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INTRODUCCION

Saccharomyces cerevisiae: un organismo con limitaciones

Las levaduras son sin duda uno de los grupos de organismos mejor estudiados en
la actualidad; se han descrito en la literatura mas de 1,500 especies diferentes
[Kurtzman y Fell, 2006], y una de las principales razones es el hecho de que
muchas tienen un enorme impacto en actividades humanas tales como la
produccion de alimentos y bebidas desde hace miles de afos [Sicard y Legras,
2011].

A pesar de que se puede hacer un listado extenso de las diferentes especies que
tienen importancia econdmica o social, una de ellas ha destacado histéricamente:
la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura se ha ganado su lugar,
particularmente, gracias a una caracteristica de gran interés para los humanos: la
capacidad de producir etanol en grandes cantidades. Este organismo participa en
la elaboracion de pan, vino, cerveza, preparaciones fermentadas de fruta o leche y
otras bebidas alcohdlicas. Sin embargo, hace falta hablar mucho mas de ella para
ponerse en contexto.

El primer genoma eucarionte en ser secuenciado fue el de S. cerevisiae, el cual
fue liberado electronicamente en 1996 [Cherry et al., 1998]. Bajo la premisa de
que al tratarse de un eucarionte los hallazgos producidos por el estudio de su
biologia pueden extrapolarse a otros organismos como plantas y animales, esta
levadura se convirtio rapidamente en uno de los sistemas predilectos para el
trabajo de investigacion en Biologia [Legras et al., 2007].

Actualmente, se le considera indiscutiblemente como un organismo modelo para el
estudio de las células eucariontes por diferentes razones: 1) su genoma contiene
un porcentaje de hasta el 12% de genes homaologos al del humano, 2) muchas de
las proteinas codificadas en su genoma tienen la misma funcion que sus
homologas humanas, 3) la manipulacion genética de este organismo es
relativamente sencilla, de bajo costo y esta bien estandarizada y 4) las bases de
datos existentes para este organismo son las mas completas entre los diferentes
modelos eucariontes [de la Torre-Ruiz et al., 2015].

A pesar del amplio beneficio que hemos obtenido de esta levadura en muchos
sectores, las aplicaciones industriales mas recientes en materia de biotecnologia
tales como la produccion de bioetanol, la biorremediacion de suelos y aguas y la
produccion de nanomateriales, han puesto en evidencia algunas de sus
limitaciones [Radecka et al., 2015; Bonugli-Santos et al., 2015; Beeler y Singh,
2016]. Estos procesos representan diferentes retos que S. cerevisiae no puede
superar, tales como la presencia de un elevado contenido de sales en el medio de
cultivo o compuestos citotoxicos que inhiben su crecimiento [Palmqvist y Hahn-



Hagerdal, 2000; Almeida, Modig y Petersson, 2007; Basso, Basso y Rocha, 2011;
Taylor et al., 2012].

Las capacidades limitadas de S. cerevisiae para crecer y desarrollarse en medios
de cultivo con caracteristicas extremas han llevado a diferentes grupos de
investigacion a explorar la fisiologia de otros organismos como alternativa.

Las levaduras no convencionales

Aunque la definicion de lo que es una levadura no convencional ha cambiado a lo
largo del tiempo, actualmente todas aquellas levaduras distintas de S. cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe son catalogadas como levaduras no convencionales
[Prista et al., 2016]. Sin embargo, esta clasificacion resulta bastante vaga,
particularmente en términos fisiologicos, pues se trata de un grupo sumamente
heterogéneo.

La evolucibn de muchas de estas levaduras ha sido independiente de S.
cerevisiae [Souciet et al., 2009], por lo que diferentes autores proponen que
habran desarrollado mecanismos para sobrevivir a condiciones ambientales muy
diferentes a las que enfrenta comunmente la levadura modelo y que, por ende,
dichos mecanismos no estaran presentes en ésta [Membré, Kubackza y Ge, 1999;
Martorell et al., 2007, Dujon, 2010].

Las levaduras no convencionales representan una enorme biodiversidad dentro
del grupo de los hongos, y muchas de ellas portan rasgos que resultan
interesantes para la industria, como la capacidad de utilizar fuentes de carbono
complejas, desarrollarse en ambientes con concentraciones elevadas de metales
pesados o con temperaturas extremas, entre otras.

Entre los ejemplos mas reconocidos de estos organismos encontramos a las
levaduras Kluyveromyces marxianus y Ogatea polymorpha, que son capaces de
crecer a temperaturas por encima de los 50 °C [Banat, Nigam y Marchant, 1992;
Shin, Hong y Bae, 1996], a Dekkera bruxellensis, que tolera concentraciones de
hasta 16% de etanol en el medio [Echeverrigaray et al., 2013] y a
Zygosaccharomyces rouxii, como el ejemplo mas comun de una levadura osmo- y
halotolerante [Martorell et al., 2007]. El conocimiento en torno a estas levaduras es
considerablemente amplio y muchas de ellas se usan actualmente en diferentes
procesos biotecnoldgicos.

Por otro lado, en este grupo también se incluyen organismos cuyas cualidades no
han sido tan ampliamente estudiadas. En ocasiones, estas levaduras poseen
rasgos tan peculiares que hacen extremadamente dificil su estudio en los
laboratorios. Tal es el caso la levadura Debaryomyces hansenii, la cual presenta
diferentes cualidades moleculares vy fisiologicas que la hacen un organismo con
elevado potencial biotecnologico, pero que también hacen que su estudio sea
particularmente complicado [Prista et al., 2005].



Debaryomyces hansenii: la “Cenicienta” de las levaduras no
convencionales

Debaryomyces hansenii es una levadura perteneciente al grupo de los
Saccharomycetes y es considerado un organismo extremofilo, ya que posee
rasgos de osmo-, xero-, halo-, quimio- y criotolerancia [Breuer y Harms, 2006].

Histéricamente se le ha clasificado como una levadura marina debido a que
Norkrans [1966] la aislé por primera vez del mar. Sin embargo, actualmente se
reconoce que es una especie ubicua, pues es capaz de desarrollarse en todo tipo
de alimentos, tan salados como salmueras, quesos y jamones, o tan dulces como
helados y mermeladas [van der Walt et al., 1997; Tokuoka et al., 1985], todos con
baja actividad de agua.

D. hansenii es capaz de utilizar un amplio espectro de fuentes de carbono, las
cuales metaboliza generalmente a través de la respiracién aerobia [Prista et al.,
2016], puede crecer a temperaturas de hasta 0 °C y soportar un intervalo amplio
de acidez/alcalinidad, pues prolifera en medios con valores de pH entre 3.6 y 10,
tolera la presencia de metales pesados, pesticidas e hidrocarburos aromaticos
[Prista et al., 2005; Segal-Kischinevzky et al., 2011], tiene una capacidad extrema
de sintetizar y almacenar lipidos (por lo que también es considerada una levadura
oleaginosa), e incluso es capaz de producir toxinas tipo “killer’ (micocinas)
capaces de inhibir el crecimiento de otras levaduras patogenas como Candida
albicans [Banjara et al., 2016]. Asimismo, una de las cualidades mas reconocidas
de D. hansenii es su capacidad de tolerar altos niveles de salinidad en el medio,
siendo capaz de crecer incluso a concentraciones de NaCl de 25% (4.3 M)
[Butinar et al., 2005]. El interés de algunos grupos de investigacion en esta
caracteristica ha permitido identificar diferentes elementos que juegan un papel
importante, tales como la composicion de la membrana (proporcidn
esteroles:fosfolipidos) [Turk et al., 2007], los mecanismos de transporte de sodio,
potasio y glicerol [Lages et al., 1999; Martinez et al., 2011], etc.

El genoma de D. hansenii fue secuenciado por el consorcio Génolevures en el
2004. Se identificaron 7 cromosomas de entre 1.25 Mb y 2.33 Mb con un tamano
total de 12.12 Mb. Uno de los hallazgos mas importantes reportados en ese
trabajo es que parece ser la levadura con mayor capacidad codificante, con
aproximadamente el 79% del genoma ocupado en marcos de lectura abiertos.
Ademas, su genoma también es el mas redundante conocido hasta la fecha, con
un porcentaje de 49.2% de su genoma duplicado [Dujon et al., 2004]. Actualmente,
en su genoma estan anotados 6642 genes que corresponden a 6272 proteinas
diferentes. A pesar del gran avance que implico la secuenciacion del genoma, son
muy pocos los genes o proteinas de esta levadura los que estan bien
caracterizados y en su mayoria estan implicados en los mecanismos de tolerancia
al estrés osmaotico [Prista et al., 2016].



Ademas, por si fuera poco, D. hansenii también pertenece al llamado “clado CTG".
Esto quiere decir que tiene un codigo genético alterno; es decir que, a diferencia
de la mayoria de los organismos, el codon CUG se traduce por serina en lugar de
leucina, debido a la presencia de un tRNA especial y unico de este clado [Miranda
et al, 2006]. A pesar de estas (y mas) cualidades que le confieren un enorme
potencial biotecnoldgico, el estudio de esta levadura es particularmente dificil y en
ocasiones costoso.

Todas las especies del género Debaryomyces son levaduras perfectamente
homotalicas con un ciclo de vida primordialmente haploide y se reproducen
vegetativamente por gemacion multilateral. La reproduccion sexual ocurre
unicamente por conjugacion, heterogamica o isogamica, y es muy poco comun
[Nakase et al., 1994]. Por esta razon, no ha sido posible realizar cruzas y mucho
menos generar mutantes auxotroficas que permitan utilizar técnicas estandar de
transformacién genética por complementacion; aunque se han reportado
diferentes aproximaciones, todas han probado tener una muy baja eficiencia
[Dohmen et al., 1991; Klein et al., 1988; Ricaurte et al., 1999]. A esto hay que
sumar el hecho de que D. hansenii no tiene importancia en el sector clinico, lo cual
disminuye considerablemente el esfuerzo invertido en su estudio.

Aplicaciones de Debaryomyces hansenii en biotecnologia

La osmotolerancia de D. hansenii resulta de gran interés en biotecnologia porque
permite trabajar en condiciones cuasi-no-estériles o con altas concentraciones de
producto/educto, lo cual reduce dramaticamente los costos de produccion en
muchos sectores de la industria [Breuer y Harms, 2006]. Cuando se crece a esta
levadura en medio con alta osmolaridad, es capaz de producir una variedad de
solutos compatibles de utilidad industrial para balancear la presion osmatica del
medio, tales como el glicerol y/o arabitol [Nobre y da Costa, 1985]. El glicerol, por
ejemplo, se utiliza para la produccion de productos con un alto valor afiadido,
como fibras sintéticas, cosmeéticos, surfactantes, lubricantes, pinturas, etc.

Por otro lado, su capacidad de metabolizar diferentes fuentes de carbono la hace
muy util en otros procesos mas avanzados. La produccion de biodiesel, que se
basa en la transesterificacion de triglicéridos, arroja como un co-producto grandes
cantidades de glicerol; sin embargo, el glicerol obtenido de este proceso contiene
muchas impurezas como sales, metanol y acidos grasos residuales. D. hansenii es
capaz de crecer en medios con tales impurezas y ademas metabolizar el glicerol,
transformandolo en arabitol y xilitol, que a su vez se utilizan como edulcorantes
hipocaldricos y reductores de caries [Krawczyk, 1996; Lin y Li, 2011].

Otro ejemplo popular del uso de esta levadura se encuentra en la industria
vinicola. La fermentacion del mosto de uva es un proceso largo que ocurre gracias
a la actividad biologica de diferentes organismos, entre los cuales protagonizan las
levaduras. Durante las primeras etapas de la fermentacion, se desarrollan
levaduras con una baja capacidad fermentativa y a medida que la concentracion



de etanol se incrementa, ceden el paso a levaduras con mayores capacidades
fermentativas y con mayor tolerancia al etanol, la mayoria pertenecientes al
género Saccharomyces [Flores et al., 2000: Fia et al., 2005]. Las primeras etapas
de la fermentacidn son especialmente problematicas debido a que es muy
complicado controlar el crecimiento de las cepas iniciadoras, ademas del peligro
siempre latente de la contaminacién de los cultivos. Actualmente, D. hansenii se
esta utilizando como una cepa iniciadora de la fermentacidn gracias a su actividad
“killer”, que limita el crecimiento de otros microorganismos no deseados en el
cultivo [Fia et al., 2005; Jolly et al., 2006].

En la industria cosmética, por otro lado, se han utilizado extractos obtenidos de D.
hansenii como fuente de una enzima antioxidante, la superoxido dismutasa (Cu-Zn
SOD), para la produccion de cremas faciales y suplementos para el cuidado de la
piel, gracias a que diferentes autores reportaron que algunas cepas de este
organismo producian esta enzima en muy grandes cantidades con respecto a S.
cerevisiae [Hernandez-Saavedra y Ochoa, 1999; Garcia-Gonzalez y Ochoa, 1999;
Ochoa y Vazquez-Juarez, 2004; Ochoa y Latisnere-Barragan, 2006].

La cualidad de expresar una enzima con un papel importante en la respuesta al
estrés oxidante en grandes cantidades ha resultado de especial interés para
nuestro grupo de trabajo, pues reveld una caracteristica hasta entonces poco
explorada sobre este organismo: la capacidad de contender contra grandes
cantidades de especies reactivas del oxigeno.

Debaryomyces hanseniiy el estrés oxidante

En todos los organismos aerobios, la utilizacion del oxigeno como ultimo aceptor
de electrones en la cadena respiratoria tiene como consecuencia la formacion de
diferentes especies parcialmente reducidas de este elemento con una naturaleza
altamente reactiva, tales como el anidén superéxido, el perdxido de hidrogeno vy el
radical hidroxilo, conocidas como especies reactivas del oxigeno (ERO) (figura 1).
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Figura 1. Via monovalente de reduccion del oxigeno molecular. En azul se muestran las
diferentes especies del oxigeno producidas por la adicion o la pérdida secuencial de electrones y/o
protones. De izquierda a derecha: oxigeno molecular, aniéon superoxido, peréxido de hidrégeno,
radical hidroxilo y agua. Tomada de Segal-Kischinevzky [2011].



Cuando se habla de estrés oxidante, nos referimos a todo un fenébmeno que
involucra la capacidad de las células de percibir, responder y protegerse a si
mismas de un desbalance en la concentracion de las ERO [Toledano et al., 2003].
Existe una enorme cantidad de reportes en la literatura respecto al potencial de las
ERO para producir daino a las células al reaccionar practicamente con todas las
biomoléculas (lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos) provocando
diferentes procesos patologicos o incluso la muerte celular [Lushchak, 2014]. Es
por ello que las células han desarrollado diferentes mecanismos, enzimaticos o no
enzimaticos, para controlar la produccion y degradacion de estos compuestos.

Como ejemplos de enzimas antioxidantes tenemos a las superdxido dismutasas,
las catalasas, las peroxidasas y las tiorredoxinas; ademas, las células también
producen compuestos antioxidantes como el ascorbato, el tocoferol y el glutation.
Todos estos elementos actuan secuencial y ordenadamente de acuerdo a la
intensidad del estrés o del dafio generado por las ERO (figura 2). La mayor parte
del conocimiento que se tiene a nivel bioquimico y molecular con respecto a la
respuesta antioxidante en células eucariontes se ha producido al trabajar con la
levadura S. cerevisiae; aunque se han realizado algunos trabajos en levaduras no
convencionales como Candida albicans [Moradas-Ferreira y Costa, 2000; lkner y
Shiozaki, 2005], poco se sabe acerca de la naturaleza tolerante de D. hansenii al
estrés oxidante.

Teniendo en mente las capacidades de D. hansenii para ocupar diferentes nichos
ecologicos, muchos de ellos artificiales, se ha propuesto que esta levadura debe
poseer rasgos que le permitan contender contra diferentes tipos de estrés
metabdlico; por ejemplo, el estrés oxidante. El primer estudio acerca de la
respuesta de D. hansenii al estrés oxidante fue reportado en el 2009. En este
trabajo se prob6 que esta levadura es mas sensible a diferentes agentes que
producen estrés oxidante al compararla con S. cerevisiae. Sin embargo, cuando la
levadura es crecida en un medio con NaCl, estos efectos parecen revertirse,
sugiriendo que la sal tiene un efecto protector contra el estrés oxidante en D.
hansenii [Navarrete et al., 2009].

