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ABREVIATURAS

•NO - Óxido nítrico
•NO2 - Dióxido de nitrógeno
•OH - Radical hidroxilo
1O2 - Oxígeno singulete
3-AT - 3-amino-1, 2, 4-triazol
32P - Isótopo radiactivo del fósforo
A240 - Absorbancia a una longitud de onda de
240 nm (región UV)
ATA - Ácido aurintricarboxílico
C. albicans - Candida albicans
C. glabrata - Candida glabrata
CaCat1 - Catalasa 1 de Candida albicans
CO3•- - Radical carbonato
CTA1 - Gen que codifica a la catalasa A,
peroxisómica
CTA1 - Catalasa A
CTT1 - Gen que codifica a la catalasa T,
citoplasmática
CTT1 - Catalasa T
D. hansenii - Debaryomyces hansenii
DEPC - Dietilpirocarbonato
Dh - Debaryomyces hansenii
DTT - Ditiotreitol
EROs - Especies reactivas de oxígeno
EtBr - Bromuro de etidio
EtOH - Etanol
FMN - Mononucleótido de flavina
Glic - Glicerol
GPx - Glutatión-peroxidasas
GSH - Glutatión reducido
GSSG - Glutatión oxidado
H2O - Agua
H2O2 - Peróxido de hidrógeno
HClO - Ácido hipocloroso
K. lactis - Kluyveromyces lactis
KCl - Cloruro de potasio
kDa - Kilodaltones
MAE - Amortiguador con MOPS, acetato de
sodio y EDTA
Mb - 106 pb

MetOH - Metanol
mmin - Pendiente por minuto
NaCl - Cloruro de sodio
NADP-GDH - Glutamato deshidrogenasa
biosintética
NOX - NADPH oxidasas
O2 - Oxígeno molecular
O2−• - Anión superóxido
1O2 - Oxígeno singulete
ONOO— - Peroxinitrito
ONOOH - Ácido peroxinitroso
ORF – Marco de lectura abierto
PAGE - Gel de poliacrilamida para electroforesis
pb - Pares de bases.
PCR - Reacción de la polimerasa en cadena
PHGPx - Glutatión peroxidasa de
fosfolipohidroperóxidos
pI - Punto isoeléctrico
PSA - Persulfato de amonio
rDNA - Región en el DNA en los que están
genes que codifican al RNA ribosomal
Rédox - Reducción-oxidación
ROOH - Hidroperóxidos orgánicos
S. cerevisiae - Saccharomyces cerevisiae
Sc - Saccharomyces cerevisiae
SN Asn - Medio mínimo para levaduras, con
asparagina 7.5 mM como única fuente de
nitrógeno
SOD - Superóxido dismutasa
STRE - Elemento de respuesta a estrés
Tm - Temperatura de desnaturalización para un
segmento de DNA dado
UTR - Región en el extremo 3´de un gen que se
transcribe, pero no se traduce
Vmax - Velocidad máxima
Y. lipolytica - Yarrowia lipolytica
YPD - Medio rico para levaduras, con glucosa
como fuente de carbono
YPE - Medio rico de levaduras, con etanol como
fuente de carbono
ε. Coeficiente de extinción molar
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I. RESUMEN

Debaryomyces hansenii es  una  levadura  eurihalina  y  criotolerante,  que

pertenece a las denominadas “no convencionales” y que fue aislada por primera vez

en el mar, siendo clasificada como levadura marina. Sin embargo, se puede encontrar

en todas las variedades de quesos y en jamones, salchichas y salmueras, e inclusive en

productos lácteos y mermeladas; en la Naturaleza, en suelos, frutos y maderas en

descomposición, etc. Esta capacidad de adaptación a gran variedad de nichos

ecológicos es  lo  que hace a D. hansenii un organismo tan interesante de analizar., ya

que posee la capacidad de desplegar respuestas de adaptación fisiológica a múltiples

estímulos.

Al igual que Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii tiene dos genes

que codifican para catalasas, que identifiqué por similitud en la base de datos del

genoma de la levadura no convencional. Utilizando las secuencias de catalasas de

ambas levaduras, llevé a cabo una búsqueda entre todas las levaduras

hemiascomicetas cuyo genoma está reportado, para hacer alineamientos e inferencias

filogenéticas. Todos los organismos analizados tienen secuencias cuya función es

peroxisómica, pero son pocos los que tienen también una catalasa citoplasmática.

Observé, a través de zimogramas, la presencia de estas dos enzimas con

actividad de catalasa en D. hansenii. Asimismo, determiné la actividad específica,

encontrando que en medio rico esta es más alta que la de S. cerevisiae y que se

incrementa al doble cuando hay sal en el medio de cultivo.

También demostré que D. hansenii es capaz de crecer en medio rico

conteniendo etanol, metanol o glicerol como única fuente de carbono y que ahí la

actividad de catalasa es mucho más alta que en glucosa. Los zimogramas mostraron

sólo una banda en fuentes de carbono no fermentables. Los análisis de expresión a

nivel de la transcripción, mostraron que en glucosa predomina el transcrito de la

catalasa citoplasmática mientras que en etanol lo hace la peroxisómica. Además, la

actividad es regulada negativamente por la sal. Estos hallazgos me permiten proponer
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que en D. hansenii, la actividad de catalasa está regulada por la fuente de carbono a

nivel de la transcripción, mientras que el NaCl la regula de manera postrancripcional.

La catalasa mayoritaria en etanol fue purificada, analizada y secuenciada,

demostrando ser la catalasa peroxisómica.
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I.1 ABSTRACT

Debaryomyces hansenii is a euryhaline, cryotolerant microorganism, originally

isolated from the sea, then classified as marine yeast. However, it is found in all types

of cheese, brines as sausage, ham, and even dairy meals and jams. It also has the

ability to grow in soils, woods, fruits, etc. So, to be able to survive in all these different

ecological niches, D. hansenii must display an adaptive physiological response. In our

laboratory, we are interested in studying the molecular and physiological response of

D. hansenii to the presence of different salt concentrations under different culture

media.

As Saccharomyces cerevisiae, D. hansenii has two different catalase encoding

genes identified by its similarity in D. hansenii genome database. Using catalase

sequences from both yeasts, I did a systematic hemiascomycetes genomic database

searching, in order to construct biological inferences and phylogenetic relationships. I

have found that the majority of organisms have the peroxisomal enzyme but the

cytoplasmic one is constrained to a small group of yeasts.

I  have  done  zymograms  and  I  was  able  to  visualize  two  bands  with  catalase

activity. Also, I have determined the specific activity by using spectrophotometric

methods showing that D. hansenii has a strong specific activity when grown in rich

media, and it is slightly increased when grown in salty media.

I have found that this yeast can grow in non-fermentable carbon sources, as

methanol, ethanol and glycerol; when the culture reaches the stationary phase, the

catalase activity, using alcohols as carbon sources, increases spectacularly.

Nonetheless if the culture contained NaCl the increment is not that high. Northern blot

analyses showed that when using glucose as a carbon source, cytoplasmic catalase

transcript is most abundant, while using ethanol instead, it is the peroxisomal

catalase, which is mainly present. However, NaCl seems not to play any role at this

regulatory level. I proposed that carbon sources regulate differential catalase
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expression at a transcriptional level and NaCl at a posttranscriptional level.  I isolated

and purified a protein with a high catalase activity. I then sequenced it and found that

it  was in  fact  DhCTAp peroxisomal catalase. I also present the kinetic analysis of the

purified catalase activity.
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II. INTRODUCCIÓN

El oxígeno se puede reducir parcialmente dando lugar a diversos agentes

químicamente reactivos, conocidos como Especies Reactivas de Oxígeno (EROs). Estas

formas de oxígeno pueden ser altamente dañinas para los componentes celulares,

incluyendo a los ácidos nucleicos, a los lípidos y a las proteínas (Halliwell y Gutteridge

1999, Hansberg 2008). Además de estas moléculas muy reactivas, tanto el peróxido de

hidrógeno (H2O2)  como  el  anión  superóxido  (O2-),  son  incluidos  como  EROs,  ya  que

conducen a la producción de más especies reactivas, particularmente en presencia de

iones metálicos. Las EROs se pueden generar endógenamente como consecuencia de

los procesos metabólicos; también se forman por la exposición de las células a agentes

ionizantes, radiación y recicladores rédox presentes en el medio y por la exposición a

metales pesados. Así, todos los organismos aeróbicos están expuestos continuamente

al ataque de agentes oxidantes a través de estos mecanismos. El estrés oxidativo

ocurre  cuando  la  concentración  de  estos  oxidantes  se  incrementa  por  encima  de  la

capacidad amortiguadora antioxidante de la célula (Valdez y cols. 2000). Dada la

ubicuidad de las EROs, no es sorprendente que todos los organismos han desarrollado

mecanismos para proteger a sus componentes celulares contra estos oxidantes

altamente reactivos (bScandalios 2002).

Para defenderse contra estas especies reactivas de oxígeno, las células contienen

enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa, las catalasas y varias

peroxidasas, además de que también producen moléculas antioxidantes como el

ascorbato, el tocoferol y el glutatión.

Pero además las EROs y las enzimas que las generan también son reconocidas

por su papel crucial en la diferenciación celular: operan como activadores de factores

de  transcripción,  pudiendo  regular  así  a  la  expresión  genética.  Se  ha  mostrado  que

enzimas  como  las  NADPH  oxidasas  (NOX)  producen  EROs  que  regulan  distintas

funciones celulares, como son la inmunidad, la proliferación celular, la diferenciación,

la transducción de señales y el transporte de iones (Lambeth 2004). En plantas se ha

propuesto que las EROs participan en la estructura de la pared celular y promueven

también la muerte celular programada. Cuando las plantas son invadidas por
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patógenos, éstas generan una amplia respuesta de defensa, incluyendo un estallido

oxidativo (oxidative burst), que conlleva a la generación masiva y transitoria de EROs,

en donde, por ejemplo, el O2•‾ actúa como un antibiótico de amplio espectro contra la

invasión (Bolwell y Wojtaszek 1997). En células de levaduras y animales, las EROs

pueden arrestar la división celular, regulando negativamente el ciclo celular

(bScandalios 2002). En eucariontes unicelulares, las EROs correlacionan con la

regulación de la expectativa de vida (lifespan), así como en las interacciones

hospedero-patógeno (Aguirre y cols. 2005).

Por todas estas razones, es el balance entre la producción de EROs y la de las

defensas celulares lo que determina el grado de estrés oxidativo.

La levadura Saccharomyces cerevisiae induce diversas respuestas adaptativas a

la presencia de agentes oxidantes como el H2O2, el anión superóxido y la peroxidación

de los productos lipídicos. Las repuestas al estrés oxidativo parecen estar reguladas, al

menos en parte, a nivel de la transcripción y exhiben una sobreposición considerable

con otras respuestas a estrés, llevando a las células de levadura a contender de

manera integrada a las distintas agresiones ambientales (Jamieson 1998, Tanghe y

cols. 2006).

II.1 Clasificación y mecanismos de producción de radicales libres en los
sistemas biológicos

La  vida  exhibe  muchas  paradojas.  Una  de  ellas  es  que  el  oxígeno  (O2), una

molécula esencial para la vida tal como la conocemos, es también una de las sustancias

más tóxicas a causa de la reactividad de las especies parcialmente reducidas a las que

puede dar lugar (Davies, 1995). El oxígeno atmosférico es un birradical: los electrones

en sus orbitales antienlazantes py*1 pz*1 están desapareados y tienen el mismo espín,

lo que da lugar al “lado oscuro” del oxígeno: el O2 no puede reaccionar con moléculas

orgánicas que tengan los electrones pareados con espines opuestos. Esta restricción

implica que dentro del ambiente celular, el oxígeno con frecuencia es reducido de

manera monovalente (no enzimática, figura 1): la reducción por un  electrón  del  O2

produce un anión superóxido, O2
•-; la adición de otro electrón y dos protones produce

peróxido  de  hidrógeno,  H2O2, y una tercera reducción separa al O2 en un radical
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hidroxilo, •OH y un anión hidróxido. Todas estas moléculas son productos normales de

la vida en un ambiente aeróbico, pero al mismo tiempo, debido a su alta reactividad,

son los agentes responsables de la toxicidad del oxígeno.

Figura 1. Vía monovalente de reducción del oxígeno molecular. En la parte de abajo se muestra la
distribución de los electrones en los orbitales moleculares del oxígeno para cada especie formada. Las
flechas verticales indican la dirección del momento magnético del espín de los electrones. El oxígeno
molecular en su estado más estable es un birradical, ya que presenta dos electrones con el mismo espín
ubicados en distintos orbitales.

Las radicales libres son especies químicas cuya estructura molecular presenta

uno o más electrones no apareados en su orbital más externo, lo que provoca que la

molécula sea inestable, de vida media corta y muy reactiva. Bajo esta definición, el

peróxido de hidrógeno no es un radical, pero su capacidad de reaccionar con otras

moléculas lo hace formar parte de las especies reactivas de oxígeno.

Las  EROs  son  extremadamente  ubicuas  y  difusibles,  y  se  originan  tanto  como

producto de actividades celulares, por ejemplo en la cadena respiratoria mitocondrial,

en la cadena de transporte de electrones y en las reacciones de oxidación, como

cuando las células son expuestas a radiación ionizante, a drogas que alteran el ciclo de

óxido-reducción o a xenobióticos que forman metabolitos radicales libres in situ.

Al ser radicales, tienen la tendencia de sustraer electrones de las moléculas que

los  rodean  (lípidos,  proteínas,  DNA)  con  el  fin  de  completar  su  propia  envoltura

molecular, induciendo el daño celular (Freeman y Crapo, 1982).

Los radicales libres del oxígeno se pueden clasificar de la forma siguiente:
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II.1.1 Radicales libres inorgánicos o primarios. Se originan por transferencia

de electrones sobre el átomo de oxígeno, representan los distintos estados en la

reducción de éste y se caracterizan por tener una vida media muy corta; son el anión

superóxido, el radical hidroxilo y el óxido nítrico (•NO).

II.1.2 Radicales libres orgánicos o secundarios. Se pueden originar ya sea por

la transferencia de un electrón desde una molécula orgánica a un radical primario

quedando así convertida en un radical, o bien por la reacción de 2 radicales primarios

entre  sí.  Poseen  una  vida  media  un  tanto  más  larga  que  los  primarios.  Se  forman  a

partir de hidroperóxidos en las reacciones con iones de hierro divalente y dañan las

estructuras celulares.

II.1.3  Intermediarios  estables  relacionados  con  los  radicales  libres  del

oxígeno. Aquí se incluye un grupo de especies químicas que sin ser radicales libres,

son generadoras de estas sustancias o resultan de la reducción o metabolismo de ellas,

entre las que están el oxígeno singulete (1O2),  el  peróxido  de  hidrógeno  (H2O2), el

ácido hipocloroso (HClO), el peroxinitrito (ONOO-) e hidroperóxidos orgánicos

(ROOH).

Cuando se lleva a cabo la reducción del oxígeno en la respiración celular, a nivel

de las mitocondrias, se producen en forma secundaria dos radicales libres: el radical

superóxido (O2•-)  y  el  óxido  nítrico  (•NO). El radical superóxido deriva de la auto

oxidación no enzimática de biomoléculas y se produce a partir de oxígeno y de otra

sustancia  que  se  oxida.  El  óxido  nítrico  proviene  de  la  reducción  enzimática  del

oxígeno realizada por la óxido nítrico sintetasa. La combinación de estos dos radicales

libres forma al anión peroxinitrito. El peroxinitrito puede reaccionar directamente con

biomoléculas tales como tioles y metaloproteínas, conduciendo a fenómenos

oxidativos (Radi y cols. 2001).

Además, el peroxinitrito reacciona rápidamente con el dióxido de carbono

presente en sistemas biológicos, conduciendo a la formación de radicales secundarios

como radicales carbonato (CO3•-) y dióxido de nitrógeno (•NO2). Finalmente, una

pequeña fracción de ONOO- se parte, dando lugar a la formación de •OH (figura 2):
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Figura 2. Principales rutas de formación y descomposición de peroxinitrito en sistemas
biológicos. El peroxinitrito se forma en una reacción, controlada por difusión, de los radicales óxido
nítrico (•NO) y superóxido (O2•-) (I). El anión peroxinitrito (ONOO-) puede reaccionar con metales de
transición promoviendo oxidaciones de un electrón (II) o formar un aducto transitorio con el dióxido
de carbono (III) para luego rendir radicales carbonato (CO3•-) y dióxido de nitrógeno(•NO2)(IV). El ácido
peroxinitroso (ONOOH) puede oxidar directamente sustratos (V) o descomponerse por ruptura a
radicales hidroxilo (•OH) y (•NO2) (VI). Tomado de Radi y cols. 2001.

Dentro de la cadena bioquímica de reacciones de radicales libres, el camino que

lleva de superóxido a hidroxilo se denomina vía de Fenton/Haber-Weiss. El óxido

nítrico, al reaccionar con el superóxido, puede producir peroxinitrito y luego hidroxilo

y constituir un segundo camino para llegar al hidroxilo, denominado vía de Beckman-

Radi-Freeman. También hay un atajo que permite pasar de uno al otro. Por tanto, hay

dos caminos: uno se inicia con superóxido y el otro con óxido nítrico y ambos llevan a

la producción del radical hidroxilo (figura 3). En esta figura se muestra también el

papel de la ubiquinona, presente en la matriz mitocondrial, para producir O2•− al

reaccionar con •NO y ONOO-, vía que se ha denominado como atajo de Cadenas-

Poderoso. La reacción del óxido nítrico con ubiquinol produce ubisemiquinona, que

también operaría como radical libre (Boveris y cols. 1999).
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II.2 Principales sistemas de defensa en la neutralización de radicales libres en
los sistemas biológicos

Todos los organismos aeróbicos están expuestos continuamente al ataque de

agentes oxidantes tanto exógenos como a los generados por el propio metabolismo

celular. Es así que han desarrollado mecanismos a través de los cuales neutralizan el

efecto de los radicales libres, ya sea a través de reacciones enzimáticas para su

degradación, o bien con la síntesis de moléculas antioxidantes. El estrés oxidativo

ocurre cuando la concentración de los oxidantes se incrementa por encima de la

capacidad amortiguadora antioxidante de la célula.

Figura 3. Reacciones de los radicales libres. La producción inicial de anión superóxido y de
ácido nítrico conduce a la generación del radical hidroxilo, que inicia el proceso de
lipoperoxidación. Tomado de Boveris, 2005.
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El sistema de defensa está constituido por un grupo de sustancias antioxidantes
que aún cuando están presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente su oxidación. Casi cualquier
molécula de una célula se puede considerar como sustrato oxidable: proteínas, lípidos,
carbohidratos  y  ácidos  nucleicos.  Los  antioxidantes  impiden  que  estas  moléculas  se
unan al oxígeno, al reaccionar o interactuar más rápido con las EROs que el resto de
las moléculas presentes, en un determinado microambiente -membrana plasmática,
citosol, organelos, núcleo o medio extracelular.

El sistema de defensa antioxidante está constituido por varios componentes, que
pueden ser clasificados en categorías. Los quelantes de metales representan la
primera línea de defensa antioxidante, ya que estos compuestos, al secuestrar a los
metales, impiden que catalicen las reacciones que dan lugar a la formación de
radicales libres. A esta categoría pertenecen sustancias como la metalotioneína,
ceruloplasmina, ferritina, transferrina y desferroxamina. Los compuestos de bajo peso
molecular y las enzimas antioxidantes forman parte de la segunda línea de defensa
celular. Estos compuestos desactivan a las EROs antes de que puedan dañar a las
biomoléculas. En esta categoría se encuentran el ascorbato, el glutatión, el alfa-
tocoferol y las enzimas superóxido dismutasas (SODs), catalasas y glutatión-
peroxidasas (GPx) (figura 4). Finalmente, los sistemas de reparación representan la
tercera y última línea de defensa antioxidante. Estos sistemas corrigen las
modificaciones producidas en las biomoléculas dañadas por las EROs (Boveris y cols.
1999, Tangue y cols. 2006).

II.2.1 Enzimas

El peróxido de hidrógeno se forma principalmente por la dismutación del

superóxido,  aunque  también  es  producto  de  algunas  oxidasas  como  la  glucosa  o  la

xantino oxidasa. Las células poseen una batería completa de enzimas para eliminar al

peróxido: catalasas, catalasa-peroxidosas, peroxidasas y peroxirredoxinas. Los valores

de KM para estas enzimas difiere hasta en 4 órdenes de magnitud, lo que sugiere que

las células deben de responder a grandes diferencias en la concentración de H2O2:

desde algunas catalasas monofuncionales con KM =  20  -  200  mM  hasta

peroxirredoxinas, con KM = 20 μM (Domínguez y cols. 2010).
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II.2.1.1 Superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1). Esta enzima

descompone al radical superóxido convirtiéndolo en peróxido, de manera que

convierte a un radical muy reactivo en uno menos reactivo:

O2•−+ O2•−+ 2H+ ® H2O2 + O2

En mamíferos, se han identificado cuatro clases de SOD: una de ellas utiliza dos

átomos metálicos como cofactores, uno de Cu y otro de Zn. Las demás utilizan

cofactores monoatómicos: Fe, Mn o Ni. Las FeSODs y las MnSODs son homólogas entre

sí en cuanto a su secuencia y estructura tridimensional y poseen residuos quelantes

idénticos en el sitio activo. Las otras superóxido dismutasas no están relacionadas a

nivel estructural. Las SOD catalizan la rápida dismutación del superóxido mediante la

oxidación y reducción sucesiva de un ión metálico de transición en el sitio activo por

un mecanismo de ping pong.

Figura 4. Entre los mecanismos de defensa contra el daño generado por las EROs, las células inducen la
expresión  de  genes  que  codifican  enzimas  como  la  SOD,  la  catalasa  y  la  glutatión  peroxidasa,  que
eliminan muchas de las especies dañinas de oxígeno. La lactoferrina (que une hierro) y los atrapadores
de radicales, como la vitamina E, también limitan el daño.

Las levaduras tienen dos tipos de SOD: La MnSOD, cuya localización es

mitocondrial y la Cu/ZnSOD, de localización citoplasmática, de manera que se ha

propuesto que la primera funcionaría para proteger a la mitocondria del O2
�- generado

durante la respiración, mientras que la segunda se encargaría de remover los

radicales superóxido del citoplasma y probablemente también de los peroxisomas

(Gralla y Vallentine 1991, Jamieson y cols. 1994)
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II.2.1.2 Glutatión peroxidasa (GPx) (EC1.11.1.19): Se han caracterizado dos

formas principales de GPx en las células: la GPx clásica (cGPx) y la glutatión

peroxidasa de fosfolipohidroperóxidos (PHGPx) (Inoue y cols. 1999). La primera es un

homotetrámero, cada una de las subunidades que lo componen contiene un residuo de

selenocisteína que es esencial para su actividad enzimática, mientras que la PHGPx es

generalmente monomérica y se encuentra asociada a membranas; su papel es reducir

los fosfolipohidroperóxidos esterificados en la membrana. Los

fosfolipohidroperóxidos son intermediarios de la reacción de peroxidación lipídica y

son responsables de la generación de EROs a este nivel y por tanto, del daño celular, y

esta enzima los repara. Las GPx en conjunto comparten su sustrato con la catalasa,

pero además pueden reaccionar de manera efectiva con lípidos y otros

hidroperóxidos orgánicos, catalizando la reducción de diferentes hidroperóxidos

(ROOH y H2O2) utilizando glutatión reducido (GSH) que es transformado en glutatión

oxidado (GSSG) y así contribuyen a la protección de las células contra el daño

oxidativo:

ROOH + 2GSH ® ROH + GSSG + H2O
Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GPx en mamíferos. Aunque su

expresión es ubicua, el nivel de cada isoforma varía dependiendo del tipo de tejido. La

GPx citosólica ó mitocondrial (GPX1) reduce los hidroperóxidos de ácidos grasos y el

H2O2 a expensas del glutatión. La GPX4 se localiza tanto en la fracción citosólica como

en la membrana. La GPX2 citosólica y la GPX3 extracelular se detectan escasamente en

la mayoría de los tejidos, excepto en el tracto intestinal y el riñón, respectivamente.

Recientemente se ha encontrado un nuevo miembro, la GPX5, que es independiente de

selenio y se expresa específicamente en el epidídimo de ratón.

