) Gel nativo revelado por la actividad de la ATP-
] (=1 = 17 RSN

Electroforesis de segunda dimensién de los complejos y supercomplejos de las
mitocondrias de Rhizopus stolonifer. (A-B) Electroforesis en condiciones nativas
(BN-PAGE/BN-PAGE 0.02% DDM) revelados por la actividad de la NADH
deShidrogeNASA. .......ccocuiii it eaes

Electroforesis de segunda dimension de los complejos y supercomplejos de las
mitocondrias de Rhizopus stolonifer. (A-B) Electroforesis en condiciones
desnaturalizantes BN-PAGE/SDS-PAGE-TRICINA) tefiidos con azul de
(@0 T0] 1 4 1= L] [T SR

INDICE DE TABLAS

Tabla 1
Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Enfermedades postcosecha ocasionadas por hongos...........ccccceeeeeeiieeccieeenns

Efecto de la concentracion del quitosano y el oligoquitosano sobre el
crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer R3............ccocoevveiiieieiceeieeseeee,

Relacion estequiométrica de los supercomplejos de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con la digitonina

Actividad de los complejos respiratorios de las mitocondrias de las células de
Rhizopus stolonifer cosechadas alas 12 h ...,

43

45

46

48

49

29

47

50




RESUMEN

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatdgeno que causa la pudricion blanda de frutas y
vegetales de importancia econdmica. Para controlar las pudriciones postcosecha se emplean
fungicidas quimicos sintéticos. Estas medidas empiezan a erradicarse y se abren paso las
alternativas naturales como el uso del quitosano. El quitosano presenta potencial para controlar
enfermedades postcosecha. El mecanismo de accién de este polimero no estd totalmente
elucidado. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del quitosano (QT) y el
oligoquitosano (OQT) en el crecimiento micelial, la germinacién de las esporas y la actividad
mitocondrial de R. stolonifer. Adicionalmente, se pusieron de manifiesto las caracteristicas de los
complejos respiratorios del hongo utilizando cultivos de 12 h de crecimiento. La caracterizacion
de los complejos respiratorios reveld la presencia de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa
(complejo 1), la citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V) y la ATP-sintetasa (complejo V) ademas de la
formacion de los supercomplejos. La aproximacion tedrica de la estequiometria de los complejos
para la formacion de los supercomplejos se asemejod a los ya reportados para otros organismos.
Adicionalmente, se determinaron dos vias alternas para la oxidacion del NADH, la NADH
deshidrogenasa externa y la lanzadera del glicerol 3-fosfato deshidrogenasa. Algunas de las
enzimas del ciclo de Krebs fueron analizadas por reacciones directas o acopladas, y solo se
detectd actividad para la isocitrato deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa. Se analizé el
efecto del QT y el OQT manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Los resultados indicaron
que el QT de bajo peso molecular y el OQT inhibieron significativamente el crecimiento micelial
a las concentraciones probadas (0.5, 1.0 y 2.0 mgmL™). La méxima inhibicion se obtuvo con la
concentracién de 2 mgmL’ y el efecto fue similar con el QT y el OQT. Ambos compuestos
incrementaron el consumo de oxigeno con mayor grado para el OQT. Con respecto a la
actividad de la citocromo ¢ oxidasa y la ATP-sintetasa, se estimularon al menos 2 veces en
presencia del QT. Los patrones electroforéticos de los complejos mitocondriales de las células
tratadas con el QT y el OQT no mostraron diferencia con los no tratados. La microscopia de
transmision de electrones mostrd alteraciones en la ultraestructura como engrosamiento de la
pared celular y el desprendimiento de la membrana plasmatica de la pared celular, asi como un
aumento en el nimero de mitocondrias en las esporas cultivadas con el QT. Estos resultados
demostraron que el QT y el OQT presentan actividad antifingica, incrementan el consumo de
oxigeno y afectan las actividades de algunas de las enzimas del ciclo de Krebs y de los

complejos respiratorios.
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ABSTRACT

Soft rot caused by Rhizopus stolonifer is the most economically important postharvest disease of
fruit and vegetables during storage. Chitosan is a natural alternative by controlled postharvest
disease. The mechanism of action is not clear. The aim of the present study was conducted to
evaluate the effect of chitosan and oligochitosan on mycelia growth, germination of spore and
mitochondrial activity in R. stolonifer. Aditionally, the presence of the classic mitochondrial
complexes were analyzed in 12 h grown cells. The characterization of respiratory complexes
showed NADH-ubiquinone oxidorreductase (complex I), cytocrome c¢ oxidase (complex IV) and
ATP-sintetase (complexes V). Supercomplexes were identificated and the theoretical
stoichiometryl was compared with other organisms. Two pathways to oxidized NADH was
identify, an external NADH dehydrogenase and the shuttle of glycerol 3-phosphate
dehydrogenase. Several enzymes of the Krebs cycle were analyzed, but just isocytrate
dehydrogenase and succinate dehydrogenase were detected. The effect of chitosan and
oligochitosan was analyzed in the same conditions as the controls. The results indicated that low
molecular weight chitosan and oligochitosan inhibited significantly mycelia growth at all
evaluated concentrations (0.5, 1.0 y 2.0 mgmL™). Chitosan and oligoquitosan increased the
oxygen consumption. The highest values were obtained with oligochitosan. About the activity for
cytocrome ¢ oxidase and ATP-sintetase activities those were stimulated at least 2-fold in
presence of chitosan. The electrophoretic patterns of the mitochondrial complexes form the cells
under chitosan or oligochitosan treatment did not show any change. Transmission electron
microscopy revealed ultrastructural alterations as thickness cell wall, retrained membrane
plasmatic and increased on the rate of mitochondria caused by chitosan in the sporangiospores
of R. stolonifer. These results suggest that chitosan and oligochitosan showed that the
antifungal activity increased significantly the oxygen consumption and the some activities of

Krebs cycle and respiratory complexes.
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Efecto del quitosano en la funcion mitocondrial de Rhizopus stolonifer INTRODUCCION

I.- INTRODUCCION

1.1.- Enfermedades de los productos hortofruticolas

Las frutas y los vegetales son una parte importante de la dieta humana debido
principalmente a que proporcionan nutrientes esenciales como vitaminas y minerales asi como
antioxidantes que son necesarios para la salud. Al ser cosechados y no depender de la planta los
productos hortofruticolas pierden resistencia intrinseca y son mas susceptibles de ser invadidos
por microorganismos patdgenos, principalmente hongos (Bautista-Bafios & Barrera-Necha,
2001). Estos microorganismos son los principales agentes etioldgicos de diversas enfermedades

postcosecha en productos hortofruticolas (tabla 1).

Tabla 1.- Enfermedades postcosecha ocasionadas por hongos.

Enfermedad Especie

Verruga negra de los tubérculos de la papa Synchytrium endobioticum
Tizo6n de los frutos de diversas variedades de chiles Phytophthora capsici
Pudricion suave del camote Mucor racemosus

Pudricion himeda de los frutos de la fresa, del platano y de Rhizopus stolonifer
otros frutos.

Pudricion de los frutos de la vid, de la fresa y de muchas otras Botrytis cinerea
plantas, y pudricion de las flores de cientos de plantas
ornamentales

Pudricién suave de frutos citricos Penicillium italicum

Antracnosis del naranjo, del limonero, del aguacatero y de Colletotrichum
cientos de plantas mas gloeosporioides
* Fuente: Herrera'y Ulloa, 1998.

Cabe aclarar que la mayor destruccion producida por hongos se inicia durante la
poscosecha, invadiendo las areas con abolladuras o golpes y algunas especies penetran las
estructuras del vegetal para producir la pudricién de frutas y verduras (Gonzalez-Aguilar et al.,
2005).
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Efecto del quitosano en la funcion mitocondrial de Rhizopus stolonifer INTRODUCCION

Las enfermedades postcosecha de estos productos generan graves pérdidas econdmicas,
las cuales pueden alcanzar en algunos casos hasta el 30 % del producto cosechado (Boyette et
al., 1994). Adicionalmente, los consumidores prefieren frutas y vegetales con buena calidad
sanitaria por lo que se han desarrollado plaguicidas mas eficientes y mejorado las condiciones
de almacenamiento de los productos cosechados, sin embargo las pérdidas postcosecha
persisten.

El uso de fungicidas en los productos cosechados ha incrementado la existencia de
patdgenos resistentes a los mismos. El problema se agrava debido a que no se desarrollan
nuevos fungicidas que puedan sustituirlos, con la misma rapidez en que los hongos adquieren
resistencia, ademas de la percepcidon fundada del consumidor de que los pesticidas son dafiinos
para salud y el ambiente. Teniendo en cuenta esto, una gran cantidad de fungicidas empleados
para el control de las enfermedades en los productos cosechados se ha retirado del mercado y
se ha optado por el desarrollo de métodos alternativos para controlar las enfermedades
postcosecha (Wilson et al., 1991; Janisiewicz & Korsten, 2002; Spadaro & Gullino, 2004).

1.2.-Rhizopus stolonifer agente causal de pudriciones postcosecha

R. stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill es uno de los principales fitopatdgenos que provocan
enfermedades postcosecha, es el agente causal de la pudricion blanda de frutas y hortalizas
ocasionando pérdidas importantes (Velazquez-del Valle et al., 2008). Este hongo pertenece a la
Subdivisién: Zygomycotina, Clase: Zygomycetes, Orden: Mucorales, Género: Rhizopusy Especie:
Rhizopus stolonifer (Agrios, 2001) y se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza
sobreviviendo de manera saprofita en el suelo y en residuos organicos. Entre sus caracteristicas
particulares, se encuentran la formacion de micelio aéreo cenocitico y la produccion de
esporangioforos que presentan en sus puntas esporangios esféricos donde se alojan a las
esporangiosporas. A medida que los esporangios maduran, se ennegrecen dando al moho su
color caracteristico. Cuando los esporangios maduran sus paredes se rompen, liberando esporas
que pueden germinar y producir un nuevo micelio. Las esporangiosporas de R. stolonifer
presentan diferentes formas: globosas, elipsoidales y angulares con superficies lisas o estriadas
(Hernandez-Lauzardo et al., 2006; Schipper, 1984).




Efecto del quitosano en la funcion mitocondrial de Rhizopus stolonifer INTRODUCCION

Las esporas de R. stolonifer pueden sobrevivir largos periodos sin agua y soportar
temperaturas elevadas, germinando sobre tejidos vegetales danados y su rapida velocidad de
crecimiento le permite colonizar la superficie de los productos agricolas y causar la enfermedad
conocida como pudricién blanda (Agrios, 2001). Este proceso se lleva a cabo mediante la
excrecion de enzimas pécticas del hongo que degradan y disuelven las pectinas de la ldmina
media de las células vegetales (Barkai-Golan, 2001). La naturaleza constitutiva de las enzimas
poligalacturonasa y pectin metil esterasas en cepas de R. stolonifer ha sido demostrada, ya que
sus concentraciones se incrementaron en presencia de pectina (Blandino et al., 2001). La
fisiologia de esta enfermedad es poco conocida (Stange et al., 2001).

1.3.- Estrategias generales de control de Rhizopus stolonifer

Tradicionalmente se han empleado compuestos quimicos sintéticos para controlar las
pudriciones postcosecha causadas por este fitopatdgeno. Adicionalmente, se han valorado otras
opciones, entre ellas podemos mencionar los cambios fisicos en el medio ambiente (bajas
temperaturas o tratamientos de calor) empleo de atmodsferas controladas y las radiaciones

[gamma (y) y luz ultravioleta (UV)].

Entre los principales fungicidas sintéticos que se han utilizado para controlar la pudricion
blanda causada por R. stolonifer se encuentran el Dicloran, Iprodione, Fludioxonil y
Tebuconazole (Adaskaveg et al., 2002). El dicloran en estudios /n situ realizados en duraznos
(Prunus persica Batsch) caus6 una reduccién de la pudricion del 87 al 100% dependiendo de la
variedad (Northover y Zhou, 2002). El Iprodione demostrd una reduccion del 59% de la
pudricién en jitomate (Abdel-Mallek et al., 1995). El empleo de otros fungicidas (benomil,
miclobutanil, etc.) ha generado resistencia del patdgeno que se trata de controlar (Northover y
Zhou, 2002).

Las alternativas naturales han cobrado auge debido a los efectos nocivos que han
causado los métodos tradicionales en el control de las enfermedades postcosecha (Tripathi y
Dubey, 2004). Entre las mas importantes se encuentran el uso del quitosano y oligoquitosano.




Efecto del quitosano en la funcion mitocondrial de Rhizopus stolonifer INTRODUCCION

1.4.-Quitosano y oligoquitosano, alternativas para inhibir a Rhizopus stolonifer

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza siendo uno de los
mayores componentes del caparazon de los crustaceos como cangrejos, camarones y langostas,
asi como de la pared celular de los hongos. La quitina desacetilada se conoce como quitosano,
polimero constituido fundamentalmente por unidades de glucosamina (2-amino-2-desoxi-D-
glucosa) con uniones B (1-4) (Sandford, 1986). Este biopolimero presenta propiedades
policationicas que lo hacen funcionalmente importante para un gran nimero de aplicaciones

biotecnoldgicas, ademas de ser biodegradable y no téxico para el humano (Rabea et al., 2003).

Diversos estudios han demostrado la actividad antifungica del quitosano y su capacidad
para inducir resistencia en los productos agricolas (Terry y Joyce, 2004; Capdeville et al., 2002;
Janisiewicz & Korsten, 2002; Tripathi & Dubey, 2004). El empleo de este polimero como pelicula
comestible para conservar los frutos, es una alternativa viable a los métodos de conservacion de

los productos agricolas durante la fase postcosecha (Hernandez-Mufioz et al., 2006).

El efecto del quitosano en la inhibicidén del crecimiento micelial de R. stolonifer ha sido
analizado en varias investigaciones (El Ghaouth et al., 1992a). En algunos estudios, se ha
evidenciado que presenta efecto fungicida asociado al grado de desacetilacion de la molécula (El
Ghaouth et al., 1992b) y en otras investigaciones se ha demostrado que el quitosano de menor
peso molecular es mas efectivo para inhibir el crecimiento de R. stolonifer (Hernandez-Lauzardo
et al., 2008).

Por otra parte, se ha analizado su efecto en el control de la pudricién blanda y se
observd que el quitosano retrasé el desarrollo de R. stolonifer en jitomates almacenados a 14°C
durante 48, 72 y 96 h (Bautista-Bafios y Bravo-Luna, 2004). Asimismo, el recubrimiento con
quitosano en fresas y cerezas (Rubus idaeus L.) durante su almacenamiento, mostréd no sélo
reduccion en la enfermedad, sino que provocd un incremento en la actividad de algunas
enzimas relacionadas con la induccién de resistencia vegetal (quitinasas y B 1-3 glucanasas)
(Zhang y Quantick, 1998).