Siguiendo la pista de los niveles elevados de SOD en este organismo [Ochoa y
Latisnere-Barragan, 2006] y la baja actividad basal de las peroxidasas [Navarrete
et al., 2009], Segal-Kischinevzky y colaboradores propusieron que si D. hansenii
producia grandes cantidades de H202 como resultado de la actividad de SOD,
otras enzimas como las catalasas podrian estar degradando el peréxido
excedente, por lo que se dieron a la tarea de explorar el comportamiento de estas
enzimas.

El genoma de D. hansenii tiene anotados dos genes que codifican para dos
catalasas: DhCTA y DhCTT, homologos a los de S. cerevisiae: SCCTAy ScCTT,
respectivamente. Los ensayos de viabilidad por choque de perdxido realizados por
Segal-Kischinevzky en el 2011 probaron que D. hansenii tiene una resistencia a
este compuesto mucho mayor a la de S. cerevisiae, presumiblemente debido a la
fuerte actividad de catalasa. En soporte de esta hipotesis, en este trabajo se



encontré que D. hansenii presenta un nivel de actividad total de catalasa mayor al
que presenta Saccharomyces cerevisiae en medio rico (YPD) con y sin cloruro de
sodio, tanto en la fase de crecimiento exponencial como en la fase de crecimiento
estacionario, sin distinguir entre la actividad de DhCta o DhCtt (figura 3, A y D,
respectivamente). A su vez, mediante zimogramas de actividad de catalasa se
demostré que la levadura expresa ambas proteinas, aunque estas presentan un
perfil de actividad diferencial. De forma interesante, ensayos de Northern blot
indicaron que la variacion en los niveles de mMRNA de ambas catalasas no se
relaciona directamente con los perfiles de actividad en diferentes condiciones de
cultivo o la fase del crecimiento, sugiriendo que los productos de estos genes
pueden estar sometidos a procesos de regulacién post-transcripcional y/o post-
traduccional.
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Figura 2. Niveles de respuesta contra el estrés oxidante. Los mecanismos de respuesta al
estrés oxidante pueden englobarse en una etapa de respuesta inmediata, que se encuentra activa
de forma constitutiva (circulo amarillo) y en tres lineas de defensa que se activaran segun la
intensidad del dafio generado por las especies reactivas del oxigeno. ERO= Especies reactivas del
oxigeno; SOD= Superoéxido dismutasa; Gpx= Glutation peroxidasa; Trx= Tiorredoxina reductasa.

Debido al fenotipo de resistencia al estrés oxidante que exhibe D. hansenii en
comparaciéon con S. cerevisiae, en los ultimos afios nuestro grupo de trabajo se ha
enfocado en caracterizar la regulacion de DhCTA y DhCTT. Para ello, y debido a
la imposibilidad de utilizar técnicas convencionales de biologia molecular en D.
hansenii, se produjo una cepa acatalasémica de S. cerevisiae para expresar los



genes de ambas catalasas de manera heter6loga mediante su clonaciéon en un
plasmido.

Se clonaron de forma independiente los genes de las catalasas de D. hansenii,
incluyendo la region promotora y el terminador, en el vector pRS316 para su
expresion en la cepa acatalasémica de S. cerevisiae. El plasmido que contiene a
la catalasa A lo construyé Diego Noriega durante el desarrollo de su tesis de
licenciatura; su trabajo probé que la cepa que expresaba dicha catalasa
presentaba un menor tiempo de duplicacién con respecto a la cepa acatalasémica
[Noriega, 2012]. A su vez, el plasmido que contiene a la catalasa T lo construy6
Roman A. Castillo. Entre los principales resultados de su tesis, se identificé que la
expresion de esta catalasa proporciona a las células transformadas la capacidad
de alcanzar una mayor biomasa en medio rico YPD con respecto a la cepa sin
catalasas [Castillo-Diaz, 2013].

Por otro lado, con el fin de retomar los resultados observados por Segal-
Kischinevzky respecto a los niveles de actividad de catalasa en diferentes medios
de cultivo [2011], Miguel A. Garcia realiz6 ensayos de actividad especifica de
catalasa para cada una de las transformantes. El encontré que en fase de
crecimiento estacionario la actividad especifica de la cepa que expresa DhCTA en
medio con glucosa o etanol es 5 veces menor en presencia de sal.
Contrariamente, en el caso de la cepa que expresa DhCTT, se encontré que la
actividad es hasta 19 veces mas alta en presencia de sal [Garcia-Campos, 2014].
Estos resultados sugirieron que a diferencia de las catalasas de S. cerevisiae
[lzawa et al., 1996], DhCTA y DhCTT no tienen una funcidon redundante, pues
responden de forma diferente a las condiciones del cultivo: la presencia de sal
inhibe la actividad de DhCta, pero produce un aumento significativo en la actividad
de DhCtt cuando son expresadas heterdlogamente en la cepa acatalasémica de S.
cerevisiae (figura 3, B y C, respectivamente). De estos resultados se ha logrado
identificar un comportamiento muy interesante: la dinamica de respuesta en los
distintos medios de cultivo de la cepa que expresa el gen DhCTA asemeja la
respuesta de D. hansenii, mientras que la respuesta de la cepa que expresa el gen
DhCTT se parece a la que despliega S. cerevisiae, independientemente de la
magnitud (figura 3).

A pesar de los avances logrados en estos afos, la expresion heterologa de estos
genes ha presentado diferentes complicaciones, en particular con DhCTT. Hemos
encontrado que la expresion de DhCTT en la cepa acatalasémica es inestable y
que no todas las clonas transformadas con el plasmido que contiene este gen
presentan actividad de catalasa. Aunque el analisis del comportamiento de estos
genes en D. hansenii originalmente sugirié que las diferencias en la actividad se
debian a fendmenos de regulacién post-transcripcional [Segal-Kischinevzky,
2011], debemos recordar que esta levadura responde de forma muy distinta a S.
cerevisiae ante las diferentes condiciones de estrés. Variables como la
presencia/ausencia de elementos de regulacién en las secuencias promotoras, o
bien la produccién de factores de transcripcion especificos en respuesta al estrés



podrian afectar el comportamiento de estos genes cuando son expresados
heterélogamente en la cepa acatalasémica de S. cerevisiae.
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Figura 3. Actividad especifica de catalasa por cepa en diferentes medios de cultivo en fase
de crecimiento estacionario. Los datos mostrados en esta grafica son resultado de los trabajos
previamente realizados en el laboratorio, todos citados en este trabajo. A = Saccharomyces
cerevisiae silvestre, B = S. cerevisiae acatalasémica complementada con el gen DhCTA contenido
en el plasmido pRS316, C = S. cerevisiae acatalasémica complementada con el gen DhCTT
contenido en el plasmido pRS316, D = Debaryomyces hansenii silvestre.

Para verificar que la pérdida de la actividad de catalasa en las transformantes no
tuviera que ver con un reconocimiento deficiente del promotor de DhCTT en S.
cerevisiae, de la Fuente-Colmenares construydé quimeras de los genes de la
catalasa T de ambas levaduras. Fusion6 el ORF de DhCTT con el promotor de
ScCTT (Sc/DhCTT), y por otro lado fusion6 el ORF de ScCTT al promotor de la
catalasa T de D. hansenii (Dh/ScCTT). Las cepas de S. cerevisiae acatalasémica
transformadas con las construcciones que contenian al promotor de D. hansenii no
mostraron actividad de catalasa a menos que fueran pre-tratadas con H2Oo,
mientras que aquellas que portaban al promotor nativo de la catalasa T de S.
cerevisiae si presentaron actividad en medio con y sin sal sin necesidad de una
pre-induccion [de la Fuente-Colmenares, 2017]. Este trabajé arrojé6 nuevas
hipétesis: 1) las cepas transformantes tienen un problema para reconocer al
promotor de DhCTT, 2) las condiciones en que se ha trabajado no son las
adecuadas para inducir la expresion de esta catalasa, probablemente debido a
que la respuesta que despliega S. cerevisiae en estas condiciones de estrés no se
parece a la de D. hansenii 6 3) los niveles de expresion son muy bajos,



provocando que los niveles de actividad de catalasa se encuentren por debajo del
limite de deteccién del ensayo de actividad especifica de catalasa que usamos
[Aebi, 1984 y Segal-Kischinevzky, 2011].

Sea cual el caso, los ensayos realizados hasta el momento en el laboratorio no
tienen el alcance necesario para determinar cual o cuales de estas 3 posibles
hipdtesis es la correcta. La expresion génica es un fendmeno complejo que
responde a diferentes estimulos, los cuales pueden afectar el proceso a diferentes
niveles. Las células pueden regular qué genes seran transcritos y cuales
mensajeros seran traducidos mediante diferentes mecanismos que involucran el
procesamiento del RNA y las proteinas para controlar su actividad (figura 4). En
este sentido, el estudio detallado del fenomeno de regulacion requiere la
implementacién de diversas técnicas que nos permitan analizar cada punto del
proceso.

En este caso particular, hace falta determinar los niveles de RNA mensajero y
detectar directamente la presencia de estas proteinas en las cepas transformantes
para saber si las diferencias en la actividad se deben a variaciones en el proceso
de la transcripcion, durante la traduccion de los mensajeros, o bien si estas
proteinas estan siendo activadas o inactivadas post-traduccionalmente.
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Figura 4. Niveles de regulacion de la expresion génica. Cada nivel esta controlado por
diferentes mecanismos que afectan la transicion entre cada etapa y los estimulos ambientales a los
que una célula esta sometida pueden afectar cada uno de estos mecanismos (flechas verdes). En
respuesta a estos estimulos, tanto los RNAs como las proteinas pueden participar en la regulacién
de cada punto para modificar el perfil de expresion de la célula (flechas rojas).
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Métodos avanzados para la deteccidén de proteinas

Actualmente existen innumerables metodologias para la deteccion y el analisis de
proteinas. Por décadas, la electroforesis en geles de poliacrilamida y técnicas de
blotting conformaron el nucleo de las tecnologias para deteccidn de proteinas.
Tradicionalmente, estas tecnologias se han acoplado a diferentes técnicas de
tincion, como la deteccion con plata o azul de Coomassie. Sin embargo, con el
creciente desarrollo del campo de la protedmica y con la necesidad de contestar
preguntas cada vez mas complejas acerca del comportamiento de las proteinas,
algunas limitaciones de estas técnicas se han vuelto evidentes, haciendo que
disminuya la relacion costo-beneficio. El analisis de proteinas en la actualidad
requiere de técnicas cuantitativas de mayor sensibilidad, que sean faciles de
realizar y que ademas tengan el alcance de responder preguntas a escalas mucho
mayores.

En este sentido, en los ultimos afos se han desarrollado diferentes técnicas
basadas en la deteccidén por fluorescencia o luminiscencia, las cuales ofrecen la
oportunidad de marcar a las proteinas con una “etiqueta” o sonda que emite luz en
una longitud de onda especifica. Estas técnicas no solo permiten reconocer de
manera mas certera a una proteina en particular, sino que resultan mucho mas
sensibles que los ensayos enzimaticos clasicos [Miller, Crawford y Gianazza,
2006]. Ademas, se han ubicado como las técnicas predilectas para detectar
diferentes modificaciones post-traduccionales especificas, como fosforilaciones,
acetilaciones, metilaciones, etc. Otra de las ventajas de utilizar estas sondas es
gue permiten analizar diferentes proteinas o versiones de una misma proteina a la
vez, aumentando enormemente la cantidad de datos que se pueden colectar
durante los experimentos.

Aunque actualmente los métodos de deteccidn estan basados casi por completo
en la utilizacion de anticuerpos especificos, una de las estrategias alternativas
para analizar los perfiles de expresion de genes de interés es su fusion al gen de
una proteina fluorescente; esta aproximacion permite no s6lo medir los niveles
relativos de proteina al cuantificar la intensidad media de fluorescencia en las
muestras al igual que las técnicas basadas en anticuerpos, sino que también es
una herramienta de gran utilidad para determinar la localizacion sub-celular de las
proteinas, ya sea in vivo o en muestras fijadas, que en la mayoria de los casos
resulta ser mucho mas economica.

Si lo que se quiere es detectar unicamente los niveles de una proteina de interés
en solucion, por ejemplo, existen innumerables sistemas disponibles en el
mercado que permiten detectar la cantidad de proteina mediante la utilizacion de
diferentes reactivos que provocan que las sondas utilizadas emitan su
fluorescencia. Sin embargo, si lo que nos interesa es ver a las proteinas dentro de
la célula, ya sea para detectar variaciones en la expresion o bien para determinar
su ubicacién e incluso analizar su comportamiento en un organismo vivo, existen
otras técnicas especializadas. Es importante mencionar que todas estas técnicas
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se han desarrollado con la intencién de contestar diferentes tipos de preguntas,
por lo que a la hora de elegir cual utilizar se deben tener muy claros los alcances y
limitaciones de cada una.

¢, Qué metodologia elegir para detectar fluorescencia?

Cuando se habla de la deteccion de fluorescencia y como regla general, se deben
considerar tres parametros fundamentales: la velocidad de adquisicidon, la
sensibilidad a la fluorescencia y el contenido de informacion. En los extremos
funcionales de la deteccion encontramos a dos de las técnicas mas utilizadas: la
citometria de flujo y la microscopia de fluorescencia.

Cuando una muestra bilégica se analiza mediante citometria de flujo, se requiere
que se tengan células en suspension y no adheridas a una superficie; ademas, la
mayoria de los citdmetros convencionales sacrifican por completo la formacion de
imagenes a favor de una tasa de adquisicion sumamente rapida y una mayor
sensibilidad a la fluorescencia. Cuando se realiza citometria de flujo, cada evento
o célula se asocia con diferentes parametros numéricos respectivos a la intensidad
de fluorescencia y al grado de dispersion de la luz, ya sea de forma frontal o
lateral: la dispersién frontal se relaciona con el tamafo de la célula, mientras que
la dispersion lateral proporciona una aproximacion de la granularidad (o
complejidad) de la célula (figura 5); por otro lado, salvo que se trabaje con un tipo
de sonda que tenga una localizacion sub-celular especifica, la citometria por si
sola no ofrece ninguna informacién acerca de la localizacién de la fuente de
fluorescencia dentro de la célula. La mayor bondad de esta técnica es sin duda la
capacidad de analizar rapidamente muestras de gran tamarno (10,000 células por
segundo, tipicamente), lo que implica que incluso puedan detectarse
subpoblaciones poco abundantes (por ejemplo, con una frecuencia de 1 en 10,000
células) en numeros estadisticamente significativos en un tiempo de deteccion
corto [Basiji et al., 2007].
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Figura 5. Esquema basico del funcionamiento de un citémetro de flujo. Las células en
suspension son enfocadas y ordenadas hidrodinamicamente mediante un flujo laminar; atraviesan
un conducto transparente y un laser incide sobre ellas una a la vez. Alineado frente al laser, el
detector FSC (por sus siglas en inglés, forward scatter) colecta la luz transmitida y dispersada por
la muestra en un angulo de entre 5° y 10°. A su vez, el detector SSC (por sus siglas en inglés, side
scatter) colecta la luz que se desvia en un angulo de 90°. En rojo se muestran células positivas
para una sonda fluorescente (en este caso acoplada a un anticuerpo), y en negro las células
negativas. Modificado de Sabban [2011].

Un microscopio confocal, en cambio, produce imagenes de alta resolucion de
células fluorescentes con las que se pueden generar proyecciones
tridimensionales de una muestra con grosor al apilar diferentes fotografias de
distintos planos focales de manera digital. Sin embargo, la formacion de imagenes
con tanto detalle y gran contenido de informacion puede tardar varios minutos.
Ademas, la sensibilidad absoluta a la fluorescencia puede considerarse
relativamente baja con respecto a otras técnicas, debido a que la forma en que se
colecta la luz filtra toda la informacion que se encuentra fuera de foco, y porque la
imagen se construye de forma serial a partir de mediciones individuales a lo largo
de la preparacion, reduciendo el tiempo disponible para colectar informacion de
cada uno de estos puntos (figura 6). Aunque la sensibilidad se puede aumentar
considerablemente incrementando los tiempos de exposicion y recoleccion de
informacion, se corre el peligro de blanquear las sondas que marcan a las
proteinas en los planos que se encuentran fuera de foco, afectando la proyeccion
tridimensional al terminar de formar la imagen. El disefio general de esta técnica la
hace de gran utilidad para aplicaciones que requieren el analisis de caracteristicas
sub-celulares en muestras homogéneas, pero no en casos donde se requiere
detectar sondas de baja intensidad o bien un numero de células estadisticamente
significativo en una muestra heterogénea [Basiji et al., 2007].
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Figura 6. Esquema basico del funcionamiento de un microscopio confocal. La luz emitida por
un laser (haz de excitacion, en verde) es dirigida hacia la muestra mediante un sistema de lentes y espejos
concentrada en un unico punto. Tras la excitacion, la luz emitida por la muestra (haces rojos) es redirigida
hacia un sistema de deteccion que filtra todos los rayos que se encuentren fuera del foco del lente objetivo
mediante un pinhole colocado frente al detector. El haz de excitacion recorre la muestra un punto a lavez y la
imagen se reconstruye de forma digital. Imagen disponible en el articulo “Confocal Microscopes” del sitio web
de la Universidad de Queensland [Disponible en: https://imb.uqg.edu.au/facilities/microscopy/hardware-
software/confocal-microscopes].

