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|. 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 lacteos y mermeladas; en la Naturaleza, en suelos, frutos y maderas en
descomposicion, etc. Esta capacidad de adaptacién a gran variedad de nichos
ecoldgicos es lo que hace a D. hansenii un organismo tan interesante de analizar., ya
gue posee la capacidad de desplegar respuestas de adaptacién fisioldgica a multiples

estimulos.

Al igual que Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii tiene dos genes
gue 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 bulsqueda entre todas las levaduras
hemiascomicetas cuyo genoma esta reportado, para hacer alineamientos e inferencias
filogenéticas. Todos los organismos analizados tienen secuencias cuya funcion es

peroxisémica, pero son pocos los que tienen también una catalasa citoplasmatica.

Observé, a través de zimogramas, la presencia de estas dos enzimas con
actividad de catalasa en D. hansenii. Asimismo, determiné la actividad especifica,
encontrando que en medio rico esta es mas 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 Unica fuente de carbono y que ahi la
actividad de catalasa es mucho mas alta que en glucosa. Los zimogramas mostraron
s6lo una banda en fuentes de carbono no fermentables. Los andlisis de expresion a
nivel de la transcripcion, mostraron que en glucosa predomina el transcrito de la
catalasa citoplasmatica mientras que en etanol lo hace la peroxisémica. Ademas, la

actividad es regulada negativamente por la sal. Estos hallazgos me permiten proponer
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gue en D. hansenii, la actividad de catalasa esta regulada por la fuente de carbono a
nivel de la transcripcion, mientras que el NaCl la regula de manera postrancripcional.

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

demostrando ser la catalasa peroxisémica.

Claudia Segal-Kischinevzky 2
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1.1 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, | did a systematic hemiascomycetes genomic database
searching, in order to construct biological inferences and phylogenetic relationships. |
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 | was able to visualize two bands with catalase
activity. Also, | 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. | proposed that carbon sources regulate differential catalase
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expression at a transcriptional level and NaCl at a posttranscriptional level. | isolated
and purified a protein with a high catalase activity. | then sequenced it and found that
it was in fact DhCTAp peroxisomal catalase. | also present the kinetic analysis of the
purified catalase activity.

Claudia Segal-Kischinevzky 4
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I1. INTRODUCCION

El oxigeno se puede reducir parcialmente dando lugar a diversos agentes
guimicamente reactivos, conocidos como Especies Reactivas de Oxigeno (EROs). Estas
formas de oxigeno pueden ser altamente dafiinas para los componentes celulares,
incluyendo a los acidos nucleicos, a los lipidos y a las proteinas (Halliwell y Gutteridge
1999, Hansberg 2008). Ademas de estas moléculas muy reactivas, tanto el per6xido de
hidrégeno (H202) como el anién superédxido (O2), son incluidos como EROs, ya que
conducen a la produccién de mas especies reactivas, particularmente en presencia de
iones metalicos. Las EROs se pueden generar enddgenamente como consecuencia de
los procesos metabdlicos; también se forman por la exposicion de las células a agentes
ionizantes, radiacién y recicladores rédox presentes en el medio y por la exposicién a
metales pesados. Asi, todos los organismos aerdbicos estan expuestos continuamente
al atague de agentes oxidantes a través de estos mecanismos. El estrés oxidativo
ocurre cuando la concentracion 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 (°Scandalios 2002).

Para defenderse contra estas especies reactivas de oxigeno, las células contienen
enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa, las catalasas y varias
peroxidasas, ademas de que también producen moléculas antioxidantes como el
ascorbato, el tocoferol y el glutation.

Pero ademas las EROs y las enzimas que las generan también son reconocidas
por su papel crucial en la diferenciacion celular: operan como activadores de factores
de transcripcion, pudiendo regular asi a la expresion genética. Se ha mostrado que
enzimas como las NADPH oxidasas (NOX) producen EROs que regulan distintas
funciones celulares, como son la inmunidad, la proliferacion celular, la diferenciacion,
la transduccion de sefiales 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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patdgenos, éstas generan una amplia respuesta de defensa, incluyendo un estallido
oxidativo (oxidative burst), que conlleva a la generacion masiva y transitoria de EROs,
en donde, por ejemplo, el O2°~ actia como un antibidtico de amplio espectro contra la
invasion (Bolwell y Wojtaszek 1997). En células de levaduras y animales, las EROs
pueden arrestar la divisién celular, regulando negativamente el ciclo celular
(*Scandalios 2002). En eucariontes unicelulares, las EROs correlacionan con la
regulacion de la expectativa de vida (lifespan), asi como en las interacciones
hospedero-patdgeno (Aguirre y cols. 2005).

Por todas estas razones, es el balance entre la produccion 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 H202, el anion superéxido y la peroxidacion
de los productos lipidicos. Las repuestas al estrés oxidativo parecen estar reguladas, al
menos en parte, a nivel de la transcripcion y exhiben una sobreposicién 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).

I1.1 Clasificacion y mecanismos de produccion de radicales libres en los
sistemas bioldgicos

La vida exhibe muchas paradojas. Una de ellas es que el oxigeno (O2), una
molécula esencial para la vida tal como la conocemos, es también una de las sustancias
mas toxicas a causa de la reactividad de las especies parcialmente reducidas a las que
puede dar lugar (Davies, 1995). El oxigeno atmosférico es un birradical: los electrones
en sus orbitales antienlazantes ny*! 1,*1 estdn desapareados y tienen el mismo espin,
lo que da lugar al “lado oscuro” del oxigeno: el O2 no puede reaccionar con moléculas
organicas que tengan los electrones pareados con espines opuestos. Esta restriccion
implica que dentro del ambiente celular, el oxigeno con frecuencia es reducido de
manera monovalente (no enzimatica, figura 1): la reduccion por un electrén del O2
produce un anion superoxido, O2"; la adicién de otro electron y dos protones produce

peroxido de hidrogeno, H202, y una tercera reduccion separa al Oz en un radical
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hidroxilo, *OH y un anion hidréxido. Todas estas moléculas son productos normales de
la vida en un ambiente aerébico, pero al mismo tiempo, debido a su alta reactividad,

son los agentes responsables de la toxicidad del oxigeno.

e e e e
NN \ \
0, — 0,—— H,0, — *OH — H,0
AN /
2H* OH-

H+

Figura 1. Via monovalente de reduccién del oxigeno molecular. En la parte de abajo se muestra la
distribucion de los electrones en los orbitales moleculares del oxigeno para cada especie formada. Las
flechas verticales indican la direccion del momento magnético del espin de los electrones. El oxigeno
molecular en su estado mas estable es un birradical, ya que presenta dos electrones con el mismo espin
ubicados en distintos orbitales.

Las radicales libres son especies quimicas cuya estructura molecular presenta
uno o més electrones no apareados en su orbital mas externo, lo que provoca que la
molécula sea inestable, de vida media corta y muy reactiva. Bajo esta definicion, el
peréxido de hidrégeno no es un radical, pero su capacidad de reaccionar con otras

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

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 oxidacion, como
cuando las células son expuestas a radiacion ionizante, a drogas que alteran el ciclo de

oxido-reduccion o a xenobiéticos que forman metabolitos radicales libres in situ.

Al ser radicales, tienen la tendencia de sustraer electrones de las moléculas que
los rodean (lipidos, proteinas, DNA) con el fin de completar su propia envoltura

molecular, induciendo el dafio celular (Freemany Crapo, 1982).

Los radicales libres del oxigeno se pueden clasificar de la forma siguiente:

Claudia Segal-Kischinevzky 7
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I1.1.1 Radicales libres inorganicos o primarios. Se originan por transferencia
de electrones sobre el atomo de oxigeno, representan los distintos estados en la
reduccion de éste y se caracterizan por tener una vida media muy corta; son el anion

superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico (NO).

I1.1.2 Radicales libres organicos o secundarios. Se pueden originar ya sea por
la transferencia de un electrén desde una molécula orgénica a un radical primario
guedando asi convertida en un radical, o bien por la reaccion de 2 radicales primarios
entre si. Poseen una vida media un tanto mas larga que los primarios. Se forman a
partir de hidroperéxidos en las reacciones con iones de hierro divalente y dafian las

estructuras celulares.

I1.1.3 Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno. Aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres,
son generadoras de estas sustancias o resultan de la reduccién o metabolismo de ellas,
entre las que estan el oxigeno singulete (10), el perdxido de hidrogeno (H20>), el
acido hipocloroso (HCIO), el peroxinitrito (ONOO-) e hidroperdxidos organicos
(ROOH).

Cuando se lleva a cabo la reduccion del oxigeno en la respiracién celular, a nivel
de las mitocondrias, se producen en forma secundaria dos radicales libres: el radical
superodxido (O2+) y el 6xido nitrico ('NO). El radical superéxido deriva de la auto
oxidacion no enzimatica de biomoléculas y se produce a partir de oxigeno y de otra
sustancia que se oxida. ElI 6xido nitrico proviene de la reduccion enzimatica del
oxigeno realizada por la éxido nitrico sintetasa. La combinacidn de estos dos radicales
libres forma al anidn peroxinitrito. El peroxinitrito puede reaccionar directamente con
biomoléculas tales como tioles y metaloproteinas, conduciendo a fendmenos

oxidativos (Radi y cols. 2001).

Ademaés, el peroxinitrito reacciona rapidamente con el didéxido de carbono
presente en sistemas bioldgicos, conduciendo a la formacién de radicales secundarios
como radicales carbonato (COs*) y dioxido de nitrogeno (*NO.). Finalmente, una

pequefa fraccion de ONOO- se parte, dando lugar a la formacién de “OH (figura 2):
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[ONO,CO~] — s *NO, + €O,

4\

1

| H* 0.9st Vi

"NO, + 0, ——> ONOO- <—2 ONOOH <—2 ['NO,"OH] —> °NO, + *OH
MHL I R v

v .NOZ NO'2

M+ D+ ROH

Figura 2. Principales rutas de formacidon y descomposicion de peroxinitrito en sistemas
bioldgicos. El peroxinitrito se forma en una reaccién, controlada por difusion, de los radicales 6xido
nitrico (*NO) y superdxido (O2*) (1). El anidn peroxinitrito (ONOO-) puede reaccionar con metales de
transicion promoviendo oxidaciones de un electrén (I1) o formar un aducto transitorio con el diéxido
de carbono (111) para luego rendir radicales carbonato (COs*) y didxido de nitrogeno(*NO2)(1V). El &cido
peroxinitroso (ONOOH) puede oxidar directamente sustratos (V) o descomponerse por ruptura a
radicales hidroxilo (*OH) y (*NO-) (VI). Tomado de Radi y cols. 2001.

Dentro de la cadena bioquimica de reacciones de radicales libres, el camino que
lleva de superdxido a hidroxilo se denomina via de Fenton/Haber-Weiss. El 6xido
nitrico, al reaccionar con el superoéxido, puede producir peroxinitrito y luego hidroxilo
y constituir un segundo camino para llegar al hidroxilo, denominado via de Beckman-
Radi-Freeman. También hay un atajo que permite pasar de uno al otro. Por tanto, hay
dos caminos: uno se inicia con superoxido y el otro con 6xido nitrico y ambos llevan a
la produccion del radical hidroxilo (figura 3). En esta figura se muestra también el
papel de la ubiquinona, presente en la matriz mitocondrial, para producir 02~ al
reaccionar con ‘NO y ONOO-, via que se ha denominado como atajo de Cadenas-
Poderoso. La reaccién del 6xido nitrico con ubiquinol produce ubisemiquinona, que

también operaria como radical libre (Boveris y cols. 1999).
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UQH,

Atajo de\Cadenas-

O,

Via de Fenton/

Haber-We Via dé Beckman-Radi-

Freeman

lipopgroxidacion

Figura 3. Reacciones de los radicales libres. La produccion inicial de anion superdxido y de
acido nitrico conduce a la generacion del radical hidroxilo, que inicia el proceso de
lipoperoxidacion. Tomado de Boveris, 2005.