S. cerevisiae tiene tres isoenzimas de glutatión peroxidasa de

fosfolipohidroperóxidos (PHGPx). Es, hasta ahora, el único organismo conocido que

tiene más de un gen que codifica PHGPx y, de manera muy interesante, es también el

único organismo en el que no se ha encontrado actividad de cGPx (Avery y Avery

2001, Avery y cols. 2004).
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II.2.1.3 Catalasa (EC 1.11.1.6): Es una enzima tetramérica, con cuatro

subunidades  idénticas  de  alrededor  de  60  kDa,  cada  una  de  las  cuales  contiene  un

grupo de ferro-protoporfirina (cuatro por molécula). Las catalasas son las enzimas

que catalizan la descomposición del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno

(Hörtner y cols. 1982):

2H2O2 ® 2H2O + O2

En animales, el peróxido de hidrógeno es destoxificado mediante las

actividades de la catalasa y la glutatión peroxidasa. Aunque la catalasa no es esencial

para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un importante papel en

la adquisición de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las

células. La catalasa captura el H2O2 antes de que pueda escapar de la célula y lo

convierte en oxígeno molecular.

Estas enzimas ubicuas tienen un origen monofilético y se agrupan en tres

clados: en el 1 están las de algas y plantas, en el 2 algunas de arqueas, bacterias y

hongos y en el 3, otras de arqueas, bacterias y hongos más las de animales. Las

catalasas pertenecientes a los clados 1 y 3 corresponden a enzimas cuyas subunidades

son de 5-69 kDa mientras que las enzimas del clado 2 se componen por subunidades

mayores, de 75-86 kDa (Zamocky y cols. 2008).

En Saccharomyces cerevisiae se ha demostrado la existencia de dos enzimas con

actividad de catalasa. La primera, citoplasmática, juega un papel fundamental en la

protección de esta levadura contra diferentes tipos de estrés y su transcripción es

inducible. La otra, peroxisómica, se encarga de remover el H2O2 generado durante la

b-oxidación de los ácidos grasos (Jamieson 1998).

II.2.1.4 Otras enzimas. En general, todas las enzimas involucradas en el ciclo

rédox de las células y las que generan poder reductor están involucradas en mantener

las EROs bajo control, ejemplo de ellas son la ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11), la

deshidroascorbato reductasa (EC 1.8.5.1), la glutatión reductasa (EC 1.6.4.2), la

monodeshidroascorbato reductasa (EC 1.6.5.4), la glutatión-S-transferasa (EC

2.5.1.18), entre otras.
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II.2.2 Mecanismos no enzimáticos

El glutatión es  un  tripéptido  de g-L-glutamil-L-cisteinilglicina y es el mejor

ejemplo de defensa no enzimática. El GSH actúa como un atrapador, posee un grupo

sulfihidrilo que reacciona con los oxidantes y se produce glutatión oxidado (GSSG). El

glutatión es posiblemente la molécula atrapadora de intermediarios reactivos de

oxígeno más abundante en la célula. En consecuencia, su papel en el mantenimiento

del estado rédox celular es importante.

Las poliaminas, derivadas de los aminoácidos, también han sido implicadas en

la protección contra el estrés oxidativo. Las poliaminas actúan como antioxidantes al

atrapar diversas EROs y en especial al radical superóxido. De hecho la espermina y la

espermidina son esenciales para el crecimiento aeróbico de S. cerevisiae.

El ácido eritroascórbico muestra propiedades antioxidantes similares al

ácido ascórbico, es decir, actúa como un buen agente reductor al reaccionar con el

radical hidroxilo, con el superóxido y con el H2O2. Aunque el ácido eritroascórbico ha

sido identificado en las levaduras, su papel específico no ha sido esclarecido.

Las metalotioneínas son proteínas pequeñas, ricas en cisteína que tienen la

capacidad de unir ciertos iones metálicos. Entre las funciones de las metalotioneínas

se incluye el almacenamiento de los metales en una forma no tóxica, inaccesible para

la producción de otras EROs por la reacción de Fenton.

Las tiorredoxinas son  un  grupo  de  proteínas  pequeñas  que  facilitan  la

reducción de otras proteínas a través de un intercambio tiol/disulfuro, debido a que

poseen un dominio conservado con dos cisteínas vecinas, cuyos grupos SH actúan

como agentes reductores con la acción de la tiorredoxina peroxidasa y la

ribonucleótido reductasa.
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II.3 Regulación genética de la respuesta al estrés oxidativo en levaduras

La síntesis de los componentes antioxidantes en las células tiene que ser muy

bien regulada en tiempo y espacio, ya que ante un estrés oxidativo inducido por un

metal pesado como el hierro, se requiere de proteínas diferentes a aquellas que

responden  a  un  estrés  oxidativo  inducido  por  el  anión  superóxido  o  el  peróxido  de

hidrógeno (Jones 2008). Componentes diferentes deberán ser activados en

proporciones diferentes. Como se ha mencionado de manera reiterada, los

organismos aeróbicos están constantemente expuestos al ataque de las EROs y han

desarrollado diferentes estrategias para contender con ellas; sin embargo cuando la

presencia de radicales libres sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula, se

presenta  el  estrés  oxidativo  (figura  5)  (aScandalios 2002). La respuesta al estrés

oxidativo ha sido ampliamente estudiada tanto en procariontes como en eucariontes.

En bacterias, en particular en Escherichia coli y en Salmonella typhimurium, se ha

caracterizado principalmente a los regulones OxyR y SoxR/S. Cuando las células son

expuestas a peróxido de hidrógeno, los residuos de cisteína del factor de transcripción

OxyR  se  oxidan,  cambiando  su  conformación.  Por  lo  tanto,  el  factor  OxyR  puede

asumir dos conformaciones que dependen de la oxidación de una cisteína crítica:

solamente la forma oxidada de OxyR es capaz de unirse a los promotores de los genes

que  regula.  Consecuentemente,  la  expresión  de  los  genes  regulados  por  este  factor

solamente se presenta ante la exposición al peróxido de hidrógeno. En este caso es

interesante señalar que una sola proteína sensa el estímulo biológico (tratamiento con

peróxido de hidrógeno) y activa la respuesta celular. El regulón OxyR regula la

transcripción de genes cuyos productos están involucrados en la descomposición de

peróxidos, tales como los que codifican para catalasa, alquil hidroperóxido reductasa y

glutatión reductasa (Storz y cols. 1999).
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Figura 5. Las EROs cumplen papeles importantes que se manifiestan de manera pleiotrópica. Cuando la
presencia de las EROs sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula sobreviene el estrés oxidativo.
Tomado de aScandalios, 2002.

El regulón SoxR/S es otro regulón de bacterias, que contiene genes que se
activan por anión superóxido. En este caso, dos proteínas median la respuesta al

estrés por superóxido: SoxR y SoxS. SoxR es una proteína que contiene hierro-azufre y
que se oxida por anión superóxido. La forma oxidada de SoxR se une al promotor de
SoxS, activando su transcripción. La proteína SoxS es un factor de transcripción que se

une a los promotores de los genes del regulón SoxRS, muchos de cuyos productos
están involucrados en la descomposición del anión superóxido (Shull y cols. 1991).

Las especies reactivas de nitrógeno pueden también activar regulones en
bacterias.  Tanto  el  peroxinitrito  como  los  nitroso  tioles  son  capaces  de  activar  a  la

proteína OxyR, mientras que el óxido nítrico induce al regulón SoxR/S. Así, parece ser
que la respuesta a diferentes tipos de estrés oxidativo no es totalmente diferente en
bacterias. De hecho, la expresión de grupos de genes es regulada por más de un

regulón e incluso algunas proteínas de choque calórico también son inducidas por
estrés oxidativo, indicando la existencia de una superposición entre regulones de
distintos tipos de estrés (Storz y cols. 1999).

Con respecto al estrés oxidativo en eucariontes, la mayoría del conocimiento se

ha obtenido mediante el estudio de este fenómeno en la levadura Saccharomyces

cerevisiae.
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La regulación de la respuesta antioxidante en S. cerevisiae ocurre

mayoritariamente a nivel de la transcripción. Al igual que en el caso de bacterias, hay

una superposición considerable entre las respuestas provocadas ante una condición

de estrés oxidativo y aquellas observadas en distintas condiciones de estrés, como las

provocadas por la falta de nutrientes, por el calor, el choque osmótico y la resistencia

a  metales  pesados  como  el  cadmio  (Folch-Mallol  y  cols.  2004).  Esto  sugiere  que  las

diversas condiciones de estrés generan conjuntamente una condición hiperoxidante.

De esta manera, se han identificado varios de los factores transcripcionales que

regulan la expresión genética en respuesta al estrés oxidativo y su actividad, en

muchos casos, se modula por las vías de señalización de diferentes condiciones de

estrés (Moye-Rowley 2002).

Utilizando el análisis fenotípico de mutantes más sensibles que la cepa silvestre

al estrés oxidativo, se comenzó por identificar factores de transcripción involucrados

en la respuesta al estrés oxidativo en esta levadura. Se ha descrito a YAP-1 como uno

de los factores de transcripción involucrados en la respuesta celular ante un aumento

en la concentración de peróxidos. La eliminación del gen Yap1 produce células

mutantes menos resistentes a los peróxidos, y se ha demostrado que tienen niveles

muy reducidos de enzimas con actividad antioxidante como la SOD y la glutatión

reductasa. Más aún, este factor de transcripción parece regular la expresión de varias

proteínas de la vía biosintética del glutatión y de la vía de las pentosas.� De manera

similar a lo que ocurre con el factor OxyR en procariontes, Yap-1 es oxidado mediante

la formación de un puente disulfuro intramolecular, lo que provoca un cambio

conformacional que le permite entonces activar a los genes blanco. La formación del

puente disulfuro ocurre sólo en presencia de H2O2, y se ha demostrado que no es este

compuesto el que oxida al factor directamente, sino que la tiol peroxidasa, Gpx3, es el

sensor que en presencia de esta ERO provoca la oxidación de Yap1, que entonces

funciona como activador transcripcional (Delaunay y cols. 2002).

SKN-7 es otro factor de transcripción asociado con la respuesta al estrés

oxidativo. Como en el caso de la deleción de Yap-1, la eliminación de Skn-7 conduce a

una hipersensibilidad a los peróxidos. Más aún, SKN-7 también regula la expresión de
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genes que codifican para las proteínas antioxidantes como catalasa (CTT1), citocromo

c peroxidasa (CCP1), tiorredoxina 2 (TRX2)  y  varias  otras.  El  hecho  de  que  un

determinado gen sea regulado por más de un factor de transcripción, sugiere que la

respuesta al estrés oxidativo en los eucariontes es muy compleja (Jaekwon y cols.

1999). Por ejemplo, en la levadura, la activación de un residuo aspartato del factor

SKN-7 está relacionada con la respuesta al estrés osmótico y con la división celular,

sin embargo no se sabe si SKN-7 actúa en la misma forma en la respuesta al estrés

oxidativo y al osmótico.

Se ha abordado de manera global la inducción de genes a través de ensayos de

microarreglos  como  respuesta  a  diferentes  estímulos,  incluyendo  desde  luego, el

estrés oxidativo, así como también el perfil proteico general mediante electroforesis

en  doble  dimensión  (Jaekwon  y  cols.  1999).  En  este  último  enfoque,  se  sometieron

levaduras a un estrés por H2O2 en un medio conteniendo 35S – metionina, de manera

que  las  proteínas  sintetizadas  durante  el  período  de  inducción  con  H2O2 fueron

marcadas radioactivamente. Utilizando este abordaje, se identificaron 115 proteínas

inducidas por peróxido de hidrógeno, 12 de las cuales fueron identificadas como

proteínas antioxidantes. Se observó que durante el estrés oxidativo, el metabolismo

de carbohidratos es reprogramado: la cantidad de enzimas involucradas en la vía

glucolítica se encuentra disminuida, mientras que la cantidad de enzimas involucradas

en la vía de las pentosas está aumentada. Los autores sugieren que estos cambios son

una estrategia de las células para obtener más NADPH para los procesos reductores.

Más  aún,  estos  autores  identificaron  un  gran  conjunto  de  proteínas  en  las  cuales  la

inducción de peróxido de hidrógeno fue mediada por YAP-1, SNK-7 o por ambos.

La otra estrategia global es analizar los patrones de expresión genómica de S.

cerevisiae expuesta a peróxido de hidrógeno y a otros tipos de estrés. Con este tipo de

análisis, se ha mostrado que 2/3 partes del genoma está involucrado en la respuesta a

cambios ambientales en general y se han identificado genes que se inducen y/o

reprimen como respuesta a cada cambio ambiental (Gash y cols. 2000). La respuesta

al estrés oxidativo involucra a alrededor de una tercera parte del genoma de la

levadura. La expresión después de tratamientos con peróxido y superóxido es
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prácticamente  idéntica:  a  pesar  de  que  son  EROs  diferentes,  se  observa  una  fuerte

inducción de los genes involucrados en la detoxificación de ambas especies: catalasas,

superóxido dismutasas y glutatión peroxidasas, así como de otros genes involucrados

en reacciones oxidativas y reductivas, como tiorredoxinas, glutatión reductasas y

glutarredoxinas (Koleva y cols. 2008).

Asimismo, la expresión general de los genes de la levadura ha sido monitoreada

durante los diferentes estadios del desarrollo, esto es, desde la fase exponencial hasta

la estacionaria (DeRisi y cols. 1997). Estos autores mostraron que la mayoría de los

genes que codifican para proteínas antioxidantes aumentan su expresión en las

últimas fases del desarrollo, lo cual se correlaciona con las mayores concentraciones

de EROs en células que se encuentran en fase de crecimiento estacionaria.

En eucariontes superiores, la respuesta a estrés oxidativo es aún más compleja,

estaría regulada por más efectores, pero se conoce muy poco. En células de

mamíferos,  los  factores  NF-κb y AP-1 han sido propuestos como involucrados en la

regulación de la respuesta al estrés oxidativo, sin embargo no se ha logrado demostrar

que regulen la síntesis de alguna enzima antioxidante. NF-κb,  por  ejemplo,  regula  el

metabolismo y el crecimiento, y su expresión aumenta en respuesta a un estrés

oxidativo (Li y Karin 1999). En cambio, se ha propuesto la presencia del elemento ARE

en varios promotores de mamíferos como el de la glutatión-S-peroxidasa,

metalotioneína I y en los genes de la MnSOD al que se debe de unir un factor que aún

no ha sido identificado. Estos tres factores también parecen participar en la respuesta

a estrés oxidativo en plantas superiores.

Se conocen los componentes ascendentes de la vía que conduce a la activación

de AP-1. Esta vía involucra al transporte de electrones, que finaliza con la reducción

de AP-1 y la activación de la expresión genética.� El primer componente de esta vía es

el NADPH, que reduce a la tiorredoxina en una reacción catalizada por la flavoproteína

tiorredoxina peroxidasa. La tiorredoxina transfiere entonces los electrones a ref-1,

una endonucleasa que también está involucrada en la reparación del DNA. Finalmente,

ref-1 reduce a AP-1 que se dimeriza para así activar la expresión genética. Otras vías
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pueden también conducir a la activación de AP-1, tales como la fosforilación

provocada por la proteína cinasa C. A diferencia del AP-1, el factor NF-κb parece ser

activado por oxidación en lugar de reducción. El NF-κb existe  en  el  citosol  como

trímero. La fosforilación u oxidación de una de sus subunidades conduce al NF-κb

hacia el núcleo, en donde se une al DNA y estimula la expresión genética.

II.4 ¿Cómo se produce el peróxido de hidrógeno en la b-oxidación?

La degradación de los ácidos grasos se puede considerar la función principal de

las reacciones oxidativas que se llevan a cabo en los peroxisomas. Durante la b-

oxidación, las cadenas aciladas de los ácidos grasos son acortadas de manera

secuencial en bloques de dos átomos de carbono por vez, convirtiendo finalmente a

los ácidos grasos en acetil-CoA. Entonces el acetil-CoA es exportado desde los

peroxisomas al citosol para utilizarlo en las reacciones de biosíntesis. En células de

mamíferos, la b-oxidación se lleva a cabo tanto en mitocondrias como en peroxisomas,

pero en plantas y levaduras, estas reacciones esenciales ocurren sólo en los

peroxisomas (van Roermund y cols. 1998).

La oxidación peroxisómica difiere de la b-oxidación mitocondrial en la reacción

de deshidrogenación inicial (figura 6). En los peroxisomas, una flavoproteína-

deshidrogenasa transfiere los electrones al O2, produciendo H2O2, en lugar de capturar

a  los  electrones  de  alta  energía  en  forma  de  FADH2 como  ocurre  en  el  proceso

mitocondrial. La catalasa presente en los peroxisomas, se utiliza entonces para

descomponer al peróxido de hidrógeno producido en esta reacción inicial, en agua y

oxígeno. Las etapas siguientes son idénticas a su contraparte mitocondrial, aunque las

llevan a cabo isoformas enzimáticas distintas (Hiltunen y cols. 2003).
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Figura 6. Iniciación de la degradación de los ácidos grasos en el peroxisoma. La primera deshidratación
de la degradación peroxisómica de los ácidos grasos es catalizada por una flavoproteína-
deshidrogenasa que transfiere electrones al O2 y produce H2O2.

II.5 Las catalasas de Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene dos catalasas: La catalasa T, que es

soluble y se localiza en el citoplasma, y la catalasa A que es una enzima peroxisómica

(Zimniak  y  cols.  1976).  Los  genes  que  codifican  para  ambas  enzimas  ya  han  sido

clonados y secuenciados. La catalasa A está codificada por CTA1 (Cohen y cols. 1985)

que se encuentra en el cromosoma 4: un segmento de DNA de 2786pb, con un ORF de

515 aminoácidos, cuya estructura ya fue cristalizada (Maté y cols. 1999); mientras que

la catalasa T está codificada por CTT1 (Hartig  y  Ruis,  1986),  localizado  en  el

cromosoma 7, de 2642pb y un ORF de 562 aminoácidos. La catalasa T debe su nombre

a Típica, mientras que la catalasa A es por Atípica. La mayor parte de los genes que se

han identificado que codifican para catalasa en otros organismos, muestran una

mayor identidad con CTA1 que con CTT1. Se han reportado organismos con múltiples

genes de catalasa, como Aspergillus nidulans, que tiene al menos cuatro, que se
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expresan de manera diferencial en las distintas etapas del desarrollo (Kawasaki y

Aguirre 2001, Kawasaki y cols. 1997). Otros hongos, como Candida albicans, tienen

sólo un gen que codifica para catalasa y su expresión parece ser importante para su

patogenicidad (Wysong y cols. 1998). Se ha propuesto que en S. cerevisiae la catalasa A

funciona en la detoxificación del H2O2 producido durante la b-oxidación de los ácidos

grasos ya que esa es la fuente primaria de peróxido de hidrógeno en los peroxisomas

(Jamieson 1998, Hiltunen y cols. 2003), y en la del que se genera en las mitocondrias

por la acción de las superóxido dismutasas Sod1 y Sod2 en la defensa contra las EROs

(Sturtz y cols. 2001). Se ha demostrado que la actividad de Cta1 es importante durante

el estrés oxidativo para la protección de proteínas en contra de la inactivación

oxidativa  (Kurita  2003,  Luschak  y  Gospodaryov  2005).  Se  sabe  que  su  actividad  se

incrementa durante la restricción calórica y durante condiciones de estrés oxidativo

provocados por el envejecimiento, adaptación al estrés ácido e inducción de

termotolerancia (Agarwal y cols. 2005, Giannattasio y cols. 2005, Davidson y cols.

1996)

La  catalasa  A  es  un  homotetrámero  con  un  grupo  hemo  y  un  sitio  de  unión  de

NADP(H) en cada subunidad (Maté y cols. 1999). La transcripción del gen que la

codifica está regulada en respuesta a ácido oleico, glucosa, hemo y oxígeno (Skoneczny

y Rytka 2000, Rytka y cols. 1978, Hortner y cols. 1982). La transcripción es mediada

por los activadores transcripcionales Adr1, Oaf1, Rtg1 y Rtg2 a través de la unión de

éstos a los elementos ORE y UAS1 que están sobrelapados en su promotor

(Chelstowska y Butow, 1995, Gurvitz y cols. 2001).

Por su parte, la catalasa T está involucrada en la protección contra varios tipos

de estrés, como choque calórico, envejecimiento (Fabrizio y cols. 2004), choque

osmótico (Schüller y cols. 1994), desecación  (Braga  y  cols.  2005),  choque  oxidativo

(Zimniak y cols. 1976) y choque frío (Aguilera y cols. 2007).

Ninguno de los dos genes es esencial para el crecimiento de esta levadura

(Cohen  y  cols.  1985,  Spevak  y  cols.  1983).  Hasta  hace  poco,  el  único  fenotipo

reportado de la deleción de cada uno de los dos genes que codifican para catalasas, era

la incapacidad de estas cepas mutantes de inducir resistencia a cantidades de

peróxido en las que la cepa silvestre puede subsistir si ha sido tratada previamente en
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condiciones de activación (un choque calórico mediano o una concentración subletal

de  H2O2). Una mutante sin catalasa (Izawa y cols. 1996) muestra un crecimiento

análogo al de la cepa silvestre en condiciones sin estrés oxidativo y exhibe una

susceptibilidad similar a la de las mutantes sencillas en la adaptación al estrés por

H2O2, en la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, en fase estacionaria la doble

mutante es mucho más sensible al estrés por H2O2 que la cepa silvestre y que cada una

de las mutantes sencillas, lo que implica, además, que en cada mutante sencilla el

producto del otro gen (normal) la hace menos susceptible a este estrés. Otros autores

(Lushchak y Gospodaryov 2005) han demostrado que la actividad de catalasa es más

de 10 veces mayor al cultivar a S. cerevisiae en un medio que contiene etanol en lugar

de glucosa como fuente de carbono, y esto se debe a que en etanol la levadura exhibe

una fuerte respuesta de activación de las enzimas de la respuesta antioxidativa

(Luschak  2006).  De  hecho,  se  ha  propuesto  que  la  toxicidad  del  etanol  se  debe  a  la

generación de EROs en las mitocondrias, además del daño físico provocado por la

desnaturalización de proteínas y la pérdida de la fluidez de la membrana (Piper

1995). Se ha encontrado que el gen que codifica a la N-acetil transferasa, Mpr1, estaría

involucrado en contender con el estrés mediado por etanol porque reduce los niveles

intracelulares de EROs (Du y Takagi 2007), se propone que acetilando directamente al

peróxido en el citoplasma.

Por  otro  lado,  se  ha  reportado  que  el  gen CTT1 de S. cerevisiae tiene en su

promotor un elemento tipo STRE (Stress Response Element)  (Schüller  y  cols.  1994;

Marchler y cols. 1993). A través de este elemento de 13pb, se activa la expresión de

CTT1 como consecuencia de diferentes condiciones estresantes, como son la falta de

nitrógeno, la fase de crecimiento estacionaria (por la escasez de nutrientes), la

presencia de peróxido de hidrógeno e incrementos en la osmolaridad del medio

circundante. La proteína Ctt1 se produce en respuesta tanto a choque calórico como

choque osmótico y se sabe que esta inducción ocurre sólo a través del elemento STRE.

Así, estos autores proponen que la catalasa T juega un importante papel en la

protección contra el estrés osmótico e incluso provoca una protección cruzada que le

da resistencia al mismo estrés osmótico, al producirse como resultado de un choque

calórico no letal, en el cual no interviene la activación mediada por HOG (High
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Osmolarity Glycerol). De hecho, encuentran inducción de la actividad de catalasa,

inducción del mRNA de CTT1 y  actividad  de b-galactosidasa (gen reportero bajo el

control del promotor de CTT1), como respuesta a NaCl 0.3 M (mediado por HOG), pH

2.8, sorbato 5 mM, benzoato 5 mM, H2O2 0.4 mM y 7.5% de etanol, todo esto en una

cepa sin CTA1. De manera que el efector de STRE no es necesariamente un producto

de HOG, ya que, excepto en el caso del choque osmótico, la activación provocada por

otros tipos de estrés no es mediada por este sistema y se presenta aún en una mutante

carente de HOG1 (Shenton y cols. 2006). Finalmente, proponen que la expresión de

CTT1 produce una catalasa que permite a la célula contender con un estrés severo, de

manera que, así como HSP104 es un inductor de termotolerancia (Sánchez y cols.

1990), CTT1 sería un inductor de osmotolerancia.

Está bien establecido que para contender con el estrés oxidativo, las levaduras se

adaptan a través de alterar su patrón global de transcripción, incluyendo a los genes

que codifican a las enzimas antioxidantes. Además responden también acudiendo a

complejos mecanismos regulatorios que incluyen la inhibición global de la traducción.

Así,  la exposición al H2O2 resulta en la rápida y reversible inhibición de la síntesis de

proteínas (Shenton y cols. 2006) y esto conlleva a recurrir a los mRNAs y proteínas

existentes mientras que se reprograma la expresión génica para contender con el

estrés (Mascarenhas y cols. 2008).

