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Resummen

La salinizacion de los suelos es un problema para la agricultura a nivel mundial y para
resolverlo se ha estudiado a los organismos haléfilos, capaces de desamollarse en ambientes
salinos, para explicar las bases moleculares y bioguimicas que les permitieron adaptarse e
identificar los genes responsables para transferifos a plantas para que puedan crecer en
terrenos salinos. La levadura marina D. hansenii, haléfila por naturaleza, es un excelente modelo
para el estudio de los mecanismos de tolerancia al estrés salino. Dado que no existe la biblioteca
gendmica de D. hansenii, se utilizaron los microarreglos de DNA de ofra levadura relacionada
filogenéticamente, S. cerevisiae; para estudiar la expresion genética de D. hanseniien 0.6, 1.2 y
2.0 M de NaCl y localizar los genes cuya expresion cambié en su presencia. Se hicieron 5

microarreglos:
Microarreglo 1 2 3 4 5
DNA DNA DNA RNA M RNA m RNAmM RNA M RNA m RNA mM
Sonda D. h. S.c D. h. D. h. D.h. 06 D. h. D .h 12 D. h. D.h.20
sinsal sinsal sinsal sinsal M NacCl sin sal M NaCl sin sal M NacCl
Fluoréforo Cy3 Cy3 Cy5 Cy3 Cy5 Cy3 Cy5 Cy3 Cy5

De un total de 6017 genes impresos en cada microameglo heterdlogo, en el No. (1)
hibridizaron 3117 genes, en el (2) 251 genes, en el (3) se sobre-expresaron 45 genes y se
reprimieron 211, en el (4) 94 genes sobre-expresados y 324 reprimidos, y en el (5) 235 genes
sobre-expresados y 701 reprimidos. Entre un 4 y un 15 % del genoma respondi6 a la sal. En el
microarreglo (5) se sobre-expresaron los genes SHO1, SLN1y SSK22, pertenecientes a la via
de respuesta a alta osmolaridad por glicerol (HOG) en S. cerevisiae, que estimula la respuesta
transcripcional para contrarrestar el estrés osmético. Con la secuencia del gen homélogo SLN1
en D. hansenii se disefiaron primers para amplificar la region de SLN7 por un método diferente al
microarreglo, el RT/PCR, y comprobar su sobre-expresién. Los productos obtenidos aumentaron
en relacion directa con la concentracion de NaCl, a menor concentraciéon menor fue la intensidad
de los productos obtenidos comparados con la intensidad obtenida en las concentraciones
mayores. Para que en un microarreglo heterélogo pueda haber hibridaciéon es necesario que las
secuencias de los genes de las dos especies en competencia tengan entre un 28 a un 85 % de
identidad. En las tres concentraciones de NaCl el nimero de genes reprimidos fue mayor que el
de los sobre-expresados y el nimero de cambios en los niveles de expresion, para ambos
sentidos, aumenté en relacién directa con la concentracién de sal. De los genes sobre-
expresados se identificaron genes que codifican para enzimas del metabolismo de carbohidratos
y lipidos, transporte de aminoacidos, y de respuesta general a estrés.

Danida Elira Catro Gramados
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Lar Levadunas

Las levaduras han estado ligadas a la vida humana desde la antigliedad, por
la produccién de cerveza, vino y pan. Los primeros reportes pueden fecharse en
Sumeria alrededor del afno 7000 AC. Tienen importancia a nivel industrial y
biomédico por muchos de sus productos metabdlicos como las vitaminas, el
etanol, el acido citrico, los lipidos, etc., y en la actualidad han participado en el
desarrollo de la genética y la biologia molecular. Dado lo pequefio de sus
genomas, ofrecen la oportunidad unica de explorar la evolucion del genoma
eucarionte por medio del andlisis comparativo entre muy diversas especies,
incluyendo la humana; Saccharomyces cerevisiae fue el primer organismo
eucariotico en ser secuenciado, y ha contribuido al rapido y reciente surgimiento
de las ciencias genémicas (Souciet et. al., 2000).

Las levaduras pertenecen a un grupo de hongos filogenéticamente diverso
perteneciente a la clase Ascomiceta (McNeill, 1979). Los ascomicetos han sido
objeto de numerosos estudios taxonémicos que han permitido modificaciones en
su clasificacién, que actualmente estda compuesta por 3 grupos:
Archiascomicetos, Euascomicetos y Hemiascomicetos; las levaduras pertenecen
a este ultimo grupo (Souciet et. al., 2000). En su ciclo de vida presentan una
fase unicelular que se reproduce por gemacion o fusién; y pueden formar
esporas sexuales llamadas ascosporas. Son reconocidas por la tipica morfologia
de sus colonias celulares que se distingue de la bacteriana, por los grandes
tamanos de sus células (McNeill, 1979).

Las levaduras pueden encontrarse como constituyentes de las poblaciones
marinas, y aunque sus numeros disminuyan al irse alejando del continente, son
el hongo dominante en el mar abierto. En las aguas intercontinentales las
poblaciones de levaduras estan integradas por gran variedad de especies



correspondientes a las clases Ascomiceta, Basidiomiceta y Deuteromiceta. Al
irse adentrando a mar abierto la variedad de especies disminuye y los
ascomicetos se vuelven escasos, con excepcion de la especie Debaryomyces
hansenii (McNeill, 1979).

Las investigaciones sobre levaduras marinas, asi como su distribucion y
presencia en diferentes sustratos, ha sido abordada desde los afios 60’s. Se
pueden encontrar asociadas a sustratos ricos en materia organica como
superficies de animales, en el tracto digestivo de peces y desechos vegetales, o
bien libres en la columna de agua (McNeill, 1979), de donde se han aislado
desde los 0 hasta los 3950 m (Van y Fell, 1968).

El ambiente donde se reproducen suele ser el siguiente:
= Medio alecalino:

Algunas especies de iones presentes en el agua de mar son producto de la
hidrélisis de acidos y bases. El equilibrio logrado por las especies de acidos
débiles y minerales, mantiene el pH del agua de mar a un valor constante de 8.0.

A este pH, las especies dominantes son carbonato, bicarbonato, amonio, fosfato
dibasico, fosfato monobasico, acido borico y acido silicico (Libes, 1992).

= Alla concentracion de sales:

Mas del 99% de las sustancias disueltas en el agua de mar, corresponde a
seis iones mayores que se mantienen en proporciones constantes debido a que
sus concentraciones son controladas por procesos fisicos como: precipitacion,
evaporacién, congelamiento, difusiébn molecular de iones entre las masas de
agua, etc., y se les conoce como iones conservativos. Los demas componentes
que no estan presentes en proporciones constantes porque sus concentraciones
son alteradas por reacciones quimicas, que se llevan a cabo en los sedimentos y
el océano, son llamados iones menores o no conservativos (Libes, 1992).

La clasificacién de las sustancias disueltas en el agua de mar y el promedio
de sus concentraciones estan representados en la Tabla 1.

Dasida Elvira Casho Granados



Tabla 1: Composiciéon quimica del agua de mar en orden de abundancia. (Libes,
1992).

CATEGORIA EJEMPLOS CONCENTRACION
lones mayores CI, Na*, Mg?*, S04%, Ca**, K* mM
lones menores HCO?*, Br, S***, F uM

N2, Oy, Ar, CO2, N2O, (CH3).S,
Gases nMamM
H2 S, Hz, CHy4

Nutrientes NOs, NO,, NH,*, PO,%, HsSiO4 uM

Ni, Li, Fe, Mn, Zn, Pb, Cu, Co,

Metales traza <0.05 uM
U, Hg
Compuestos ) ) - .
. ) Aminoacidos, acidos humicos Ng/L a mg/L
organicos disueltos
Coloides Espuma de mar, fléculos < mg/L

Arena, arcilla, tejidos muertos,
Materia particulada ug/L a mg/L

organismos, heces

La salinidad es la medida mas usada para medir la cantidad de sales
presentes en el agua de mar y se define teéricamente como el nimero total de
gramos de las sales i6nicas disueltas en un kilogramo de agua de mar; sus



unidades estan en partes por mil y se representan por el simbolo %.. El promedio
de la salinidad del agua de mar es de 35%o, el cual equivale a un soluciéon con
3.5% de sal (Libes, 1992). La salinidad puede representarse matematicamente
como:

S (%0) = _g de iones disueltos x 1000

1 Kg de agua de mar

Microorgamismos haléfLos

La salinidad afecta las respuestas funcionales y estructurales de los
organismos y algunos mecanismos de adaptacion a los cambios en la
concentraciéon de la salinidad son (Kinne, 1971): a) absorcién y excrecién de
agua y/o sal, b) cambios de la permeabilidad de la membrana a la sal, c)
modificaciones de la composicién quimica de los fluidos corporales, d) tolerancia
de los tejidos a variaciones en la osmoconcentracion total y composicién i6nica,
e) depésito de agua y/o sal en 6rganos y tejidos, f) disminucion de la actividad
metabdlica, g) produccién de moléculas organicas (osmolitos) para compensar la

presion osmética elevada del medio, h) cambios en la respiracion, tamafio del
cuerpo y gases disueltos, etc.

Los microorganismos hal6filos son aquéllos que se encuentran en ambientes
hipersalinos, y se diferencian de los halotolerantes (crecen en un amplio rango
de salinidades) porque son capaces de reproducirse y realizar sus funciones
metabdlicas de manera mas eficaz en presencia de altas concentraciones de
sales y resisten los efectos nocivos de la sal. Se clasifican como poco,
moderados y extremadamente haléfilos, segun los requerimientos de NaCl para
su crecimiento. Los poco hal6filos tienen un crecimiento 6éptimo a 0.2-0.85 mol
L' (2-5%) de NaCl; los haléfilos moderados a 0.85-3.4 mol L™ (5-20%) de
NaCl; y los haléfilos extremos por arriba de 3.4 mol L (20-30%) de NaCl. Los
no haléfilos tienen un crecimiento 6ptimo en menos de 0.2 mol L™ NaCl
(Revisado en Gonzalez y Pefia, 2002).

Damica Elvira Castho Granados



El interés por conocer los mecanismos de adaptacioén de estos organismos a
los medios salinos, tiene importancia académica y biotecnolégica. Hay enormes
regiones en el mundo en las que el riego continuo y la evaporacion han
resultado en su salinizacion, haciendo cada vez mas dificil, y en ocasiones
imposible, cultivarlas para la agricultura, dado que las plantas de interés en este
sentido suelen mostrar escasa tolerancia a la sal.

Uno de los enfoques que se ha utilizado es la busqueda de cepas de S.
cerevisiae resistentes a altas concentraciones de sal. Otro consiste en detectar
genes que por su funcién (sobre-expresados o no), confieran resistencia a la
salinidad en diversos microorganismos, con la idea de encontrar genes que
puedan transferirse a las plantas y estas puedan resistir altas concentraciones
de sal. Finalmente, el estudio de microorganismos naturalmente resistentes o
adaptados a vivir en medios salinos y de los mecanismos implicados, podria
ofrecer posibilidades semejantes, tal es el caso de algunos hongos, y en
particular para nosotros, el de D. hansenii.

Delaryomyces hansenis

La levadura marina D. hansenii (Fig. 1) es un organismo haléfilo moderado
que ha colonizado una amplia diversidad de microhabitats, que sugieren la
existencia de distintas subpoblaciones que se han adaptado a ellos. Se han
descrito dos variedades: D. hansenii var. hansenii y D. hansenii var. fabryii. El
tamafo de sus células es de 2 a 3.6 ym por 2.5 a 4 uym (Norkrans, 1966).

Esta levadura, de gran interés industrial y agricola se encuentra en todos los
tipos de quesos, embutidos, carne, vino, cerveza, fruta y suelo (Corredor et. al,
2003). Aunque es la especie mas abundante en todos los quesos, existen otras
levaduras que comparten también este habitat; por lo que para su estudio,
Corredor y colaboradores (2000) desarrollaron un método de identificacion
rapido y sensitivo para D. hansenii var. hansenii, basado en la hibridacion de
secuencias especie-especificas.

Darida Elvira Cadro Granados
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Figura 1. Microfotografia electronica de células de D. hansenii. Laboratorio de
microscopia electronica del Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Hernandez y Ochoa (1999) llevaron a cabo la primera purificacion de una
proteina en D. hansenii, la enzima citosolica superoxido dismutasa de Cu-Zn.
Esta enzima cataliza la inactivacion de radicales libres para protegerse de los
efectos toxicos que estos representan. Yadav y Loper (1999) aislaron vy
secuenciaron en D. hansenii, dos genes pertenecientes a la familia de las
citocromos P450 las cuales catalizan reacciones de monoxidacion que
transforman compuestos lipofilicos en metabolitos mas polares, con uso en la
produccion industrial y farmacéutica; como la biodegradacion de n-alcanos vy la
produccion de acidos grasos, alcoholes y acidos dicarboxilicos. A estos genes
los llamaron DH-AKL1y DH-ALK2.

D. hansenii metaboliza acidos organicos, amino acidos, y péptidos mediante
dos enzimas: la prolil aminopeptidasa (PAP), que degrada peéptidos pequenos
con prolina, contribuyendo a la reduccion del sabor amargo que se produce
durante la fermentacion de la carne; y la metalo arginil aminopeptidasa (AAP)

activada por Co?’, que lleva a cabo la protedlisis de moléculas en pequenos

Dasriela Elvira Castro Granados



fragmentos que dan sabor especifico a los embutidos. D. hansenii regula la
acidez de los productos fermentados, (por los acidos lactico y citrico), y
proporciona actividad lipolitica y proteolitica que contribuye al desarrollo del
sabor durante la maduracion de los quesos (Bolumar et. al., 2003).

D. hansenii acumula gran cantidad de glicerol hasta la fase estacionaria de
crecimiento (en un medio con 4 mM y 2.7 mM de NaCl), y una vez que ha sido
consumido (al igual que la glucosa) comienza la produccion de arabinosa (Adler
y Gustafsson, 1980). También produce xilitol, que se utiliza en la industria
alimenticia por sus propiedades educorantes, anticaries, y por ser tolerado por
los diabéticos (Girio et. al., 2000). Con la produccién de los polioles decrece la
produccion de etanol, que se acumula en pequeias cantidades. Con excepcion
de una pequefa cantidad de prolina, no acumula aminoacidos en respuesta a la
salinidad (Gonzalez, y Peiia, 2002).

Veiga y colaboradores (2003) encontraron que en D. hansenii, durante la
fase exponencial de crecimiento y bajo condiciones aerébicas y de estrés (bajas
temperaturas, choque osmético, agentes patégenos y H»0,), se induce la
respiraciéon resistente al cianuro (CRR). La CRR es una via metabdlica que
involucra una oxidasa alterna (AOX) que se comporta como un pequefio circuito
en la cadena respiratoria, llevando los electrones directamente desde la
ubiquinona al oxigeno, sin pasar por el complejo Il y IV. Como consecuencia,
esta respiracion es insensible a la antimicina A y al cianuro, pero se inhibe
especificamente por el acido salicilhidroxamico (SHAM). En general, las
levaduras que llevan a cabo la CRR también tienen el complejo |, sugiriendo que
la energia puede ser originada de la actividad de la CRR por el bombeo de H* a
través del complejo I. El desvio del flujo metabdlico a través de la CRR les
proporciona un mecanismo para el ajuste de la energia disponible bajo
diferentes condiciones fisiologicas.