I1.2 Principales sistemas de defensa en la neutralizacién de radicales libres en
los sistemas bioldgicos

Todos los organismos aerdbicos estan expuestos continuamente al ataque de
agentes oxidantes tanto exdégenos como a los generados por el propio metabolismo
celular. Es asi que han desarrollado mecanismos a través de los cuales neutralizan el
efecto de los radicales libres, ya sea a través de reacciones enzimaticas para su
degradacion, o bien con la sintesis de moléculas antioxidantes. El estrés oxidativo
ocurre cuando la concentracion de los oxidantes se incrementa por encima de la

capacidad amortiguadora antioxidante de la célula.
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El sistema de defensa esta constituido por un grupo de sustancias antioxidantes
gue aun cuando estan presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente su oxidacion. Casi cualquier
molécula de una célula se puede considerar como sustrato oxidable: proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos. Los antioxidantes impiden que estas moléculas se
unan al oxigeno, al reaccionar o interactuar mas rapido con las EROs que el resto de
las moléculas presentes, en un determinado microambiente -membrana plasmatica,
citosol, organelos, nicleo o medio extracelular.

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por varios componentes, que
pueden ser clasificados en categorias. Los quelantes de metales representan la
primera linea de defensa antioxidante, ya que estos compuestos, al secuestrar a los
metales, impiden que catalicen las reacciones que dan lugar a la formacion de
radicales libres. A esta categoria pertenecen sustancias como la metalotioneina,
ceruloplasmina, ferritina, transferrina y desferroxamina. Los compuestos de bajo peso
molecular y las enzimas antioxidantes forman parte de la segunda linea de defensa
celular. Estos compuestos desactivan a las EROs antes de que puedan dafar a las
biomoléculas. En esta categoria se encuentran el ascorbato, el glutation, el alfa-
tocoferol y las enzimas superdxido dismutasas (SODs), catalasas y glutation-
peroxidasas (GPx) (figura 4). Finalmente, los sistemas de reparacion representan la
tercera y Ultima linea de defensa antioxidante. Estos sistemas corrigen las
modificaciones producidas en las biomoléculas dafiadas por las EROs (Boveris y cols.
1999, Tangue y cols. 2006).

11.2.1 Enzimas

El per6xido de hidrégeno se forma principalmente por la dismutacion del
superéxido, aunque también es producto de algunas oxidasas como la glucosa o la
xantino oxidasa. Las células poseen una bateria completa de enzimas para eliminar al
peréxido: catalasas, catalasa-peroxidosas, peroxidasas y peroxirredoxinas. Los valores
de Ku para estas enzimas difiere hasta en 4 érdenes de magnitud, lo que sugiere que
las células deben de responder a grandes diferencias en la concentracién de H20:
desde algunas catalasas monofuncionales con Ku = 20 - 200 mM hasta

peroxirredoxinas, con Ky = 20 uM (Dominguez y cols. 2010).
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11.2.1.1 Superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1). Esta enzima
descompone al radical super6xido convirtiéndolo en perdxido, de manera que

convierte a un radical muy reactivo en uno menos reactivo:
O2*-+ 02+ 2H* —> H202 + O2

En mamiferos, se han identificado cuatro clases de SOD: una de ellas utiliza dos
atomos metéalicos como cofactores, uno de Cu y otro de Zn. Las demas utilizan
cofactores monoatémicos: Fe, Mn o Ni. Las FeSODs y las MnSODs son homadlogas entre
si en cuanto a su secuencia y estructura tridimensional y poseen residuos quelantes
idénticos en el sitio activo. Las otras superéxido dismutasas no estan relacionadas a
nivel estructural. Las SOD catalizan la rapida dismutacion del super6xido mediante la
oxidacion y reduccion sucesiva de un ién metélico de transicion en el sitio activo por

un mecanismo de ping pong.

atrapador
de
: dicales
SOD lactoferrina ra . . .,
0, H,0, =7~ *OH — )X— lipoperoxidacién
GSH FeZ+ Fe3+
GSSG S
%
%
2H,0 H,0 + 0,

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

Las levaduras tienen dos tipos de SOD: La MnSOD, cuya localizacién es
mitocondrial y la Cu/ZnSOD, de localizacidn citoplasmatica, de manera que se ha
propuesto que la primera funcionaria para proteger a la mitocondria del O>" generado
durante la respiracion, mientras que la segunda se encargaria de remover los
radicales superéxido del citoplasma y probablemente también de los peroxisomas

(Grallay Vallentine 1991, Jamieson y cols. 1994)
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11.2.1.2 Glutation peroxidasa (GPx) (EC1.11.1.19): Se han caracterizado dos
formas principales de GPx en las células: la GPx clasica (cGPx) y la glutation
peroxidasa de fosfolipohidroperéxidos (PHGPx) (Inoue y cols. 1999). La primera es un
homotetramero, cada una de las subunidades que lo componen contiene un residuo de
selenocisteina que es esencial para su actividad enzimatica, mientras que la PHGPx es
generalmente monomeérica y se encuentra asociada a membranas; su papel es reducir
los fosfolipohidroperoxidos esterificados en la membrana. Los
fosfolipohidropero6xidos son intermediarios de la reaccidén de peroxidacion lipidica y
son responsables de la generacion de EROs a este nivel y por tanto, del dafio celular, y
esta enzima los repara. Las GPx en conjunto comparten su sustrato con la catalasa,
pero ademéas pueden reaccionar de manera efectiva con lipidos y otros
hidroperoxidos orgéanicos, catalizando la reduccion de diferentes hidroperdxidos
(ROOH y H202) utilizando glutation reducido (GSH) que es transformado en glutatién
oxidado (GSSG) y asi contribuyen a la proteccion de las células contra el dafio

oxidativo:
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GPx en mamiferos. Aunque su
expresion es ubicua, el nivel de cada isoforma varia dependiendo del tipo de tejido. La
GPx citos6lica 6 mitocondrial (GPX1) reduce los hidroperodxidos de acidos grasos y el
H-0- a expensas del glutation. La GPX4 se localiza tanto en la fraccién citosolica como
en lamembrana. La GPX2 citosoélica y la GPX3 extracelular se detectan escasamente en
la mayoria de los tejidos, excepto en el tracto intestinal y el rifion, respectivamente.
Recientemente se ha encontrado un nuevo miembro, la GPX5, que es independiente de
selenio y se expresa especificamente en el epididimo de raton.

S. cerevisiae tiene tres isoenzimas de glutation peroxidasa de
fosfolipohidroperédxidos (PHGPx). Es, hasta ahora, el Unico organismo conocido que
tiene més de un gen que codifica PHGPx y, de manera muy interesante, es también el
Gnico organismo en el que no se ha encontrado actividad de cGPx (Avery y Avery
2001, Avery y cols. 2004).
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11.2.1.3 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
gue catalizan la descomposicion del perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno
(Hortner y cols. 1982):

2H202 — 2H20 + 02

En animales, el peroxido de hidrégeno es destoxificado mediante las
actividades de la catalasa y la glutation peroxidasa. Aunque la catalasa no es esencial
para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un importante papel en
la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las
células. La catalasa captura el H20, antes de que pueda escapar de la célula y lo
convierte en oxigeno molecular.

Estas enzimas ubicuas tienen un origen monofilético y se agrupan en tres
clados: en el 1 estan las de algas y plantas, en el 2 algunas de arqueas, bacterias y
hongos y en el 3, otras de arqueas, bacterias y hongos mas 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, citoplasmaética, juega un papel fundamental en la
proteccion de esta levadura contra diferentes tipos de estrés y su transcripcion es
inducible. La otra, peroxisémica, se encarga de remover el H>0> generado durante la
B-oxidacion de los &cidos grasos (Jamieson 1998).

11.2.1.4 Otras enzimas. En general, todas las enzimas involucradas en el ciclo
rédox de las células y las que generan poder reductor estén 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 glutation reductasa (EC 1.6.4.2), la
monodeshidroascorbato reductasa (EC 1.6.5.4), la glutation-S-transferasa (EC
2.5.1.18), entre otras.
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[1.2.2 Mecanismos no enzimaticos

El glutation es un tripéptido de y-L-glutamil-L-cisteinilglicina y es el mejor
ejemplo de defensa no enzimatica. El GSH actiia como un atrapador, posee un grupo
sulfihidrilo que reacciona con los oxidantes y se produce glutation oxidado (GSSG). El
glutatién es posiblemente la molécula atrapadora de intermediarios reactivos de
oxigeno mas abundante en la célula. En consecuencia, su papel en el mantenimiento

del estado rédox celular es importante.

Las poliaminas, derivadas de los aminoacidos, también han sido implicadas en
la proteccion contra el estrés oxidativo. Las poliaminas actian como antioxidantes al
atrapar diversas EROs y en especial al radical superéxido. De hecho la esperminay la

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

El acido eritroascorbico muestra propiedades antioxidantes similares al
acido ascoérbico, es decir, actia como un buen agente reductor al reaccionar con el
radical hidroxilo, con el superdxido y con el H202. Aunque el &cido eritroascorbico ha

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

Las metalotioneinas son proteinas pequefias, ricas en cisteina que tienen la
capacidad de unir ciertos iones metalicos. Entre las funciones de las metalotioneinas
se incluye el almacenamiento de los metales en una forma no toxica, inaccesible para

la produccién de otras EROs por la reaccion de Fenton.

Las tiorredoxinas son un grupo de proteinas pequefias que facilitan la
reduccién de otras proteinas a través de un intercambio tiol/disulfuro, debido a que
poseen un dominio conservado con dos cisteinas vecinas, cuyos grupos SH actuan
como agentes reductores con la accion de la tiorredoxina peroxidasa y la

ribonucleotido reductasa.
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I1.3 Regulacion genética de la respuesta al estrés oxidativo en levaduras

La sintesis 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 proteinas diferentes a aquellas que
responden a un estrés oxidativo inducido por el anién superoxido o el perdxido de
hidrogeno (Jones 2008). Componentes diferentes deberdn ser activados en
proporciones diferentes. Como se ha mencionado de manera reiterada, los
organismos aerobicos estan 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) (a8Scandalios 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 peroxido de hidrégeno, los residuos de cisteina del factor de transcripcién
OxyR se oxidan, cambiando su conformacién. Por lo tanto, el factor OxyR puede
asumir dos conformaciones que dependen de la oxidacién de una cisteina critica:
solamente la forma oxidada de OxyR es capaz de unirse a los promotores de los genes
gue regula. Consecuentemente, la expresion de los genes regulados por este factor
solamente se presenta ante la exposicion al peroxido de hidrégeno. En este caso es
interesante sefialar que una sola proteina sensa el estimulo bioldgico (tratamiento con
peréxido de hidrogeno) y activa la respuesta celular. ElI regulon OxyR regula la
transcripcion de genes cuyos productos estan involucrados en la descomposicion de
peréxidos, tales como los que codifican para catalasa, alquil hidroperéxido reductasay

glutation reductasa (Storz y cols. 1999).
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Figura 5. Las EROs cumplen papeles importantes que se manifiestan de manera pleiotrdpica. Cuando la
presencia de las EROs sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula sobreviene el estrés oxidativo.
Tomado de 2Scandalios, 2002.

El regulén SoxR/S es otro regulén de bacterias, que contiene genes que se
activan por anién superoxido. En este caso, dos proteinas median la respuesta al
estrés por superoxido: SoxR y SoxS. SOXR es una proteina que contiene hierro-azufre y
gue se oxida por anién superoxido. La forma oxidada de SoxR se une al promotor de
SoxS, activando su transcripcion. La proteina SoxS es un factor de transcripcion que se
une a los promotores de los genes del regulén SoxRS, muchos de cuyos productos
estan involucrados en la descomposicion del anidn superdxido (Shull'y cols. 1991).

Las especies reactivas de nitrégeno pueden también activar regulones en
bacterias. Tanto el peroxinitrito como los nitroso tioles son capaces de activar a la
proteina OxyR, mientras que el 6xido nitrico induce al regulén SoxR/S. Asi, parece ser
gue la respuesta a diferentes tipos de estrés oxidativo no es totalmente diferente en
bacterias. De hecho, la expresion de grupos de genes es regulada por mas de un
regulén e incluso algunas proteinas de choque calérico también son inducidas por
estrés oxidativo, indicando la existencia de una superposicion entre regulones de
distintos tipos de estrés (Storz y cols. 1999).