II.6 Debaryomyces hansenii como modelo

Debaryomyces hansenii es una levadura que fue aislada originalmente del mar

(Norkrans 1966), clasificada como una de las denominadas "levaduras no

convencionales" (Spencer y cols. 2002). En la Naturaleza se la puede encontrar en

suelos, en frutos y maderas en descomposición (Prista y cols. 2005). Debaryomyces

hansenii es una levadura criotolerante (resistente al frio) y puede prevalecer en

niveles  de  sal  de  hasta  24%  (4.3  M  de  NaCl).  Asimismo,  su  osmotolerancia  la  hace

importante para muchos procesos agroalimentarios. Es la levadura más comúnmente

encontrada en todos los tipos de queso; otras levaduras suelen prevalecer en

variedades particulares de queso; en cambio ésta está presente en todos (Fleet 1990).

D. hansenii aporta sus actividades proteo y lipolíticas para la maduración de los
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quesos. También es común en lácteos y salmueras por su capacidad de crecer en sal y

bajas temperaturas (Seiler y Busse 1990) y metaboliza ácidos láctico y cítrico

(Guerzoni y cols. 1993).

Debido a su fuerte potencial biotecnológico (Breuer y Harms 2006, Ochoa y

Vázquez-Juárez 2004), cada vez se pone más de manifiesto la importancia de

comprender la fisiología de este microorganismo. Esta levadura eurihalina (capaz de

proliferar en un medio que puede contener con un amplio rango de salinidades)

produce xilitol a partir de xilosa (Sampaio y cols. 2008, Converti y Domínguez 2001),

tiene propiedades lipo y proteolíticas (Martín 2002), tiene una extrema capacidad

para  sintetizar,  acumular  y  almacenar  lípidos,  por  lo  que  se  la  clasifica  como

oleaginosa (Breuer y Harms 2006), exhibe respiración resistente a cianuro (Veiga y

cols. 2003), es capaz de crecer en medios con cadmio y otros metales pesados (Seda-

Miró y cols. 2007) y en la presencia de éstos incrementa su producción de riboflavina

a niveles útiles para la industria (Voronovski y cols. 2004) representando así un

organismo  provechoso  no  sólo  en  la  producción  de  consumibles  sino  también  en  la

biorremediación (Sarri y cols. 2009).

Su genoma ha sido completamente secuenciado (Lepingle y cols. 2000) La

secuencia genómica de D. hansenii CBS767 reveló la presencia de 7 cromosomas que

van de 1.25 Mb a 2.33 Mb, con un tamaño total de 12.2 Mb. De entre todas las

levaduras, D. hansenii parece tener la mayor capacidad codificante, con un 79.2% del

genoma ocupado en marcos de lectura abiertos (ORF, Open Reading Frames)

encontrándose 6,906 posibles secuencias codificantes. Además, tiene el genoma más

reiterado, con una redundancia del 49.2% [http://www.genolevures.org/deha.html]

(Dujon y cols. 2004, Sherman y cols. 2009). Curiosamente, los transportadores de

alantoato son las proteínas más representadas en este genoma.

El grupo francés de genolévures (http://www.genolevures.org) secuenció y

comparó el genoma de cuatro levaduras hemiascomicetas: Candida glabrata,

Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii y Yarrowia lipolytica. Fueron

seleccionadas por su posición filogenética y por su importancia como patógenos para

el humano, o bien por su importancia industrial o ambiental (Sherman y cols. 2009).
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Los estudios evolutivos mostraron que las cuatro levaduras tienen diferentes

mecanismos de sexualidad; así, Y. lipolytica tiene un ciclo haplo-diplóntico (que

alterna entre las fases haploide y diploide y ambas tienen la misma importancia),

mientras que D. hansenii es  una  levadura  homotálica  con  un  ciclo  de  vida

esencialmente  haploide.  Las  dos  levaduras  tienen  un  solo  locus  de  tipo  de

apareamiento, mientras que las otras dos tienen dos, α y a, parecidos a los de S.

cerevisiae (Mahoney y Broach 1989).

Los análisis filogenéticos indican que el género Debaryomyces no es monofilético

y que D. hansenii define a uno de los cuatro clados de este género (Kurtzman y Robnett

1998). Hay dos variedades: var. hansenii y var. fabryi, la segunda mucho menos

caracterizada. D. hansenii pertenece al clado más grande de especies de levaduras donde

están la mayoría de las Candida spp y Pichia spp. Desde un punto de vista filogenético, D.

hansenii está más cercanamente relacionada con la especie patógena Candida albicans, con

la que comparte muchas características y también cercana a levaduras clasificadas

formalmente como Schwanniomyces, como Debaryomyces (Schwanniomyces)

occidentalis.

D. hansenii utiliza un código genético alternativo, ya que el codón CUG, que en el

código genético universal significa leucina, en esta levadura -como en C. albicans-, es

leído por un tRNA-Ser especial y único (anticodón CAG).

A pesar de ser un organismo tan versátil e interesante, Debaryomyces hansenii ha

sido muy poco estudiada. Hay fuertes limitaciones para llevar a cabo manipulación

genética clásica: no ha sido posible hacer cruzas, debido a que es homotálica de ciclo

primordialmente haplonte. Por esa misma razón no se tienen mutantes auxotróficas,

por tanto no hay posibilidad de llevar a cabo complementaciones genéticas y no se ha

logrado transformar. Existen algunos reportes en los que se informa de la aplicación

de  estas  técnicas  moleculares  (Maggi  y  Govind,  2004;  Minhas,  y  cols.  2008),  sin

embargo estas estrategias no han podido ser reproducidas ni los mismos autores las

han continuado. Recientemente, se logró sobreproducir FMN utilizando a esta

levadura flavogénica, que sobreproduce riboflavina si se cultiva en un medio

deficiente en hierro (Yatsyshyn y cols.  2009). Se obtuvo una cepa de Candida famata
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(su anamorfo) con inserciones cromosómicas en multicopia del gen que codifica a la

flavinmononucleótido cinasa de D. hansenii, logrando una producción de 200-250

mg/l de FMN en sobrenadantes de cultivos optimizados para ser de alta densidad; sin

embargo, se acumulan grandes cantidades del precursor riboflavina en el medio

(Krauss y cols. 2010). Estos autores utilizaron mutagénesis insercional y previamente

habían demostrado que la inserción mediante esta técnica ocurre al azar (Dmytruk y

cols. 2006). Se ha reportado también que D. hansenii tiene dos tipos de plásmidos

lineales, cuya estabilidad depende, al menos para uno de ellos, de una alta presión

osmótica (Gunge y cols. 1993, Cong y cols. 1994). Esto es algo que prácticamente no se

menciona en ningún artículo y que nosotros no hemos logrado comprobar.

Cuando esta levadura crece en condiciones de alta osmolaridad, los niveles de las

sales intracelulares no son suficientes para balancear la presión del medio (Norkrans,

1969, Thomé-Ortiz y cols. 1998). De este comportamiento se han identificado algunas

características fisiológicas: la producción de glicerol y arabitol como solutos

compatibles en respuesta a este incremento en la concentración extracelular de sal

(Nobre y da Costa 1985); el sistema de transporte para asegurar la homeostasis del

glicerol (Lucas y cols. 1990) y la participación del metabolismo del carbono asociada

con esta producción (Blomberg y Adler 1993). También se ha demostrado que el Na+

no es tóxico, ya que presenta crecimiento aún en presencia de altas concentraciones

intracelulares de este catión (Prista y cols. 1997, Thomé-Ortiz y cols. 1998). Cuando D.

hansenii es cultivada en medios con alto contenido de sales, incrementa su capacidad

de contender con agresiones de agentes abióticos (Guerrero y cols. 2005, Gori y cols.

2007, Papouskova y Sychrova 2007, Sánchez y cols. 2008). En Debaryomyces hansenii,

a diferencia de lo que ocurre en todos los demás organismos que han sido analizados,

el incremento en la presencia de cationes monovalentes, como Na+ y K+, provoca que

el canal mitocondrial se cierre (MUC, Mitochondrial Unspecific Channel), impidiendo

la permeabilidad transicional y evitando así el libre flujo de iones dentro y fuera de la

matriz mitocondrial (Cabrera-Orefice y cols. 2010).

D. hansenii está siendo utilizada para metabolizar el glicerol crudo que se

obtiene de la producción de biodiesel. Este combustible para motores, que se produce

utilizando fuentes renovables como grasa animal y aceites vegetales, es una atractiva
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alternativa al uso de combustibles derivados del petróleo (Krawczyk 1996). En la

producción de biodiesel que utiliza la transesterificación de triglicéridos, el principal

co-producto es el glicerol: El glicerol refinado tiene gran utilidad en la industria de la

alimentación, farmacéutica, textil y cosmética -por cada 9 kg de biodiesel se obtiene

cerca  de  1  kg  de  glicerol  (Dasari  y  cols.  2005).  El  glicerol  tiene  poco  valor  debido  a

impurezas como sales, metanol y metil ésteres residuales y ácidos grasos libres (Liu y

cols. 2002; Bournay y cols. 2005). La levadura es capaz de transformarlo en arabitol y

xilitol, que se utilizan como endulzantes hipocalóricos, reductores de caries, ya que las

bacterias lo metabolizan formando arabitol fosfato que resulta en compuestos que

inhiben su metabolismo (Lin y Li 2011).

II.6.1 ¿Debaryomyces hansenii es una levadura halófita o eurihalina?

La variedad de ambientes en los que pueden proliferar las levaduras, las hacen
organismos extraordinariamente interesantes para analizar la forma en la que llevan a
cabo cambios metabólicos: ¿cómo una misma especie puede adaptarse a ambientes

tan distintos  como el  agua de mar o  un fruto seco en descomposición (Gasch y  cols.
2000; Spencer y cols. 2002, Botha 2006).

Las levaduras han emergido además como agentes patógenos para el ser

humano. Con el advenimiento de nuevos tratamientos contra el cáncer, el incremento
en el uso de catéteres venosos, el uso indiscriminado de agentes antibacterianos y en
general  el  aumento  en  la  expectativa  de  vida  y  otros  logros  de  la  medicina,  las

levaduras, antes consideradas inocuas, ahora se reconocen como causantes de severas
infecciones (Nucci y Marr 2005, Paiva y Pereira 2007, Krauke y Sychrova 2010).

Un organismo puede ser simultáneamente halófito y eurihalino, esto es, puede

proliferar en ambientes con diferentes concentraciones de sales y preferir aquellos
que  tienen  una  concentración  alta  de  sal.  Organismos  que  sólo  pueden  vivir  en  un
rango muy limitado de salinidad son estenohalinos, término que corresponde al

antónimo de eurihalinos. Sin embargo, como se discutirá a lo largo de este trabajo, D.

hansenii es una levadura eurihalina; ciertos hallazgos la colocan como halófita, aunque
desde nuestro punto de vista no es claro que prefiera habitar ambientes salinos y la

presencia de NaCl constituye un estrés para esta levadura.
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II.6.2 La ubicua Debaryomyces hansenii

Una de las levaduras más interesantes, debido a la variedad de sitios en los que

se la ha encontrado, es Debaryomyces (Torulaspora) hansenii y su anamorfo Candida

famata (Nishikawa  y  cols.  1996,  Ochoa  y  Vázquez-Juárez  2004).  Es  un

microorganismo capaz de crecer en alimentos tan salados como salmueras, queso y

jamón y tan ricos en azúcar como mermeladas, incluso si estos alimentos son

conservados en refrigeración (van der Walt y cols. 1977, Tokuoka  y  cols.  1985).  La

han identificado creciendo en salsa de soya, colonizando un ambiente con un pH muy

alcalino, de 9.0, pero también es capaz de metabolizar ácidos, por ejemplo el láctico y

el cítrico; de hecho, puede crecer en un muy amplio rango de acidez/alcalinidad (pH =

3.6 - 10.0) (Kurita y Yamazaki 2002, Kuda y cols. 2009). Asimismo, fue encontrada en

el mar, en donde la concentración de sal puede llegar hasta 24% (4.0 M de NaCl) y a

profundidades marinas tan grandes como 50 metros, en donde las condiciones

fisicoquímicas ambientales son muy distintas a las que prevalecen en la superficie de

una  salchicha  (Norkrans  1966,  Yancey  y  cols.  1982).  También  se  ha  reportado  que

puede sobrevivir en presencia de metales pesados, pesticidas e hidrocarburos

aromáticos (Gaad y Edwards 1986, Jayasree y Saramma 1996). Incluso se ha obtenido

como parásito de peces (Solntseva y cols.  1987) y ha emergido como un oportunista

en los humanos (Thiers y cols. 1960, Wong y cols. 1982, Yamamoto y cols. 2002,

Bourke y cols. 2003): entre otros procesos, recientemente se reportó el caso de una

mujer mayor que presentaba alveolitis alérgica extrínseca; se descubrió que la

infección pulmonar era debida a D. hansenii y  al  buscar  la  fuente,  se  encontró  que

provenía de un humidificador ultrasónico que la paciente empleaba en su habitación

en el que había crecido esta levadura.

Al igual que otras, D. hansenii secreta un producto polipeptídico tóxico para otras

especies de levaduras del mismo género, denominado “killer”, que también puede

inhibir el crecimiento de bacterias. Lo interesante es que la toxina de Debaryomyces

sólo es funcional si la levadura es cultivada en presencia de sal, pH relativamente

ácido y temperatura relativamente fría (<20 °C) (Marquina y cols. 2001, Beatriz

Rodarte y trabajo de nuestro grupo).
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La diversidad de microhábitats colonizados por esta especie, sugiere la

existencia de distintas subpoblaciones que se han ido adaptando específicamente a

esos nichos. Por ejemplo, algunas cepas europeas no fermentan azúcares, sin

embargo, especímenes obtenidos en Brasil han mostrado ser sumamente eficientes

para  fermentar  (Veiga  y  cols.  2000,  Converti  y  Domínguez  2001,  Veiga  y  cols.  2003,

Sánchez y cols. 2006, Kręgiel 2008).

II.6.3 Debaryomyces en la biotecnología

El aroma de las frutas, los jugos y el vino se debe a la presencia de los terpenos,

sobre  todo  del  tipo  de  los  monoterpenoles,  que  en  las  frutas  están  unidos  a b-

glucopiranosas ligadas a azúcares. Estas uniones son liberadas por b-glucosidasas

endógenas de la fruta durante la maduración, sin embargo, estas enzimas no tienen la

capacidad de catalizar la liberación de todas las moléculas. Por ello, se han buscado

fuentes alternativas de b-glucosidasas  (Fia  y  cols.  2005). D. hansenii produce de

manera constitutiva una b-glucosidasa extracelular que no se reprime ni se inhibe por

la  presencia  de  etanol  ni  glucosa,  ni  es  influenciada  por  el  pH  ácido  o  por  las  bajas

temperaturas, por lo que el uso de esta levadura puede ayudar a mejorar el sabor y el

olor de estos productos (Fernández-González y cols. 2003, Caridi y cols. 2005).

La fermentación alcohólica espontánea del mosto de uva es un proceso llevado a

cabo por la acción de levaduras pertenecientes a diferentes géneros y especies (Fleet y

Heard 1993). Las levaduras de bajo poder fermentativo crecen durante las etapas

iniciales de las fermentaciones; cuando la concentración de etanol se incrementa, las

levaduras más tolerantes a este compuesto, pertenecientes al género Saccharomyces,

completan la fermentación (Flores y cols. 2000, Fia y cols. 2005).

D. hansenii puede ser un contaminante en la fermentación de vinos y cervezas si

domina a la cepa industrial,  dando lugar a un producto espurio. Sin embargo, se está

utilizando actualmente en la industria vinícola como cepa iniciadora de la

fermentación, gracias a su actividad “killer”, que serviría para eliminar a otras

levaduras indeseables (Fia y cols. 2005, Jolly y cols. 2006). Al aumentar la cantidad de

etanol como producto de la fermentación, D. hansenii deja su lugar a la productora del
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vino por excelencia: Saccharomyces cerevisiae (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003,

Lopes y cols. 2007).

Las levaduras constituyen la causa más probable de alteración de productos

tales como frutas y bebidas sin alcohol, debido a que éstos contienen azúcares

fermentables, así como de la descomposición de productos en los que la elevada

acidez, la baja actividad de agua o la presencia de alcohol, inhiben el desarrollo

bacteriano, por lo que se asocian también con el deterioro de frutas secas, de

productos cárnicos madurados como salchichas y jamones, productos lácteos como

quesos frescos y madurados, helados, salmueras, etc (Loureiro y Malfeito-Ferreira

2003).

Debaryomyces hansenii es  el  contaminante  más  común  de  todos  los  quesos

madurados y del jamón serrano (Prillinger y cols. 1999). Sin embargo, dado que en

general se considera como un organismo no tóxico para los humanos, se utiliza como

organismo “iniciador” de los procesos de fermentación en la producción de alimentos

madurados que son condimentados (Bjørn Sørensen 1996), ya que se desarrolla en la

presencia de grandes cantidades de sal, tiene propiedades proteolíticas y lipolíticas e

impide el crecimiento de otros organismos. Debido a que su proliferación se inhibe

por los ácidos hidroxicinámicos, presentes en ajo, canela, cebolla, clavo, orégano,

pimienta, tomillo, al sazonar estos alimentos, la levadura deja de crecer (Loureiro y

Malfeito-Ferreira 2003, Takaç y Sengel 2010).

El sabor dulce tiene en la vida humana mucha importancia, contribuyendo al

placer de comer. Se han desarrollado edulcorantes distintos al obtenido del azúcar de

caña, como el xilitol, que se obtiene a partir de la xilosa. Este edulcorante no requiere

de insulina para ser asimilado, por lo que se utiliza para preparar alimentos para

diabéticos (dulces, mermeladas, chocolates, etc) (Domínguez 1998). Es un producto

que no produce caries ya que no es metabolizado por los microorganismos que las

generan. No siendo un substrato para la placa dental no acidifica la cavidad bucal, por

lo que también se manufacturan chicles y caramelos endulzados con este edulcorante.

D. hansenii excreta grandes cantidades de xilitol cuando es cultivada en xilosa

(Converti y Domínguez 2001, Rivas y cols. 2009).
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Cepas de Debaryomyces hansenii aisladas del mar, han manifestado otra

propiedad interesante: producen una enzima antioxidante, la superóxido dismutasa

(Cu-Zn SOD) en grandes cantidades (Hernández-Saavedra y Ochoa 1999, Ochoa y

Vázquez-Juárez 2004). Esta enzima es un antioxidante natural que actúa eliminando

los radicales libres generados durante la respiración de todos los organismos

aeróbicos. Esta enzima pudiera también funcionar como un quelante (atrapador) de

metales pesados, sumamente tóxicos (Bartosz 2005). Extractos obtenidos de D.

hansenii que expresa Cu-Zn SOD ya se están utilizando para la producción de cremas

faciales y otros cosméticos (García-González y Ochoa 1999, Ochoa y Latisnere-

Barragán 2006).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debaryomyces hansenii, en su hábitat natural, está expuesta a altas

concentraciones de sales que generarían gran cantidad de EROs. Para contender con

estas condiciones, esta levadura marina incrementa sus niveles de superóxido

dismutasa a niveles extremadamente altos (Hernández-Saavedra y cols. 1997), lo que

generaría gran cantidad de peróxido que, indudablemente, debe de ser descompuesto

en especies de menor reactividad. D. hansenii tendría que haber desarrollado sistemas

de protección que le permitan adaptarse a diversas condiciones de estrés, que no

están presentes en organismos sensibles como S. cerevisiae,  ya  que  este  último  sólo

puede responder de manera transitoria -pero no logra adaptarse-, por ejemplo, a una

concentración alta de osmolitos en el medio (Bansal y Mondal 2000, Ramos 2005). Por

ello, es necesario identificar los mecanismos que permiten a D. hansenii contender con

el estrés oxidativo al adaptarse a la presencia de sal en el medio de cultivo.
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas y medios de cultivo: Las cepas utilizadas en este trabajo fueron

Saccharomyces cerevisiae S288C y Debaryomyces hansenii Y7426. El medio rico YPD

consistió en extracto de levadura 1%, peptona de caseína 2% y glucosa 2%. Para

medio sólido se agregó agar al 2%. Cuando se utilizó medio rico YP y fuentes no

fermentables de carbono, éstas fueron etanol, metanol y glicerol, siempre al 2% (v/v).

El  NaCl  se  añadió  de  acuerdo  a  la  molaridad  indicada  (p/v).  El  MM  Difco  contiene

sales, vitaminas, elementos traza, glucosa al 2% como fuente de carbono y NH2SO4

como fuente de nitrógeno. El medio SN se muestra en el siguiente cuadro y contiene

sales, vitaminas, elementos traza, KH2PO4,  K2HPO4,  K2SO4, Na2SO4, glucosa al 2%,

asparagina 7.5 mM como única fuente de nitrógeno. Cuando se utilizó medio SN Asn y

fuentes no fermentables de carbono, éstas fueron etanol (EtOH), metanol (MetOH) y

glicerol, siempre al 2% (v/v). El NaCl se añadió de acuerdo a la molaridad indicada

(p/v) y para medio sólido se añadió agar al 2%.

Composición, por litro, del medio de
cultivo SNAsn para Debaryomyces hansenii

a Sales 50X 20 ml
b Vitaminas 1000X 1 ml
c Trazas 1000X 1 ml
Glucosa 20 gr
K2HP04 ∙ 3H2O 160 mg
KH2PO4 350 mg
Na2SO4 280 mg
K2SO4 340 mg
NaCl (para 1M) 58.4 g
*Asn 7.5 mM 1.14 g

Se mezclaron todos los reactivos menos la
asparagina, se aforó a 1 L con agua y se esterilizó
en autoclave a 121 °C a 1.2 atm de presión por 20
min. Una vez frio, se añadió la Asn esterilizada por

filtración.

a Solución stock de sales 50X para MM Difco de
Saccharomyces cerevisiae

Fosfato monobásico de potasio 50 g
Sulfato de magnesio 5 g

Cloruro de sodio 1 g
Cloruro de calcio 1 g

H2O 1,000 ml
Se filtró por papel Whatman No. 43 y se guardó

en botella ámbar a 4 °C
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b Solución stock de vitaminas 1000X para MM
 Difco de Saccharomyces cerevisiae

Biotina 2 mg
Pantotenato de calcio 400 mg
Ácido fólico 2 mg
Niacina 400 mg
Ácido r-aminobenzoico 200 mg
Piridoxina-HCl 400 mg
Riboflavina 200 mg
Tiamina-HCl 400 mg
Inositol 400 mg
H2O 1,000 ml

Se guardó en alícuotas de 30 ml a -20 °C

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico o biología molecular.

Mantenimiento de las cepas y condiciones de cultivo. D. hansenii se mantuvo

siempre  en  cajas  de  YPD  –  0.6  M  NaCl  y S. cerevisiae en YPD; ambas cepas eran

resembradas una vez por semana para contar siempre con inóculo fresco. En todos los

experimentos,  se  hicieron  precultivos  en  medio  rico  YPD  con  o  sin  sal  según  se

indique, con el fin de que todas las células estuvieran sincronizadas al momento de ser

inoculadas en los medios experimentales. Siempre, los precultivos crecidos por 1 – 3

noches a 30 °C, fueron centrifugados, lavados 1 ó 2 veces con H2O estéril,

resuspendidos  en  H2O  en  un  volumen  mínimo  e  inoculados  en  los  medios

experimentales a una DO600nm= 0.05.

Curvas de crecimiento. Las curvas de crecimiento se realizaron tomando 1 ml del

cultivo en crecimiento cada determinado tiempo para medir la densidad óptica a 600

nm en un espectrofotómetro, haciendo las diluciones pertinentes si era necesario. El

tiempo  de  duplicación  se  obtiene  calculando  la  pendiente  de  la  fase  exponencial  de

crecimiento graficando en papel semilogarítmico la D.O.600nm en  el  eje  de  las

ordenadas vs tiempo en el eje de las abscisas.

Obtención de extractos crudos. Los extractos crudos se obtuvieron tomando las

muestras del tiempo y cultivo deseados, se centrifugaron, lavaron 1 ó 2 veces con H2O

estéril y se resuspendieron en el amortiguador de extracción especificado para cada

c Solución stock de elementos traza 1000X para
MM Difco de Saccharomyces cerevisiae

Ácido bórico 500 mg
Sulfato cúprico 40 mg
Yoduro de potasio 100 mg
Cloruro férrico 200 mg
Sulfato manganoso 400 mg
Molibdato de sodio 200 mg
Sulfato de zinc 400 mg
H2O 1,000 ml

Se guardó en botella ámbar a 4 °C



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

Claudia Segal-Kischinevzky 37

técnica. Se transfirieron a tubos de vidrio, se añadieron ∼ ¾ de volumen de perlas de

vidrio de 800 – 1,200 μ y se rompieron en vórtex agitando 1 min x 1 min de reposo en

hielo, 5 veces. Las muestras se centrifugaron para eliminar los restos celulares y los

extractos crudos quedaron listos para hacer las determinaciones explicadas más

adelante.

Determinación de la concentración de proteínas totales. La  concentración  de

proteínas se calculó mediante la técnica de Bradford, Quick Start Bradford Protein

Assay de BioRad, que se basa en la formación de un complejo entre el azul brillante de

Coomasie G-250 y las proteínas que absorbe a 595 nm. Se usaron diferentes

concentraciones de albúmina de suero bovino como estándar.