En los Uultimos afios diversos investigadores han reportado que el oligoquitosano,
producto mas soluble y de menor peso molecular obtenido por la hidrdlisis del quitosano,
presenta una actividad antifingica superior al quitosano (Kim y Rajapakse, 2005) aunque en

otros casos el resultado es inverso siendo esto dependiente del microorganismo empleado
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(Kyoon et al., 2002; Seyfarth et al., 2008), ademas de que puede inducir una mayor respuesta
de defensa en los vegetales (Rabea et al., 2003).

1.5.- Mecanismos de accion del quitosano y el oligoquitosano

Los mecanismos de accion del quitosano y el oligoquitosano no han sido del todo
establecidos, aunque existen algunas hipdtesis al respecto. En general, las diversas propuestas
para explicar la actividad antimicrobiana de estos polimeros consideran como caracteristica
fundamental la naturaleza policatiénica de las moléculas, la cual esta dada por los grupos NH;*
de la glucosamina, que le confiere importantes propiedades bioldgicas y fisioldgicas (Hernandez-
Lauzardo et al., 2005; Je y Kim, 2006; Liu et al., 2004).

En condiciones de pH acido, el quitosano se comporta como un polielectrolito lineal, con
un pK alrededor de 6.5, por lo tanto a pH bajos los residuos de glucosamina estan cargados
positivamente debido a la protonacion de sus residuos aminos, conteniendo una alta densidad
de cargas positivas, lo que le permite unirse fuertemente a superficies cargadas negativamente
(Kim y Rajapakse, 2005; Zakrzewska et al., 2007).

Se ha propuesto que las cargas positivas del quitosano y sus derivados interaccionan con
las cargas negativas de las membranas celulares de microorganismos generando cambios en la
permeabilidad de las mismas y salida de constituyentes intracelulares (Rabea et al., 2003). En
otros reportes se ha mostrado que el quitosano dafia tanto a la pared celular como a la
membrana celular pero no de manera simultanea, sino mediante dos etapas: una en la que la
pared celular se separa de la membrana celular llevando a la destruccién de la membrana
celular y la posterior salida de enzimas y nucledtidos de diferente localizacion celular (Chung &
Chen, 2008).

Estudios realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae, reportaron que la parte
externa de la membrana plasmatica esta enriquecida por los lipidos fosfatidilcolina, ergosterol y
esfingolipidos, estos Ultimos son los principales lipidos de la membrana plasmatica y estan
cargados negativamente, constituyendo la mayor parte de las cargas negativas de la membrana
celular (Zakrwzewska et al., 2005). EI mas abundante de los esfingolipidos es el manosil-
diinositolfosfato-ceramida, el cual presenta dos cargas negativas, sitios donde el quitosano
podria unirse mediante sus grupos amino de los residuos de glucosamina. En otros estudios se

ha observado, que el quitosano forma canales de transporte de moléculas en bicapas lipidicas
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artificiales, lo que provee evidencia de que el quitosano y derivados pueden desorganizar a la
membrana celular (Zakrzewska et al., 2007).

Por otro lado, destacan los resultados obtenidos con Phytophtora capsici tratado con
quitosano y oligoquitosano donde se observd que éste ultimo fue mas efectivo que el quitosano
inhibiendo el crecimiento micelial del hongo y también mediante estudios de ultraestructura se
observd que el oligoquitosano causo distorsion y desorganizacion de la mayoria de las vacuolas
y del material tubular ademas de la desaparicion de los plasmalemasomas de las células apicales
de las hifas (Xu et al., 2007). Los autores sugieren que la naturaleza policationica del
oligoquitosano contribuye solo de manera parcial en su actividad antifingica y que existen otros
modos de accién de este compuesto incluyendo la desorganizacion del sistema de membranas
internas de las células. Otros autores reportan haber observado los mismos cambios en otros
hongos y han incentivado la importancia de la pared celular en los microorganismos (Vessentini
et al., 2007) ademas de que proponen que el quitosano inicialmente se adhiere a la superficie
de las células y posteriormente penetra mediante un proceso dependiente de energia y causa
diversas afectaciones como la desorganizacion del citoplasma, retraccion de membranas y
pérdida del contenido celular (Palma-Guerrero et al., 2008). Recientemente se realizd
microscopia de barrido y de transmision de electrones a las esporas de R. stolonifer obtenidas
de diferentes tratamientos con quitosano. Las imagenes muestran cambios en la ornamentacion

y en la profundidad de la crestas (Hernandez-Lauzardo et al., 2008).

Hasta el momento, el efecto del quitosano ha sido abordado con estudios sobre la
capacidad antifingica, relacionado primordialmente con la inhibicién del crecimiento vy
alteraciones en la organizacién de los organelos membranosos. De gran importancia resulta
abordar el efecto del quitosano sobre la fisiologia de las células con un enfoque a nivel de la
funcion mitocondrial ya que de ello depende el adecuado balance entre la disposicion y
demanda de energia ademas del entendimiento de la accidén del quitosano a nivel de este

organelo tan importante para la sobrevivencia de la célula.
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1.6.- Mitocondria

Las mitocondrias son organelos rodeados por un sistema de doble membrana que
consiste en membrana interna y membrana externa las cuales estan separadas por un espacio
intermembranal (Cooper G. M. & Hausman R. E., 2007), es un organelo altamente dinamico, no
solo con respecto a su morfologia si no también considerando su distribucion dentro de la
célula. EI movimiento de la mitocondria en la célula se debe a mecanismos que involucran al
citoesqueleto (filamentos de actina, microtubulos), asi como diversas proteinas motoras como
las miosinas, las dineinas o cinesinas, ademas existe un cambio frecuente en la forma vy talla
debido a los eventos de fusion y fisidbn. En los hongos filamentosos, las mitocondrias se
observan como pequefas fibras que estan distribuidas por toda la célula y orientadas a lo largo
de la hifa. Los microfilamentos y los microtubulos participan en la posicién y motilidad de las
mitocondrias en los hongos. (Scheffler, 2001; Westermann & Prokisch, 2002).

Los mecanismos basicos y la morfogénesis mitocondrial y la motilidad se han conservado
durante el proceso de evolucidon de las células eucariotes. En los ultimos afios, Saccharomyces
cerevisiae se ha considerado como un organismo modelo para el estudio de este proceso. Sin
embargo, diversos aspectos importantes del comportamiento de la mitocondria en hongos
filamentosos no se pueden estudiar en las levaduras. Las razones son varias, primero, las
mitocondrias son transportadas por diferentes sistemas del citoesqueleto. El transporte
dependiente de microtubulos tiene mayor importancia en los hongos que en las células animales
y ésta no estad presente en las levaduras. Segundo, la herencia del DNA mitocondrial (mtDNA)
esta intimamente ligada a la integridad del compartimento mitocondrial. La transmision es
uniparental en el cruce sexual en los hongos filamentosos, mientras que es biparental en las
levaduras. Tercero, el movimiento de la mitocondria hacia el apice de la hifa o la distribucién de
los organelos en las esporas no se puede estudiar en las levaduras (Westermann & Prokisch,
2002).

Las mitocondrias junto con los cloroplastos son Unicas como organelos subcelulares ya
que poseen su propio genoma. Aunque la mayoria de las ~1000 proteinas de la mitocondria son
codificadas por el genoma nuclear, 13 proteinas son codificadas por el mtDNA circular y son
absolutamente esenciales para la respiracion y la fosforilacion oxidativa. Con algunas
excepciones, se puede considerar que existen los mismos genes del mtDNA en otros organismos

y en el caso de las plantas y los hongos contienen algunos genes adicionales. Las 13 proteinas
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codificadas por el mtDNA de mamiferos incluye siete subunidades (ND1, 2, 3, 4L, 5, 6) de la
NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complejo I), una subunidad de la ubiquinona citocromo ¢
oxidorreductasa (complejo III), tres subunidades (COX1, 2, 3) de la citocromo oxidasa
(complejo IV) y dos subunidades de la ATP sintasa (complejo V). Todas estas proteinas estan
embebidas en la membrana interna en asociacion con otras subunidades de los complejos para
el transporte de electrones. Por tanto, es posible encontrar a la mitocondria en distintos
procesos como la replicacion y reparacion del DNA, la transcripcion y sintesis de proteinas en la
matriz. Todas las enzimas y factores requeridos tienen que ser importados desde el citosol
(Scheffler, 2001).

Al referirse a las mitocondrias es dispensable abordar dos componentes relacionados
entre si, el ciclo de de los acidos tricarboxilicos y la cadena transportadora de electrones. El ciclo
de Krebs produce una gran cantidad de NADH el cual debe ser reciclado. La cadena
transportadora de electrones oxida el NADH, empleando oxigeno como el ultimo aceptor de

electrones.

1.6.1.- Metabolismo intermediario: ciclo de los acidos tricarboxilicos

En la mitocondria se encuentra compartamentalizadas muchas de las diferentes
reacciones metabdlicas como el ciclo de Krebs, el ciclo de la urea, la oxidacion de acidos grasos,

la biosintesis del grupo hemo, entre otros (Scheffler, 2001).

El ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs es una via metabdlica esencial para
canalizar la energia que provienen de los carbohidratos, los acidos grasos y los aminoacidos
hacia la sintesis de ATP, y para realizar diversas funciones biosintéticas. El ciclo consiste en una
serie de ocho reacciones enzimaticas, en las que se oxidan una gran variedad de sustratos y los
electrones se incorporan al NAD* y al FAD, que alimentan la cadena respiratoria para la
produccion de ATP.

Una vuelta completa del ciclo produce dos moléculas de CO,, tres de NADH, una de
FADH, y un compuesto de alta energia (GTP o ATP). La reaccidn neta es:

3NAD* + FAD + GDP + Pi + acetil-CoA + 2H,0 > 3NADH + FADH, + GTP +
2CO, + CoA + 4H"
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Es un ciclo anfibdlico, es decir, participa tanto en procesos catabdlicos como anabdlicos.
Asimismo, los intermediarios del ciclo de Krebs son una fuente importante de precursores
biosintéticos, ya que los compuestos de carbono son utilizados como puntos de partida para la
sintesis de biomoléculas importantes como lo son los aminodacidos, los nucledtidos y las

porfirinas, segun los requerimientos de la célula.

Las reacciones enzimaticas del ciclo de Krebs se producen en el interior de las
mitocondrias a diferencia de la glucolisis que se produce en el citosol. En el ciclo existen tres
pasos en los que la deshidrogenacidon de sustratos esta acoplada a la formacion de NADH. De
isocitrato a a-cetoglutarato, de a-cetoglutarato a succinil CoA y de malato a oxaloacetato. La

oxidacién de 1 mol de NADH por la cadena respiratoria resulta en la produccion de ATP.

La regulacion de las reacciones enzimaticas del ciclo se llevan a cabo mediante la
estimulacion o inhibicion de las enzimas por las concentraciones intracelulares de ATP/ADP o
AMP, NADH/NAD+, succinil CoA/CoA y acetil CoA/CoA. Los pasos limitantes son la piruvato
deshidrogenasa, la citrato sintasa, la isocitrato deshidrogenasa y la «-cetoglutarato

deshidrogenasa.

La piruvato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacion oxidativa del piruvato hasta
acetil-CoA

Piruvato + NAD" + CoA - acetil-CoA + NADH + CO,

La citrato sintasa cataliza la condensacion de la acetil-CoA con el oxaloacetato. Esta
reaccion es el punto en el cual los atomos de carbono provenientes de los carbohidratos, los
acidos grasos y los aminoacidos, alimentan el ciclo en forma de acetil-CoA. El flujo a través de
esta enzima en mitocondrias intactas estd regulado por cambios en las concentraciones de la
acetil-CoA y es inhibida por concentraciones fisioldgicas del NADH, el NADPH y la succinil-CoA
(Williamson & Cooper, 1980).

Oxaloacetao + acetil-CoA - citrato + CoASH

La isocitrato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacion oxidativa del isocitrato para

formar a-cetoglutarato, produciendo el primer CO, y NADH del TCA. Las mitocondrias de las
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levaduras, las plantas y los mamiferos presentan dos tipos de isocitrato deshidrogenasa, una
depende de NAD" y la otra de NADP™. La IDH que depende de NAD" requiere de Mn*? o Mg*?
como cofactor y se regula alostericamente por los nucledtidos de adenina y el NADH
(Igamberdiev & Gardestrém, 2003; Zhao & McAlister-Henn, 1996; Hathaway & Atkinson, 1963).
En las levaduras, la reaccién catalizada por esta enzima constituye un paso limitante del flujo a

través del ciclo del TCA y es irreversible bajo condiciones fisioldgicas (Barnes et al., 1972).

Isocitrato + NAD* (NADP*) - a-cetoglutarato + NADH (NADPH)

La o-cetoglutarato deshidrogenasa cataliza la descarboxilaciéon oxidativa del o-
cetoglutarato para formar succinil-CoA, que es un tioéster de alta energia, y se produce el
segundo CO, y NADH del ciclo. La regulaciéon de la KGDH es compleja, debido a que involucra
las reacciones de ATP/ADP, NADH/NAD+ y la disponibilidad de sustratos en la mitocondria.
Ademés la enzima se regula alostericamente por los nucledtidos de adenina y el Ca*?, y también
por la inhibicion de los productos, en este caso por el NADH y la succinil-CoA. La KGDH es un
punto de control importante en el metabolismo mitocondrial, y podria desempenar un papel
clave en el déficit bioenergético durante el estrés oxidativo, ya que cuando la KGDH se inhibe
por dichas especies reactivas, la entrada del NADH a la cadena respiratoria se limita (Tretter &
Adam-Vizi, 2005; Bunik, 2003; Nichols & Denton, 1995; Williamson & Cooper, 1980).

a-cetoglutarato + NAD* + CoA - succinil-CoA + NADH + CO,

La malato deshidrogenasa cataliza la reaccion final del TCA, regenerando el oxaloacetato.
El grupo hidroxil del malato se oxida en una reaccién dependiente de NAD+. El equilibrio de
esta reaccion se encuentra muy desplazado hacia la formacién del malato en condiciones
termodinamicas estandar. Sin embargo, en la célula intacta el oxaloacetato se consume
continuamente debido a la reaccion altamente exergdnica de la CS, por lo que la concentracion
intracelular de oxaloacetato se mantiene en niveles muy bajos, lo que empuja la reaccién de la

MDH hacia la formacion de oxaloacetato.