Con respecto al estrés oxidativo en eucariontes, la mayoria del conocimiento se
ha obtenido mediante el estudio de este fendmeno en la levadura Saccharomyces
cerevisiae.
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La regulacion de la respuesta antioxidante en S. cerevisiae ocurre
mayoritariamente a nivel de la transcripcién. Al igual que en el caso de bacterias, hay
una superposicion considerable entre las respuestas provocadas ante una condicion
de estrés oxidativo y aquellas observadas en distintas condiciones de estrés, como las
provocadas por la falta de nutrientes, por el calor, el choque osmético 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 condicion hiperoxidante.
De esta manera, se han identificado varios de los factores transcripcionales que
regulan la expresion genética en respuesta al estrés oxidativo y su actividad, en
muchos casos, se modula por las vias de sefializacion de diferentes condiciones de

estrés (Moye-Rowley 2002).

Utilizando el analisis fenotipico de mutantes més sensibles que la cepa silvestre
al estrés oxidativo, se comenzo por identificar factores de transcripcion involucrados
en la respuesta al estrés oxidativo en esta levadura. Se ha descrito a YAP-1 como uno
de los factores de transcripcién involucrados en la respuesta celular ante un aumento
en la concentracién de peréxidos. La eliminacion del gen Yapl produce células
mutantes menos resistentes a los peroxidos, y se ha demostrado que tienen niveles
muy reducidos de enzimas con actividad antioxidante como la SOD y la glutation
reductasa. Mas aun, este factor de transcripcion parece regular la expresion de varias
proteinas de la via biosintética del glutation y de la via de las pentosas.zl De manera
similar alo que ocurre con el factor OxyR en procariontes, Yap-1 es oxidado mediante
la formacién de un puente disulfuro intramolecular, lo que provoca un cambio
conformacional que le permite entonces activar a los genes blanco. La formacion del
puente disulfuro ocurre sélo en presencia de H202, 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 oxidacién de Yapl, que entonces

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

SKN-7 es otro factor de transcripcion asociado con la respuesta al estrés
oxidativo. Como en el caso de la delecion de Yap-1, la eliminacion de Skn-7 conduce a

una hipersensibilidad a los peréxidos. Mas aun, SKN-7 también regula la expresién de
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genes que codifican para las proteinas antioxidantes como catalasa (CTT1), citocromo
¢ peroxidasa (CCPl), tiorredoxina 2 (TRX2) y varias otras. El hecho de que un
determinado gen sea regulado por mas de un factor de transcripcion, sugiere que la
respuesta al estrés oxidativo en los eucariontes es muy compleja (Jaekwon y cols.
1999). Por ejemplo, en la levadura, la activacion de un residuo aspartato del factor
SKN-7 esté relacionada con la respuesta al estrés osmético y con la division celular,
sin embargo no se sabe si SKN-7 actua en la misma forma en la respuesta al estrés

oxidativo y al osmético.

Se ha abordado de manera global la induccidén de genes a través de ensayos de
microarreglos como respuesta a diferentes estimulos, incluyendo desde luego; el
estrés oxidativo, asi como también el perfil proteico general mediante electroforesis
en doble dimension (Jaekwon y cols. 1999). En este ultimo enfoque, se sometieron
levaduras a un estrés por H202 en un medio conteniendo 35S — metionina, de manera
gue las proteinas sintetizadas durante el periodo de induccion con H202 fueron
marcadas radioactivamente. Utilizando este abordaje, se identificaron 115 proteinas
inducidas por peroxido de hidrogeno, 12 de las cuales fueron identificadas como
proteinas antioxidantes. Se observéd que durante el estrés oxidativo, el metabolismo
de carbohidratos es reprogramado: la cantidad de enzimas involucradas en la via
glucolitica se encuentra disminuida, mientras que la cantidad de enzimas involucradas
en la via de las pentosas esta aumentada. Los autores sugieren que estos cambios son
una estrategia de las células para obtener mas NADPH para los procesos reductores.
Mas aun, estos autores identificaron un gran conjunto de proteinas en las cuales la

induccién de perdéxido de hidrégeno fue mediada por YAP-1, SNK-7 o por ambos.

La otra estrategia global es analizar los patrones de expresion gendmica de S.
cerevisiae expuesta a peroxido de hidrégeno y a otros tipos de estrés. Con este tipo de
andlisis, se ha mostrado que 2/3 partes del genoma esté involucrado en la respuesta a
cambios ambientales en general y se han identificado genes que se inducen y/o0
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 expresion después de tratamientos con perdxido y superéxido es
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practicamente idéntica: a pesar de que son EROs diferentes, se observa una fuerte
induccion de los genes involucrados en la detoxificacion de ambas especies: catalasas,
superoxido dismutasas y glutation peroxidasas, asi como de otros genes involucrados
en reacciones oxidativas y reductivas, como tiorredoxinas, glutation reductasas y

glutarredoxinas (Kolevay cols. 2008).

Asimismo, la expresion 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 mayoria de los
genes que codifican para proteinas antioxidantes aumentan su expresién en las
Gltimas 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 ain mas compleja,
estaria regulada por mas efectores, pero se conoce muy poco. En células de
mamiferos, los factores NF-xf3 y AP-1 han sido propuestos como involucrados en la
regulacion de la respuesta al estrés oxidativo, sin embargo no se ha logrado demostrar
que regulen la sintesis de alguna enzima antioxidante. NF-xf, por ejemplo, regula el
metabolismo y el crecimiento, y su expresion 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 mamiferos como el de la glutation-S-peroxidasa,
metalotioneina | y en los genes de la MnSOD al que se debe de unir un factor que adn
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 via que conduce a la activacion
de AP-1. Esta via involucra al transporte de electrones, que finaliza con la reduccién
de AP-1y la activacion de la expresion genética.@ El primer componente de esta via es
el NADPH, que reduce a la tiorredoxina en una reaccién catalizada por la flavoproteina
tiorredoxina peroxidasa. La tiorredoxina transfiere entonces los electrones a ref-1,
una endonucleasa que también esta involucrada en la reparacion del DNA. Finalmente,

ref-1 reduce a AP-1 que se dimeriza para asi activar la expresidén genética. Otras vias
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pueden también conducir a la activacion de AP-1, tales como la fosforilacién
provocada por la proteina cinasa C. A diferencia del AP-1, el factor NF-kf3 parece ser
activado por oxidacion en lugar de reduccion. EI NF-x existe en el citosol como
trimero. La fosforilacion u oxidacién de una de sus subunidades conduce al NF-xf

hacia el ndcleo, en donde se une al DNA 'y estimula la expresidn genética.

I1.4 ;:Como se produce el peroxido de hidrégeno en la B—oxidacion?

La degradacién de los acidos grasos se puede considerar la funcion principal de
las reacciones oxidativas que se llevan a cabo en los peroxisomas. Durante la (-
oxidacién, las cadenas aciladas de los &cidos grasos son acortadas de manera
secuencial en bloques de dos &tomos de carbono por vez, convirtiendo finalmente a
los &cidos grasos en acetil-CoA. Entonces el acetil-CoA es exportado desde los
peroxisomas al citosol para utilizarlo en las reacciones de biosintesis. En células de
mamiferos, la -oxidacion se lleva a cabo tanto en mitocondrias como en peroxisomas,
pero en plantas y levaduras, estas reacciones esenciales ocurren sélo en los

peroxisomas (van Roermund y cols. 1998).

La oxidacion peroxisémica difiere de la B-oxidacion mitocondrial en la reaccion
de deshidrogenacion inicial (figura 6). En los peroxisomas, una flavoproteina-
deshidrogenasa transfiere los electrones al O,, produciendo H20>, en lugar de capturar
a los electrones de alta energia en forma de FADH, como ocurre en el proceso
mitocondrial. La catalasa presente en los peroxisomas, se utiliza entonces para
descomponer al peréxido de hidrogeno producido en esta reaccion inicial, en agua y
oxigeno. Las etapas siguientes son idénticas a su contraparte mitocondrial, aunque las

llevan a cabo isoformas enzimaticas distintas (Hiltunen y cols. 2003).
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Figura 6. Iniciacién de la degradacion de los &cidos grasos en el peroxisoma. La primera deshidratacion
de la degradacion peroxisomica de los &cidos grasos es catalizada por una flavoproteina-
deshidrogenasa que transfiere electrones al O, y produce H20-.

I1.5 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 peroxisémica
(Zimniak y cols. 1976). Los genes que codifican para ambas enzimas ya han sido
clonados y secuenciados. La catalasa A esta codificada por CTAL (Cohen y cols. 1985)
gue se encuentra en el cromosoma 4: un segmento de DNA de 2786pb, con un ORF de
515 aminoécidos, cuya estructura ya fue cristalizada (Maté y cols. 1999); mientras que
la catalasa T esta codificada por CTT1 (Hartig y Ruis, 1986), localizado en el
cromosoma 7, de 2642pb y un ORF de 562 aminoacidos. La catalasa T debe su nombre
a Tipica, mientras que la catalasa A es por Atipica. 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 multiples

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
so6lo un gen que codifica para catalasa y su expresion parece ser importante para su
patogenicidad (Wysong y cols. 1998). Se ha propuesto que en S. cerevisiae la catalasa A
funciona en la detoxificacion del H20. producido durante la B-oxidacion de los acidos
grasos ya que esa es la fuente primaria de peroxido de hidrégeno en los peroxisomas
(Jamieson 1998, Hiltunen y cols. 2003), y en la del que se genera en las mitocondrias
por la accion de las superéxido dismutasas Sod1 y Sod2 en la defensa contra las EROs
(Sturtz y cols. 2001). Se ha demostrado que la actividad de Ctal es importante durante
el estrés oxidativo para la proteccion de proteinas en contra de la inactivacion
oxidativa (Kurita 2003, Luschak y Gospodaryov 2005). Se sabe que su actividad se
incrementa durante la restriccion calérica y durante condiciones de estrés oxidativo
provocados por el envejecimiento, adaptacion al estrés acido e induccion de
termotolerancia (Agarwal y cols. 2005, Giannattasio y cols. 2005, Davidson y cols.
1996)

La catalasa A es un homotetramero con un grupo hemo y un sitio de union de
NADP(H) en cada subunidad (Maté y cols. 1999). La transcripcion del gen que la
codifica esta regulada en respuesta a acido oleico, glucosa, hemo y oxigeno (Skoneczny
y Rytka 2000, Rytka y cols. 1978, Hortner y cols. 1982). La transcripcién es mediada
por los activadores transcripcionales Adrl, Oafl, Rtgl y Rtg2 a través de la union de
éstos a los elementos ORE y UAS1 que estdn sobrelapados en su promotor
(Chelstowska y Butow, 1995, Gurvitz y cols. 2001).