Actividad específica de catalasa. Los extractos crudos se prepararon en el

amortiguador de extracción adecuado: buffer de fosfatos (sodio) 0.05 M, pH 7.0. La

actividad específica se determinó modificando lo reportado por Beers y Sizer (1952) y

Aebi (1980). Una alícuota (entre 1 y 50 μl) de extracto crudo es añadida a 2.9 ml de

buffer  de  ensayo  en  una  cubeta  de  cuarzo  de  3  ml.  Se  mezcla  bien  y  se  arranca  la

reacción añadiendo 100 μl de sustrato (H2O2 500 mM, para una concentración final de

16.6 mM). Se agita rápidamente y se coloca en el espectrofotómetro, en donde se sigue

el decaimiento en la absorbancia a 240 nm por 3 minutos.  La actividad de catalasa se

calcula obteniendo la velocidad de descomposición del peróxido, que es proporcional

a la reducción en la A240nm. La actividad específica se obtiene al normalizar con el

contenido total de proteína en la muestra, expresándose en unidades por miligramo

de proteína:

Actividad específica = mmin/ε/mg de proteína, en donde

mmin = pendiente por minuto del decaimiento en la A240nm

ε = Coeficiente de extinción molar = 0.0394 M/cm (Nelson y Kiesow, 1972)

Con el fin de corroborar los resultados de la actividad de catalasa determinada en el

espectrofotómetro, se empleó un método alternativo, en el que se mide la velocidad

inicial en la producción de oxígeno molecular, utilizando un microelectrodo de Clark

(Rørth  y  Jensen,  1976).  La  reacción  se  inició  inyectando  5  μl  o  menos  del  extracto
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crudo en una cámara sellada que contiene 2 ml de H2O2 10 mM en buffer de fosfatos

10 mM, pH 7.8. Las unidades se definen como μmoles de O2 producido por minuto por

miligramo de proteína resultados. A través de este análisis pudimos probar que la

actividad de catalasa determinada por cualquiera de estos métodos reflejaba de

manera similar los resultados obtenidos.

Ensayos de sensibilidad al H2O2. Con el fin de analizar la viabilidad celular en

respuesta a un choque con peróxido de hidrógeno, se prepararon tubos de ensaye que

contenían medio YPD con y sin 0.6 M de NaCl y entre 0 y 30 mM de concentración de

H2O2. Los tubos fueron inoculados a DO600nm= 0.5 con levaduras que fueron colectadas

de cultivos crecidos hasta fase exponencial o estacionaria e incubados por 180

minutos a  30 °C con agitación vigorosa.  Tras  el  choque con este  estrés  oxidativo,  los

tubos  fueron  centrifugados  para  eliminar  el  medio  con  peróxido  y  las  células  de  la

pastilla obtenida fueron resuspendidas en agua, ajustando nuevamente la DO600nm a

0.5. Las muestras resultantes fueron diluidas de manera seriada y cada dilución fue

sembrada en cajas de Petri con medio YPD sólido. Las cajas se incubaron a 30 °C por 5

días. Este protocolo fue adaptado del reportado por el grupo del Dr. Alejandro de las

Peñas (Cuéllar-Cruz y cols. 2008).

Obtención del RNA total. Fueron probados diversos métodos, como extracción con

fenol-cloroformo-isoamílico (Carlson y Botstein, 1982), fenol caliente (Köhrer y

Domdey, 1991), tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi

1987), etc. Sin embargo, se estaba buscando preparar RNA a partir de cultivos en fase

estacionaria, en los que la degradación de este ácido nucleico es alta. Finalmente,

logramos adoptar la extracción precipitando al RNA con cloruro de litio y utilizando

ácido aurintricarboxílico (ATA) como inhibidor de las nucleasas (Hallick y cols. 1977).

Todos los reactivos fueron preparados con agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC). Se inocularon las células de D. hansenii precultivadas en YPD – 0.6 M de NaCl a

0.05 de DO600nm en  YPD,  YPD  –  NaCl,  YPE  y  YPE  –  NaCl  y  se  incubaron  a  30  °C  con

agitación vigorosa hasta alcanzar la fase exponencial o la estacionaria. Se vaciaron 15

ml del cultivo en tubos cónicos estériles de 15 ml que contenían 300 μl de azida de
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sodio (NaN3)  1.0  M  mantenidos  en  hielo  y  se  mezcló  por  inversión.  Los  tubos  se

centrifugaron a 3,000 rpm por 7 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y las

pastillas fueron resuspendidas en 1 ml de NaN3 20 mM y transferidas a microtubos,

que fueron centrifugados rápidamente y decantados. Entonces el paquete celular fue

resuspendido en 100 μl de NaN3 20 mM y se le añadieron 200 μl de fenol equilibrado a

pH 8.0, 100 μl de buffer ATA de lisis y ≃ 0.3 g de perlas de 800 – 1,200 μ lavadas con

ácido y esterilizadas. Las muestras fueron agitadas vigorosamente en el vórtex por 3

minutos, tras lo que se añadieron 200 μl de LET 1X, se mezcló y centrifugó a 13,000 x

g durante 15 minutos a 4 °C. Se transfirieron los sobrenadantes a microtubos nuevos y

el RNA fue precipitado al añadir un volumen de etanol absoluto helado. Las muestran

se  congelaron  por  al  menos  1  hora,  tras  lo  cual  fueron  centrifugadas  y  el  RNA

precipitado lavado con etanol 70 % - DEPC para finalmente resuspender las pastillas

en ATA 1 mM.

Buffer LET 5 X
LiCl 50 mM
DTT 100 mM

Tris, pH 7.4 0.5 M

Electroforesis de RNA. Se prepararon geles de agarosa al 1.5 % con formaldehído al

2.2 % en MAE 1X. Como amortiguador de corrida se usó buffer MAE 1X con 1.1 % de

formaldehído. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: en microtubo se

colocaron ≃ 20 μg de RNA, buffer de carga 1.25 X y bromuro de etidio 40 μg/ml. Se

incubó a 56 °C por 15 minutos y se cargó el gel. Se corrió la electroforesis 4 h a 200 V y

el RNA se observó con luz UV.

Buffer de carga 1.25X
Formamida 2.2 ml

Formaldehído 800 μl
MAE 10X 500 μl

Glicerol 80% 400 μl
Azul de bromofenol 2% 100 μl
Resultan 4 ml. Almacenar a – 20  °C

Buffer MAE 10X
MOPS 200 mM
NaOAc 50 mM
EDTA 10 mM

Ajustar pH a 7.0 con NaOH. Esterilizar por
filtración y almacenar a 4 °C en botella ámbar



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

Claudia Segal-Kischinevzky 40

gel de agarosa
filtro de nitrocelulosa

7 cm de papel estraza o periódico

recipiente con
amor guador

soporte

peso (≈ 2 Kg)
Puente de papel filtro

para que suba el
amor guador

Transferencia del gel de RNA. El gel se lavó 2 veces por 20 minutos en SSC 10X para

eliminar el formaldehído. Se colocó el gel encima de un filtro Whatman 3MM que se

acomodó sobre un vidrio apoyado encima de una cámara y comunicado mediante

tiras de papel filtro con el buffer de transferencia (SSC 10X). Sobre el gel se colocó el

filtro de Hybond N+ cortado exactamente del mismo tamaño del gel, encima de él 2 – 3

filtros de papel Whatman y después 7.5 cm de servilletas de papel absorbente. Hasta

arriba  se  puso  un  vidrio  y  sobre  él  un  libro  de  ≃ 2  Kg.  Se  dejó  transfiriendo  por  14

horas. Se comprobó la transferencia mediante la observación del RNA en el filtro

usando el transiluminador de luz UV. La membrana se lavó con SSC 1X, se dejó secar y

se fijó por entrecruzamiento con luz UV (0.12 joules a 254nm).

SSC 20X
NaCl 3.0 M

Na3C3H5O (COO)3 0.3 M
Ajustar a pH 7.0 con HCl.

Amplificación por PCR. El diseño de los cebadores y las condiciones de amplificación

se incluyeron en resultados.

Marcaje de las sondas. Se marcaron los fragmentos obtenidos del PCR con  a-32P-

dCTP utilizando el kit de Prime-It II Random Primer Labeling, de Agilent Technologies,

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Hibridación. Se prehibridó la membrana con el RNA incubándola por 1 hora en buffer

de prehibridación. Se cambió el buffer al de hibridación y se añadió una de las sondas

radiactivas  recién  marcada  y  calentada  por  10  minutos  a  95  °C  y  se  dejó

interaccionando por 18 h a 65 °C. Se recuperó y almacenó la sonda radiactiva y el

filtro se lavó 2X con SSC 1X  – SDS 1% y 2X con SSC 0.2X – SDS 1%, cada lavado por 30

minutos a 65 °C. La señal se cuantificó tras una exposición de 2 – 16 horas (según la

intensidad de la señal) utilizando un Typhoon 840 e ImageQuant TL.

Buffer de hibridación (PSE)
Buffer de fosfato de sodio 1 M, pH 7.2 300 mM

SDS 7 %
EDTA 1 mM

El buffer de prehibridación no lleva SDS

Lavado exhaustivo para la reutilización del filtro. Para eliminar perfectamente la

sonda  radiactiva  y  así  poder  hibridar  el  mismo  filtro,  se  hierve  SDS  al  0.1%  y  se

sumerge el filtro. Se deja hasta que se enfríe a temperatura ambiente y se repite

máximo una vez.

Purificación de la catalasa. La catalasa se purificó a partir de un cultivo en fase

estacionaria  en  3,000  ml  de  YPE.  Se  adaptaron  los  protocolos  de  Aebi  (1984)  y  de

Trindade  y  cols.  (1988).  Se  prepararon  los  extractos  crudos  en  buffer  de  fosfato  de

sodio 50 mM pH 7.0 y se llevó a cabo una precipitación fraccional con sulfato de

amonio (NH2SO4).  La  fracción  en  donde  quedó  la  actividad  fue  la  de  40  –  70%   de

saturación. Esta fracción fue dializada en buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 y

fue aplicada a una columna de extracción molecular de Sephacryl HR100. Se juntaron

los tubos que retuvieron la actividad, se concentraron en una membrana de diálisis

usando polietilenglicol y se aplicó la muestra a una cromatografía de interacción

hidrofóbica de fenilsefarosa CL – 4B, usando NH2SO4 1.7 M – buffer de fosfato de sodio

como amortiguador de unión. Se lavó pasando un gradiente de NH2SO4 desde 1.7 M

hasta 0 en buffer de fosfatos y se eluyó la muestra con el buffer de fosfatos ya sin sal,
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siguiendo la absorbancia a 280 nm de las fracciones eluídas. Se juntaron las fracciones

con actividad y se concentraron en una membrana de diálisis usando polietilenglicol

hasta concentrar a ≃ 0.2 mg/ml de proteína y se almacenó a 4 °C.

Electroforesis de proteínas (PAGE, Polyacrilamide Gel Electrophoresys, Laemmli

1970). Se hicieron geles tanto desnaturalizantes, en los que se rompió toda estructura

proteica de orden superior, como geles nativos, en los que se conserva la estructura

cuaternaria  de  la  catalasa.  Ambas  electroforesis  se  llevaron  a  cabo  de  la  misma

manera, con la diferencia de que para la nativa no se utilizó ningún agente

desnaturalizante (SDS) ni se hirvió la muestra antes de aplicarla. Se hicieron geles

separadores de poliacrilamida-bis-acrilamida al 7.5 % y al 12 % con concentradores al

4% .

Solución A: 30% acrilamida: 0.8 % N´N´-bis-metilen-acrilamida (30:0.8). Disolver,
filtrar y guardar en frasco ámbar a 4 °C.

Solución B:      Tris-HCl 1.5 M pH 8.8
Ajustar el pH con HCl 1.0 M, guardar a 4 °C

Solución C:     Tris-HCl 0.5 M pH 6.8
Ajustar el pH con HCl 1.0 M, guardar a 4 °C

Solución D:    SDS 10%

Solución E: Buffer de carga 4X:  Tris HCl pH 6.8     300 mM
      Glicerol                   100 mM

Azul de bromofenol
*2-mercaptoetanol
*SDS 7.5%

Solución F: Buffer de corrida 5X:  Glicina 1.92 M
Tris-base,
*SDS

* Sólo para geles y condiciones desnaturalizantes. Para geles nativos, NO se agregaron
los agentes marcados con asterisco y se sustituyó el volumen con agua
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Se prepararó el gel separador y se vació entre los vidrios colocados en el sistema

portador de la cámara Miniprotean 3 de BioRad, dejando 3 cm de la parte superior

libre. Con una pipeta Pasteur, se cubrió completamente la sección superior con

isopropanol. Se dejó polimerizar por al menos 40 minutos. Se prepararó el gel

desnaturalizante y justo antes de iniciar la polimerización (antes de añadir PSA y

TEMED), se vació el isopropanol. Se llenaron los vidrios hasta arriba con el gel

separador y cuidadosamente se colocó el peine. Una vez solidificados los geles en los

vidrios  en  el  sistema  portador,  se  armó  la  cámara  Miniprotean  3  de  BioRad  y  se

cargaron  las  muestras:  cuando  se  trataba  de  geles  nativos  sólo  amortiguador  de

muestra (sin SDS) y ≃ 20 μg totales de proteína del extracto crudo; si se trataba de

geles desnaturalizantes entonces se hervían las muestras ya preparadas con buffer de

carga por 10 minutos. Los geles fueron corridos muy lentamente (a 12 V) durante 22 –

26 horas a 4 °C, en buffer de corrida.

Tinción de los geles. Para observar de las proteínas se empleó una solución de azul

de Coomassie:

Preparación de PAGE

Solución Gel nativo Gel desnaturalizante
Separador 12% Concentrador 4% Separador 12% Concentrador 4%

H2O 3.45 ml 3.0 ml 3.35 ml 2.95 ml
A 4.0 ml 665  μl 4.0 ml 665 μl
B 2.5 ml - 2.5 ml -
C - 1.25 ml - 1.25 ml
D - - 100 μl 25 μl

PSA 10% 100 μl 50 μl 100 μl 50 μl
TEMED 25 μl 10 μl 25 μl 10 μl

Solución teñidora de Coomasie

Ácido acético 10 %

Metanol 40 %

Azul de Coomasie G-250 0.1 %

Disolver y aforar a 100 ml con H2O

Solución desteñidora

Ácido acético 10 %

Metanol 40 %

Disolver y aforar a 100 ml con H2O
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Los geles fueron lavados con agua desionizada de 30 a 60 segundos y se colocaron en

la solución de tinción durante 1 - 2 horas. Pasado este tiempo fueron desteñidos hasta

obtener un fondo claro.

Tinción para observar la actividad de catalasa (Woodbury y cols. 1971). Los

geles  se  lavaron  con  agua  de  la  llave  por  30  a  60  segundos  y  se  incubaron  en  una

solución de H2O2 100 mM por 15 minutos. Mientras, se preparó una solución 1:1 de

ferricianuro de potasio:cloruro férrico, c/u al 1% (para ello, se pesaron y disolvieron

en  50  ml  de  agua  cada  uno  por  separado  y  se  mezclaron  justo  antes  de  usar).

Transcurrida  la  incubación  del  gel  con  el  sustrato,  se  eliminó  el  H2O2 y  se  lavó  tres

veces  con  agua  de  la  llave.  Se  escurrió  lo  mejor  posible  y  se  añadió  la  solución  de

tinción. Se agitó suavemente vigilando hasta que el gel se tiñó completamente de azul

obscuro y se vieron las bandas con actividad de catalasa como zonas sin color. Se

descartó la solución teñidora y se enjuagó varias veces con agua. El gel se conservó

por varios meses en una bolsa de plástico a 4 °C.

Determinación de parámetros cinéticos y efecto de inhibidores.  Con  el  fin  de

determinar algunos parámetros catalíticos con la enzima purificada, se mezcló 1 μg de

la  enzima  pura  con  2.9  ml  de  buffer  de  fosfatos  50  mM  y  se  disparó  la  reacción  con

diferentes concentraciones de peróxido de hidrógeno (0 – 100 mM) (Mozaffar y cols.

1986). Se determinó la actividad de catalasa midiendo la descomposición del peróxido

a  240  nm.  Se  utilizó  la  velocidad  inicial  para  calcular  la  actividad  específica.  El  pH

óptimo se determinó en buffer  de fosfato de potasio  de 4.0  a  8.5  de pH.  Los valores

aparentes de las constantes cinéticas como Vmax y  KM se obtuvieron mediante el

cálculo a través de las gráficas de Lineweaver-Burk y Eadie Hofstee.

Se analizó también el efecto de distintos inhibidores reportados sobre la actividad de

la catalasa, añadiendo concentraciones crecientes de NaCl, 3-amino-1, 2, 4-triazol (3-

AT) (Havir 2003, Price y cols. 1961), NaN3 y  etanol  (Johnston  y  Delwiche  1965,

Putnam y cols. 2000), en un ensayo usando una concentración constante de enzima a

pH  7.0.  Se  incubó  por  5  minutos  en  presencia  del  inhibidor  y  la  reacción  se  arrancó

por la adición de 16.6 mM de H2O2 y se siguió el decaimiento de la A240nm.
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Espectrometría de masas en tándem (LC/ESI-MS/MS) Esto  lo  llevó  a  cabo  el  Dr.

Guillermo Mendoza Hernández en el laboratorio de de la Facultad de Medicina de la

UNAM. La banda de proteína purificada fue extraída del gel con SDS teñido con

Coomassie; fue desteñida, después reducida, se carbamidometiló, se lavó y finalmente

se digirió con tripsina porcina modificada. La extracción se hizo como se describe en

Xolalpa y cols. (2007). Los análisis de espectrometría de masas del péptido se hicieron

usando un espectrómetro de masas de hibridación en tándem 3,200 Q TRAP equipado

con una fuente iónica de nanoelectroaerosol (NanoSpray II) y una cabeza

MicroIonSpray II. El instrumento fue acoplado en línea con un sistema nanoAcquity

Ultra Performance LC. El espectro obtuvo los datos de modo automatizado usando

Information Dependent Acquisition (IDA). Los iones precursores se seleccionaron en

Q1 usando el modo MS aumentado (EMS) para la exploración. El EMS fue seguido por

una exploración de resolución aumentada (ER) de los tres iones más intensos a baja

velocidad, de 250 amu/seg, para determinar el estado de carga iónica y después por

una exploración de producto iónico (EPI). Los iones precursores se fragmentaron por

disociación activada por choque (CAD) en una celda de colisión Q2. Los iones

fragmentados generados fueron capturados y analizados en una trampa iónica lineal

Q3.

La identificación proteica se realizó mediante la búsqueda de los datos del espectro

MS/MS utilizando MASCOT (version 1.6b9, disponible en

http://www.matrixscience.com). Se permitió una tolerancia de 0.5 Da y 0.3 Da para

las masas iónicas del precursor y del fragmento, respectivamente. La modificación

constante fue la carbamidometilcisteína y se permitió hasta un corte erróneo por

tripsina. La búsqueda se realizó en la sección Fungi de  la  base  de  datos  de  NCBInr

(http://www.ncbi.nih.gov).

Bioinformática. Se utilizaron las siguientes bases de datos: SDB

(http://www.yeastgenome.org/), National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(http://www.kegg.com), PEDANT (http://www.pedant.gsf.de/), Génolevures:
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Genomic Exploration of the Hemiascomycete Yeasts:

(http://cbi.labri.fr/Genolevures/). Se identificaron, mediante BLAST, los ortólogos de

ScCTA1 y de ScCTT1. Además, se tomaron aquellas especies que presentaban

parálogos (Cta1 y Ctt1), para llevar a cabo los análisis de identidad y filogenias

moleculares.

Para los análisis se utilizó BLASTP, ClustalW 1.83, ClustalX 0.1, Phylip 3.6 y Seqboot

(con 1,000 repeticiones en los análisis de ortólogos y 100 en los de parálogos).

Los análisis de parsimonia se hicieron utilizando Protpars y Consense y los de máxima

verosimilitud  con  Protdist,  Neighbor  y  Consense.  La  observación  se  hizo  utilizando

TreeView X.
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V. RESULTADOS

V.1 Debaryomyces hansenii es una levadura eurihalina

La cepa Y7426 de Debaryomyces hansenii fue mantenida en cajas de YP - NaCl

con 0.6 M de cloruro de sodio. Se estudió el tiempo de duplicación de esta levadura

mediante una curva de crecimiento de la cepa cultivada sin sal y con concentraciones

crecientes de NaCl. Los reportes indicaban que es capaz de tolerar hasta 24% de sal en el

medio de cultivo, lo que equivale a 4.1 M de NaCl (Norkrans 1966). En la figura 7, se

muestra la curva de crecimiento de D. hansenii cultivada en YPD y condiciones crecientes

de NaCl y en la tabla 1 los tiempos de duplicación correspondientes a esta curva de

crecimiento.

Figura 7. Curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en YPD y distintas concentraciones de NaCl.
Se siguió la proliferación de D. hansenii por 180 horas en medio rico y 0 (n), 0.6 (●) y 1.5 M (▲) de NaCl
por el incremento en la DO600nm.
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Esta levadura es considerada halófita y halotolerante, sin embargo la diferencia

entre ambos términos no es clara. Algunos autores (Ramos 2005) la definen como amante

de la sal, otros como halófila (González-Hernández y cols. 2004). Este último término se

utiliza para aquellos organismos que viven y se reproducen mejor en medios hipersalinos

que en medios carentes de sal (González-Hernández y Peña 2002). Algunos autores,

aquellos que reconocen que D. hansenii no requiere de la sal para proliferar (Gori y cols.

2007), la consideran halotolerante, en virtud de que la sal la hace resistir a ciertas

condiciones de estrés. Halotolerante se utiliza para organismos que pueden crecer en altas

concentraciones de sal –lo cual no quiere decir que lo prefieran-, o sin ella. De acuerdo a

una revisión reciente (Gunde-Cimerman y cols. 2009), los hongos capaces de crecer in vitro

a concentraciones de hasta 3.0 M y que han sido aislados de medioambientes en los que la

salinidad es mayor a 1.7 M, son halofílicos, mientras que aquellos en los que ciertos

aislados esporádicos pueden crecer in vitro en 3.0 M de sal son considerados halotolerantes.

Hay grupos de investigadores que han reportado un mayor crecimiento de D. hansenii

cuando es crecida en presencia de NaCl ó KCl, mostrando además que en presencia de sales

se incrementa la producción de etanol y se eleva la capacidad respiratoria (Sánchez y cols.

2008).

En este trabajo, se ha preferido utilizar el término eurihalino (del griego euros,

amplio  y halino, sal), como lo han usado antes otros autores (Thome y Trench 1999),

debido a que, en cuanto a crecimiento, el comportamiento de esta levadura es exactamente

igual con 1.5 M de NaCl que sin este compuesto (figura 7, tabla 1) y con concentraciones

mayores se incrementa el tiempo de duplicación, pero la levadura permanece viable.

Tabla 1. Tiempo de duplicación y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio rico y diferentes
concentraciones de NaCl

Medio de cultivo
Tiempo de duplicación

(min)

Velocidad de crecimiento

(h-1)

YPD 270 0.231 h-1

YPD – 0.6 M NaCl 270 0.231 h-1

YPD – 1.5 M NaCl 270 0.231 h-1
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En todo caso, en la figura 8 se muestra el crecimiento en cultivo sólido de

Debaryomyces hansenii y otra levadura, esta sensible al NaCl, Saccharomyces cerevisiae.

Como se puede apreciar, S. cerevisiae logra crecer en una placa con medio YPD y 1.5 M de

sal, pero en la otra placa, con 1.6 M de NaCl, ya no logra proliferar. En cambio D. hansenii

crece sin dificultad alguna.

Por otro lado, se ha reportado que D. hansenii es un contaminante común no sólo de

carnes frías, quesos y salmueras (alimentos salados), sino también de helados, yogures y

mermeladas (Ismail y cols. 2000), en los que el estrés iónico ya no jugaría un papel

destacado y predominaría el efecto osmótico, reforzando el carácter eurihalino de este

microorganismo.

Figura 8. Crecimiento de S. cerevisiae (izq) y D. hansenii (der) en medio rico sólido YPD con A. 1.5 y B.
1.6 M de NaCl.

El MM Difco, compuesto por sales, vitaminas, elementos traza, 2% de glucosa

como fuente de carbono y NH2SO4 2.5 M como fuente de nitrógeno, no permite sostener el

crecimiento de D. hansenii. Norkrans (1966) había reportado un medio mínimo para esta

levadura que contiene sales adicionales a las de Difco. En nuestro laboratorio se adoptó este

medio SN Asn (SN, sin nitrógeno, con asparagina 7.5 mM como única fuente de

nitrógeno). En la figura 9, se muestra la curva de crecimiento en SN Asn, SN Asn – NaCl

1M, MM y MM – NaCl 1.0 M.