En el mejor de los casos y si se tienen los medios necesarios, la combinacion de
estas dos técnicas permite identificar de manera certera un panorama amplio del
comportamiento de alguna molécula de interés dentro de la célula.
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JUSTIFICACION

El desbalance en el procesamiento de las especies reactivas del oxigeno tiene
efectos perjudiciales debido a su potencial de dafar practicamente todas las
estructuras celulares; es por ello que diferentes grupos de investigacion se
dedican al estudio de la actividad de proteinas antioxidantes y a las condiciones
que alteran su funcionamiento.

Las catalasas son enzimas presentes en casi todos los organismos, procariontes o
eucariontes, que estan expuestos al oxigeno. Estas enzimas tienen la capacidad
de dismutar el H202, una especie reactiva del oxigeno, en H2O y O2. La
investigacion en torno a las catalasas ha arrojado informacion relevante para
entender procesos que van desde la apoptosis y la sintesis de biomoléculas, hasta
el envejecimiento y el lapso de vida de los tejidos.

Debaryomyces hansenii es un organismo capaz de contender de forma muy
eficiente contra los diferentes tipos de estrés presentes en su habitat natural; es
capaz de crecer en medios con hasta 25 % de NaCl y responder a cambios
subitos en la concentracion de especies reactivas del oxigeno incrementando la
actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa y las catalasas.
Estas y otras caracteristicas vuelven a esta levadura un organismo con un gran
potencial biotecnologico.

Una de las estrategias que se han utilizado en los ultimos afos para analizar los
perfiles de expresién de genes de interés es su fusion al gen de una proteina
fluorescente. Esta aproximacion permite no solo medir los niveles relativos de
proteina al cuantificar la intensidad de fluorescencia en las muestras, sino que
también es una herramienta de gran utilidad para determinar la localizacion sub-
celular de las proteinas, ya sea in vivo o en muestras fijadas.

En este sentido, la propuesta de mi trabajo de tesis es fusionar los genes de cada
catalasa de D. hansenii al gen de una proteina fluorescente (yECitrine) para poder
cuantificar los niveles relativos de proteina como un parametro directo de su
expresion en la cepa acatalasémica y compararlos con la actividad especifica de
catalasa que se ha determinado en el laboratorio en diferentes condiciones de
crecimiento.
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OBJETIVO GENERAL

Cuantificar los niveles relativos de las catalasas Cta y Ctt de Debaryomyces
hansenii, expresadas heter6logamente en una cepa acatalasémica de
Saccharomyces cerevisiae, mediante su fusion a un reportero fluorescente
en cuatro medios de cultivo.

Objetivos particulares

Fusionar los genes DhCTT y DhCTT al gen de la proteina fluorescente
yECitrine mediante PCR de sobrelape.

Clonar ambos genes en el plasmido de expresion en Saccharomyces
cerevisiae pRS316.

Transformar una cepa acatalasémica de S. cerevisiae con cada una de las
construcciones y estudiar la dinamica de crecimiento en cuatro medios de
cultivo diferentes.

Analizar los niveles de actividad especifica de catalasa de las levaduras
transformadas con DhCTA y DhCTT, a partir extractos totales de proteina
de células en la fase exponencial del crecimiento.

Cuantificar in vivo los niveles relativos de proteina por intensidad media de

fluorescencia en células en la fase exponencial del crecimiento mediante el
uso de citometria de flujo y microscopia confocal.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y medios de cultivo

Para analizar el comportamiento de las cepas transformantes Sc acat +
pRS316::DhCTA, Sc acat + pRS316::DhCTT, Sc acat + pRS316::DhCTA-yECy Sc
acat + pRS316::DhCTT-yEC, se utilizaron como referencia una cepa de
Debaryomyces hansenii en su forma silvestre (Dh Wt) y dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae: una en su forma silvestre y una mutante
acatalasémica, obtenidas previamente en el laboratorio a través de la cruza de
una cepa de S. cerevisiae con delecion del gen ScCTA1 (BY4742, Acta) y otra
cepa con delecion del gen ScCTT1 (BY4741, Actt), derivadas a su vez de la cepa
S288c. Para descartar el factor de la carga genética del plasmido, las dos cepas
de referencia de S. cerevisiae fueron transformadas con el plasmido pRS316 sin
inserto. La descripcion de las cepas utilizadas en este trabajo se encuentra
resumida en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Cepas de referencia.

Nomenclatura

rigen noti

Cepa usada Orige Genotipo
Laboratorio del Dr.

D. hansenii Y7426 Dh WT Antonio Pefia, -

Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM

Laboratorio de

S. cerevisiae BY4743- Biologia Moleculary ~ BY4741xBY4742 MAT ND his3A1

4d Sc WT

Genodmica, Facultad leu2A0 ura3A0
Sc WT + pRS316 de Ciencias, UNAM
S. cerevisiae Laboratorio de BY4741xBY4742 MAT ND his3A1
BY4743-4a Biologia Molecular y leu2A0 lys2A0 met15A0 ura3A0
Sc acat (RASCZ;:?,GACtt) + Sc acat Genémica, Facultad YDR256¢::KanMX4
P de Ciencias, UNAM YGRO088w::KanMX4
Tabla 2. Cepas experimentales.
Cepa Nomenclatura usada
*S. cerevisiae
BY4743-4a + Sc acat + pRS316::DhCTA

pRS316::DhCTA

*S. cerevisiae
BY4743-4a + Sc acat + pRS316::DhCTT
pRS316::DhCTT

S. cerevisiae
BY4743-4a + Sc acat + pRS316::DhCTA-yEC
pRS316::DhCTA-yEC

S. cerevisiae
BY4743-4a + Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC
pRS316::DhCTT-yEC

*Cepas previamente generadas en el laboratorio.
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Todos los experimentos se iniciaron a partir de precultivos en medio rico YPD, que
contiene extracto de levadura (Y), peptona de caseina (P) y glucosa (D) como
fuente de carbono. Los medios usados en los experimentos diferian entre si por la
fuente de carbono adicionada (glucosa o etanol) y por la presencia o ausencia de
NaCl. La composicién de todos los medios se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Composicion de ingredientes por litro para cada medio de cultivo de levaduras.

. YPD + NaCl YPE + NacCl
Reactivo Marca YPD 0.6M YPE 0.6 M
Extracto de Beckton
levadura Dickinson 109 109 109 109
Peptona de Beckton
caseina Dickinson 209 209 209 209
Glucosa Sigma 2049 2049 - -
*Etanol Sigma - - 20 mL 20 mL
NaCl Amresco - 35¢g - 359
" Beckton
Agar Dickinson 2049 2049 2049 2049

*El etanol fue esterilizado por filtracion a través de una malla de 0.22 um y se afadio a los
matraces correspondientes después de esterilizarlos en autoclave.
**Afadir sélo en caso de preparar medio solido para cajas de Petri.

Para seleccionar y mantener a las cepas transformadas se us6 medio minimo sin
uracilo adicionado con casaminoacidos para complementar las auxotrofias (ver
tabla 1). La composicién del medio se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion de ingredientes por litro del medio minimo sin uracilo (Ura’).

Reactivo Marca Cantidad
Yeast Nitrogen Base
sin aminoacidos ni sulfato Amresco 179
de amonio
Glucosa Sigma 1049
Agar Beckton Dickinson 2049
Casaminoacidos Amresco 649
Sulfato de amonio Fermont 59

Mantenimiento de las cepas y condiciones de cultivo

Cada una de las cepas fue mantenida por separado en cajas Petri y se incubaron
a 28 °C de 48 a 72 horas. Posteriormente, se almacenaron en refrigeracion a 4 °C
y se resembraron cada 30 dias.

La cepa silvestre de D. hansenii fue sembrada en cajas con medio YPD-agar +

NaCl 0.6 M, mientras que las cepas transformantes de S. cerevisiae se sembraron
en medio minimo de seleccion ura.
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Protocolo: Curvas de crecimiento

1. Inocular 50 mL de cultivo liquido YPD para S. cerevisiae o YPD + NaCl 0.6 M para
D. hansenii a una densidad oOptica de Aesconm = 0.05 con las cepas crecidas
previamente en medio sélido.

2. Incubar los cultivos a 28 °C agitandose a 180 rpm durante al menos 24 horas en el
caso de S. cerevisiae y 48 horas para D. hansenii.

3. Centrifugar los cultivos en tubos cénicos de polipropileno de 50 mL a 3,000 rpm
durante 5 min.

4. Desechar el medio y lavar la pastilla de células con agua grado Milli Q usando un
vortex.

5. Volver a centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min.

6. Desechar el agua y resuspender la pastilla en 1 mL de agua grado Milli Q.

7. Realizar diluciones seriales en microtubos de 1.5 mL hasta 1:1000 con la
suspension de levaduras.

8. Medir la absorbancia de la ultima dilucién en el espectrofotometro a 600nm,
utilizando como blanco una celda de plastico PMMA UV con agua grado Milli Q.

9. Realizar el calculo necesario para inocular con la suspensién de levaduras a una
densidad optica de Aesoonm = 0.05 los cultivos con que se trabajara.

10. Tras inocular, tomar una alicuota de 1 mL y medir nuevamente la absorbancia a
600nm utilizando como blanco el medio en que se realizara la curva.

11. Colocar los matraces en la incubadora a 28 °C agitandose a 180 rpm.

12. Cada 3 horas, tomar alicuotas del cultivo para medir la densidad 6ptica Asoonm.

Nota: el rango de linealidad del espectrofotometro (modelo DU 640, Beckman
Coulter) se ubica entre una Asoonm = 0.05 y una Aeoonm = 0.5. Cuando el cultivo
alcance una densidad Optica mayor a este rango, realizar las diluciones
necesarias.

Calculo del tiempo de duplicacién

El tiempo de duplicacién fue calculado utilizando la herramienta virtual Doubling-
time calculator (Roth, 2006) en la direccion electronica http://www.doubling-
time.com/compute.php con la opcion Several Time Points. Se alimentaron los
valores de tiempo de crecimiento en horas y Aeconm de la fase de crecimiento
exponencial.

Biologia molecular

Protocolo: extraccion de DNA gendmico de S. cerevisiae o D. hansenii

1. Con una asada tomada de una caja con medio sdlido, inocular 10 mL de medio
rico (YPD para S. cerevisiae o YPD + NaCl 0.6 M para D. hansenii) e incubar a 28
°C y 180 rpm toda la noche.

2. Transferir el cultivo a un tubo de polipropileno de 50 mL estéril y centrifugar
durante 5 min a 3,000 rpm.

3. Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 10 mL de agua estéril.
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4. Volver a centrifugar 5 min a 3,000 rpm.

5. Resuspender la pastilla en 2 mL de agua estéril y preparar cuatro alicuotas de 500
uL en tubos de 1.5 mL.

6. Centrifugar 5 s a 14,000 rpm, decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla
en el liquido residual.

7. Agregar 200 pL de la solucién de lisis (Triton 2 %, SDS 1 %, NaCl 100 mM, Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), 200 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(PCI) 25:24:1 y un volumen de aproximadamente 300 uL de microperlas de vidrio
estériles. Agitar en vortex continuamente durante 2 minutos.

8. Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm, tomar la fase acuosa y transferirla a un tubo
de 1.5 mL nuevo.

9. Agregar 300 pL de PCI 24:25:1 y agitar en voértex durante un minuto.

10. Centrifugar 2 min a 14,000 rpm y transferir la fase acuosa (superior) a un tubo
limpio.

11. Adadir 300l de cloroformo y agitar en vértex durante un minuto.

12. Centrifugar 5 min a 14,000 rpm.

13. Transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

14. Agregar 1mL de etanol al 100% y mezclar por inversion.

15. Incubar 30 min a -20 °C.

16. Centrifugar 5 min a 14,000 rpm y eliminar el sobrenadante.

17. Afadir 1mL de etanol al 70 % frio, agitar en vortez durante un minuto y volver a
centrifugar.

18. Descartar el sobrenadante y centrifugar nuevamente a 14,000 rpm por 2 min para
eliminar el exceso de etanol.

19. Dejar secar los tubos con la tapa abierta en un bloque térmico a 55 °C por ~20 min
hasta que el etanol residual se evapore.

20. Resuspender en 30 pyL de agua estéril y cuantificar en un nanoespectrofotometro
(A260,m/A280nm).

Diseino, construccion y verificacion de plasmidos

Oligonucleétidos

Para amplificar las secuencias utilizadas en este trabajo se disefiaron un total de
cinco oligonucleodtidos y se utilizaron dos mas previamente disefiados en el
laboratorio, cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 5.

Para el disefio de todas las construcciones se utilizo el software Snapgene
(www.snapgene.com). ElI programa se alimentd con las secuencias,
oligonucledtidos y plasmidos utilizados; ademas se simularon las amplificaciones,
ligaciones e inserciones en el vector.

Para la clonacion y propagacion de todos los plasmidos y las construcciones se

utilizd la cepa de Escherichia coli XL1Blue MRF’ (recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacl? ZAM15 Tn10 (Tet")]).
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Tabla 5. Oligonucleétidos.

L. . L. Secuencia Tm
Nombre Amplicon Direccion 5> 3 (SnapGene)
. GCGCGCGGATCCATTTTTACCACATGAGGCC o
CTABam DHCTA- Forward “BamHl 70 °C
CTAyEC linker yEC Reverse CAGCACﬁngCr:ACCGATCTTTCTTGGAGAAAGTTGTAAAG 67 °C
. CGCGCGGGATCCGTATTACTGCCACTGCATTCAG °
CTTBam DHCTT- Forward “BamHl 63 °C
CTT-yEC linker yEC Reverse CAGCACﬁngCr:ACCGATGTTAGCAGGAGCTATTCCAAG 69 °C
yEClinker Forward | ATCGGTGACGGTGCTG 57 °C
Linker yEC
ADH1Xhol y Reverse CGAGCT)’(%?);AGCCGGTAGAGGTGTGGTC 64 °C
yECBam VECitrine Forward GTCAGBG:'\J F?ICATGATCGGTGACGGTGCTG 58 °C

*Oligonuclestidos previamente disefiados y utilizados en el laboratorio.

El vector utilizado para las fusiones catalasa-proteina fluorescente fue el plasmido
monocopia pRS316. Este plasmido complementa la auxotrofia por uracilo con el
gen URA3 y contiene el gen BLA que confiere resistencia a ampicilina como
marcadores de seleccion; tiene ademas origen de replicacion tanto para E. coli
como para levadura (tabla 6).

El vector en donde se clon6 el gen de yECitrine bajo el promotor GALT es el
plasmido multicopia pYES2. Contiene los mismos marcadores de seleccion que el
plasmido pRS316 (complementacion de auxotrofia a uracilo por el gen URA3 y
resistencia a ampicilina por el gen BLA) y origenes de replicacion para bacteria y
levadura (tabla 6).

Tabla 6. Vectores.

