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Resumen

Al comparar la respiracion y fermentacion de Debaryomyces hansenii con las de
Saccharomyces cerevisine, se encontrd que el consumo de glucosa, fermentacidn vy
respiracion son menores en 0. hansenii, Los niveles de los intermedianos glucoliticos vy
actividades enzimdticas indican que el paso limitante estd dado por la actividad de la
fosfofructocinasa (ATP: D-fructosa-6-fosfato | -fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.11) (Sanchez et
al., 2006). Esta enzima representa un punto clave en la via glucolitica v cataliza la
transferencia imeversible del fosfato terminal del ATP al grupo hidroxilo del carbono | de

la fructosa-6-fosfato para producir fructosa- 1,6-bisfosfato,

Su actividad se regula en forma positiva o negativa. Los mecanismos involucrados en esta
regulacion incluven cambios conformacionales, asociacion de subumidades, ionizacion de
los restduos de aminodcidos v modificaciones postraduccionales. Estas caracterislicas
moleculares, asi como la regulacion por varios mecanismos y moléculas efectoras,

dependen del origen de la enzima,

Se encontraron dos genes en [ hansenii que codifican para la subunidad alfa y beta de la

PFK. Se observo que ambos genes se expresan en diferentes condiciones experimentales.

El alincamiento multiple entre las secuencias de aminoacidos de lus subunidades alla y beta
de la PFK de diferentes ascomicetos mostrd que los dominios cataliticos y alostéricos estan

conscrvados en la estructura primaria de las proteinas de £, hansemii.

La actividad de esta enzima se midid en extractos celulares v exhibio caracteristicas
cinéticas atipicas. Se inhibié por citrato y no por Mg™ -ATP, cuyo efecto generd una curva
hiperbolica. Los metabolitos fructosa-2,6-bisfosfato v AMP actuaron como moduladores

alostéricos positivos de la PFK de D hansenii



http:2.7.1.11

“When a thing is new, people say *It is not true’.
Later, when the true becomes obvious people said
*Any way, it is not important”, and when the
importance could not be denied, people said "Any
way, 1l 15 not new’™.”

William James.

Introduccion

Los primeros aspectos de la bioguimica fueron estudiados previamente al siglo XX,
usualmente como resultado de la atencion de problemas enfocados en la medicina o la

agricultura.

Un ejemplo particular son los estudios del francés Antoine Lavoisier, padre de la quimica
moderna, sobre la respiracion en el periodo de 1779-1784. Lavoisier concluyd que la
respiracion no es mas que una combustion lenta del carbdn y el hidrdgeno, similar a la que
ocurre en una limpara de gas o en un candelabro, y desde este punto de vista, los animales
que respiran son verdaderos cuerpos de combustion que se queman y consumen a si

MISmos,

Estos descubrimientos imiciaron extensas investigaciones en el campo de la energia
metabdlica, v como resultado, se establecieron los valores calorimétricos por gramo de

carbohidratos, lipidos y proteinas a principio del siglo XIX.

Durante ¢l mismo periodo, ¢l proceso de la fermentacion fue reconocido por ¢l zoologo
Theodor Schwann como de origen bioldgico. Schwann describio a las levaduras como
“plantas” capaces de convertir ¢l azicar en aleohol y diéxido de carbono. Muchos de los
destacados quimicos de ese momento, incluyendo a Berzelius, Wohler v Lichig,
consideraban a las levaduras como seres sin vida y que la fermentacion era solo causada
por ¢l oxigeno, En un ataque desafortunado a los descubnmientos clasicos de Schwann,
Liebig y Wohler intentaron nidiculizarlo suginendo que las levaduras “tenian una nariz
succionadora por donde devoraban el azucar y que un rio de alcohol fluia por su ano al
mismo tiempo gue ¢l dioxido de carbono burbujcaba por sus enormes drganos genitales”™

{Mahler ef al., 1961).
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Las investigaciones sobre la fermentacion las continuaron algunos cientificos importantes,
entre ellos el padre de la microbiologia, Louis Pasteur, quien identificd diferentes
organismos que llevaban a cabo vanos tipos de fermentaciones, en las que destacan fa
alcohélica y la butirica, esta Gltima causada por organismos que crecen en ausencia de
oxigeno, De esta manera Pasteur introdujo los conceplos de organismos acrobios y

anacrobios, y sus fermentaciones asociadas.

Inicialmente, la incapacidad de reproducir la mayoria de las reacciones bioguimicas en el
laboratonio llevo a pensar a los investigadores de esa época, como Pasteur, que los sistemas
vivos estaban dotados de una “fuerza vital”, inseparable de la estructura de las células
vivas, que les permitia evadir las leyes de la naturaleza que gobemaban a la materia
imammada. Sin embargo, otros investigadores, como Justus von Liebig, argumentaban que
los procesos biologicos eran causados por la accion de substancias que se conocian como

“fermentos™,

Posteriormente, los experimentos del alemin Edusrd Buchner en 1897, cambiaron esta
manera de pensar ya que mostro que el aztcar no solo puede ser convertido en etanol por
las levaduras, sino también por extractos celulares libres de ellas. También mostro que
ademés de la fermentacion, la respiracion, la sintesis de substancias proleicas, prasas,
carbohidratos vy muchas otras reacciones similares que caracterizan a las células vivas,
pueden realizarse en el tubo de ensaye sin su cooperacidon, bajo las mismas leyes y

principios de procesos quimicos ordinarios,

Esta observacion de la fermemtacion en extractos celulares permitio la subsecuente
wentificacion de las reacciones individuales que participan en los procesos generales vy la
caracterizacion de las enzimas que catalizan cada una de estas reacciones en laboratorios
como los de Harden, Krebs, Embden vy Meyermhof, por mencionar algunoes. De esta manera
el vitalismo fue perdiende poder y surgid una nueva era, en la que se trata de dar

explicaciones fisico-guimicas a lo que conocemos como vida,

Ademas, las contribuciones de James Summer, padre de la enzimologia, estimularon un
gran interés por la estructura y propiedades bioguimicas de las proteinas al descubrir en

1926 que los biocatalizadores, las enzimas, eran protcinas; al enistalizar la ureasa del frijol.
I



Por ultimo, en este periodo Haldane escnbio el tratado Enzymes, donde sugirio que las
mteracciones mediante enlaces debiles entre las enzimas vy sus substratos podrian ser la
base para catalizar la reaccion. Muchas de estas entidades fueron aisladas, punficadas y sus

reacciones asociadas fueron estudiadas cinéticamente.

Una de las principales conclusiones derivadas de los trabajos de esta época es ¢l de la
unidad bdsica de la bioquimica. Aunque cada especie exhiba caracteristicas bioquimicas
individuales, estas poscen asombrosas similitudes, en la manera de que, diferentes formas

de vida logran hacer tareas intimamente relacionadas de diversas maneras.
Enzimas

El nombre de cnzima (del gricge en: dentro de + zymos: levadura) fue acufiado por
Frederick W. Kithnen en 1878 para enfatizar que habia algo ahi dentro de las levaduras que

catalizaba las reacciones de fermentacion,

Las enwimas presentan propiedades imporlantes, entre las que destacan: incrementar la
velocidad de una reaccion de 10" a 10" veces en comparacion a la no catalizada, disminuir
la energia de activacién necesaria para que un sustrato se transforme en un producto, no
muodificar ¢l equilibrio de la reaccidn, regular su actividad en respuesta a la concentracion
de moléculas o de modificaciones en su estructura, presentar alta especificidad para un
sustrato en particular ¥ una alta selectividad en la formacion de un producto (Voet ef al.,

2006,

Con la excepeion de un grupo pequedio de moléculas cataliticas de ARN, todas las enzimas
son proteinas. Su actividad catalitica depende de la integridad de su conformacion nativa,
esto e5, si una ¢nzima se desnaturaliza o disocia en las subunidades que la comprenden,
suele perder su actividad. Mientras que si se hidroliza en los aminodcidos que la

constituven, su actividad catalitica se destruye totalmente.