Malato + NAD* > oxaloacetato + NADPH + H+
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1.6.2.- Cadena de transporte de electrones: complejos respiratorios

La cadena transportadora de electrones oxida el NADH, empleando oxigeno como el
Ultimo aceptor de electrones. La compleja cadena transportadora de electrones (complejo I, III,
IV y complejo II si se incluye la oxidacién del succinato) esta disefiada para hacer uso de la
energia libre liberada por la oxidacion de NADH. En primer lugar, la energia se emplea para la
sintesis de ATP, la moneda energética de la célula, mediante la fosforilacién oxidativa. La
hipdtesis quimiosmética de Mitchell establece que los complejos de la cadena transportadora de
electrones (excepto el complejo II) acoplan el transporte de electrones al bombeo de protones y
que el gradiente de protones es empleado para la sintesis de ATP por medio del complejo V. Las
bases de este principio se aplican a la fosforilacion oxidativa en mitocondrias, a la fotosintesis y
reacciones asociadas en los cloroplastos y en organismos procarioticos capaces de usar la luz

para dirigir la sintesis de ATP.

En bacterias, plantas y hongos se encuentran complejos con funciones similares a la
cadena transportadora de electrones. En general, los complejos bacterianos tienen subunidades
para los cuales sus ortdlogos existen en la mitocondria de mamiferos pero los complejos de los

mamiferos contienen subunidades adicionales.

La idea de una enzima limitante en la via bioquimica como un mecanismo de control ha
permitido formular la teoria de control de flujo o analisis del control metabdlico. Su aplicacién a
la fosforilacién oxidativa sugiere un mecanismo mas complejo para el control. Para tener una
idea de la complejidad se sabe que los niveles de NADH pueden dirigir el transporte de
electrones, pero el NADH puede actuar como un inhibidor por feedback de la piruvato
deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa y con ello afectar la actividad del ciclo de
Krebs. El transporte de electrones y bombeo de protones contra un gradiente ejerce presiéon que
es disipado por la sintesis de ATP. El ADP, el ATP o ambos pueden ser efectores alostéricos del
complejo IV (Scheffler, 2001).
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1.6.2.1.- El complejo I: la NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria

La NADH-ubiquinona oxidorreductasa, también llamada NADH deshidrogenasa o

complejo I, es el primer componente de la cadena respiratoria y cataliza la siguiente reaccion:
NADH + Q + 5H*y > NAD* + QH; + 4H%}

En donde Q se refiere a la ubiquinona, H*y a los protones que se tomaron del lado
negativo de la membrana (matriz) y H» a los protones que se transportaron al lado positivo de

la membrana (espacio intermembranal)

El complejo I estda formado por aproximadamente 43 diferentes subunidades en las
mitocondrias de los mamiferos, mientras que en Neurosporas crassa hay 35 y en las bacterias
14. La NADH deshidrogenasa de los eucariotes tiene una masa molecular de 1000 kDa que es

aproximadamente el doble de la masa del complejo I de las bacterias (530 kDa).

En la construccion del complejo I de las mitocondrias intervienen tanto el genoma
nuclear como el mitocondrial. Este Ultimo codifica para las sietes subunidades hidrofébicas de la
membrana. Las subunidades codificadas por el genoma nuclear y mitocondrial se deben
ensamblar para producir la forma activa del complejo I. Por tanto, las siete proteinas
hidrofébicas codificadas por el genoma mitocondrial junto con otras de origen nuclear se
ensamblan para dar el dominio membranal, mientras que las subunidades restantes codificadas
por el genoma nuclear se ensamblan para construir el dominio periférico. Finalmente, ambos

subcomplejos se unen para dar lugar a la enzima activa.

Existe una gran cantidad de inhibidores que interactian con el complejo I, algunos de
origen natural, como los rotenoides vy las piericidinas, y otros de origen sintético, como el amital
y ciertos pesticidas. Estos compuestos poseen como caracteristicas comun una estructura con
una “cabeza” ciclica (corresponde al anillo de la ubiquinona) y una cola hidrofdbica, que

corresponde a las unidades de isopreno (Pardo et al., 2001a).
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1.6.2.2.- Otras NADH deshidrogenadas

En las mitocondrias de las plantas y de los hongos, incluyendo las levaduras hay una via
alternativa para la respiracién y transferencia de electrones directamente de la poza de
ubiguinona al oxigeno, que rodea al complejo III y al citocromo c¢ oxidasa, dos sitios de
conservacion de energia en la célula (Veiga et al., 2003). Saccharomyces cerevisiae, contienen
al menos dos diferentes NADH:ubiquinona oxidorreductasas en la membrana interna
mitocondrial; ambas son insensibles a la rotenona y no bombean protones a través de la
membrana. Ninguna de ellas se encuentra en las mitocondrias de mamifero. Una de las
enzimas, la NADH deshidrogenasa externa, tiene un sitio activo en el espacio intermembranal y
esta involucrada en la oxidacion del NADH que se produce en el citosol; se considera que esta
enzima tiene un papel fisioldgico equivalente al de la lanzadera de malato/aspartato presente en

los eucariontes superiores, pero que esta ausente en S. cerevisiae.

El sitio activo de la otra deshidrogenasa, la NADH deshidrogenasa interna, se localiza en
la matriz mitocondrial. Esta enzima se encarga de oxidar al NADH que se produce en el ciclo de
Krebs y como resultado de la actividad del alcohol deshidrogenasa mitocondrial. Su papel
fisioldgico es el de suplir al complejo I. A diferencia del complejo I clasico, estas enzimas son
estructuralmente mas sencillas, con una sola subunidad que tiene al FAD como grupo prostético
unido no covalentemente; ademas, no presenta centro fierro azufre. La NADH deshidrogenasa
interna se ha reportado en la mitocondrias de las plantas y de N. crassa. En la membrana
interna mitocondrial de estos organismos, con la excepcién de S. cerevisiae, coexisten la NADH
deshidrogenasa interna insensible a rotenona. El significado fisioldgico de la presencia de ambas
vias no es claro, aunque la expresion de éstas esta en funcion del estado metabdlico del
organismo. Por ejemplo, cuando se cosecha a la levadura Candida utilis en la fase logaritmica de
crecimiento, sus mitocondrias carecen del complejo I y la actividad de NADH deshidrogenasa
que presentan es insensible a rotenona, mientras que en la fase estacionaria, aparece el

complejo I con sensibilidad a la rotenona.

En estas deshidrogenadas el transporte de electrones se realiza del NADH al grupo
prostético FAD de la enzima, en un proceso en el que los dos electrones se transfieren
simultaneamente, razén por la cual no se producen radicales libres del tipo de la semiflavona o
semiquinona. Posteriormente los dos electrones pasan a la quinona que se encuentra en la

membrana. La actividad de oxidorreduccion de estas enzimas se lleva a través de la membrana,
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por lo que su actividad no genera un gradiente de potencial electroquimico de protones (Pardo
et al., 2001a).

1.6.2.3.- El complejo II: La succinato deshidrogenasa de la cadena respiratoria

El complejo II o succinato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del succinato a fumarato
en el ciclo de Krebs y dona electrones a la ubiquinona en la membrana. La reaccién de
oxidorreduccion no esta acoplada con la translocacion de protones a través de la membrana, por

lo que se puede resumir en la siguiente ecuacion:
Succinato + ubiquinona (Q) — fumarato + ubiquinol (QH,)

La enzima contiene un dominio periférico, expuesto a la matriz mitocondrial, y un
dominio membranal que tiene el o los sitios de unién para la ubiquinona. La parte periférica esta
formada por dos subunidades. La primera de ellas, la subunidad A, es una flavoproteina que
tiene el sitio de unién para el succinato y, como grupo prostético, un FAD unido
covalentemente. La segunda proteina, la subunidad B, presenta tres centros fierro-azufre,
denominados S1, S2 y S3. Los centro fierro-azufre que se localizan en el dominio periférico, asi
como el grupo prostético FAD, son esenciales para que se lleve a cabo el transporte de

electrones dentro de la proteina durante la reaccién de oxidorreduccion.

El malonato y el oxaloacetato son potentes inhibidores que compiten con el sustrato
dicarboxilico por la union al sitio activo de la succinato quinona:oxidorreductasa (SQR), aunque
la sensibilidad varia de manera importante entre las diferentes clases de SQR/QFR. Hay otros
inhibidores que interfieren con la unién o el plegado de la quinona. Entre los mas conocidos
estan el 2-treoniltrifluoroacetona (TTFA), el 5,6-dihidro-2metil-1,4 oxatina-3-carboxalida, el 2-n-
heptil-4-hidroxiquinolina N-oxido (HQNO) y el 5,6-dihidro-2-metil-1,4-oxatin-3-carboxianilida
(carboxina). La sensibilidad a estos inhibidores varia dependiendo del estado de oxidacion de las
enzimas (Pardo et al., 2001b).
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1.6.2.4.- El complejo III: el citocromo bcl de la cadena respiratoria

El complejo bcl cataliza la transferencia de dos electrones del ubiquinol a dos moléculas

de citocromo ¢, como se ven en la siguiente ecuacion:
QH; +2H*\ +2cit cox > Q + 4H™p + 2cit Creq

La reaccién de oxidorreduccion se acopla al bombeo de dos protones del lado negativo
de la membrana al lado positivo (H* vectoriales), y la liberacion de otros dos H™ que provienen

de la reaccion de oxidorreduccion del ubiquinol (H* escalares).

En algunas bacterias, como Paracoccus denitrificans, el complejo III estd formado por 3
proteinas de membrana que constituyen la unidad funcional minima. En contraste, ademas de
las tres subunidades hidrofébicas que tienen homologia con las de bacterias, en las mitocondrias
hay 8 subunidades adicionales, cuya funcién probablemente sea de tipo estructural.
Independientemente del nimero de cadenas polipeptidicas que forman al complejo III, éste
tiene cuatro grupos redox distribuidos en las tres subunidades hidrofobicas que participan en la

transferencia de los electrones (Pardo et al., 2001c).

Algunos de los inhibidores empleados son la estigmatellina, las hidroxiquinonas y el
mixotiazol, que inhiben la oxidacion del ubiquinol en el lado positivo de la membrana [P, el
espacio intermembranal] (Rich et al.,, 1990; Bechmann et al., 1992; Gutierrez-Cirlos &
Trumpower, et al 2002; Sun & Trumpower, 2003), la antimicina A, que bloquea la reoxidacion
del citocromo b en el lado negativo de la membrana [N, la matriz mitocondrial] (Trumpower &
Edwards, 1979).

1.6.2.5.- El complejo IV: el citocromo coxidasa de la cadena respiratoria

La citocromo ¢ oxidasa cataliza la transferencia de los electrones al oxigeno, de acuerdo

con la siguiente reaccion:
4citCeq + 8H+N +0, > 2H,0 + 4cit co + 4H+p

Los cuatro electrones provienen de cuatro equivalentes de citocromo cen el lado positivo
[P, el espacio intermembranal] de la membrana que, en forma secuencial, ceden sus electrones
a la citocromo ¢ oxidasa. Por cada molécula de oxigeno que se reduce se usan ocho H* del lado

negativo [N, la matriz mitocondrial] de la membrana, cuatro de ellos se usan en la quimica de la
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reduccidn del oxigeno y los otros cuatro se bombean al lado P de la membrana. Debido a que
los H* y los electrones que se usan para producir el agua vienen de lados opuestos de la
membrana, la reacciéon quimica se asocia con la translocacién neta de cuatro cargas a través de
la membrana por cada molécula de oxigeno. Asimismo, la enzima bombea cuatro H*
electrogénicamente, lo que resulta en un total de 8 cargas que se transportan a través de la
membrana y en la generacion de un gradiente de potencial electroquimico de H*.

En las mitocondrias de mamiferos la enzima estd formada por 13 subunidades, pero
solamente la subunidad I estd conservada en todas las oxidasas que usan cobre. Por otro lado,
la subunidad II contiene el centro binuclear CuA que se encarga de recibir electrones del
citocromo ¢ En ciertas bacterias, como Paracoccus denitrifican, las citocromo ¢ oxidasas del tipo
aa3son mas sencillas, y algunas estan formadas por cuatro subunidades. Se ha demostrado que
la unidad catalitica minima de la citocromo ¢ oxidasa esta formada por las subunidades I y II,
las cuales contienen todos los centros redox que participan en la oxidacion del citocromo cy en

la reduccién del oxigeno (Pardo et al., 2001d).

El cianuro ha demostrado ser un potente inhibidor de la reaccidn que cataliza la
citocromo c oxidasa (Fukumori et al., 1981; Fukumori et al., 1987).

1.6.2.6.- El complejo V: la ATP sintetasa de la cadena respiratoria

La ATP sintetasa cataliza, en condiciones fisioldgicas, la sintesis de ATP en un proceso
que se acopla a la disipacion del gradiente electroquimico de protones. La reaccién se describe a

continuacion:
ADP + Pi + nH*p > ATP + nH™*,

En donde n corresponde al niUmero de protones que fluyen a través de la membrana por
cada molécula de ATP que se sintetiza, y los subindices P y N indican el lado positivo y negativo

de la membrana, respectivamente.

Todas las ATP sintetasas estan formadas por dos porciones, una soluble (F;) y otra
membranas (F). En el caso de la sintetasa de £. cofj la porcién F; esta constituida por las
subunidades o (55 kDa), B (50 kDa), y (31 kDa), & (19 kDa) y & (14 kDa), con una

estequiometria a3p3y8e. La porcidn Fy en E. coli esta formada por las subunidades a (30kDa), b
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(17 kDa) y c (8 kDa) con una estequiometria ab2c12. La subunidad que confiere sensibilidad a

la oligomicina (OSCP) corresponde a su subunidad & de la enzima de £. coli.

En la region F; es en donde se lleva a cabo la hidrdlisis del ATP, mientras que en la F
ocurre el transporte de H*. Hay seis sitios de unidn para los nucledtidos en el hexamero a3p3,
todos ellos en las interfases entre las subunidades o y B. Los sitios cataliticos se encuentran
predominantemente en las subunidades o. El papel de estos Ultimos en la hidrdlisis del ATP o en
la regulacién de la actividad de la enzima estd todavia en discusién. Por otro lado, tanto la
sintesis de ATP como su hidrolisis se caracterizan por presentar una cooperatividad catalitica
muy importante.