A
.

B.
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Tabla 2. Tiempo de duplicación y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio mínimo SN Asn y
diferentes concentraciones de NaCl

Medio Tiempo de duplicación (min) Velocidad de crecimiento (h-1)

SN Asn 270 0.154

SN Asn – 0.5 M NaCl 270 0.154

SN Asn – 1.0 M NaCl 270 0.154

SN Asn – 1.25 M NaCl 330 0.138

SN Asn – 1.5 M NaCl 330 0.138

SN Asn – 1.75 M NaCl 480 0.126

SN Asn – 2.0 M NaCl 1020 0.087

SN Asn – 2.25 M NaCl 1680 0.041

Figura 9. Comparación de la curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en medio mínimo SN
Asn y medio mínimo Difco con y sin NaCl 1M, seguida durante 172 horas. l SN Asn;n SN Asn – NaCl
1 M; ▲ MM-Difco; ▼ MM-Difco  –  NaCl  1M.  SN:  Sin  Nitrógeno.  Asn:  Asparagina  7.5  mM  utilizada
como única fuente de nitrógeno.
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En la figura 10 se muestran las curvas de crecimiento correspondientes al cultivo de

D. hansenii en  medio  SN  Asn  y  distintas  concentraciones  de  NaCl.  Es  de  notarse  que  el

tiempo de duplicación, que se muestra en la tabla 2, es el mismo desde el medio sin sal y

con hasta 1.0 M de este compuesto.
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Figura 10. Curva  de  crecimiento  de Debaryomyces hansenii en  medio  mínimo  SN  Asn  y  diferentes
concentraciones de NaCl, seguida durante 72 horas. l sin sal;u 1.0 M NaCl; ▲ 1.25 M NaCl; n 1.5 M
NaCl; ▼ 1.75 M NaCl;★ 2.0 M NaCl;

V.2 Debaryomyces hansenii es  capaz  de  crecer  en  fuentes  de  carbono  no
fermentables

Se exploró la utilización de fuentes de carbono no fermentables, ya que no existían

reportes a ese respecto. Para eso, se hicieron curvas de crecimiento de D. hansenii cultivada

en YP – EtOH, YP – MetOH y YP – GlicOH, en presencia de diferentes concentraciones de

NaCl. Como se aprecia en la figura 11, D. hansenii es capaz de utilizar estos alcoholes

como fuente de carbono, y lo hace con el mismo tiempo de duplicación en presencia o

ausencia de NaCl (tabla 3).
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Figura 11. Curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en medio rico YP con diferentes fuentes de
carbono, seguida por 105 horas. l YPD (glucosa); n YPD – NaCl 1.0 M; ▲ YPE (etanol);u���� - NaCl
1.0 M; YPMetOH (metanol); ▼ YPMetOH – NaCl 1.0 M;★ YPGlic (glicerol);¢ YPGlic – Nacl 1.0 M.

Con el fin de verificar que el crecimiento en alcoholes no se debiera a esqueletos

carbonados presentes en el medio YP y que sí fuera realmente la utilización de los

alcoholes como única fuente de carbono lo que promovía el crecimiento, se hizo un control

en  el  experimento  anterior,  cultivando  a D. hansenii únicamente en YP, cultivo que no

mostró  crecimiento  alguno.  De  todas  maneras,  se  cultivó  a  la  levadura  en  SN  Asn  –

alcoholes como fuentes únicas de carbono y en la figura 12 se muestra que este

microorganismo es capaz de utilizar al alcohol aún en la ausencia de cualquier esqueleto

carbonado, situación que ocurre en el medio SN Asn.
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Tabla 3. Tiempo de duplicación y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio mínimo rico YP y
diferentes fuentes de carbono, en presencia y ausencia de NaCl

Medio Tiempo de duplicación (min) Velocidad de crecimiento (h-1)
YPD 270 0.154

YPD + NaCl 1.0 M 270 0.154

YPEtOH 270 0.154

YPEtOH + NaCl 1.0 M 300 0.142

YPMetOH 270 0.154

YPMetOH + NaCl 1.0 M 270 0.154

YPGlicerol 270 0.154

YPGlicerol + NaCl 1.0 M 270 0.154

Ahora bien, tal como se analiza en la introducción, había ya varios reportes en los

que se proponía que la presencia de sal en el medio de cultivo mejoraba la capacidad de D.

hansenii para contender con estreses distintos del salino, como con calor, con la presencia

de metales pesados, etc.; asimismo, ya se sabía que la velocidad respiratoria se

incrementaba en presencia de sal y que además la actividad de algunas enzimas aumentaba;

en nuestro grupo (Alba-Lois y cols. 2004) habíamos demostrado que la glutamato

deshidrogenasa (DhNADP-GDH), enzima encargada de convertir al 2-oxoglutarato en

ácido glutámico mediante la incorporación de una molécula de amonio, mostraba un

incremento de entre 4 y 6 veces la actividad determinada in vitro, cuando la levadura había

sido cultivada en presencia de 1.0 M de NaCl con respecto a sin sal.

Demostramos mediante Northern blot (no publicado) que el incremento en la

actividad se debía a un aumento en los niveles de transcripción de este gen, esto es, la sal

provocó el incremento en la síntesis del mRNA que codifica a la GDH. Sin embargo,

determinamos que la concentración de glutamato no se incrementó como consecuencia de

esta mayor cantidad de enzima. La actividad de la enzima purificada sí se inhibió por la

fuerza iónica, sugiriendo que el incremento en la síntesis es para compensar la inactivación

de la DhNADP-GDH provocada por la fuerza iónica, en concordancia con lo reportado por

Prista y cols (Prista y cols. 2005), quienes demostraron que D. hansenii puede acumular

hasta 600 mM de Na+ intracelularmente cuando es cultivada en presencia de 1.0 M de

NaCl.
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Figura 12. Curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en medio SN Asn con diferentes fuentes de
carbono y NaCl 1.0 M, seguida durante 100 horas. l SN Asn - glucosa; n SN Asn – glucosa – NaCl; ▲ SN
Asn – etanol;u SN Asn – etanol – NaCl; ▼ SN Asn – metanol;v SN Asn – MetOH – NaCl.

V.3 La actividad de catalasa determinada in vitro de Debaryomyces hansenii es
más alta que la de S. cerevisiae en las mismas condiciones

Hernández – Saavedra y Ochoa (Hernández-Saavedra y Ochoa 1999), habían

reportado que la actividad de la enzima superóxido dismutasa Cu-Zn-SOD de

Debaryomyces hansenii cultivada en un medio de crecimiento que contiene agua de mar era

la más alta reportada hasta entonces en un extracto crudo.

Esta enzima descompone al radical superóxido, convirtiéndolo en peróxido, de

manera que destruye a un radical muy reactivo generando uno menos reactivo. Aún así, el

H2O2 también es parcialmente tóxico debido a que puede formar oxígeno singulete y radical
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hidroxilo. Paradójicamente, el H2O2 se requiere también para llevar a cabo funciones

celulares esenciales relacionadas con la transducción de señales, como crecimiento y

proliferación celular, diferenciación y apoptosis en organismos superiores (Veal y cols.

2007, Domínguez y cols. 2010). Los seres vivos utilizan a la catalasa para descomponer al

peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno, como parte del sistema enzimático de defensa

contra el estrés oxidativo. En la introducción expliqué que S. cerevisiae tiene dos enzimas

con actividad de catalasa, una peroxisómica, que serviría para contender con el H2O2

generado durante la b-oxidación de los ácidos grasos, y la otra, citoplasmática, para

contender con las situaciones de estrés oxidativo (Ruis y Köller 1997). Además, esta última

actividad de catalasa se incrementa ante otras condiciones de estrés, como calórico,

osmótico, deprivación de nutrientes o por presencia de sal (Krawiec y cols. 2000, Teixeira

y cols. 2004, Braga y cols. 2005), lo que nos llevó a considerar que en Debaryomyces

hansenii un incremento en la producción de H2O2 debido tanto a una alta actividad de SOD

como a la presencia de altas concentraciones de Na+,  pudiera  ejercer  un  efecto  positivo

sobre la actividad de catalasa o sobre la expresión de los genes que las codifican. En

nuestro laboratorio nos propusimos determinar la actividad de catalasa en extractos crudos

de Debaryomyces hansenii y de Saccharomyces cerevisiae cultivadas en medio rico YPD

en  presencia  o  no  de  0.6  M  de  NaCl.  Como  se  observa  en  la  tabla  4,  los  resultados

mostraron que extractos de S. cerevisiae cultivada en presencia de sal tuvieron un

incremento de 5 veces en la actividad específica de catalasa con respecto a los de la misma

levadura crecidos sin NaCl (0.03 ± 0.009 versus 0.152 ±0.021 mmoles de

H2O2oxidado/min/mg de proteína).

Tabla 4. Actividad específica * de catalasa de Saccharomyces cerevisiae y Debaryomyces hansenii en medio
rico YPD con y sin 0.6 M de NaCl

Medio Saccharomyces cerevisiae Debaryomyces hansenii

YPD 0.03 ± 0.009 0.73 ± 0.16

YPD – NaCl 0.6 M 0.152 ± 0.021 1.5 ± 0.23

* mmoles de H2O2oxidado/min/mg de proteína

Sin embargo, en el caso de la levadura D. hansenii, la actividad en los extractos

cuando fue crecida con sal apenas mostraron el doble de la actividad que los sin sal (0.73 ±

0.16 versus 1.5 ± 0.23 mmoles de H2O2oxidado/min/mg de proteína, tabla 4). Asimismo, en la
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tabla se puede comparar la actividad de catalasa de cultivos crecidos en medio rico de

ambas levaduras, siendo claro que los extractos de D. hansenii tienen 24 veces mayor

actividad con respecto a los de S. cerevisiae (0.03 ± 0.009 vs. 0.73 ± 0.16 mmoles de

H2O2oxidado/min/mg de proteína); de la misma manera, los extractos obtenidos de D.

hansenii crecida en medio YPD–NaCl mostraron 8 veces más actividad que los de S.

cerevisiae provenientes del mismo medio (0.152 ± 0.021 vs. 1.24 ± 0.02 mmoles de

H2O2oxidado/min/mg de proteína). Así, se podría considerar que la actividad basal de

catalasa, que es más alta en la levadura eurihalina, resultaría en una mayor tolerancia

intrínseca de esta levadura a un estrés oxidativo, comparada con la levadura de pan. De esta

manera, decidimos analizar la respuesta de ambas levaduras a un choque oxidativo

utilizando peróxido de hidrógeno. Las dos especies fueron cultivadas hasta fase

exponencial ó fase estacionaria, siendo tratadas entonces con concentraciones crecientes de

H2O2. Los resultados se muestran en la figura 13. Como se puede apreciar, el ensayo de

viabilidad celular reveló que durante la fase de crecimiento exponencial, Debaryomyces

hansenii es capaz de tolerar una concentración de peróxido que inhibe el crecimiento de S.

cerevisiae y que si las levaduras fueron cultivadas en presencia de NaCl 0.6 M, el fenotipo

de resistencia de la levadura eurihalina es aún más evidente, ya que el crecimiento de S.

cerevisiae se ve severamente comprometido por la presencia de las dos condiciones de

estrés (sal y peróxido). Como era de esperarse, en fase estacionaria, ambas levaduras

toleran mayor cantidad de H2O2 lo mismo si provienen de cultivos con sal que sin ella. Esto

indicaba que la mayor actividad de catalasa que posee D. hansenii (con respecto a S.

cerevisiae)  tanto  en  YPD  como  en  YPD-NaCl  0.6  M  la  capacita  para  tener  una  mayor

tolerancia al peróxido de hidrógeno.

Con el fin de profundizar en el papel que pudiera jugar la catalasa en la tolerancia al

estrés oxidativo, se llevó a cabo una comparación de las secuencias genómicas entre ambas

levaduras, para identificar el o los posibles genes ortólogos a los de catalasas de S.

cerevisiae.
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V.4 Análisis filogenético de levaduras utilizando la secuencia de catalasa

Tal como se explicó en la introducción, el gen que codifica a la catalasa

citoplasmática de Saccharomyces cerevisiae es CTT1 (YGR088W) y el de la peroxisómica

CTA1 (YDR256C). En el genoma de D. hansenii (disponible en

http://www.genolevures.org) se encontraron dos ORFs que posiblemente codificarían para

las dos isoformas de catalasa, con un peso molecular aproximado de 54.9 y 63.1 kDa,

respectivamente. El ortólogo del gen CTA1, DhCTA1 se identificó como el ORF

DEHA2F10582g, en el cromosoma F, mientras que DhCTT1 se encontró en el cromosoma

B, identificado como el ORF DEHA2B16214g.

Se han reportado organismos con múltiples genes de catalasa, como Aspergillus

nidulans, que tiene al menos cuatro, que se expresan de manera diferencial en las distintas

etapas del desarrollo (Kawasaki y Aguirre 2001; Kawasaki y cols. 1997). Otros hongos,

como Candida albicans, tienen sólo un gen que codifica para catalasa, y su expresión

parece ser importante en la patogenicidad de este organismo (Wysong y cols. 1998).

Se ha sugerido que la catalasa A, que es peroxisómica, funcionaría para contender

con las especies reactivas de oxígeno generadas durante la b-oxidación de los ácidos

grasos, ya que S. cerevisiae no lleva a cabo b-oxidación mitocondrial y la acetil-CoA, el

NADH y el NADPH se producen en los peroxisomas (Feron y cols. 2005). En cambio, la

catalasa T, cuya localización es citosólica, es una proteína cuya expresión se induce como

respuesta a diferentes tipos de estrés.
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Figura 13. Ensayo de viabilidad celular de S. cerevisiae y D. hansenii tras  un  choque  de  3  h  con
diferentes concentraciones de peróxido de hidrógeno, células cultivadas en medio rico YPD con y sin
NaCl 0.6 M. Arriba se muestra el resultado con S. cerevisiae y abajo con D. hansenii. Las células fueron
cultivadas  hasta  fase  de  crecimiento  exponencial  o  estacionario  y  el  tratamiento  fue  dado  con  la
concentración  de  peróxido  que  se  muestra  a  la  izquierda.  Para  cada  concentración  de  H2O2 se
sembraron diluciones desde 100 hasta 10-3, que se señalan abajo.
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Sin embargo, no todas las levaduras poseen dos genes que codifiquen catalasas. Por

eso, se hizo una búsqueda sistemática de las secuencias reportadas de catalasas de levaduras

y se determinó de qué catalasa se trataba. Con las secuencias se hizo un análisis

filogenético y se comparararon los árboles obtenidos con las filogenias reportadas con

secuencias de rDNA de hemiascomicetos.

Se obtuvo en la base de datos del genoma de Saccharomyces cerevisiae (SDB) la secuencia

de aminoácidos de ScCTA1, de 515 residuos, y la secuencia de ScCTT1, de 562 residuos.

En la tabla 5 se muestran los ortólogos de ScCTA1 y su porcentaje de identidad (con

respecto a ScCTA1) y en la tabla 6 los ortólogos de ScCTT1 y su porcentaje de identidad.

Se tomaron 19 especies de hemiascomicetos que presentaron ortólogos de ScCTA1 y se

buscó de manera exhaustiva en esos mismos microorganismos la presencia de ScCtt1p

reportada.
Tabla 5. Ortólogos a CTA1 de Saccharomyces cerevisiae con su porcentaje de identidad

Especie de ascomiceto Residuos de aminoácidos % de identidad

Saccharomyces kudriavzevii 513 98

Saccharomyces mikatae 513 98

Saccharomyces paradoxus 513 98

Saccharomyces bayanus 512 93

Kluyveromyces lactis 491 90

Saccharomyces kluyveri 511 90

Candida glabrata 499 89

Ashbia gossypiim 507 88

Saccharomyces servazzii 353 88

Saccharomyces castelli 506 88

Debaryomyces hansenii 485 79

Candida albicans 485 79

Candida dubliniensis 485 79

Candida tropicalis 485 78

Yarrowia lipolytica 492 75

Pichia angusta 507 70

Candida boidinii 504 68

Schizosaccharomyces pombe 532 68

Neurospora crassa 736 57

Homo sapiens 527 63
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Sin embargo, sólo se lograron identificar secuencias ortólogas a ScCtt1p en 8 de las

19 levaduras. Aquí es necesario hacer notar que no se encontró ningún caso en el que

hubiera un ortólogo de ScCtt1p sin la presencia de un ortólogo de ScCta1p, lo que podría

sugerir  que  la  catalasa  peroxisómica  es  común  a  todos  los  hemiascomicetos  y  que  la

catalasa citosólica fue resultado de una duplicación y divergencia posterior.

Con el fin de analizar si realmente la secuencia que codifica a la catalasa T fue

originada a partir de una duplicación de CTA1, se llevó a cabo el análisis de identidad entre

estas dos secuencias de Saccharomyces cerevisiae (Figura 14, a nivel de aminoácidos y

figura 15, a nivel de nucleótidos).

Como se puede apreciar, tanto a nivel de aminoácidos como de nucleótidos, la

identidad es muy alta. Estas dos secuencias son seguramente homólogas. Al llevar a cabo

una búsqueda intragenómica, con cualquiera de las dos secuencias de proteína, sólo se

encuentra la otra, de manera que parece no haber otras secuencias homólogas en el genoma

de Saccharomyces cerevisiae.

En estas dos figuras, se observa claramente que ambas secuencias tienen un origen

común, por ello se propone que CTT1 se originó como resultado de una duplicación y

posterior divergencia de CTA1. Cabe aclarar que la duplicación de estas secuencias ocurrió

en una etapa anterior a la de la duplicación masiva del genoma de Saccharomyces, esto es,

son parálogas y no onhólogas (Turunen y cols. 2009).

Tabla 6. Ortólogos a CTT1 de Saccharomyces cerevisiae con su porcentaje de identidad

Especie de ascomiceto Residuos de aminoácidos % de identidad

Saccharomyces paradoxus 562 99

Saccharomyces mikatae 562 97

Saccharomyces bayanus 562 96

Saccharomyces kluyveri 554 82

Saccharomyces castelli 560 82

Kluyveromyces lactis 550 78

Yarrowia lipolytica 532 68

Debaryomyces hansenii 557 67
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Figura 14. Alineamiento entre las secuencias de aminoácidos de Cta1 (YDR256C) y Ctt1 (YGR088W) de
Saccharomyces cerevisiae. * muestra la posición de aminoácidos idénticos; : muestra un cambio conservado; ∙
muestra un cambio menos conservado.

CLUSTAL X (1.83.1) multiple sequence alignment

YDR256C         ----MSKLGQEKNEVNYSDVREDRVVTNSTGNPIN-EPFVTQRIGEHGPLLLQDYNLIDS 55

YGR088W         MPIRSISSASQMNVFGKKEEKQEKVYSLQNGFPYSHHPYASQYSRPDGPILLQDFHLLEN 60

                      . ..: * .. .: ::::* : ..* * . .*:.:*    .**:****::*::.

YDR256C         LAHFNRENIPQRNPHAHGSGAFGYFEVTDDITDICGSAMFSKIGKRTKCLTRFSTVGGDK 115

YGR088W         IASFDRERVPERVVHAKGGGCRLEFELTDSLSDITYAAPYQNVGYKCPGLVRFSTVGGES 120

                :* *:**.:*:*  **:*.*.   **:**.::**  :* :.::* :   *.*******:.

YDR256C         GSADTVRDPRGFATKFYTEEGNLDWVYNNTPVFFIRDPSKFPHFIHTQKRNPQTNL---R 172

YGR088W         GTPDTARDPRGVSFKFYTEWGNHDWVFNNTPVFFLRDAIKFPVFIHSQKRDPQSHLNQFQ 180

                *:.**.*****.: ***** ** ***:*******:**. *** ***:***:**::*   :

YDR256C         DADMFWDFLTTPENQVAIHQVMILFSDRGTPANYRSMHGYSGHTYKWSNKNGDWHYVQVH 232

YGR088W         DTTIYWDYLTL--NPESIHQITYMFGDRGTPASWASMNAYSGHSFIMVNKEGKDTYVQFH 238

                *: ::**:**   *  :***:  :*.******.: **:.****::   **:*.  ***.*

YDR256C         IKTDQGIKNLTIEEATKIAGSNPDYCQQDLFEAIQNGNYPSWTVYIQTMTERDAKKLPFS 292

YGR088W         VLSDTGFETLTGDKAAELSGSHPDYNQAKLFTQLQNGEKPKFNCYVQTMTPEQATKFRYS 298

                : :* *::.** ::*::::**:*** * .**  :***: *.:. *:**** .:*.*: :*

YDR256C         VFDLTKVWPQGQFPLRRVGKIVLNENPLNFFAQVEQAAFAPS-TTVPYQEASADPVLQAR 351

YGR088W         VNDLTKIWPHKEFPLRKFGTITLTENVDNYFQEIEQVAFSPTNTCIPGIKPSNDSVLQAR 358

                * ****:**: :****:.*.*.*.**  *:* ::**.**:*: * :*  :.* *.*****

YDR256C         LFSYADAHRYRLGPNFHQIPVN------CPYAS------------KFFNPAIRDGPMNVN 393

YGR088W         LFSYPDTQRHRLGANYQQLPVNRPRNLGCPYSKGDSQYTAEQCPFKAVN-FQRDGPMSYY 417

                ****.*::*:***.*::*:***      ***:.            * .*   *****.

YDR256C         GNFGSEPTYLAN--DKSYTYIQQDRP--------------------IQQHQEVWNGPAIP 431

YGR088W         -NFGPEPNYISSLPNQTLKFKNEDNDEVSDKFKGIVLDEVTEVSVRKQEQDQIRNEHIVD 476

                 ***.**.*::.  ::: .: ::*.                      *::::: *   :

YDR256C         -----YHWATSPGDVDFVQARNLYRVLGKQPGQQKNLAYNIGIHVEGAC-PQIQQRVYDM 485

YGR088W         AKINQYYYVYGISPLDFEQPRALYEKVYNDE-QKKLFVHNVVCHACKIKDPKVKKRVTQY 535

                     *::. . . :** *.* **. : ::  *:* :.:*:  *.     *::::** :

YDR256C         FARVDKGLSEAIKKVAEAKHAS-ELSSNSKF------- 515

YGR088W         FGLLNEDLGKVIAECLGVPWEPVDLEGYAKTWSIASAN 573

                *. :::.*.:.* :   .   . :*.. :*

Score =  372 bits (956), Expect = e-104
Identities = 214/547 (39%), Positives = 318/547 (58%), Gaps = 66/547 (12%)
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Figura 15. Alineamiento entre las secuencias de nucleótidos de CTA1 (YDR256C) y CTT1 (YGR088W) de
Saccharomyces cerevisiae. * representa sitios en los que hay identidad.