D. hansenii tiene un mecanismo de fransporte de iones similar al de S.
cerevisiae, aunque con una menor capacidad en el bombeo de protones. La H'-



ATPasa contribuye al bombeo de protones, generando una diferencia en el
potencial de membrana, y que es aprovechado para el transporte de K* 6 Na* a
través de un antiportador (Thomé et. al, 1998). D. hansenii tiene una mayor
capacidad para expulsar Na* de sus células y transportar K* hacia el interior en
comparacion con S. cerevisiae, y posee un metabolismo menos sensible al Na*
intracelular que favorece el transporte de K* o lo sustituye cuando el primero es
mas abundante (Prista et. al,, 1997). La relacién entre la concentracion de K' y
de Na* en D. hansenii, es mayor en el interior de sus células con respecto a la
concentraciéon en el medio y comparada con la relacion existente en S.
cerevisiae (Gonzalez y Pena, 2002).

El Na' no es toxico para D. hansenii, pues se ha visto que alcanza niveles
intracelulares altos, y que esta levadura se desarrolla adecuadamente en su
presencia, aun cuando la concentracién de K sea muy baja. Se ha reportado
que el Na* no inhibe el transporte de K*, como sucede en S. cerevisiae sino lo
estimula (Prista et al,, 1997), aunque otro reporte indica lo contrario (Gonzalez
et al., 2004). D. hansenii crece a pH mas altos (8.2) que S. cerevisiae en
presencia de ambos cationes; siendo el Na* el catién con mayor efecto sobre el
crecimiento (Almagro et. al., 2000). Esta levadura es resistente a pH alcalinos, y
la acidificacion del medio es mas baja que en S. cerevisiae (Thomé etf. al, 1998).
El Li" inhibe el crecimiento de ambas levaduras, aunque en S. cerevisiae es mas
téxico. En ausencia de NaCl, ambas levaduras son capaces de crecer en
presencia de bajas concentraciones de K* (Prista et. al., 1997).

Entre las investigaciones realizadas dentro de la biologia molecular de D.
hansenii, Lépingle y colaboradores (2000), hicieron comparaciones (por
BLASTX) entre el 20% del genoma disponible, hasta ese momento, de D.
hansenii y otras levaduras, que revelaron que 1119 marcos de lectura abierta
(ORFs) tienen homologia con S. cerevisiae y 49 con otros genomas como:
Kluyveromyces lactis, Candida maltosa, Hansenula jadinii, Saccharomyces
paradoxus, Pichia canadensis, Candida parapsilosis, Candida albicans,

Damida Elvira Casho Gramados
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Paracoccus denitrificans. De las comparaciones con S. cerevisiae encontraron
que: a) la presencia de intrones se conserva entre los genes de ambas
levaduras, pero no el tamaiio ni la secuencia de estos; b) algunos genes de RNA
de transferencia en D. hansenii tienen secuencias conservadas en genes de S.
cerevisiae, c¢) el numero total de genes que no tienen equivalencia con S.
cerevisiae es de 250. Ademas identificacion siete genes nucleares: COX1,
COX2 y COX3 (subunidades de la citocromo ¢ oxidasa); COB (apocitocromo b);
ATP9, ATP8 y ATP6 (subunidades 9, 8 y 6 de la ATP sintasa); y 26 genes de
RNA de transferencia. Almagro y colaboradores (2001) clonaron y secuenciaron
dos genes que codifican para la ATPasa de Na*, DhENA1 que se expresa en
presencia de altas concentraciones de Na*, y DhENA2 cuya expresion también
requiere valores altos de pH.

Bansal y colaboradores (2001) aislaron el gen URA3, que codifica a la
enzima orotidina-5"-fosfato descarboxilasa, que cataliza el Gltimo paso de la
biosintesis de las pirimidinas. Este gen es el marcador mas usado en la
seleccién de transformantes en varias especies de levaduras. Sherman y
colaboradores (2004) determinaron la secuencia completa del genoma de D.
hansenii; cuya informacion puede consultarse en la red en la direccion:
http://cbi.labri.fr/Genolevures/genolevures.php.

Osmorreglacién

Los cambios en las condiciones donde se desarrollan los organismos, ya sea

en temperatura, presién, radiacion, concentracién de solutos y agua, pueden
ocasionar alteraciones en sus ambientes intracelulares. Las células de levadura
tienen la capacidad de responder a estos cambios mediante el mantenimiento de
su homeostasis interna. Se conoce como estrés celular a las condiciones
ambientales que amenazan la supervivencia de la célula o que impiden su
6ptimo desarrollo. El estrés osmoético es causado por cambios en la
concentracién de las moléculas disueltas en el medio celular externo. Un
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aumento en la osmolaridad externa (estrés hiperosmaético) ocasiona que el agua
salga de la célula, mientras que una disminucién (estrés hipoosmético), causa
que el agua entre a ella (Hohmann y Mager, 2003).

Las células acumulan osmo-protectores especificos para contrarrestar la
deshidratacion causada por los cambios hiperosmoticos. Estos solutos no
afectan los procesos bioquimicos y fisicos dentro de las células, solamente
incrementan su osmolaridad interna permitiendo la recuperacion de agua,
aumentando la tensién superficial, y sustituyendo al agua alrededor de las
macromoléculas. Son producidos y/o tomados activamente del medio y se
conocen por el nombre de solutos compatibles u osmolitos (Hohmann y Mager,
2003).

Los solutos compatibles tienen bajo peso molecular, son altamente solubles
en agua, no tienen carga, y permiten a las enzimas funcionar eficientemente.
Existen dos tipos principales: los polioles y azucares, y los aminoacidos y sus
derivados (Yancey et. al,, 1982). Los grupos OH de los polioles interactian con
los biopolimeros de la célula, estabilizandolos cuando el contenido de agua
disminuye (Blomberg y Adler, 1992). Se acumulan en concentraciones elevadas,
funcionando como osmo-protectores y fuentes de reserva. Entre ellos se
encuentran polioles como el glicerol y arabinitol; azicares como la sacarosa y
trehalosa, u otros derivados, como el glucosilglicerol; aminoacidos y derivados
de aminas cuaternarias, como la glicina, betaina y ectoina (revisado en
Gonzalez, y Pefa, 2002; Girio et. al., 2000).

Las levaduras producen glicerol, arabinitol, erititritol y acumulan glucégeno
como carbohidrato de reserva y trehalosa normalmente durante condiciones de
disminucién de crecimiento y como protector ante el estrés térmico y otras
formas extremas de estrés osmético, como la desecacion y el congelamiento
(Gonzalez, y Pefia, 2002; Larsson et. al., 1993).

Se ha demostrado que en varias bacterias (Salmonella typhimurium y
Rhizobium meliloti), el glutamato se acumula como un osmolito; sin embargo,
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esta acumulacibn no se debe al incremento en la actividad de la enzima
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP (NADP-GDH), que cataliza la
reduccién del 2-oxoglutarato para formar glutamato. A pesar de que en D.
hansenii, el glutamato no se acumula cuando se cultiva a esta levadura en
presencia de NaCl; Alba y colaboradores (2004) observaron que la actividad de
la NADP-GDH se incrementa en condiciones hiperosmoéticas (1 M NaCl) y su
actividad es inhibida por la fuerza i6nica; ademas es mas sensible a ésta que las
dos isoenzimas de S. cerevisiae.

Las vias de sefalizacion multiple permiten que las células perciban y
respondan rapidamente a las alteraciones en su medio, como los cambios
osmoticos. En general, una via proteina cinasa activada por mitégeno, traducida
al espanol por sus siglas en inglés: MAPK, consta de tres protein cinasas: una
MAP cinasa (MAPK), una MAP cinasa cinasa (MAPKK), y una MAP cinasa
cinasa cinasa (MAKKK). La MAKKK activa a la MAKK mediante la fosforilacion
de los residuos conservados de serina y/o treonina. La MAKK fosforila a la MAK
en su residuo de treonina (serina) y/o tirosina, estimulando el paso de la MAK
desde el citosol al nucleo, donde fosforila proteinas blanco. Las MAKKKs
pueden ser activadas mediante la fosforilacién a través de otra proteina cinasa o
por la interaccién con otras proteinas como las proteinas G (Hohmann y Mager,
2003).

En S. cerevisiae la mas estudiada es la via de respuesta del glicerol a alta
osmolaridad, traducido al espanol por sus siglas en inglés: HOG (Fig. 2). Esta
cascada de seializaciéon esta compuesta por cinco proteinas cinasas: tres
MAKKK, Ss2p, Ssk22p y Ste11p que activan una MAKK, la Pbs2p, que activa a
la MAPK, Hog1p. La via es controlada por dos ramas independientes que
regulan a Pbs2p, la rama Sinp1 y la Sho1p. La rama Sinp1 es mas sensible que
la Sho1p, lo que permite a la célula responder a una gran variedad de cambios
osméticos. Las dos ramas pueden interpretar cambios osméticos por medio de
diferentes estimulos fisicos (Hohmann y Mager, 2003).

Danida Elira Catro Granados
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Osmosensor

Osmosensor

Figura 2. Via HOG en Saccharomyces cerevisiae (Hohmann, 2003).

La rama Sin1p contiene un complejo de proteinas de tres componentes de
senalizacion que son Sinip, Ypdip y Sskip; y regulan la accion de las MAKK
Ssk2p y Ssk22p. Sinip es una proteina de la membrana plasmatica que
contiene una region de unién, un dominio de histidina cinasa y un dominio
receptor. El grupo fosfato de la histidina de una molécula de Sin1p es trasferido
hasta el residuo conservado de aspartato en la regioén carboxilo terminal del
dominio receptor de otra molécula de Sin1p. Posteriormente, el fosfato es
trasferido al residuo de histidina de Ypdip y luego al residuo conservado de
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aspartato en el dominio receptor de Sski1p. Cuando se acumula Sskip
desfosforilado, éste activa a las MAPKKKs Ssk2p y Ssk22p, mediante la unién
entre el dominio receptor de Ssk1p y el dominio regulatorio N-terminal de Ssk2p.
Esta unién ocasiona la autofosforilacion de Ssk2p que activa a la MAPKK Pbs2p,
la cual, fosforila y activa a Hog1p (Hohmann y Mager, 2003).

Sho1p tiene cuatro dominios transmembranales, un dominio de unién, y tres
dominios SH3. Funciona como un gancho que recluta Pbs2p a la superficie
celular. Su activacion requiere un complejo formado por Sho1p y Pbs2p, que
interactian entre si mediante la regiébn N-terminal rica en prolina de Pbs2p y el
dominio SH3 de Sho1p. Este complejo contiene también a la MAK Ste20p, a las
MAKKK Ste1lp y SteS50p, y a la proteina G Rho Cdc42p. El
desenmascaramiento del dominio SH3 de Sho1p, durante estrés osmético, hace
que ésta se una a Pbs2 enganchandose a la superficie celular. Este evento
marca la generacion del complejo de sefializacién que recluta a Ste11p junto a
las proteinas requeridas para su activacion (Cdc42p, Ste20p, Ste50p),
permitiendo la activacion de Ste20p, la fosforilacion de Ste11p y después la de
Pbs2p (Hohmann y Mager, 2003).

La activacion de Hoglp, ya sea a través de Sin1p 6 Sho1p, induce la
producciéon de glicerol; y el transporte de agua y glicerol es de importancia
central en la osmoregulacion en las levaduras. El glicerol es un alcohol
polihidroxi producido durante la fermentacion que se sintetiza a partir del
intermediario glicolitico dihidroxiacetona fosfato. Primero, la dihidroxiacetona
fosfato se reduce a glicerol-3-fosfato mediante la enzima citosélica glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD. Después el glicerol-3-fosfato es
desfosforilado por la enzima glicerol-3-fosfato fosfatasa dependiente de NAD
para producir glicerol (Hohmann y Mager, 2003).

Thomé (2004) aislé un gen en D. hansenii que complementd una mutante
gpd1A de S. cerevisiae. Mediante la comparacién (por BLAST) entre la
secuencia completa de este gen y el gen GPD1 de S. cerevisiae, que codifica
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para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, obtuvo una identidad del 65%;
y con el gen GPD2, que codifica para la isoenzima, obtuvo una identidad del
71%; sugiriendo que el gen aislado es homélogo al gen GPD1 de levaduras y
por ello fue nombrado DhGPD1. Con una hibridacién tipo Southern obtuvo un
solo fragmento que correspondia a la prueba de GDP, lo que sugiere la
existencia de un solo gen en D. hansenii. Sin embargo, durante la purificacion,
observé que la enzima existe en dos formas con diferentes actividades
especificas y caracteristicas i6nicas; por lo que es posible que en D. hansenii un
solo gen codifique para las dos isoenzimas, o que la prueba derivada de un gen
(GDP1) no hibridize con el segundo gen (GDP2) como sucede en S. pombe.

Bansal y colaboradores (2001) aislaron un gen homoélogo a PBS2 en D.
hansenii, al que llamaron DPBS2, y cuya expresion no es modulada por cambios
en la osmolaridad del medio. Bansal y Mondal (2000) aislaron un gen homélogo
a HOG1 en D. hansenii, al que llamaron DHOGI, y que complementa la funcién
de HOG1 en S. cerevisiae; pero no le confiere tolerancia a la sal.

Anclis 10

El analisis genético permite la identificacibon de genes y/o proteinas
importantes, como parte del proceso para comprender los mecanismos de
adaptacion o respuesta de los organismos a diversas condiciones ambientales,
como la osmotolerancia y los mecanismos que la permiten (Hohmann y Mager,
2003). Los microorganismos en general y las levaduras en particular son
excelentes modelos para estos estudios debido a su enorme capacidad de

adaptacién para enfrentar los cambios, a veces extremos, en los ambientes en
que pueden encontrarse.

Uno de los métodos que més se ha utilizado consiste en analizar los cambios
en la expresion de genes, en levaduras cultivadas o sometidas a distintas
condiciones, bajo la premisa de que las respuestas observadas pueden senalar
aquellos genes cuya actividad enciende o apaga en mayor 0 menor grado para
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adaptarse a una nueva situacion. Pueden utilizarse los microarreglos de DNA
para el andlisis de la respuesta transcripcional bajo estrés salino (Posas et. al,
2000). Los estudios en microarreglos estan produciendo grandes cantidades de
datos sobre la expresion de los genes que prometen ser cruciales para
profundizar en el conocimiento de sus funciones e interacciones entre y a través
de las vias metabdlicas (Brazma et. al., 2001).