Nombre pRS316 pYES2 pKT175
Origen de replicacion
bacteriano pMB1 pUC1 pPMB1
Origen de replicacion .
en levadura CEN/ARS 2 micras CEN/ARS
. Resistencia a Resistencia a Resistencia a
Marcador de seleccion s oL o
. ampicilina (- ampicilina (R- ampicilina (R-
en bacterias
lactamasa) lactamasa) lactamasa)

Complementacion por  Complementacion por  Complementacion por
auxotrofia de uracilo auxotrofia de uracilo auxotrofia de uracilo
(URA3) (URA3) (URA3)

Marcador de seleccion
en levaduras

Construccidén de fusiones por PCR de solapamiento y clonacién en
plasmidos

El resumen de las caracteristicas de cada una de las construcciones generadas en
este trabajo se encuentra en la tabla 7.
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DhCTA-yEC y DhCTT-yEC

Para todas las reacciones de PCR se utilizé la enzima de alta fidelidad Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix de Thermo Scientific y los programas
utilizados se disefiaron siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Tabla 7. Construcciones.

Nomb *pRS316:: *pRS316:: pRS316:: pRS316:: PYES2:
ombre DhCTA DhCTT DhCTA-yECitrine DhCTT-yECitrine  yECitrine
Vector pRS316 pRS316 pRS316 pRS316 pYES2
Catalasa A de Catalasa T de
Gen de la Gen de la " "
D. hansenii D. hansenii .
Inserto catalasa Ade catalasa T de fusionad fusionad yECitrine
D. hansenii D. hansenii usionada a usionada a
' ' yECitrine yECitrine
Promotor Promotor Promotor Promotor nativo  Promotor nativo GAL1
nativo DhCTA nativo DhCTT DhCTA DhCTT
Terminador | S'minador Terminador ADH1 ADH1 ADH1

nativo DhCTA nativo DhCTT

*Construcciones previamente generadas en el laboratorio

Los genes de ambas catalasas de D. hansenii se amplificaron directamente del
DNA gendmico utilizando un par de oligonucledtidos (CTABam/CTAyEC para
DhCTA, y CTTBam/CTTyEC para DhCTT, tabla 5) que anadieran un sitio de corte
BamHI en el extremo 5’ del amplicon y una secuencia de hibridacion de 16pb en el
extremo 3'.

Programa de amplificacion de DhCTAy DhCTT

Desnaturalizacion inicial 98°C-10s
Desnaturalizacion 98°C—-1s
Alineamiento 60°C-5s } 25 ciclos
Extension 72°C—-45s
Extension final 72°C-60s

A su vez, el gen de la proteina fluorescente yECitrine se amplificO desde el
plasmido pKT175 con un par de oligonucleotidos (YEClinker/ADH1Xho; tabla 5)
que afadieran la misma secuencia de hibridacién de 16pb en el extremo 5 del
ORF de yECitrine y un sitio de corte Xhol en el extremo 3’, abarcando el
terminador ADH1 contenido en el plasmido.

Programa de amplificacién de linker-yEC y yECitrine
Desnaturalizacion inicial 98°C-10s
Desnaturalizacion 98°C-1s
Alineamiento 60°C-5s } 25 ciclos
Extension 72°C—-15s
Extension final 72°C-60s

La fusion de ambos amplicones se realiz6 mediante una reaccion de PCR de
sobrelape, que consiste en dos fases:
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En la primera fase, la reaccion contiene los amplicones a fusionar en ausencia de
oligonucledtidos y se utiliza una temperatura de alineamiento que favorezca la
complementacién de la region de hibridacién previamente sintetizada. El tiempo de
extension debe permitir la sintesis del amplicon mas largo; cada uno de los
amplicones funge entonces como un mega-oligonucledtido a partir del cual la
polimerasa sintetiza la secuencia fusionada.

En la segunda fase, se afaden a la reaccion dos oligonucledtidos: el
oligonucledtido sentido utilizado para amplificar el gen de cada catalasa (CTABam
o CTTBam; tabla 5) y el oligonucle6tido antisentido utilizado para amplificar el gen
de yECitrine con el terminador ADH1 (ADH1Xho; tabla 5). Esta vez la temperatura
de alineamiento debe favorecer el alineamiento de ambos oligonucledtidos vy el
tiempo de extensidn debe permitir la sintesis de la secuencia fusionada en su
totalidad.

Programa de PCR de solapamiento para la fusion de los insertos catalasa-yECitrine

Desnaturalizacion 98°C —-30 s Desnaturalizacién 98°C — 10s
inicial inicial
P ° Afadi izacié °
Desnaturalizacion 98°C—-1s o”gonggegﬁdos Desnaturalizacion 98°C — 1s
15 EE— 15
Alineamiento 66°C — 55 | ciclos Alineamiento y 72°C — 57s| ciclos
extension
Extension 72°C — 42s

Extensién final 72°C — 60s
yECitrine

El gen de yECitrine se amplific6 a partir del plasmido pKT175 con un
oligonucledtido sentido (yYECBam; tabla 5) que abarca los 16 pares de bases de la
region de hibridacion contenida en el plasmido y un sitio de corte para la enzima
de restriccion BamHlI. El oligonucledtido antisentido (ADH1Xho; tabla 5) hibrida
con el extremo 3’ del terminador ADH1, contenido también en el plasmido y afiade
un sitio de corte Xhol. Esta secuencia fue clonada en el plasmido pYES2 bajo el
promotor GAL7 contenido en el plasmido. Esta construccién se diseid para
transformar una cepa de S. cerevisiae que sirviera como control positivo de la
deteccion de fluorescencia al crecerla en un medio con galactosa como fuente de
carbono.

Purificaciéon de productos de PCR

Los productos de cada reaccion de PCR fueron purificados mediante una columna
o bien por recuperacion a partir de una banda de agarosa en el caso de las
fusiones catalasa-yECitrine, utilizando el kit de Qiagen QI/Aquick PCR purification
kit y el kit de Zymo Research Zymoclean gel DNA recovery kit, respectivamente.
Los productos purificados fueron cuantificados posteriormente en un
nanoespectrofotometro.
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Digestion de productos de PCR y vectores

Se llevaron a cabo reacciones de 20 uL con 500 ng de inserto o vector, utilizando
las enzimas BamHI 'y Xhol (Thermo Scientific) en todos los casos. Se incubaron a
37 °C durante 3 horas y posteriormente se inactivaron las enzimas con un choque
térmico de 80 °C durante 20 minutos. Todos los productos de las digestiones
fueron purificados por columna con el kit Q/Aquick PCR purification Kit.

Ligaciéon de vector e insertos

Las reacciones de ligacion se realizaron utilizando aproximadamente 120 ng de
vector previamente digerido y purificado. La relacion molar vector-inserto fue de
1:1 en el caso de las fusiones catalasa-yECitrine debido a que el tamafio de los
insertos y el plasmido pRS316 era muy similar. En el caso del inserto yECitrine, la
relacion molar vector-inserto fue de 1:3, pues el inserto era mucho mas pequeno
que el plasmido pYES2.

Todas las reacciones se realizaron con el kit de Thermo Scientific Rapid DNA
Ligation kit. El tiempo de incubacion fue de 10 minutos a temperatura ambiente.

Transformacion en E. coli XL1Blue

De cada reaccion de ligacion se tomaron 5 uL para transformar células
competentes de calcio de la cepa de E. coli XL1Blue mediante incubacién en hielo
por 15 min y un choque térmico de 90 seg a 42 °C. Las células se recuperaron
durante 45 minutos en 1 mL de medio liquido LB sin ampicilina (tabla 8), se
centrifugaron 1 min a 4,000 rpm y se resuspendieron en 100 uL de LB fresco para
sembrar en placas con medio de seleccion LB-agar-ampicilina (200 pg/mL) con
perlas de vidrio estériles. Las cajas se incubaron durante 2 dias a 30 °C.

Tabla 8. Composicion de ingredientes por litro del medio LB para cultivo de bacterias.

Reactivo Marca Cantidad
Peptona de caseina Beckton Dickinson 1049
Extracto de levadura Beckton Dickinson 5¢

NaCl Amresco 109
*Agar Beckton Dickinson 549
**Ampicilina Amresco 200 mg

*AfRadir s6lo en caso de preparar medio solido para cajas de Petri.
**ARadir después de esterilizar el medio de cultivo y esperar a que alcance una temperatura
menor a 60 °C para evitar que el antibiético se degrade.
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Seleccion de transformantes y verificacion de plasmidos con inserto
mediante digestion enzimatica

Tras el periodo de incubacion, se seleccionaron cinco colonias transformantes de

cada

placa para determinar que realmente hubieran incorporado el inserto

correspondiente mediante una doble digestion del DNA plasmidico.

Las colonias seleccionadas se crecieron durante una noche en medio LB liquido
con ampicilina a 30 °C y 250 rpm y posteriormente se realizé una extraccion de
DNA plasmidico con el siguiente protocolo.

Protocolo: obtencién de DNA plasmidico en pequeina escala (miniprep)

1.

8.

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Inocular 4 mL de medio LB-ampicilina (200 mg/mL) con una colonia de E. coli
transformada con el plasmido de interés e incubar toda la noche a 37 °C con
agitacién a 250 rpm.

Transferir el volumen a un microtubo estéril y centrifugar las veces que sean
necesarias a 3000 rpm por 3 minutos para recuperar las células.

Resuspender la pastilla de células en 100 uL de solucion SET (Sacarosa 25 mM,
EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8.0) fria.

Afadir 200 uL de amortiguador de lisis (NaOH 0.2 M, SDS 1 %) y mezclar
suavemente por inversion hasta que la solucién sea translucida.

Afadir 150 uL de solucion de neutralizacion (CH:COOK 5 M pH 4.8) y mezclar
suavemente por inversion hasta observar un precipitado blanco.

Reposar 10 min en hielo.

Centrifugar 5 min a 14,000 rpm, transferir sobrenadante por decantacién a un tubo
nuevo y etiquetado.

Anadir 250 pL de isopropanol y agitar 10 veces por inversién. Incubar 1 min a
temperatura ambiente.

Centrifugar 3 min a 14,000 rpm y desechar el sobrenadante con ayuda de una
micropipeta sin tocar la pastilla.

Centrifugar 1 min a 14,000 rpm para eliminar el exceso de isopropanol.

Eliminar el sobrenadante con ayuda de una micropipeta sin tocar la pastilla.

Anadir 500 pL de etanol al 70 % frio y agitar con vortex.

Centrifugar 5 min a 14,000 rpm y descartar el sobrenadante sin tocar la pastilla.
Secar al aire entre 10 y 20 minutos con la tapa abierta o en un bafio seco a 55 °C.
Resuspender en 50 o 100 uL de agua estéril.

Agregar 1 uL de RNAsa (Sigma) e incubar 30 min a 37 °C.

Cuantificar en un nanoespectrofotometro.

Una vez obtenido, ~100ng del DNA plasmidico fueron digeridos con las enzimas
BamHI y Xhol en reacciones de 20uL para analizar el patron de restriccion
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los geles se prepararon al 1% de agarosa con amortiguador TAE (Tris 40 mM,
acido acético 20 mM y EDTA 1mM) 1x. Para preparar el gel se tomaron 50mL de
TAE 1x y 0.5 g de agarosa. Esta mezcla se calentd hasta fundir la agarosa y
después de unos minutos de enfriamiento se coloco en la charola (10 x 15 cm) con
un peine para formar los pozos. Se cargaron las muestras con amortiguador de
carga para DNA 6x (30 % glicerol, 0.25 % azul de bromofenol). Los geles se
corrieron a un voltaje de 100 V durante una hora, posteriormente se tifieron en una
solucion de GelRed 3x (Biotium) y se observaron en un transiluminador UV dentro
de un cuarto oscuro. El registro fotografico se realiz6 con una camara Canon
PowerShot A650.

Tras verificar el patron de restriccidon, los plasmidos que contenian el inserto
correspondiente fueron transformados nuevamente en células competentes de E.
coli para amplificarlos y purificarlos utilizando el kit Gene Elute Plasmid Miniprep
Kit (Sigma) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente, los
plasmidos fueron cuantificados en un nanoespectrofotometro.

Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

1. Inocular 5 mL de YPD con la cepa a transformar e incubar 12 hrs a 28 °C y 180
rpm.

2. Al dia siguiente, precalentar en incubadora un matraz con 30 mL de YPD.

3. Inocular con 1 mL del precultivo y medir absorbancia a 600nm (debe estar

aproximadamente en una D.O.= 0.2).

Incubar a 28 °C y 180 rpm hasta que el cultivo alcance una absorbancia de ~0.4 —

0.6.

Centrifugar 5 min a 3000 rpm y desechar el sobrenadante

Resuspender la pastilla en 1 mL de H>O estéril agitando con vortex.

Transferir a un tubo estéril de 1.5 mL.

Centrifugar 5 min a 3000 rpm y eliminar el sobrenadante.

Resuspender en 1 mL de TEL (TE 1x, 1 % acetato de litio y H20 estéril).

0. Centrifugar 5 s a velocidad maxima y eliminar el sobrenadante y resuspender en

200 yL de TEL.

11. Dividir el concentrado en 4 tubos estériles de 0.6 mL, colocando 50 pyL en cada
uno.

12. Agregar a cada tubo 5 yL de DNA de esperma de salmon (10 pg/uL) (previamente
hervido 95 °C durante 5 min y colocado en hielo 5 min).

13. Agregar a cada tubo aproximadamente 500 ng del plasmido transformante. Como
control, no agregar plasmido a uno de los tubos.

14. Agregar 300 pL de TELP (TE 1X, 1 % acetato de litio, 40 % PEG) a cada tubo y
agitar en vortex.

15. Incubar 30 min a 30 °C (a la mitad el tiempo, mezclar 3 veces por inversion).

16. Agregar 40 pL de dimetil-sulfoxido (DMSO) y agitar en vortex.

17. Incubar a 42 °C por 15 min.

18. Incubar en hielo 2 min.

19. Centrifugar al menos 5 s a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante

20. Resuspender cada pastilla en 100 yL de H.O estéril.

B
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21. Sembrar en cajas con medio de seleccidon correspondiente para cada plasmido
con perlas de vidrio estériles.
22. Incubar a 28 °C al menos por 48 hrs.

Prueba rapida de actividad de catalasa

El ensayo consiste en tomar varias colonias aisladas directamente de la caja de
Petri y colocarlas en una placa de 96 pozos a los que previamente se agrego
peroxido de hidrégeno al 3%. Si las células comienzan a producir burbujas
(resultado de la actividad de catalasa, que dismuta el peroxido de hidrégeno en
agua y oxigeno) se considera como un resultado positivo; en caso contrario, la
prueba es considerada como negativa (figura 7).

1 2

Figura 7. Prueba rapida de actividad de catalasa, mostrando un resultado positivo (1) y un
resultado negativo (2).

Determinacién de actividad especifica de catalasa

Obtencion de extracto crudo de proteina

1. A partir de un cultivo de levaduras de 100mL, colectar las células cuando alcancen
la densidad optica Asconm deseada (entre 1 y 2 para fase exponencial) en tubos
conicos de polipropileno de 50 mL y centrifugar 5 minutos a 3,000 rpm; repetir en
caso de ser necesario para colectar todas las células del cultivo.

2. Andadir aproximadamente 25 mL de agua grado Milli Q estéril y agitar las células en
vortex para lavar los restos de medio.

3. Centrifugar nuevamente por 5 min a 3,000 rpm. Repetir hasta completar 3 lavados.

4. Colocar un tubo de ensayo de vidrio en hielo por cada experimento.

5. Resuspender la pastilla de células en 1 mL de amortiguador de lisis (glicerol 20%,
amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M, pH 7.4).

6. Colocar la suspension de células en los tubos de ensayo previamente enfriados y
afiadir perlas de vidrio de 710 — 1,180 um de diametro estériles hasta que ocupen
la mitad del volumen dentro del tubo.

7. Agitar cada tubo en vortex vigorosamente durante 1 min y dejar reposar en hielo 1
min mas; repetir de 3 a 5 veces por cada muestra.
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8.

9.

Transferir a microtubos estériles de 1.5 mL con ayuda de una pipeta Pasteur con
cuidado de no tomar las perlas de vidrio.

Centrifugar el extracto durante 15 min a 14,000 rpm a 4 °C para deshacerse de los
restos celulares.

10. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y centrifugar nuevamente.
11. Recuperar la muestra en microtubos nuevos y etiquetados.

Protocolo: Cuantificacion de proteina en extractos crudos por el
método de Bradford

Curva patron

1.

En tubos de ensayo con 1mL de reactivo de Bradford 1x (Sigma) afiadir 20 uL de
ocho diluciones seriales de albumina sérica bovina (BSA) con concentraciones
desde 0.05 mg/mL hasta 0.75 mg/mL y agitar.