Por su parte, la catalasa T esta involucrada en la proteccién contra varios tipos
de estrés, como choque cal6rico, envejecimiento (Fabrizio y cols. 2004), choque
osmatico (Schiller y cols. 1994), desecacion (Braga y cols. 2005), choque oxidativo
(Zimniak y cols. 1976) y choque frio (Aguileray 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 Unico fenotipo
reportado de la delecion de cada uno de los dos genes que codifican para catalasas, era
la incapacidad de estas cepas mutantes de inducir resistencia a cantidades de

peroxido en las que la cepa silvestre puede subsistir si ha sido tratada previamente en
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condiciones de activacion (un choque calérico mediano o una concentracion subletal
de H202). Una mutante sin catalasa (lzawa y cols. 1996) muestra un crecimiento
analogo al de la cepa silvestre en condiciones sin estrés oxidativo y exhibe una
susceptibilidad similar a la de las mutantes sencillas en la adaptacion al estrés por
H20>, en la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, en fase estacionaria la doble
mutante es mucho mas sensible al estrés por H-02 que la cepa silvestre y que cada una
de las mutantes sencillas, lo que implica, ademas, 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 més
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 activacion de las enzimas de la respuesta antioxidativa
(Luschak 2006). De hecho, se ha propuesto que la toxicidad del etanol se debe a la
generaciéon de EROs en las mitocondrias, ademas del dafio fisico provocado por la
desnaturalizacion de proteinas 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, estaria
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
peroxido 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) (Schiller y cols. 1994;
Marchler y cols. 1993). A través de este elemento de 13pb, se activa la expresion de
CTT1 como consecuencia de diferentes condiciones estresantes, como son la falta de
nitrogeno, la fase de crecimiento estacionaria (por la escasez de nutrientes), la
presencia de peréxido de hidrégeno e incrementos en la osmolaridad del medio
circundante. La proteina Cttl se produce en respuesta tanto a choque calérico como
choque osmdtico y se sabe que esta induccion ocurre sélo a través del elemento STRE.
Asi, estos autores proponen que la catalasa T juega un importante papel en la
proteccion contra el estrés osmético e incluso provoca una proteccion cruzada que le
da resistencia al mismo estrés osmotico, al producirse como resultado de un choque

calérico no letal, en el cual no interviene la activacion mediada por HOG (High

Claudia Segal-Kischinevzky 24



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

Osmolarity Glycerol). De hecho, encuentran induccion de la actividad de catalasa,
induccion 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, H20, 0.4 mM y 7.5% de etanol, todo esto en una
cepa sin CTAL. De manera que el efector de STRE no es necesariamente un producto
de HOG, ya que, excepto en el caso del choque osmoético, la activacién provocada por
otros tipos de estrés no es mediada por este sistema y se presenta alin en una mutante
carente de HOG1 (Shenton y cols. 2006). Finalmente, proponen que la expresion de
CTT1 produce una catalasa que permite a la célula contender con un estrés severo, de
manera que, asi como HSP104 es un inductor de termotolerancia (Sdnchez y cols.
1990), CTT1 seria un inductor de osmotolerancia.

Esté bien establecido que para contender con el estrés oxidativo, las levaduras se
adaptan a traveés de alterar su patron global de transcripcion, incluyendo a los genes
que codifican a las enzimas antioxidantes. Ademés responden también acudiendo a
complejos mecanismos regulatorios que incluyen la inhibicién global de la traduccion.
Asi, la exposicién al H202 resulta en la rapida y reversible inhibicién de la sintesis de
proteinas (Shenton y cols. 2006) y esto conlleva a recurrir a los mMRNAs y proteinas
existentes mientras que se reprograma la expresion génica para contender con el

estrés (Mascarenhasy cols. 2008).

11.6 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 descomposicion (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 mas comunmente
encontrada en todos los tipos de queso; otras levaduras suelen prevalecer en
variedades particulares de queso; en cambio ésta esta presente en todos (Fleet 1990).

D. hansenii aporta sus actividades proteo y lipoliticas para la maduracion de los
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guesos. También es comun en lacteos y salmueras por su capacidad de crecer en sal y
bajas temperaturas (Seiler y Busse 1990) y metaboliza acidos lactico y citrico
(Guerzoni y cols. 1993).

Debido a su fuerte potencial biotecnolégico (Breuer y Harms 2006, Ochoa y
Vazquez-Juarez 2004), cada vez se pone mas de manifiesto la importancia de
comprender la fisiologia 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 Dominguez 2001),
tiene propiedades lipo y proteoliticas (Martin 2002), tiene una extrema capacidad
para sintetizar, acumular y almacenar lipidos, por lo que se la clasifica como
oleaginosa (Breuer y Harms 2006), exhibe respiracion resistente a cianuro (Veiga y
cols. 2003), es capaz de crecer en medios con cadmio y otros metales pesados (Seda-
Mird y cols. 2007) y en la presencia de éstos incrementa su produccion de riboflavina
a niveles Gtiles para la industria (Voronovski y cols. 2004) representando asi un
organismo provechoso no s6lo en la produccion de consumibles sino también en la
biorremediacién (Sarriy cols. 2009).

Su genoma ha sido completamente secuenciado (Lepingle y cols. 2000) La
secuencia genémica de D. hansenii CBS767 reveld la presencia de 7 cromosomas que
van de 1.25 Mb a 2.33 Mb, con un tamafio 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)
encontrandose 6,906 posibles secuencias codificantes. Ademas, tiene el genoma mas
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 proteinas mas representadas en este genoma.

El grupo francés de genolévures (http://www.genolevures.org) secuencio y
compardé el genoma de cuatro levaduras hemiascomicetas: Candida glabrata,
Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii y Yarrowia lipolytica. Fueron
seleccionadas por su posicion filogenética y por su importancia como patégenos para

el humano, o bien por su importancia industrial o ambiental (Shermany cols. 2009).
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Los estudios evolutivos mostraron que las cuatro levaduras tienen diferentes
mecanismos de sexualidad; asi, Y. lipolytica tiene un ciclo haplo-diplontico (que
alterna entre las fases haploide y diploide y ambas tienen la misma importancia),
mientras que D. hansenii es una levadura homotélica 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, @ y d, parecidos a los de S.

cerevisiae (Mahoney y Broach 1989).

Los andlisis 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 mas grande de especies de levaduras donde
estan la mayoria de las Candida spp y Pichia spp. Desde un punto de vista filogenético, D.
hansenii esta mas cercanamente relacionada con la especie patdgena Candida albicans, con
la que comparte muchas caracteristicas y también cercana a levaduras clasificadas
formalmente como Schwanniomyces, como Debaryomyces (Schwanniomyces)
occidentalis.

D. hansenii utiliza un cédigo genético alternativo, ya que el codon CUG, que en el
cddigo genético universal significa leucina, en esta levadura -como en C. albicans-, es
leido por un tRNA-Ser especial y Unico (anticodon CAG).

A pesar de ser un organismo tan versatil e interesante, Debaryomyces hansenii ha
sido muy poco estudiada. Hay fuertes limitaciones para llevar a cabo manipulacién
genética clasica: no ha sido posible hacer cruzas, debido a que es homotaélica de ciclo
primordialmente haplonte. Por esa misma razén no se tienen mutantes auxotroficas,
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 aplicacion
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 logrd 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 cromosémicas en multicopia del gen que codifica a la
flavinmononucleétido cinasa de D. hansenii, logrando una producciéon 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
habian demostrado que la insercion mediante esta técnica ocurre al azar (Dmytruk y
cols. 2006). Se ha reportado también que D. hansenii tiene dos tipos de plasmidos
lineales, cuya estabilidad depende, al menos para uno de ellos, de una alta presion
osmética (Gunge y cols. 1993, Cong y cols. 1994). Esto es algo que practicamente no se
menciona en ningun articulo 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 presion del medio (Norkrans,
1969, Thomé-Ortiz y cols. 1998). De este comportamiento se han identificado algunas
caracteristicas fisiolégicas: la produccion de glicerol y arabitol como solutos
compatibles en respuesta a este incremento en la concentracion extracelular de sal
(Nobre y da Costa 1985); el sistema de transporte para asegurar la homeostasis del
glicerol (Lucas y cols. 1990) y la participacion del metabolismo del carbono asociada
con esta produccion (Blomberg y Adler 1993). También se ha demostrado que el Na*
no es toxico, ya que presenta crecimiento aln en presencia de altas concentraciones
intracelulares de este cation (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 abi6ticos (Guerrero y cols. 2005, Gori y cols.
2007, Papouskova y Sychrova 2007, Sanchez y cols. 2008). En Debaryomyces hansenii,
a diferencia de lo que ocurre en todos los demas 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 asi el libre flujo de iones dentro y fuera de la
matriz mitocondrial (Cabrera-Orefice y cols. 2010).

D. hansenii esta siendo utilizada para metabolizar el glicerol crudo que se
obtiene de la produccion 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 petréleo (Krawczyk 1996). En la
produccion de biodiesel que utiliza la transesterificacion de triglicéridos, el principal
co-producto es el glicerol: El glicerol refinado tiene gran utilidad en la industria de la
alimentacién, 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 acidos 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 hipocaléricos, reductores de caries, ya que las
bacterias o metabolizan formando arabitol fosfato que resulta en compuestos que

inhiben su metabolismo (Liny Li 2011).

11.6.1 ;Debaryomyces hansenii es una levadura halofita 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 metabdlicos: ;cO6mo una misma especie puede adaptarse a ambientes
tan distintos como el agua de mar o un fruto seco en descomposicién (Gasch y cols.
2000; Spencer y cols. 2002, Botha 2006).

Las levaduras han emergido ademas como agentes patdgenos para el ser
humano. Con el advenimiento de nuevos tratamientos contra el cancer, 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 simultaneamente haléfito y eurihalino, esto es, puede
proliferar en ambientes con diferentes concentraciones de sales y preferir aquellos
que tienen una concentracion alta de sal. Organismos que sélo pueden vivir en un
rango muy limitado de salinidad son estenohalinos, término que corresponde al
anténimo de eurihalinos. Sin embargo, como se discutiré a lo largo de este trabajo, D.
hansenii es una levadura eurihalina; ciertos hallazgos la colocan como haléfita, 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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11.6.2 La ubicua Debaryomyces hansenii

Una de las levaduras mas 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 VA&zquez-Judrez 2004). Es un
microorganismo capaz de crecer en alimentos tan salados como salmueras, queso y
jamén y tan ricos en azucar como mermeladas, incluso si estos alimentos son
conservados en refrigeracion (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 acidos, por ejemplo el lactico y
el citrico; 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 concentracidon de sal puede llegar hasta 24% (4.0 M de NaCl) y a
profundidades marinas tan grandes como 50 metros, en donde las condiciones
fisicoguimicas 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
aromaticos (Gaad y Edwards 1986, Jayasree y Saramma 1996). Incluso se ha obtenido
como paraésito 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 reportoé el caso de una
mujer mayor que presentaba alveolitis alérgica extrinseca; se descubrié que la
infeccion pulmonar era debida a D. hansenii y al buscar la fuente, se encontré que
provenia de un humidificador ultrasonico que la paciente empleaba en su habitacion

en el que habia crecido esta levadura.

Al igual que otras, D. hansenii secreta un producto polipeptidico toxico 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
sélo es funcional si la levadura es cultivada en presencia de sal, pH relativamente
acido y temperatura relativamente fria (<20 °C) (Marquina y cols. 2001, Beatriz

Rodarte y trabajo de nuestro grupo).
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La diversidad de microhabitats colonizados por esta especie, sugiere la
existencia de distintas subpoblaciones que se han ido adaptando especificamente a
esos nichos. Por ejemplo, algunas cepas europeas no fermentan azlcares, sin
embargo, especimenes obtenidos en Brasil han mostrado ser sumamente eficientes
para fermentar (Veiga y cols. 2000, Converti y Dominguez 2001, Veiga y cols. 2003,
Sanchez y cols. 2006, Kregiel 2008).

11.6.3 Debaryomyces en la biotecnologia

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 estan unidos a f-
glucopiranosas ligadas a azlcares. Estas uniones son liberadas por B-glucosidasas
endogenas de la fruta durante la maduracion, sin embargo, estas enzimas no tienen la
capacidad de catalizar la liberacion de todas las moléculas. Por ello, se han buscado
fuentes alternativas de p-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 acido 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 (Fernandez-Gonzélez y cols. 2003, Caridi y cols. 2005).

La fermentacién alcohdlica espontanea del mosto de uva es un proceso llevado a
cabo por la accidon 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 concentracion de etanol se incrementa, las
levaduras mas tolerantes a este compuesto, pertenecientes al género Saccharomyces,

completan la fermentacién (Floresy cols. 2000, Fia y cols. 2005).

D. hansenii puede ser un contaminante en la fermentacién de vinos y cervezas si
domina a la cepa industrial, dando lugar a un producto espurio. Sin embargo, se esta
utilizando actualmente en la industria vinicola como cepa iniciadora de la
fermentacién, gracias a su actividad “killer”, que serviria para eliminar a otras
levaduras indeseables (Fia y cols. 2005, Jolly y cols. 2006). Al aumentar la cantidad de

etanol como producto de la fermentacion, D. hansenii deja su lugar a la productora del

Claudia Segal-Kischinevzky 31



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

vino por excelencia: Saccharomyces cerevisiae (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003,

Lopesy cols. 2007).