Microameglos de DNA

Un microarreglo es un dispositivo analitico pequefio que permite la
exploracién genémica con velocidad y precision sin precedente en la historia de
la biologia. Los chips de vidrio contienen miles de genes que son usados para
examinar muestras fluorescentes preparadas con RNA mensajero marcado de
células, tejidos y otras fuentes biologicas. Las moléculas en la muestra
fluorescente reaccionan con la secuencia complementaria en el chip, causando
que cada punto brille con una intensidad proporcional a la actividad expresada
por cada gen. La gran capacidad de estos pequerios dispositivos permite el
analisis del genoma humano completo en un solo experimento. Debido a que
los patrones en la expresion de los genes se correlacionan fuertemente con la
funcién, los microarreglos proveen informaciéon en enfermedades humanas,
envejecimiento, efectos de farmacos y hormonas, enfermedades mentales,
dietas y demas problemas clinicos (Schena, 2003).

Los microarreglos fueron desarrollados en la Universidad de Stanford por
Schena y colaboradores a principios de los afos 90s. La palabra microarreglo
es una nueva palabra cientifica derivada del griego mikro (pequefio) y del
francés arayer (ordenar). También conocidos como biochips, chips de DNA,
chips de genes, contienen colecciones de pequefios elementos o puntos
ordenados en filas y columnas (Schena, 2003).

Un microarreglo en un arreglo ordenado de elementos microscopicos en un
sustrato plano que permite la unién especifica de genes o productos de genes.
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Para calificar como microarreglo, el dispositivo analitico debe ser (1) ordenado,
(2) microscopico, (3) plano, y (4) especifico. Los dispositivos que no cumplan
las cuatro caracteristicas, no ofrecen las ventajas de los microarreglos, no
califican como tales y no deben ser considerados como microarreglos (Schena,
2003).

Su elaboracién comienza con la seleccion de la biblioteca genémica que se
desea imprimir. Con la secuenciacién sistematica de los genomas completos y
los avances en la sintesis artificial del DNA es posible obtener en el laboratorio,
el genoma completo de un organismo generando cada uno de los marcos de
lectura abierta (ORF) completos o fragmentos de cada uno de ellos. En la
actualidad se pueden adquirir las colecciones o bibliotecas completas de los
genes de varios organismos, que se depositan en microplacas, en donde se
conoce la ubicacion exacta de cada uno de los genes. Se debe tener la mayor
cantidad de informacién acerca de cada gen que esta integrado en la biblioteca
a imprimir, para poder utilizarla en la organizacion de la base de datos de los
microarreglos; por ejemplo, el proceso biolégico en el que participa o la funcién
molecular que desarrolla (Ramirez et. al., 2003).

Para su impresiéon es necesario amplificar el DNA genémico del organismo
mediante cebadores (primers), o iniciadores especificos para cada gen, por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa o0 PCR. El DNA a imprimir
debe tener la misma calidad que la utilizada en su secuenciacion, y su cantidad
en cada muestra debe ser la misma. Posteriormente se purifica cada producto
obtenido por PCR y se prosigue a su impresion. Existen varios tipos de
impresores; los de contacto (Fig. 3), los piezoeléctricos y los de sintesis directa
de DNA sobre la superficie. Los de contacto depositan las muestras haciendo
contacto con la superficie; son los mas economicos, su uso es sencillo y no
requiere de gran infraestructura. Constan de un brazo robético con movimiento
en los ejes X, Y, y Z; con una resolucion de una décima de micra. Los
aplicadores son pequefas agujas con una ranura en la punta que toma la



18

muestra por capilaridad y la deposita por contacto. En la cabeza se colocan de 1
a 48 aplicadores. Las superficies sobre las que se imprimen los microarreglos
pueden ser laminillas de vidrio semejantes a los portaobjetos utilizados en
microscopia; y una vez impresas, el DNA debe ser fijado a la superficie

horneando los microarreglos a 80° C o mediante un entrecruzador de luz
ultravioleta (Ramirez et. al., 2003).

Figura 3: Diagrama de un impresor de microarreglos de DNA de contacto. a)
microplaca para imprimir las muestras, b) laminillas, c) superficie de soporte, d)
cabeza con aplicadores. (Ramirez et. al., 2003).

Es necesario aislar el RNA de las muestras en las condiciones que se
quieren estudiar. Para ello no es necesaria la purificacion del RNA mensajero de
la muestra; el empleo del RNA total es suficiente. Es importante que el RNA
tenga las siguientes caracteristicas: se requieren al menos 30 ug para realizar
un experimento, debe estar lo mas concentrado posible; la banda ribosomal
grande (28S) debe ser al menos el doble de la banda pequefia (18S) y puede
tolerar la presencia de DNA genémico en la muestra. Para el marcado del RNA
total se utiliza la sintesis in vitro de DNA complementario (CDNA) de cadena
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sencilla, poniendo a reaccionar el RNA junto con un deoxioligonucleétido poli T y
un conjunto de nanémeros al azar, capaces de reconocer a sus bases
complementarias en el RNA mensajero; se agregan los deoxinucledtidos A, C, G
y T, deoxinucleétido T marcado con una molécula fluorescente (dUTP-Cy3 y
dUTP-Cy5) y la enzima transcriptasa inversa (RT), para que se lleve a cabo la
sintesis de cDNA a partir del RNA mensajero. La RT incorpora el
deoxinucleétido T marcado en dos reacciones diferentes, una con el fluoréforo
Cy3 y otra con el Cy5, ambos fluorescen, de diferente color. Finaimente, se
purifica el cDNA marcado para eliminar el deoxinucleétido fluorescente no
incorporado, para hibridizarlo en el microarreglo (Ramirez et. al., 2003).

En la hibridacién, se aplica una solucion junto con las dos muestras
marcadas sobre el microarreglo, y se cubre con un cubreobjetos de manera que
la mezcla cubra todo el microarreglo. Como la reaccion requiere de poco
volumen (no mayor de 50 pl) los microarreglos se colocan en camaras humedas
disefiadas especialmente para evitar su evaporacion y se dejan hibridizar
durante 12 hrs. o mas. Terminado el tiempo se lavan. El secado se lleva a cabo
mediante centrifugacién, ya que cualquier residuo de sales puede afectar la
lectura (Ramirez et. al., 2003).

Existen dos tipos de lectores de microarreglos: los lectores con camaras
digitales y los confocales. En ambos tipos se utiliza un laser para excitar las
moléculas fluorescentes unidas al cDNA y obtener la imagen de cada una de las
muestras contenidas en el microarreglo, obteniendo dos imagenes, una para el
fluoréforo Cy3 (rojo) y una para el fluoréforo Cy5 (azul). Los lectores confocales
hacen una reconstruccion de la imagen mediante el uso de fotomultiplicadores
para registrar la sefial, son los mejores pues con ellos se obtiene una imagen de
muy alta resolucién, pero son mas costosos. Para la obtencién de las imagenes
se ajusta la intensidad del laser y la sensibilidad de los fotomultiplicadores, de
manera que ambas imagenes den valores semejantes de fluorescencia total.
Una vez obtenidas las imagenes, se combinan para obtener la imagen final del
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microarreglo. Para obtener los valores cuantitativos de cada una de las sefales
de fluorescencia, se requiere del analisis de las imagenes. Existen
comercialmente programas de computo para estos fines, o se pueden obtener
en sitios de software libre (Ramirez et. al,, 2003).

Se debe considerar la aplicaciéon de un filtro para depurar la imagen de
pequeinas imperfecciones o sefiales no deseadas que pudieran encontrarse
entre las muestras. También se genera una reticula en la que se definen las
areas que se van a cuantificar para determinar la zona de exclusién y el area
para calcular la sefal de fondo de la imagen. Definidos estos parametros, el
programa calcula la densidad de los puntos fluorescentes (pixeles) en cada area
definida, dando como resultado una tabla con las coordenadas, los valores de
densidad, fondo y sefial para cada una de las muestras en el microarreglo. Esta
informacion se complementa con las bases de datos en donde se localiza el
nombre del gen, su funcién, la via metabélica a la que pertenece, ubicacién
celular, etc. También se requiere del analisis estadistico para identificar entre los
miles de datos que se obtienen, aquéllos que son significativos y que
representan un cambio real (Ramirez et. al., 2003).
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La salinizacion progresiva de las tierras irrigadas es uno de los problemas
principales para la agricultura a nivel mundial, y ha sido objeto de intensa
investigacién, con la mira a largo plazo de desarrollar plantas con mayor
tolerancia a la salinidad mediante ingenieria genética. Un enfoque importante ha
sido la comprensién de los mecanismos de tolerancia salina de los organismos
eucariontes que son halotolerantes por naturaleza. Los ambientes con altas
concentraciones de sales evitan el crecimiento de la mayoria de los organismos,
pero hay algunos especialmente adaptados que pueden crecer en
concentraciones extremadamente altas de sal (Petrovic et. al., 2002).

Las levaduras son excelentes modelos para el estudio de los mecanismos de
tolerancia al estrés salino, particularmente porque se ha demostrado que los
hongos y plantas superiores no sélo tienen sistemas de transporte i6nico
similares en sus membranas plasmaticas, sino también porque comparten
mecanismos de detoxificacion catidnica y vias de sefales transductoras (Posas
et al.,, 2000).

Aunque los grupos de investigacion han utilizado a S. cerevisiae como el
sujeto experimental para definir los cambios en la expresién de genes ante
condiciones de salinidad elevada, es importante considerar la identificacion de
los genes responsables de la tolerancia a altas salinidades en D. hansenii, pues
es una levadura naturalmente haléfila que puede proporcionar informacion
valiosa para un mejor entendimiento de los mecanismos involucrados, con el
objetivo de transferir eventualmente esos genes a las plantas. Dado que no
existe todavia una biblioteca genomica ordenada de D. hansenii, se inici0 este
trabajo con la idea de utilizar la biblioteca ya existente de S. cerevisiae,
partiendo desde definir las homologias encontradas entre los dos genomas y
utilizando el sistema de microarreglos, en este caso heterélogo.
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e 6l

Al no disponer de la biblioteca genémica de la levadura marina D. hansenii
para estudiar su expresion genética en diferentes condiciones de salinidad
mediante la fabricacién de microarreglos de DNA, en este trabajo se utilizaran
los microarreglos de oftra levadura relacionada filogenéticamente con D.
hansenii, S. cerevisiae. Con esta propuesta se espera el reconocimiento de
aquellas secuencias del genoma de D. hansenii que sean homélogas con S.
cerevisiae e hibridizen en sus microarreglos; para poder estudiar los cambios
en la expresién genética de D. hansenii en 0.6, 1.2 y 2.0 M de NaCl. De
funcionar este sistema heterblogo, se espera identificar un grupo de genes cuyo
nivel de expresién varie, tanto en represibn como en sobre-expresion, al
someter a la levadura en las tres concentraciones de NaCl; y que este cambio
vaya en aumento conforme aumente la concentracién de NaCl evaluada.
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Obyetivo General
= Estudiar la expresién genética en la levadura marina D. hansenii en

diferentes condiciones de salinidad, utilizando el sistema de microarreglos de

DNA y el genoma de S. cerevisiae.

Obyetivos Particulares

= Definir si el sistema de microarreglos heter6logo puede ser una herramienta
confiable para el estudio de la expresion genética en D. hansenii.

= Definir los genes de D. hansenii que se comparten con S. cerevisiae.

= Determinar los genes cuya expresion se modifica en D. hansenii en

presencia de sal.

= Identificar con estos genes las vias metabdlicas relacionadas con la
salinidad.
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Metodologia
Disero experimental

Se utilizaron los microarreglos de DNA para estudiar la expresion genética en
D. hansenii, fabricados a partir de la biblioteca gendémica de S. cerevisiae
disponible en la Unidad de Microarreglos de DNA del Instituto de Fisiologia
Celular UNAM, partiendo de la base de que ambas levaduras pertenecen a la
clase Hemiascomiceta, y a las homologias encontradas entre ellas por Lépingle
y colaboradores (2000).

El disefio experimental consistié en estudiar el efecto de tres concentraciones
de NaCl: 0.6, 1.2, y 2.0 M, sobre la expresion de los genes de D. hansenii.
Aunque el habitat normal de esta levadura es el agua de mar, se tomo al medio
YPD (que contiene una cantidad pequeiia de sales) como eje de comparacion
para las demas concentraciones. Se selecciond la concentracion de 0.6 M de
NaCl debido a que es la concentracion de sales en el agua de mar (aunque la de
NaCl es de alrededor de 0.5 M), y 1.2 y 2.0 M se escogieron pensando en que al
aumentar la concentraciéon en el medio de cultivo podria aumentar el numero de
cambios en la expresidbn de los genes en comparacién con los genes
expresados en 0.6 M, pues ambas concentraciones representan mayor estrés
para la levadura. Es posible que mediante la concentracion de 0.6 M se
observen aquellos genes involucrados en la adaptacién de la levadura a vivir en
condiciones de alta salinidad y no genes de respuesta a estrés, que
probablemente se observenen 1.2y 2.0 M.

Otro elemento a considerar fue el tiempo de cultivo o exposicion de las
levaduras a las condiciones seleccionadas; se penso en estudiarlas durante un
periodo de adaptacion, identificado como la fase logaritmica de crecimiento, en
la que estén no sélo realizando sus funciones basicas, sino ademas estén
reproduciéndose activamente. Ademas es en esta fase, donde hay una mayor
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sintesis de RNA (factor importante que se tomé en cuenta para el aislamiento de
dicha molécula para su hibridacién en los microarreglos).

Con el establecimiento de las condiciones de cultivo de la levadura, se
decidié el camino para hibridizar las muestras en cada microarreglo. Se hicieron
5 microarreglos de S. cerevisiae hibridizados segun las siguientes condiciones (a
cada uno le antecede un numero con el que podra ser identificado en la seccion
de “marcado y purificacién de las muestras”):

1. DNA gendmico de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal.

2. DNA genémico de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal vs. DNA
gendémico de S. cerevisiae cultivada en medio YPD sin sal.

En los microarreglos convencionales, se hibridizan dos muestras de una
misma especie, sobre el microarreglo de esta misma; el objetivo de estos
microarreglos consisti6 en probar si este tipo de experimento era capaz de
funcionar bajo la competencia entre especies heterélogas. En ambos casos, la
reaccion de hibridacion se llevé a cabo a partir del DNA genémico y no del RNA
mensajero, como en los microarreglos convencionales, para de esta manera
facilitar el desarrollo de la hibridacién que ya en principio era dificil.

El primer microarreglo fue un experimento control, ya que el nivel de
expresion de los genes de D. hansenii en esta condiciéon (sin NaCl) fue
comparado con los niveles presentes en las tres concentraciones de NaCl de los
microarreglos 3, 4 y 5. Ademas, el DNA en este microarreglo, fue digerido con la
enzima de restriccion Sau 3A para que al tener fragmentos pequerios, estos
hibridizaran con las secuencias homoélogas del genoma de S. cerevisiae con
mayor facilidad que si estuviera completo.

3. RNA mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal vs. RNA
mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD con 0.6 M de NaCl.

4. RNA mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal vs. RNA
mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD mas 1.2 M de NaCl.

Dasida Elvira Cairo Granados
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5. RNA mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal vs. RNA
mensajero de D. hansenii cultivada en medio YPD mas 2.0 M de NaCl.