Las enzimas, como otras proteinas, henen pesos moleculares que oscilan entre los 12,000 a
mis de | millon de daltones. Unas requieren de componentes quimicos adicionales

< 3 ot T L .
llamados cofactores, entre los que destacan los iones inorganicos como el Fe™ ', Mg~ , Zn”;
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o de moléculas organicas denominadas coenzima, Algunas enzimas requicren de ambos,

una coenZima y de uno o vanos wnes metdlicos para gpercer su actividad.

A las coenzimas o 1ones metalicos que estin fuertemente unidos a las en@imas se les llama
grupos prostéticos, mientras que, estructuralmente se denomina holoenzima a la enzima que
ticne unida a sus coenzimas o 1ones metialicos y apoenzima o apoproleina solo a la pane

proteica.

Algunas enzimas son modificadas covalentemente por fosforilacion, glucosilacion y otros
procesos que estan involucrados en la regulacion de la actividad catalitica (Nelson er af.,

2005).
Termodinamica

Todos los procesos que ocurren en el universo, incluyendo a los que ocurren dentro de los
organismos vivos, estan sujetos a una sene de leyes que sorprendentemente de ninguna

forma pueden ser violadas, estas son las leyes de la termodinamica.

La termodinamica ¢s la rama de la ciencia que cstudia a la energia v sus transformaciones;
tambieén define lo que puede o no pasar espontineamente. En la tennodinamica se define a
un sistema como una parte del umiverso que s de estudio o nterds: por ejemplo, una
reaccion o un organismo, y el resto del universo se conoce como los alrededores. Del
mismo modo se conoce a los procesos o reacciones espontineas como aguellos que ocurren
sin la necesidad de introducir energia adicional al sistema. Estas reacciones por si solas
liberan energia a medida gue van llegando al equilibrio v tedricamente, la energia generada
puede ser aprovechada para hacer trabajo. Aunque en todas las reacciones espontancas la
energia libre s¢ conserva, algo se pierde; este algo es la capacidad o potencial de hacer mas

trabajo (Segel 1976).
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Las leyes de la termodinamica

La pnmera ley de la termodinanmica establece que la energia (U) no puede ser creada mi
destruida y que en un proceso dado, una forma de energia puede ser convertida en otra,

pero la energia del sistema mas la energia de los alrededores permancce constante.

La sepunda ley de la termodinamica establece que todos los procesos que ocumen de forma
natural avanzan en una direccidn que lleva a un incremento ¢n la entropla , el cual esta muy
cerca del equilibrio. Por ejemplo, las grandes piramides de Egipto algin dia se convertirin
en granos de arena, pero los granos de arena nunca espontdneamente se ensamblardn para

formar una nueva piramide.

Una afirmacidon mas completa de la segunda ley de la termodinamica toma en cuenta la
unidireccionalidad de los procesos espontineos, la caida de la energia libre e introduce el
conceplo de entropia. La entropia (S), que constantemente aumenta en el universo, es una
medida de la aleatoriedad o desorden en un sistema. Un sistema mas desordenado, aleatorio
0 cadtico presenta una mayor entropia, mientras que, €5 menor €n un sistema mas
organizado, ordenado o altamente estructurado. Un incremento en la entropia representa
una pérdida en la organizacion, v por lo tanto una pérdida en el potencial para hacer trabajo.
De este modo, sélo la energia no aleatoria u organizada es otil para hacer trabajo, por
ejemplo el calor es el reflejo del movimiento molecular aleatorio, mientras que el trabajo se

asocia con movimiento organizado.

La tercera ley de la termodinamica establece que a la temperatura del cero absoluto (0 YK},
donde todo movimiento aleatorio cesa, la entropia de un cristal perfecto de cada substancia

£s coro;, osto os, todos los dtomos estan altamente ordenados (Segel 1976).
Los seres vivos y la termodinamica

51 la direccion espontinea del orden ¢s cuesta abajo, surge la siguiente pregunta: jeomo
podemos explicar la biosintesis de complejos, macromoléeulas altamente organizadas o la

existencia de células vivas?



Debido a que ninguna de las leyes de la termodinamica ha sido vielada, de igual forma que
no 3¢ viold ninguna ley para construir las piramides de los granos de arena, la tendencia
natural de la matena y la energia en un sistema dado para r cucsta abajo puede
contrarrestarse introduciendo energia al sistema; esto es, aplicando trabajo en el sistema, La
energia total, estos es, la energia del sistema mas la energia de los alrededores, permanece
constante. Pero la entropia total, aguella del sistema mas la de sus alrededores, aumenta.
Por otra parte, la entropia de solo el sistema que recibe la energia puede incrementar, bajar,

O permanecer constante,

En general, las células toman la materia prima con un alto grado de entropia del ambiente v
ordenan estos materiales con un grade menor de entropia a expensas del ambiente, logrando
asi suministros de energia quimica con estados de entropia bajos que puede aprovechar en
el anabolismo de moléculas necesarias para mantenerla con vida (Voet e al., 2006; Segel

1976),
La termodinamica en el metabolismo

Los principios termodindmicos subyacentes a la interconversion de la energia ( ler. ley), y
a la direccionalidad de las reacciones (2da. ley) son muy imporantes para entender las
bases del metabolismo y su control. De hecho, las rutas metabdlicas son ejemplos de
sistemas termodindmicos abiertos, que se caracterizan por un constante intercambio de

materia y energia con sus alrededores.

Tres tipos de reacciones juegan un papel muy importante en una via metabalica, no sdlo
para mantener el estado estacionario, sino también permitiendo ¢l cambio de flujo de un
estado estacionario a otro. Estas reacciones son: cercanas al equilibrio (near-equilibvinm),
fuera del equilibrio (mon-equilibrium), v generadoras de Dujo (fux-generating), siendo las
ultimas un caso especial de las reacciones fuera del equilibrio (Nelson ¢f al., 2005; Voet ef

ard,, 2006),

Las reacciones fuera del equilibrio en ruta metabolicn en gencral se asocian con enzimas

que tienen baja actividad en comparacion con las actividades de otras enzimas de la via. A
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la inversa, una reaccion es considerada cercana al equilibrio si su actividad catalitica es

grande en relacion con la actividad de otras enzimas en la via.

La relevancia metabolica para las reacciones cercanas al equilibrio, en las que las
concentracioncs de sustratos y productos son similares a los valores de las concentraciones
en el equilibrio (el AG es cercano a 0), consiste en permitir €l cambio de sentido en una ruta
metabdlica de manera mas facil, mientras que para las reacciones fuera del equilibrio, en las
que las concentraciones de productos y sustratos son mucho menores que los valores de las
constantes de equilibrio (el AG es grande v negativo), es proveer direccionalidad en una
ruta metabolica, La mayor ventaja de las reacciones fuera del equilibrio en el control
metabolico es que ¢l Mujo a través de ellas puede ser controlado por factores alosténcos que
pueden pertenecer o no a la via; debido a esto son consideradas como sitios clave de

retroalimentacion en una ruta metabolica (Scegel 1976).

Entonces una via metabolica no es solo una serie de reacciones interconectadas, sino que

posce una estructura termodinamica y cinética importante,
Glucolisis

En la glucolisis (del Griego glykox: dulce + Hwiv: degradacion) una molécula de glucosa es
degradada en una scrie de diez reacciones enzimdticas para formar dos moléculas de tres
carbonos. A lo largo de este proceso algo de la energia liberada por la degradacion de la

glucosa se conserva en forma de ATP v NADH (Figura | v 13).

Glucosa + 2 NAD™ + 2 ADP + 2 Pi— 2 Piruvato + 2 NADH + 2H" + 2 ATP + 2 H,0

Figura 1. Reaccion simplificada de la via glucoliticn.