Las levaduras constituyen la causa mas probable de alteracion de productos
tales como frutas y bebidas sin alcohol, debido a que éstos contienen azlcares
fermentables, asi como de la descomposicion 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 carnicos madurados como salchichas y jamones, productos lacteos como
guesos frescos y madurados, helados, salmueras, etc (Loureiro y Malfeito-Ferreira
2003).

Debaryomyces hansenii es el contaminante mas comun de todos los quesos
madurados y del jamon serrano (Prillinger y cols. 1999). Sin embargo, dado que en
general se considera como un organismo no téxico para los humanos, se utiliza como
organismo “iniciador” de los procesos de fermentacion en la produccién de alimentos
madurados que son condimentados (Bjgrn Sgrensen 1996), ya que se desarrolla en la
presencia de grandes cantidades de sal, tiene propiedades proteoliticas y lipoliticas e
impide el crecimiento de otros organismos. Debido a que su proliferacion se inhibe
por los &cidos hidroxicinamicos, presentes en ajo, canela, cebolla, clavo, orégano,
pimienta, tomillo, al sazonar estos alimentos, la levadura deja de crecer (Loureiro y
Malfeito-Ferreira 2003, Takag 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 aztcar de
cafia, 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) (Dominguez 1998). Es un producto
gue 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 Dominguez 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 superoxido dismutasa
(Cu-Zn SOD) en grandes cantidades (Hernandez-Saavedra y Ochoa 1999, Ochoa y
Vazquez-Juarez 2004). Esta enzima es un antioxidante natural que actla eliminando
los radicales libres generados durante la respiracion de todos los organismos
aerobicos. Esta enzima pudiera también funcionar como un quelante (atrapador) de
metales pesados, sumamente toxicos (Bartosz 2005). Extractos obtenidos de D.
hansenii que expresa Cu-Zn SOD ya se estan utilizando para la produccion de cremas
faciales y otros cosméticos (Garcia-Gonzalez y Ochoa 1999, Ochoa y Latisnere-
Barragan 2006).
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[11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debaryomyces hansenii, en su habitat natural, estid expuesta a altas
concentraciones de sales que generarian gran cantidad de EROs. Para contender con
estas condiciones, esta levadura marina incrementa sus niveles de superoxido
dismutasa a niveles extremadamente altos (Hernandez-Saavedra y cols. 1997), lo que
generaria gran cantidad de peréxido que, indudablemente, debe de ser descompuesto
en especies de menor reactividad. D. hansenii tendria que haber desarrollado sistemas
de proteccion que le permitan adaptarse a diversas condiciones de estrés, que no
estan presentes en organismos sensibles como S. cerevisiae, ya que este ultimo so6lo
puede responder de manera transitoria -pero no logra adaptarse-, por ejemplo, a una
concentracion 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 METODOS

Cepas y medios de cultivo: Las cepas utilizadas en este trabajo fueron
Saccharomyces cerevisiae S288C y Debaryomyces hansenii Y7426. EI medio rico YPD
consistio en extracto de levadura 1%, peptona de caseina 2% y glucosa 2%. Para
medio sélido se agregd agar al 2%. Cuando se utilizé medio rico YP y fuentes no
fermentables de carbono, éstas fueron etanol, metanol y glicerol, siempre al 2% (v/V).
El NaCl se afiadi6 de acuerdo a la molaridad indicada (p/v). EI MM Difco contiene
sales, vitaminas, elementos traza, glucosa al 2% como fuente de carbono y NH2SO4
como fuente de nitrégeno. El medio SN se muestra en el siguiente cuadro y contiene
sales, vitaminas, elementos traza, KH2PO4, K2HPO4, K2SO4, Na2SOs, glucosa al 2%,
asparagina 7.5 mM como Unica fuente de nitrogeno. Cuando se utilizd 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 afiadié de acuerdo a la molaridad indicada

(p/v) y para medio sdlido se afiadié agar al 2%.
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Composicion, por litro, del medio de
cultivo SNAsn para Debaryomyces hansenii
aSales 50X 20 ml
bVitaminas 1000X 1mil
¢Trazas 1000X 1mil
Glucosa 20gr aSolucion stock de sales 50X para MM Difco de
K2HPO4 - 3H20 160 mg Saccharomyces cerevisiae
KH,PO4 350 mg Fosfato monobdésico de potasio 509
NaS04 280 mg Sulfato de magnesio 5¢g
K2S04 340 mg Cloruro de sodio 1lg
NaCl (para 1M) 5849 Cloruro de calcio 1g
“Asn 7.5 mM 1.14¢g H-0 1,000 ml
Se mezclaron todos los reactivos menos la Se filtré por papel Whatman No. 43 y se guardd

asparagina, se afor6 a 1 L con aguay se esterilizo en botella dmbar a 4 °C

en autoclave a 121 °C a 1.2 atm de presién por 20

min. Una vez frio, se afiadi6 la Asn esterilizada por

filtracion.
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b Solucion stock de vitaminas 1000X para MM ¢Solucién stock de elementos traza 1000X para
Difco de Saccharomyces cerevisiae MM Difco de Saccharomyces cerevisiae

Biotina 2mg Acido bérico 500 mg
Pantotenato de calcio 400 mg Sulfato clprico 40 mg
Acido félico 2mg Yoduro de potasio 100 mg
Niacina 400 mg Cloruro férrico 200 mg
Acido p-aminobenzoico 200 mg Sulfato manganoso 400 mg
Piridoxina-HCI 400 mg Molibdato de sodio 200 mg
Riboflavina 200 mg Sulfato de zinc 400 mg
Tiamina-HCI 400 mg H20 1,000 mi
Inositol 400 mg Se guardo en botella dmbar a4 °C
H.0 1,000 ml

Se guardo en alicuotas de 30 ml a -20 °C

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o biologia 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 indculo fresco. En todos los
experimentos, se hicieron precultivos en medio rico YPD con o sin sal segun 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 6 2 veces con HO estéril,
resuspendidos en H>O en un volumen minimo e inoculados en los medios

experimentales a una DOgoonm= 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 éptica a 600
nm en un espectrofotdmetro, haciendo las diluciones pertinentes si era necesario. El
tiempo de duplicacion se obtiene calculando la pendiente de la fase exponencial de
crecimiento graficando en papel semilogaritmico la D.O.eoonm €n el eje de las

ordenadas vs tiempo en el eje de las abscisas.
Obtencién de extractos crudos. Los extractos crudos se obtuvieron tomando las

muestras del tiempo y cultivo deseados, se centrifugaron, lavaron 1 6 2 veces con H20

estéril y se resuspendieron en el amortiguador de extraccidon especificado para cada
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técnica. Se transfirieron a tubos de vidrio, se afiadieron ~ % de volumen de perlas de
vidrio de 800 - 1,200 p 'y se rompieron en vortex 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 mas

adelante.

Determinacion de la concentracién de proteinas totales. La concentracién de
proteinas se calculé6 mediante la técnica de Bradford, Quick Start Bradford Protein
Assay de BioRad, que se basa en la formacién de un complejo entre el azul brillante de
Coomasie G-250 y las proteinas que absorbe a 595 nm. Se usaron diferentes

concentraciones de albimina de suero bovino como estandar.

Actividad especifica de catalasa. Los extractos crudos se prepararon en el
amortiguador de extraccion adecuado: buffer de fosfatos (sodio) 0.05 M, pH 7.0. La
actividad especifica se determiné modificando lo reportado por Beersy Sizer (1952) y
Aebi (1980). Una alicuota (entre 1 y 50 ul) de extracto crudo es afiadida a 2.9 ml de
buffer de ensayo en una cubeta de cuarzo de 3 ml. Se mezcla bien y se arranca la
reaccion afiadiendo 100 pl de sustrato (H20- 500 mM, para una concentracion final de
16.6 mM). Se agita rapidamente y se coloca en el espectrofotometro, 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 descomposicion del perdxido, que es proporcional
a la reduccion en la Axsonm. La actividad especifica se obtiene al normalizar con el
contenido total de proteina en la muestra, expresdndose en unidades por miligramo
de proteina:

Actividad especifica = mmin/e/mg de proteina, en donde

mmin = pendiente por minuto del decaimiento en la A24aonm

e = Coeficiente de extincion molar = 0.0394 M/cm (Nelson y Kiesow, 1972)

Con el fin de corroborar los resultados de la actividad de catalasa determinada en el
espectrofotometro, se empleé un método alternativo, en el que se mide la velocidad
inicial en la produccion de oxigeno molecular, utilizando un microelectrodo de Clark

(Rerth y Jensen, 1976). La reaccién se inicio inyectando 5 ul o menos del extracto
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crudo en una camara sellada que contiene 2 ml de H202 10 mM en buffer de fosfatos
10 mM, pH 7.8. Las unidades se definen como umoles de Oz producido por minuto por
miligramo de proteina resultados. A través de este analisis 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 peroxido de hidrégeno, se prepararon tubos de ensaye que
contenian medio YPD con y sin 0.6 M de NaCl y entre 0 y 30 mM de concentracion de
H20.. Los tubos fueron inoculados a DOeoonm= 0.5 con levaduras que fueron colectadas
de cultivos crecidos hasta fase exponencial o estacionaria e incubados por 180
minutos a 30 °C con agitacion vigorosa. Tras el choque con este estrés oxidativo, los
tubos fueron centrifugados para eliminar el medio con perdxido y las células de la
pastilla obtenida fueron resuspendidas en agua, ajustando nuevamente la DOsoonm a
0.5. Las muestras resultantes fueron diluidas de manera seriada y cada dilucion fue
sembrada en cajas de Petri con medio YPD s6lido. Las cajas se incubaron a 30 °C por 5
dias. Este protocolo fue adaptado del reportado por el grupo del Dr. Alejandro de las

Pefias (Cuéllar-Cruz y cols. 2008).

Obtencion del RNA total. Fueron probados diversos métodos, como extraccién con
fenol-cloroformo-isoamilico (Carlson y Botstein, 1982), fenol caliente (Kohrer 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 degradacion de este acido nucleico es alta. Finalmente,
logramos adoptar la extraccién precipitando al RNA con cloruro de litio y utilizando
acido aurintricarboxilico (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 DOesoonm en YPD, YPD — NaCl, YPE y YPE — NaCl y se incubaron a 30 °C con
agitacion vigorosa hasta alcanzar la fase exponencial o la estacionaria. Se vaciaron 15

ml del cultivo en tubos cénicos estériles de 15 ml que contenian 300 ul de azida de

Claudia Segal-Kischinevzky 38



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

sodio (NaNs) 1.0 M mantenidos en hielo y se mezcld por inversion. Los tubos se
centrifugaron a 3,000 rpm por 7 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y las
pastillas fueron resuspendidas en 1 ml de NaNz 20 mM y transferidas a microtubos,
gue fueron centrifugados rapidamente y decantados. Entonces el paquete celular fue
resuspendido en 100 ul de NaN3 20 mM y se le afiadieron 200 pl de fenol equilibrado a
pH 8.0, 100 ul de buffer ATA de lisis y =~ 0.3 g de perlas de 800 - 1,200 u lavadas con
acido y esterilizadas. Las muestras fueron agitadas vigorosamente en el vortex por 3
minutos, tras lo que se afiadieron 200 pl de LET 1X, se mezclo y centrifug6 a 13,000 x
g durante 15 minutos a 4 °C. Se transfirieron los sobrenadantes a microtubos nuevos y
el RNA fue precipitado al afadir 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 ATA1 mM.

Buffer LET 5 X

LiCl 50 mM

DTT 100 mM
Tris,pH74| 05M

Electroforesis de RNA. Se prepararon geles de agarosa al 1.5 % con formaldehido al
2.2 % en MAE 1X. Como amortiguador de corrida se uso buffer MAE 1X con 1.1 % de
formaldehido. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: en microtubo se
colocaron =~ 20 pg de RNA, buffer de carga 1.25 X y bromuro de etidio 40 pg/ml. Se
incubd a 56 °C por 15 minutos y se cargo el gel. Se corrié la electroforesis4 ha200Vy

el RNA se observé con luz UV.