Como los resultados obtenidos a partir de los microarreglos 1 y 2 validaban el
hecho de trabajar con especies diferentes, los microarreglos 3, 4 y 5 se hicieron
a partir de RNA mensajero, para observar cambios en la expresion de los genes
en las tres concentraciones. En estos microarreglos se compar6 el nivel de
expresion de los genes de D. hansenii cultivada sin NaCl (YPD), con los niveles
presentes en cada concentracion de NaCl.

Para el andlisis de los genes que hibridizaron en estos microarreglos se tomé
en cuenta que estos mismos genes hubieran hibridizado en el microarreglo
numero uno donde se utilizo solamente el DNA gendémico de D. hansenii, con la
finalidad de comprobar la veracidad de los cambios ocurridos bajo las tres
concentraciones de NaCl. Dicho de otra manera, se buscé en el primer
microarreglo, el gen que presento el cambio en su expresion en cada uno de los
microarreglos hibridizados con RNA y se comprobo si hibridiz6 en el primer
microarreglo. De ser asi el gen se tomé en cuenta como resultado positivo. Por
el contrario si el gen no hibridiz6é en el primer microarreglo se eliminé por ser un
falso positivo pues si no hibridizé en ese microarreglo fue por falta de suficiente
similitud a nivel de DNA gendémico y seria imposible que su RNA mensajero
fuera reconocido en o en los microarreglos con RNA. Otro de los criterios
utilizados para descartar la presencia de falsos positivos, fue que el duplicado de
cada gen, seleccionado por los métodos estadisticos descritos en la
metodologia, tuviera el mismo comportamiento que su gen correspondiente.

Dascripeibn, adtiwvo y mantenimiento de Las

D. harsenii: La cepa de D. hansenii utilizada fue la Y7426 (US Department
of Agriculture Peoria, IL.) donada por la Dra. Patricia Thomé Ortiz (ICMyL). La

Datida Elvira Castho Gramnados
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levadura se cultivd en medio YPGAL solido mas 1 M de NaCl durante 36 horas
de incubacién a una temperatura de 30° C, para evitar la contaminacion del
cultivo con la presencia de otros microorganismos que en esta concentraciéon de
NaCl no pueden crecer. Después de su crecimiento, se conservo en
refrigeracion a 4° C. Para el aislamiento del RNA total, las células se cultivaron
en medio YPD liquido sin sal y con 0.6, 1.2, y 2.0 M de NaCl, segin el
microarreglo.

S caadsnac La cepa de S. cerevisiae utilizada fue donada por la Unidad de
Microarreglos de DNA, IFC UNAM. La levadura se cultivd durante 24 horas de
incubacién en medio YPD sdélido a una temperatura de 30° C. Después de su
crecimiento se conservo en refrigeracion a 4° C para su mantenimiento. Para el
aislamiento del RNA total, las células se cultivaron en medio YPD liquido sin sal.

Auslamiento de DNA genbmico

En los microarreglos hibridizados con DNA genémico se utiliz6 DNA
genémico que se extrajo de ambas levaduras cultivadas en medio YPD sélido
durante 36 horas, a 30° C. El aislamiento se hizo mediante la técnica de Hoffman
y Winston (1987) con una modificacion: en lugar de cultivar a las células en
medio YPD liquido, se cultivaron en medio YPD sélido. Para comprobar la
calidad del aislamiento se corri6 un gel de agarosa al 1%. La enzima de
restriccion Sau 3A con la que se digiri6 el DNA genémico de D. hansenii
(incubacién a 37° C durante 15 a 20 minutos) reconoce la secuencia de 4 pares
de bases GATC/CTAG produciendo fragmentos con extremos monocatenarios
adhesivos sobre el extremo 5 de cada hebra. Esta enzima fue donada por el Dr.
Roberto Coria, IFC-UNAM.

Cowar de arecamrento

Para aislar el RNA total utilizado en los microarreglos hibridizados con RNA
mensajero, fue necesario que los cultivos celulares se encontraran en la fase de
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crecimiento exponencial. Para lograrlo se hicieron curvas de crecimiento de D.
hansenii en ausencia de sal y con 0.6, 1.2y 2.0 M de NaCl y de S. cerevisiae
crecida en ausencia de sal. Para ello se resembré a D. hansenii (del medio
YPGAL so6lido mas 1 M de NaCl) en matraces con 50 ml de medio YPD liquido
sin sal y con las tres concentraciones de NaCl, y se dejo crecer durante 24 horas
a 30° C con una agitacion constante de 250 r.p.m. (prein6culos). Pasado el
tiempo se tomaron alicuotas de los preinéculos (100 pl) y se diluyé 1:10, se
leyeron en el espectrofotometro y con la densidad éptica obtenida se hicieron
calculos para obtener el volumen necesario a inocular para iniciar los cultivos en
0.1 unidades de densidad Optica a 600 nm. Con el volumen obtenido se
inocularon matraces con 100 ml de medio YPD liquido sin sal y con las tres
concentraciones de NaCl durante 36 horas a 30° C con agitacion constante a
250 r.p.m. (in6culos), muestreando cada 2 horas. En S. cerevisiae se llevo a
cabo el mismo procedimiento pero solo con medio YPD liquido sin sal.

Alamaento de RNA total

El aislamiento del RNA total se llevé a cabo mediante la técnica de fenol
caliente con la asesoria del M en IBB Simén Guzman (Unidad de Microarregios
de DNA, IFC UNAM). El aislamiento se hizo a partir de cultivos de D. hansenii en
100 ml de medio YPD sin sal y con 0.6, 1.2 y 2.0 M de NaCl, en fase de
crecimiento exponencial o a 0.6 unidades de densidad optica. Para comprobar la
calidad del aislamiento, se corrié un gel de agarosa/formaldehido al 1%.

[mpresén de Los macroaneglos

Los microarreglos fueron impresos por el personal de la Unidad de
Microarreglos de DNA IFC UNAM. Las bibliotecas de los marcos de lectura
abierta (ORFs) de Research Genetics de la levadura S. cerevisiae se

resuspendieron en 0.2 pg/ul de una solucidn Micro Spotting (Telechem
Internacional Inc.). Las laminillas de 25X75 cubiertas por superamina (TeleChem

Damicla Elvira Castro Gramados
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Internacional INC) fueron impresas por duplicado y fijadas a 80° C durante 24
horas. Para obtener informacién acerca de la posicion de cada gen en el
microarreglo se puede consultar la base de datos de S. cerevisiae disponible en
la Unidad de Microarreglos.

Prebibrnidacion de Los maicroaneglos

Para la prehibridacion, los microarreglos se rehidrataron con vapor de agua a
60° C durante 10 segundos y se fijaron con luz UV a 1200J (30 seg.) en dos
ocasiones. Las laminillas entrecruzadas se incubaron en agua hirviendo durante
2 minutos, se lavaron con 95 % de etanol durante un minuto y se prehibridizaron
en 5X SSC, 0.1 % SDS y 1 % BSA durante una hora a 42° C.

Marcado y puwnficacibn de Llas muestras

Las muestras o sondas se marcaron con el kit de CyScribe (Amersham)
“First-Strand cDNA labeling kit” como se muestra en la Tabla 2. La incorporacién
de la marca se analizé en el espectrofotometro midiendo la absorbencia a 555
nm para Cy3 (rojo) y 655 nm para Cy5 (azul) y se verific6 mediante un gel de
poliacrilamida observando la fluorescencia emitida por los fluoréforos
incorporados en el cDNA (fundamento mencionado en la introduccién) en el
Typhoon. Una vez comprobada la incorporacion, la reaccién se purificd con una
columna Qiagen (QIA quick PCR purification kit) Cy5 y los productos de la
purificacion se resuspendieron en agua destilada estéril para su hibridacion.

Hubdacion y Lavado de Los microarneglos

Los microarreglos se hibridizaron con cantidades iguales de cDNA marcado
segun las condiciones mencionadas (Tabla 2) adicionando solucién de
hibridacién HyblIT2 (TeleChem Internacional Inc.). Se dejaron incubar por mas
de 12 horas a 45° C, se lavaron y se secaron por 48 horas para su lectura.
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Tabla 2: Marcaje de las sondas en cada microarreglo.

MICROARREGLO SONDA FLUOROFORO

1 D. hansenii sin sal Cy3

2 S. cerevisiae sin sal Cy3

D. hansenii sin sal CySs

3 D. hansenii sin sal Cy3

D. hansenii 0.6 M NaCl Cy5

4 D. hansenii sin sal Cy3

D. hansenii 1.2 M NaCl Cy5

5 D. hansenii sin sal Cy3

D. hansenii 2.0 M NaCl Cy5

Coantificacibn de Los microameglos

La obtencién, registro y cuantificacién de las imagenes obtenidas a partir de
los microarreglos se realizaron en el escaner ScanArray 4000 y el programa de
computo ScanArray 4000 de Packard BioChips. Todas las imagenes se
capturaron con una ganancia del fotomultiplicador del 60 % (para multiplicar la
sefal de la fuente de luz representada por la fluorescencia en el microarreglo),
una intensidad del laser de 70 a 75 %, 10 um de resolucion a un valor de barrido
de 50 % para el escaneo de las imagenes. La densidad (D), ruido de fondo
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(background) (B), sefial (S), y diametro de cada mancha (l) se calcularon con el
programa de computo ArrayPro Analyzer de Media Cibernetics. La D se refiere a
la densidad de fluorescencia que emite la hibridacién en el microarreglo (mancha
o spot), B es la emision basal que hay alrededor de la mancha, y la sefial S es la
divisién entre la D y la B. Se seleccionaron aquellas sefales, en Cy3 y Cy5, cuya
division de Dcys entre Bcys (de cada mancha) fuera > a la division de Dpromedio
entre Bpromedio. EI tamafio de cada mancha se seleccion6 con base en que los
diametros de Cy3 y Cy5 cumplieran lo siguiente: >a 0.9y < 1.1.

En las imagenes de los microarreglos, que se muestran en la seccién de
resultados (Figuras 5, 6, 9, 10 y 11), se observan diferentes coloraciones que
representan los niveles de expresion genética bajo las condiciones de NaCl
evaluadas. Los puntos en color rojo representan genes expresados sélo en D.
hansenii; los de color verde representan genes expresados solamente en S.
cerevisiae; y por ultimo, los puntos de color amarillo, representan genes
expresados en ambas levaduras. Estas imagenes fueron obtenidas por la
Unidad de Microarreglos de DNA del IFC UNAM.

Para la seleccion de los genes sobre-expresados y reprimidos se obtuvo el
Log, de la seial de Cy3, Cy5 para cada mancha. Los genes sobre-expresados
se seleccionaron siempre y cuando el Log:z (Scys/Scys) era > 0.6 (1.5 veces
mas), y los genes reprimidos si el Logz (Scya/Scys) era < -0.6 (1.5 veces menos).
También se calcularon el promedio y la desviacion estandar de ambas sefales
y s6lo se seleccionaron aquellas manchas cuyo promedio fuera dos veces la
desviacion estandar.

PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa 6 PCR (traducido al espafiol por sus
siglas en inglés) se desarrolla: 1) separando las dos cadenas del DNA que se
quiere amplificar (en este caso, el DNA gendmico de D. hansenii), pues cada
una actia como molde para fabricar su complementaria; 2) unién de los

Damida Elira Cadro Gramados
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cebadores de D. hansenii a su region especifica dentro de la cadena de DNA; y
por ultimo 3) generacion de la cadena de DNA complementaria por accién de la
DNA polimerasa. De esta manera cada una de las moléculas de DNA hijas
pueden volver a entrar en el proceso y servir como molde para fabricar méas
copias.

El PCR se hizo para amplificar las regiones en donde se localizaron los
genes seleccionados en el microarreglo hibridizado con RNA mensajero de D.
hansenii cultivada en medio YPD sin sal y con 2.0 M de NaCl. Las condiciones
de amplificacién fueron: H,O estéril, 4 ul de MgCl, 1 mM (Stock 25 mM), 5 ul de
Buffer 1X (10X), 1 ul de la mezcla de dNTPs (0.8 mM), 1 ul TAQ polimerasa,
oligonucleétidos con sentido rio arriba (forward) y rio abajo (reverse) disefiados
en la Unidad de Biologia Molecular del IFC UNAM (2.1 ug/ul), y 1 ul de DNA
gendémico de D. hansenii cultivada en YPD sin sal, o con 0.6, 1.2 6 2.0 M de
NaCl y DNA genomico de S. cerevisiae cultivada en YPD sin sal, para un
volumen final de 50 pl. La primera etapa de desnaturalizacion se llevo a cabo a
92° C durante 5 minutos; la segunda etapa de desnaturalizacién, que se repitid
en cada ciclo, fue a 92° C durante 30 segundos; la formacién de hibridos de
cebador con templado se llevé a cabo a 54° C durante 45 segundos; y la
polimerizacion a 72° C durante 90 segundos. Las ultimas tres condiciones se
repitieron 30 veces. La ultima etapa de extension fue a 72° C durante 5
minutos. Los productos de la amplificacion se separaron en un gel de agarosa
al 1 %.

RT/PCR

Se llevé a cabo un ensayo transcriptasa inversa/reaccién en cadena de la
polimerasa 6 RT/PCR (traducido al espaiiol por sus siglas en inglés) para
comprobar por un método diferente los cambios de expresion obtenidos a partir
del microarreglo hibridizado con RNA mensajero de D. hansenii crecida en
medio YPD sin sal y con 2.0 M de NaCl. Con este método, la enzima
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transcriptasa inversa, sintetiza cDNA a partir del RNA mensajero, y este cDNA
sirve de templado para la reaccion de PCR. Los RNAs se trataron con DNAsa
para eliminar el DNA gendmico: 1 ul de buffer 10X, H,O con dietilpirocarbonato
(DEPC), 3 ul de RNA, 1 ul de la enzima deoxirribonucleasa | (Invitrogen), para
un volumen final de 10 ul. La reaccion se incubé a temperatura ambiente durante
15 minutos, se agregé 1 pl de EDTA 25 mMy se incubd a 65° C durante 10
minutos. Volumen final de la reaccion 11 pl.

Con estos RNAs (2 pl) se llevé a cabo el RT/PCR con el kit de SuperScript
(Invitrogen) “RT-PCR Platinum ® Taq en un solo paso” para un volumen final de
50 pl. Se repitié el mismo procedimiento pero con los RNAs sin el tratamiento
con la DNasa. Ambas reacciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: RT,
45° C durante 30 minutos y 92° C durante 2 minutos; PCR, el ciclo de
amplificacion que se empled fue a 92° C durante 15 segundos, 54° C durante 30
segundos y 72° C durante 90 segundos. Este ciclo se repitié 20 veces. Después,
se bajo la temperatura a 25° C durante 5 minutos, para tomar una alicuota de 10
ul. Se repiti6 nuevamente la etapa de sintesis pero en esta ocasion sélo 10
veces y se bajé la temperatura a 25° C durante 5 minutos para tomar la segunda
alicuota de 10 pl. La ultima etapa de extensién fue a 72° C durante 5 minutos. La
amplificacion se corrié en un gel de agarosa al 1 %. Finalmente se repitié 10
veces la etapa de sintesis, y los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1
%.