Esta via fue completamente desernta en levaduras por Otto Warbug v Euler-Chelpin, v en el
musculo por Gustav Embden, Otto Meyermnhof v Jacob Pamas en 1940, La glucdlisis es la
via central del catabolismo de la glucosa y la ruta metabolica con ¢l mayor flujo de

moléculas de carbono en la mayoria de las oflulas. Jucga un papel muy importante en ¢l
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metabolismo energético de los orgamsmos vivos demdo a que provee una porcion
significante de la energia libre utilizada y preparara a la glucosa y otros compuestos que

entran en diferentes puntos de la via para futuras degradaciones oxidativas,

Todas las enzimas glucoliticas estan localizadas en ¢l citoplasma, se pueden asociar entre

cllas y/o con otras estructuras celulares donde la demanda de energia es elevada,

La glucolisis se puede dividir en dos fases: En la pnmera fase o fase de inversion, detndo a
que se consumen dos moléculas de ATP, la glucosa es fosforilada en el carbono 6 y
degradada en 4 pasos enzimdticos a gliceraldehido-3-fosfato v dihidroxiacetona fosfato,
sicndo esta dltima ceto-azdcar convertido en otra molécula de gliceraldehido-3-fosfato con
ayuda de la triosa fosfato isomerasa. En la fase de ganancia o segunda fase, las dos
moléculas de gliceraldehido-3-fosfato formadas son convertidas a dos moléculas de
piruvato, junto con la generacion de 4 moléculas de ATP v 2 de NADH en cinco reacciones

subsecucnies,
Control glucolitico

Bajo condiciones del estadio estacionario la glucdlisis opera continuamente dentro de las
células, aungue el flujo glucolitico puede cambiar dependiendo de las necesidades
energéticas. Solo tres de las diez reacciones de la glucdlisis operan fuera del equilibrio.
Estas son catalizadas por la hexocinasa, la fosfofructocinasa y la piruvato cinasa. Entre sus
funciones estd ¢l proveer direccionalidad a la via. Estas tres reacciones son candidatas para
puntos de control en el flujo glucolitico. Dependiendo del tipo de célula, la regulacidn por
diferentes  moléculas  efectoras sobre la actividad catalitiea de la  hexocinasa,
fosfofructocinasa y piruvato cinasa puede variar. Las siete reacciones restantes operan
cercanas al equilibrio v son muy sensibles a cambios en la concentracion de mtermedianos

glucoliticos, lo que permite ¢l cambio de sentido de la via de una manera mas ripida y facil.



Fosfofructocinasa

La fosfofructocinasa (ATP: D-fructosa-6-fosfato I-fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.11)
representa un punto clave en la via glucolitica, Cataliza la transterencia immeversible del
fosfato ¥ terminal del complejo Mg™ -ATP al grupo hidroxilo (OH) del carbono | de la
fructosa-6-fosfato, para producir fructosa-1,6-bisfosfate (Figura 4) (Kemp 1975; Hofmann
1976). Esta enzima también pucde utilizar la D-Tagatosa-6-fosfato v la Sedoheptulosa-7-
fosfato como aceptores del grupo fosfato, y al UTP, CTP ¢ ITP como denadores del grupo
fosfato, Es ademds el pnmer paso comprometide en la glucdlisis va que la glucosa 6-
fosfato vy la fructosa-6-fosfato tienen otros posibles destinos pero la fructosa- 1,6-bisfosfato

solo entra a esta via,

Su actividad es regulada por una complicada seric de mecanismos en forma positiva

(activandola) o negativa (inhibiéndola) (Kee ef al., 1972; Hofmann ¢f al., 1982).

La aparente gran variedad de mecamismos involucrados en esta regulacion incluyen
cambios conformacionales (ocasionados por activadores o inhibidores), asociacion de
subunidades, ionizacion de residuos de aminodcidos (pH) (Aaronson e af., 1972;
Hesterberg er af., 1982; Challotte ef al., 1984) y modificaciones postraduccionales (Ej.
fosforilacion) (Uyeda e of., 1978; Kitajima ¢r of, 1983, Luther e ol 1986). Estas
caracteristicas moleculares, asi como la regulacion por varios mecanismos y moléculas
efectoras dependen del origen de la enzima (Kotlarz er of., 1981, Bir ¢f al, 1997,

Paricharttanaku er af., 2005).

Algunas bacterias, protistas v probablemente la mayoria de las plantas tienen una
fosfofructocinasa que usa el sustrato pirofosfato (PPI) v no el complejo Mg™ -ATP, como

donador de fosfatos en la sintesis de fructosa-1 6-bisfosfato (MNelson er af., 2005).

La forma activa de la enzima difiere entre organismos, hay reportes que se sugicren que las
PFKs de los mamiferos v de organismos procariontes como £ coli o Baciflus
stearothermaphiluy son tetraméricas, constituidas de cuatro subunidades idénticas, con

pesos moleculares de alrededor de 150 K Da para los procanontes (Blangy 1968, Hudson ¢f
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al., 1979) y de 300 a 500 K Da para los mamiferos (Mansour ef al., 1966, Kono of al.,
1974; Trujillo er af., 1977).

Por otro lado, la PFK de 8 cerevisioe, como |la de los eritrocitos humanos estd constituida
por dos diferentes lipos de subumidades, la alfa y la beta (Tamaki ef af., 1975; Karadsheh e
al., 1977), que difieren en su movilidad electroforética, propiedades inmunoldgicas,
composicion de aminoacidos y propiedades funcionales (Hermman ef al, 1975;
Kopperschlager ef al., 1977; Tijane er al., 1982), En contraste con otras PFES, la enzima de
8. cereviviae y algunas otras levaduras como K lactis no es un letrémero, sino que ticne
una estructura oclameénca compuesta de cuatro subumdades alta y cuatro subumidades beta,
codificadas por los genes PFK1 y PFK2, respectivamente (Kopperschliger er af., 1976;
Hemmisch 1986), Debe mencionarse gue la nomenclatura de las subumidades de la PFK de §

cereviviae estd invertida en los trabajos de Lobo v Maitra (Lobo ef al., 1982).

Las cepas de 8 cerevisioe que tengan eliminado uno de los genes que codifican para la
PFK aln fermentan glucosa y son capaces de crecer en esta fuente de carbono, mientras que
las cepas que carecen de ambos genes (pfkf/pfk2) son glucosa negativas (Lobo ef af., 1982;
Rodicio er alf,, 2000).

Los andlisis bioguimicos indican que la subunidad beta contiene sitios de union para el
substrato fructosa-6-fosfato y por lo tanto confieren a la enzima la actividad catalitica,
mientras que la subunidad alfa confiere la capacidad regulatoria (Ej. inhibicion por ATP)
(Tijame e el 1980; Lobo ef ol 1982), Por otro lado, diferentes estudios senalan que ambas
subunidades tienen un sitio de unidn para fructosa-6-fostalo y dos sitios de union para ATP.
Uno de estos lugares de union para el ATP parece estar relacionado con el sitio activo de la

enzima y el otro con ¢l sitio alosténco (inhibitonio) (Nissler ¢r al,, 1977, Arvamtidis 1994).