MOPS 200 mM ~ '
NaOA =0 M Formaldehido 800 pl
avAc m MAE 10X 500 pl
_EDTA 10mM Glicerol 80% 400 i
Ajustar pH a 7.0 con NaOH. Esterilizar por Azul de bromofenol 2% 100 ul
filtracion y almacenar a 4 °C en botella &mbar O
Resultan 4 ml. Almacenara-20 °C
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Transferencia del gel de RNA. El gel se lavd 2 veces por 20 minutos en SSC 10X para
eliminar el formaldehido. Se coloco el gel encima de un filtro Whatman 3MM que se
acomodo sobre un vidrio apoyado encima de una camara y comunicado mediante
tiras de papel filtro con el buffer de transferencia (SSC 10X). Sobre el gel se colocé el
filtro de Hybond N* cortado exactamente del mismo tamario 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 dejo transfiriendo por 14
horas. Se comprobé la transferencia mediante la observacion del RNA en el filtro
usando el transiluminador de luz UV. La membrana se lavéd con SSC 1X, se dej6 secar y

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

SSC 20X
NaCl 30M
NasCzHs0 (COO)s 0.3 M
Ajustar a pH 7.0 con HCI.

peso (= 2 Kg)
N % Puente de papel filtro

7 cm de papel estraza o periddico para que suba el
_/ e
filtro de nitrocelulosa
gel de agarosa \

recipiente con

amortiguador -\}

soporte

Amplificacion por PCR. El disefio de los cebadores y las condiciones de amplificacion

se incluyeron en resultados.
Marcaje de las sondas. Se marcaron los fragmentos obtenidos del PCR con «o-32P-
dCTP utilizando el kit de Prime-It Il Random Primer Labeling, de Agilent Technologies,

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Hibridacion. Se prehibrid6 la membrana con el RNA incubandola por 1 hora en buffer
de prehibridacién. Se cambio el buffer al de hibridacion y se afiadié una de las sondas
radiactivas recién marcada y calentada por 10 minutos a 95 °C y se dejo
interaccionando por 18 h a 65 °C. Se recuperd y almacené la sonda radiactiva y el
filtro se lavd 2X con SSC 1X —SDS 1%y 2X con SSC 0.2X — SDS 1%, cada lavado por 30
minutos a 65 °C. La sefial se cuantifico tras una exposicién de 2 — 16 horas (segun la

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

Buffer de hibridacion (PSE)
Buffer de fosfato de sodio 1 M, pH 7.2 | 300 mM
SDS 7%
EDTA 1mM
El buffer de prehibridacién no lleva SDS

Lavado exhaustivo para la reutilizacion del filtro. Para eliminar perfectamente la
sonda radiactiva y asi poder hibridar el mismo filtro, se hierve SDS al 0.1% y se
sumerge el filtro. Se deja hasta que se enfrie a temperatura ambiente y se repite

maximo una vez.

Purificacion de la catalasa. La catalasa se purificd 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 llevd a cabo una precipitacion fraccional con sulfato de
amonio (NH2SO4). La fraccion en donde quedé la actividad fue la de 40 — 70% de
saturacion. Esta fraccion fue dializada en buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 y
fue aplicada a una columna de extraccion molecular de Sephacryl HR100. Se juntaron
los tubos que retuvieron la actividad, se concentraron en una membrana de dialisis
usando polietilenglicol y se aplicé la muestra a una cromatografia de interaccion
hidrofébica de fenilsefarosa CL — 4B, usando NH2S04 1.7 M — buffer de fosfato de sodio
como amortiguador de unién. Se lavé pasando un gradiente de NH2SO4 desde 1.7 M

hasta 0 en buffer de fosfatos y se eluyd la muestra con el buffer de fosfatos ya sin sal,
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siguiendo la absorbancia a 280 nm de las fracciones eluidas. Se juntaron las fracciones
con actividad y se concentraron en una membrana de diélisis usando polietilenglicol

hasta concentrar a = 0.2 mg/ml de proteinay se almacené a 4 °C.

Electroforesis de proteinas (PAGE, Polyacrilamide Gel Electrophoresys, Laemmli
1970). Se hicieron geles tanto desnaturalizantes, en los que se rompio 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 utiliz6 ningun agente
desnaturalizante (SDS) ni se hirvid la muestra antes de aplicarla. Se hicieron geles
separadores de poliacrilamida-bis-acrilamida al 7.5 %y al 12 % con concentradores al
4% .

Solucién A: 30% acrilamida: 0.8 % N’N’-bis-metilen-acrilamida (30:0.8). Disolver,
filtrar y guardar en frasco &mbar a 4 °C.

Solucién B:  Tris-HCI 1.5M pH 8.8
Ajustar el pH con HCI 1.0 M, guardar a4 °C

Solucion C: Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
Ajustar el pH con HCI 1.0 M, guardar a4 °C

Solucién D: SDS 10%

Solucién E: Buffer de carga4X:  TrisHCIpH 6.8 300 mM
Glicerol 100 mM
Azul de bromofenol
*2-mercaptoetanol
*SDS 7.5%

Solucién F: Buffer de corrida 5X: Glicina1.92 M

Tris-base,

*SDS
* S6lo para geles y condiciones desnaturalizantes. Para geles nativos, NO se agregaron
los agentes marcados con asterisco y se sustituy6 el volumen con agua
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Preparacion de PAGE
Solucién Gel nativo Gel desnaturalizante
Separador 12% | Concentrador 4% | Separador 12% | Concentrador 4%
H2.0 3.45ml 3.0mi 3.35ml 2.95ml
A 4.0 ml 665 pl 4.0 ml 665 pl
B 25ml - 25ml -
C - 1.25ml - 1.25ml
D - - 100 pl 25yl
PSA 10% 100 pl 50 pl 100 pl 50 pl
TEMED 25l 10yl 25l 10yl

Se prepararé el gel separador y se vacié entre los vidrios colocados en el sistema
portador de la cAmara Miniprotean 3 de BioRad, dejando 3 cm de la parte superior
libre. Con una pipeta Pasteur, se cubrié completamente la seccion superior con
isopropanol. Se dejé polimerizar por al menos 40 minutos. Se prepararé el gel
desnaturalizante y justo antes de iniciar la polimerizacién (antes de afiadir PSA y
TEMED), se vacio el isopropanol. Se llenaron los vidrios hasta arriba con el gel
separador y cuidadosamente se colocé el peine. Una vez solidificados los geles en los
vidrios en el sistema portador, se armo la cAmara Miniprotean 3 de BioRad y se
cargaron las muestras: cuando se trataba de geles nativos sélo amortiguador de
muestra (sin SDS) y =~ 20 ug totales de proteina del extracto crudo; si se trataba de
geles desnaturalizantes entonces se hervian 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.

Tincion de los geles. Para observar de las proteinas se empled una solucién de azul

de Coomassie:

Solucién desteniidora

Solucién tefiidora de Coomasie Acido acético 10 %
Acido acético 10% Metanol 40 %
Metanol 40%

Disolver y aforar a 100 ml con H,0

Azul de Coomasie G-250 01%

Disolver y aforar a 100 ml con H,0
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Los geles fueron lavados con agua desionizada de 30 a 60 segundos y se colocaron en
la solucion de tincidn durante 1 - 2 horas. Pasado este tiempo fueron destefiidos hasta

obtener un fondo claro.

Tincion 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
solucion de H202 100 mM por 15 minutos. Mientras, se prepard una solucion 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 incubacién del gel con el sustrato, se elimind el H202 y se lavo tres
veces con agua de la llave. Se escurrié lo mejor posible y se afiadié la solucién de
tincion. Se agitd suavemente vigilando hasta que el gel se tifi6 completamente de azul
obscuro y se vieron las bandas con actividad de catalasa como zonas sin color. Se
descarto la solucion teflidora y se enjuagd varias veces con agua. El gel se conservo

por varios meses en una bolsa de plasticoa 4 °C.

Determinacion de parametros cinéticos y efecto de inhibidores. Con el fin de
determinar algunos parametros cataliticos con la enzima purificada, se mezcl6 1 ug de
la enzima pura con 2.9 ml de buffer de fosfatos 50 mM y se dispar6 la reaccion con
diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno (0 — 100 mM) (Mozaffar y cols.
1986). Se determind la actividad de catalasa midiendo la descomposicion del peroxido
a 240 nm. Se utilizé la velocidad inicial para calcular la actividad especifica. El pH
optimo se determiné 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
célculo a través de las gréaficas de Lineweaver-Burk y Eadie Hofstee.

Se analiz6é también el efecto de distintos inhibidores reportados sobre la actividad de
la catalasa, afiadiendo concentraciones crecientes de NaCl, 3-amino-1, 2, 4-triazol (3-
AT) (Havir 2003, Price y cols. 1961), NaNs y etanol (Johnston y Delwiche 1965,
Putnam y cols. 2000), en un ensayo usando una concentracion constante de enzima a
pH 7.0. Se incubo por 5 minutos en presencia del inhibidor y la reaccion se arrancé

por la adicion de 16.6 mM de H202 y se siguio el decaimiento de la Az2aonm.
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Espectrometria de masas en tandem (LC/ESI-MS/MS) Esto lo llevé a cabo el Dr.
Guillermo Mendoza Hernandez en el laboratorio de de la Facultad de Medicina de la
UNAM. La banda de proteina purificada fue extraida del gel con SDS tefiido con
Coomassie; fue destefiida, después reducida, se carbamidometild, se lavo y finalmente
se digirid con tripsina porcina modificada. La extraccion se hizo como se describe en
Xolalpay cols. (2007). Los analisis de espectrometria de masas del péptido se hicieron
usando un espectrometro de masas de hibridacién en tandem 3,200 Q TRAP equipado
con una fuente idnica de nanoelectroaerosol (NanoSpray IlI) y una cabeza
MicrolonSpray Il. El instrumento fue acoplado en linea 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 exploracion. EI EMS fue seguido por
una exploraciéon de resolucion aumentada (ER) de los tres iones mas intensos a baja
velocidad, de 250 amu/seg, para determinar el estado de carga idnica y después por
una exploracion de producto idnico (EPI). Los iones precursores se fragmentaron por
disociacién activada por choque (CAD) en una celda de colisibn Q2. Los iones
fragmentados generados fueron capturados y analizados en una trampa idnica lineal
Qs.

La identificacion proteica se realiz6 mediante la busqueda de los datos del espectro
MS/MS utilizando MASCOT (version 1.6b9, disponible en
http://www.matrixscience.com). Se permitié una tolerancia de 0.5 Da y 0.3 Da para
las masas ionicas del precursor y del fragmento, respectivamente. La modificacion
constante fue la carbamidometilcisteina y se permitié hasta un corte erréneo por
tripsina. La busqueda se realizo en la seccion Fungi de la base de datos de NCBInr

(http://www.ncbi.nih.gov).

Bioinformatica. Se utilizaron las siguientes bases de datos: SDB
(http://www.yeastgenome.org/), National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.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 ort6logos de
ScCTA1 y de ScCTT1l. Ademads, se tomaron aquellas especies que presentaban
paralogos (Ctal y Cttl), para llevar a cabo los anélisis de identidad y filogenias
moleculares.

Para los andlisis se utiliz6 BLASTP, ClustalW 1.83, ClustalX 0.1, Phylip 3.6 y Segboot
(con 1,000 repeticiones en los analisis de ortélogos y 100 en los de paralogos).

Los andlisis de parsimonia se hicieron utilizando Protpars y Consense y los de maxima
verosimilitud con Protdist, Neighbor y Consense. La observacion 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 estudié el tiempo de duplicacion 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 duplicacién correspondientes a esta curva de

crecimiento.
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Figura 7. Curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en YPD y distintas concentraciones de NaCl.
Se siguio la proliferacién de D. hansenii por 180 horas en medio ricoy O (), 0.6 (e) y 1.5 M (A) de NaCl

por el incremento en la DOs
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Esta levadura es considerada haléfita 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 haléfila (Gonzélez-Hernandez y cols. 2004). Este dltimo término se
utiliza para aquellos organismos que viven y se reproducen mejor en medios hipersalinos
que en medios carentes de sal (Gonzalez-Hernandez y Pefia 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 revision 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 halofilicos, mientras que aquellos en los que ciertos
aislados esporadicos 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 6 KCI, mostrando ademas que en presencia de sales
se incrementa la produccion de etanol y se eleva la capacidad respiratoria (Sanchez y cols.
2008).