Programas de computo

El programa utilizado para obtener las secuencias de los genes de S.
cerevisiae fue el de la base de datos del genoma de Saccharomyces disponible
en: http://www.yeastgenome.org/. Esta base de datos de la biologia molecular
y genética de S. cerevisiae, fue creada por la Universidad de Stanford y
contiene informacién de la secuencia completa del genoma de esta levadura.
Para obtener el porcentaje de identidad entre los genes de S. cerevisiae y D.
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hansenii se utiliz6 la comparacion por el programa blast del proyecto
“Génolevures” disponible en: http:/icbi.labri.friGenolevures/. Este proyecto
fue creado para hacer gendmica comparativa en gran escala entre S. cerevisiae
y 14 especies representativas de la clase Hemiascomiceta, entre las que se
encuentra D. hansenii. Para el disefio de los oligonucleétidos especificos para
D. hansenii utilizados en el PCR se us6 el programa GCG (por sus siglas en
inglés Gene Computing Group) para optimizar la seleccion y localizacién de los
cebadores. Este programa genera un listado jerarquico de cebadores
especificos y calcula las temperaturas medias, asi como su porcentaje de GC y
demas caracteristicas necesarias para el desarrolio éptimo del PCR, que nos
permitid seleccionar los cebadores idéneos para nuestros objetivos. Por Gltimo,
para la localizacion de los genes sobre-expresados dentro de las vias
metabdlicas se utilizé la enciclopedia de los genes y genomas 2 de Kioto,

disponible en la red en: http://www.genome.ad.jp/kegg/keqqg2.html.




Rendtados

El primer paso consistioc en establecer las condiciones precisas para el
aislamiento del DNA genomico de las levaduras D. hanseniiy S. cerevisiae, para
la obtencion de un DNA de excelente calidad, requerido para los microarreglos.
En la Fig. 4 se observan diferentes muestras de DNA aisladas mediante la
tecnica modificada de Hoffman y Winston (1987), descrita anteriormente en la
metodologia. Con esta técnica se logro obtener una gran cantidad de DNA puro
que se utilizo en la fabricacion de los microarreglos hibridizados con DNA

genomico.
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Figura 4. Electroforesis del DNA gendmico de D. hansenii y S. cerevisiae. Gel
de agarosa al 1%. 10 ul de muestra. DNA de: D. hansenii (Carril 1, 2,3y 4); y
de S. cerevisiae (Carril 5, 6 y 7). Aislamiento del DNA de las muestras en los
carriles 1, 5y 6, el dia 18 de febrero de 2003 (A); carriles 2 y 3, el 7 de febrero
de 2003:; y carriles 4 y 7, el 22 de marzo de 2004 (C). No se aislo DNA

genomico en la muestra del carril 3.

Daniela Eliira Cartro Granado
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Las diferentes intensidades de las bandas (Fig. 4) indican la cantidad de
DNA aislado; a mayor intensidad, mayor es la cantidad de DNA obtenido. La
mayor cantidad se observa en el carril 7, y la menor cantidad en el carril 6.
Estas diferencias se deben a que el DNA se aisl6 de diferentes cultivos
celulares y de diferentes dias (pero de la misma cepa), y aunque se utilizaron
los mismos reactivos y la misma metodologia, las condiciones de cultivo
pudieron no ser iguales afectando el crecimiento de las células. El que no se
haya aislado DNA en la muestra del carril 3 puede deberse a un error en la
técnica o a la poca cantidad de células obtenidas en el cultivo previo.

En la Figura 5 se observa la imagen del microarreglo hibridizado con DNA
de D. hansenii cultivada sin sal, y puede apreciarse el gran nimero de genes
homélogos entre ambas levaduras. Del andlisis de esta imagen, mediante las
herramientas descritas en la metodologia, se obtuvieron 3117 genes que
hibridizaron en el microarreglo de S. cerevisiae de un total de 6017.

En la Figura 6 se observa la imagen del microarreglo hibridizado con el DNA
de las levaduras D. hansenii y S. cerevisiae cultivadas sin sal. En esta imagen
se detectaron aquellos genes con tal semejanza con S. cerevisiae como para
ser reconocidos por el microarreglo al competir con los genes del propio
genoma de S. cerevisiae. Se observa a simple vista que la hibridacién de los
genes es menor (nimero de puntos rojos) en comparacion con los resultados
obtenidos en el microarreglo anterior (Fig. 5). Sin embargo, ain en estas
condiciones, el microarreglo reconocié 251 secuencias de D. hansenii capaces
de hibridizar con las de S. cerevisiae aun en presencia del DNA de ésta ultima.

Se obtuvo también el porcentaje de identidad de los 251 genes de S.
cerevisiae con sus homélogos en D. hansenii (las secuencias de los 251 genes
obtenidas a partir del microarreglo heter6logo pertenecen a genes de S.
cerevisiae), para obtener un indicador del grado de reconocimiento que puede
ofrecer un microarreglo heterélogo bajo las condiciones estudiadas. Para ello se
hizo una comparacién entre las secuencias de S. cerevisiae (obtenidas en la

Danids Elvisa Caitso Granadoe



= 7

Figura 5. Imagen del microarreglo de S. cerevisiae hibridizado con DNA
genomico de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal (Cy3).
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Figura 6. Imagen del microarreglo de S. cerevisiae hibridizado con DNA
genomico de S. cerevisiae cultivada en medio YPD sin sal (Cy3) vs. DNA
gendmico de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal (Cy5).

Daniela Evira Catro Gramados
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base de datos del genoma de Saccharomyces) y las secuencias de D. hansenii
(obtenidas en la base de datos de “Génolevures”), a través del programa
BLAST disponible en el proyecto de “Génolevures”. Los resultados mostraron
que para que un microarreglo heterélogo funcione necesita de un 85 a 28 % de
identidad entre las secuencias de las dos especies a competir.

El segundo paso consistio en establecer las condiciones precisas para el
aislamiento del RNA total de D. hansenii. Para llevar a cabo este objetivo, se
obtuvieron sus curvas de crecimiento (Fig. 7) en las que se cultivd a esta
levadura sin sal y con 0.6, 1.2 y 2.0 M de NaCl. En estas curvas se observa que
las células tuvieron diferentes velocidades de crecimiento y lo importante fue
que se identifico el momento en el que las células, cultivadas en cada una de las
concentraciones de NaCl, alcanzaban la fase de crecimiento exponencial (0.6
unidades de densidad Optica) para llevar acabo el aislamiento de RNA.

Dh-NaCl 0.6 M

Dh-NaCl 1.2 M

£
€
o
=]
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o
L)
e
o
0
°
]
=
@
&

Dh-NaCl 2.0 M
4 6 8 10 12 14

Tiempo (horas)

Figura 7. Crecimiento de S cerevisiae (control) y D. hansenii en diferentes
concentraciones de NaCl.
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En la Figura 8 se observa que se logro obtener una gran cantidad de RNA
total de D. hansenii. Las bandas localizadas por arriba de la banda ribosomal
grande (28S) representan el DNA gendmico de las muestras que no pudo ser
eliminado durante la técnica y que no genera problemas para la hibridacion en
los microarreglos. Las diferentes intensidades en las bandas indican la cantidad
aislada, a mayor intensidad mayor cantidad de RNA. Existe una gran diferencia
entre la cantidad de RNA de la muestra en el carril 6 y la cantidad de las
muestras en los carriles 1 al 5, que se debe a que el RNA total en el carril 6 se
aislo de un cultivo celular de un dia diferente al del dia en que se hicieron los
cultivos de donde se aislaron las muestras de los carriles 1 al 5.

Kb 1 2 3 4 5 6

9.49 DNA genémico
7.46
4.4

- RNA rib |
2.37 o ribosoma
1.35

RNA de transferencia

Figura 8. Electroforésis del RNA total de D. hansenii en diferentes
concentraciones de NaCl. Gel de agarosa al 1% y formaldehido. 3 ul de
muestra. Indicador de peso molecular (Carril 1), RNA total de S. cerevisiae como
control (Carril 2), de D. hansenii sin sal (Carril 3), con 0.6 (Carril 4), 1.2 (Carril 5)
y 2.0 M de NaCl (Carril 6). Los RNAs de los carriles 3, 4, 5 y 6, provienen de
cultivos de un mismo dia; y el RNA del carril 6, de un cultivo de un dia diferente.
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41

El siguiente paso consisti6 en la elaboracion de los microarreglos
hibridizados a partir de los RNAs descritos anteriormente. Las imagenes se
muestran en las Figuras 9 a 11, y corresponden respectivamente a las
concentraciones de 0.6, 1.2 y 2.0 M de NaCl. En todos los casos, el experimento
refleja la comparacion, o competencia, entre el RNA de las células cultivadas en
YPD sin sal contra las células cultivadas en las tres concentraciones de sal con
el fin de definir qué genes se expresan mas y cuales menos. En las imagenes
puede apreciarse a simple vista que hay algunos genes que se expresan mas y
genes que se reprimen, asi como también que a mayor concentracion de sal,
mayor es el nimero de cambios en la expresion de los genes tanto en sobre-
expresion como en represion.

El nimero de falsos positivos encontrados en estos microarreglos (segun los
criterios descritos en la metodologia) fue el siguiente: en el microarreglo con 0.6
M (Fig. 9) se descartaron 550 genes (253 reprimidos y 297 sobre-expresados),
en el microarreglo con 1.2 M (Fig. 10) se descartaron 428 genes (282 reprimidos
y 146 sobre-expresados), y en el microarreglo con 2.0 M (Fig. 11) se descartaron
683 genes (495 reprimidos y 188 sobre-expresados). Puede verse en la Tabla 3
el conteo de los genes que se sobre-expresaron o se reprimieron en cada
concentracion de sal. El nimero de genes en ambos casos aumenté a medida
que las células crecieron en un medio con mayor concentracion de NaCl,
confirmando lo que a simple vista se aprecia en las imagenes de los
microarreglos (Figs. 9, 10 y 11). El numero de genes reprimidos fue mayor que
el de los genes sobre-expresados en las tres concentraciones de NaCl. Entre 4 y
15 % del genoma de D. hansenii respondié a las diferentes concentraciones de
sal. Dado que en 2.0 M de NaCl se observaron los mayores cambios de
expresion, se escogidé este microarreglo para realizar los analisis mas finos de
este trabajo. De aqui en adelante se presentaran los resultados y el analisis del
comportamiento de los genes sobre-expresados a esta concentracion, lo
relacionado con los genes reprimidos sera motivo de trabajo posterior.
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Figura 9: Imagen del microarreglo de S. cerevisiae hibridizado con RNA total de
D. hansenii cultivada en YPD sin sal (Cy3) vs. RNA total de D. hansenii
cultivada en medio YPD mas 0.6 M de NaCl (Cy5).

Damiela Elvira Castro Granados
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Figura 10. Imagen del microarreglo de S. cerevisiae hibridizado con RNA total
de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal (Cy3) vs. RNA total de D.
hansenii cultivada en medio YPD mas 1.2 M de NaCl (Cy5).

Dasmiela Elvira Cashro Gramados
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Figura 11. Imagen del microarreglo de S. cerevisiae hibridizado con RNA total
de D. hansenii cultivada en medio YPD sin sal (Cy3) vs. RNA total de D.
hansenii cultivada en medio YPD mas 2.0 M de NaCl (Cy5).

Daniela Elvara Castro Gramados
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Tabla 3. Numeros de genes de D. hansenii que aumentaron o disminuyeron su
expresion en 0.6, 1.2y 2.0 M de NaCl.

1 o |
| [M NaCl] 06 | 1.2 || 20

GENES TOTALES 6017 || 6017 || 6017

GENES SOBRE-EXPRESADOS | 45 94 235

GENES REPRIMIDOS | 211 324 || 701

PORCENTAJE DE CAMBIO 4.2 6.9 15.5

La Tabla 5 en el anexo muestra datos sobre los genes sobre-expresados en
el microarreglo hibridizado con RNA de D. hansenii cultivada sin sal y con 2.0 M
de NaCl, y su patron de expresiébn en relacion con las diferentes
concentraciones de sal que se emplearon: empezando en 0.6, siguiendo en 1.2
y llegando a 2.0 M. Se muestra también, para cada gen, el porcentaje de
identidad que cada gen tiene con sus homélogos en D. hansenii, y la
informacién disponible sobre el proceso biolégico y funcién molecular que
realiza (facilitada por la Unidad de Microarreglos de DNA del IFC UNAM).

Se hizo también un estudio mas detallado acerca de los procesos
metabdlicos en los que estan involucrados los genes que se sobre-expresaron a
2.0 M de NaCl, con el objetivo de identificar relaciones entre la via en la que
participan y su posible papel en la adaptacién de esta levadura a la vida marina.
Para ello se utilizé el programa de la “Enciclopedia de los genes y genomas 2 de
Kioto” (descrito en la metodologia) para ubicar a los 235 genes sobre-
expresados (Tabla 3) dentro de las vias metabdlicas a las que pertenecen. En la
Tabla 4 se observa el agrupamiento de los genes obtenido a partir de este

Damiela Elvira Casro Granados
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programa y puede verse que existen genes sobre-expresados que corresponden
a varias vias metabdlicas a la vez, pero en forma relativamente aislada. Una de
las bases de datos que utiliza el programa fue la de S. cerevisiae; y la razén por
la que algunos genes no pudieron ser ubicados dentro de alguna via metabdlica
(el programa no pudo ubicar 184 genes, datos no mostrados), fue que no se
conoce aun su funcién en S. cerevisiae.

Llama la atencion el hecho de que existen varios genes que pertenecen a
una via de sefalizacion que se relaciona con el estrés osmético y que codifican
para proteinas del tipo de las MAP cinasas, que en S. cerevisiae corresponden a
algunas involucradas en la respuesta a la alta osmolaridad. Para obtener mas
informacién al respecto se utilizé este mismo programa, que despliega también
el esquema de la via metabdlica en la que esté ubicando cada gen, y colorea de
diferentes tonos aquellos genes que se estan sobre-expresando y aquellos que
se estan reprimiendo. El esquema de la Fig. 12 representa las vias de
sefalizacion de las MAP cinasas obtenidas a partir de la informacion de la Tabla
4 y contiene cuatro de las cinco vias de sefalizacién de las MAPK descritas en
S. cerevisiae: la via de apareamiento por respuesta a feromona (Pheromone), la
via para establecer la pared de la espora (Hypotonic shock), via HOG (High
osmolarity), y via de desarrollo pseudohifal (Starvation). Los rectangulos
representan los genes que participan en cada una de las vias de sefalizacion y
estan indicados en color rojo, aquellos genes que se sobre-expresaron en D.
hansenii a 2.0 M de NaCl, y en color verde, aquellos genes que no sufrieron
cambios en su expresion bajo esta condicién.

La via de interés en este trabajo es la via HOG o de respuesta a alta
osmolaridad por glicerol, pues en S. cerevisiae se ha visto que estimula la
respuesta transcripcional para contrarrestar el estrés causado por cambios en la
osmolaridad en su ambiente celular. En el esquema de la Figura 12 se observa
que los genes Shoty Sin1 que forman parte de esta via y que codifican para
proteinas de la membrana plasmatica, estan sobre-expresados (en color rojo).