CLUSTAL X (1.83.1) multiple sequence alignment
YGR088W         AAATTCTAACTGCTTATTGTAAAAATGGTTTCTGAATACATTCAAAATACGAAGAAAGAT
YDR256C         ATGTCGAAATTGGGACAAGAAAAAAATGAAGTAAATTACTCT---GATGTAAGAGAGGAT
                *  *   ** **      * *****  *      * ***  *    **   *   * ***
YGR088W
YDR256C         AGAGTTGTGA---CAAACTCCACTGGTAATCCA---ATCAATGAACCATTTGTCACCCAA
                  **  ***    *** ***** ***   ***      **** * **** **   *****
YGR088W         ACGGCAGGCCCTGGCGGGCCACTATTATTGCAAGATTTTAATTTGATGGACGACATTTCT
YDR256C         CGTATTGGGGAACATGGCCCTTTGCTTTTGCAAGATTATAACTTAATTGATTCTTTGGCT
                      **       ** **  *  * ********** *** ** ** **     *  **
YGR088W         CACTTCGATCATGAAAGAATCCCAGAAAGAGTTGTTCACGCAAAAGGTGGTGGTGCTCAC
YDR256C         CATTTCAACAGGGAAAATATTCCTCAAAGGAATCCACATGCTCATGGTTCTGGTGCCTTC
                ** *** *    ****  ** **  ****   *   ** **  * ***  ******   *
YGR088W         GGATATTTCGAATTGACTGATTCATTGTCTGAT-TTAACTTATGCCCGTCCATTACAATC
YDR256C         GGCTATTTTGAAGTAACCGATGACATTACTGATATCTGCGGGTCTGCTATGTTTAGTAAA
                ** ***** *** * ** ***    *  ***** *   *   *   *     ***  *
YGR088W         CCCAGGCTATAAATGTCCTGTATCAGTTAGATTCTCTACAGTTGGAGGTGAAAGGGGTAC
YDR256C         ATTGGGAAAAGAACGAAATGT-CTAACAAGATTTTCGACTGTGGGTGGTGATAAAGGTAG
                    **  *  ** *   ***   *   ***** ** ** ** ** ***** *  ****
YGR088W         ACCGGACACAATAAGAGATCCAAGGGGGTTCTCAATTAAATTGAAAACTGACATTGGTAA
YDR256C         TGCCGACACGGTTCGTGATCCAAGGGGGTTTGCCACCAAATTCTACACTGAAGAAGGTAA
                  * *****  *  * **************  * *  *****  * *****    *****
YGR088W         TATGGATTGGGTTTTTAACAATACACCAATCTTCTTTATTAGAGACCCGATTAAGTTCTC
YDR256C         TTTAGATTGGGTCTACAATAATACACCGGTATTCTTTATCAGAGACCCTTCCAAGTTCCC
                * * ******** *  ** ********  * ******** ********    ****** *
YGR088W         CAAATTTATTCACACCCAAAAGAGAGATCCATCTACAAACCTTAATCAATTAACTGATCC
YDR256C         TCACTTTATCCACACACAGAAGAGAAACCCACAAACCAACCT-AAGGGAT--GCTGACAT
                  * ***** ***** ** ****** * ***   ** ***** **   **   ****
YGR088W         ATACCATACTTGGGACTACTTTATTCAGAATCCTGAATGCTTACATCAAATAACTTACAT
YDR256C         GTTTTGGGATTTCCTCACCACTCCTGAAAATCAGGTGGCCATTCATCAAGTAATGATCCT
                 *       **    *  *  *  * * ****  *    * * ****** ***    * *
YGR088W         GTTTGGTAAAAGGGGTATTCCAAAGAGTTGGGCCGAAATGCACGGATATTCGGGTCATAC
YDR256C         TTTTTCAGACCGTGGTACCCCTGCCAACTACCGTAGTATGCATGGTTATTCTGGTCATAC
                 ***    *  * ****  **    *  *        ***** ** ***** ********
YGR088W         ATTTAAACTAATTAACGATAAAGATGAAATTACTTATATTCAGATCCATTGTCTTGCTGA
YDR256C         CTATAAATGGTCCAATAAAAACGGAGATTGGCATTATGTGCAAGTTCATATCAAAACCGA
                 * ****      **  * ** *  **      **** * **  * ***       * **
YGR088W         TGGAGGTTTTGACGGCTTTAGTGACAAAGAAGGTAAAGAGTTGGCTGGTTCATCACCTGA
YDR256C         TCAAGGAATAAAGAATTTGACCATAGAAGAGGCTACCAAAATTGCGGGATCCAATCCAGA
                *  ***  *  *    ** *      **** * **   *  * ** ** **    ** **
YGR088W         ATACAACACTAAGGATTTATATGAAAGAATTGCTGCTGGTAATTATCCATCATATTCATT
YDR256C         TTACTGCCAGCAGGATTTATTTGAGGCTATTCAGAATGGAAACTATCCTTCCTGGACAGT
                 ***  *    ********* ***    ***     *** ** ***** ** *   ** *
YGR088W         TTATGTTCAAACGATGACACCTAAACAAGCTGAAGAATTTCGTTATTCTATCAATGATTT
YDR256C         TTATATTCAAACAATGACCGAACGCGATGCCAAAAAATTACCATTTTCAGTCTTTGATTT
                **** ******* *****        * **  ** **** *  * ***  **  ******
YGR088W         AACAAAAGTATGGCCTCACAAAGAATTCCCATTAAGAAAGTTTGGCCGCATGGTTTTAGA
YDR256C         GACTAAAGTATGGCCTCAGGGGCAATTCCCTTTACGGCGTGTGGGTAAGATTGTTTTGAA
                 ** **************     ******* *** *     * **    ** *****  *
YGR088W         TAAGAATCCGGTAAATTACCACGATGAAATTGAACAAATTGCCTTTTCACCTGCTCATTT
YDR256C         CGAGAATCCACTGAACTTCTTCGCACAGGTGGAACAAGCTGCCTTCGCCCCCAGTACCAC
                  *******  * ** * *  **   *  * ******  ******  * **   *
YGR088W         AGTTCCCGGAATTGAGCCTTCAAATGATCCTGTTTTACAATCTAGGTTATACTCTTACTC
YDR256C         GGTTCCTTACCAAGAAGCAAGCGCTGATCCAGTATTACAGGCCCGTTTGTTTTCATATGC
                 *****       **  *      ****** ** *****  *  * ** *  ** **  *
YGR088W         TGATACACATCGTCATAGATTAGGCGCCAATTACCAACAGTTACCGGTTAACAAACCAAG
YDR256C         GGATGCTCATAGATACAGGCTAGGTCCTAACTTCCATCAAATACCCGTAAACTGTCCATA
                 *** * *** *  * **  ****  * ** * *** **  **** ** ***   ***
YGR088W         GACATTTGATAGTAATTCTGGATGTCCATTTTTAGCAGGTAATTTTCAAAGAGAAGGGAT
YDR256C         TGCATCTA-----AATTTTTCAATCCCGCTATCAG-------------AGATGGACCGAT
                  *** *      **** *  *   **  * * **             *   * *  ***
YGR088W         TGCATCTATTGATAATCAAGGATCTAGACCTAATTATTTGAGTTCGTTATTACCTATTAA
YDR256C         GAATGTTAACGGCAACTTCGGCTCAGAACCTACATATTTGG--CCAACGATAAATCGTAC
                      **  *  **    ** **   *****  ******    *     **  *  **
YGR088W         TTCTGTCTCGAACGATCCAAAGTCATACAAGAATGGATTACCACCTGTTGAAGAAAAAAA
YDR256C         ACGTATATCCAACAGGACAGACCCATTCAACAAC--ACCAAGAGGTATGGAATGGGCCAG
                   * * ** ***    ** *  *** *** **   *  *  *  * * ***      *
YGR088W         GTATTTAGGTGTTGTTCCGAAACGATCTACTGATAAATATGAAATTTTACAGAAAGAACG
YDR256C         CTATCCCT-TATCATTGGGCAAC-ATCCCCAGGTGA-TGT-AGATTTCGTGCAAGCAAGA
                 ***     * *  **  * *** ***  * * * * * * * ****     **  **
YGR088W         TAATTTGAAGGCACATGAAGAAAA-AATTTGGCTC---AAATCGTATGAC-TATATTTCT
YDR256C         AATCTCTACCGCGTTTTGGGTAAACAACCTGGACAGCAAAAGAACTTGGCATATAACATC
                 *  *  *  **   *   * *** **  ***      ***     ** * ****
YGR088W         GGATTTAGTGAGCTAGATGTTGAACAGCCAAGAGCCCTTTATAAAAATATTATTAGTAAG
YDR256C         GGCATTCATGTAGAAGGCGCCTGTCCTCAAATACAGCAGCGCGTTTATGATATGTTTGCT
                **  **  **    **  *     *  * ** *   *         **  ***   *
YGR088W         CAAGATAAAGGGGATTTCATAGAAGCTATTGTTGGACATGCATCGAAAATAAGTGTTCCT
YDR256C         CGTGTTGATAAGGGACTATCTGAGGCAATTAAAAAAGTAGCTGAGGCAAAACATGCTTCT
                *  * * *   **   *    ** ** ***     *   **   *  ** *  ** * **
YGR088W         CAAATAAAAGAAAGAGTACCTCAGTTA--
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En la figura 16 se muestran los árboles obtenidos mediante los métodos de

parsimonia (panel A) y máxima verosimilitud (panel B) para la secuencia de la catalasa A.

Figura 16. Árboles filogenéticos obtenidos mediante métodos de parsimonia (panel A), y máxima
verosimilitud (panel B) a partir de la secuencia de la catalasa A. ☐ Saccharomyces cerevisiae;

Debaryomyces hansenii. Los números en los nodos representan el valor de bootstrap.
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En la figura 17 se muestran los árboles obtenidos mediante los métodos de

parsimonia (panel A) y máxima verosimilitud (panel B) para la catalasa T.

Figura 17. Árboles filogenéticos obtenido mediante métodos de parsimonia (panel A) y máxima
verosimilitud (panel B). ☐Saccharomyces cerevisiae; Debaryomyces hansenii. Los números en los
nodos representan el valor de bootstrap.

Basándose en la genómica comparativa entre 5 especies de hemiascomicetos, el grupo de

Genolevures propusieron los siguientes eventos en la evolución de los hemiascomicetos

(figura 18):

B.A.
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Figura 18. Principales  eventos  en  la  evolución  de  los  hemiascomicetos.  La  topología  de  este  árbol  se
basó en las secuencias de 25S rDNA de las levaduras descritas. Tomado de Sherman y cols. 2006.

En el momento en que Yarrowia lipolytica se  separó  de Debaryomyces hansenii,

Kluveromyces lactis, Candida glabrata y Saccharomyces cerevisiae (nodo  1),  una  de  las

ramas resultantes sufrió fuertes restricciones sobre el tamaño del genoma, perdiendo

transposones aunque manteniendo los retrotransposones, mientras que la rama de Y.

lipolytica conservó un genoma de 20.5 Mb; las otras cuatro tienen genomas de alrededor de

12 Mb, debido a la pérdida simultánea de intrones. De manera que estos autores proponen

que la duplicación coordinada de genes, sea a través de segmentos cromosómicos o

mediante repeticiones de genes en tándem, se convirtió en la ruta para crear las copias de

parálogos en la que se basa la subsecuente diversificación. En la siguiente separación (nodo

2), una de las ramas, en la que se separó Debaryomyces hansenii, mantuvo un bajo nivel de

duplicación  de  segmentos,  mostrando  más  bien  una  formación  masiva  de  repeticiones  en

tándem, mientras que en la otra rama la región centromérica se redujo a un segmento muy

bien definido (de 125 pb en Saccharomyces spp) lo que provee de una mejor segregación

cromosómica a esas levaduras (Clarke 1990, Lynch y cols. 2010). En el tercer nodo,

excepto K. lactis, las otras sufrieron de una duplicación masiva del genoma, compensada

después por la pérdida masiva de muchos de los pares parálogos así creados (nodo 4). Esta

pérdida de parálogos ha dejado reliquias detectables en S. cerevisiae. En C. glabrata, la

pérdida de parálogos fue tan extensa que dio como resultado una evolución reductiva, con

pérdida de funciones y un grado de redundancia genómica similar al de K. lactis (mucho

menor que el de D. hansenii y Y. lipolytica).

Y. lipolytica
Genes dispersos

K. lactis

S. cerevisiae

Pérdida de genes
duplicados

Evolución reductiva

Duplicación
masiva

Aparición de MAT y
centrómeros

Control sobre el tamaño
del genoma

Pocos bloques duplicados, muchos
repetidos en tándem

Muy pocos bloques
duplicados

D. hansenii1

2

3

4

C. glabrata
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Figura 19. Cladograma construido usando máxima verosimilitud con 153 genes universales del reino
Fungi (tomado de http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html#). ☐ Saccharomyces cerevisiae;

Debaryomyces hansenii.

Los árboles generados en este trabajo, de alguna manera coinciden, al menos en
orden de divergencia, con lo propuesto por estos autores. Aún más, estos mismos autores
proponen un árbol filogenético (figura 19) de 33 especies de levaduras hemiascomicetas
derivado del análisis de 153 secuencias del reino Fungi y obtenido por métodos de máxima
verosimilitud, cuyo resultado es bastante similar al que se obtuvo en este trabajo mediante
la construcción del árbol de CTA1, lo que, aunque aquí se haya utilizado sólo la secuencia
de una proteína sujeta a una presión de selección particular distinta a la de los genomas
completos, robustece la hipótesis de la evolución de los hemiascomicetos, que es una
estrategia que sigue siendo ampliamente utilizada (Ossowski y cols. 1993, Lin y Li 2011).
Finalmente, la secuencia de aminoácidos de una proteína determina su estructura, que a su
vez determina la función. Pero es la función el blanco de la selección natural, no la
secuencia ni la estructura.
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Los alineamientos fueron analizados en diferentes sentidos. Uno de los resultados

más interesantes se obtuvo al comparar las secuencias parálogas en ambas levaduras, esto

es, DhCta1 vs DhCtt1 y ScCta1 vs ScCtt1, mediante  matriz  de  puntos  (dot-matrix).  Para

construir una gráfica de matriz de puntos, las dos secuencias se colocan a lo largo de la fila

superior y de la columna de la izquierda de la matriz de dos dimensiones y se coloca un

punto en cualquier lugar en el que los caracteres en las columnas correspondientes

coincidan. Algunas implementaciones varían el tamaño o la intensidad de los puntos en

función del grado de similitud de los dos caracteres, para dar cabida a las sustituciones

conservadas. La gráfica de puntos de secuencias muy estrechamente relacionadas aparece

como una única línea a lo largo de la diagonal principal de la matriz. En la figura 20A se

muestra el resultado del análisis de las secuencias parálogas de D. hansenii, que tienen una

identidad de 51%. El mismo análisis pero utilizando las secuencias parálogas de S.
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Figura 20. Comparación de las secuencias proteicas de las catalasas de D. hansenii y S. cerevisiae.
Pánel A. DhCta1 vs DhCtt1 (51% de identidad); B. ScCta1 vs ScCtt1 (39%); C. DhCta1 vs ScCta1 (68%);
y D. DhCtt1 vs ScCtt1 (52%).
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cerevisiae mostró sólo un 39% de identidad (20B). Si se comparan las secuencias ortólogas,

es decir ScCta1 con su contraparte en Debaryomyces, DhCta1 (figura 20C), la identidad se

eleva hasta un 68%, lo que indica que hay una presión selectiva para conservar la secuencia

entre ambos organismos. Del mismo modo, aunque en menor porcentaje, la identidad entre

los parálogos CTT1 de Saccharomyces y Debaryomyces es mayor que entre los parálogos

de la misma especie: 52% (figura 20D). Ahora bien, de los árboles mostrados más arriba, se

deduce que la similitud de D. hansenii es mayor con las Candida spp que con las

Saccharomyces spp (exceptuando a C. glabrata, que en realidad no es correcto denominarla

Candida). En la figura 21 se muestra el resultado de la comparación de la DhCta1 con la

catalasa 1 de Candida albicans, CaCat1. Entre estas secuencias ortólogas la identidad es de

un 83%.

Figura 21. Comparación de las secuencias proteicas de la catalasa A de D. hansenii y la catalasa 1 de C.
albicans,  estas  secuencias  ortólogas  tienen  una  identidad  del  83  %,  por  eso  la  línea  diagonal  es  muy
evidente.

V.5 Debaryomyces hansenii tiene  dos  enzimas  con  actividad  de  catalasa  con
diferente movilidad electroforética

Tras identificar que Debaryomyces hansenii parecía tener dos proteínas con

actividad de catalasa, se establecieron las condiciones para observarlas a través de la tinción

de la actividad en geles nativos. Para ello, se cultivó a D. hansenii en YPD y se prepararon

extractos crudos de células tomadas a las 6, 12, 24 y 48 horas de crecimiento. Se calculó la

concentración de proteína mediante Bradford y se cargaron 20 mg de proteína total en cada

carril de un gel PAGE que fue corrido en condiciones nativas. Tras la electroforesis, se tiñó

DhCta1

C
aC

at
1
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para observar las bandas con actividad. En la figura 22 se muestra el resultado: la banda

que migra más arriba (probablemente correspondiente a DhCta1) se observa en todas las

condiciones, mostrando ser constitutiva en estas circunstancias, mientras que la banda de

abajo (probablemente DhCtt1) aparece a medida que el cultivo envejece.

Figura 22. Zimograma de D. hansenii cultivada en YPD. Carril 1. extracto crudo preparado a las 6 horas
de  cultivo;  carril  2,  12  horas;  carril  3,  24  horas  y  carril  4,  24  horas  de  cultivo.  Se  cargaron  20  μg  de
proteína total por carril.

Con el fin de analizar la actividad de catalasa observada tanto mediante esta técnica

como cuantificada en un espectrofotómetro, se cultivó a D. hansenii en  YP  y  diferentes

fuentes de carbono: glucosa, etanol, metanol y glicerol, con y sin NaCl 0.6 M y se

prepararon extractos crudos de las células obtenidas en fase exponencial y en fase de

crecimiento estacionario. En la figura 23 se muestra el resultado de la tinción y

sorprendentemente, la banda de abajo, la catalasa T, sólo se aprecia en YPD sin sal en fase

estacionaria. En todas las demás condiciones la única banda que se observa es la que

correspondería a la catalasa A.

Figura 23. Zimograma de Debaryomyces hansenii cultivada en YP y diferentes fuentes de carbono, hasta
fase exponencial (exp) o estacionaria (est) de crecimiento, con o sin sal. Carril 1. YPD exp; 2. YPD est; 3.
YPD-NaCl exp; 4. YPD-NaCl est; 5. YPE exp; 6. YPE est; 7. YPE-NaCl exp; 8. YPE-NaCl est; 9. YPMetOH est;
10. YPGlic est; y 11. Catalasa de eritrocito humano.
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DhCtt1
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1 2 3 4
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DhCta1
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V.6 Las catalasas de Debaryomyces hansenii muestran actividad diferencial
dependiendo de las condiciones de cultivo

Los resultados anteriores muestran que en la fase de cultivo estacionario, cuando las

células se cultivaron en glucosa como fuente de carbono, la actividad de catalasa

determinada en el espectrofotómetro es debida a la presencia de las dos proteínas con

actividad de catalasa; sin embargo, cuando los cultivos provienen de fase estacionaria y

fueron crecidos en glucosa y NaCl, en los zimogramas no se puede apreciar la presencia de

DhCtt1, evidenciando que la actividad medida es debida únicamente a la catalasa A. Esto

sugiere que DhCTT1 podría tener un patrón de expresión regulado diferencialmente, que

resultaría en una represión de su expresión durante el crecimiento exponencial y en

presencia de NaCl. En la tabla 9 se muestra el resultado de la cuantificación de catalasa en

los mismos extractos que fueron sometidos a la electroforesis. Asimismo, se encontró que

la actividad de las muestras preparadas a partir de cultivos crecidos en fase exponencial y

estacionaria de crecimiento usando etanol como única fuente de carbono, mostró un

incremento de entre 4 y 7 veces con respecto a la de sus equivalentes en glucosa y que este

incremento no se observa si el cultivo contiene etanol y sal, sugiriendo que la actividad de

catalasa A de D. hansenii está regulada positivamente por la fase de cultivo y que este

efecto se incrementa en fuentes no fermentables de carbono; este efecto de regulación

positiva resulta escondido por la regulación que también ejerce el NaCl. De manera que

analizando los resultados de actividad, tanto cuantitativos –analizados por la actividad

específica de catalasa-, como cualitativos –analizados por la tinción directa de la proteína

nativa-, se propone que la actividad de catalasa codificada por DhCTA1 es regulada

positivamente por la fase de crecimiento y por las fuentes de carbono no fermentables.

Tabla 9. Actividad específica* de catalasa de Debaryomyces hansenii crecida en medio rico con diferentes
fuentes de carbono, con y sin sal, en fase exponencial y estacionaria

Fase de
crecimiento
del cultivo

Glucosa (YPD) Etanol (YPEtOH) Metanol (YPMetOH) Glicerol (YPGlic)

0.6 M NaCl - + - + - + - +

Exponencial 0.7
(±0.2)

1.2
(±0.2)

3.8
(±0.2)

3.6
(±0.4)

0.9
(±0.2)

2.1
(±0.3)

0.9
(±0.06)

1.2
(±0.3)

Estacionaria 1.5
(±0.2)

0.4
(±0.2)

10.5
(±1.0)

2.0
(±0.5)

8.7
(±1.7)

1.0
(±0.1)

0.87
(±0.1)

1.3
(±0.2)

* (mmoles de H2O2oxidado/min/mg de proteína)
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V.7 Obtención de RNA total de Debaryomyces hansenii en diferentes condiciones
de cultivo

Así, se decidió analizar a qué nivel ocurría el incremento en la actividad de la

catalasa. Para ello, se obtuvo el RNA total de Debaryomyces hansenii cultivada hasta fase

exponencial y estacionaria en YPD, YPD – NaCl, YPE y YPE-NaCl. Fue necesario probar

varios protocolos para lograr obtener RNAs íntegros, ya que el RNA purificado de los

cultivos de etapa estacionaria, sobre todo cuando se usaba etanol como fuente de carbono,

mostraban un muy alto grado de degradación. Finalmente, utilizando la acción combinada

del material y reactivos tratados con DEPC y el RNA mantenido siempre en presencia de

ácido aurintricarboxílico como inhibidores de la acción de RNAsas, se logró obtener RNA

de buena calidad (figura 24) para llevar a cabo análisis tipo Northern blot, para lo que el

RNA fue corrido en electroforesis desnaturalizante y transferido y fijado a una membrana

de nitrocelulosa.

Figura 24. Purificación y electroforesis de RNA total obtenido de D. hansenii cultivada hasta etapa
exponencial o estacionaria, en medio rico con glucosa o etanol como fuente de carbono y presencia o
ausencia  de  NaCl.  Gel  desnaturalizante  teñido  con  bromuro  de  etidio.  Carril  1.  YPD  exp;  2.  YPD-NaCl
exp; 3. YPD est; 4. YPD-NaCl est; 5. YPE exp; 6. YPE-NaCl exp; 7. YPE est; 8. YPE-NaCl est.

Para analizar la expresión de los genes de catalasa, primero se diseñaron cebadores

que permitieran amplificar de manera independiente a las dos enzimas. Se diseñaron

también con la intención de clonar ambos genes, así que se buscó que pudieran ser

insertados en el plásmido pRS316, que es un vector lanzadera originado de pBR322, que

contiene un origen de replicación de Escherichia coli, el gen que codifica a la b -

1 2 3 4 5 6 7 8

rDNA 28S

rDNA 18S
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lactamasa, secuencia CEN6 ARS4 para su replicación en levadura, el gen URA3 que

servirá como marcador de transformación, ya que la cepa acatalasémica que se utilizará

como receptora de la transformación es ura-, y se buscaron 2 enzimas de restricción que

estuvieran en el polylinker del plásmido, pero no en las secuencias de D. hansenii que se

pretenden clonar. Las enzimas seleccionadas son BamHI y SalI.

De modo que se diseñaron los oligos para amplificar las secuencias de DhCTA1 y

de DhCTT1 a partir de DNA genómico de D. hansenii, pero conteniendo además sitios de

corte para estas enzimas.

Para DhCTA1 (figura 25) se buscó un par de cebadores con  una  temperatura  de

fusión (Tm) muy similar (64.74, 47.62% de CG para río arriba y 66.64, 52.38% de CG

para río abajo), con el que se amplificarían 2,607 bases, incluyendo las 1,458 pb del gen,

más 217 bases del 3´ UTR (extremo 3´ que se transcribe, pero no se traduce, Unstranlated

Transcribed Region) y 932 bases del promotor, asegurando que no hay sitios de restricción

para BamHI ni SalI en el producto amplificado. Una vez localizadas las secuencias de

oligos adecuadas para funcionar como cebadores de la reacción de amplificación, se

diseñaron los oligos, de manera que el río arriba tiene la secuencia 5´- (GC)3 + BamHI +

cebador – 3´ mientras que el río abajo contiene 5´- (GC)3 + SalI + cebador – 3 .́

Para DhCTT1 el  diseño  fue  similar  (figura  26):  se  buscó  un  par  de cebadores con

Tm parecida (64.95, 45.45% de CG para río arriba y 64.7, 47.62% de CG para río abajo),

con el que se amplificarían 3,174 bases, incluyendo las 1,674 pb del gen, más 333 bases del

3´ UTR y 1,167 bases del promotor, asegurándonos de que no había sitios de restricción

para BamHI ni SalI en el producto amplificado. Una vez localizadas las secuencias de

oligos adecuadas para funcionar como cebadores de la reacción de amplificación, se

diseñaron los oligos, de manera que el río arriba tiene la secuencia 5`- (GC)3 + BamHI +

cebador – 3´ mientras que el río abajo contiene 5´- (GC)3 + SalI + cebador – 3 .́
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DhCTA1. ATG – TAA (gen): 1458 pb
               Promotor: 932 pb

   3´ UTR: 217 pb
Tamaño del amplicón resultante: 2607
bases, ningún sitio de corte para
BamHI ni SalI

Figura 25. Secuencia de DhCTA1 obtenida de la secuencia del cromosoma F de D. hansenii, en la base de
datos de genolevures (http://www.genolevures.org) y diseño de cebadores para la amplificación del
gen completo, incluyendo ~1,000 pb del promotor y ~200 pb del 3´UTR

Cebador Secuencia Tm % GC

Río arriba 64.7 °C 47.6

Río abajo 66.6 °C 52.4

gcgcgcggatccatttttaccacatgaggcc

&BamHI

gcgcgcgtcgacctaatttccggctagagctgc

&SalI
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Figura 26. Secuencia de DhCTT1 obtenida de la secuencia del cromosoma B de D. hansenii, en la base de
datos de genolevures (http://www.genolevures.org) y diseño de oligos para la amplificación del gen
completo, incluyendo ~1,100 pb del promotor y ~300 pb del 3´UTR

Cebador Secuencia Tm % GC

Río arriba
gcgcgcggatccgtattactgccactgcattcag

64.9 °C 45.5

Río abajo
gcgcgcgtcgaccgaatggtgaaactcactgtg

64.7 °C 47.6

DhCTT1. ATG – TAA (gen): 1674 pb
Promotor: 1167 pb

3´ UTR: 333 pb
Tamaño del amplicón resultante: 3174

bases, ningún sitio de corte para
BamHI ni SalI

&BamHI

&SalI
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Para lograr la amplificación, fue necesario ajustar las condiciones del PCR.