Como se menciond, los sitios cataliticos de la ATP sintetasa trabajan de manera
cooperativa y alternan, en forma secuencial, entre tres diferentes estados conformacionales con
diferentes afinidades por los nucledtidos. Estos tres estados son el abierto (open, O), el laxo
(loose, L) y el compacto (tight, T). De a acuerdo con el modelo de Boyer, cuando el sitio se
encuentra en la conformacién O esta vacio, mientras que en la forma L el sitio tiene ADP y
fosfato inorganico, y si adopta la conformacion T hay una molécula de ATP fuertemente unida.
La energia del gradiente de protones se utiliza para convertir al sitio T, con ATP fuertemente
unido, en un sitio O, lo que conduce a la liberacion del nucledtido. Simultaneamente, un sitio L
con ADP y fosfato inorganico se convierte en un T, lo que da lugar a la sintesis de una molécula
de ATP en uno de los sitios activos de la enzima. Asimismo, un sitio O, con baja afinidad por los
nucledtidos, se convierte en sitio L, listo para unir a los sustratos. A este modelo se le conoce
con el nombre de mecanismo de sitios alternantes, y se basa en a transformacion secuencial de
la conformacién estructural de los sitios, misma que se expresa en cambios en sus afinidades

por los sustratos y los productos durante el ciclo catalitico (Pardo et al., 2001e).
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I1.- ANTECEDENTES

Con el objetivo de controlar las enfermedades postcosecha se buscan alternativas
naturales que no afecten la salud del humano y al medio ambiente. Se ha demostrado que el
quitosano presenta actividad antifingica en contra del fitopatdgeno postcosecha Rhizopus
stolonifer (EI Ghaouth et al.,, 1992a). Recientemente, Hernandez-Lauzardo et al., (2008)
estudiaron el efecto del quitosano con diferentes pesos moleculares sobre el desarrollo /in vitro
de R. stolonifer, los autores reportaron que el quitosano de bajo peso molecular fue mas
efectivo para inhibir el crecimiento micelial, mientras que el quitosano de alto peso molecular

afecto la produccion y germinacion de las esporas.

A partir de los estudios que demostraron las distorsiones que genera el quitosano en las
membranas internas y la desorganizacion de los organelos (Xu et al., 2007), se propone evaluar
el efecto del quitosano a nivel de la mitocondria, organelo membranoso responsable de

suministrar la energia necesaria para la actividad celular.

Debido a que el estudio de los parametros bioenergéticos esta muy limitado en células
enteras debido a la poca permeabilidad de la membrana plasmatica a los diferentes sustratos o
inhibidores, la mayoria de los estudios se realizan en mitocondrias aisladas. Sin embargo, la
desventaja que tiene la preparacion de mitocondrias que se obtiene de células con una pared
celular muy resistente es que las mitocondrias se danan facilmente, ademas de que se requiere
de una gran cantidad de biomasa, por lo que la permeabilizacidon celular es una alternativa para
estudiar la actividad mitocondrial mediante el consumo de oxigeno. Asi, la permeabilizacion de
la membrana celular a componentes de bajo peso molecular permite la libre difusion de
sustratos y productos ademas de que proporciona condiciones controladas para los analisis
enzimaticos. Con esta técnica las enzimas se mantienen a concentraciones fisioldgicas dentro de
los limites de la célula, haciendo posible la restauracion de las vias metabdlicas. El método
basado en la permeabilizaciéon con digitonina, ofrece una accion selectiva sobre la membrana
celular y se ha utilizado en células de animales, de protozoarios y de hongos (Cordeiro &
Ponces, 1995; Fiskum, 1985).

Por otra parte, la falta de informacion acerca de la actividad de las enzimas del ciclo de
Krebs y de la composicion de la cadena respiratoria de Rhizopus spp., hace necesario
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determinar las caracteristicas particulares de estos componentes en condiciones Optimas y
posteriormente evaluar el posible dafio ocasionado por el quitosano.

Las enzimas que constituyen al ciclo de Krebs se encuentran compartamentalizadas en la
mitocondria, para estudiarlas se requiere aislarlas y posteriormente evaluar sus actividades en

condiciones 6ptimas.

Los componentes de la cadena respiratoria en mamiferos estan representadas
basicamente por la presencia de complejo I, complejo II, complejo III, complejo IV y la ATP
sintasa. Estos complejos en conjunto llevan a cabo la transferencia de electrones hasta el
oxigeno, con la consecuente generacién de la fuerza proton motriz Util para la produccion de
ATP. Una caracteristica importante de las mitocondrias de plantas y de algunos hongos es la
presencia de componentes alternativos para la transferencia de electrones que no estan
acoplados a la sintesis de ATP (Joseph-Horne et al., 2001). La presencia de una NADH
deshidrogenasa alterna permite la oxidacion del NADH sin tener que pasar los electrones por el
complejo I y una oxidasa alterna que evita el paso de los electrones por el complejo III y el
complejo 1V pero que los dirige hacia el oxigeno.

El control del balance redox intracelular, que se refleja en la proporcién de NADH/NAD+,
es importante para mantener la oxidacidn de los sustratos celulares. Durante el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae se produce un exceso de NADH en el citoplasma debido a la
formacion de biomasa y de diferentes bioproductos. La sintesis de proteinas, acidos nucleicos y
hasta de lipidos estd asociado con la asimilacion de NADH (Alberts et al., 1996). Asi, en
condiciones aerobias la cadena transportadora de electrones mitocondrial se encarga de oxidar
el exceso de NADH citoplasmico. Como ya se mencion6 el complejo I y las NADH
deshidrogenasas alternas se encargan de oxidar el NADH, aunque esta oxidacion también puede
estar dada por sistemas de lanzaderas, como la lanzadera de glicerol 3-fosfato entre otras que
también se consideran importantes para mantener el balance redox (de Vries & Marres 1987;
Rigoulet et al., 2004; Larsson et al., 1998).

Como consecuencia de la resolucion de las estructuras atdmicas de los diversos
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial se han establecido dos modelos para el arreglo
de los complejos en la membrana. Por una parte la organizacion azarosa de los complejos
respiratorios y por otra la formacioén de un supercomplejo debido a asociaciones estables entre
las diversos complejos (Bianchi et al, 2004).
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A pesar de que los complejos respiratorios son totalmente funcionales de manera
individual, recientemente, ha surgido evidencia de que los complejos se pueden ensamblar
estequiométricamente en las mitocondrias de mamiferos, levaduras y en las membranas de las
bacterias lo que sugiere un modelo de la cadena respiratoria basada en una conexion directa
entre los complejos y no por medio de choques azarosos. Incluso existe evidencia de que el
complejo V existe en su forma dimérica en la membrana mitocondrial. El papel de los
supercomplejos en la cadena respiratoria es aumentar la catalisis, dirigir los sustratos y
estabilizar al complejo I por medio del complejo III y IV (Schagger, 2001; Schagger & Pfeiffer,
2001; Bianchi et al, 2004).

Para referir el tamafio de los complejos y de los supercomplejos en la cadena respiratoria
de diversas células, se utilizan mitocondrias aisladas que se someten a solubilizacion con
diversos detergentes como digitonina y dodecil maltosido, y se realizan los perfiles
electroforéticos de los diversos complejos revelados por su actividad ya que este tipo de
procedimiento permite que se conserve su actividad lo mas intacta posible. Por ende, se puede
intentar establecer la organizacion de estos complejos y referirlo como una posible evidencia de
lo que sucede in vivo.

Resulta evidente la importancia de la funcién de las mitocondrias para la viabilidad de los
organismos, por lo que consideramos que el quitosano puede afectar la funcionalidad de éste
organelo produciendo una inhibicién en el desarrollo de los hongos fitopatdgenos como es el
caso de Rhizopus stolonifer, por lo que se propuso la realizacion del presente trabajo de

investigacion.
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III.- JUSTIFICACION

El quitosano es una alternativa natural que inhibe el desarrollo de diversos hongos, entre
ellos a la especie Rhizopus stolonifer que causa la pudricion blanda en productos hortofruticolas.
El mecanismo de accion de este polimero no esta totalmente establecido. Se considera que las
cargas negativas de la membrana plasmatica de los microorganismos alteran la permeabilidad y
funcionalidad de la misma. Recientemente, se ha demostrado que este polimero puede afectar
la organizacion celular interna, principalmente los sistemas endomembranales. Las mitocondrias
son organelos membranosos encargados de suministrar la mayor parte de la energia necearia
para la actividad celular y de oxidar metabolitos (ciclo de Krebs, B-oxidacién de los acidos
grasos). Adicionalmente, las mitocondrias son el blanco de numerosos moléculas transductoras
de sefiales que se generan en condiciones de estrés y que pueden causar el inicio del proceso
de apoptosis celular. A la fecha, los sistemas mitocondriales de hongos filamentosos han sido
poco estudiados y no encontramos reportes del efecto que puede tener el quitosano sobre la
funcionalidad de estos organelos. Por lo anterior, en este trabajo se propone evaluar el efecto
del quitosano y el oligoquitosano en el crecimiento micelial, la germinacidon de las esporas y la

actividad mitocondrial de R. stolonifer
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IV.- OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del quitosano sobre la actividad mitocondrial de RAizopus stolonifer.

4.1.- Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto del quitosano en el crecimiento micelial y en la germinacion de las

esporas de R. stolonifer.

2. Realizar el estudio microscopico de la ultraestructura de las esporas cultivadas en ausencia

y presencia del quitosano.

3. Evaluar el consumo de oxigeno en células cultivadas en ausencia y presencia de quitosano

empleando sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial.

4. Caracterizar los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en mitocondrias aisladas

de células cultivadas en ausencia y presencia de quitosano.

5. Determinar la actividad de algunas enzimas del ciclo de Krebs y de los complejos
respiratorios en mitocondrias aisladas de células cultivadas en ausencia y presencia del

quitosano.
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V.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Material bioldgico. Se empled la cepa de Rhizopus stolonifer R3 aislada de frutos de jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill) del tipo “Saladette” provenientes de Yautepec, Morelos (Hernandez-
Lauzardo et al., 2006).

5.2.- Solucion de quitosano (QT) y de oligoquitosano (OQT). Se prepard una solucion concentrada
de quitosano (10 mg/mL) de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en agua destilada
con 1% de acido acético (agitacion vigorosa por 2 horas), ajustando el pH a 5.6 con NaOH. El volumen se
ajustd con agua destilada y se esterilizd a 121 Ib/15 min (Guerra-Sanchez et al., 2009). Se prepard una
solucién concentrada de oligoquitosano (40 mg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en agua destilada
y se esterilizd por filtracion (Xu, et al 2007a). Para los diferentes tratamientos del QT y el OQT se

emplearon las concentraciones de 0.5, 1y 2 mg/mL.

5.3.- Medio de cultivo y condiciones de cultivo. La cepa se mantuvo y propagd en medio papa
dextrosa agar (PDA) a 25 + 29C. Las esporas se recolectaron directamente de la placa con ayuda de una
varilla acodada y agua destilada estéril. Para obtener esporas germinadas se utilizé medio minimo liquido
(10 g de glucosa, 3 g de NH4NO; y 62.5 ml de solucion de sales y elementos trazas) a pH 5.6, los

matraces se incubaron a 28°C de tres hasta 24 h de acuerdo a las necesidades (Guerra et al., 2009).

5.4.- Efecto del quitosano y el oligoquitosano en el crecimiento micelial radial de R.
stolonifer. Para estudiar el efecto del QT y el OQT en el micelio se utilizaron placas de medio minimo
sdlido (1.5% agar); el QT y OQT se adicionaron al medio después de esterilizar. Discos de micelio (5 mm)
del hongo cultivado en PDA por tres dias se colocaron en el centro de la placa con los diferentes
tratamientos. El testigo se realizd en placas con medio minimo sélido. Todas las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 72 h. El crecimiento micelial se midié con un vernier digital cada 12 horas
y se expresd como un promedio de los didametros (mm). El analisis estadistico de los datos se realizd
usando ANOVA (Sigma Stat version 2.0).

5.5.- Estudio microscopico de la germinacion de las esporas de R. stolonifer en medio liquido.
Se realizd la evaluacion microscopica de la germinacidn de las esporas y se empleo la concentracién de 1
mgmL™ del QT y el OQT, respectivamente (Hernandez-Lauzardo et al. 2008). Alicuotas de 1 mL de una
supension de esporas (1 x 10° esporas ml™) se colocaron en matraces con 50 mL de medio minimo liquido
con los diferentes tratamientos del QT y el OQT. Los matraces se incubaron a 28 °C y durante los

periodos de 3, 6, 10, 12 y 24 h se cosecharon la biomasa y se observd al microscopio de luz (40
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aumentos). Se consideré una espora germinada cuando el largo del tubo germinal fue igual o excedid el

largo de la espora (El Ghaouth et al, 1992a).

5.6.- Microscopia de transmision de electrones. Después de 6 y 12 h de incubacion de las esporas
en ausencia y presencia de QT (1 mg/mL), se cosechd la biomasa por centrifugacion y se colocé en 2y 6
% de glutaraldehido disuelto en un regulador de fosfatos a 4°C por 24 h. Se lavd tres veces con el
regulador de fosfatos mas sacarosa y se colocaron 2h con 1% de tetrdxido de osmio a 4°C. Las muestras
se deshidrataron gradualmente con alcohol (10 — 90%) haciendo los cambios cada 10 min. seguido de
tres deshidrataciones con alcohol absoluto. Después de colocaron en una mezcla de alcohol
absoluto:6xido de propileno (relacion 2:1, 1:1 y 1:2) por 20 min. Posteriormente, se colocaron en una
mezcla de d6xido de propileno:resina (relacion 2:1, 1:1 y 1:2) por 1h, luego se dejé polimerizar en la
resina (Epon) a 60°C. Se realizaron cortes de 70 nm que se colocaron en una rejilla de cobre, se
contrastaron con acetato de uranilo acuoso y acetato de uranilo en etanol durante 15 min,,
respectivamente, haciendo lavados exhaustivos en cada cambio; finalmente se colocaron en plomo

durante 20 min. y se observaron en un microscopio TEM JEOL-1010 a 60 kv.

5.7.-Consumo de oxigeno de las células enteras. El consumo de oxigeno se midié
polarograficamente empleando un electrodo de oxigeno tipo Clark. Todos los experimentos se realizaron
en una camara de respiracion empleando un regulador (medio de respiracion) que consistid de 20 mM
Hepes-KOH-pH 7.0, 5 mM K,HPO,4, 135 mM KCl y 5 mM MgCl,. El volumen de reaccion fue de 1.5 mL y se
mantuvo a 25°C. Se emplearon inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial como la antimicina A
(stock 0.1 mM disuelto en etanol) para inhibir al complejo III, el cianuro de potasio (stock 100 mM) para
inhibir al complejo IV y el n-octil galato para inhibir a la oxidasa alterna; el consumo de oxigeno se

expresé en nmolO,min™. La sensibilidad a estos inhibidores se ensayé a diferentes concentraciones.

5.8.- Consumo de oxigeno en las células permeabilizadas con digitonina. El medio de respiracion
fue el mismo empleado en células enteras. La permeabilizacion de las células se realizd tratando a las
células con 0.02% de digitonina (stock 10%). Las reacciones se iniciaron con la NADH (stock 82 mM) para
la actividad de la NADH deshidrogenasa externa, el succinato (stock 820 mM) para la actividad del
complejo II, el glicerol 3-fosfato (stock 1 M) para la actividad de la lanzadera glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa, el malato + el piruvato (stock 1 M, respectivamente) para la actividad de la lanzadera
aspartato-malato y el malato + el glutamato (stock 1 M, respectivamente) para la actividad de la
lanzadera piruvato-malato. Se empled la flavona para inhibir a la NADH deshidrogenasa externa y la
rotenona para comprobar la integridad de la membrana mitocondrial por ser un inhibidor del complejo I;
el consumo de oxigeno se expresé en nmolO,min™. Para la dependencia de la respiracién con respecto a

los diversos sustratos se adicionaron a diferentes concentraciones. La actividad se expres6 en nmolO,
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consumido min™**mg™ de células sabiendo que la concentracién de oxigeno disuelto en el agua a 25°C fue

de 210 nmolO,'mL™. Con estos datos se establecié la Ko s para los sustratos.