Damiela Elvira Castro Granados



Tabla 4: Vias metabdlicas en las que participan los genes de D. hansenii sobre-

expresados a 2.0 M de NaCl.

VIA METABOLICA

Biosintesis acidos biliares

Biosintesis fenilalanina,
tirosina y triptofano

Biosintesis gangliésidos
Biosintesis glicolipidos

Biosintesis
glicosilfosfatidilinositol

Biosintesis keratan
sulfatos

Biosintesis N-glicanos

Biosintesis O-glicanos

Biosintesis pantotenato
y CoA

Biosintesis ubiquinona
Ciclo celular
Ciclo de Krebs

Degradacion benzoato
via union CoA

NUMERO
DE GENES

NOMBRE DE
LOS GENES

ARE1

TRP1

MNN1

MNN1

MNN1

MNN1
RAM1, MNN1,
CWH41, DPM1

MNN1

PANG

RAM1
CDC47, CHK1, MiH1
KGD2

CHK1, SAT4, KIN1,
YAK1, IPL1
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NUMERO NOMBRE DE
VIA METABOLICA
DE GENES LOS GENES
Degradacion lisina 1 KGD2
Fosforilacion oxidativa 2 NDE2, VMA13
Metabolismo alanina
1 ADE12
y aspartato
CHK1, MAL32, SAT4,
Metabolismo almidén 10 KIN1, GLC3, BGL2,
y sacarosa MUC1, YAK1, FKS3
IPL1
Metabolismo beta-alanina 1 PAN6
Metabolismo p CHK1, SAT4, KIN1,
esfingolipidos MNN1, YAK1, IPL1
Metabolismo fructosa
2 MNN1, YER003C
y manosa
Metabolismo galactosa 3 GAL1, GAL3, MAL32
Metabolismo 4 MNN1, CKI1,
glicerolipidos PSD1
Metabolismo glicina,
) ) 2 HEM1, PSD1
serina y treonina
Metabolismo globosidos 1 MNN1
Metabolismo glutamato 1 GUA1
Metabolismo 5 CHK1, SAT4, KIN1,
inositol fosfato YAK1, IPL1

Damida Elvira Caitro Gramados



VIA METABOLICA
Metabolismo nicotinato
y nicotinamida
Metabolismo pirimidinas

Metabolismo piruvato

Metabolismo purinas

Metabolismo riboflavinas
Poza carbono por folato

Proteosoma

Ribosoma

RNA polimerasa
Sintesis de ATP
Sistema dos componentes
Via de pentosas fosfato

Via de seiializacion
de las MAPK

Protedlisis por ubiquitina

49

NUMERO
DE GENES

NOMBRE DE
LOS GENES

CHK1, SAT4, KIN1,
YAK1, IPL1

URA7, RPA190
ACH1

YSA1, GUA1,
ADE12, RPA190

FAD1
FAU1
PRE7

YBLO87C, YER117W,
RPLSB, YKRO57W,
RPS29B, RPS28B

RPA190
VMA13
SLN1

SOL2, SOL4

SHO1, GPA1, SLN1

CDC53, CDC26, HUL4

Danida Elvira Castro Granados
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Debido a que en este trabajo se plantea el uso de los microarreglos como una
herramienta para el estudio de la expresiéon génica en D. hansenii, mediante el
genoma de S. cerevisiae, era necesario comprobar a través de otro método la
sobre-expresion de algin gen obtenido a partir del microarreglo heterélogo.
Entonces se decidié trabajar con los genes que participan en la via HOG: Sho1,
Sin1 (Fig. 12) y el gen Ssk22, que no fue localizado por el programa de Kioto
pero que la informacién obtenida a partir del microarreglo indica su sobre-
expresion.

Tomando en cuenta el porcentaje de identidad que tienen las secuencias de
estos genes (de S. cerevisiae) con sus homélogos en D. hansenii (Tabla 5
anexo) se seleccion6é al gen SLN7 por haber tenido el mayor porcentaje de
identidad (43 %), y se buscd en la base de datos del proyecto de “Génolevures”.
La secuencia homéloga del gen SLN7 en D. hansenii se muestra en la Figura 13.

Aunque ya se tiene la secuencia completa del genoma de D. hansenii, no
estan delimitados los marcos de lectura abierta de cada gen que lo integra, por
eso se decidi6 amplificar la region en donde se localiza el gen SLN1, por un
PCR. Para esto se disefaron oligonucleétidos especificos para su secuencia
con ayuda del programa de computo GCG (Gene Computing Group). Este
programa genera un listado de cebadores o primers especificos con el calculo
de sus temperaturas medias, porcentajes de GC y demas caracteristicas
necesarias para el desarrollo optimo del disefio de los oligonucleétidos.
Tomando en cuenta las caracteristicas mencionadas se seleccionaron los
oligonucleétidos que se muestran en la Figura 14 y que fueron sintetizados en la
Unidad de Biologia Molecular del IFC UNAM.

Con los oligonucledtidos se llevdé a cabo la amplificacién por PCR que se
muestran en la Figura 15. En ella se observan unas bandas (carriles 2, 3 y 4) de
800 pares de bases que representan los productos de la amplificacion por PCR
obtenidos a partir de los cebadores (Fig. 14) y el DNA genémico de D. hansenii.
Con estos resultados: 1) que el tamafo de estas bandas correspondiera al

Damida Elira Caitro Granados
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tamafo esperado en relacién a las caracteristicas solicitadas en el programa
GCG; 2) la no obtencién de productos al hacer el PCR con el DNA genémico de
S. cerevisiae (carriles 5 y 6) como templado, y 3) la no existencia de
contaminacién al no obtener producto al hacer el PCR sin templado (carril 7); se
comprueba la especificidad de los oligonucleétidos disefiados a partir de la

secuencia de SLN1 en esta levadura, necesaria para el desarrollo del RT/PCR.
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TATGATATAA

GTGAAGTATA

TGTATAGATT

AGTGCATTAA

TCCTACAATA

TTGGAGAAAC

CTCCAGAAGA

TTTGAAGCAA

AGTTTCAGAA

TCTTTAGCCA

AACAATTAGT

ACACATTCTN

TATCAATCTC

ACGGTGAAGG

CTCGCCAAAC

AACATACARA

CAGTCATTGT

TTATGATTGA

TTCCATTGGT

TAGGTATATC

TCCCAGCATT

TACTATTGGC

AAGGACATCA

CAAAATACGA

CCGAAAAGAT

CTCCTATAAT

AAGGTATGGA

AAATGCATTC

TCAGGCTGAT

ARAGCAATTA

TTCAAATTTT

TGAACAATTA

GGATGAATTA

GGATAATATT

CTCAATTGAA

ATTATTGCAT

CTCATACGGT

AGAATCAAGA

TGAAGATAAT

TGTTGAAGTT

TGTTGTTTTA

TAGACAATGG

CGCATTAACG

TGATTATGTT

ATATATTRGG

GGTTCAACTA

ATTCATTTGA

TATTTCACTG

TTACCATTTG

GGTGACATCA

AAAGATGGRA

ACAGCCAAGA

CATTCTATTC

AACACTCCTT

TCGATCGCCC

TTGGTTAATC

GTCGAAAATG

ATGGATGTAC

GAAAAGAAAT

GCACATGCAA

TCAAAGCCGT

CAAGAAARATT

TGGGAGGTGA

TTAGTGTTGC

GTGGTCATTA

ARAATGGTGC

ATTTAACCGA

ATTTGCGTTT

CAGAATTGAA

GTACTATAAG

AGAATACTGA

AAAAGTTAGC

GTTTAGAAGC

AAATGCCTGT

CCAATCCAAT

TGTTGGGTGA

TGAAACCAAA

CGGTGGTACA

AATCTGGGTT

ACCTTCTGCT

TATTTTGTTT

ACTTGAATTG

GCCAGTGAGA

ACTACCAGAA

CATGAGGGTT

TGATTTGGCC

TGAATCAGCT

GGTTAAAATA

TTTTGAAGCA

AATGGGAGGT

TGATTCCTTG

TAGAGAAAAG

TTATTGATGC

Figura 13. Secuencia del gen homoélogo SLN1 en D. hansenii.
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Forward Primer: 21

5 3
903 AGACTTTTCTCTATCACCCAAC 882
[DNA]= 50.000 nM [SALT] = 50.000 nM Annealing store: 13
Primer %GC: 40.9 Primer Tm: 54.3

Reverse Primer: 13

5 3
118 GTTACATCAGATTACGGTGAAG 139
[DNA]= 50.000 nM [SALT] = 50.000 nM Annealing store: 15
Primer %GC: 40.9 Primer Tm: 54.0

Figura 14: Caracteristicas de los oligonucledtidos disenados a partir de la

secuencia del gen homologo SLN1 en D. hansenii.

5000 pb

1000 pb
750 pb

250 pb

Figura 15. Electroforésis de los productos de la amplificacion por PCR de la
region en donde se localiza el gen homologo SLN1 en D. hansenii. Gel de
agarosa al 1%. 10 ul de muestra. Indicador de peso molecular (Carril 1);
amplificacion a partir del DNA de D. hansenii (Carriles 2, 3 y 4); y de S.
cerevisiae como control de especificidad (Carriles 5 y 6); y sin DNA como blanco
(Carril 7).
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Se puede ver en la Figura 15 que existen diferencias entre la intensidad de
las bandas obtenidas (carriles 2, 3 y 4) que se deben a que el templado (DNA
genémico) proviene de diferentes cultivos de D. hansenii, y probablemente se
tenia mayor cantidad de DNA genémico en las muestras correspondientes a los
carriles 2 y 3 que el obtenido en la muestra del carril 4. En la parte baja de la
fotografia se observa la presencia de bandas (carriles 2 al 7) que representan los
cebadores utilizados en la amplificacién.

Con los oligonuclettidos especificos y los RNAs aislados anteriormente (Fig.
8) se llevaron a cabo dos amplificaciones mas mediante una reaccién tipo
RT/PCR (ver metodologia), con el objeto de estudiar la expresion del gen en
presencia de las tres concentraciones de NaCl consideradas en este trabajo. En
el primer RT/PCR, los RNAs utilizados se trataron con la enzima DNAsa (Fig.
16A), para eliminar el DNA genémico presente en la muestra y evitar que la
amplificacién se diera a partir de este; y en la segunda reaccién, los RNAs no se
trataron con la enzima (Fig. 16B), como un control. En la Figura 16A se
observan unas bandas de 800 pb que representan los productos obtenidos a
partir del RT/PCR, y que se relacionan con los productos obtenidos en el PCR
(Fig. 15). La intensidad de las bandas aumenta en relacién directa con la
concentracién de NaCl; a menor concentracion NaCl (carriles 1 a 6) la intensidad
es mas discreta que la intensidad de las bandas en las concentraciones
mayores (carriles 7 a 12). En las condiciones donde el RT/PCR apenas
comenzaba (carriles 1, 4, 7 y 10), tras 20 ciclos, no hay amplificacién y ésta sélo
puede verse en la concentracion de 2.0 M de NaCl; y conforme aumentaron los
ciclos, 30 y 40, también se incrementé el amplificado. En la Figura 16B, la
diferencia con respecto a la Figura anterior es que al no tratar a los RNAs con la
DNAsa, la reaccion de PCR se llevé a cabo en todas las condiciones, a partir del
DNA genomico de las muestras, por ello se observan bandas que antes no se
habian amplificado (carriles 1, 4 y 7). En la parte baja de ambas fotografias, se
observa la presencia de bandas (en todos los carriles) que representan los
cebadores utilizados durante la amplificacién.



N
th

NaCl OM o06M 12M 20M oM 06M 12M 20M
oA A e SIRERSI ST SIS S
12345678 9101112 12 345678 9101112

800 pb

A) Con DNAsa B) Sin DNAsa

Figura 16. Electroforesis del RT/PCR en D. hansenii. Gel de agarosa al 1%. 10 pl
de muestra. células crecidas sin NaCl y 20 (Carril 1), 30 (Carril 2), y 40 ciclos de
PCR (Carril 3); con 0.6 M NaCl y 20 (Carril 4), 30 (Carril 5), y 40 ciclos de PCR
(Carril 6); con 1.2 M NaCl y 20 (Carril 7), 30 (Carril 8), y 40 ciclos de PCR (Carril
9); y con 2.0 M NaCl y 20 (Carril 10), 30 (Carril 11), y 40 ciclos de PCR (Carril
12). A) RNAs tratados con DNAsa; B) sin DNAsa.

Dansela Elvira Castro Granados



56

Discusnén

El analisis genético es una poderosa herramienta que permite identificar los
genes y/o proteinas involucrados en las respuestas de los organismos vivos ante
diferentes condiciones ambientales. Algunos cambios en estas condiciones
pueden representar un estrés para los organismos y s6lo algunos son capaces
de tolerarlos. Ciertos organismos, mediante modificaciones en sus respuestas,
lograron una estructura y mecanismos génicos que los volvieron tolerantes a los
cambios en sus ambientes. Es por eso que los estudios en estos mecanismos
son importantes para conocer las bases de la tolerancia a distintos tipos de
estrés. Una manera de abordar este conocimiento consiste en estudiar los
niveles de expresion génica del organismo en cuestién; sin embargo, los métodos
tradicionales analizan un gen o los niveles de expresién de solo algunos genes.
Es por eso que se han hecho estudios mediante el sistema de microarreglos de
DNA que han revelado cambios en la expresién de un gran nimero de genes.
Existen muchos trabajos enfocados al analisis de la expresion global que utilizan
a los microarreglos para observar la respuesta genética de la levadura S.
cerevisiae a cambios en su ambiente como puede ser en: temperatura (Gasch et.
al., 2000; Causton et. al., 2001), oxidacion (Gasch ef. al., 2000; Causton et. al.,
2001), nutrientes (Gasch et. al., 2000; Causton et. al., 2001), pH (Causton et al.,
2001), y osmolaridad (Gasch etf. al., 2000; Posas et. al., 2000; Rep et. al., 2000;
Causton, et. al., 2001; Yale y Bohnert, 2001).

Siendo la adaptacién a la salinidad un fenémeno biol6gico tan importante, se
decidié estudiar la composicion génica de un microorganismo que no solo tolera
sino que parece preferir condiciones de alta salinidad para vivir: la levadura
marina D. hansenii. Este organismo se ha clasificado como osmo o halotolerante,
y también como halofilico, debido a que algunas de sus cepas crecen y funcionan
mejor en presencia de concentraciones relativamente altas de sal. Creemos que
este enfoque puede darnos respuestas interesantes y tal vez diferentes a las
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observadas con un microorganismo de un organismo que no tolera
concentraciones elevadas de sal.

La hibridacion encontrada de 3117 genes de D. hansenii, en el primer
microarreglo (hibridizado solamente con DNA gendémico de D. hansenii) integrado
por 6017 genes (Fig. 5), valida la hibridacién heter6loga en la que se fundamenta
este trabajo. D. hanseniiy S. cerevisiae pertenecen a la clase Hemiascomiceta, y
en base a las homologias encontradas entre ambas por el grupo de Lépingle, A.
(2000), se esperaba encontrar un nimero menor de genes que hibridizaran bajo
estas condiciones (al disponer del 20% del genoma de D. hansenii, encontraron
que 1119 ORF tenian homologia con S. cerevisiae). Los resultados obtenidos
implican una gran homologia (51.8%) enfre ambos genomas, y garantizan los
experimentos de este trabajo.