Incubar 5 min a temperatura ambiente y leer 1 mL de cada muestra en el
espectrofotdmetro a 590nm.

Muestras problema

1.

2.
3.

Nota:

En tubos de ensayo con 1 mL de reactivo de Bradford agregar 20 uL de la muestra
de interés.

Agitar levemente para mezclar homogéneamente.

Incubar 5 min a temperatura ambiente y leer 1 mL de cada muestra en el
espectrofotdmetro a 590 nm.

Si la concentracion del extracto es demasiado alta (mas que la dilucion

estandar de 0.75 mg/mL), realizar las diluciones necesarias para que la medida de
su absorbancia se ubique dentro de la curva patrén.

Protocolo: Ensayo de la actividad especifica de catalasa

1.

2.

oo

Preparar una solucién fresca de H202 a una concentracién de 500 mM en agua
grado Milli Q.

En una celda de cuarzo anadir 2.9 mL de amortiguador de actividad de catalasa
(fosfatos de potasio 0.1 M, tritén 0.01 %, pH 7.4) y un volumen de entre 5y 20 uL
de extracto proteico.

Agregar 100 pL de la solucion de H202 500 mM, mezclar el contenido de la celda
por inversion e iniciar la medicién de la absorbancia a 240nm.

Seguir el decaimiento del H.O, durante 3 minutos y calcular la pendiente por
minuto, m.

Repetir el procedimiento al menos 3 veces por cada muestra.

Calcular la actividad especifica usando la formula 1.
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Férmula 1:

(%) * (Volumen de reaccién en ul)
AEC =

mg de proteina afiadidos

En donde:

AEC = Actividad especifica de catalasa (umol H2O2 oxidado/min/mg de proteina)
m = Pendiente por minuto del decaimiento de H2O2 en la reaccién

g= Coeficiente de extincion molar del H2O2 = 43.6 M-'cm""’

V reaccién = 3000 pL

Deteccion de proteinas mediante métodos fluorométricos

Citometria de flujo

Para analizar las muestras en el citdmetro de flujo, se tomo una alicuota de 1 mL
de un cultivo a una D.O. Aswonm~1-2. Tras calibrar el voltaje de los
fotomultiplicadores y determinar los eventos considerados como células
individuales para la adquisicion de datos, se realizd una dilucion 1:10 de cada
muestra en la solucion Focusing Fluid 1X (Applied Biosystems, No. 4449790) y se
registraron 50,000 eventos. El analisis se realizd en un citdmetro de flujo Attune
Acoustic Focusing Cytometer de Applied Biosystems, utilizando un laser de
excitacion de 488 nm para detectar la intensidad de fluorescencia a una emision
de 520 nm. El analisis de los datos obtenidos se realizé en el software FlowJo
(LLC) y se utilizé la media geométrica como parametro estadistico de la intensidad
media de fluorescencia de cada muestra. Estos ensayos se llevaron a cabo en la
Divisién de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, a cargo de la Dra.
Laura Ongay-Larios.

Preparacion de muestras para microscopia confocal (células vivas)
Tratamiento del cubreobjetos

1. Anfadir 30-50 pL de concanavalina A preparada en agua grado Milli Q [0.1 mg/mL]
a un cubreobjetos previamente lavado con etanol y distribuir por toda la superficie.
Dejar secar completamente.

2. Sumergir de dos a tres veces el cubreobjetos en un recipiente con agua grado Milli
Q. Esto removera el excedente de concanavalina A que no se adhiera a la
superficie del mismo.

Preparacién de las células

1. Crecer un cultivo hasta la densidad 6ptica deseada.
2. Transferir todo el cultivo a tubos de polipropileno de 50 mL y centrifugar 5 min a
3,000 rpm para desechar el medio.
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3. Afadir aproximadamente 25 mL de agua grado Milli Q estéril y centrifugar 5 min a
3,000 rpm. Repetir el proceso hasta completar 3 lavados

4. Resuspender las células en ~3 mL de agua grado Milli Q (para un cultivo crecido
hasta una densidad 6ptica Asoonm de ~1-2).

Montaje

1. Adadir de 30-50uL de la suspensién de células sobre la superficie tratada del
cubreobjetos y esparcir con la punta de la micropipeta hasta que se seque por
completo.

2. Sumergir el cubreobjetos en un recipiente con amortiguador PBS 1X para remover
las células que no se hayan adherido.

3. Colocar el cubreobjetos con las células adheridas en una caja de Petri de 35 mm
que contenga agua grado Milli Q y observar al microscopio con un objetivo de
inmersion en agua.

Las células fueron observadas en un microscopio confocal modelo TSP-8 (Leica
Microsystems) con un objetivo 63x de inmersién en agua (HC APO UVIS CS2)..
Se utilizo el laser OP SL al 4 % de intensidad con una longitud de onda de
excitacion a 488 nm; la luz de emision fue colectada a 520 nm. Estos
experimentos se realizaron en la Unidad de Microscopia de la Facultad de
Ciencias, a cargo de la Dra. Tatiana Fiordelisio-Coll.

El analisis de las imagenes se llevo a cabo utilizando la herramienta ROl manager
del software Image J [Schindelin et al., 2012]. Con esta herramienta se delimitan
de forma manual todas las células individuales dentro de cada fotografia para
cuantificar la intensidad de fluorescencia. A su vez, el manejo de los datos se
realizo utilizando el software de analisis estadistico R (http://www.R-project.org/)
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RESULTADOS

Diseino, construccion y verificacion de plasmidos

Con el objetivo de etiquetar a las proteinas codificadas por DhCTA 'y DhCTT, cada
gen se fusiond a la secuencia codificante de la proteina fluorescente yECitrine,
una variante de la proteina amarillo fluorescente (YFP; yellow fluorescent protein)
obtenida del plasmido pKT175. Esta variante fue optimizada para el uso
preferencial de codones en levaduras y la intensidad de fluorescencia que emite
es al menos dos veces mayor que la YFP convencional, lo que permite detectar a
la proteina aun si es expresada en niveles bajos [Sheff y Thorn, 2004]. Esta
proteina ha sido utilizada previamente como reportero de expresion en S.
cerevisiae y permite el correcto plegamiento de los dos marcos de lectura
fusionados [Lépez, 2015].

Se construyeron tres plasmidos: dos con los genes de las catalasas Ay T de D.
hansenii (DhCTA y DhCTT, respectivamente) fusionados al gen de la proteina
fluorescente yECitrine, y uno mas que solo contenia el marco de lectura de
yECitrine con el terminador ADH1. El vector utilizado para clonar las fusiones
catalasa-proteina fluorescente fue el plasmido monocopia pRS316, que ya ha sido
utilizado para expresar a DhCTA [Noriega, 2012] y DhCTT [Castillo-Diaz, 2013] en
S. cerevisiae. En el vector multicopia pYES2 se clon6 el gen de yECitrine-ADH1
bajo el promotor GAL1. Ambos plasmidos contienen el gen URA3 como marcador
de seleccidn en levaduras, el cual complementa la auxotrofia por uracilo; poseen
ademas el gen BLA como marcador de seleccién en bacterias, que confiere a las
células resistencia a la ampicilina.

Las caracteristicas de cada plasmido estan resumidas en la tabla 7.
Construccién de insertos

Fusiones catalasa-yECitrine

Los genes DhCTA y DhCTT fueron amplificados directamente del DNA gendmico
de D. hansenii siguiendo la misma estrategia en ambos casos. El oligonucleotido
sentido hibrida 1000 pares de bases rio arriba del marco de lectura para amplificar
el promotor nativo de cada gen, afiadiendo un sitio de corte BamHI en el extremo
5’; el oligonucledtido sentido, a su vez, fue disehado para afadir una secuencia de
hibridacion de 16pb en lugar del codon de término en el extremo 3’; esta
secuencia también es la regién de hibridacion entre los dos marcos de lectura que
se fusionaron mediante PCR de solapamiento (figura 8, A).

Por otro lado, el gen de yECitrine se amplificé a partir del plasmido pKT175; el
oligonucledtido sentido hibrida 16 pb de la region de hibridacion que se encuentra
rio arriba del marco de lectura de yECitrine, y el oligonucle6tido antisentido hibrida
en el terminador ADH1, rio abajo del marco de lectura de yECitrine, y afiade un
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sitio de corte Xhol en extremo 3’ (figura 8, B). Una vez obtenidos, ambos
amplicones se fusionaron mediante una reaccion de PCR de sobrelape (figura 8,

C).

10001 20001 30001

A )> [
YCitrine |
ADH1 terminator

DhCTA-yEC

3359 bp C
OVERLAPT
EXTENSION | Overlap and amplify Overlap and amplify
PCR|1 .. 2413 1..962
1 962

CTA > linker ADH1 terminator

Fragment 1
2413bp Fragment 2
962 bp

Amplify 69 .. 2455 using: Amplify 2469 .. 3421 using:
PCR|cTaBam PCR yEClinker
CTAyEC ADH1Xhol

169 24551

[ cAa >

DhCTA
2758 bp

pKT175
4300 bp

Figura 8. Resumen grafico de la construccion de los insertos catalasa-yECitrine mediante
PCR de sobrelape, elaborado con el software SnapGene. En este caso se muestra la
construccion DhCTA-yECitrine. A) Sintesis del amplicon DhCTA a partir del DNA genémico de D.
hansenii. B) Sintesis del amplicon yECitrine-ADH1 a partir del plasmido pKT175. C) Fusion de los
dos amplicones mediante PCR de sobrelape.
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yECitrine: control positivo para la deteccion de fluorescencia

Para generar una construccion que sirviera como control positivo de la deteccidn
de fluorescencia, el gen de yECitrine se clon6 en el plasmido pYES2 bajo el
promotor GAL1 para poder inducir su expresion en un medio con galactosa como
fuente de carbono. La secuencia codificante de yECitrine se amplifico a partir del
plasmido pKT175 (figura 9, A). El oligonucleotido sentido hibrida en el extremo 5’
del marco de lectura, pero en lugar de afadir las 16pb de la region de hibridacion,
afiade un sitio de corte BamH]I rio arriba del codon de inicio para poder clonar el
inserto bajo el promotor GALT1 en el plasmido pYES2 mediante digestion
enzimatica (figura 9, B). El oligonucledétido antisentido es el mismo utilizado para el
amplicon linker-yEC.

BamHI

- Xhol

n ’ '5 y
PYES2 yECitrine-ADH1
6753 bp

A

INSERT
FRAGMENT | Replace ] Insert

BamHI (519) — Xhol (583) BamHI (5) — Xhol (966)

BamHI
Xhol

BamHI Xhol

| voine N

sal ADH1 terminator

yECitrine-ADH1

975 bp
pYES2
5856 bp

Amplify 2468 .. 3421 using:
PCR | vecaAm
ADH1Xhol

Figura 9. Estrategia de clonacion de yECitrine bajo el promotor GAL1. A) Amplificacion del
marco abierto de lectura de yECitrine a partir del plasmido pKT175. B) Digestion enzimatica y
ligacion del inserto yECitrine dentro del plasmido pYES2.
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En una primera etapa se amplificaron los marcos abiertos de lectura individuales y
el tamafno de cada uno de los amplicones sintetizados por PCR fue verificado
mediante una electroforesis en gel de agarosa (figura 10, A). En la segunda etapa
se fusionaron los marcos abiertos de lectura de cada catalasa con el del reportero
yECitrine mediante PCR de sobrelape; el tamafo esperado para las fusiones era
de ~3300pb para la fusion DhCTA-yEC y ~3800pb para DhCTT-yEC (figura 10, B).
Debido a que la eficiencia de las reacciones de sobrelape no fue del 100% y para
garantizar la clonacion de las fusiones completas, se cortaron y purificaron de
banda unicamente los amplicones correspondientes a la fusion catalasa yECitrine
(figura 10, flechas en B).

A

il 2 3 4 5 2773 a5 6

Linker DhCTA- 'o» DhCTT-
DhCTA DACTT yEC yEC DhCTA  yEC p DhCTT  yEC
albs W s r -n -‘T
_— oy

Figura 10. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR.

Panel A. Carril 1: marcador de peso molecular 1 kb (Axygen); carriles 2 y 3: amplicones
correspondientes a DhCTA (~2400pb) y DhCTT (~2900pb) con promotor nativo y la regién linker;
carril 4: amplicén linker-yECitrine (~900pb); marco de lectura de yECitrine con sitios BamHI y Xhol
(~900pb).

Panel B. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb (Axygen); carril 2: amplicon DACTA con la
region linker; carril 3: amplicén DhCTA-yECitrine obtenido por PCR de sobrelape (~3300pb); carril
4: marcador de peso molecular 1kb (Axygen); carril 5: amplicon DhCTT con la region linker; carril 6:
amplicén DhCTT-yECitrine obtenido por PCR de sobrelape (~3800pb). Las flechas indican el
amplicén correspondiente a la fusion catalasa-yECitrine en ambos casos.

Digestidon enzimatica y clonacién en vectores de expresion

Tras verificar el tamafio de cada uno de los amplicones purificados, tanto los
insertos como los vectores fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI
y Xhol. Posteriormente, los productos digeridos se ligaron a temperatura ambiente
y se transformaron en células competentes de Escherichia coli XL1Blue.

El resumen grafico del proceso de clonacion por digestidon enzimatica de las tres
construcciones se muestra en la figura 11.
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XhoI
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Replace ]Insert

A BamHI ‘XhoI

Comps

YCitrine |
ADH1 terminator

DhCTA-yEC
3359 bp
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4887 bp

Figura 11. Resumen grafico del proceso de clonacién por digestion enzimatica. En este caso
se muestra Unicamente la construccion pRS316::DhCTA-yECitrine. A) Doble digestion del inserto y
el vector con las enzimas BamHI y Xhol. B) Ligacion del plasmido y el inserto.

Seleccion de clonas positivas mediante digestidon enzimatica

Después de transformar a las células de E. coli e incubarlas en medio de seleccién
con ampicilina, se eligieron 5 colonias al azar para crecerlas en medio liquido y
extraer el DNA plasmidico. Para analizar que se hubiera clonado el inserto
correspondiente de forma correcta, se realizaron digestiones enzimaticas con las
enzimas BamH| y Xhol.

En el caso de las clonas transformadas con el plasmido pRS316::DhCTA-yEC se
esperaba que la doble digestion arrojara una banda de ~3300 pb correspondiente
al inserto y otra de 4800 pb correspondiente al plasmido (figura 12, A). Si la doble
digestion gener6é so6lo una banda de DNA (correspondiente solo al plasmido
linearizado), se considerd a esa colonia como un falso positivo. Esto es cierto
también para las clonas del plasmido pRS316::DhCTT-yEC, con la diferencia de
que el inserto liberado seria de ~3800 pb (figura 12, B).

35



En la figura 12 se muestra el resultado obtenido tras realizar la electroforesis de
los plasmidos sin digerir y digeridos con las enzimas de restriccion. En ambos
casos, el recuadro azul resalta una clona positiva para el inserto correspondiente.
La eficiencia de la ligacion fue bastante baja, pues se obtuvo una proporcion de
clonas positivas/falsos positivos de aproximadamente 1:10 para las construcciones
catalasa-proteina fluorescente; sin embargo, se logré aislar de una a tres clonas
positivas para cada construccion. No se muestran los datos de la digestion del
plasmido pYES2::yECitrine; con esta construccidon se realizaron las mismas
pruebas para aislar tres clonas positivas.

A
: 3

10kb
8kb

6kb
Skb

4kb
3kb
2.5kb

10kb
8kb
6kb
Skb
4kb

3kb
‘. 2.5kb

2
Figura 12. Verificacion de clonas positivas mediante digestion enzimatica de DNA
plasmidico. Panel A: pRS316::DhCTA-yEC. Panel B: pRS316::DhCTT-yEC. Los carriles S/D
contienen el DNA plasmidico extraido de cada clona sin digerir, mientras que los carriles D
(digeridos) si fueron incubados con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol.

Transformacion de la cepa acatalasémica de S. cerevisiae con los
plasmidos construidos

La cepa acatalasémica BY4748/3 se transformé con cada plasmido por separado
(tanto los plasmidos que contienen las fusiones catalasa-yECitrine, como los
plasmidos que contienen unicamente el gen de cada catalasa) mediante el
protocolo estandar de transformacion de levaduras descrito en la metodologia. El
medio de seleccion utilizado fue medio minimo ura™ adicionado con aminoacidos
para complementar las auxotrofias de la cepa acatalasémica.