5.9.- Aislamiento de las mitocondrias. Las mitocondrias se aislaron de las células tratadas con el QT
y el OQT (1 mgml™), respectivamente, y no tratadas cosechadas a las 6 y 12 horas segun el caso. La
biomasa de R. stolonifer se cosechd por centrifugacion a 10 000 x g/10 min. El pellet se resuspendi6 en
un volumen total de 25 mL en el regulador de sacarosa 400 mM, tris 10 mM, EDTA 1 mM y PMSF 1 mM,
pH 7.0 con un volumen igual de perlas de vidrio (0.5 mm de diametro) y se trataron con 5 ciclos de 1
minuto alternando el vortex y el frio en hielo. Después la mezcla se centrifugd (3 000 x g/5 min) para
remover las células rotas y las perlas de vidrio. El sobrenadante se separd y se centrifugé a 12 000 x g/15
min. El boton en el fondo del tubo corresponde a las mitocondrias, el cual se resuspendié en 100 uL de
regulador. Todas las etapas se mantuvieron en frio. El contenido de proteina de la preparacion
mitocondrial se determind precipitando la proteina y cuantificando por el método de Lowry (1951) con

albiimina de suero bovino como el estandar.

5.10.- Técnicas de electroforesis. La electroforesis en condiciones nativas se realizd en geles azules
de poliacrilamida (BN-PAGE) de acuerdo a la descripcion de Schagger & von Jagow (1991). Los geles se
hicieron en gradientes del 5-10% de poliacrilamida. El regulador del catodo fue 50 mM tricina, 15 mM
BisTris/HCl y 0.02% Coomassie blue G y el del anodo fue de 50 mM BisTris/HC| pH 7.0; la corrida se
realizd a 35 V durante 16 h a 4°C. Las mitocondrias de R. stolonifer se solubilizaron en presencia del
detergente digitonina (stock 500 mg/mL) y del n-dodecil maltosido (stock 200 mg/mL), respectivamente.
La relacion de detergente/mg de proteina fue de 1, 2, 5, 7 y 10 para la digitoninay de 0.5, 1, 2,5y 7
para el dodecil maltosido en el regulador de acido aminocaproico 1.5 M y BisTris 150 mM en un volumen
final de 200 uL. La muestra se incubd durante 90 min a 4°C y posteriormente se centrifugd a 33 000 x
g/30 min; se colectd el sobrenadante y se resolvieron los complejos en la BN-PAGE. Mitocondrias de
corazon de bovino se trataron de manera similar y se usaron como estandar. A partir de la BN-PAGE se
realizd la electroforesis en segunda dimension en condiciones nativas (2D-BN-PAGE) o desnatutalizantes
(2D-SDS-PAGE). Para la 2D-BN-PAGE se cort6 un carril de la BN-PAGE vy se incubd en presencia de 0.02%
de n-docecil matosido durante 30 min a temperatura ambiente; el segmento de gel se colocé en la parte
superior de un gel de poliacrilamida en gradiente (5-10%). El regulador del catodo se suplemento con
0.02% de n-docecil maltosido. Para la 2D-SDS-PAGE, un carril de la BN-PAGE se incubd en presencia de
125 mM Tris-HCI pH 6.8, 5% SDS, 10% glicerol, 0.02% azul de bromofenol y 2% de B-mercaptoetanol
durante 15 min a 60°C; el segmento de gel se colocd en la parte superior de un gel de poliacrilamida
(16%), la corrida se realizd a 35V durante 8 h a 4°C. Las proteinas en el gel se tifieron con el colorante
azul brillante de Coomassie G-125 en una solucién que contenia 40% metanol, 10% acido acético y 2%

del colorante.
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5.11.- Actividad enzimatica de los complejos de la cadena respiratoria. La actividad de NADH
deshidrogenasa del complejo I se reveld incubando a los geles por 10 a 15 min en oscuridad en el
regulador 10 mM Tris-HCI, pH 7.4 con 1 mg MTT y 0.14 mM NADH. El MTT cambia su color cuando se
reduce, de amarillo a violeta y precipita en el punto donde la reaccidon redox ocurre. La actividad de la
citocromo c oxidasa del complejo IV se visualizd por la precipitacion en el gel del 3,3 "-diaminobencidina
en el regulador de 50 mM fosfato-pH 7.0, 30 mg 3,3 -diaminobencidina, 0.2 mg citocromo ¢, 24 U/mL
catalase y 75 mg sacarosa. La actividad de la ATP-sintetasa se visualizd por la precipitacidén del calcio en
el regulador de 30 mM Tris-glicerol con 100 mM ATP y 500 mM CaCl,.

5.12.- Ensayos enzimaticos. Todas las reacciones se realizaron a 25 °C en un espectrofotdometro
empleando la preparacion mitocondrial. Se empled el mismo regulador para el consumo de oxigeno. A
cada celda se le afiadidé 0.3 % de Triton X-100 para romper a las mitocondrias y liberar las enzimas.
Todas las actividades se realizaron en un volumen final de 1 mL. La actividad de la citrato sintasa se
realizd en el medio de reaccién que contenia 0.2 mM DNTB, 0.2 mM acetil-CoA vy la proteina. La reaccion
inicié al adicionar 0.4 mm CoA. Se midié la desaparicion del DNTB a 412 nm (e= 13.60 M/cm). La
actividad de la isocitrato deshidrogenasa se realizd en el medio de reaccién que contenia 10 mM
isocitrate, 2 mM CaCl,, 1 mM ADP vy la proteina. La reaccion se inicié al agregar 1 mM NAD. Se midi6 la
aparicion del NADH a 340 nm (¢=6.3 mM/cm). La actividad de la o-cetoglutarato deshidrogenasa se
realizd en el medio de reaccion que contenia 8 mM a-cetoglutarato, 1 mM TPP, 2 mM CaCl,, 1 mM ADP, 2
mM NAD vy la proteina. La reaccién se inici6 al adicionar 0.4 mM CoA. Se midié la aparicion de NADH a
340 nm. La actividad de la malato deshidrogenasa se realizé en el medio de reaccién que contenia 1 mM
de malato y proteina. La reaccion inici6 al adicionar 10 mM de NAD. Se midi6 la aparicion de NADH a 340
nm.

También se realizaron ensayos de la actividad de las NADH deshidrogenasas, el complejo I y el
complejo II. La actividad de la NADH deshidrogenasa y el complejo I se realizo en el medio de reaccion
que contenia 50 uM NADH, 50 uM DCPIP y la proteina. La actividad de la succinato deshidrogenasa del
complejo II se realizo en el medio de reaccidon que contenia 5 mM succinato, 50 uM DCPIP y la proteina.
Se midio la desaparicion del DCPIP (e=21 mM/cm) a 600 nm.

Por otra parte, se determiné la actividad de la ATP sintetasa mediante un método colorimétrico
con ELON; el volumen de reaccion se ajusté a 1.25 mL con agua. El medio de reaccién contenia 6 mM de
Mg, 15 uL del regulador Tris-HCl pH 8.0 y 300 ug de proteina de la preparacién mitocondrial; este tubo se
mantuvo a 37°C por 3 minutos y la reaccion se inicid al adicionar 5 mM de ATP. Se tomaron alicuotas de
250 uL al 1, 2, 4, 8 y 12 min. que se colocaron en un tubo con molibdato-H2S04 durante 10 min, luego
se adiciond ELON y se dejo actuar durante 20 min. Las muestras se leyeron a 660 nm. La curva estandar
fue de 100, 250, 375, 500 y 750 umolas de Pi. La actividad se reporté como pmolas de ATP
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hidrolisado'min™*mg™ de proteina. A la par se corrié una serie adicionada con 10 mM de azida de sodio
para asegurar que la hidrolisis del ATP se debia a la ATP-sintetasa mitocondrial.

Finalmente, la actividad de la citocromo ¢ oxidasa del complejo IV se determind
polarograficamente empleando la preparacion mitocondrial. El volumen final fue de 1.5 mL y el regulador
de respiracion corresponde al empleado en los primeros experimentos de consumo de oxigeno. El medio
de reaccién contenia la proteina mitocondrial y la reaccion se inici6 al adicionar 8 mM de TMPD ( N,N,N'N*

tetramethyl-p-phenylenediamine) + 8 mM de ascorbato.
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VI.- RESULTADOS

6.1.- Efecto del oligoquitosano y el quitosano en el crecimiento micelial de Rhizopus

stolonifer

El crecimiento micelial de la cepa R. stolonifer mostrd un claro retardo comparado con el
testigo cuando crecid en medio sdlido en presencia del OQT y el QT, a las diferentes
concentraciones probadas con respecto al testigo (figura 1). El desarrollo del testigo fue
constante hasta que invadié toda la placa a las 36 h (figura 1). Se realiz6 la comparacién del
efecto del OQT y del QT con las diferentes concentraciones de los policationes (tabla 2). El
analisis estadistico de las repeticiones no mostrd diferencias significativas al emplear uno u otro
compuesto. El efecto fue dependiente de la concentracién y la comparacién del efecto del QT y
del OQT con 2 mg/mL a las 36 h corresponde al 58.9 y 65.0 % respectivamente.

0.5 1.0 2.0

oQT
mg/mL

Testiao

mg/mL

Figura 1. Efecto del oligoquitosano (OQT) y el quitosano (QT) sobre el
crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer a las 36 h.
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Tabla 2. Efecto del quitosano y el oligoquitosano sobre el crecimiento micelial
de Rhizopus stolonifer

orogTmgmy e %o e
Testigo 81.13+284a 0.0
QT 0.5 64.09+2.79b 21.0
OQT 0.5 61.75+1.77b 23.9
QT 1.0 4146 +5.01c 48.9
OQT 1.0 37.44 £3.27 cd 53.9
QT 2.0 28.39+3.59¢e 65.0
OQT 2.0 33.31+£2.22 de 58.9

* Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.001).
Cada valor representa la media de 5 repeticiones (n=5).

6.2.- Efecto del oligoquitosano y el quitosano sobre la germinacion de las
esporangiosporas de R. stolonifer

El desarrollo de la espora de R. stolonifer a las concentraciones probadas del OQT vy el
QT mostraron diferencias morfoldgicas con respecto al testigo. En la figura 2 se muestra la
afectacion de la morfologia de las esporas por efecto del OQT y el QT a la concentracién de 1
mg/mL, respectivamente. Aunque la concentracion de 2 mg/mL fue la que mejor efecto
inhibitorio mostro en el crecimiento micelial, el efecto a nivel de la germinacién de las esporas a
la concentracion de 1 y 2 mg/mL (imagenes no mostrada) fue similar por lo que todos los

experimentos se realizaron a la concentracion de 1 mg/mL.

La secuencia de la germinacion fue la siguiente. En las primeras tres horas se presentd
un aumento del tamafio de las esporas en todos los casos. A las seis horas las esporas testigo
habian desarrollado un tubo germinal, mientras que las esporas en presencia del OQT y el QT
estaban hinchadas, y solo algunas mostraban el boton del tubo germinal. A las diez horas una
gran parte de las esporas testigo habian desarrollado como una hifa tipica (delgada, hialina,
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cenocitica y ramificada), mientras que las cultivadas con el OQT y el QT, respectivamente,
presentaban deformacion y prominencias en las pseudohifas. A partir de este periodo de tiempo
no hubo variacién en la morfologia de las hifas en cualquiera de los casos, de hecho en el caso
de las células testigo al final del experimento, la gran longitud y cercania de las hifas provocé
que se enredaran formando una compleja red de micelio (imagenes no mostradas), mientras

que las células en presencia del QT y el OQT mantuvieron la morfologia descrita previamente.

Testigo

3h

6h

10 h

Figura 2. Germinacion de las esporas de Rhizopus stolonifer en ausencia y
presencia del oligoquitosano (OQT) y el quitosano (QT) a 1 mg/ml después de 3,
6 y 10 horas de incubacion.
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6.6.- Ultraestructura de las esporangiosporas germinadas de R. stolonifer

Como una opcidn para evaluar el efecto integral del polication, se tomaron imagenes de

microscopia de transmision (TEM) de las esporas en proceso de germinacién y como hifa.

Esporas testigo: la organizacion intracelular de las esporas incubadas durante seis (figura 3) y
12 horas (figura 4) sin tratamiento mostrdé la presencia de los organelos tipicos. El nucleo,
rodeado por una capa delgada de doble membrana sélo en algunos casos se le logré apreciar
los poros nucleares (figura 3B y 4C). El nucléolo se distinguié como una zona densa dentro del
nicleo (figura 3B y 4C). Las mitocondrias con crestas mitocondriales fueron claramente
distinguibles y estaban distribuidas por todo el citoplasma (figura 3A, 3C, 4A y 4C). Algunas
vacuolas, vesiculas e inclusiones de lipidos se distinguieron en el citoplasma (figura 3C y 4C). La
apariencia del citoplasma fue uniformemente granular y denso probablemente por la presencia
de abundantes ribosomas (figura 3C). La membrana plasmatica apenas distinguible entre el
citoplasma y la pared celular interna (figura 3C y 4C). La pared de las esporas a las seis horas
mostrd dos capas; una capa externa de naturaleza opaca y gruesa con crestas tipicas de la
ornamentacién de la espora, y una capa interna densa y delgada (figura 3B). Para las células a

las 12 h fue evidente la ausencia de la pared celular externa (figura 4B).

Esporangiosporas tratadas con el QT (6 h): las esporas tratadas con el QT durante seis
horas, no mostraron cambios en la ultraestructura y tampoco en la organizacion de los
organelos. El cambio mas notable comparado con el testigo del mismo tiempo fue un aumento
en el numero de las mitocondrias (figura 5C), esto se mantuvo constante de espora a espora.
La apariencia del citoplasma fue similar al del testigo (figura 5C). La pared celular externa e
interna y la membrana plasmatica mostraron la misma apariencia que las esporas testigo (figura
5B). El ancho de la pared celular interna en las esporas sin tratamiento fue de 55 nm (figura 3B)
y en las esporas tratadas con el QT fue de 46 nm (figura 5B), lo que representd un ligero
adelgazamiento.