El segundo microarreglo (Fig. 6) permiti6 identificar a 251 genes de D.
hansenii cuya homologia es tan grande con los de S. cerevisiae, que les permitio
competir exitosamente con los de genes de S. cerevisiae en el microarreglo de
ésta misma especie. Ademas, las comparaciones hechas por blast entre las
secuencias de los 251 genes de S. cerevisiae obtenidas en el microarreglo y sus
genes homologos en D. hansenii mosftraron que para que en un microarreglo
heterélogo exista hibridacién, el porcentaje minimo de identidad entre los genes
de ambas especies debe de ser de un 28 %.

El nimero de resultados positivos obtenidos en los microarreglos hibridizados
con RNA (Figs. 9, 10 y 11) refleja que entre un 4 y un 15 % del genoma de D.
hansenii responde a las diferentes concentraciones de sal. Estos porcentajes no
estan muy alejados de lo reportado por Hohmann (2002), en donde mediante el
analisis de la expresion global de genes mostré que ante diversas condiciones de
esfrés, como nutrientes, estrés oxidativo, choque térmico y choque
hiperosmético, se afecta la expresion del 10% de los genes de la levadura.

Por otro lado, el patron de expresion génica en estos tres microarreglos (Figs.
9, 10, 11) fue similar (Tabla 4); un mayor nimero de genes reprimieron su
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expresion en comparacion con aquellos que la aumentaron. El nimero de genes
aumentdé en relacion directa con la concentracion de NaCl, es decir, a menor
concentracién (0.6 M) menor fue el nimero de genes que cambiaron su nivel de
expresion y por el contrario, a mayor concentracion (2.0 M) mayor fue el nimero
de genes que cambiaron. Aunque no con una coincidencia en todos, este
comportamiento es logico considerando que la concentracion mas baja (0.6 M)
no representa un estrés para la levadura, pues es su condicién natural, y al subir
la concentracioén fres veces (2.0 M) se genera un estrés mayor a lo que se podria
lograr con 1.2 M. Para poder adaptarse a las condiciones de alta salinidad, D.
hansenii, utiliza principalmente aquellas funciones necesarias para su adaptacion
y supervivencia en estas condiciones estresantes; por lo que resulta Iégico
esperar que aquellas funciones no vitales para el proceso adaptativo sean
interrumpidas, lo que se refleja como una disminucion en la expresion de los
genes involucrados. El hecho de que hubiera un menor porcentaje de genes
sobre-expresados que de genes reprimidos concuerda con lo reportado por
Hohmann y Mager (2003) para S. cerevisiae, en donde en estudios de estrés
osmético, el nimero de genes cuya expresion disminuye suele ser mayor que el
de aquéllos cuya expresién aumenta; y el mismo caso se presenta en el trabajo
realizado por Causton y colaboradores (2001), también para S. cerevisiae, bajo
varias condiciones de estrés causado por temperatura, oxidacion, nutrientes, pH
y osmolaridad (1M de NaCl).

La seleccién del microarreglo hibridizado con RNA de D. hansenii cultivada
sin sal y con 2.0 M de NaCl para analizar con mayor detalle los cambios
presentes, se debié a que fue el experimento que generé el mayor numero de
cambios en los niveles de expresion, tanto en sobre-expresion como en
represion, en comparacion con los cambios ocurridos en las otras dos
concentraciones. Ademas, se decidio centrar la atencion en los genes sobre-
expresados con el objeto de lograr un analisis mas fino de lo que sucede en el
metabolismo de la levadura, pues abarcar ambos procesos al mismo tiempo
complica el anadlisis de este estudio. El andlisis de los genes reprimidos se
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analizara en trabajos posteriores, que permitiran obtener una visibn mas
completa de la respuesta de la levadura a las condiciones de alta salinidad.

Para comprender el comportamiento de la expresion de los genes en 2.0 M
fue necesario el andlisis de cada gen por separado, asi como su comportamiento
inicial en 0.6 y 1.2 M. Este comportamiento distinto en cada uno de los genes que
integran el microarreglo (Tabla 5 anexo) debe depender de su papel en el
metabolismo de la levadura. En general se puede pensar que los genes que
mostraron aumentos transitorios estan involucrados en facilitar el paso de una
concentracién a ofra. Los genes cuyos niveles cambiaron a un nuevo nivel y
permanecieron alterados probablemente codifican productos que tienen un papel
continuo en la célula bajo la nueva concentracién. Estos comportamientos
diferentes en la expresion de los genes ya han sido observados anteriormente en
otros trabajos como en el de Causton y colaboradores (2001).

Para obtener una vision mas amplia de las funciones que realiza cada gen
sobreexpresado en el microarreglo con 2.0 M de NaCl, se decidié utilizar como
herramienta de analisis el programa de la “Enciclopedia de los genes y genomas
2 de Kioto”, para encontrar una relacién entre los procesos desarrollados por
estos genes y la adaptacion a la salinidad de esta levadura. Las bases de datos
consultadas en este trabajo son del genoma de S. cerevisiae, pues no existe
todavia algo similar en D. hansenii; y todos los analisis han sido fundamentados
en las homologias existentes entre ambas levaduras. En los resultados (Tabla 4)
obtenidos se observan las vias metabdlicas mas importantes que tienen lugar en
la levadura S. cerevisiae y los genes que participan en ellas. Existen genes
involucrados en mas de una via metabdlica a la vez; como ADE12, GUA1, KGD2,
MAL32, PAN6, RAM1 y VMA13, involucrados en dos procesos a la vez; el gen
RPA190 involucrado en tres procesos a la vez, IPL1, KIN1, SAT4 y YAK1
involucrados en 6 procesos, CHK1 involucrado en 8 procesos, y por ultimo
MNN1, involucrado en 11. Todos los procesos en los que participa mas de un
gen estan relacionados directa o indirectamente, por lo que es de esperarse que



60

varios genes compartan una misma funcién; este fenémeno es comun en la
naturaleza.

Los anadlisis de expresién genética han revelado que el estrés osmotico
también suele afectar la expresion de genes implicados en el metabolismo de los
lipidos (Hohmann y Mager, 2003). La sobre-expresion de ocho genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos (Tabla 4) como los glicerolipidos y
los esfingolipidos puede deberse a la necesidad de la célula de consumir
metabolitos diferentes de la glucosa para generar energia, o como en el caso de
los carbohidratos, a la produccién de glicerol generado también por la
degradacion de los glicerolipidos.

Oftra posibilidad es que este metabolismo esté relacionado con la sintesis de
los componentes de las membranas celulares. En este sentido, Hohmann y
Mager (2003) observaron que el esirés osmético en células de S. cerevisiae
perturba la membrana plasmatica a nivel de su estructura, permeabilidad y
propiedades mecanicas. Estos cambios afectan la actividad de varias proteinas
transmembranales que dependen de su ambiente lipidico. La sobre-expresion de
4 genes relacionados con la superficie celular y formacién de la pared celular,
como los N y O-glicanos (Tabla 4) puede deberse a la necesidad de la célula por
proteger sus membranas plasmaticas. Es de esperarse que los procesos de
manejo de la membrana y pared celular estén alterados por los cambios en la
estructura de la célula bajo estas condiciones de estrés.

Se ha reportado también que el estrés osmético disminuye fuertemente el
transporte de aminoacidos (Hohmann y Mager 2003), por lo que puede ser que la
sobre-expresion de 5 genes involucrados en el metabolismo de aminoacidos
como la alanina, el aspartato, la glicina, la serina, la treonina, la lisina, la
fenilalanina, la tirosina y el triptofano (Tabla 4) pueda ser una respuesta a la
necesidad de la célula de una mayor disponibilidad de aminoacidos, para obtener
energia a partir de compuestos diferentes de los carbohidratos o lipidos.

La sobre-expresion de 14 genes involucrados en el metabolismo de
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carbohidratos como la fructosa, manosa, galactosa, almidén y sacarosa (Tabla 4)
puede deberse a la necesidad de la célula de mantener sus fuentes o reservas
de energia. El metabolismo de la galactosa, el almidon y la sacarosa lleva a las
células a la produccién de glucosa, la fuente de carbono preferida por la
levadura. Una mayor cantidad de glucosa en las células puede obligar al
metabolismo a incrementar la eficacia de la glucdlisis, de la cual la fructosa y la
manosa también son sustratos. La sobre-expresion de estos genes podria
implicar alguna funcién en la produccién de glicerol que se forma a partir de la
dihidroxiacetona fosfato, un intermediario de la glucdlisis.

En varios casos se ha demostrado que la exposicién a un solo tipo de estrés
permite también la tolerancia a otros tipos diferentes de estrés; hay genes de
respuesta general al estrés, sin importar su tipo, y este fenémeno de respuesta
cruzada sugiere que diferentes condiciones de estrés requieren respuestas
celulares comunes entre ellas. El inicio de la respuesta al estrés es transitoria:
inmediatamente después del cambio a un nuevo ambiente la célula responde con
cambios en la expresion de los genes de respuesta a esfrés. Estos genes han
sido estudiados mediante el cambio rapido de las células de una condicion a otra
(Hohmann, 2003).

Es posible que los genes sobre-expresados: ARE1, GLC3, PSD1, YAKI1,
CDC53, CDC26, CDC47 y SOL4 (Tabla 4) sean genes de respuesta general al
estrés, ya que todos han sido reportados anteriormente como sobre-expresados
en experimentos de choque hiperosmético. ARE1, reportado por Yale (2001), es
un gen que en un microarreglo se encontr6 sobreexpresado a 1 M de NaCl
durante 10, 30 y 90 minutos. Los genes GLC3, PSD1, YAK1, CDC53, CDC26,
CDC47 y SOL4, reportados por Rep y colaboradores (2000), son genes cuya
sobre-expresion después de de un choque osmético a 0.5 y 0.7 M de NaCl fue
dependiente de la via HOG (del glicerol a alta osmolaridad).

Por otro lado, la localizaciéon de los genes dentro de las vias metabdlicas en
las que participan permitié distinguir una via interesante para los fines de este

Damida Elvira Castro Granados



62

trabajo perteneciente a la cascada de sefalizacién de las MAP cinasas (Fig. 12).
Estas vias son una unidad de sefalizacion altamente conservada en todos los
eucariontes y participan en procesos importantes para la respuesta a las sefales
ambientales, hormonas, factores de crecimiento y citocinas. Las MAP cinasas
controlan el crecimiento celular, morfogénesis, proliferaciéon, y respuestas a
estrés. S. cerevisiae tiene cinco MAP cinasas: 1) via de apareamiento por
respuesta a feromona (MAP cinasa Fus3p), 2) via de desarrollo pseudohifal
(Kss1p), 3) via HOG (Hog1p), 4) via de la protein cinasa C (PKC) de integridad
celular (Sit2/Mpk1p), y 5) la via para establecer la pared de la espora (Smk1p)
(Hohmann, 2003). Se ha visto que los cambios en la osmolaridad del medio
afectan las diferentes vias de sefalizacion en levaduras, como las vias de
respuesta general a estrés y la via HOG (Fig. 2) que se utilizan para estimular las
respuestas transcripcionales que contrarresten el estrés causado por estos
cambios (O'Rourke, 2004).

Los genes sobre-expresados SLN1, SHO1 y SSK22 (Figs. 12 y 13) forman
parte de la via HOG. Esta via utiliza dos proteinas transmembranales (Sho1p y
Sin1p) para responder a la alta osmolaridad externa y las sefiales de cada una
son traducidas por componentes Unicos y convergen para activar a la MAPKKK
Pbs2. La rama Sho1 requiere a Cdc42, Ste20 y Ste50 para activar a la MAPKKK
Ste11 (O'Rourke, 2004). La rama Sin1 necesita Ypd1 y Ssk1 para activar a dos
MAPKKK, Ssk2 y Ssk22 (Posas et. al., 1996; Posas y Saito, 1998). Cualquiera de
estas tres MAPKKK osmoresponsivas (Ste11, Ssk2 y Ssk22) son capaces de
activar a Pbs2, la cual fosforila a la MAPK Hog1 (O'Rourke, 2004). El
osmosensor SIn1 esta activado constitutivamente en medios con presion
osmética constante, en donde inhibe la actividad de Ssk1 (Posas et. al., 1996).
Bajo condiciones de alta osmolaridad externa, Sin1 es inhibido, resultando en la
activacion de Ssk1, y por consiguiente en la activacién de Ssk2 y Ssk22, las
cuales activan a Pbs2 (Posas y Saito, 1998). Pbs2 fosforila a Hog1, que es
translocado hacia el nuacleo induciendo transcripcionalmente a una gran cantidad
de genes, algunos de los cuales son responsables de la produccién de glicerol,
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un soluto compatible en levaduras (Hohmann, 2003; Hohmann y Mager 2003)
(ver introduccién). Se ha visto que, durante el crecimiento exponencial, a altas
concentraciones de NaCl D. hansenii mantiene su balance osmético mediante la
produccién y acumulacién de glicerol (Lucas y colaboradores, 1990). Gustafsson
y Norkrans (1976) midieron la concentracion de glicerol producida por D. hansenii
durante su cultivo a 4 mM, 0.68 My 2.7 M de NaCl, y encontraron que la cantidad
total de glicerol fue directamente proporcional a la salinidad del medio de cultivo,
con una concentracion maxima al inicio de la fase estacionaria. Las
concentraciones de glicerol intracelular también aumentaron conforme a la
salinidad del medio, 0.2 M, 0.8 My 2.6 M respectivamente. Adler y Gustafsson
(1980) midieron los cambios en la produccion de polioles por D. hansenii en un
medio de cultivo con 4 mM y 2.7 M de NaCl, y encontraron que los niveles
intracelulares de los polioles aumentaban marcadamente con la alta salinidad y
que el soluto dominante fue el glicerol. En el alga marina Dunaliella parva Ben y
Avron (1973) encontraron que el glicerol también se acumula hasta una
concentracién de 2 M cuando el alga se adapta a una concentracioén extracelular
de 1.5 M de NaCl.

Es por eso que habiendo localizado a tres de los muchos genes que
participan en esta via HOG tan importante para la osmoadaptacion se decidié
trabajar con el gen SLN1; aunado a que su secuencia (S. cerevisiae) tuvo mayor
porcentaje de identidad con la secuencia del gen homoélogo en D. hansenii, en
comparacién con los porcentajes de Ssk22 y Sho1 (Tabla 5 anexo). El disefio de
oligonucledtidos se hizo con el objetivo de comprobar mediante la técnica de
RT/PCR la sobre-expresiéon de SLN71 que se observd en el sistema de
microarreglos. La amplificacién por PCR (Fig. 15) brind6 la seguridad de contar
con oligonucleétidos especificos para D. hansenii, la cual se comprobé al no
obtener amplificacion a partir del DNA gendmico de S. cerevisiae. Esta
especificidad evité problemas durante la reaccién de RT/PCR. Con esta técnica
la enzima ftranscriptasa inversa sintetiz6 cDNA a partir del RNA mensajero
aislado de las cuatro condiciones antes mencionadas. Se esperaba obtener una
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banda cuya intensidad fuera aumentando en relacién directa con la concentracién
de sal, y tal fue el caso. Las figuras 16A y B, muestran que el nivel de expresion
del gen SLN1 aumentd conforme la concentracion de NaCl. La figura 16B es soélo
un control que muestra que, a partir del DNA genémico que no puede eliminarse
durante el proceso de aislamiento de los RNAs, puede amplificarse este gen.