Tabla 1. Tiempo de duplicacion y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio rico y diferentes
concentraciones de NaCl
) ) Tiempo de duplicacion Velocidad de crecimiento

Medio de cultivo ) L
(min) (h™)

YPD 270 0.231h*

YPD - 0.6 M NacCl 270 0.231h™

YPD - 1.5 M NaCl 270 0.231h*

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 duplicacidn, pero la levadura permanece viable.
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En todo caso, en la figura 8 se muestra el crecimiento en cultivo sélido 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 comun no sélo de
carnes frias, quesos y salmueras (alimentos salados), sino también de helados, yogures y
mermeladas (Ismail y cols. 2000), en los que el estrés i6nico ya no jugaria un papel
destacado y predominaria el efecto osmético, reforzando el caracter eurihalino de este

microorganismo.

A B.

Figura 8. Crecimiento de S. cerevisiae (izq) y D. hansenii (der) en medio rico sélido YPD con A. 1.5y B.
1.6 M de NacCl.

El MM Difco, compuesto por sales, vitaminas, elementos traza, 2% de glucosa
como fuente de carbono y NH,SO4 2.5 M como fuente de nitr6geno, no permite sostener el
crecimiento de D. hansenii. Norkrans (1966) habia reportado un medio minimo para esta
levadura que contiene sales adicionales a las de Difco. En nuestro laboratorio se adoptd este
medio SN Asn (SN, sin nitrdgeno, con asparagina 7.5 mM como Unica fuente de
nitrégeno). En la figura 9, se muestra la curva de crecimiento en SN Asn, SN Asn — NaCl
1M, MMy MM - NaCl 1.0 M.
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Figura 9. Comparacién de la curva de crecimiento de Debaryomyces hansenii en medio minimo SN
Asn 'y medio minimo Difco con y sin NaCl 1M, seguida durante 172 horas. ® SN Asn; ® SN Asn — NaCl
1 M; A MM-Difco; ¥ MM-Difco — NaCl 1M. SN: Sin Nitrégeno. Asn: Asparagina 7.5 mM utilizada
como Unica fuente de nitrégeno.

Tabla 2. Tiempo de duplicacion y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio minimo SN Asn y
diferentes concentraciones de NaCl

Medio Tiempo de duplicacién (min) Velocidad de crecimiento (h™)
SN Asn 270 0.154
SN Asn - 0.5 M NacCl 270 0.154
SN Asn - 1.0 M NacCl 270 0.154
SN Asn — 1.25 M NaCl 330 0.138
SN Asn - 1.5 M NacCl 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
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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 duplicacién, 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 minimo SN Asn y diferentes
concentraciones de NaCl, seguida durante 72 horas. ® sin sal; ¢ 1.0 M NaCl; A 1.25 M NaCl; m 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 exploré la utilizacién de fuentes de carbono no fermentables, ya que no existian
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 duplicacién 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. ® YPD (glucosa); ® YPD — NaCl 1.0 M; A YPE (etanol); - NaCl

1.0 M; YPMetOH (metanol); ¥ YPMetOH —NaCl 1.0 M; % YPGlic (glicerol); O 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 si fuera realmente la utilizacion de los
alcoholes como unica fuente de carbono lo que promovia el crecimiento, se hizo un control
en el experimento anterior, cultivando a D. hansenii Unicamente en YP, cultivo que no
mostro crecimiento alguno. De todas maneras, se cultivd a la levadura en SN Asn —
alcoholes como fuentes Unicas de carbono y en la figura 12 se muestra que este
microorganismo es capaz de utilizar al alcohol ain en la ausencia de cualquier esqueleto

carbonado, situacion que ocurre en el medio SN Asn.
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Tabla 3. Tiempo de duplicacion y velocidad de crecimiento de D. hansenii en medio minimorico YP y
diferentes fuentes de carbono, en presencia y ausencia de NaCl

Medio Tiempo de duplicacién (min) Velocidad de crecimiento (h™)
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 introduccion, habia ya varios reportes en los
que se proponia 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 sabia que la velocidad respiratoria se
incrementaba en presencia de sal y que ademas la actividad de algunas enzimas aumentaba;
en nuestro grupo (Alba-Lois y cols. 2004) habiamos demostrado que la glutamato
deshidrogenasa (DhNADP-GDH), enzima encargada de convertir al 2-oxoglutarato en
acido glutamico mediante la incorporacion de una molécula de amonio, mostraba un
incremento de entre 4 y 6 veces la actividad determinada in vitro, cuando la levadura habia
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 debia a un aumento en los niveles de transcripcion de este gen, esto es, la sal
provoco el incremento en la sintesis del mRNA que codifica a la GDH. Sin embargo,
determinamos que la concentracion de glutamato no se incrementd como consecuencia de

esta mayor cantidad de enzima. La actividad de la enzima purificada si se inhibi6 por la

fuerza idnica, sugiriendo que el incremento en la sintesis es para compensar la inactivacion
de la DhNADP-GDH provocada por la fuerza iénica, 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. ® SN Asn - glucosa; ® SN Asn — glucosa — NaCl; A SN
Asn —etanol; € SN Asn —etanol —NaCl; ¥ SN Asn — metanol; < SN Asn — MetOH — NaCl.

V.3 La actividad de catalasa determinada in vitro de Debaryomyces hansenii es
mas alta que la de S. cerevisiae en las mismas condiciones

Hernandez — Saavedra y Ochoa (Hernandez-Saavedra y Ochoa 1999), habian
reportado que la actividad de la enzima superoxido dismutasa Cu-Zn-SOD de
Debaryomyces hansenii cultivada en un medio de crecimiento que contiene agua de mar era
la mas alta reportada hasta entonces en un extracto crudo.

Esta enzima descompone al radical superdxido, convirtiéndolo en perdxido, de
manera que destruye a un radical muy reactivo generando uno menos reactivo. Aln asi, el

H,O, también es parcialmente toxico debido a que puede formar oxigeno singulete y radical
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hidroxilo. Paraddjicamente, el H,O, se requiere también para llevar a cabo funciones
celulares esenciales relacionadas con la transduccion de sefiales, como crecimiento y
proliferacién celular, diferenciacion y apoptosis en organismos superiores (Veal y cols.
2007, Dominguez y cols. 2010). Los seres vivos utilizan a la catalasa para descomponer al
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, como parte del sistema enzimatico de defensa
contra el estrés oxidativo. En la introduccion expliqué que S. cerevisiae tiene dos enzimas
con actividad de catalasa, una peroxisémica, que serviria para contender con el H,0,
generado durante la B-oxidacion de los &acidos grasos, y la otra, citoplasmética, para
contender con las situaciones de estrés oxidativo (Ruis y Kéller 1997). Ademas, esta Ultima
actividad de catalasa se incrementa ante otras condiciones de estrés, como calorico,
osmético, deprivacion de nutrientes o por presencia de sal (Krawiec y cols. 2000, Teixeira
y cols. 2004, Braga y cols. 2005), lo que nos llevo a considerar que en Debaryomyces
hansenii un incremento en la produccion de H,O, 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 expresion 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 0 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 especifica de catalasa con respecto a los de la misma
levadura crecidos sin NaCl (0.03 %= 0.009 versus 0.152 +0.021 mmoles de

H2O020xidado/Min/mg de proteina).

Tabla 4. Actividad especifica * 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 HyOxosidado/Min/mg de proteina

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 H,Oxoxigado/Min/mg de proteina, 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
H2020xidad/Min/mg de proteina); de la misma manera, los extractos obtenidos de D.
hansenii crecida en medio YPD-NaCl mostraron 8 veces mas actividad que los de S.
cerevisiae provenientes del mismo medio (0.152 + 0.021 vs. 1.24 £ 0.02 mmoles de
H2020xidad/Min/mg de proteina). Asi, se podria considerar que la actividad basal de
catalasa, que es méas alta en la levadura eurihalina, resultaria en una mayor tolerancia
intrinseca 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 perdéxido de hidrogeno. Las dos especies fueron cultivadas hasta fase
exponencial 6 fase estacionaria, siendo tratadas entonces con concentraciones crecientes de
H,0,. Los resultados se muestran en la figura 13. Como se puede apreciar, el ensayo de
viabilidad celular revel6 que durante la fase de crecimiento exponencial, Debaryomyces
hansenii es capaz de tolerar una concentracion de per6xido 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 ain mas evidente, ya que el crecimiento de S.
cerevisiae se ve severamente comprometido por la presencia de las dos condiciones de
estrés (sal y peroxido). Como era de esperarse, en fase estacionaria, ambas levaduras
toleran mayor cantidad de H,O, 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 peréxido de hidrogeno.

Con el fin de profundizar en el papel que pudiera jugar la catalasa en la tolerancia al
estrés oxidativo, se llevo a cabo una comparacion de las secuencias gendmicas entre ambas
levaduras, para identificar el o los posibles genes ortélogos a los de catalasas de S.

cerevisiae.
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V.4 Andlisis filogenético de levaduras utilizando la secuencia de catalasa

Tal como se explico en la introduccion, el gen que codifica a la catalasa
citoplasmatica de Saccharomyces cerevisiae es CTT1 (YGR088W) y el de la peroxisémica
CTAl1 (YDR256C). En el genoma de D. hansenii (disponible en
http://www.genolevures.org) se encontraron dos ORFs que posiblemente codificarian para
las dos isoformas de catalasa, con un peso molecular aproximado de 54.9 y 63.1 kDa,
respectivamente. El ortélogo del gen CTAl, DhCTAL se identifico como el ORF
DEHA2F10582g, en el cromosoma F, mientras que DhCTT1 se encontr6 en el cromosoma
B, identificado como el ORF DEHA2B16214g.

Se han reportado organismos con multiples 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 s6lo un gen que codifica para catalasa, y su expresion

parece ser importante en la patogenicidad de este organismo (Wysong y cols. 1998).

Se ha sugerido que la catalasa A, que es peroxisomica, funcionaria para contender
con las especies reactivas de oxigeno generadas durante la p-oxidacion de los acidos
grasos, ya que S. cerevisiae no lleva a cabo B-oxidacion 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 localizacion es citosolica, es una proteina cuya expresion 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 perdxido de hidrégeno, 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
concentracion de perdxido que se muestra a la izquierda. Para cada concentracién de H,0. se
sembraron diluciones desde 100 hasta 10-3, que se sefialan abajo.
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Sin embargo, no todas las levaduras poseen dos genes que codifiquen catalasas. Por
eso, se hizo una busqueda sistematica de las secuencias reportadas de catalasas de levaduras
y se determind de qué catalasa se trataba. Con las secuencias se hizo un analisis
filogenético y se comparararon los arboles 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 aminodacidos de ScCTA1L, de 515 residuos, y la secuencia de ScCTT1, de 562 residuos.
En la tabla 5 se muestran los ortdlogos de ScCTAL y su porcentaje de identidad (con
respecto a SCCTAL) y en la tabla 6 los ortdlogos de ScCTT1 y su porcentaje de identidad.
Se tomaron 19 especies de hemiascomicetos que presentaron ort6logos de SCCTAL y se

buscO de manera exhaustiva en esos mismos microorganismos la presencia de ScCttlp

reportada.
Tabla 5. Ortélogos a CTAL de Saccharomyces cerevisiae con su porcentaje de identidad
Especie de ascomiceto Residuos de aminoécidos % 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, sélo se lograron identificar secuencias ortélogas a ScCttlp en 8 de las
19 levaduras. Aqui es necesario hacer notar que no se encontré ningun caso en el que
hubiera un ortélogo de ScCttlp sin la presencia de un ortélogo de ScCtalp, lo que podria
sugerir que la catalasa peroxisomica es comun a todos los hemiascomicetos y que la

catalasa citosélica fue resultado de una duplicacion y divergencia posterior.