Esporangiosporas tratadas con el QT (12 h): los cambios en la ultraestructura de las
células a las 12 h fueron notorios. El aumento de las mitocondrias se mantuvo igual que a las
seis horas con el QT (figura 6C), su distribucion se inclind hacia el centro de la célula debido al

desprendimiento de la membrana plasmatica de la pared celular, aunque esto mostro
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variaciones ligeras de espora a espora. El citoplasma se observd con areas transparentes
probablemente por disminucion de los ribosomas (figura 6C). Las inclusiones de lipidos no
fueron tan evidentes. Se observé un engrosamiento de la pared celular (figura 6B). El ancho de
la pared celular de las células sin tratamiento fue de 56 nm (figura 4B) y en las esporas tratadas
con el QT fue de 160 nm (figura 6B), lo que representd un engrosamiento de aproximadamente

3 veces comparada con el control.

6.3.- Consumo de oxigeno en las células testigo y en las células tratadas con el

oligoquitosano y el quitosano

Como se mencioné anteriormente, la aparicion del tubo germinal se present6 a las seis
horas en las muestras del control no asi en las células tratadas con el QT y el OQT. El consumo
de oxigeno de las células testigo a las seis y 12 h de crecimiento fue similar (figura 3), lo que
indicd que el consumo de oxigeno es constante una vez que se inicia la germinacién. Esta
misma tendencia se presentd en las células cultivadas con el QT y el OQT, respectivamente, lo
que demostrd la integridad de las células durante el experimento en presencia del polication. Sin
embargo, a diferencia del testigo, el consumo de oxigeno por parte de las células tratadas con
los policationes fue mas rapido, indicado por la inclinacion de la pendiente en el trazo
polarografico de la figura 3. En las células cultivadas con el OQT el oxigeno se agotd mas rapido
que en las células cultivadas con el QT. En las células testigo y con el QT fue necesario agregar
glucosa como sustrato exdgeno para activar la produccidn de compuestos reducidos y en
consecuencia activar el consumo de oxigeno. Esto indica que el efecto del OQT y el QT a nivel

de la fisiologia de hongo fue contundente.
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Figura 11. Seccion de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante seis
horas en medio minimo sintético. (A - C) se muestra la pared celular externa (pce) con
sus crestas (cr), la pared celular interna (pci), la membrana plasmatica (mp), las
mitocondrias (m), el nacleo (n), el nucléolo (no), las vacuolas (v), las inclusiones de lipidos
(L) y los ribosomas (R). (B) medida del ancho de la pared celular interna. (C)
acercamiento del recuadro de (A), mitocondrias intactas con crestas mitocondriales

Escala de la barra: A=2 um; B y C=500 nm.
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Figura 12. Seccién de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 12 h
en medio minimo sintético. (A - C) se muestra la pared celular (pc), la membrana
plasmatica (mp), las mitocondrias (m), el ntcleo (n), el nucléolo (no), las vacuolas (v) y las
inclusiones de lipidos (L). (B) medida del ancho de la pared celular. (C) mitocondrias
intactas con crestas mitocondriales Escala de la barra: A=2 um; B y C=500 nm.
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Figura 13. Seccion de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 6 h
en presencia del quitosano. (A - C) se muestra la pared celular externa (pce) con sus
crestas (cr), la pared celular interna (pci), la membrana plasmatica (mp), las
mitocondrias (m), el nacleo (n), el nucléolo (no), las vacuolas (v), las inclusiones de lipidos
(L) y los ribosomas (R). (B) medida del ancho de la pared celular interna.
(C) mitocondrias intactas con crestas mitocondriales. Escala de la barra: A=2 um; B y
C=500 nm.
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1

Figura 14. Seccidn de una esporangiospora de Rhizopus stolonifer incubada durante 12 h
en presencia del quitosano. (A - C) se muestra la pared celular externa (pce), la pared
celular interna (pci), la membrana plasmatica (mp), las mitocondrias (m), el nacleo (n) y
el nucléolo (no). (B) medida del ancho de la pared celular. (C) acercamiento del recuadro
de (A), mitocondrias intactas con crestas mitocondriales Escala de la barra: A=2 um; By
C=500 nm.
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Figura 3. Consumo de oxigeno de las células de Rhizopus stolonifer tratadas y no
tratadas con el oligoquitosano (OQT) y el quitosano (QT) a las 6 y 12h de cultivo. Las
flechas indican adicion de glucosa (10 mM).

Debido a que el consumo de oxigeno en las células se mantuvo similar en los diferentes
tiempos, ademas del facil manejo de las células germinadas a las seis horas, se puntualiza que
los registros de consumo de oxigeno que se presentaran en este reporte corresponden a las
células cosechadas a las seis horas, haciendo hincapié en que los registros a las 12 h fueron
similares a los de las seis horas, ademas los parametros cinéticos para los distintos sustratos e

inhibidores se realizaron con células cosechadas a las seis horas.

Para analizar la funcionalidad de las mitocondrias tanto para las células tratadas y no
tratadas con el QT, se utilizd a la digitonina para permeabilizar la membrana celular y permitir la
entrada de los sustratos mitocondriales. La presencia de la digitonina produjo una disminucion
progresiva del consumo de oxigeno, lo que significd que la membrana plasmatica comenzd a
permeabilizarse (figura 4). EI consumo de oxigeno no se activd con el piruvato, el malato y el
glutamato ya sea solos o combinados (malato-glutamato, piruvato-malato). Este resultado fue
similar tanto para las células control y las células cultivadas con el QT y el OQT,

respectivamente.

En las células permeabilizadas de R. stolonifer se examind si el NADH exdgeno podia ser

usado mediante una via alterna. Como se muestra en los registros de la figura 4a, las
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mitocondrias fueron capaces de oxidar el NADH exdgeno. La presencia de la NADH
deshidrogenasa alterna se evidencio al inhibir el consumo de oxigeno con la flavona, que es un
inhibidor caracteristico de las NADH deshidrogenasas alternas, mientras que con la adicién de la
rotenona, que es un potente inhibidor de las NADH deshidrogenasas del complejo I, no se
observd ningun cambio en la pendiente de los trazos. Se descartd una posible permeabilizacion
de la membrana mitocondrial por efecto de la digitonina debido a que al adicionar la rotenona
no se afectdé el consumo de oxigeno. Los registros obtenidos para las células cultivas en
ausencia y en presencia del QT y el OQT, respectivamente, exhibieron el mismo
comportamiento lo que dejo de manifiesto que al menos la NADH deshidrogenasa alterna no se
afectd por la exposicién a los policationes.

Para establecer la presencia del complejo II, se suministrd a la células permeabilizadas el
succinato (figura 4b). Un cambio en la pendiente fue evidencia de la presencia de la succinato
deshidrogenasa, enzima que pertenece al ciclo de los acidos tricarboxilicos. Asi mismo, al
agregar el glicerol 3-fosfato, el cambio en la pendiente indicd la presencia de la lanzadera de la
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa la cual mueve equivalentes reducidos desde el citosol a la
matriz mitocondrial (figura 4c). Igualmente, los registros obtenidos para las células cultivadas
con el QT y el OQT, respectivamente, exhibieron un ligero consumo de oxigeno al emplear el

succinato y el glicerol 3-fosfato.

Para la evaluacién del complejo III, se utilizd la antimicina A. La presencia de la
antimicina A ocasion6 descenso en el consumo de oxigeno tanto en las células control como en
las células tratadas con los policationes de manera progresiva y constante (figura 5a). Sin
embargo, se mantuvo una respiracion residual que fue tratada con la adicion de cianuro con el
propdsito de eliminar el paso de los electrones por otros citocromos hacia el complejo IV
observandose la inhibicidn total del consumo de oxigeno, por lo que se confirmd la transferencia
de los electrones por los citocromos adyacentes. La actividad del complejo IV se manifestd al
inhibirse la transferencia de los electrones al oxigeno después de la adicion del cianuro (figura
5b). Las células control disminuyeron el consumo de oxigeno mas rapido que las tratadas con
los policationes. Sin embargo, tanto para las células control y las células tratadas con los
policationes, se observd un consumo de oxigeno residual. La adicién del r-octil galato como
inhibidor de la oxidasa alterna ocasiond un ligero cambio en la pendiente lo que demostro la
presencia de esta enzima alterna en la cadena respiratoria de R. stolonifer con resistencia al

cianuro.
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Figura 4. Consumo de oxigeno de las
células cultivadas con el oligoquitosano
(OQT-1 mg/mL), el quitosano (OQT-
1mg/mL y las células testigo (T).

Se emplearon (A) el NADH, (B) el
succinato y (C) el glicerol 3-fosfato
como sustratos exdgenos. Las flechas
indican la adicion de la digitonina
(DIG, 0.02%0), el NADH (0.54 mM), la
rotenona (ROT, 3.3 uM), la flavona
(FLAV, 0.33 mM), el succinato (SUC,
16.6 mM) vy el glicerol 3-fosfato (G3-P,
20 mM).
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Figura 5. Consumo de oxigeno de las células cultivadas con el oligoquitosano (OQT), el
quitosano (QT) y las células testigo (T). Se emplearon (A) la antimicina Ay (B) el cianuro
como inhibidores. Las flechas indican la adicion de la antimicina A (ANT A, 1 uM), el
cianuro (KCN, 1 mM) y n-octil galato (nOG, 3.3 uM).

6.4.- Determinacion de los parametros cinéticos para los sustratos respiratorios

La dependencia de la respiracion con respecto a sustratos como el NADH, el succinato y
el glicerol 3-fosfato, asi como, la sensibilidad a inhibidores como la antimicina A y el cianuro se
realizd exclusivamente en las células control. Los parametros cinéticos (Vmax, Kos Yy Ki) se
obtuvieron por medio de regresién no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten, utilizando el
programa Origin. En la figura 6 se muestran las isotermas para los sustratos NADH, succinato y
glicerol 3-fosfato que alimentan a la cadena respiratoria a nivel del complejo I, el complejo II y
la lanzadera glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, respectivamente. Esta Ultima, canaliza los
electrones provenientes del citosol a nivel de la coenzima Q al igual que el complejo II, mientras
que el NADH acarrea los electrones a través del complejo I que los dirige hacia la coenzima Q.
La Ko s para el NADH fue de 0.65 mM (figura 6a) mientras que para el succinato (figura 6b) y el
glicerol 3-fosfato (figura 6c) fueron de 4.4 y 26 mM, respectivamente, lo que indicd que la
mitocondria emplea preferentemente el NADH como el donador de electrones seguido por el
succinato y el glicerol 3-fosfato. Los ensayos de la sensibilidad de la respiracién con la

antimicina A mostré una K; de 0.024 + 0.014 pM y para el cianuro una Ki de 100 + 12 pM.
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Figura 6. Cinéticas de la dependencia
de la respiracion al emplear (A) el
NADH, (B) el succinato y (C) el

glicerol

3-fosfato) en mitocondrias

aisladas de Rhizopus stolonifer. Se
muestran los valores de Vmax ¥ Kos
para cada sustrato.

6.5.- Los complejos y los supercomplejos de la cadena respiratoria

Para el andlisis de los complejos y los supercomplejos, las mitocondrias fueron

solubilizadas con dos detergentes, el dodecil maltosido (DDM) y la digitonina (DIG),

respectivamente. El DDM se empled para visualizar a los complejos de la cadena respiratoria de

manera individual y determinar el peso molecular aproximado mientras que el uso de la DIG

como disolvente de lipidos moderado, permitié visualizar a los supercomplejos de la cadena

respiratoria en geles nativos. Se empled mitocondrias de células no tratadas cosechadas a la 6
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h. El primer paso fue la solubilizacién de las mitocondrias con diferentes relaciones de los
detergentes y la posterior tincién con azul de Coomassie para obtener el patrén de proteinas, en
paralelo con la tincion de otro gel que se reveld por la actividad de NADH deshidrogenasa para
ubicar al complejo I. Con este ensayo se determind que la relacion de 2 mg de detergente/mg
de proteina fue la mas apropiada para ambos detergentes ya que siendo el complejo I el
componente mas grande de la cadena respiratoria y el mas susceptible a degradarse, bajo estas
condiciones se mantuvo a buena concentracion y con actividad apreciable, en comparacion con

las otras concentraciones, lo que indicd que la estructura se mantuvo integra (figura 7A y 7B).

Cabe sefialar que se aprecid la actividad de NADH deshidrogenasa por debajo de la
banda etiquetada como complejo I, lo que sugirié que el complejo I se degradd en unidades que
aun conservaron la actividad (figura 7A y 7B), ademas también hubo actividad de NADH
deshidrogenasa por arriba de la banda correspondiente al complejo I, lo que exhibio la
formacion de supercomplejos (figura 7B).

Posteriormente se procedid a revelar la actividad de NADH deshidrogenasa, la succinato
deshidrogenasa, la citocromo c oxidasa y la ATP-sintetasa directamente sobre los geles nativos.
De esta manera se reveld la distribucion y las asociaciones entre cada uno de los complejos
respiratorios ademas de que se establecidé la masa aparente respecto a las mitocondrias de
corazon de bovino. El gel revelado por actividad de NADH deshidrogenasa de las mitocondrias
solubilizadas con DDM mostro tres bandas con masas aparentes de 970, 700 y 440 kDa que se
etiquetaron como “1” para indicar que se trataba del monémero del complejo I, “Ia y Ib” para
identificar las unidades provenientes de la degradacidon del complejo I (figuras 8A y B). Con las
mitocondrias solubilizadas con DIG y reveladas por la misma actividad se pudo apreciar una
banda gruesa con una masa aparente de 860 kDa que se identificd como el mondmero del
complejo I, las bandas en la parte superior se etiquetaron con letras de la ¢ a la k, que
correspondieron al mondmero del complejo I asociado con otros complejos de la cadena
respiratoria en diferentes proporciones integrando los supercomplejos, ademas dos bandas por
debajo de los 860 kDa con masas aparentes de 500 y 300 kDa que se identificaron como las
unidades “Ia y Ib” provenientes de la degradacidon del complejo I. Adicionalmente, se aprecio
una banda de 90 kDa que se identifico como la NADH deshidrogenasa alterna (ND) aunque no
se realizaron mas experimentos para corroborar (figuras 9A y B).
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Figura 7. Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con (A) el n-dodecil maltosido y (B) la digitonina. La
presencia de las proteinas en el gel se determiné por tincion con el azul de Coomassie y

por la actividad de las NADH deshidrogenasa como se describid.