Intentamos distintas concentraciones de MgCl2, encontrando que 2 mM era más adecuada

que 2.5 y 5 mM (condiciones “estándar”). Asimismo, fue necesario “jugar” con las

temperaturas de apareamiento (annealing). Finalmente, la reacción se llevó a cabo bajo el

siguiente esquema:

94 °C - 5´ (desnaturalización inicial)
94 °C - 1´(desnaturalización)
55 °C - 1´ (apareamiento)
72 °C - 2´ (extensión)
94 °C - 1´(desnaturalización)
60 °C - 1´ (apareamiento)
72 °C - 2´ (extensión)
72 °C - 10´(extensión final)
8 °C - ∞

Se obtuvo la amplificación de un fragmento de ~2.6 Kb para DhCTA1 y uno de ~3.1

Kb para DhCTT1 (figura 27). Para usar como control interno, se amplificó una secuencia de

DhrDNA18S obtenida por Carlos Guerrero en el laboratorio de la Dra. Alicia González, a

partir de Govind y cols. 1992.

Figura 27. Gel de agarosa teñido con EtBr que muestra los fragmentos amplificados de las secuencias
de D. hansenii: Carril 1. Marcador de peso molecular; 2. DhrDNA18S; 3. DhCTA1; 4. DhCTT1.

Utilizando estas sondas marcadas con 32P por random primed, se llevó a cabo la

hibridación con la membrana de nitrocelulosa que contenía los RNAs obtenidos de cultivos

de D. hansenii en fase de crecimiento exponencial y estacionaria en YPD, YPD – NaCl,

YPE y YPE – NaCl.
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V.8 En Debaryomyces hansenii la transcripción diferencial de los genes de
catalasa está regulada por la fuente de carbono

En la figura 28 se muestra el resultado del Northern blot. En el panel A se presentan

fotos de las autorradiografías y en el panel B la normalización por densitometría de estos

resultados. Se observa que DhCTA1 y DhCTT1 son expresados diferencialmente: los

niveles de expresión de DhCTA1 fueron ligeramente mayores

A.

B.

Figura 28. Panel A.  Northern Blot de RNA total  obtenido de Debaryomyces hansenii cultivada
hasta fase exponencial o estacionaria en YP glucosa o etanol como únicas fuentes de carbono y
con o sin NaCl presente en el medio. En la autorradiografía de arriba se muestra el resultado de
la hibridación con DhCTA1, en medio con DhCTT1 y abajo con DhrDNA18S. Panel B. Gráfica con
los resultados de la densitometría de las autorradiografías.

DhCTA1

DhCTT1

DhrDNA18S
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cuando la levadura fue cultivada en condiciones respiratorias si se comparan con las

encontradas en glucosa, igual que como se observó en los zimogramas. Además, la

expresión de este gen se reprimió cuando la levadura fue cultivada en glucosa y NaCl,

efecto que no se observa en los RNAs obtenidos de células cultivadas en etanol como

fuente de carbono. Esto indica que DhCTA1 es regulada transcripcionalmente tanto por la

fuente de carbono como por la sal. Por el contrario, la expresión de DhCTT1 es alta en

condiciones fermentativas y se reprime cuando la levadura es crecida en sustratos no

fermentables como el etanol. Cuando hay NaCl 0.6 M, la expresión dependiente de etanol

fue aún más reprimida, indicando nuevamente que tanto la fuente de carbono como la

presencia de la sal juegan un papel en la regulación transcripcional.

V.9 Purificación de la catalasa A de Debaryomyces hansenii

Ahora bien, fue solo hasta tener el Northern blot que se pudo asegurar que las

actividades diferenciales analizadas correspondían a una u otra catalasa, esto es, que la

catalasa mayoritaria que se determina en etanol como fuente de carbono, con una muy alta

actividad específica, misma que se observaba en los zimogramas, correspondía

efectivamente a la catalasa A.

Tabla 10. Actividad específica de catalasa de las fracciones obtenidas tras la precipitación con (NH4)2SO4

FRACCIÓN ACTIVIDAD ESPECÍFICA
(mmoles de H2O2oxidado/min/mg de proteína)

Extracto crudo 3,960

Precipitado 0 – 40% 272

Sobrenadante 0 – 40% 397

Precipitado 40 – 70% 4,890

Sobrenadante 40 – 70% 465

El que fuera la única proteína con actividad de catalasa presente en los geles de

proteína provenientes del cultivo de D. hansenii en etanol hasta etapa estacionaria, nos

condujo a buscar su purificación. Se probaron distintas alternativas, empezando siempre

por la precipitación con sulfato de amonio. En la tabla 10, se muestra el resultado de estas

precipitaciones, de las que fue la fracción 40 – 70 % de saturación la que fue utilizada para

continuar con la purificación. Después, esta fracción fue pasada a través de una
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cromatografía de exclusión molecular utilizando Sephacryl HR100, cuyo resultado se

muestra en la figura 29. Se juntaron las fracciones con actividad y se pasaron a través de

una cromatografía de interacción hidrofóbica con fenilsefarosa CL-4B. Como amortiguador

de unión se utilizó PBS con 1.7 M de (NH4)2SO4 y para eluír se hizo un gradiente

empezando  con  1.7  M  y  hasta  0  de  sulfato  de  amonio,  tras  lo  cual  se  obtuvieron  las

fracciones con actividad (figura 30). En la tabla 11 se muestra el resultado de la

purificación y el rendimiento obtenido.

Figura 29. Perfil de elución de la fracción 40 – 70% de la precipitación con (NH4)2SO4 tras pasar por una
cromatografía de exclusión molecular de Sephacryl HR100 cuya curva se muestra en rojo. En azul, la
elución de una preparación pura de catalasa de eritrocito humano y en verde la elución de los
marcadores de peso molecular peroxidasa y tripsina.
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Figura 30. Perfil de elución de la catalasa obtenida de la columna de exclusión molecular tras pasar por
una columna de interacción hidrofóbica de fenilsefarosa CL-4B. La línea verde representa el gradiente
lineal desde PBS con 1.7 M de (NH4)2SO4 hasta PBS solo que se utilizó para lavar. En rojo se muestra la
Abs a 280 nm y en azul la actividad de catalasa en 10 μl de cada una de las fracciones.

Tabla 11. Purificación de la catalasa peroxisómica de Debaryomyces hansenii

Fracción Proteína total Actividad total * Actividad específica ** Rendimiento

Extracto crudo 116 mg 459,360 3,960 1

Pp 40 -70% (NH4)2SO4 22 mg 466,950 21,225 5.4

Exclusión molecular HR100 6 mg 439,998 73,333 18

Interacción hidrofóbica CL-4B 4 mg 503,572 125,893 32

* mmoles de H2O2oxidado/min
** mmoles de H2O2oxidado/min/mg de proteína

Se utilizaron 10 μg de catalasa pura para una PAGE desnaturalizante. En la figura

31  se  muestra  la  banda  obtenida  teñida  con  azul  de  Coomasie.  Este  gel  se  llevó  al  Dr.

Guillermo Mendoza Hernández, del Departamento de Bioquímica de la Facultad de

Medicina de la UNAM. La banda fue cortada y tratada como se explica en Material y

Métodos y analizada por espectrometría de masas. Se encontró que la proteína purificada

correspondía a la catalasa peroxisómica putativa (gi|50424473), codificada por DhCTA1 de

Debaryomyces hansenii. El puntaje global fue de 1,182, se analizaron 26 péptidos que

cubrieron el 63% de la secuencia. La proteína tiene una masa nominal de 54.8 kDa con un

pI calculado de 6.47 (figura 32).
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Figura 31. Zimograma de la catalasa purificada de D. hansenii. Carril 1. Catalasa de eritrocito humano;
2. 0.1 μg de la catalasa purificada; 3. 10 μg de la catalasa purificada, PAGE teñido con azul de Coomasie.

La identificación a nivel proteína (mediante espectrometría MS/MS) y a nivel

genético (a través de la amplificación de la sonda diseñada específicamente para aislar

DhCTA1 del DNA genómico de D. hansenii), permiten proponer que la catalasa

perixisómica (DhCta1) está directamente involucrada en la detoxificación del peróxido de

hidrógeno generado durante el estrés oxidativo inducido por etanol en Debaryomyces

hansenii.

Figura 32. Resultado  obtenido  de  la  espectrometría  de  masas  aplicada  a  la  proteína  purificada;  se
confirmó que se trata de la catalasa peroxisómica de D. hansenii (gi|50424473). El puntaje global fue de
1,182 con 26 péptidos que cubrieron el  63% de la secuencia.  La proteína tiene una masa nominal de
54.8 kDa y un pI calculado de 6.47.

1 2 3
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V.10 Caracterización cinética de la catalasa A de Debaryomyces hansenii
purificada

Se llevó a cabo una caracterización de la cinética de la enzima purificada analizando

la actividad variando la concentración del sustrato. Los resultados fueron analizados

utilizando los métodos Lineweaver-Burk y Eadie Hofstee, obteniendo una KM
app de 44 mM

y  una  Vmax
app de 106 mmol/min/mg de proteína, similar a otras catalasas de hongos

reportadas (figura 33 y tabla 12).

A.

B.

Figura 33. Parámetros cinéticos de la catalasa purificada de D. hansenii a partir de su cultivo en YPE. Se
calcularon los valores aparentes de KM y  Vmax mediante el análisis de los datos cinéticos por A.
Lineawaver-Burk y B. Eaddie-Hofstee.
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Tabla 12. Resultado del cálculo gráfico de KM y Vmax de la catalasa A purificada de D. hansenii

Catalasa purificada KMapp (mM de H2O2) Vmaxapp (mmol de H2O2/seg)

Lineawever-Burk 43 103

Eaddie-Hofstee 46 110

También se analizó el efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad

específica (figura 34 A), así como el posible efecto que pudiese jugar la fuerza iónica sobre

la actividad de la catalasa purificada, demostrándose que el NaCl no la inhibe en ninguna

de las concentraciones probadas (0.1 – 1,000 mM, figura 34 B). Adicionalmente, se

examinó el efecto de algunos inhibidores de catalasa reportados, como la azida de sodio,

potente inhibidor que se une de manera irreversible al grupo hemo (Johnston y Delwiche

1965). Efectivamente, este compuesto afectó severamente la actividad, ya que con tan sólo

0.5 μM de NaN3 la actividad disminuyó en un 80% (figura 34 C). Asimismo, se probó el

efecto de otros inhibidores, como el 3-AT, que no afectó a la catalasa de D. hansenii ni aún

a concentraciones tan altas como 5 mM (Havir 2003, figura 34 D), ni el etanol directamente

sobre la actividad in vitro mostró efecto hasta pasar del 10% v/v (figura 34 E). Finalmente,

se determinó también el efecto del pH sobre la actividad de la catalasa purificada,

obteniéndose una curva de campana, mostrando que 7.0 es su pH óptimo (figura 34 F). La

catalasa peroxisómica aislada de Debaryomyces hansenii mostró características típicas de

las catalasas de levaduras (Mozaffar y cols. 1986, Levy y cols. 1992, Fernandes y cols.

2010).
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Figura 34. Análisis  de  distintos  parámetros  cinéticos  de  la  catalasa  purificada  de Debaryomyces
hansenii. A. Efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad específica; B. Inhibición por fuerza
iónica; C. Inhibición por NaN3; D. Inhibición por etanol; E. Inhibición por 3-AT; F. Curva de pH.
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VI. DISCUSIÓN

Cuando se cultiva a Saccharomyces cerevisiae en medio rico utilizando etanol al

2% como única fuente de carbono, se dispara una fuerte activación de las enzimas

antioxidantes,  con  respecto  a  la  cantidad  de  éstas  cuando  el  cultivo  se  lleva  a  cabo

usando glucosa (Luschak 2006). Por el contrario, cuando esta levadura es cultivada en

glucosa como fuente de carbono, no hay actividad de la catalasa A, mientras que la T

está presente pero en cantidades mínimas. Al disminuír la concentración de glucosa, la

catalasa T incrementa su actividad y la catalasa A aparece, también con una actividad

alta. Mutantes petite, carentes de mitocondrias y por tanto, incapaces de respirar, no

presentan actividad de catalasa A (Cross y Ruis 1978). En este trabajo se muestra que

Debaryomyces hansenii, al crecer en glucosa como fuerte de carbono, exhibe una alta

actividad de catalasa que se incrementa aún más si el cultivo se lleva a cabo usando

etanol  como  única  fuente  de  carbono  y  en  fase  estacionaria  de  crecimiento.  Sin

embargo, el efecto positivo que ejerce el etanol sobre esta actividad antioxidante no se

observa si el cultivo contenía, además, NaCl, sugiriendo que el estrés oxidativo podría

ser menos agresivo en estas condiciones, lo que se refleja en una disminución en la

respuesta a estrés determinada por la reducción en la actividad de catalasa, o bien, un

menor incremento en la actividad de la enzima con respecto a la condición sin sal, ya

que la actividad cuando se usa etanol como única fuente de carbono, es siempre

mayor que en glucosa. Esta disminución en el estrés oxidativo se puede sumar a los ya

varios reportes sobre un papel protector que jugaría el NaCl contra distintos tipos de

estreses en Debaryomyces hansenii (Prista y cols. 1997, Papouska y Sychrova 2007,

Gori 2007).

Saccharomyces cerevisiae tiene dos genes, CTT1 y CTA1, que codifican para las

catalasas citoplasmática y peroxisómica, respectivamente, que ya han sido

caracterizados a profundidad (Zimniak y cols. 1976, Schüller y cols. 1994, Ruis y

Köller, 1997). A través de una búsqueda por identidad de secuencia sobre la secuencia

genómica completa almacenada en la base de datos de genolévures, en este trabajo se
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logró identificar dos ORFs en el genoma de Debaryomyces hansenii, DEHA2B16214 g y

DEHA2F10582 g, en el cromosoma B y en el F, respectivamente, que corresponderían

a los genes que codifican a los ortólogos de CTT1 y CTA1 en este organismo. Asimismo,

se  identificó  a  través  de  PAGE  nativo  seguido  de  tinción  con  ferricianuro  de

potasio:cloruro de hierro, la presencia de dos proteínas de diferente movilidad

electroforética con actividad de catalasa. Se evaluó la actividad específica de catalasa

utilizando el método espectrofotométrico y se encontró que la actividad de la levadura

eurihalina es más alta que la actividad de S. cerevisiae cuando ambas levaduras fueron

cultivadas en las mismas condiciones. Los análisis en zimograma, a pesar de que no

son cuantitativos, permitieron observar que la actividad de DhCta1 es  aún  más  alta

cuando se cultiva a D. hansenii en medio rico usando etanol como única fuente de

carbono y que dicha actividad aumenta con la fase de crecimiento, siendo mayor en

fase estacionaria, y que en presencia de NaCl este efecto no es apreciable,

observándose una actividad de catalasa disminuída. Indudablemente el NaCl reduce el

estrés, pero no lo elimina. Asimismo, se probó mediante Northern blot que la mayor

actividad de catalasa corresponde a un mayor nivel de RNA mensajero del gen que

codifica a la catalasa A; sin embargo, el efecto negativo que se observaba en los

zimogramas ejercido por el NaCl, no correlaciona con una reducción de DhCTA1 en

YPE-NaCl, lo que sugiere que la sal podría estar ejerciendo una regulación

postranscripcional. Sorprendentemente, la expresión de DhCTA1 es reprimida en

cultivos crecidos usando glucosa como fuente de carbono si hay NaCl en el cultivo. Por

su parte, en los zimogramas, la proteína DhCtt1 sólo es evidente en cultivos crecidos

en YPD hasta fase estacionaria, mientras que los análisis tipo Northern blot muestran

que la expresión del gen codificado no está regulada por la fase de crecimiento, ya que

es evidente la presencia del mRNA tanto en cultivos provenientes de la fase de

crecimiento exponencial como de la estacionaria. Esto también sugiere, que como en

el caso de DhCTA1, existen mecanismos postranscripcionales que jugarían un papel en

la determinación del nivel de DhCtt1: en presencia de etanol, la expresión de DhCTT1

está reprimida, lo que indica que la transcripción de estos genes sí es dependiente del

tipo o calidad de la fuente de carbono. La presencia del cloruro de sodio en el medio

de cultivo provoca una disminución aún mayor en la expresión de DhCTT1. Así, de
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manera  opuesta  a  lo  que  se  ha  observado  en  el  caso  de Saccharomyces cerevisiae, la

presencia del NaCl no resulta en un incremento de la actividad de catalasa en D.

hansenii.

La sal parece estar jugando un papel protector contra el estrés oxidativo, tal

como reportaron Navarrete y cols. recientemente (Navarrete y cols. 2009). Estos

autores mostraron que D. hansenii es  más  sensible  a  agentes  oxidantes  como

ditiotreitol oxidado, cloruro de cadmio (CdCl2)  y  H2O2 200mM que S. cerevisiae. Los

tres  agentes  inducen  la  producción  de  EROs,  y  la  acumulación  de  éstos  fue  siempre

mayor en la levadura no convencional. Sin embargo, en presencia de sodio, mientras

que la levadura de pan incrementa sus niveles de enzimas antioxidantes y crece con

mayor tiempo de duplicación, D. hansenii supera los problemas generados por los tres

factores oxidantes.

Así, lo que estoy proponiendo es que D. hansenii cultivada en etanol recibe un

fuerte daño oxidativo y por tanto dispara una fuerte respuesta, pero en presencia de

NaCl este daño no es tan alto y por ello tiene una mucho menor actividad de la enzima

antioxidante.

En otros organismos se ha observado también que la actividad de catalasa

puede ser regulada de manera postranscripcional. Por ejemplo, en Hortaea werneckii,

que es una levadura negra extremadamente halotolerante (Petrovič 2006), se mostró

que puede degradar una mayor cantidad de peróxido si ha sido cultivada en presencia

de 17% de sal, lo que implica que tiene una mayor actividad de catalasa, sin que los

autores hayan encontrado cambios a nivel de la expresión de los genes que codifican a

las enzimas antioxidantes (Petrovič y cols. 2002), concluyendo que el incremento en la

actividad se debería a algún mecanismo postranscripcional.

Por el contrario, el hongo filamentoso Aspergillus nidulans tiene también dos

genes que codifican para catalasa, catA y catB, que se expresan bajo diferentes

condiciones  de  estrés;  sin  embargo,  la  actividad  de CatB está presente en todas las

condiciones (Navarro y Aguirre 1998).
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La catalasa mayoritaria presente en los cultivos de YPE de Debaryomyces

hansenii cultivada hasta fase de crecimiento estacionario, fue purificada utilizando una

precipitación fraccional con sulfato de amonio, una cromatografía de exclusión

molecular y una cromatografía de interacción hidrofóbica, logrando así obtener la

proteína pura con muy alta actividad específica. Se determinaron distintos

parámetros cinéticos y la catalasa A de esta levadura comparte las mismas

características que tienen otras catalasas previamente reportadas (Levy y cols. 1992,

Mozaffar y cols. 1986, Fernandes y cols. 2010). La proteína purificada fue identificada

mediante espectrometría de masas en el Departamento de Bioquímica de la Facultad

de Medicina de la UNAM.

Falta mucho por hacer. A corto plazo se pretende ahondar en la capacidad que

despliega Debaryomyces hansenii de contender, enzimática y no enzimáticamente, con

diferentes agentes estresantes productores de ROS, así como determinar

directamente la producción de estas especies en las distintas fuentes de carbono y con

diferentes concentraciones de sal y sin ella.

En  el  corto  plazo,  se  analizará  el  papel  del  glutatión  como  el  sistema  no

enzimático para contender con el estrés oxidativo en esta levadura. Se cuantificará la

expresión diferencial de catalasas mediante qPCR. Se complementará a una mutante

acatalasémica de Saccharomyces cerevisiae con los dos genes que codifican a las dos

catalasas de D. hansenii (DhCTA1 y DhCTT1) y se analizará su expresión.

D. hansenii fue clasificada inicialmente como una levadura marina, debido

quizá a que fue aislada por primera vez en agua de mar (Norkrans 1966), en el que el

promedio de concentración de NaCl es de alrededor de 0.6 M. Sin embargo, esta

levadura no convencional ha sido reconocida como contaminante común de alimentos

como salchichas, quesos, salmueras y productos lácteos, y hasta de refrescos y jugos

de frutas. Otras especies de levaduras que también han sido aisladas en frutas, suelos

y alimentos, se pueden encontrar igual en estuarios y océanos y sin embargo, no son

denominadas como marinas (Kutty y Philip 2008). D. hansenii también ha sido

definida como un organismo inclusor de sodio (Na+ includer organism), ya que el Na+

no  le  resulta  tóxico  como  a  otras  especies,  e  incluso  se  sabe  que  este  catión  es
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almacenado dentro de la célula, pudiendo alcanzar concentraciones de 800 mM

cuando la levadura está siendo cultivada en 1.0 M de NaCl (Prista y cols. 1997).

Hay autores que han clasificado a Debaryomyces hansenii como levadura

halofílica, otros como halotolerante y últimamente otros la categorizan como amante

de la sal. Desde mi punto de vista, la definición más adecuada es la de que

Debaryomyces hansenii es una levadura eurihalina, capaz de adaptarse a un muy

amplio rango de salinidades y que la sal le permite responder mejor a daños abióticos

potenciales.
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C. Segal-Kischinevzky et al.: The Euryhaline Yeast Dt'bar)'omrces lIansenii 

Fig. 1 Growth curve of S 
ct'rn'isiat' :md D, hansenii 
grown on YPD and YPD plus 
0.6 M NaCJ during 96 h. Also. 
the growth curve of D. lIansenii 
shows YPE and YPE plus 0.6 M 
NaCJ culture media 

Debaryomyces hansenii Saccharomyces cerevisiae 

" 

! ~ 
e 

.. DhYPO o 
-& DhYPO+NaCI 
..... DhYPE .. ScYPD 
-6- DhYPE+NaCI ., -& ScYPD+NaCI 

0.01 '--_-_-_-_-----' O,.10l--"2;O----;";----;";;--~80;;----,!,00 
t(h) 

o " " " t(h) 
80 100 

Table 1 Total catalase specific activity (moles of H20 2 oxidizedlmin/mg of protein) of D, !ulI1.fenií grown until eXlxmentiaJ and stalionary 
phases in rich media using two carbon sourees and in the absence or presence of 0.6 M NaCl 

D. hansenii catalase specific activity growing until exponentia! and stationary phases. in YPD and YPE with or without s.alt 

Culture 

0.6 M NaCl 

e.lfl111)C:f1ll1 l 

SI¡¡oo-y 

Glucose (YPD) 

(I,7J 1±O,16) 

l .~ (±Q2]1 

+ 
I 241 ±Ol) 
0.4 (:iO,lIn 

Ethanol (YPE) 

) ,8 (:s:0 12 ) 

IO.~ ~± I .lI] ) 

+ 
'\ 6 ~±O'\6l 

2.0 (:!:UA7) 

C .. ll lu,;c' ntli"ilY 'Ift.'a~ bigbe.ll in Illoo/x1hC' cnrbon ~OOI'CC ""hen yell.lt " 'u smwn unl1l UlXlncnlial ¡¡n;j It;uioa:lry JI~, atmpilrt'd wbet:l it WII~ 
gfU1llTt in I!.JUCiIM'. lnlcrt'M.iB,El)'. whtn D. IrtMts~ii ... .m SfO"lO'n In 1M ~Km:e of 0.6 M :SIC]. IIv.: t:.atnlOllllCl 3CUVlly nllu:r 1k\::rt'0D<:$ In IbrJ 
u.K if'lnnry EJlWo1h (lhD~. iD IIlfT'OQl1(lQ tillo lb(: S. r .. ,. .... HI(¡ .. ft'1;pon'c lO , hc NllCl <lreo;~ Vljlhlt'j¡ 3rt' pre<~nU'll.l n' rneIft< I+,IUI) fmm nI ~~I len 
iDdC' ]H.: IIUt IlI cApCrimCrlb 

:Icti\'il )' ~hll ""'ll by n. },¡,rH,.m'" e(Il'aL!:U ()hl !lllll~d (mm YPI) 

8,1''0\'0'11 )'C3l>U oo~ ld rtlll ll in a highcf inhcl'Cnt re!\i.~ l allcc lO 

oxidati .... c ~r~ as ("omparro 10 ¡hal displaycd by S. ,'tm.'.' 
~'i.ri(Jt'. To aJlalyze Ihis matlC'f uxidliti \o"C shock !o]cron« "'111S 
1LS5a)'OO, Uodi )'C:<tsl SptX:ICS ..... crt tn'alC'd wiLh H,¿OJ 
incn:ilsing cOfK:enlr.t.lJon:s uuring cApOnc:nliaJ illld slil.ltomtl") 
gfÚ\ll.'rh ph:\'óés. 1ñe 1'~~lr , uf thi s io'tll \'i i\bl li,y "~~!l)' 

~Ilfl,",l!d lhm nr'Mie l eA(\I.)lIcr'IIi :'l1 sm\l.'rh 1))1.'I¡;e, [J, Irlllu'rfw i¡; 
ablc: lo grow in Ihe pres.ence uf 1110! cuncentrlUlODS. whi(b 
inhihir S UI?I'i.JK,t' &-ro~' Ih , 'I~ , 2. When }'C:asl~ ",",ere 
gmwtI in lhe rwe.<;t'I'ce Ili (H; M N3r:1 al1(1 H~O~, r'C)i;i~ r i\li1 

phCtKl I)']>C' wa.~ C'vidcm in D, IWII .~t!lllI; colwCI'scly. S. ('r.' 

n l'IJr(J1!' growlh vro¡; scvc:rdy impaircd in the prcscocc o( 

both slresson... When DC: IIs WC'~ colka C'd hum sUl tionary 

growtb phase.. both yca!>ll imprU\ ed thcir rcsis tl1llcc lo l.j l 0 1 

1rc<.Imt:nl (Fig, 2), 
Ahfl\'i! ¡W~i! IlI i!t(1 re~LI Ir~ lndu:::lte IIt':'I 1). l~rHt'lr;¡ (h~. 

pta~ all illhe.fCfitly high C;)t3l.'1l>C aJ:: livir)' ir'! c:i lhcl YPD .or 
YPD-O.6 M NaCl Lh:u rc~U IL" in :11 higber HzÜ~ lolc:rancc as 

com pared In Ih:rl dj~]l li\ .\'~d by S. ('('r('I"$;(I". To f),l t1hcr 
:ul3lyJ.e lhe: fO l ~ f1( ca t:ah~ in ~ Ire.!i>~ le.s:is.l31\r:"e. ~q~llct: 
geoome campar;sotl w.o~ cafri..cd 001 wilft S, CI!~\'ISÜ1e [O 

SCMt'h Ihc corresponding onoologQus gC'lleM. 