Las propiedades cinéticas de la PFK de & cerevisiae dependen de una amplia variedad de
metabolitos; el ATP actda como sustrato ¢ inhibidor alosténco, mientras que el AMP v la
fructosa-2.6-bisfostato revierten esta inlibicion (Mavis er ol 1970; Hers er af., |942). Esta
compleja regulacion puede ser suprimida por una mutacion puntual en cada una de las

subumdades (Rodicio er af., 200600},
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Debaryomyces hansenii

Deharvonivees (Torwluspora) horsendi s una levadura, eunhaling cro-osmo tolerante,
capaz de acumular ¥ tolerar alias concentraciones de Ma cuando es incubada o crecida en
presencia de este won (Prista ef of., 1997). A diferencia de 5 cerevisioe, cuyo erecimiento sc
limita a medios de cultivo que conticnen menos de 1.7 M de NaCl, D. hansenii puede
crecer ¢n prosencia de NaCl 4 M (Ratledge er af., 1990). Puede metabolizar dcido lachco y
citreo, debido a esta propiedad se utiliza en la industna para la elaboracidn de quesos y
embutidos (Rankine 1964). Ademads, es la especie de levadura mas comun encontrada en

salmueras v ahmentos en descomposicidn (Adler 1986, Flect 19940, Larsson ¢f af., 19590},

Su forma ¢s esférica o corta elipsoidal (Figura 2). La mayoria de las cepas de 0. hansenii
parecen ser haploides, reproduciéndose de forma vegetativa por gemacion multilateral. La
reproduccion  sexual se da con baje frecuencis por conjugacion isogamética o
I1rrrmg:'.|mfr|¢;n_ en la cual sc conjugan la celula madre con la hija o dos células con
diferente forma o tamafio, respectivamente. Esta umion forma un diploide transitorio
scguido de una division meidtica y la aparicién de una 2 cuatro ascosporas. (Kreger-van Rij

M) er al., 1%73)

Figura 1, Micrografia dptica de Debgrpomyces hanseni visia a un sumenio de 40x.
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La capacidad de D. hansenii de sintetizar, acumular y almacenar grandes cantidades de
lipidos permite clasificarla en un grupo de microorganismos denominados oleaginosos. Se
ha propuesto una definicion bioguimica de microorganismos oleaginosos para levaduras,
hongos filamentosos y algas eucanontes en la que se destaca la presencia de la citrato liasa
(E.C. 2.3.3.8). Esta enzima genera en el citoplasma acetil-CoA, substrato clave en la

biosintesis de dcidos grasos, a partir de citrato (Ratledge 2002).

De acuerdo con la présenle taxonomia, s¢ distinguen dos vanedades de [ hansenii con
diferentes propiedades, D hansenii var fabryi y D. hansenii var hansenii, siendo la primera

la menos comun y poco caractenzada (Petersen er al., 2004 ).

D). hansenii es una de las 14 especies de levadura diferentes a S. cerevisiae que conforman
el proyecto Génolevures (Genomic Exploration Of The Hemiascomycetous Yeast) Su
genoma estd completamente secuenciado, tiene un tamafo total de 12.2 Mb, sin contar el
ADN mitocondnal, y estd compuesto de 7 cromosomas {A-G) que oscilan entre 1.25 y 2.33
Mb. Entre las levaduras, D. hansenii parcce poseer la mayor capacidad codificadora, con
una cantidad de 6906 secuencias codificantes (CDS), lo que representa el 79.2% de su
genoma. Filogenéticamente esté mds emparentada con levaduras de los géneros Candida
sp. ¥ Pichia sp. (Figura 3). Esta levadura, como otras especies relacionadas (Ej. Candida
albicans), presenta un codigo génico no candomico, en el cual los codones CTG son

codificados como sennas en lugar de leucinas (1; Ohama er al., 1993).
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Justificacion

0 hansenii presenta menor consumo de glucosa, fermentacidn y respiracidn  en

comparacion a lo que ocurre en 8. cerevisiae.

Los niveles de los intermedianos glucoliticos después de agregar glucosa vy las actividades
enzimiticas de los componentes de esta via indican que al menos uno de los pasos
limitames en . hansenii estd dado por la actividad de la fosfofructocinasa (Sanchez er al,
2006).

Ademads, la presencia de sales durante el crecimiento de 0. hansenii resulla en un

incremento en la produccidn de etanol (Calahorra ef ol , 2000).

Dada la relativa lejania taxondmica entre [} hansenii v 8 cerevisiae, consideramos

imporante profundizar sobre las caractenisticas de regulacion de la PFK por su papel

limitante en la glucdlisis.



Objetivo General

Caracterizar la regulacion de la fosfofructocinasa de 2. hansenii.

Objetivos Particulares

Identificar los genes que codifican para la fosfofructocinasa de [ hansenii en la

base de dalos.

Determinar el comportamiento cinético de esta enzima cn extractos cclulares de
levaduras crecidas en medios con distintas concentraciones de sal y ver su

dependencia a diferentes metabolitos,

Caracterizar la regulacion de la via glucolitica de D. hansenii a este nivel

CrAimatico,

Definir si los genes de la PFK se expresan en 12 hansenii,

Hacer una comparacion entre las secuencias de aminoacidos de otras PFKs y

determinar si existen dominios cataliticos y alostéricos conservados.
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Metodologia

Cepas, medios v condiciones de cultivo

0. hansenii (Y7426) y 8 cerevisiae (BY4741) se mantuvieron en cajas de YPD (1%
extracto de levadura, 2% glucosa, 2% bacto peptona y 2% agar), resembrandolas cada 15

dias.

Para la obtencidn de extractos celulares se inoculd 1000 ml de medio ¥PD & YPD

suplementado con NaCl, a las concentraciones indicadas en los pies de figura, en matraces

de 2 litros.

D hansenii v 8. cerevisiae fueron crecidas por 42 y 24 horas, respectivamente, a 30 °C con

agitacion continua a 250 mm.
Actividades enzimaticas

Después de crecer las cepas por los tiempos indicados, la biomasa obtenida fue
centrifugada y lavada dos veces con 250 ml de agua desionizada. Se centrifugo por oltima
vez v el paguete celular se resuspendio a una concentracion final de un gramo de células
por mililitro {1 g/ml) de buffer MOPS-Na'-HCIl 10 mM pH 7.0, al que se agrego un cocktail
de inhibidores de proteasas.

Los extractos celulares se obtuvicron rompiendo las células por un método mecinico. En
una camara Bead Beater se coloco el mismo volumen de células con buffer y perlas de
vidrio de 0.45 mm. Se dieron 5 pulsos de 25 scgundos cada uno en intervalos de 5 min

mientras la camara era enfriada constantemente con hielo.

Después de romper las células se separd el liguido de las perlas de vidno con ayuda de una
micropipeta, Para separar ¢l extracto del resto de las células que permanecieron integras y
algunos componentes citoplasmaticos se centrifugd por 10 min a 7000 rpm en un rotor
5534 Sorvall con refrigeracion. El sobrenadante fue congelado v almacenado a -70 *C por
no mas de 2 semanas. El contenido proteico de los extractos celulares fue medido por el

meétodo de Biurel.
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La actividad de la fesfolructocinasa en los extractos celulares fue medida en una mezcla
que contenia como concentracidn final una mezcla de: buffer Tris-HCl 56.0 mM pH 7.6
(tris-hidroximetilaminometano ajustado a pH 7.6 con HCI), MgS50, 5.0 mM (excepio ¢n la
figura 12 simbolos < y W donde se unlizo MgS0y 50.0 mM); (NH.):504 10 mM; 2-
mercaptoetanol 5.6 mM; fructosa-6-fosfaro 2,47 mM; NADH 0.44 mM; 0.5 mg/m] de
extractos celularcs; 100 pl de una mezela de enzimas que contenia 50 U de glicerofosfato
deshidrogenasa, 300 U de triosa fosfato 1somerasa, y 25.4 U de aldolasa en 1mi de buffer
56 mM Tris-HCI pH 7.6 con § mg/m| de albimina (medificado de Stellwagen and Wilgus,
1975; Sanchez et al, 2006) y las concentraciones indicadas de Mg'"-ATP, ITP, AMP,

Citrato y fructosa-2,6-bisfosfato en las figuras.

Para evaluar el efecto de moduladores alostéricos de la PFK de D. hansenii, se utilizd una
concentracion fija de Mg* -ATP 3.0 mM en los ensayos. con diferentes concentraciones de
AMP o fructosa-2,6-bisfosfato. Micntras que. para cvaluar el efecto del citrato en la PFK de
D, hansenii 0 5. cerevisiae se utilizd Mg* -ATP 1.7 mM ¢ ITP 1.67 mM, respectivamente.