DDM-n-dodecil maltocido, DIG-digitonina, I-mondmero de complejo I, la y Ib-primera
y segunda unidad del complejo I, ND-NADH deshidrogenasa alterna, BN-PAGE-gel

nativo de poliacrilamida.
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El mondémero de la citocromo ¢ oxidasa en las mitocondrias solubilizadas con el DDM
presentd una masa aparente de 200 y 250 kDa (figuras 8A y C), mientras que en las
mitocondrias solubilizadas con la DIG la actividad del mondmero se localizé a los 200 kDa
(figuras 9A y C). En la parte superior de este gel también se aprecio la actividad de la citocromo
c oxidasa y las bandas se etiquetaron con las letras c, d, g, h, i, jy k lo que indicé que formaba
parte de los supercomplejos en asociacion con el monémero del complejo I. Para el complejo V
o ATP-sintetasa, la actividad en las mitocondrias solubilizadas con DDM se aprecié en una banda
con masa aparente de 620 kDa que correspondid al monémero de este complejo (figuras 8A y
D), y en las mitocondrias solubilizadas con la DIG se evidencié dos bandas con masas aparentes
de 600 y 1200 kDa que correspondieron al mondmero y al dimero, respectivamente (figuras 9A
y D). Debido a que la biomasa a las 6 h en las células tratadas con los policationes (1 mgmL™)
es escasa, se resolvid cosechar a las células a las 12 h, el respectivo control se agregé al
experimento. Para el control de 12 h no hubo cambios en la distribucién del complejo I, la
citocromo ¢ oxidasa y la ATP-sintetasa. Las mitocondrias de R. stolonifer tratadas con los
policationes presentaron el mismo perfil electroforético que las mitocondrias de células control,
lo que indico que la presencia del QT en la superficie celular, no afectd la integridad de la
mitocondria (figuras 8 y 9).

Cuando las mitocondrias se solubilizaron con la DIG, y se revelaron las actividades de
NADH deshidrogenasa y la citocromo ¢ oxidasa se aprecison bandas con actividad por arriba de
los 860 kDa correspondiente al complejo I, lo que indicd la asociacion estequiométrica de ambos
complejos junto con el complejo III, para la formacién de los supercomplejos. Aunque no fue
posible establecer la posicién del complejo III asi como su peso molecular aproximado debido a
que todavia no existe el método adecuado para su deteccién a nivel de gel, algunos reportes
mediante estudios de cristalografia han mostrado la asociacién de estos tres complejos. Se
realizé una tabla con los valores de peso molecular calculados a partir de los geles y se hizo una
aproximacion estequiométrica de la asociacion de los complejos; se tomd el valor de 500 kDa
como el peso molecular del dimero del complejo III. Como se muestra en la tabla 3, el complejo
I siempre estuvo presente en los supercomplejos y se asocié con el dimero del complejo III y/o

con uno o mas monomeros del complejo VI.
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Figura 8. Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con 2 mg de n-dodecil maltocido/mg de proteina. (A)
Gel nativo tefiido con azul de Coomassie donde se observa el patron electroforético. (B)
Gel nativo revelado por la actividad de la NADH deshidrogenasa, se muetra al
mondmero del complejo | y otras subunidades del complejo | etiquetadas como lay Ib.
(C) Gel nativo revelado por la actividad de la citocromo ¢ oxidasa, se muestra la posicion
del complejo 1V. (D) Gel nativo revelado por la actividad de la ATP-sintetasa, se
muestra al mondémero de la ATP sintetasa. Bovino-mitocondrias de corazén de bovino,
CT-control, QT-quitosano, OQT-oligoquitosano, II-mondémero del complejo 11, 11l,-
dimero del complejo 111, BN-PAGE-gel nativo de poliacrilamida.
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Figura 9. Electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) de las mitocondrias de
Rhizopus stolonifer solubilizadas con 2 mg de digitonina/mg de proteina. (A) Gel nativo
teflido con azul de Coomassie donde se observa el patrdon electroforético. (B) Gel nativo
revelado por la actividad de la NADH deshidrogenasa, se identificé al monémero del
complejo I, las unidades del complejo | etiquetadas como la y Ib, y los supercomplejos
etiquetados de la ¢ a la j. (C) Gel nativo revelado para demostrar la actividad de la
citocromo c oxidasa, se muestran la posicién del complejo 1V y los supercomplejos
etiquetados de la c a la j. (D) Gel nativo revelado para la actividad de la ATP-sintetasa,
se muestra al monomero y al dimero de la ATP-sintetasa (V). Bovino-mitocondrias de
corazon de bovino, CT-control, QT-quitosano, OQT-oligoquitosano, I1-complejo I, 111,-
dimero del complejo 111, ND-NADH deshidrogenasa alterna, BN-PAGE-gel nativo de
poliacrilamida.
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Tabla 3. Relacion estequiometrica de los supercomplejos de las mitocondrias de Rhizopus

stolonifer solubilizadas con la digitonina

Complejo Mw aparente Estequiometria
I 860 I
I 130 I
Il 250 "l
v 200 v
\Y 600 \%
Posible

Supercomplejo

Mw aparente

estequiometria

(11P}

500
1000
1100
1200
1200
1300
1400
1500
1560
1780

1870

1l
1+1V
1+ 1V
1+ 1l
V>
1+ 1l
I +1V3
I+l + IV
1+ 1, + 1V
I+ 1l + 1V,

I+ 1114
I+ 1Vs

I-mondmero del complejo I; 111,-dimero del complejo 11; IV-mondmero del complejo,

el subindice indica el nUmero de monémeros presentes.

Letras (c-k) indica la posicion de los supercomplejos en el gel.
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El complejo I de R. stolonifer presentd tendencia a disociarse y formar unidades de
menor tamano con actividad de NADH deshidrogenasa. Para corroborar esto, se realizd geles
nativos de segunda dimension (BN-PAGE/BN-PAGE) que demostraron que las unidades Ia y Ib
identificadas en la primera dimension provenian del complejo I, y que el complejo I fue parte de
los supercomplejos. Con el gel revelado por actividad de NADH deshidrogenasa se ubico al
complejo I y nuevamente a las unidades Ia y Ib, confirmandose el complejo I presentaba
inestabilidad y se desintegraba, ademas se localiz6 como integrante de los supercomplejos
(figura 10A y B). En los geles de segunda dimension desnaturalizantes (BN-PAGE/SDS-PAGE) las
bandas que se identificaron claramente fueron la subunidad de 75 kDa caracteristica del
complejo I en la forma de mondmero y también cuando formaba supercomplejos, las
subunidades o y B de la ATP-sintetasa como mondmero y dimero (figura 11C y D). De manera
conjunta, estos resultados manifiestan la presencia del complejo I, el complejo IV y la ATP-
sintetasa, componentes caracteristicos del proceso de fosforilacién oxidativa.

5% DodecimakoskiaBN-PAGE 10% 5% Digionna/BN-PAGE 10%
¥—3
snEplenondns
— B = = f 3 L P 4 = =

= it D

WaQ %20'030Yda2

i

A

Figura 10. Electroforesis de segunda dimension de los complejos y supercomplejos de las
mitocondrias de Rhizopus stolonifer. (A-B) Electroforesis en condiciones nativas (BN-
PAGE/BN-PAGE 0.02% DDM) revelados por la actividad de la NADH deshidrogenasa. (A)
Se identificé al monémero del complejo | y la separacion de las unidades la'y Ib como parte
del complejo 1. (B) Se identifico al monoémero del complejo | formando parte de los
supercomplejos y a las unidades la 'y Ib como parte del complejo I.
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Figura 11. Electroforesis de segunda dimensién de los complejos y supercomplejos de las
mitocondrias de Rhizopus stolonifer. (A-B) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes
BN-PAGE/SDS-PAGE-TRICINA) tefiidos con azul de Coomassie. (A) Se identificd la
subunidad de 75 kDa del monomero del complejo 1 y las subunidades o y B del monémero
de la ATP-sintetasa. (B) Se identificé a la subunidad de 75 kDa del monémero del complejo |
como parte de los supercomplejos y las subunidades o y B del monémero y dimero de la
ATP-sintetasa.

La actividad enzimatica de los complejos respiratorios y de las enzimas del ciclo de Krebs
se realizd en mitocondrias aisladas de células cosechadas a las 12 h y las actividades se
muestran en la tabla 4. La actividad de NADH deshidrogenasa de las mitocondrias de las células
tratadas con el QT fue similar al de las mitocondrias control lo que coincidid con el consumo de
oxigeno (figura 4A), donde no se mostrd afectada esta actividad. La actividad de la succinato
deshidrogenasa aparecio disminuida en las mitocondrias de células tratadas con el polication, sin
embargo, la enzima se pudo haber afectado por el proceso de aislamiento debido
principalmente a que es una proteina periférica y por lo tanto, es mas sensible al
fraccionamiento. La actividad del complejo IV mostrd un incremento de la actividad del doble en
las mitocondrias de células tratadas comparada con las mitocondrias control. El aumento de la
actividad apoya el consumo de oxigeno acelerado marcado en las células tratadas con el QT, ya
que la citocromo c¢ cataliza la transferencia de los electrones al oxigeno por lo que podria ser
uno de las principales contribuyentes. La actividad de la ATP-sintetasa también aumento en las
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mitocondrias de células tratadas, aproximadamente 2.7 veces comparadas con el control. Un
aumento en el consumo de oxigeno y la actividad de la ATP-sintetasa sugieren la presencia de
un mayor nimero células o mitocondrias. Sin embargo, la biomasa en las células tratadas no se
incrementd de manera significativa hasta un tiempo de 24 h (dato no mostrado). Finalmente, de
las enzimas del ciclo de Krebs solubles, solo fue posible evidenciar la actividad de la isocitrato
deshidrogenasa. En las mitocondrias de las células tratadas con el polication la actividad de esta
enzima fue 2.8 veces mas alta que en las mitocondrias control, sin embargo, la presencia de las
restantes enzimas del ciclo no fue posible determinarlas en las condiciones utilizadas ni en las

esporas control ni en las tratadas con el QT.

Tabla 4. Actividad de los complejos respiratorios de las mitocondrias de las células
de Rhizopus stolonifercosechadas a las 12 h

Complejo Actividad enzimética (nmol X-min™-mg proteina™)
CT QT
NADH deshidrogenasa 154, 0547 0.172+0.062°
nmol DCPIP-min™-mg proteina
Succinato d(?si\ldrogenc?tsg1 0.095+0.0192 0.022+0.014°
nmol DCPIP-min™-mg proteina
CItOCFOW? c OX|da,sa_l 28+15° 60+35°
nmolO, min™-mg proteina
ATP-sintetasa 287+22° 788+2402
nmol Pi-min™-mg proteina
Enzima
Isocitrato deshidrogenasa 0.007+0.0012 0.020+0.008°

nmol NADH-min™-mg proteina™

Superindices indica las repeticiones
X =DCPIP, O,, Pi, NADH,;
CT-mitocondrias control; QT-mitocondrias de células tratadas con el quitosano
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VII. DISCUSION

Efecto del quitosano y el oligoquitosano en la morfologia y la ultraestructura

La actividad antifingica del quitosano y de algunos de sus derivados sobre el desarrollo
de diversos hongos, principalmente fitopatdgenos, se ha evidenciado en varios reportes donde
se mostrd que el crecimiento se rezagd o se inhibid significativamente (Ait Barka et al., 2004;
Badawy & Rabea, 2008; Cheah et al., 1997; Eweis et al., 2006; Guo et al., 2006; Guo et al.,
2008; Pacheco et al., 2008; Palma-Guerrero et al.,, 2008; Wu et al., 2005), ademas de los
reportes donde se evalud la inhibicién del crecimiento y el desarrollo de las esporas de R.
stolonifer por efecto del quitosano (Allan & Hadwiger, 1979; El Ghaouth et al., 1992a; Guerra-
Sanchez et al., 2009; Hernandez-Lauzardo et al., 2007; Hernandez-Lauzardo et al., 2008). La
aplicacion del QT de bajo peso molecular en este trabajo, se justifica con los datos de reportes
previos, donde se mostrd que el QT de bajo peso molecular fue mas efectivo en comparacion
con el QT de mediano y de alto peso molecular (Hernandez-Lauzardo et al., 2008). EI OQT
presenta algunas ventajas con respecto al QT, como su alta solubilidad a pH neutro, la baja
viscosidad, el pequefio tamafio de la cadena y el grupo amino libre en las unidades de D-
glucosamina (Kim & Rajapakse, 2005), por lo que el uso de este compuesto ha comenzado a
difundirse, sin embargo, los resultados llegan a ser contradictorios en algunos casos. Recientes
reportes mostraron la baja actividad antifingica del OQT comparado con el QT (Seyfarth et al.,
2008), mientras que en otros el efecto fue inverso (Xu et al., 2007), lo que indicd que los
resultados pueden variar dependiendo del microorganismo ensayado en conjunto con el tamano
y la concentracion del compuesto. En este caso, el QT y el OQT exhibieron el mismo efecto en la
inhibicion del crecimiento micelial, en el desarrollo de las esporas y en los cambios morfoldgicos
que provocaron en R. stolonifer, 1o que sugirid que ambos compuestos se pueden emplear para

el control de éste hongo fitopatdgeno.

La accidn del QT sobre las caracteristicas morfoldgicas (Cheah et al., 1997, Park et al.,
2008) y de la ultraestructura de diversos hongos expuestos a este polication (Palma-Guerrero et
al., 2008; Vesentini et al., 2007) asi como la accién del OQT (Xu et al., 2007) ha sido abordada
con estudios de microscopia de transmisién y/o de barrido. El dafio que se reporta abarca desde

cambios en la forma del nlcleo, condensacion de la cromatina, condensacion y vacuolizacion del
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citoplasma, fragmentaciéon e hinchamiento de algunos de los organelos membranosos, hasta
una membrana plasmatica apartada de la pared celular con algunas perturbaciones, el
engrosamiento de la pared celular (Palma-Guerrero et al., 2008; Vesentini et al., 2007; Xu et al.,
2007) y cambios en la morfologia de las esporas de R. stolonifer, principalmente en la
profundidad de las crestas que compone la ornamentacion tipica de la espora (Hernandez-
Lauzardo et al., 2008). La exploracion de los cortes de las células de R. stolonifer tratadas con
el QT durante 12 h mostro ligeros danos en la ultraestructura, un aumento de mitocondrias en
el citoplasma y la presencia de la pared celular externa con sus crestas. Algunos trabajos
reportan un aumento de la concentracién de quitina en la pared celular de los hongos expuestos
al QT, como una consecuencia del estrés toxico o como un mecanismo de proteccidon del
protoplasto (Vesentini et al 2007). El engrosamiento de la pared celular interna de R. stolonifer
puede ser una respuesta secundaria ante los defectos en la morfologia 0 como un mecanismo
de proteccién ante el stress que ocasiona la presencia del QT en la superficie celular; cabe
destacar que este hongo presenta alto contenido de quitina y quitosano en la pared celular
(Allan & Hadwiger, 1979; Ross, 1.K. 2001) lo que podria contribuir a disminuir el efecto del QT a
nivel de la ultraestructura en comparacion con otros géneros. La propuesta es que la regulacion
de la actividad de enzimas glucanoliticas y de quitinasas que estan involucradas en la
remodelacién de la pared celular durante la morfogénesis se vea afectada debido a la presencia
de los policationes en la superficie celular (Adams, 2004). Efectos similares se han observado
cuando las esporas de R. stolonifer se cultivaron en anoxia (Bussel et al., 1969), lo que podria
indicar que aunque el cultivo se mantuvo en agitacion el QT pudo haber limitado la disposicion
del oxigeno adhiriéndose a la superficie celular y la célula para contrarrestar el estrés aumento
el nimero de mitocondrias en el citoplasma con el fin de mantener los procesos metabdlicos

indispensables para la sintesis de nuevas biomoléculas y la obtencion de energia.