Para determinar el éxito y la eficiencia de la transformacion, es decir si ésta
realmente complementd la actividad de catalasa en las cepas transformadas, se
realizaron pruebas rapidas de actividad de catalasa (pag. 27). De las ocho
colonias transformadas con DhCTA (fusionada o no a yECitrine) utilizadas para la
prueba rapida de actividad, todas presentaron actividad de catalasa en la placa;
por otro lado, solo tres colonias transformadas con DhCTT y cuatro colonias
transformadas con DhCTT-yEC complementaron la actividad de catalasa (tabla 9).
Con este resultado podemos concluir que la fusion de los genes de catalasa al gen
de yECitrine no afecta la proporcion en que las colonias transformadas
complementan la actividad de catalasa

36



Tabla 9. Prueba rapida de actividad de catalasa realizada en colonias transformadas con los
_genes de las catalasas, fusionadas o no a yECitrine.

Inserto/Colonia 1 2 3 4 5 6 7 8
DhCTA + + + + + + + +
DhCTA-yEC + + + + + + + +
DhCTT + + + - - - - -
DhCTT-yEC + + + - - - - +

Tras este ensayo, se seleccion6 una clona de cada cepa que presentara actividad
de catalasa para realizar todos los experimentos.

Caracterizacién de las cepas complementadas heterélogamente

Para caracterizar a cada cepa se realizaron curvas de crecimiento y ensayos de
actividad especifica de catalasa; so6lo en el caso de las cepas transformadas con
las fusiones catalasa-yECitrine, las células fueron analizadas por citometria de
flujo y microscopia confocal. Debido a las diferencias en el comportamiento de las
cepas transformadas con DhCTA o DhCTT, los resultados de todos los
experimentos para cada catalasa se muestran por separado a partir de este
momento.

Caracterizacion de la cepa complementadas heterélogamente con
DhCTT o DhCTT-yEC

La complementacion con DhCTT no tiene efecto en la dinamica de
crecimiento

Para determinar si la fusion a un reportero fluorescente afectaba la dinamica de
crecimiento de las cepas transformadas, se procedié a estudiar las curvas de
crecimiento en los diferentes medios de cultivo experimentales: glucosa (YPD),
glucosa con sal (YPD-NaCl 0.6 M), etanol (YPE) y etanol con sal (YPE-NaCl 0.6
M). La composicion detallada de los medios se encuentra en la tabla 3. Las cepas
transformadas con DhCTT o con DhCTT-yEC no mostraron diferencias en la
dinamica de crecimiento al variar la fuente de carbono, ni en presencia o ausencia
de sal, con respecto a la cepa acatalasémica (figura 14 y tabla 10).
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Figura 14 (1ra parte). Curvas de crecimiento de las cepas transformadas con DhCTT (rojo),
DhCTT-yEC (negro) y la cepa acatalasémica (verde) en los medios de cultivo con glucosa
(YPD) y glucosa con sal (YPD + NaCl 0.6 M). Las cepas fueron crecidas simultaneamente en
cada medio y las mediciones se realizaron en el espectrofotdmetro en los mismos intervalos de

tiempo.

Tabla 10. Tiempos de duplicacion de las cepas transformadas con DhCTT en los diferentes
medios de cultivo.

Cepa/Medio de cultivo YPD YPD + NaCl 0.6 M YPE YPE + NaCIl 0.6 M
Sc acat + pRS316 1.6 h 2.8 hrs 7.9 hrs 8.4 hrs
Sc acat +
pRS316::DhCTT 1.6 h 2.8 hrs 7.8 hrs 8.5 hrs
Sc acat + 1.6 h 2.8 hrs 7.9 hrs 8.4 hrs

pRS316::DhCTT-yEC
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Figura 14 (2da parte). Curvas de crecimiento de las cepas transformadas con DhCTT (rojo)
DhCTT-yEC (negro) y la cepa acatalasémica (verde) en los medios de cultivo con etanol
(YPE) y etanol con sal (YPE + NaCl 0.6 M).

Las cepas complementadas con DhCTT no presentan actividad de catalasa

Debido a que las diferencias en la resistencia al estrés oxidante entre D. hansenii
y S. cerevisiae s6lo son evidentes durante la fase de crecimiento exponencial en
cultivo [Segal-Kischinevzky et al, 2011] y como primera aproximacion para
determinar si las células expresaban al gen DhCTT, fusionado o sin fusionar a
yECitrine, se realizaron ensayos de actividad especifica de catalasa en extractos
crudos de proteina obtenidos en fase de crecimiento exponencial.

Como cepas de referencia para estos ensayos, se utilizaron la cepa acatalasémica
(Sc acat), una cepa silvestre de S. cerevisiae (Sc WT) y una cepa silvestre de D.
hansenii (Dh WT). El método de deteccion fue adaptado por Segal-Kischinevzky y
su grupo [2011] a partir del reportado por Aebi [1984], que consiste en medir el
descenso de la concentracion del H2>O2 provocado por la actividad de catalasa
mediante métodos espectrofotométricos, midiendo la absorbancia de la reaccion a
240 nm en una celda de cuarzo durante tres minutos.

En el caso de Sc WT en medio YPD, los niveles de actividad de catalasa se
encontraban por debajo del limite de deteccion. Sin embargo, en el medio YPD-sal
se detectd una actividad de catalasa de aproximadamente 8 umoles de H20:
oxidados/minuto/mg de proteina. A su vez, la actividad en medio YPE aument6
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dos veces y alcanzd niveles hasta ocho veces mas altos en medio YPE-sal (figura
15, columna A). La cepa acatalasémica se utilizd como control negativo de la
actividad especifica de catalasa (figura 15, columna B).

Por otro lado, la actividad de catalasa de D. hansenii fue considerablemente mayor
que en S. cerevisiae y se detectd en todos los medios de cultivo. En medio YPD,
la actividad es de aproximadamente 40 umoles de H20> oxidados/minuto/mg de
proteina, y esta aumenta 5 veces cuando se afiade sal al medio. En medio YPE, la
actividad fue hasta 10 veces mayor con respecto al medio con glucosa y, de forma
interesante, hubo una ligera reduccion en la actividad en medio YPE-sal (figura 15,
columna E).

En el caso de las dos cepas transformadas con DhCTT, la actividad de catalasa
no fue detectada en ninguna de las cuatro condiciones, sugiriendo que las células
no estan expresando la proteina o que esta se encuentra inactivada como se
habia propuesto en el trabajo de Segal-Kischinevzky [2011] (figura 15, columnas C
y D). Es importante recordar que estos experimentos se realizaron con una cepa
que presentd actividad de catalasa en placa después de la transformacién, lo que
implica que la actividad de catalasa se pierde durante el crecimiento de las células
en cultivo liquido.
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Actividad especifica de catalasa

600+ W YPD
i B YPD +NaCl 0.6 M
W YPE

Bl YPE +NaCl06M

pmoles H,0, oxidados/min/mg de proteina

Cepa ScWT Sc acat Sc acat Sc acat Dh'WT
pRS316 + + + +
Inserio DRCTT DhCTT-yEC .

Figura 15. Actividad especifica de catalasa por cepa en los diferentes medios de cultivo en
fase de crecimiento exponencial. En el eje x se indica el nombre de cada cepa en la primera fila,
si contenian o no el plasmido pRS316 en la segunda fila y el inserto contenido dentro del plasmido
en la tercera fila. La grafica representa los resultados promediados de tres experimentos
independientes y las barras de color negro representan la desviacion estandar en todos los casos.

Cdédigo de color: verde claro=medio con glucosa; verde obscuro=medio con glucosa y sal; azul
claro=medio con etanol; azul obscuro=medio con etanol y sal).
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Las células DhCtt-positivas s6lo son detectables en medio con etanol y sal

El objetivo de construir las fusiones catalasa-proteina fluorescente fue determinar
la presencia o ausencia de proteina en las cepas transformadas para explorar la
posibilidad de que esta se encontrara inactivada como sugirido Segal-Kischinevzky
[2011]. Para ello, se analizaron células de cultivos en fase exponencial de la cepa
transformada con el inserto DhCTT-yEC mediante citometria de flujo. Como
control negativo, se analizo la cepa acatalasémica para definir si las células eran
positivas para la proteina quimérica Ctt-yEC. En todos los casos se colectaron
50,000 eventos y cada experimento se realizé por duplicado.

Para determinar si la distribucion de los datos de intensidad de fluorescencia era
diferente para la cepa Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC con respecto a la
acatalasémica en cada medio de cultivo, se realizé una prueba estadistica de U de
Mann-Whitney. En los casos en que la prueba determind que las distribuciones de
los datos son estadisticamente diferentes (p<0.05), se muestra el porcentaje de
células consideradas como positivas (figura 16).

En los medios YPD, YPD-sal y YPE no fue posible detectar células Ctt-yEC
positivas; sin embargo, una pequefa proporcion de células (6%) resultaron
positivas para esta proteina en el medio YPE-sal (figura 16). Esta observacion nos
permite sugerir que una proporcion tan baja de células expresando la proteina no
es suficiente para detectar actividad de catalasa con el método utilizado ni para
tener un efecto en la dinamica de crecimiento de todo el cultivo.

El hallazgo principal de este ensayo fue que la falta de actividad de catalasa se
debia directamente a la ausencia de la proteina en los diferentes medios; ademas,
el resultado obtenido en el medio YPE-sal sugiere que las células estan
respondiendo de forma heterogénea a las condiciones del cultivo. Es importante
sefalar el hecho de que la presencia o ausencia de la proteina en este analisis
esta definida unicamente en términos estadisticos y que estos resultados no
implican que las células determinadas como ‘negativas’ no estén expresando la
proteina.
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Figura 16. Analisis por citometria de flujo de las células transformadas con el inserto
DhCTT-yEC en los cuatro medios de cultivo. En todos los casos, el eje X indica la intensidad de
fluorescencia y el eje Y indica la granularidad de cada célula; n = 50000. El limite de deteccién de
células positivas se establecié considerando la media geométrica del control negativo mas dos
desviaciones estandar segun lo recomendado por Davies [2015].

La proteina DhCtt esta presente en todos los medios de cultivo, aunque en
niveles muy bajos.

Para explorar si la ausencia de células Ctt-yEC positivas en el analisis por
citometria de flujo en realidad se debia a que esta proteina se encontraba en
niveles demasiado bajos, las células fueron observadas vivas mediante
microscopia confocal. En este caso también se utilizé a la cepa acatalasémica
como control negativo; la sefal de auto-fluorescencia detectada en esta cepa en
los diferentes medios fue corregida utilizando la herramienta Image Calculator del
software Image J, restando el promedio de la sefal detectada en el control
negativo al resto de las imagenes, segun lo sugerido por Billinton y Knight [2001].
La intensidad promedio de esta sefial se restd6 a todas las muestras, lo que
permitio discernir entre niveles reducidos de proteina y su ausencia total.
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De forma general, se observa el mismo patron encontrado mediante la citometria
de flujo: los niveles de proteina dentro de las células fueron muy bajos en los
medios YPD, YPD-sal y YPE, pero se encontré un ligero incremento en el medio
YPE-sal. A pesar de que la intensidad de fluorescencia fue muy baja en todos los
medios de cultivo, es importante senalar que la intensidad de fluorescencia
promedio no fue cero en ninguno de los casos. Por otro lado, resulta interesante
que la desviaciéon estandar de la poblacion va incrementando en cada uno de los
medios de cultivo; esto corrobora que la poblacion esta respondiendo de forma
heterogénea al estrés dentro del mismo cultivo (figura 17), ademas de que esta
heterogeneidad se incrementa segun la intensidad del estrés impuesto por el
medio de cultivo (sal +; etanol ++; etanol y sal +++).

Sc acat::DhCTT-yEC
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YPD YPD +NaCl 0.6 M YPE YPE + NaCl 0.6 M

Figura 17. Andlisis de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC mediante microscopia confocal
en los diferentes medios de cultivo. En el panel izquierdo se muestra la cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia y cada punto representa una célula individual. El punto y las barras de
color negro representan la intensidad media de fluorescencia y la desviacion estandar de la
poblacion, respectivamente. En cada caso se analizaron al menos 4500 células.

El panel derecho muestra una imagen representativa de las células en cada medio de cultivo en
campo claro y la sefial de fluorescencia detectada a 520nm. La flecha blanca en la imagen del
medio YPE muestra una célula que expresa claramente a la proteina Ctt-yEC; la intensidad de
fluorescencia de esta célula esta fuera de la escala representada.

Intensidad de fluorescencia [u.a.]

0

Caracterizacion de la cepa complementadas heterélogamente con
DhCTA o DhCTA-yEC

La complementacion con DhCTA favorece la dinamica de crecimiento
cuando el etanol es la unica fuente de carbono

En el caso de las cepas Sc acat + pRS316::DhCTA y Sc acat + pRS316::DhCTA-
yEC si se logro identificar un fenotipo claro al analizar las curvas de crecimiento.
Cuando las células fueron crecidas en los medios YPD y YPD-sal, la dinamica de
crecimiento fue exactamente igual a la de la cepa acatalasémica (figura 18,
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primera parte y tabla 11); sin embargo, en los medios YPE y YPE-sal las cepas
transformantes crecieron a una mayor velocidad que la cepa acatalasémica (figura
18, segunda parte y tabla 11), aunque al terminar el experimento todas las cepas
alcanzaron aproximadamente la misma biomasa. Esto sugiere que la expresion
del gen DhCTA se induce por la presencia del etanol y que esto favorece el
crecimiento de la levadura cuando éste es la unica fuente de carbono disponible.

YPD + YPD+NaCl0.6 M
104
£ £
c c
oS 14 (=]
o (=]
© ©
o o
o // (]
| 0.
0.104 /?
|
/ Sc acat::pRS316
== Sc acat::DhCTA-yEC
< Sc acat::DhCTA
0.01 r T T ) 0.01

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

t (hrs) t (hrs)

Figura 18 (1ra parte). Curvas de crecimiento de las cepas transformadas con DhCTA o
DhCTA-yEC y la cepa acatalasémica en los medios de cultivo con glucosa (YPD) y glucosa
con sal (YPD + NaCl 0.6 M). Las cepas fueron crecidas simultineamente en cada medio y las
mediciones se realizaron en el espectrofotémetro en los mismos intervalos de tiempo.

Tabla 11. Tiempos de duplicaciéon de las cepas transformadas con DhCTA en los diferentes
medios de cultivo.

Cepa/Medio de cultivo YPD YPD + NaCl 0.6 M YPE YPE + NaCl 0.6 M
Sc acat 1.6 h 2.8 hrs 7.9 hrs 8.4 hrs
Sc acat +
pRS316::DhCTA 1.6 h 2.8 hrs 6.2 hrs 7.7 hrs
Sc acat + 1.6 h 2.8 hrs 6.0 hrs 7.5 hrs

pRS316::DhCTA-yEC
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Figura 18 (2da parte). Curvas de crecimiento de las cepas transformadas con DhCTA o
DhCTA-yEC y la cepa acatalasémica en los medios de cultivo con etanol (YPE) y etanol con
sal (YPE + NaCl 0.6 M).

Las cepas transformadas con DhCTA presentan niveles elevados de
actividad de catalasa elevada en los medios con etanol como fuente de
carbono

Para realizar la cuantificacion de la actividad especifica de catalasa de estas
cepas, también se utilizaron como referencia la cepa acatalasémica (Sc acat), una
cepa silvestre de S. cerevisiae (Sc WT) y una cepa silvestre de D. hansenii (Dh
WT); los perfiles de actividad de estas tres cepas son exactamente los mismos
descritos con anterioridad.