. [con

PFK Dihidrosiacetona fosfato 13:» Glicerol-3-fosfato
ALD -

_1“ :-_AIP Z"ulﬂ
Fruciesa &- Fruciosa-1,6- TIM
foslale bisfoslata
My*--ADP

Glicerablehnlo 3 fasfato

Figurs 4, Ensavo scoplada a la oxidacién de NMADH pars medir la actvidad de la
fosfofructocinasa (PFK) en extractos colulares. Las enzimas accesorias son aldoless (AL,
irlosa fosfain isomerasa (TIM) v glicerolosfate deshidrogenasa (GIH).

Todos loz ensayos fueron realizados en un espectofotdmetro Amnico DW-2a, modernizado
por Olis, en el modo gplit con un compartimento tcrmoestable a 25 “C con agitacion

continua. El volumen final sicmpre fue de 2.0 ml y las reacciones se comenzaron 20
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segundos después de iniciar el expenmento al adicionar fructosa-6-fosfato en la mezela. El
cambio ¢n la absorbencia del MADH a 340 nm fue seguido en ¢l tiempo (Figura 4). De los
trazos obtenidos se calcularon las pendientes (AAbs/min) de la region lineal y se

convirieron a velocidades enzimidticas.

Ajuste de curvas

Para modelar el comportamiento establecido por ambas enzimas y obtener algunos
parametros cinélicos, se ajustaron las actividades de la PFK de D. hansenii y 5. cerevisiae
en cada condicion expenimental a modelos cinéticos adecuados utilizando el programa
SigmaPlot 10.0,

Amnilisis in silico

La bisqueda de genes probables que codifican para la fosfofructocinasa de D, hansenii s¢
realizdé en la base de datos Génolevures (http:/'www. genolevures.org) introduciendo la
palabra clave phosphofruciokinase en ¢l buscador,

Los porcentajes de identidad v similitud entre la secuencia de aminoacidos para la cual
codifican los genes de D hansenii con las subunidades alfa y beta que componen la
fosfofructocinasa de diferentes levaduras fueron calculados mediante el software blastp

disponible en esta pagina.

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas candidatas de D hansenii junto con las
subunidades alfa y beta que componen a la PFK de diferentes levaduras se obtuvieron en la
base de datos Expasy Proteomics Server (hitp//www expasv.ch/) en formato fasta, para
introducirlas  en un  alineamiento  maltiple T-Coffee  (hip://www.igs.cnrs-
mirs. i Teoffee/icoffee cpifindex cgi) e identificar dominios conservados,

Amplificacion de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii

Se¢ disefaron oligonucledtidos especificos con sitios de restriceion anicos (Tabla 1), con los
cuales se amplificaron las regiones codificantes con sus terminadores (Figura 5), de la
subunidad alfa y beta de la PFK de £ hansenii a pantir de ADN genomico. Por métodos de

biologia molecular tradicionales los productos de PCR fueron clonados en el plasmido
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pCR2.) de invitrogen, sometdos a un andlisis de restriccion, secuenciacion y subclonados

en ¢l plasmido de expresion para la levadura 5. cevevisiae pYes.

Tabla 1
Secuencia de oligonucledtidos ulilizados para amplificar la regitn codificanie con su
terminador, de la subunidad alfa v beta de la fosfolructocinasa de B, hamsemi B codon de
inicio, Il codén de para, [ sitios de restriccidn.
[Subunidad | Higo Fow - Oligo Rev

Alla 5-AATAGAATAAGGTACCGIC | 5 -AGGACAATTTGGATCCCAGGGTGE |
CTATIC AR

Beta S-AGTCACTTAGOGGUCGCTAAA | 5-CTTCATGAAGTACTCGAGAGAATE |

caaaCarciil B
- |
) »
A G & &
LR S
1 muuq
G >
s S0p®
1 2880

Figura 5, Estructura de los producios amplificados por PCR de la subunidad alfa v beta de s
fosfofructocinasa de O hansenii,

Northern Blot

Para determinar la expresion de las subunidades alfa y beta de la PFK de D, hansenii en
:d]i:mnlu condiciones cxperimentales, se extrajo ARN total de esta levadura crecida en
‘;YPD & YPD suplementado con NaCl. El ARN obtenido fue separado por electroforesis,
:Flmfﬂﬂﬂﬂ y fijado a una membrana de nitrocelulosa. Se utilizd como sonda el producto de




la digestion de los plasmidos pYes-DHPFK! v pYes-DHPFK2 que contienen a la
subunmidad alfa y beta, respectivamente, con la enzima de restriceion EcoR1. Los fragmentos
de 623 y 508 pares de bases liberados (Figura 15) se purificaron y marcaron con fosfato
radiactivo. Como control se utilizaron los plismidos pYes-DHPFK ] y pYes-DHPFK2 sin

digerir.
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Resultados

Genes v subunidades de la fosfofructocinasa de D. hansenii

Se buscd en la base de datos Génolevures (hitp/www genolevures.org)., ¢ identificamos
dos posibles genes que codifican las subunidades de la fosfofructocinasa de 1) hansenii.
Los genes encontrados tienen ¢l codigo de acceso DEHA2D10186g v DEHA2G20768y; se
localizan en los cromosomas D y G, y codifican para una proteina de 993 y 943
aminoacidos con pesos moleculares de 109.7 y 103.7 KDa, respectivamente,

Mediante un analisis in silico (blastp), comparando los aminodcidos que codifican los genes
candidatos de D hanvenii y el de las subunidades alfa y beta que componen la PFK de
diferentes levaduras (Tabla 2), se determiné que ¢l gen DEHA2DI0186g codifica para la
subunidad beta (DHPFK2), y que ¢l gen DEHA2G20768g codifica para la subunidad alfa
(DHPFK 1} por sus respectivos porcentajes de identidad y similitud. La Gnica subunidad de
la PFK de ¥ lipoditica presento una relacion intermedia, en los porcentajes de identidad y
similitud, entre las dos proteinas candidatas de [ hansenti,

Ademis, se observo que al comparar las subunidades de la PFK de D hansenii entre ellas,
mostraron diferencias en estos porcentajes (Tabla 2), lo que nos indico la presencia de dos

proteinas con diferente secuencia de aminodcidos y posibles dominios conservados que
pudicran conformar a la PFK en esta levadura.


http://www.genolevures.orgl

Tabla 2
Porcentajes de identidad y similitud entre los aminodcidos de los genes DEHA2ZDI0186g v

DEHA2G20768g con respectn a las subunidades alfa (o) v beta (i) de la fosfoflructocinasa de
8. cereviviae (Sc), C alhicans (Ca), K. facris (K1), ¥. lipoditica (Y1) v Dohansenii (Dh).

Sca | Scf | Caa | Cafi | Kla | KIf | Y1 | Dha | Dhji "
58 A i3 46 &7 47 A 100 | 50 Identidad
74 | 65 | 80 | 65 | 73 | 66 | 65 | 100 | 70 | Similitud
DEHADG22088g
2 5 3 I3 3 3 8 0 2 Gaps
52 | 62 | 47 | 70 | 52 | 61 | 54 | 50 | 100 | Identidad
6 [ 76 | 67 | 84 | 70 | 75 | 70 | 70 | 100 | Similitud
DEHAODI1132g
3 I 2 0 2 2 4 2 0 Gaps

Actividades enrimaticas

S¢ estudid ¢l comportamicnto de la actividad de la fosfofructocinasa a diferentes

concentraciones de Mg™ -ATP en extracios celulares de [ hansenii, crecida en diferentes

concentraciones de sal, y de 8 cerevisiae, como control, para comparar algunos parametros

cineticos.,

Al aumentar las concentraciones de Mg”'-ATP en los experimentos (Figura 6), la actividad

de la fostofructocinasa de D hansenii presentd un comporiamiento hiperbdlico en los

extractos celulares obtenidos de los diferentes medios de cultive, mdicando que en estas

condiciones no existia la inhibicion de la PFK de . hansenii con respecto a este metabolito

y que ¢l Mgs'-ATF s0lo era utilizado como sustrato, Por otra parte, la PFK de 5 cerevivige

presentd el patron esperado de inhibicion en su actividad al aumentar las concentraciones

de Mgz'-ATF. como ya se habia descnto ¢n otros trabajos (Kopperschlager er ol 1976;

Hofmann., 1976).
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Figura 6. Actividad de la fosfofructocinasa de ). honsenii v 8. cerevisdee a diferentes

concentraciones de Mg™-ATP. Extractos celularcs de 8 cerevisiae crecida en @ YPD v D,

hansenii erecida en & YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, B YPD con 0.5 M de NaCl y O YPD

con 1.0 M de NaCl.
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Tubla 3
Pardimetros cinéticos de la actividad de la fosfofructocinasa de D, kansenii v 8, cerevisiar a
diferentes concentraciones de Mg -ATP, Extractos celulares de 5. cerevisige crecida cn @
YPD v D, hansenii crecida en & YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, [l YPD con 0.5 M de NaCl
v & YPD con 1.0 M de NaCl.