Efecto del quitosano y el oligoquitosano en la fisiologia

La viabilidad de las células después del tratamiento con el QT y el OQT se confirmd con
el consumo de oxigeno. Asi se descartd la permeabilizacion de la membrana celular como un
mecanismo de accion de estos policationes. La presencia de un mayor nimero de mitocondrias
en las células tratadas con el QT, trae como consecuencia un aumento en los componentes de
la cadena respiratoria mitocondrial. Por otro lado, durante los experimentos de consumo de

oxigeno de las células tratadas con el QT mostraron un aumento en la capacidad respiratoria. En
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conjunto, estos resultados sugieren que las células aumentaron su capacidad de respiracién por
la generacién de un mayor numero de mitocondrias, esto como respuesta a la situacion de
estrés por la presencia del polication en la superficie celular. Aunque no fue posible respaldar los
resultados obtenidos con el OQT mediante un estudio similar, la probabilidad de que el consumo
acelerado de oxigeno se deba a un incremento en el nimero de mitocondrias es factible e
incluso que el nimero de mitocondrias sea mayor ya que el oxigeno se agot6 aproximadamente
3 veces mas rapido en comparacion con las células tratadas con el QT y hasta 6 veces mas
rapido que las células control.

Los transportadores de aniones de la membrana interna mitocondrial que se intentaron
evidenciar corresponden a los transportadores de piruvato, de &acidos dicarboxilicos y de
aspartato- glutamato que pueden acoplarse a alguna lanzadera para ser transportardos a través
de la membrana interna o para transportar equivalentes reducidos y electrones desde el citosol
a la matriz mitocondrial y fomentar la actividad del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. En el
caso de Saccharomyces cerevisiae se ha demostrado la existencia de estas y otras lanzaderas
(Bakker et al., 2001; Palmieri et al., 2006), sin embargo, en el presente estudio al emplear
sustratos como el piruvato, el malato y el glutamato no se registré cambios en el consumo de
oxigeno. Se propusieron dos posibilidades; una, que la digitonina no solo permeabilizd la
membrana plasmatica sino también a la mitocondria o bien que las enzimas encargadas de
acoplar el transporte de estos sustratos al interior de la mitocondria no estaban presentes.
Posteriores experimentos confirmaron que la digitonina solo permeabilizd la membrana
plasmatica, entonces la ausencia de respuesta por parte de las células probablemente se deba a
la falta de las enzimas. Otros sustratos probados en las células permeabilizadas fueron el
succinato y el glicerol 3-fosfato. Un ligero consumo de oxigeno indicd que las mitocondrias
podian transportar el succinato al interior y acoplarlo al ciclo de Krebs por medio del complejo II
y a la cadena respiratoria, y por otro lado, que la mitocondria posee la lanzadera glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa que oxida de manera indirecta al NADH del citosol y transfiere los
electrones a la cadena respiratoria. Aunque el nimero de mitocondrias fue mayor en las células
tratadas con el QT durante 6 h, el consumo de oxigeno no fue mayor al emplear estos sustratos
exogenos, lo que al integrarlo con la baja obtenciéon de biomasa en estas condiciones indicé que
la biosintesis de biomoléculas para el crecimiento masivo del hongo esta suprimida y que solo
las vias metabdlicas necesarias para mantenerlo viable permanecen activas. En las células

tratadas con los policationes durante 12 h, el consumo de oxigeno al emplear el succinato y el
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glicerol 3-fosfato fue ligeramente mayor (dato no mostrado), indicativo del aumento de
mitocondrias y por lo tanto de un aumento en la concentracién del transportador y la lanzadera,

respectivamente, ya que la biomasa no se incremento.

En S. cerevisiae (Overkamp et al., 2000; de Vries & Marres, 1987), Neurospora crassa
(Duarte et al., 2003; Viderira & Duarte, 2002) entre otros hongos y levaduras ademas de las
plantas (Melo et al., 1996) se ha demostrado la existencia de una proteina con actividad de
NADH:ubiquinona oxidorreductasas que se ubica tanto al exterior como al interior de la matriz
mitocondrial y que oxida el NADH producido en el citosol y el NADH intramitocondrial para
acoplarlo a la cadena respiratoria (Pardo et al., 2001a; Kerscher, 2000). En R. stolonifer no hay
reportes sobre la presencia de NADH deshidrogenasas alternas en la membrana de la matriz
mitocondrial pero el NADH exdgeno fue utilizado por las células permeabilizadas y se confirmo
que se tratd de una NADH deshidrogenasa externa por el comportamiento con los inhibidores. El
consumo de oxigeno para las células control y las células tratadas con los policationes es similar,
lo que al menos sugiere que la actividad de la NADH deshidrogenasa externa no se afectd por
efecto de la presencia de los policationes.

Para evidenciar la presencia del complejo III y el complejo IV se realizod inhibiendo con la
antimicina A y con el cianuro, respectivamente. Las células de R. stolonifer mostraron resistencia
al cianuro, fendmeno observado en otros hongos filamentosos, en las levaduras, excepto en S.
cerevisiae, y en las plantas principalmente. La resistencia al cianuro en estos organismos se
debe a la presencia de una oxidasa alterna en la membrana interna mitocondrial que transfiere
los electrones directamente al oxigeno sin tener que pasar por el complejo III y IV (Veiga et al
2003). En Ustilago maydis se ha reportado la presencia de una oxidasa alterna insensible al
cianuro pero sensible al r+octil galato que transfiriere los electrones directamente al oxigeno
(Judrez et al., 2006). En las células de R. stolonifer |a adicién de n-octil galato no causd ningun
cambio en el consumo de oxigeno ademas el alineamiento del gen de la oxidasa alterna de U.
maydis con el genoma de R. orizae no arrogd ningun dato lo que indicd que el complejo IV es
resistente al cianuro. Esta particularidad del complejo IV de la cadena respiratoria de R.
stolonifer es interesante ya que pocos organismos resisten la inhibicién por cianuro al menos
que posean la oxidasa alterna. En U. maydis con 1 mM KCN la inhibicidon del consumo de

oxigeno fue del 80% vy la respiracion residual fue sensible a roctil galato (Juarez et al., 2004),
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mientras que R. stolonifer con 1 mM aun quedo respiracion residual y no mostrd sensibilidad al

noctil galato.

La actividad de NADH deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa no se afecté en las
mitocondrias de células tratadas con el QT, por lo que su contribucidn al consumo acelerado de
oxigeno es igual que en las mitocondrias control. Por otro lado, la actividad de citocromo ¢
oxidasa fue del doble en las mitocondrias de células tratadas con el polication y debido a que es
una de las entradas de protones y electrones para la matriz mitocondria ademas de ser la
enzima encarga de entregar los electrones al oxigeno, su aportacion sobre la velocidad en la
que se reduce el oxigeno es crucial. La actividad de hidrdlisis de ATP por la ATP-sintetasa de las
mitocondrias de las células tratadas con el polication fue mayor. Partiendo de que la actividad
de esta enzima /n vivo es la sintesis de ATP, moneda energética de la célula, y tomando en
cuenta que la biomasa no incrementa en las células con tratamiento, se deduce que el consumo
de oxigeno esta desacoplado de la sintesis de ATP, por el hecho de que no se esta empleando
para la sintesis de biomoléculas necesarias para la prolongacion de la hifa o bien que el ATP que
se esta generando sea empleado en la sintesis de la pared celular para mantener a la célula

viable y mantener la integridad de la célula.

Los complejos y los supercomplejos de la cadena respiratoria

A la fecha, no hay ninguin estudio sobre los componentes de la cadena respiratoria de R.
stolonifer, hongo de importancia agricola que ocasiona la pudricién blanda de los frutos
carnosos (Agrios, 2001). La cadena respiratoria de este hongo mostré la presencia de los cuatro
componentes clasicos, los complejos I al IV mas la ATP-sintetasa, que se evidenciaron por la
actividad enzimatica, el consumo de oxigeno y/o la actividad en los geles nativos. También se
puso en evidencia la lanzadera de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa y al menos un elemento
alternativo, la NADH deshidrogenasa alterna. Una actividad respiratoria residual permanecio
después de que la via clasica de oxidacion del quinol se inhibiera con antimicina A o cianuro. La
actividad respiratoria residual con antimicina A puede atribuirse a la presencia de otros
citocromos que pudieron transportar los electrones con distinta afinidad al oxigeno. La presencia
de una oxidasa alterna responsable de la falta de inhibicidon por cianuro quedo descartada

debido al comportamiento con el inhibidor r-octil galato y la ausencia del gen en el genoma de
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R. orizae, por tanto, es posible que la citocromo ¢ oxidasa de este hongo es particularmente

resistente al cianuro.

Dos actividades de NADH deshidrogenasa se detectaron en las mitocondrias de R.
stolonifer. a) una sensible a flavona, lo que sugirid que su sitio activo se localizaba hacia el
citosol y que funciona como una NADH deshidrogenasa externa, y b) el complejo I clasico,
indicado por la posicion de la actividad en los geles nativos y la presencia de la subunidad de 75
kDa en los geles de segunda dimensidn. La razon bioldgica de la coexistencia de ambas NADH
deshidrogenasas no esta del todo entendido y un caso aun mas excepcional es el de la
mitocondria de S. cerevisiae donde el complejo I no existe y la oxidacién del NADH la realizan
una NADH deshidrogenasas interna y dos externas (Joseph-Horne et al., 2001). Sin embargo, en
el hongo filamentoso N. crassa también se ha reportado una NADH deshidrogenasa interna y
una externa ademas del complejo I (Viderira & Duarte, 2002). En mitocondrias de plantas se
han identificado dos NADH internas y externas y el complejo I (Rasmusson et al., 2004). Una
propuesta para explicar el papel fisioldgico de las NADH deshidrogenasas insensibles a la
rotenona es oxidar el NADH en exceso del citosol o de la matriz mitocondrial, en condiciones
donde la concentracion de NAD" reducido (NADH) es alta pero la necesidad de energia (ATP) es
poca. Esta hipdtesis incluye que la actividad de a NADH deshidrogenasa alterna puede
compensar defectos del complejo I (Melo et al., 1996; Videira & Duarte, 2002). Otro reporte
argumenta que las NADH deshidrogenasas estan involucradas con el metabolismo celular,
principalmente porque el transporte de equivalentes reducidos en las levaduras y en las células
de mamiferos se realiza por diferentes lanzaderas en estos sistemas (Juarez et al., 2004;
Kerscher, 2000). Las células de mamiferos poseen la lanzadera malato-aspartato y las levaduras
en su lugar poseen la lanzadera de acetaldehido-etanol, malato-oxaloacetato y la NADH
deshidrogenasa externa (Bakker et al., 2001), sin embargo, existe poca informacién de la
presencia de lanzaderas en otros hongos. La importancia del complejo I en la cadena
respiratoria mitocondrial es debido a que representa un sitio de regulacion donde se refleja la
demanda de energia en la célula (Videira, 1998), por lo que como en el resto de los eucariote,

los hongos filamentosos mantienen este complejo intacto.

La actividad de NADH deshidrogenasa y la del complejo IV en los geles nativos se observé en la
parte superior del gel en un intervalo de 1000 a 1870 kDa, lo que fue indicativo de la presencia

de supercomplejos. Los supercomplejos se han descrito tanto para las mitocondrias de células
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de mamiferos como para las mitocondrias de hongos y bacterias (Schagger & Pfeiffer, 2000). La
relacion estequiométrica que adoptan los complejos para formar los supercomplejos se obtiene
de los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial que se encuentra en diferente
concentracién (nmoles'mg™ de proteina) en la membrana interna mitocondrial: el complejo I,
0.06-0.013; el complejo II, 0.19; el complejo III, 0.25-0.53; el complejo IV, 0.6-1; la ATP-
sintetasa, 0.52-0.54; la ubiquinona, 6-8 y la citocromo c oxidasa, 0.8-1.02. Asi el componente
mas abundante es la citocromo coxidasa que se encuentra en una relacion de 8 a 10 veces mas
que el complejo I, 3 a 5 veces mas que el complejo II, y 2 veces mas que el complejo III
(Vazquez & Tuena, 2002). Las principales interacciones que se dan entre los complejos son, el
monomero del complejo I con el dimero del complejo III (I,II1,), el monémero del complejo I
con n mondmeros del complejo IV (1,V,), el dimero del complejo III con n mondémeros del
complejo 1V (IIL,V,), el monémero I con el dimero del complejo III y n mondmeros del complejo
IV (LIILV,) (Schagger & Pfeiffer, 2000; 2001). Una de las razones fisioldgica de estas
interacciones esta relacionada con la estabilizacion del complejo I (Stroh et al.,, 2004). El
complejo I de los mamiferos estd formado por el ensamble de 46 diferentes proteinas,
incluyendo las siete proteinas que se codifican en el DNA mitocondrial que en conjunto da una
masa aproximada de 1000 kDa (Carrol et al., 2003 & 2006; Schulte 2001), por ejemplo el
complejo I de N. crassa lo conforman al menos 39 subunidades (Viderira, 1998). Una propuesta
mas reciente es que la organizacion en supercomplejos facilita la transferencia de los electrones
hacia el oxigeno (Genova et al., 2008). La estequiometria tedrica de los supercomplejos de R.

stolonifer reveld interacciones similares a las ya reportadas.
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VIII. - CONCLUSIONES

El efecto de ambos compuestos a la concentracion de 2 mg/mL fue la que mostré mayor
inhibicién del crecimiento micelial, mientras que el proceso de germinacion se afecté de manera

similar tanto a la concentracién de 1y 2 mg/mL.

El efecto del quitosano en la ultraestructura de las esporas germinadas mostro
engrosamiento de la pared celular, retraccion de la membrana plasmatica e incremento en el

numero de mitocondrias por célula.

El incrementd en el consumo de oxigeno en las células tratadas con el quitosano esta
relacionado con el aumento en el nimero de mitocondrias y por tanto, de los componentes

respiratorios.

La cadena respiratoria de R. stolonifer presenta los complejos respiratorios clasicos ademas de
la NADH deshidrogenasa alterna y la lanzadera glicerol 3-fosfato deshidrogenasa ademas de la
formacion de los supercomplejos y no se afectaron por la presencia del quitosano.

La actividad de la isocitrato deshidrogenasa, el complejo IV y la ATP-sintetasa se

incrementaron en las células cultivas con el quitosano.
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