Finalmente es necesario sefalar que aunque la técnica nos ofrece resultados
interesantes, el grado de incertidumbre en cuanto a muchos de los genes cuya
expresion se modifico, es grande. Una razén para explicar esto consiste en que
aunque hay una homologia grande entre los genomas de S. cerevisiae y de D.
hansenii, esta es sélo del 50%, lo cual deja fuera muchos genes que pudieran ser
interesantes en este estudio. Otro obstaculo se refiere al desconocimiento de las
funciones de muchos de los genes cuya expresion aumento, y que aun existiendo
en S. cerevisiae, no se conoce su funcién. Es probable, sin embargo, que a
medida que avancen las investigaciones sobre ambos genomas, avance también
el conocimiento sobre las funciones de cada vez mas genes de S. cerevisiae.
Pero en particular de aquellos genes que coinciden en D. hansenii y mas aun de
los que se sobreexpresan.
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Conclusnones

= El sistema de microarreglo heter6logo puede ser confiable para estudiar la
expresion genética en D. hansenii.

= Con este sistema se identificaron 3117 genes homélogos, de un total de 6017,
entre D. hansenii y S. cerevisiae; implicando una homologia del 51.8 % entre

ambos genomas.

= Entre un 4 y un 15 % del genoma de D. hansenii responde a las diferentes
concentraciones de sal.

= Al crecer las células en sal, el patron de expresion génica mostré mas genes
reprimidos que sobre-expresados.

= La concentracién de 2.0 M de NaCl provoco el mayor cambio en la expresion
genética en D. hansenii.

= Sin embargo existen diferencias en el patron de expresion individual de los
genes desde 0.6, hasta 1.2 y 2.0 M de NaCl.

= La mayoria de los genes sobre-expresados estan involucrados en mas de una
via metabdlica.

= Fue posible identificar a genes que codifican para enzimas del metabolismo
de carbohidratos y lipidos, en el transporte de aminoacidos, y de respuesta
general a estrés.

= Se sobre-expresaron tres genes (SLN1, SHO1 y SSK22) pertenecientes a una
de las cascadas de sefalizacion de las MAPK cinasas, la via HOG1. Es posible
que esta respuesta cubra, entre otros objetivos, la produccion de glicerol.

= De los genes identificados, la secuencia del gen SLN1 de S. cerevisiae tuvo el
mayor porcentaje de identidad con la secuencia del gen homologo en D. hansenii
en comparacion con los porcentajes de Ssk22 y Sho1.
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= Se comprobé por RT/PCR la sobre-expresion del gen SLN17 en D. hansenii
observada por el microarreglo heterélogo, su nivel de expresion aumentd
conforme la concentracion de NaCl.

= El enfoque utilizado ofrece resultados interesantes pero la incertidumbre es
grande, pues la homologia entre los genomas de S. cerevisiae y de D. hansenii
es sélo del 50% y se desconocen las funciones de muchos de los genes cuya
expresién aument6 aun existiendo en S. cerevisiae.
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Anexo
Medrios de aliivo

= Madio YPGAL + | M NalCl
Extracto de levadura
Extracto de peptona
Galactosa

Agar

1%
1%
2%

2%

71

10 g/it
10 g/t
20 g/t
20 git

Na=23g+Cl=35449g=5844g=1MNaCl=56844gen1lt

= Medio YPD
Extracto de levadura
Extracto de peptona
Glucosa
Agar
= Medio YPD + 0.6 M Nall
Extracto de levadura
Extracto de peptona

Glucosa

1%
1%
2%

2%

1%
1%

2%

10 g/t
10 g/t
20 ght
20 g/t

10 g/t
10 g/it
20 g/t

NaCl=5844g=1MNaClen11t; 0.6 MNaCl=3506gen1 it

= Medio YPD + 7.2 M Nall

Extracto de levadura
Extracto de peptona

Glucosa

1%
1%

2%

10 g/t
10 g/it

20 gfit

NaCl=5844g=1MNaClen1lt; 1.2MNaCl=70.12gen 11
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= Medio YPD + 2.0 M NalCl

Extracto de levadura 1% 109t
Extracto de peptona 1% 10git
Glucosa 2% 20g/t

NaCl=5844g=1MNaClen11; 20 M NaCl=116.86gen 11t

Geles para DNA

= Gd
Buffer TBE IX 300 ml
Agarosa 3g
Bromuro de Etidio (10 mg/ml) 5l

= Buffer de connida

Buffer TBE IX 100 ml (Buffer TBE 10X) + 900 ml agua
= Aplicacion de las muestras

Agua 8l

Loading Buffer 2 pl

Muestra 2l

Volumen final 12 pl

El gel se deja correr durante 45 minutos a 100 V.

Geler para RNA
= G

Agua + dietil pirocarbonato (DEPC) 25.2 mi
Agarosa 0.3g

MAE 10X 3ml
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Formaldehido 1.8 ml
Volumen final 30 ml

La agarosa se disuelve en el agua + DEPC y se funde junto con el MAE 10X; una vez tibio se
agrega el formaldehido.

= Buffr de comida

MAE 10X 28 mi
Formaldehido 8.4 ml
Aforar con agua + DEPC 2436 ml
Volumen final 280 mi

= Solucion Lampon

Formamida desionizada 2.2 ml
Formaldehido 0.8 ml
MAE 10X 0.5ml
Glicerol 80 % 0.4 mi
Azul de bromofenol 2 % 100 pl
Volumen final 4ml
= Aplicacion de las wuestras

Muestra 3ul
Solucién tampén 12
Bromuro de Etidio 0.6 pl
Volumen a cargar 12 ul

La muestra se calienta durante 10 minutos a 65° C y se carga. El gel se deja correr durante
45 minutos a 100 V.

T, ] Z-[n t

= Adlamionto de DNA
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Materiales 2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NacCl,
Agua estéril 10 mM Tris-Cl pH 8.0y 1 mM Na2 EDTA
Etanol frio 100 % TEpH 8.0

Fenol frio Solucion RNAasa a 10 mg/mi

Cloroformo frio Acetato de amonio 4 M

Alcohol Isoamilico Perlas de vidrio tratadas con HCI

1. Tomar un paquete celular numeroso, directamente de la placa y resuspender en 50 pl de
agua estéril.

2. Afadir 0.2 ml de 2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8.0y 1 mM
Naz EDTA.

3. Anadir 0.2 ml de la mezcla Fenol.Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1). Preparado en
fresco y lo necesario:

Cloroformo 240 pl
Fenol 250 pl
Alcohol Isoamilico 10 pl

Volumen final 500 pl

4. Adicionar 0.3 g de perlas de vidrio y mezclar en vortex durante 4 minutos.

5. Anadir 0.2 ml de TE y centrifugar a velocidad maxima durante 5 minutos.

6. Transferir la capa acuosa a un tubo nuevo.

7. Anadir 1 ml de etanol al 100 % y mezclar por inversién.

8. Centrifugar a velocidad maxima durante 2 minutos.

9. Desechar el sobrenadante y resuspender en 0.4 ml de TE y 10 ul de la solucion de RNAasa.
10. Incubar durante 5§ minutos a 37° C.

11. Afadir 10 ul de acetato de amonio 4 M y 1 ml de etanol al 100 %.

12. Mezclar por inversion y centrifugar a velocidad méaxima durante 2 minutos.

13. Descartar el sobrenadante, secar el pellet y resuspender en 50 pl de TE.

14. Mantener en refrigeracion hasta su uso.
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= Aidamienlo de RNA Zolal

Materiales Cloroformo

Agua + DEPC (fria y estéril) Alcohol Isoamilico
Buffer de lisis: acetato de sodio 0.1 M pH Hielo seco

5.0 y MgCI2 5 mM MgCI2 100 mM
SDS 20 %

DEPC

Fenol exclusivo para RNA

Acetato de sodio 3 M pH 5.0
Etanol exclusivo para RNA al 100 % y 80 %

Perlas de vidrio tratadas con HCI

Es importante que todos los reactivos estén preparados con agua + DEPC y que todo el material

esté esterilizado para trabajar sin RNAasas.

1. Cuando los cultivos alcancen la densidad dptica deseada, centrifugar durante 8 minutos a
3000 r.p.m.

2. Desechar el sobrenadante y resuspender al volumen inicial en agua + DEPC fria.

3. Centrifugar durante 8 minutos a 3000 r.p.m. y desechar sobrenadante.

4. Resuspender en 15 mi de agua + DEPC fria y centrifugar 5 minutos mas.

5. Desechar sobrenadante y resuspender en 1 ml de agua + DEPC fria.

6. Transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml y centrifugar durante 2 minutos a velocidad maxima.
7. Desechar el sobrenadante con un tip.

8. Resuspender las células en 470 pl de buffer de lisis y mezclar.

Agua + DEPC 70 pl

Acetato de sodio 330 pl

MgCl, 500 pl

Volumen final 10000 pl

9. Agregar rapidamente 25 pl de SDS al 20 % y 5 pl de DEPC. Mezclar.

10. Agregar perlas de vidrio y dar vortex durante un minuto.

11. Agregar 500 pl de la mezcla Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:24:1) y dar vortex

durante un minuto.
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Fenol 7500 pl
Cloroformo 7200 pl
Alcohol isoamilico 300 pl
Volumen final 15000 pl

12. Meter los tubos destapados a un barfio Maria de 65° C durante 2 minutos.
13. Tapar los tubos y dejarlos en el bafio durante 3 minutos mas.

14. Congelar los tubos en un bafio de hielo seco mas etanol durante 2 minutos o hasta que se
congelen.

156. Centrifugar durante 8 minutos a velocidad maxima.
16. Recuperar la fase acuosa (600 pl) y trasferirla a un tubo nuevo.
17. Repetir los pasos del 11 al 15 dos veces. En total 3 extracciones.

18. Recuperar la fase acuosa y transferirla a un tubo nuevo en el que se pusieron 5 ul de MgCh
100 mM.

19. Extraer con 500 ul de la mezcla Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1) y dar vortex durante 1

minuto.

Cloroformo 4800 pl
Alcohol Isoamilico 200 pl
Volumen final 5000 pl

20. Centrifugar durante 5 minutos a velocidad maxima y recuperar la fase superior en un nuevo
tubo.

21. Agregar 40 ml de acetato de sodio 3 M y mezclar.
22. Agregar 1 ml de etanol al 100 %.

23. Poner en un bario de hielo seco mas etanol hasta que se congelen (15 minutos). En este
paso, las muestras pueden quedarse a -80° C durante toda la noche y continuar la técnica al dia
siguiente.

24. Centrifugar durante 15 minutos a velocidad maxima y decantar el sobrenadante.
25. Lavar el pellet (sin resuspenderio) en 500 ul de etanol al 80 % (preparado con agua + DEPC).

26. Centrifugar durante 5 minutos a velocidad méaxima y decantar el sobrenadante con el tip
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cuidadosamente.
27. Secar el pellet al aire (20 minutos) hasta que este desaparezca o se vuelva trasnparente.
28. Resuspender en 50 pl de agua + DEPC.

29. Almacenar a -80° C.

= Marcado de DNVA

1. (A) 27 ul de DNA se desnaturalizan durante 5 minutos a 902 C.

2. (B) Hacer la siguiente mezcla:

2 ul de cada uno de los deoxyoligonucleotidos A, Gy C.

15 pl del Random primer buffer

1 ulde dUTP Cy3 6 dUTP Cy5 segun sea el caso.

1 ul de la enzima Klenow.

3. Agregar (A) en (B) haciendo un volumen final de 50 pl e incubar durante 1.5 horas a 25° C.
4. Cuantificar la incorporacion de la marca.

= Masrcado de RNA Zotal

Mezcla de Reaccién

Muestra 1 x ul (el volumen dependerd de la concentracion del RNA)
Random nonamers 1
Anchored Oligo (dt) 1l
Agua X ul
Volumen final 11
Repetir el procedimiento con la muestra 2.
1. Mezclar varias veces con el tip de la micropipeta.
Incubar la reaccién a 70? C durante 5 minutos.

2
3. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

o

Centrifugar la reaccién a velocidad maxima durante 30 segundos.

5. Adicionar a cada tubo:
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5xCy Script Buffer 4yl 5xCy Script Buffer 4l
0.1MDTT 2 pul 0.1 MDTT 2l
dCTP nucleotide mix 1pl  dCTP nucleotide mix 1l
dCTP Cy3 1l dCTP Cy5 1ul
CyScipt reverse transcriptase 1 pul  CyScipt reverse transcriptase 1l
Volumen final 20 yl  Volumen final 20 ul

6. Mezclar varias veces con el tip de la micropipeta.
7. Incubar la reaccion a 42° C durante 90 minutos.
8. Colectar la reaccion en el fondo del tubo por centrifugacion.

9. Cuantificar la incorporacién de la marca.
= Puificacion dedd DV marcado

1. Afiadir 650 pl de buffer PB a una celdilla y leer en el espectrofotémetro como blanco.

2. Anfadir los 50 pul de la muestra para tener un volumen de 700 pl y mezclar con el tip. Leer en el
espectro.

3. Colocar la columna QlAquick en el tubo de colecta (1.5 ml).
Aplicar la muestra en la columna y centrifugar durante 60 segundos a velocidad maxima.

Decantar Ia solucion excluida y leeria en el espectrofotémetro.

@ o &

Colocar la columna en el mismo tubo.

7. Lavar anadiendo 250 pul de buffer PE a la columna QIAquick y centrifugar durante 60
segundos a velocidad maxima.

8. Decantar la solucién excluida y repetir dos veces mas.
9. Centrifugar la columna por ultima vez durante un minuto a velocidad maxima.
10. Colocar la columna en un tubo limpio.

11. Fluir el DNA con 50 pl de agua. Dejar un minuto y centrifugar durante un minuto a velocidad
maxima. Repetir una vez.

12. Secar la muestra en el “speed-back” (30 minutos).

13. Eluir el DNA con 50 pl de agua destilada estéril.
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= Llavado del microareplo

1
2.
3.

4.

El microarreglo se coloca en una charola que contiene 40 ml SSC 1X, SDS 0.05 %.
Esperar a que se desprenda el cubreobjetos y retirarlo.
Lavar durante 2 minutos sin dejar de agitar.

Cambiar el microarreglo lo mas rapido posible a un tubo Falcon con 40 ml SSC 0.06X y lavar

durante 2 minutos.

5.

Cambiar el microarreglo lo mas rapido posible a un tubo Falcon con 40 ml SSC 0.06X y lavar

durante 2 minutos.

6. Centrifugar durante 8 minutos para el secado de la laminilla.
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