VYmax Km ki n
(nmales min' mg_prnl.'ril"] {mMh) {mAd)
129,70 = 24,63 008 = 0,0393 0,0237 < 00098 383207
A 105,50 = 559 0.60 + 00974 1
v 9793 + 4,93 0.40 £ 0.0712 R I
[ ] 112,00 £ 7.19 0,60 £ 0.1174 e s 1
<O 119.20 & 2.37 0.14 = 0.0143 PRSP 1

El modelo utilizado para ajustar el comportamiento de la actividad de la PFK de D
hansensi a difercnies concentraciones de Mg"-ATP (Tabla 3} fue el de una curva
Michasliana (Ecuacién 1}, cn donde Ymax cs la maxima velocidad de la cnzima con
respecto al sustrato Mg:'-ﬁ. TP v Km es |a concentracion de subsirato a la cual la velocidad

inicial { Vo) es la mitad de la velocidad méxima.

Ecuacion 1

M.W.%E_‘:ﬂlﬂ
Vo ="Km + Mg -ATP]

El comportamiento de la actividad de la PFK de 5. cerevisiae a diferentes concentraciones
de Mg}'aATP se ajustd a un modelo de inhibicién no competitivo (Ecuacion 2), en donde
Vimax es la maxima velocidad de la enzima con respecto al sustrato Mg -ATP, Km es la
concentracion de substrato a la cual la velocidad inicial {Vy) es la mitad de la velocidad
miixima, K1 es la concentracion del inhibidor a la cual la velocidad inicial (Vo) e5 la mitad

de la velocidad médxima ¥ n ¢s un coeficiente cuyo valor indica la presencia 0 ausencia de

i3




cooperatividad. 51 n es igual a uno no hay cooperatividad, pero si n es mayor o menor a uno

existe cooperatividad positiva o negativa, respectivamente.

Ecuacion 2
v, = . P1* (1+ TLATPYY) [ Ki
Km + [Mg ATPI((1 + [Mg ATPIM) KD

Los datos obtenidos al variar las concentraciones de Mg®'-ATP se corroboraron utilizando
una concentracion saturante de ITP (1.9 mM) (Figura 7). El ITP es un analogo del ATP que
no tiene actividad regulatoria sobre las PFKs, ya que sélo actia como donador de grupos
fosfatos. Se compararon las concentraciones de ng‘—.ﬁ.TP en las cuales se obtienen los
valores de Vmax (Figura 6 y Tabla 3) con las actividades enzimdticas medidas en presencia
de ITP 1.9 mM, observindose que la Vmax de la enzima de D. hansenii a altas
concentraciones de Mg*'-ATP fue similar a la que presentd con ITP 1.9 mM, mientras que
para 8. cerevisiae la actividad de la enzima ep presencia de ITP 1.9 mM fue similar a la
Vmax que presentd a concentraciones bajas de Mg*'-ATP. Demostrandose asi que el ATP
no tuvo ninguna funcion regulatoria en la enzima de D) hansenii vy que solo actud como

donador de grupos fosfato.

Es importanie sefialar que la actividad de la PFK de D. hansenii presentd valores de Vmax
similares en los extractos obtenidos de los diferentes medios de cultivo al aumentar las
concentraciones de Mg’ -ATP. Por otro lado, la Km mostrd una modificacién en la
afinidad por el substrato Mg*'-ATP, Gnicamente en los extractos celulares obtenidos a 1M
de NaCl, mientras que en ¢l resto de las condiciones presentd valores parecidos (Tabla 3 y
Figura 6).
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Continuando con la identificacion de moléculas que pedieran afeerar la actividad de la PFK
de 0. hansenit, s¢ evalud el comportamicnto de estn enzima a una concentracion fija de
Mg "-ATP 3.0 mM con diferentes concentraciones de AMP (Figura 8) y fructosa-2.6-
bisfosfato (Figura 9). Ambos mctabolites presentaron un patrdn de activacién para la PFK
de D. hansenii, aGn con la actividad a su velocidad mdxima (Vmax). La fruciosa-2.6-
bisfosfato resulté ser el activador mis potente, al requenir concentraciones micromolares

para activar a la enzima, en comparacion con las concentraciones milimolares del AMP,

is
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Figurs B. Actividad de la fosfolructocingss de f honsenid a diferentes conceniracioncs de
AMFP v una concentracion fija de Mg*'-ATP 10 mM. Extractos celulares de 0. hansenii

crecida en @ YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, ll YPD con 0.5 M de NaCl y < YPD con 1.0
5 de Nalll,

Tahla 4
Pardmetros cinéticos de la actividad de la Tosfofructocinasa de [ hanvenii a diferentes
concentraciones de AMP y una concentracidn fija de Mg -ATP 3.0 mM. Extractos celulares
de 0. hansenii crecida en ® YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, l Y PD con 0.5 M de NaCly ©
YPD con 1.0 M de Nall.

Vimax Km

_ (% Max. velocidad) (mAj
L ] 12641 £ 1.627 041 & 0,008
v 124.38 = L3R D046 + D02
[ 129.42 7,193 0.083 < 0.007
< 12).82 + 0.950 0042 + 0,005
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El modelo wtilizado para ajustar ¢l comportamicnto de la actividad de la PFK de D
hansenii a diferentes concentraciones de AMP (Tabla 4) fue el de una curva hiperbalica
{Ecuacidon 3), en donde la Vmax es la maxima velocidad de la enzima con respecto a una
concentracion fija del sustrato Mg”'-ATP 3.0 mM y una concentracion clevada de AMP, la
Km es la concentracidn de substrato a la cual 1o velocidad micial (Vo) es la mitad dc la
velocidad maxima y 100% es la actividad mixima de la enzima alcanzada a 3.0 mM de
Mg *-ATP en ausencia de AMP.

Ecuachin 3
v, =100 * Vmax * [Mg*-A
y Km + [Mg" -ATP]

140 +
130 + B
120 o

110 4

% Max. velocidad

a 0.5 1.0 5.0
Fructosa-2 6-bisfosfato uM

Figura 9. Actividad de la fosfolfruciocinasas de [ hansenii a diferentes concentraciones de
fructosa-2,6-bisfosfate ¥ una concentracion fija de Mg™"-ATP 3.0m M. Extractos celularcs de
D, hansenii crecida cn [l YPD, B YPD con 0.1 M de NaClL, B YPD con 0.5 M de NaCl v

Y P eon 1.0 M de NaCl,
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Por ultimo se evaluo el comportamiento de la PFK a diferentes concentraciones de citrato
manteniendo una concentracion fija de Mg®'-ATP 1.7 mM en extractos celulares de [
hansenii crecida en YPD o YPD suplementado con NaCl (Figura 10, 11 ¥ 12) y una
concentracion fija de ITP 1.67 mM para los ensayos de S cerevisiae crecida en YPD
(Figura 11 ¥ 12}). Al aumentar las concentraciones de citrato se observd un patrdn de
inhibicion para ambas PFK,

El modelo utilizado para ajustar €l comportamiento de la actividad de la PFK de D
hansenii y 8 cerevisiae a diferentes concentraciones de citrato (Tabla 5, 6 v 7) fue el de
inhibicién simple (Ecuacidn 4), en donde 100% es la actividad mixima de la enzima
alcanzada a 1.7 mM de Mg*'-ATP y 1.67 mM de ITP sin citrato para [} hansenii y 8.
cerevisiae, respectivamente, Ki es la concentracion del inhibidor a la cual la velocidad

inicial (Vi) es la mitad de la velocidad maxima, v n es cooperatividad.