D, lralr.Jen¡¡ h.as T .... 'o GCDC:.5 Encodm~ C ... taJ¡{1;C 
I~o/)'rnl:.' 

Sacdramm)'ct'.J cerni.Ji(H' h' l!i u Clill-ellcoocd peru.~j­

Sl..l[T1<l1 c.;-I I~ltlSJ: "'''1,1 '-, crr/~CJIoO,:uJcd ~ylóp l !l~"lIC' CóiI;1tl;lSI: , 

T t) 31l;df71! .... 'hr:!Jliet IJ Irlln.' ('flÚ liad CTAl ':ulll crn 
ortllologol.l~ OOlltl ltfl)iltu. a com ¡)U[{:f·ba!itd anal}"i,S of lhe: 

Gc: tlOle\'ures d:t.mb:lsc: (nv.oilnblc al hllp:llwww.gc:rlOk 
\'urcs.org) \Io'tu. perromr~d 141 1, l15ing D. ItaJlJ~/ljj geno­

mac .!.equence.. Tbis an.al)',;is l'C'''clllcd ll\at Ihis }'t:asl bllf­
bUf'trJ tv.'U ORf's thílll cooJ<I prewln<ibl)' enccxk for IWI) 
C111 ;l 13'i! ¡ ,O f(K'nl~ .... 'íth !l1~m:;)(im""1 l e lIIol<:cl.Ibl ..... dghls 1'( 

54,9 31ld 6.1 .1 klb. rc~pc'::li\·e l y. TI-.e [J1tCTA 1 1)I ~ulllcd 

ot1hologous ORF was. idcmified '0 he DEHAlFI051!i2 g 



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

Claudia Segal-Kischinevzky 95

C. Segal-Kischincvzky et aL: The Euryha!ine Yeast Debaryom)'ct's hallst'll;; 

SaccharO/l1)"CfJ Cf'rel"is;ae Fig. 2 S. cert'v;s;ae and D . 

IllIllsen;; resistancc to 1-120 2 

stress, after grown wi!h and 
wi thout sal! (0.6 M NaCI). 
Exponcntial and stmionary 
growth phasc cultures of S. 
cern'Ís;at' and D , h(I/J.ft'lIíi wcre 
diluted with fresh media (YPD) 
and exposcd to O. 2.5. 5.0. 7.5, 
!O, 15. 20, and 30 mM 11 20 2 for 
3 h. After the !reatment, H20 2 

was removed by centrifugation. 
The cultures were resuspcnded 
in distilled water, scrially 
diluted , and each dilution was 
sponcd onto YPD plmes, 
ensuring thm the samc amOlJn!s 
of cells were plated. Pla!cs were 
incubated al 30a C for 3- 5 days 

ExpolIClllial growlh phasc SI;ltionary growlh phase 
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111,0,1. mM 
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YPO YPO + NaCJ YPD YPD + N,lCJ 

25 
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locat.¡:d in F ChrOlnoSorne:, ~'hik DItCITJ coumerpan ..... as 

foond 10 OO/T.¡:spond 10 DEHA28 16214 g loclllC'd in 8 
duonllJsomc_ Accordingly, a l..ymogmm pcrfmmed un UJ\ 

c-1 ~"1rop¡'orcsed cl1l<lt extrae! Qf D, 11().1U~"U. óbtilmo;:(J fl'Ú/lI 

YPD @r'Q"'-'ri C" lIllllre:t aflcr d ifft ll?:ut l n(;uh;l'1 (,1I1 l)í: rl Ot1~, 

"hClwcd ' ..... 0 hatlds di slltayiflA catalas.c activil )' (Fig;. 111). 
Wonh of ftlemion is the fm:-t thal !.he low ftloke-u l.ar wd¡g,ht 
acti \'il)' (DllCrrJ, only uppcnnd :aner 24 h of inc:ubilliOrl 
W1d was nol obM'rved in stationury phase N.iICI-tn=31w 

t:tlUur~ Fil!. j a <1l1d b. Onl)' Ihe OhCI/I' OOnd \110' 11..\. 

flhse,-\'eil wlw,:n )'ea," Wo(!lli! lnc ubar¡,.'(I 10 expol\etl.1ial ~~ r 

"Ifll iolla!')' pha.<;,e~ in Ihj!; ftfCSj!;IW:C of 0_6 M Nar:l (FiS- 3b). 
Extmea (mm VPE-gro\llo'n cdls lIlere aoalp..ed_ :uld 001)' 

• • . 

... ( BV •• 

• •• It 

• ." 3 -. <ro " :000 

• 
" • • ") 1.-"1 1" ~ (', r '1 

(--' .-
, 
" , , , , , , 

lhe hi gh molecular form (Dllerall was úbserved undcr 
cxponC'DtiuJ ;í1nd l-1atiOOlUy growth pha);CS (Fig. 3b). 

l>, hWI,1('r," CTAI-&C:llded C;"I¡i.!asc A\;!ivit;)' 
i~ Pf)~i li \'(:I )I Modll);lI t:d h}' Gn)Mb PI;;¡se 

lll~1 on-Ñtmctllahlc Cru hO(1 s.,)Urt.'Cs 

1,1 llIls bc=cn pre\'iously reponed. tJULI when S_ ('f'rt'\';sia~ is 

grown in 2% t'lhaoo( as carbon SllUKt'. lhe OCll\'lt)' of lhe 
pnmtll)' anllOlddanl eru:)'f11c,.>: (SOl) iUld cruaJ.a:sc:) ¡u¡ wcll ib 

lh t,: le\-el;¡ (]f carbon}'I · I)I!~ I i!III~ :'ill{l T13J\RS (dtiob¡lrbil'llt1C 
acid-ft!:3C1 i ... 'C rubSI,3J1Ce.s), .... ll ic h aCL"lITnul:i lt! as a re-~lIh nf 
C1xid3 li ~-e damnge lO prolcins aRd lip idi, aJC" i llcrc:a~d wilh 
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A 

B 

e 

.. .. ~ . -DhCIlI{ 
_IJ/¡O,¡ 

.. -1 
250 kd 

___ r 150kd 

Fig. 3 a Zymogram from D. l!allsen;; grown in rich media conlaining 
glucose as carbon source: samples were taken al different times: UIIU' 

1,6 h: fane 2.12 h: Irlllt' 3, 24 h: fane 4. 48 h. b Zyrnogram from D. 
hansen;; grown until exponentia! and stationary phases in YPD and 
YPE in the presence or absence of 0.6 M NaC!. ullle l. YPD 
exponentiaJ (exp); Irlllt' 2. YPD sla!ionary (sta): Jant' 3. YPD-NaC! 
exp: falle 4. YPD- NaCI sta: Jane 5. YPE exp: Jant' 6, YPE sta: fane 7. 
YPE-NaCl exp: Jm!t' 8 YPE-NaCI sta: fm/t' 9. human erythrocyte 
catalase. e Zymogram of lhe purified catalase from D. hanselli;: wnt' 
J. hum;¡¡¡ ",ythro.;-y' " ,":II~k~,,; IIL~6 J. D.I I-IS of pUJi&;.;l D . ¡UUlS~IIÜ 

clllwaKI; lilJf~ J. C,1I1J11loWr'S I I.un l'AGE 10 !-lE. uf purili~d D. 
'liIlIlf~IIJ I I:ntd • .;e 

re.spcct (O glocOS(' coolaining m~dia 124 J. To anal~'H' 

whc: II~( D. lrllml'"nu 5.howc:d :1 ~i miL"'f rc~ I}QfI5.C: W!1iC1"\ 
grown in ¡he prCiCntt of 2% clh9.001. D. hiJJu~nj{ C3UiI:l.o;(' 

IK'ti\'il)' WIL~ d~C'mlinc:d dunng eXJXlnenlbl and stmionary 
pbases on YPO (gIUClliC) and Yl'E (C'Urnnol) grOW1h 
medium , Cata]¡lsc iKll\'l t}' dctcrnlHJCU '¡IS dcJ¡cn bcll b}' Ac.bi 
111. (ltl é \ tr:iCI, l'rep;u\.-c 1' .. 0111 (: ullure~ 8rown 0.1 VrD • 
.. ho \\ot!d 3 tw¡,fl1!d inct'¡!.ascd xli,' il}' in 5.13liflllary *,umlh 
phasc as comp.!ifcd 10 Ihose pr¡:-parcd fro m c:tporlc:mial 
gtol,l.'th cuIIUT~ ..... 1tich could be affcrdc:d by lhe- combj~d 

:l.CÜUIl 01" VltelaJ I1nd DlJenJ. .sioce botb actj\' ilies ure 
c\-idcnt undcr ~ lIld()ft¡lr)' philSC (I~ ig , 3a IInd b. 1"able 1), 
(J/IO,I ')'TT10g.I<l fTl-l":.lefll llned ~t,\' i t ), \\'¡~ 11 04 t)bkr"\'~ ir¡ 
tl(1,;l C I ~ o"'l :ti rll.~d fl 'OlI' ~ I ¡¡l i()n;::, ~y y')Wdl ·l'h~ CllllIllCS 

ctlfTied Olll in Ihe prc:sence (Ir NaC'l. thus ifldica¡ing Ih,~1 in 
lile presCON of snJt :M:!1Í\'il)' oould onl)' be providcd by 
DIlCra l . TheSC' r-esu!.lli 3100 indi<:nlc Ihal DllCTTJ coold 
llave l1 djJ'(erenliil1 e.xpres~ iun paUtmI Ihal ma)' rcloUIt in 

upn:.. .. ,ioo reprell)lion ulKk.r c;\pnoentlil! ~.r(I V.l h pha.;;c.llm.l 
in !he presc[1['(' of NaCl. In additiOll. jI W¡¡S found Lhlll 
catil1asc iK7th'it), dctcrmincd ID extrucl.!. pK parctJ from 
eitbcr t:.x.pun¡:,nt i,¡¡} ór slatiónM}' "PE ~UIlIJI~ ~1M.1Wed a 

four to sevenfold increase as compared 10 activity deter­
mined in equivalenl extracts prepared from YPD cultures, 
which was not observed when yeast was grown on YPE in 
the presence of 0.6 M NaCl. These results indicate thal 
DIICTAJ -dependent catalase activity is positively regulated 
under stationary phase, this effect is enhanced in the 
presence o f ethanol as sole carbon source; these positive 
effects are hindered in Ihe presence o f 0.6 M NaCl. 

D. IUlIIsellii Catalase-Encoding Paralogues are 
Differe ntially Regulated by Ihe Carbon Source 

In order lO analyze whcther increased catalase activity in 
the presence of ethanol corresponded to increased expres­
sion level, Nonhem blo! analysis was pcrlormed with total 
RNA obtained from D. IWlIsenii grown in YPD, YPD-
0.6 M NaCl; YPE and YPE-0.6 M NaCl, and samples 
were taken from exponential and stalionary growth phases. 
Results show Ihat DIICTAJ and DIICITI are differenlially 
expresscd. DIIcrA 1 expression leve ls are slightly higher 
under respiratory condit ions as compared to Ihose found on 
glucose, in agreement wilh Ihe results obtained in the 
zymogram analysis. In addition, DIIcrAJ expression was 
repressed when Ihe yeast was grown in glucose and NaCI , 
this effect was not observed in RNA samples obtained from 
ethanol grown cclls. These results indicate Ihat DIIcrAJ is 
tran~criplionally reguJated by tbe carbon souree and by 
N3C'1. CoO\'erse!y. ~JC]TJ exprcSiiion was higbcs.t undc:r 
(ennenlalive condltloo~ and I"('~ssed wbrn lbe )'eillSt .... '~ 
g~'n on non· !'tmllcnlublc su~lr.JtCS like elh.,n~ I.n lhc 
pr"W:i'i!.r.c.: o f 0.6 M .. e l, e1h3ntll.<.Ie¡!éIllJenl c:\prf::S .. it1n 1'1',-..., 
f'l! I~ .. (:~sl!d (Fíg. 4). Th~~ will he flllthe.r dj ...c u~s~d. 

C:~lal.ase PlIri fl C3IM11l fmm FJh:mlll~l(lwin8 Cel! , 
;ud IdCrU ifiC"3 lioll o f Ihe r t!fOxisOO1:11 Cal,al;t,o¡c 
(DJ¡CII1I) by Tandcm Mass Sp«trCII"DeU)' 

Consideriog mili on sl.u tiollary phase ech¡mol gro"'ll o;; uJ· 
IUR:S Cl t.lege: -"ingle: c.""alaJiI~ band Willi ubservCld. we: punficd 
Ih i~ isofOml lhrOt.lg h ~nllUt"l hIlTl ~u lf:'l l c: j?retlr ll¡HiolJ f\ll~ 

lowed hy 31 ctlrnlll:tlo.@.mphic- H1C c(llumrl. A SitlSIc b~l\d 

W:1~ oblllincJ.as s;ccn o n SDSIPAGE (Fig. k). Thc puriticd 
prolC'in \10'35 3.fInlyzcd by M5r.o.1S spcetro r~u)". 11 .... 'IIS 
fOillld 1":"tJ lhe 1~'\1h'! i,\ COI'I\';~ I'It),)dcd [O a !)I'I! ... nn~! 

pcro . ..:iSOIH31 c:u:tl3St (giI50.t2447.l). DhCw l 1)I'C:scm in 
D. /WlIsrmll . The global scorc W.tlS 1,182 wilh 26 matchillg 
pcptidcs thlU co,'cred 63t;l of!he !iCqDence. Tbe prolci[1 had 
a Ilomina.! m~ss uf 54.106 Oa ..... lth a cllkuhlllcJ pi or 6.47 
(Fig, S). Thu~ 11 can be pres\llttc:d lb.,! ll~ pew;mvma! 
C:II¡ll a~t! (fJII Or,J) i~ 11l~o ! \"~(1 itl h>'(!roge.tl pCfO:ti(ie 
dC1mr:ific:l1ioo gt!I)ef:ilcd dLlf"i1l8 lh l!" oxidal.ive .!ól1"t!5.S induc:cd 
by ( [llanol in D. Ijúll.i't!.PJ// . 
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Fig. 5 The purified prolein was 
fOlJ nd lo correspond lo 
peroxisomal calalase of D 
hansenii (giI50424473). The 
global score was Ll82 with 26 
mmching pept ides Iha! oovered 
63% of sequence. The prolein 
had a nominal mass of 
54,836 Da and a ca!culated pI 
of 6.47 

{.:f1A~J:!;'~Mascot Search Results 
I>ro ldl! V ic \\' 

Maten loO: 9il50424 4 73 Seora : 1233 
nypothetieaJ. protein DEHAO F11550V (Debaryoftlyee. nan.enii CBS767] 
Found in .e.ren of e : \Temp\ma.13 . tmp 
Nominal m ••• (M. ): 54836: Caleu1ated pI va1ue: 6 . 47 
NCBl BLAST aearen of q it~O~2~~7J again.t nr 
Un(ormatted aequenee aerinq (or paaeing ineo oener applieaelon. 
Taxonomy: Oebftr yomycea hftnaenii CBS161 
Link. loO r atrieva Othar entria. eontaininq ehia aequenee from HCSl 
Entre:.: : 
ot!~965649J from ~bftr yomyc:~a hftna~nit 
Variable moditlcatlons: Oeamldated (NO) , Oxldation (M) 
eleavage by Trypain : cuta C-term sida of KR unles. next reaidue ,. 
Seque n ce Cove rage : ... 
Matehed peptidea $hown in Bold 

1 MAPVYTNSNG CPIPEPFATO RVGQHGPLLL OOFNLIDS LA HFDRERIPER 

" VVHAKGSGAY GYFEVTOOIS DVCSAAFLOT I(¡KKTKVLTR FSTVGGESGS 

'" ADSARDPRGF STKLYTEEGN LDLVYNNTPV FF:IRDPSKFP HF:I HTQKRNP 

'" I:THLK.OPTMF WOYLTSNOES IHQVMTLFSD RGTPASYREM NGYSGHTYKW 
201 SNKKGEWYYV QVHF:ISOQGV KTLTNEEAGE LAGSNPDFAQ EDLFKEIAKG 
2>, NAPSWTCYlO TMTQEQAKKA PFSVFOLTKV Wi'HrtDYPMl\R FGKLVLNENP 

'" KNYFAEII:OA AFAPJUtTVPY MEASADPVLQ SRLFSYAOTH RHRLGTNYTO ,,, 1 PVNCPlTGR VFHPHHRDGG MNVNGNLGSH Pl'IYLATSKPV EnNFSlQEE 

'" OEV\<IEGAACP FHWKCTOKOY SOATALYNVL AKYPNQOKNL AHNVAVHVSG 
." AETHIQDKVF DMFAKVHPEL SANIKKEALQ LSPRK 

Lineweaver Burk Plot Eaddie Hofstce P]ot 
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0. 10 
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~ ,.'" 

.... : 

.01 i 

_ii~ 

. " ." 
IIISI 

y - 0.4101x + 0.0097 
R - _ nQ~Q 

\1_" IOJ mmoliq 
K .... 4J m\>' 

..... 
Vi' 60.000 

'J ..... 

... 
K.~ 

1l1.."\1 o{ lI .0 •• ., 
•• 

. t ,-
IN, 

y=-~.29Ix + 110745 
R -= 0.97024 

Vmax = ]IOmmol/scg 
1(,., - 46 mM 

" .. 

"" 

P 

• 18. ~ KiDrtlc\l1 ¡.xu:-~ ItK.1l·a lI( caL;¡}u : I'Im 6nl 1ru ll l Yr~ III D. hllrOt '1 i i lb.: 4'llIU1:Lll. KM Imd 1I".~ lIr cilL,II ,c ...... ""tl.: ~";&)'~lak\J U' U,!! 1""' .... 
mel:holb 

I"C'sullS in 1nC'I"C'.used (atwase aclj\'lIY in D. IUlnwu"i. NaO 
(ould bllvc ¡¡ prl)(octh'e role agwru.1 o;ddllti .. c 5U~~~ ill 
D . l:¡.rm!i('IIii, II~ IliIS been n:PI)r1«1 rece,,!I)' by Nilv.lrTe le 1:.( 411. 
126]. \VI!: ( hu~ 1:I"¡"If1oli:e rhnl D . JM/ rl,.\f""ITU j lll\\.·ing j l\ t.l l~~ l lol 

lUId :'1311 is refmcwly 10 oxidati\'c ~ t .. eu !lod con~ucfI1 l:y 

dOC"S 1101 trig,gcr.n ~ rcsponsivc 1'<:3Cliol1. 
C:¡tulast' post tl1lnscriPliooa,l rc:gulation has becn 

ob~er'H:d in Ihe C'Xlrt'melj" haJotollmlnt b lock ycll~ t JJort{/~a 

WiY?Jt'ckll (3 1). Author showed incre.:t.<;cd hydtogen pc-r· 

o:tide dcg:radlllion. indicllting increascd clltall15C.' act.ivilY 

when lbis }'e.il~ t " 'as ,ªrown in 17% NaCl. howev~r . no 
~hitngc m o:tld.,lhl: reSpon~ i". c gen~ c.t;preMIon ..... ~ 

obsen 'cd 132 1. ¡hus it W<l~ coocluded lhat iocre.used IICtivity 

could be due 10 a posl ltil.M(;npuonoll mechiLnism. Con­
,·etSe.I,. in Ih pl:''N;Uw ,,¡du/(m,f lIle. ! ..... (. (il liJ.l"!oe-'<:JK:oding 
gel\(!:I:. r utA .~lld nllR "'ere 1 r'3 11~cri~J LJ lldel ~l jrr.ei(:1I1 

Sl rc.sJ, coodi lioll:l: 311hough oo ly Cu/B :lCli"ity \I,""3S pfl.'::'IC tU 

in ;II( oooditions 1211. 
D,.ba 'J"otn.\Y:~s !({/lrSel lii has bcen cJllssilied .os murine 

)'e;J ~1. mainJy dllC lo lhc raet IhiIt II ut.al<i IsoIalcd from 
marine water 129J. whcrc .he Ilverage NIlCI i.'OnlCm is 
around 0.6 M. Howcver. Ibis non-convcllliOlUlI yea!i1 ba.s 
bct:ll la~~I)' recogmud .as a cornmon oonlarnillanl of 
saus."ccs. cht:~. briJ1e~ . .. al! dllIT)' prodU<:18 • .alld e~"CI1 sol' 
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d!inu aod rruil 5yrups 1361. Othtt ) '(,<I5t sJX'cits also found 

in ftlll lS. 8011 ilnd food. urc ~t l11.cl)' nol nati.,c lo cslU' 
¡i"tot ,lIld .~:\' , t \cn fr rhe.\" are \er)' fl t(Jlreru ly r ~Ohited 
fCO r" !<uc h :m.!:Li (2 1]. D. '1/ln., t"W lUl!< hocen ddi l~1 a ~ ,. 

N3+ ir)Cludc: r organism o !Oinoc: ~omc: n~ports h:l\'(' sohown 
Iha! sodium is nO( toxic 10 (hlS yC'!1Sl tlnd it can cvor=n bC' 

s lol"l!d ¡m ide tI\( c dl (34 1. Sorne <l uthon tum:: c lmmtkd 

D, lp.(jfut'llii LIS .¡¡ halolo l~r.ml )'casl. othen. "li 11 ha luphlh\: 

ono. ll.nd more rncentl)' ll.!I ti salt lo \'inS yca~I (36 1. \Ve think 
lh~ <1 more 5uilabll=- c:Iassifictttlon muy be C'uryhwin(' ycl1St 
111 . 46 1. beca use iI c"n mJa pt lo " wide run~c uf SWlOltlU 

;1 tIe~ribed ¡1txwc 

'\i:k.nÍl ... Iort.I~lIk'ulll Tht :luLlII.n:&lt"d~·l·ply IltI.kbkd .... ilh Ibt"achkc~ 
al RL'a.i CifdenaJ thmu¡tN!ul dlL' wnrit, or FXYh~ cko CiL'acllL. 
UNAM and lO lhL' lt"ehDkal ;u..~iJitmcl! el Crilti_ A~ ;wd I'.ablo 
R_It"1 fmm lruhlUfO de FiJiÍíl!nti.l C .. hlt., 11M Alfon<.on Vrknh 
ut t--"cwtad Ik Cicncla. UNA.\t. Wc :lle pa-Iul IV L 00.;:1)' . .. 11 
M t.1or.a (Uaidad ~ DHlIol!;ill t.1Dltt"utar. Im lrluro de: fiunlo~ 
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