Las cepas transformantes Sc acat + pRS316:DhCTA y Sc acat +
pRS316::DhCTA-yEC no mostraron actividad de catalasa detectable en los medios
YPD y YPD-sal. En medio YPE, la actividad de ambas cepas fue de
aproximadamente 50 pmoles de H2O2 oxidados/minuto/mg de proteina y en
ambos casos se observa una ligera disminucion en los niveles de actividad en el
medio YPE-sal, comportamiento similar al que se observa en D. hansenii en los
medios de cultivo con etanol como fuente de carbono (figura 19). Con este
resultado y el de las curvas de crecimiento, se corrobora que la fusion al reportero
fluorescente no afecta el comportamiento de las catalasas al ser expresadas en S.
cerevisiae.
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Figura 19. Actividad especifica de catalasa por cepa en los diferentes medios de cultivo en
fase de crecimiento exponencial. En el eje x se indica el nombre de cada cepa en la primera fila,
si contenian o no el plasmido pRS316 en la segunda fila y el inserto contenido dentro del plasmido
en la tercerara fila. La cepa acatalasémica se utilizé como control negativo y no presenta actividad
en ningun caso. La grafica representa los resultados promediados de tres experimentos
independientes y las barras de color negro representan la desviacién estandar en todos los casos.
Cdédigo de color: verde claro=medio con glucosa; verde obscuro=medio con glucosa y sal; azul
claro=medio con etanol; azul obscuro=medio con etanol y sal).
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El porcentaje de células Cta positivas se incrementa en presencia de etanol
en el medio de cultivo

Aunque el fenotipo de las cepas transformadas con DhCTA resultdé evidente con
las curvas de crecimiento y los ensayos de actividad especifica, los cultivos de la
cepa transformada con DhCTA-yEC también fueron analizados mediante
citometria de flujo para determinar el comportamiento de la proteina Cta-yEC en
células individuales en cada medio de cultivo en la fase de crecimiento
exponencial. Como control negativo, se analiz6 la cepa acatalasémica. En todos
los casos se colectaron 50,000 eventos y cada experimento fue realizado por
duplicado.

A pesar de que en los medios YPD y YPD-sal no se detect6 actividad de catalasa,
se detectd un 8% y un 5% de células Cta-yEC positivas respectivamente (figura
20). Similar a lo que se encontro con la cepa Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC en
medio YPE-sal, parece ser que un porcentaje tan bajo de células expresando la
catalasa no contribuyen de manera significativa a la actividad o la dinamica de
crecimiento de todo el cultivo.

El porcentaje de células consideradas como positivas en medio YPE fue de
aproximadamente 34%, y en medio YPE-sal esta proporcion se redujo hasta el
27% (figura 20). Aunque este comportamiento coincide con los niveles de
actividad detectados en los extractos proteicos, de nuevo se observa que la
poblacién esta respondiendo de forma heterogénea a las condiciones del cultivo,
pues menos de la mitad de las células expresan la proteina Cta-yEC.
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Figura 20. Analisis por citometria de flujo de las células transformadas con el inserto
DhCTA-yEC en los cuatro medios de cultivo. En todos los casos, el eje X indica la intensidad de
fluorescencia y el eje Y indica la granularidad de cada célula; n = 50000. El limite de deteccién de
células positivas se establecié considerando la media geométrica del control negativo mas dos
desviaciones estandar segun lo recomendado por Davies [2015].

La expresion de DhCTA presenta un perfil de variegado

Para analizar mas a fondo el comportamiento heterogéneo observado mediante la
citometria de flujo, las células de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTA-yEC también
fueron observadas mediante microscopia confocal.

Similar a lo que se encontro en el caso de Cit, las células transformadas con el
inserto DhCTA-yEC mostraron un comportamiento bastante homogéneo en los
medios YPD y YPD-sal, registrandose niveles de fluorescencia muy cercanos a
cero en todas las células. Sin embargo, el comportamiento heterogéneo se volvio
muy evidente en los medios YPE y YPE-sal, pues en ambas condiciones se logro
identificar a dos sub-poblaciones claramente distintas: una poblacion se
encontraba expresando la proteina Cta-yEC (29% en YPE y 23% en YPE + NaCl)
y otra poblacién que no presentaba fluorescencia (figura 21). Cabe destacar que
no se encontraron muchas células en un estado intermedio.
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Figura 21. Andlisis de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTA-yEC mediante microscopia confocal
en los diferentes medios de cultivo. En el panel izquierdo se muestra la cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia y cada punto representa una célula individual; en cada caso se
analizaron al menos 4500 células. Debido a la evidente presencia de dos poblaciones distintas en
los medios con etanol, no se muestran la media ni la media estandar. El panel derecho muestra
una imagen representativa de las células en cada medio de cultivo en campo claro y la sefal de
fluorescencia detectada a 520nm. En este caso, las flechas blancas sefialan a las células que no
estan expresando la proteina Cta-yEC.
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DISCUSION

Al analizar las curvas de crecimiento de todas las cepas estudiadas observamos
que independientemente del comportamiento individual de cada cepa, todas
alcanzaron una mayor biomasa en el medio rico YPD, considerado el medio
control, con respecto a los otros tres medios de cultivo. Esto comprueba que la
adicion de sal o etanol al medio representa un estrés significativo para el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, bajo el cual se puede esperar que se
induzca la expresion de diferentes genes de respuesta a estrés, entre ellos los de
la respuesta antioxidante.

En las cepas transformadas con DhCTT no se pudo identificar ningun fenotipo en
la dinamica de crecimiento, sugiriendo que la transformacion con este gen no
proporciona ninguna ventaja a las células en las condiciones de estrés evaluadas.
Por otro lado, en el caso de las cepas transformadas con DhCTA si se identificd
un fenotipo de crecimiento acelerado en los medios con etanol como fuente de
carbono con respecto a la cepa acatalasémica, probando el papel protector de
DhCta ante el estrés oxidante generado por el metabolismo del etanol. Ademas,
se encontré que dichos fenotipos se correlacionan directamente con el perfil de
actividad de catalasa de cada cepa.

La similitud en la dinamica de crecimiento de las cepas Sc acat + pRS316::DhCTT
y Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC con la cepa acatalasémica probo ser resultado
de una falta de actividad especifica, sugiriendo en principio que las células no
estaban expresando la proteina, tal vez por un problema de reconocimiento del
promotor nativo de D. hansenii. Las cepas Sc acat + pRS316::DhCTA y Sc acat +
pRS316::DhCTA-yEC exhibieron una mayor velocidad de crecimiento con
respecto a la cepa acatalasémica en los medios YPE y YPE-sal, en donde también
presentaron niveles elevados de actividad especifica de catalasa.

|lzawa y colaboradores [1996] reportaron uno de los primeros trabajos relativos al
fenotipo que presentaba S. cerevisiae cuando se removian uno o los dos genes de
catalasas de su genoma. Se encontro que las mutantes deficientes de los genes
de catalasa no tenian ninguna dificultad para crecer en medio rico con glucosa
como fuente de carbono, similar a lo reportado en este trabajo. Sin embargo, al
crecer a las células en condiciones de estrés oxidante (afiadiendo diferentes
concentraciones de peroxido de hidrogeno al medio) encontraron algo sumamente
interesante: durante la fase exponencial, la presencia o ausencia de los genes de
catalasa no les confirid ninguna resistencia a las células para contender contra el
estrés oxidante, mientras que su presencia resultdé en un fenotipo de resistencia
durante la fase de crecimiento estacionario.

En sintonia con estos resultados, Ma y Eaton [1992] reportaron que la catalasa no
tenia un papel protector contra el peroxido de hidrogeno en cultivos de Escherichia
coli con una baja densidad celular, mientras que en cultivos con un gran numero
de células la catalasa representaba una ventaja adaptativa contra las condiciones
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de estrés oxidante. Se han reportado resultados muy similares también para
Salmonella typhimurium [Buchmeier et al, 1995]. Los resultados reportados por
lzawa y su grupo [1996] proporcionan una prueba de que el fenbmeno de
resistencia a estrés oxidante mediado por la actividad de catalasa en poblaciones
de una alta densidad celular esta conservado en organismos unicelulares,
procariontes y eucariontes.

Con esto en mente, concluimos que la razén por la cual las cepas transformadas
con el gen DhCTT no presentaron actividad de catalasa es que los ensayos se
realizaron con células provenientes de cultivos en fase exponencial, pues en otros
experimentos realizados en el laboratorio si se ha logrado detectar actividad en
cultivos de estas cepas en fase estacionaria [Castillo-Diaz, 2013; Garcia-Campos,
2014; de la Fuente-Colmenares, 2017].

A diferencia de lo que se encontré con DhCTT, la expresion heter6loga del gen
DhCTA si resultdé ser una ventaja durante toda la fase exponencial en las cepas
transformantes, pues presentaron una tasa de crecimiento mas rapida que la cepa
acatalasémica que correlaciona con niveles altos de actividad especifica de
catalasa. Los trabajos de otro grupo de investigacion en torno a las catalasas de
S. cerevisiae, a su vez, han arrojado resultados muy similares a los de nuestro
laboratorio. Luschak y colaboradores [2005] encontraron que la cepa
acatalasémica presentaba una tasa de crecimiento mucho mas lenta que las
mutantes sencillas Acta y Actt o que la cepa silvestre y que la actividad especifica
de catalasa siempre se encuentra elevada en medios de cultivo donde el etanol es
la dnica fuente de carbono. Ademas, reportaron que crecer en estos medios
también provocaba un aumento en los niveles de actividad de la superoxido
dismutasa (SOD), enzima encargada de producir peréxido de hidrégeno y oxigeno
a partir del radical superoxido generado en la mitocondria [Longo et al, 1996],
prueba de que a pesar de que esta levadura es una fermentadora por excelencia y
puede soportar concentraciones de etanol relativamente altas, este metabolito
representa un estrés que activa la expresion y la actividad de las enzimas
antioxidantes.

Aunque los resultados del grupo de Luschack contrastan con lo propuesto por
lzawa [1996] respecto a que las catalasas de S. cerevisiae no participan en la
detoxificacion del peroxido de hidrégeno en células en crecimiento activo, es
probable que este incremento en la actividad desde etapas tan tempranas del
crecimiento en cultivo se deba a que la induccién del gen DhCTA es mucho mas
sensible que el de las catalasas nativas de S. cerevisiae.

El perfil de expresion heterdloga de las catalasas de D. hansenii

Otro aspecto que vale la pena discutir es el caracter inducible de estos genes y su
regulacion diferencial. Aunque se sabe que las catalasas de S. cerevisiae tienen
un papel parcialmente redundante y que su localizacion (peroxisomal en el caso
de Cta y citosdlica en el caso de Ctt) parece no tener relevancia en los niveles de
actividad [Izawa et al, 1996], los diferentes estudios realizados en el laboratorio en
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torno a las catalasas de D. hansenii apuntan en otra direccién. Mientras que las
células transformadas con el gen DhCTT alcanzan una mayor biomasa con
respecto a la cepa acatalasémica [Castillo-Diaz, 2013], las células transformadas
con DhCTA muestran unicamente una mayor velocidad de crecimiento [Noriega,
2012]. A su vez, el perfil de la expresibn de ambos genes en S. cerevisiae
tampoco es muy similar entre si: los niveles relativos de proteina Ctt en los
diferentes medios de cultivo parecen reflejar la respuesta a estrés que presenta la
cepa silvestre de S. cerevisiae (figuras 15 y 17), mientras que el comportamiento
de las cepas que expresan Cta parece reflejar la regulacion en D. hansenii (figuras
19 y 21). Esto implica una regulacion diferencial de estos dos genes: la expresion
de DhCTA se induce por la presencia de etanol en el medio de cultivo, mientras
que la expresion de DhCTT no responde de manera especifica a la presencia de
etanol o sal en el cultivo, sino a la intensidad global del estrés.

Una observacion importante reportada por Izawa [1996] es que la expresion de las
catalasas de S. cerevisiae se puede pre-inducir antes de realizar cualquier
experimento mediante el tratamiento de las células con concentraciones sub-
letales de perdxido de hidrégeno. Trataron a las células con perdxido de hidrégeno
a una concentraciéon de 0.2 mM antes de inocular los cultivos y encontraron que
esta pre-induccion conferia a las células una mayor resistencia al estrés oxidante,
tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. Martins y English [2014]
repiten este protocolo de induccion y obtienen resultados muy similares, pero
observan que esta resistencia aumentada sélo se presenta en medio rico y no en
amortiguador de fosfatos, probando que la respuesta al estrés oxidante implica la
produccion de novo de las catalasas ante incrementos subitos en los niveles de
H20.. Con estos resultados, ambos grupos de trabajo proponen que las catalasas
no participan en la detoxificacion de especies reactivas del oxigeno en condiciones
fisiologicas y que en cambio su expresion se induce unicamente ante condiciones
en donde la concentracion de peroxido de hidrogeno rebasa la capacidad
detoxificadora de la glutation peroxidasa y la citocromo C peroxidasa.

Recientemente, de la Fuente-Colmenares [2017] decidié explorar este protocolo
de induccion en las cepas transformadas con el gen DhCTT con la intencién de
aislar colonias que si presentaran actividad de catalasa. Aunque el protocolo de
pre-induccion arrojo resultados positivos, el proceso tuvo una muy baja eficiencia:
aproximadamente una de cada cien colonias presentd actividad de catalasa
después de la induccion. De cualquier forma, sus resultados implican que S.
cerevisiae si es capaz de reconocer el promotor nativo de DhCTT, pero que existe
una fuerte tendencia a que este se encuentre reprimido en las células
transformadas, lo cual es congruente con los resultados presentados en este
trabajo.

Estos antecedentes explicarian por qué en los medios con glucosa como fuente de
carbono ninguna de las cepas transformantes presentd actividad de catalasa. En
estas condiciones de cultivo (medio rico, temperatura optima de crecimiento,
agitacion constante), las primeras lineas de la defensa antioxidante de la célula
(figura 2) tienen la capacidad de controlar la produccion de EROs derivada del
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metabolismo de la glucosa durante la fase de crecimiento exponencial. Ademas,
todos los cultivos fueron iniciados a partir de pre-inéculos en medio rico, por lo que
las células no han experimentado un estrés que induzca la expresion de las
catalasas.

En conjunto, todos estos resultados ponen de manifiesto que estos genes, al ser
expresados heter6logamente en S. cerevisiae, se encuentran sometidos a una
fuerte regulacion, sugiriendo que existe la necesidad de explorar otras condiciones
de cultivo en las que se consiga una expresion mas consistente entre las cepas
transformantes para poder caracterizar estas catalasas.

Citometria de flujo y microscopia confocal: EI comportamiento heterogéneo de las
células en respuesta al estrés

El hallazgo mas interesante de este trabajo es que las células reaccionan de
manera heterogénea a las condiciones estresantes del cultivo, fendmeno
comprobado mediante dos técnicas de deteccion de proteinas de alta sensibilidad.
Mientras que en el caso de la cepa transformada con el gen DhCTT se puede
observar un incremento en la desviacion estandar — variabilidad en la distribucion
de la poblacion — al incrementar las condiciones de estrés, en el caso de la cepa
transformada con el gen de la catalasa A, se observaron dos poblaciones
claramente diferentes en las condiciones en las que se indujo su expresion (figura
21).

Cuando diferentes individuos (células en este caso) de una poblacion clonal
genéticamente idéntica expresan de forma diferencial un mismo promotor, se dice
que nos encontramos frente a un evento de variegacion transcripcional. Cuando
esto ocurre, a pesar de que todas las células se encuentran sometidas a las
mismas presiones y a los mismos estimulos ambientales, se puede diferenciar una
poblacion de células que expresan un promotor particular, llamese a esto “estado
activo” y otra poblacién de células que no lo esta expresando, en “estado inactivo”.
A este promotor que se expresa de forma diferencial en la poblacién se le llama
promotor variegado o heterogéneo (variegating promoter) [Bumgarner, 2008]. Un
aspecto muy interesante de este fendmeno es que una célula que se encuentra en
estado inactivo puede dar origen tanto a células en estado inactivo como a células
en estado activo en igual proporcion y viceversa, lo que implica que el estado de
variegacion es reversible.

El fendmeno de variegacion no es nada nuevo en Biologia y podemos observarlo
en todo tipo de organismos. Se puede hablar extensamente del fendmeno de
variegacion por posicion observado por Muller desde 1930 en la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster), en el que los niveles de expresion de un gen en
particular (white, en el caso de los experimentos de Mduller) dependen de su
posicion en el genoma, particularmente de qué tan lejos se encuentren de la
region centromérica o telomérica de su cromosoma [Karpen y Spradling, 1990].
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En mamiferos, por otro lado, el ejemplo mas claro de este fendmeno es el
silenciamiento de un cromosoma X que ocurre en todas las células somaticas de
las hembras como mecanismo de compensacion de la dosis génica [Migeon,
1994]. Se ha visto que el silenciamiento del cromosoma X es un evento aleatorio,
es decir que en cada célula individual se puede silenciar cualquiera de las dos
copias. De este modo, se forman “parches” o zonas del organismo que tienen
inactivada una copia u otra de este cromosoma.