Ecuacidn 4

e 100
(1 + Citrato ") /Ki ")
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Figura 10, Actividad de la fosfofructocinasa de D, kansendi o diferentes concentraciones de
citrato y una concentracién fija de Mg’ -ATP 1.7 mM. Exitracios celulares de D. hansenii

crecida en @ YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, B YPD con 0.5 M de NaCl y < YPD con 1.0
M de Mall,

Tabla 5
Fardmectros cinéticos de la actividad de la fosfolructocinasa de D, konsenii o diferentes
concentraciones de ciirato v una concentracion fija de Mg -ATP 1.7 mM. Extractos celulares
de 0, hansenii crecida en @ YPD, W YPD con 0.1 M de NaCl, Bl YPD con 0.5 M de NaCl y &
YPD con 1.0 M de NaClL

ki ]
_(mM)
L 2887 = 0.0019 619+ 018
v Lo56+ 01128 504 + 086
[ | 2814 = 0.0T6H] 5.56 % 0,72
O L0709 + 00166 B.A0 + 037
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Figura 11. Comportamiento de la actividad de la fosfolfruciocinasa de B bowsenis v 5
cerevisiae a diferentes concentraciones de citrato y una concentracidn fija de Mg'-ATP 1.7
mM o ITP 1.67 mM, respectivamente. Extractos celulares de W D, hanvenii v ® 5. cerevisiae
crecidas en YPD.

Tabla &
Pardmetros cindticos de ln actividad de Lo fosfolructocinasa de £ kansenii a diferentes
concentraciones de citrato y una concentracién fija de Mg™-ATP L7 mM o ITP 1.67 mM.

Extractos celulares de 'W 0. hansenii vy @ 5. cereviviae crecidas en YPD.

Ki i
— (mM)
L 113+ 04150 7030 + 6.04
v 1887 + 0.0319 6.196 = 0.38
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Se sabe que los dcidos orgdnicos a alias concentraciones quelan iones metdlicos. Para
evaluar si la inhibicidn por citrato de la PFK de ambas levaduras wenia un efecto alosténico
sobre la actividad enzimdtica v no era producto de [a perdida en la disponibilidad de 1oncs
Mg:‘. requeridos como coofactores en la catdlisis de la PFK, se madicron las actividades en
extractos celulares de ambas levaduras con 5 o 50 mM de MgSO, (Figura 12). Se observd
que el patron de inhibicion de los ensayos para ambas enzimas s¢ manfuvo constante en las
dos condiciones de Mg30, al vanar las concentraciones de citrato (Tabla 7). Comprobando

de esta manera que el citrato ¢jercid un efecto inhibitorio sobre la actividad la PFK de
ambas levaduras.

140 4 L]

% Max. velocidad

Citrato mM

Figura 11, Comportamiento de la actividad dec la foslolructocinasa de fL homsenii v 5,
cerewisiae o diferentes concentraciones de citrato v magnesio. Extractos cclulares de J3
hansenii con 5 mM o O 50 mM de MpS0, v una concentracién fija de M[*'-ATP‘ 1.7 mib, %

5. cerevisiae con ® 5 mM o W 50 mM de MgS0, v una concentraciin fija de ITP 1.67 mM,
crecidas en YPLD.
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Tabla 7
Pardmetros cindéticos de la actividad de la fosfoflructocinasa de IL fansenid a diferentes
concentraciones de citrato ¥y magnesio. Extractos celulares de D, hansenii con Bl 5 mM o < 50
mM de Mg** v una concentracion fija de Mg*-ATP 1.7 mM, v §. cerevisiae con @5 mM o'W
50 mM Mg** ¥ una concentracion de I'TP 1.67 mM, crecidas en YPD.

Ki n
- (mM)
@ 3.232 + 0.415 7.13 + 6.04
v 3.003 + 0.182 5.88 + 6.22
& 3.179 + 0.016 8.50 + 0.37
o 2.575 + 0.019 7.16 + 2.64

De los experimentos previamente realizados se generd un esquema, sefialando las
moléculas que regulan la actividad de la PFK de D hansenii (Figura 13). El AMP vy la
fructosa-2,6-bisfosfate actuaron como activadores alostéricos, mientras que, el citrato
funciondé como inhibidor. El Mg " -ATP sélo fue utilizado como sustrato, ya que no se

observd el papel inhibitorio reportade en otros organismos sobre la actividad de la PFK.
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Figura 13. Regulacidn de la fosfofructocinasa de I hansenii por difercotes moléculas

clectoras.
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Amplificacion de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii

Se disenaron oligonucledtidos especificos para amplificar la region codificante con su
terminador de la subunidad alfa y beta de la PFK de D. hansenit. El tamafio del producto de |l
PCR. esperado para las subunidades alfa y beta fue de 2900 y 3030 pares de bases,
respectivamente (Figura 14). Las bandas oblenidas con estos pesos moleculares fueron
purificadas vy clonadas en el vector pCR2.1 de invitrogen, Los plasmidos con la subunidad
alfa o beta fueron analizados con ensayos de restriccion y por secuenciacion aulomalica.
Una vez determinada la integridad de la secuencia de cada uno de los genes se subclonaron

en el plasmido de expresion inducible por galaciosa pYes. Los vectores generados a partir

de estas construcciones fueron pYes-DHPFK I v pYes-DHPFK2.

A0 B

Eph

ER-]
1.0

Figura 14, Producto de PCR de la region codificante con su terminador de la subunidad alfa
ia) v beta (}) de la PFK de 0. hansenii.

Expresion de las subunidades alfa y beta de la PFK de D hansenii.

Se extrajo ARN total de 0. hansenii crecida en YPD o YPD suplementado con NaCl para
evaluar si los dos genes candidatos de la PFK se expresaban en esta levadura (Figura 16 v
17). Se utilizd como sonda el producto de la digestion con la enzima de restriccion EcoRl
de los plasmidos pYes-DHPFEK] y pYes-DHPFK2 que conticnen a la subunidad alfa v beta,
respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Patrin de restriccion establecido con la enzima EcoRI de los plismidos
pYes-DHPFKI (a) v pYes-DHPFK2 ().

Se observd que los genes que codifican para las subunidades alfa y beta de la PFK de D

hansenii se expresaron en todas las condiciones de crecimiento (Figura 16 v 1 7).

1M i
0AM Mal’l
100 Pl

Figura 16, Northern Blot de la subunidad alfa de la PFK de £, fansenii, ARN obienidos de
celulas erecidas en YPD v YPIDY con MaCl

¥

TrD
WM Mall
058 Malll
1A Mal”l

¥

1":

Figura 17. Northern Blot de la subunidad beta de la PFK de . hansenii. ARN abtenidos de
células crecidas en YPD v YPD con NaCl,
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Alineamiento multiple T-Coflee

Se realizd un alineamiento miltiple T-Coffee entre las secuencias de aminodcidos de las
proteinas candidatas de D. hansenii junto con las subunidades alfa y beta gue componen a
la PFK de diferentes levaduras. Se marcaron los dominios cataliticos y alosténcos,
utilizando como referencia los propuestos para la Gnica subunidad de Y. lipolitica (Flores
CL el af,, 2005). Se observo gue la subumidad alfa y beta de la PFK de D. hansenii
conservan eslos dominios junto con las demas proteinas de los diferentes ascomicetos
(Figura 18) y nos confirmd que los dos genes candidatos de D. hansenii codifican para las
subumdades de la PFE.

Ademas, se observd una modificacidn en el primer dominio de inhibicién por ATP de un
residuo de arginina (R) por uno de fenilalanina (F) (R204F) en la subunidad beta (DHPFK2
& tr|Q6BSB2) de . hansenii.
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Figura 18. Alineamiento miltiple entre las secuencias de aminoacidos de las subunidades alfa
¥ beta que componen a la PFK de diferentes levaduras, Los dominios alostéricos v cataliticos
fueron marcados wsando como referencin los propuestos para la dnica subunidad de ¥
lipolitica (sp|P59650). Subunidad alfa v beta de D, hansenii ((()Q6BHT6, 1rQ6BSEL), 5.
cerevisiae (splP16861, sp|P16802), K. lecris (sp|QO3215, splQU3216) v €. albicans (splO94201,
SO 200,
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Discusion

La fosfofructocinasa cataliza una de las tres reacciones de la glucolisis que operan fuera del
equilibrio. Debido a esta propiedad, la reaccion que cataliza puede ser un punto de control
en ¢l flyo de la via. La aparente gran vanedad de mecanismos involucrados en esta
regulacion incluyen cambios conformacionales, asociacion de subunidades, iomzacion de la
cadena de aminodcidos (Aaronson ef al.,, 1972; Hesterberg ef al., 1982; Chaffotie ef af.,
1984) y modificaciones postraduccionales (Uyeda ef al., 1978; Kitajima ¢f al., 1983, Luther
el al., 1986). Dependiende del tipo de célula, la regulacion por diferentes moléculas
efectoras sobre la actividad catalitica de la PFK puede variar,

Al menos uno de los pasos limitantes de la glucdlisis en [ hansenii esta dado por la
actividad de la fosfofructocinasa. Esta aseveracion proviene de los valores observados en
los intermediarios glucoliticos después de agregar un pulso de glucosa y de que su actividad

comparada con las de otras enzimas de la via, ¢s de las mas bajas (Sanchez ef el 2006).

Al igual que en otras levaduras, se encontrd que [ hansenii posee dos genes que codifican
para las subunidades alfa y beta de la PFK. Se observd que estos genes se expresan bajo
diferentes condiciones de crecimiento. Dado que la PFK de 8 cerevisiae v algunas otras
levaduras como K. lactis tiene una estructura heterooctamérica compuesta de cuatro
subunidades alfa v cuatro subunidades beta, es posible que las subumidades de D hansenii

s¢ asocien entre ellas y formen un complejo multiproteico.

Las propiedades cinéticas de la PFK de 8 cevevisiae dependen de una amplia vaniedad de
metabolitos; ¢l ATP actin como sustrato ¢ inhibidor alostérico, mientras que ¢l AMP v la
fructosa-2,6-bisfosfato revierten esta inhibicion (Mavis ef al., 1970; Hers of af ., 1982). Se¢
observd que las caracteristicas cinéticas encontradas para la PFK de D hansenii fueron
atipicas. Sc inhibid por citrato y no por Mg’ -ATP, cuyo efecto generd una curva
hiperbolica. El comportamiento establecido por ¢l complejo Mg™ -ATP sobre la actividad
de la PFK de D). hansenii se confirmd comparando las actividades de esta enzima medidas
en presencia de ITP 1.9 mM con las concentraciones de Mg’ -ATP en las cuales se

obtienen los valores de Vmax, observindose que la Vmax de la enzima de [ hansenii a
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altas concentraciones de Mg’ -ATP fue similar a la que presentd con ITP 1.9 mM, mientras
que para § cereviviae la actividad de la enzima en presencia de ITP 1.9 mM fue similar a la
Vmax que presentd a concentraciones bajas de Mg™'-ATP. Demostrindose asi que el ATP
no tuvo mnguna funcion regulatoria en la enzima de D, hamsenii v que solo actud como
donador de grupos fosfato. Ademis, los metabolitos fructosa-2.6-bisfosfalo y AMP
actuaron como moduladores alosténcos positivos de la PFK de D hansenii, ya que al
incrementar sus concentraciones estimulan la actividad de la enzima adn en condiciones
saturantes de Mg:'r-ATF'. Por otro lado, la capacidad de D). hansenii de sintetizar, acumular
y almacenar grandes cantidades de lipidos hace que el citrato pueda convertirse en un fuerte
inhibidor de la PFK.

Es importante senalar que la actividad de la PFK de [ hansenii presentd valores de Ymax
similares en los extractos obtenidos de los diferentes medios de cultivo al aumentar las
concentraciones de Hg:"-.ﬂTF. Por otro lado, la Km mostrd una modificacion en la
afinidad por el substrato Mg® ' -ATP, inicamente en los extractos celulares obtenidos a |M
de NaCl, mientras que en el resto de las condictones presentd valores parecidos. Este
cambio en la afinidad por el sustrato Mg” -ATP podria estar relacionado con el incremento
en la produccion de etanol cuando se crece a D). hansenii en presencia de sales (Calahorra e
erl., 2009},

El alincamiento maltiple entre las secuencias de aminodcidos de las subunidades alfa y beta
que componen la PFK en diferentes ascomicetos mostro que los dominios alostéricos y
cataliicos de las proteinas de D hansenii estan conservados. Esto nos confirmo que los dos
genes candidatos de [ hansenii codifican para las subunidades de la PFK. Una de las
posibles maneras de explicar ¢l efecto no inhibitorio del Mg:'vATF' sobre la actividad de la
PFK de D hansenii podria deberse a una modificacion en el primer dominio de inhibicion
por ATP de un residuo de arginia (R) por uno de fenilalanina (F) (R204F) en la subunidad
beta (DHPFK2 6 wr|Q6BSB2). Este cambio podria impedir la entrada del Mg -ATP al sitio
alosténco y de esta manera bloguear el efecto inhibitorio. Otra idea que proponemos se

refiere a la modificacion postraduccional de la enzima,
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Parece claro que la PFK ¢s una enzima limitante en la glucolisis pero no es posible
atnibuirle una regulacion total de la via, ya que hay muchos factores involucrados en este
fendmeno., Para esto se tendria que estudiar las nueve enzimas restantes, los ransportadores
invelucrados, determinar qué otras enzimas participan en el flujo v buscar otras moléculas

que regulan la actividad de la hexocinasa, fosfofructocinasa v piruvato cinasa,



Conclusiones

0. hansenii posce dos genes que codifican para la subunidad alfa y beta de la

fosfofruciocinasa,

Ambos genes se expresan en diferentes condiciones de erecimiento.

La PFK de D hansenii es inhibida por citrato y no por Mgz*-ATP, cuyo cfeclo

genera una curva hiperbolica.

Los valores de Vmax permanecicron constantes en los extractos de D hansenii
crecida en YPD o YPD suplementade con NaCl. Mientras gue la Km mostrd una
modificacion en la afinidad por el substrato Mg™ -ATP, solamente en los extractos

celulares obtenidos a 1M de NaCl.

El AMP v la fructosa-2, 6-bisfostato actian como moduladores alostéricos positivos.

Los dominios cataliticos y alosténicos estin altamente conservados en las

subunidades alfa y beta de la PFK de I3 hansenii.



Perspectivas

Obtener una cepa de 8. cerevisiae que contenga interrupciones en los dos BEnes que

codhfican para la fosfofructocinasa.

Expresar por separado o simultaneamente los genes de la subunidad alfa ¥ beta de la

PFK de £ hansenii en la mutante doble de 8 cereviviae,

Medir en estas mutantes la produccion de etanol y formacion de NADH.

Establecer si existe una heterooligomerizacion de las subunidades alfa ¥ beta de la
PFK de D2 hansendi.
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