En el caso particular de las levaduras, también se reconocen diferentes ejemplos
de variegacion transcripcional. En Candida albicans y Candida glabrata se ha
observado un fendmeno llamado “variacion antigénica”, que es un evento de
variegacion que ha evolucionado en diferentes grupos de levaduras,
especialmente en las patdégenas [Bumgarner, 2008]. Se sabe que estos
organismos tienen un grupo de genes agrupados en familias que codifican para
diferentes proteinas de superficie (genes ALS en C. albicans, genes EPA en C.
glabrata y genes FLO en S. cerevisiae [Halme et al, 2004]), y que una célula dada
sb6lo puede expresar uno de éstos a la vez. De esta forma se genera una
poblacién con un alto indice de heterogeneidad, lo que les confiere a estos
organismos la capacidad de evadir el reconocimiento antigénico del sistema
inmune, pues éste no puede reconocer a todas las sub-poblaciones a la vez
[Stringer y Keely, 2001].

Aun no se han identificado del todo los agentes que causan estos fendmenos de
variegacion en poblaciones genéticamente idénticas. En un intento por explicar las
diferentes fuentes de esta variacion, se han generado dos modelos o propuestas
que no son mutuamente excluyentes entre si, llamense el “modelo extrinseco” y el
‘modelo intrinseco” [Stockholm et al, 2007].

El primer modelo sostiene que los estimulos ambientales recopilados por cada
célula modifican activamente el programa de expresion génica y que son éstos los
que determinan en qué estado de variegacion se encontrara la célula. Este modelo
busca resaltar la capacidad que tienen las células de responder a las fluctuaciones
que ocurren en el ambiente, tales como la disponibilidad de nutrientes y oxigeno, o
bien al espacio disponible. Si este modelo explicara por si solo el origen de los
diferentes estados de variegacion, deberiamos poder observar todo un gradiente
fenotipico de variantes entre los extremos del estado activo y el estado inactivo del
promotor heterogéneo en cuestion, fendmeno que parece estar representado en el
caso de las cepas transformadas con el gen de la catalasa T (figura 17).

Sin embargo, este no siempre es el caso en la naturaleza y tampoco resulté serlo
en el caso de las cepas transformadas con el gen DhCTA. El fenotipo de las
células es bastante robusto y puede resistir pequefias variaciones estocasticas en
el ambiente, de tal modo que se produzcan solo pequefias variaciones alrededor
de un estado fenotipico estable, tal como se observd con estas cepas en los
medios YPE y YPE-sal (figura 21). En este caso se refleja el hecho de que la
diferenciacién no siempre es un proceso continuo, sino que en ocasiones puede
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presentarse como una transicion discreta entre diferentes fenotipos estables
dentro de un mismo sistema.

El segundo modelo, el intrinseco, propone que los mecanismos que regulan la
transicion entre los diferentes estados de variegacién son, como su nombre lo
dice, intrinsecos a las células; de esta forma, las células regulan de forma
autonoma el paso entre un estado y otro. En los casos en los que las fluctuaciones
en el ambiente rebasen los limites de estabilidad de un fenotipo dado, la
plasticidad se haria notar en términos de la capacidad de las células de regular su
programa transcripcional en tiempo real y no por una propension a diferenciarse
espontaneamente. Este modelo también podria explicar el comportamiento de las
células transformadas con DhCTT, en donde el incremento en la desviacion
estandar entre los diferentes medios representaria el proceso de cambio gradual.
Se puede especular que, como una consecuencia de este cambio gradual, la
adaptacion de una variante particular a las condiciones ambientales constituiria el
primer paso hacia un nuevo fenotipo.

Como se dijo anteriormente, a pesar de que en algunos casos parezca predominar
uno sobre el otro, los dos modelos del origen de la variacion en una poblacién
clonal no son excluyentes entre si, sino complementarios. Si tratamos de unificar
los resultados obtenidos con cada una de las cepas transformantes a la luz de
estos dos modelos, se puede proponer que el comportamiento de la cepa Sc acat
+ pRS316::DhCTT-yEC refleja la primera etapa del origen de la variacion en la
poblacién y la transicion gradual hacia un nuevo estado fenotipico estable,
mientras que el comportamiento de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTA-yEC en los
medios con etanol como fuente de carbono representaria el final de este proceso,
en el que la poblacion ha alcanzado un nuevo estado de equilibrio con dos
poblaciones claramente distintas entre si. Desde luego, variables como la
velocidad de respuesta de las células, el numero total de poblaciones diferentes
entre un mismo sistema y la proporcion de las mismas, asi como la diferenciacion
entre estados fenotipicos estables, dependeran del mecanismo de regulacion
especifico de cada promotor variegado.

A la luz de los resultados aqui presentados y los reportados por otros grupos,
resultaria interesante realizar estos experimentos en cultivos de las cepas
transformantes en fase estacionaria para analizar como se conduce el proceso de
diferenciacién fenotipica en las diferentes condiciones de estrés. Mi hipodtesis es
que en el caso de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTT-yEC se encontrara una
poblacién de células que hayan concluido el proceso de diferenciacion (al menos
en el medio YPE-sal, en donde se encontr6 la mayor desviacion estandar),
mientras que en el caso de la cepa Sc acat + pRS316::DhCTA-yEC la proporcidn
de células Cta-yEC positivas se vera incrementada en los medios con etanol al
llegar a la fase estacionaria.
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Mecanismos de regulacion en el efecto de variegacion

En términos de un cultivo cerrado y con agitacion y temperatura constantes, se
puede considerar que todas las células estan sometidas a los mismos estimulos
en todo momento, pues en estas condiciones no pueden generarse
microambientes o nichos que afecten el estado de variegacién de una poblacién
local, y en este sentido se hace evidente el papel de los mecanismos intrinsecos
de la célula para dirigir el proceso de diferenciacion entre un estado y otro. Con
esto en mente, diferentes grupos de investigacion se han dedicado a explorar los
mecanismos que regulan la expresion heterogénea de un mismo gen en una
poblacién, particularmente en un contexto epigenético.

En el caso particular de los ejemplos mencionados anteriormente, se han descrito
ya los diferentes mecanismos epigenéticos que regulan el fendmeno de
variegacion. Con respecto al efecto de variegacion por posicion en D.
melanogaster, se sabe que cuando el rearreglo cromosomico que modifica la
posicion del gen white lo ubica cerca de las regiones centroméricas, las marcas
epigenéticas caracteristicas de la heterocromatina se expanden por accién de la
proteina HP1 hasta silenciar su expresion [Roelens et al, 2017]. A su vez, también
existen numerosos reportes que describen el silenciamiento del cromosoma X en
mamiferos como un fenbmeno regulado a nivel epigenético, en este caso por la
expresion de un RNA largo no codificante (IncRNA) llamado Xist que recluta a
diferentes remodeladores de la cromatina para compactar al cromosoma X. Por
ultimo, en el caso de las glucoproteinas de superficie en las levaduras C. albicans,
C. glabrata'y S. cerevisiae, también se ha descrito el papel de diferentes INcRNAs
en la regulacion de su expresion [Bumgarner et al, 2012].

Uno de los ejemplos de regulacidon epigenética relevantes para este trabajo se
publicé recientemente por Dong y colaboradores [2018]. Este grupo trabajé con el
gen de la catalasa 3 (cat-3) del hongo filamentoso Neurospora crassa y
encontraron que una variante de histonas, la H2A.Z, tiene un papel represivo
cuando se encuentra posicionada en los nucleosomas a lo largo del promotor y el
sitio de inicio de la transcripcion de cat-3, inhibiendo su expresion en condiciones
normales. Lo interesante es que cuando se somete a este organismo a
condiciones de estrés oxidante, como un choque de peroxido de hidrogeno, esta
variante de histona es removida rapidamente de su posicion, permitiendo la union
de CPC1 (el homologo de GCN4 en N. crassa) y permitiendo su transcripcion;
cuando el agente estresante es removido, la H2A.Z vuelve a su posicion original y
el gen vuelve a estar reprimido [Dong et al, 2018]. Este trabajo tiene gran
relevancia para nuestro grupo por ser el primer ejemplo descrito de regulacidon
epigenética sobre el gen de una enzima antioxidante, y es aun mas interesante
para nosotros que se trate del gen de una catalasa en un modelo de ascomicetos.
Ademas, este ejemplo también es una prueba de que el perfil de expresion de
genes de respuesta a estrés es altamente dinamico y reversible.

Ejemplos como estos nos dan la pauta de que probablemente exista un
mecanismo de regulacion similar en S. cerevisiae sobre la expresion de sus
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propias catalasas, que ademas podria estar actuando también sobre los genes de
las catalasas de D. hansenii, que han probado ser genes con caracter inducible
que presentan una expresion variegante.

La induccion de la actividad de catalasa: perspectivas

Considerando la hipotesis de que exista un mecanismo epigenético regulando la
expresion heterdéloga de las catalasas de D. hansenii, valdria la pena explorar mas
a fondo el protocolo de pre-induccion de las cepas transformantes propuesto por
lzawa [1996]. Como se discutid anteriormente, se sabe que las células son
capaces de responder de forma activa a un cambio subito en las condiciones
ambientales y que esta respuesta se lleva a cabo modificando el programa de
expresion genética de cada célula. Por lo general, este cambio en el perfil de
expresion le lleva tiempo a toda la poblacion, y durante este estado de transicion
el crecimiento se encuentra inhibido o se presenta en tasas muy bajas; a este
periodo de adaptacién le llamamos la “fase lag” del crecimiento.

La exposicion previa a un estimulo especifico ha probado reducir el tiempo
necesario para atravesar la fase lag cuando el estimulo inductor se vuelve a
presentar y lo mas interesante de este fenomeno es que se presenta aun en la
progenie, es decir en células que jamas han estado expuestas al estimulo inicial
[D'Urso et al, 2016]. El fendmeno en si mismo se ha propuesto como un ejemplo
de herencia transgeneracional o “memoria celular”’, y ha sido nombrado en la
literatura como comportamiento dependiente de la historia (History-Dependent
Behavior, HDB). Se cree que este fenomeno les permite a las células adaptarse
mucho mas rapido cuando el inductor se presenta de nuevo [Cerulus, 2018].

La expresién del gen GAL1 es sin duda el ejemplo mejor documentado de este
fendbmeno, y fue descrito precisamente en S. cerevisiae [Stockwell et al, 2015].
Cuando las células pasan de un medio con glucosa a uno con galactosa, se
observa una expresion débil de GALT con su fase lag asociada. Cuando esta
misma poblacidn se transfiere a un medio con glucosa y eventualmente se
recoloca en un medio con galactosa, la expresion de GAL1 se incrementa a
niveles mucho mayores con respecto al primer ciclo de induccion y la fase lag no
se presenta. En un analisis mas profundo, se encontré que este fenbmeno puede
observarse en intervalos de tiempo de hasta 12 horas después de la primera
exposicion, lo que corresponde aproximadamente a 5 ciclos de division celular en
las levaduras en medio rico [Sood et al, 2017].

Aunque los mecanismos detras de este comportamiento aun no se conocen del
todo, se ha encontrado que modificaciones en el estado de la cromatina juegan un
papel importante [D'Urso et al, 2016]. En estos trabajos se ha visto que las
levaduras pueden heredar la informacion relativa al estado de disponibilidad de
un promotor en particular. Tras el primer estimulo inductor, la maquinaria
remodeladora de la cromatina removeria a los nucleosomas del promotor del gen
GAL1, dejandolo disponible para el acceso de la maquinaria transcripcional. De
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esta forma, al presentarse el estimulo por segunda ocasion, el promotor ya se
encontraria disponible y la transcripcion seria mas rapida y mas eficiente.

El hecho de que tras la induccion las cepas transformantes si presenten actividad
especifica de catalasa [de la Fuente-Colmenares, 2017] podria deberse a que el
inéculo contiene entonces una proporcion de células que ha pasado al estado
activo por el choque de perdxido, es decir que expresaron la catalasa durante el
periodo de estrés y son capaces de heredar esa informacion durante su
crecimiento en el cultivo, sin necesidad de un periodo de adaptacion. Como una
aproximacion a replicar este fendmeno, seria interesante explorar diferentes
combinaciones de concentracién de peroxido y tiempo de exposicién, asi como
aumentar el numero de ciclos de induccién antes de realizar los experimentos para
evaluar si la actividad de catalasa se incrementa de manera significativa tras este
periodo de aprendizaje en las células.

A largo plazo, también seria interesante explorar si existe un mecanismo que
regule la disponibilidad del promotor de estas catalasas entre las diferentes células
de una misma clona. Un experimento accesible seria determinar el
posicionamiento de nucleosomas mediante un ensayo NuSA (Nucleosome-
screening-assay) en las fases de crecimiento exponencial o estacionaria, o bien
antes y después de las rondas de pre-induccion. Encontrar una diferencia en el
posicionamiento de los nucleosomas a lo largo de estos promotores sugeriria que
existe un mecanismo epigenético subyacente que regula la expresion de las
catalasas y la transicion entre el estado activo y el estado inactivo.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta el objetivo principal de mi tesis, la conclusién mas importante
de este trabajo es que la fusidn de los genes de las catalasas de Debaryomyces
hansenii al gen de la proteina fluorescente yECitrine no afecta su
comportamiento cuando son expresados heter6logamente en Saccharomyces
cerevisiae.

En este sentido, el mayor aporte de mi trabajo es la implementacion de un sistema
reportero de la expresion de las catalasas bastante robusto, que permitira explorar
de manera mas precisa los mecanismos de regulacién que actuan sobre estos
genes. Ademas, se consiguio estandarizar dos técnicas de deteccion de proteinas
altamente sensibles en las cepas transformadas, mismas que hasta el momento
no se habian utilizado en nuestro laboratorio.

Nuestro sistema reportero nos permitid concluir de forma definitiva que S.
cerevisiae es capaz de expresar los dos genes de las catalasas, aun fusionados a
otro marco de lectura. Asimismo, se confirmé que el perfil de expresion de ambos
genes es muy diferente. A continuacion, se enlistan las principales observaciones
derivadas de cada experimento para cada catalasa por separado.

DhCTT

e La complementacidon heterdloga con el gen de la catalasa T de D. hansenii
no modifica la dinamica de crecimiento de las cepas transformantes con
respecto a la cepa acatalasémica en las condiciones de cultivo evaluadas.

e En sintonia con este resultado, la actividad de Ctt no alcanzé niveles
detectables por nuestro método en las condiciones de cultivo evaluadas.

e SOlo es posible detectar células positivas para la proteina Ctt en el medio
de cultivo YPE + NaCl 0.6 M, aunque en un porcentaje muy bajo.

e Los niveles relativos se proteina se incrementan, aparentemente de forma
acumulativa, segun la intensidad del estrés impuesto por las condiciones
del cultivo (glucosa +, glucosa-sal ++, etanol +++, etanol-sal ++++).

e Finalmente, la observacibn mas interesante de estos analisis es que la
poblacién no responde de manera uniforme al estrés impuesto por el
cultivo: existen células que estan expresando la catalasa T en niveles bajos
y células que no la expresan. A medida que el estrés se incrementa,
también lo hace la desviacion estandar, descrita como el grado de
heterogeneidad en la respuesta que despliega cada célula dentro la
poblacion.

60



DhCTA

e La complementacion heterdloga con DhCTA favorece la dinamica de
crecimiento cuando el etanol es la unica fuente de carbono, pero no tiene
ningun efecto cuando la fuente de carbono es la glucosa.

e La actividad especifica de Cta no fue detectable en los medios con glucosa
como fuente de carbono, con y sin sal. En cambio, la actividad se induce en
medios de cultivo con etanol como fuente de carbono y es reprimida
ligeramente por la presencia de sal.

e El analisis por citometria de flujo corroboré que la presencia o ausencia de
actividad especifica de catalasa se correlaciona con la presencia o
ausencia de proteina dentro de las células de la poblacién.

e La proporcion de células que expresan la catalasa A aumenta
considerablemente cuando el etanol es la fuente de carbono del cultivo, y
nuevamente esta proporcion disminuye ligeramente cuando se afiade sal.

e La expresion de la catalasa A presenta un perfil variegado dentro de la
poblacion. Existe una subpoblacion de células que expresan la proteina en
niveles elevados, y una poblacion de células que no expresa la proteina.
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