Tabla 6. Ortélogos a CTT1 de Saccharomyces cerevisiae con su porcentaje de identidad

Especie de ascomiceto Residuos de aminoécidos % 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

Con el fin de analizar si realmente la secuencia que codifica a la catalasa T fue
originada a partir de una duplicacion de CTAL, se llevo a cabo el andlisis de identidad entre
estas dos secuencias de Saccharomyces cerevisiae (Figura 14, a nivel de aminoacidos y
figura 15, a nivel de nucle6tidos).

Como se puede apreciar, tanto a nivel de aminoacidos como de nucleétidos, la
identidad es muy alta. Estas dos secuencias son seguramente homdlogas. Al llevar a cabo
una busqueda intragendmica, con cualquiera de las dos secuencias de proteina, s6lo se
encuentra la otra, de manera que parece no haber otras secuencias homdlogas en el genoma
de Saccharomyces cerevisiae.

En estas dos figuras, se observa claramente que ambas secuencias tienen un origen
comun, por ello se propone que CTT1 se origin6 como resultado de una duplicacion y
posterior divergencia de CTAL. Cabe aclarar que la duplicacion de estas secuencias ocurrié
en una etapa anterior a la de la duplicacion masiva del genoma de Saccharomyces, esto es,

son parélogas y no onhdlogas (Turunen y cols. 2009).
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Score = 372 bits (956), Expect = e-104
Identities = 214/547 (39%), Positives = 318/547 (58%), Gaps = 66/547 (12%)

CLUSTAL X (1.83.1) multiple sequence alignment

YDR256C ———--MSKLGQEKNEVNYSDVREDRVVTNSTGNP IN-EPFVTQRIGEHGPLLLQDYNLIDS 55
YGRO88W MPIRS I SSASQMNVFGKKEEKQEKVYSLQNGFPYSHHPYASQYSRPDGP ILLQDFHLLEN 60
P il AR R S Faiaihabaloboleliahalliiil
YDR256C LAHFNREN IPQRNPHAHGSGAFGYFEVTDD I TD ICGSAMFSKIGKRTKCLTRFSTVGGDK 115
YGRO88W IASFDRERVPERVVHAKGGGCRLEFELTDSLSD ITYAAPYQNVGYKCPGLVRFSTVGGES 120
:* *:**_:*:* **:*_*_ **:**_::** :* :_::* : *_*******:_
YDR256C GSADTVRDPRGFATKFYTEEGNLDWVYNNTPVFFIRDPSKFPHFIHTQKRNPQTNL---R 172
YGRO88W GTPDTARDPRGVSFKFYTEWGNHDWVFNNTPVFFLRDAIKFPVFIHSQKRDPQSHLNQFQ 180
*: _**_*****_: * kA khk KK ***:*******:**_ E .= 3 ***:***:**: :* :
YDR256C DADMFWDFLTTPENQVAIHQVMILFSDRGTPANYRSMHGYSGHTYKWSNKNGDWHYVQVH 232
YGRO88W DTTIYWDYLTL--NPESIHQITYMFGDRGTPASWASMNAYSGHSFIMVNKEGKDTYVQFH 238
*: ::**:** * :***: :*_******_: **:_****:: **:*_ ***_*
YDR256C IKTDQGIKNLTIEEATKIAGSNPDYCQQDLFEAITQNGNYPSWTVY IQTMTERDAKKLPFS 292
YGRO88W VLSDTGFETLTGDKAAELSGSHPDYNQAKLFTQLQNGEKPKFNCYVQTMTPEQATKFRYS 298
: :* *::_** ::*::::**:*** * _** :***: *_:_ *:**** _:*_*: :*
YDR256C VFDLTKVWPQGQFPLRRVGK IVLNENPLNFFAQVEQAAFAPS-TTVPYQEASADPVLQAR 351
YGRO88W VNDLTKIWPHKEFPLRKFGT ITLTENVDNYFQEIEQVAFSPTNTCIPGIKPSNDSVLQAR 358
* :**: : x:_*_*_*_** *:* ::**_**:*: * :* :_* *_*****
YDR256C LFSYADAHRYRLGPNFHQIPVN--—-—- CPYAS——-—————————— KFFNPAIRDGPMNVN 393
YGRO88W LFSYPDTQRHRLGANYQQLPVNRPRNLGCPYSKGDSQYTAEQCPFKAVN-FQRDGPMSYY 417
****_*::*:***_*::*:*** ***:_ * _* *****_
YDR256C GNFGSEPTYLAN--DKSYTY 1QQDRP--—=————— e~ 1QQHQEVWNGPAIP 431
YGRO88W -NFGPEPNY I SSLPNQTLKFKNEDNDEVSDKFKGIVLDEVTEVSVRKQEQDQIRNEHIVD 476
FrRI KX kool IIDoLDoDI*Rl oIl * :
YDR256C = ————- YHWATSPGDVDFVQARNLYRVLGKQPGQQKNLAYNIGIHVEGAC-PQIQQRVYDM 485
YGRO88W AKINQYYYVYGISPLDFEQPRALYEKVYNDE-QKKLFVHNVVCHACK IKDPKVKKRVTQY 535
FLol oo oL IFE R KR oo Rk oo o*D ox FLooIFR oC
YDR256C FARVDKGLSEAIKKVAEAKHAS-ELSSNSKF—-—-—-— 515
YGRO88W FGLLNEDLGKVIAECLGVPWEPVDLEGYAKTWSIASAN 573

* P - -

Figura 14. Alineamiento entre las secuencias de aminoécidos de Ctal (YDR256C) y Cttl (YGRO088W) de
Saccharomyces cerevisiae. * muestra la posicién de aminoacidos idénticos; : muestra un cambio conservado; -
muestra un cambio menos conservado.
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CLUSTAL X (1-83.1) multiple sequence alignment

AAATTCTAACTGCTTATTGTAAAAATGGTTTCTGAATACATTCAAAATACGAAGAAAGAT
ATGTCGAAATTGGGACAAGAAAAAAATGAAGTAAATTACTCT---GATGTAAGAGAGGAT

*  * Hk Kk K KkAkk K * KkhAk K Hk * H Kkk

AGAGTTGTGA---CAAACTCCACTGGTAATCCA---ATCAATGAACCATTTGTCACCCAA
*k Hhk *hAh KhhAhkhkkhk hhkk Hhk KAhhAh K hAhAkhk Kk B
ACGGCAGGCCCTGGCGGGCCACTATTATTGCAAGATTTTAATTTGATGGACGACATTTCT
CGTATTGGGGAACATGGCCCTTTGCTTTTGCAAGATTATAACTTAATTGATTCTTTGGCT
*k *hk KKk * * AhAkAAAkAAAA dhkhk dhk khk kk * *x
CACTTCGATCATGAAAGAATCCCAGAAAGAGTTGTTCACGCAAAAGGTGGTGGTGCTCAC
CATTTCAACAGGGAAAATATTCCTCAAAGGAATCCACATGCTCATGGTTCTGGTGCCTTC
E o ke *k KKk FhAA * E * KAkk E e *
GGATATTTCGAATTGACTGATTCATTGTCTGAT-TTAACTTATGCCCGTCCATTACAATC
GGCTATTTTGAAGTAACCGATGACATTACTGATATCTGCGGGTCTGCTATGTTTAGTAAA
Kk KhAhkAA khkAhA Kk hhk hhkk * Khhkhkk K * * * Hhk *
CCCAGGCTATAAATGTCCTGTATCAGTTAGATTCTCTACAGTTGGAGGTGAAAGGGGTAC
ATTGGGAAAAGAACGAAATGT-CTAACAAGATTTTCGACTGTGGGTGGTGATAAAGGTAG
*x * *k K KhA * FhhAkh Kk Kk hhk hhk KhkAAA K FhAA
ACCGGACACAATAAGAGATCCAAGGGGGTTCTCAATTAAATTGAAAACTGACATTGGTAA
TGCCGACACGGTTCGTGATCCAAGGGGGT TTGCCACCAAAT TCTACACTGAAGAAGGTAA
*

*  * * x *

TATGGATTGGGTTTTTAACAATACACCAATCTTCTTTATTAGAGACCCGATTAAGTTCTC
TTTAGATTGGGTCTACAATAATACACCGGTATTCTTTATCAGAGACCCTTCCAAGTTCCC
* Kk KdhkkkkkhkAk Kk * Kk * *
CAAATTTATTCACACCCAAAAGAGAGATCCATCTACAAACCTTAATCAATTAACTGATCC
TCACTTTATCCACACACAGAAGAGAAACCCACAAACCAACCT-AAGGGAT--GCTGACAT
* *k * KAk KAk kkkkhk Kk *x Kk Ak
ATACCATACTTGGGACTACTTTATTCAGAATCCTGAATGCTTACATCAAATAACTTACAT
G GGGATTTCCTCACCACTCCTGAAAATCAGGTGGCCATTCATCAAGTAATGATCCT
*

Hk * Kk Kk Kk K kkkk K Kk hkkkkh Khkk * *

GTTTGGTAAAAGGGGTATTCCAAAGAGTTGGGCCGAAATGCACGGATATTCGGGTCATAC
TTTTTCAGACCGTGGTACCCCTGCCAACTACCGTAGTATGCATGGTTATTCTGGTCATAC
KhA * * KkkA E * * *k
ATTTAAACTAATTAACGATAAAGATGAAATTACTTATATTCAGATCCATTGTCTTGCTGA
CTATAAATGGTCCAATAAAAACGGAGATTGGCATTATGTGCAAGTTCATATCAAAACCGA
EE E * Khk K Kk E S EE * KKk
TGGAGGTTTTGACGGCTTTAGTGACAAAGAAGG TAAAGAGT TGGCTGGTTCATCACCTGA
TCAAGGAATAAAGAATTTGACCATAGAAGAGGCTACCAAAATTGCGGGATCCAATCCAGA
* Kk * * *k K *AhAhkAhk K kK * * Kk khk Kk *k KAk
ATACAACACTAAGGATTTATATGAAAGAATTGCTGCTGGTAATTATCCATCATATTCATT
TTACTGCCAGCAGGATTTATTTGAGGCTATTCAGAATGGAAACTATCCTTCCTGGACAGT
Khk * FhAAAAAAA KAk Khk KAk KAk KhAhkAAAk KAk K E
TTATGTTCAAACGATGACACCTAAACAAGCTGAAGAATTTCGTTATTCTATCAATGATTT
TTATATTCAAACAATGACCGAACGCGATGCCAAAAAATTACCATTTTCAGTCTTTGATTT
Fhkh KAhAAAAAA KAAhhkhA L Kk KAhkkAk K s *x E s
AACAAAAGTATGGCCTCACAAAGAATTCCCATTAAGAAAGT TTGGCCGCATGGTTTTAGA
GACTAAAGTATGGCCTCAGGGGCAATTCCCTTTACGGCGTGTGGGTAAGATTGTTTTGAA
*k kS o EE e *
TAAGAATCCGGTAAATTACCACGATGAAATTGAACAAATTGCCTTTTCACCTGCTCATTT
CGAGAATCCACTGAACTTCTTCGCACAGGTGGAACAAGCTGCCTTCGCCCCCAGTACCAC
KhAAAhAA * kk Kk K E * G FhAAAA * Kk *
AGTTCCCGGAATTGAGCCTTCAAATGATCCTGTTTTACAATCTAGGTTATACTCTTACTC
GGTTCCTTACCAAGAAGCAAGCGCTGATCCAGTATTACAGGCCCGTTTGTTTTCATATGC
KhAhAk *k * FhhkAkAhd Khhk KAAhhkAA * EE = *h KKk *
TGATACACATCGTCATAGATTAGGCGCCAATTACCAACAGT TACCGGTTAACAAACCAAG
GGATGCTCATAGATACAGGCTAGGTCCTAACTTCCATCAAATACCCGTAAACTGTCCATA
E kg ke * Kk K Akk KKk E o Hhk
GACATTTGATAGTAATTCTGGATGTCCATTTTTAGCAGGTAATTTTCAAAGAGAAGGGAT
TGCATCTA-———- AATTTTTCAATCCCGCTATCAG-———————————- AGATGGACCGAT
*kk K *hhAh K * E EE * E Hh Kk
TGCATCTATTGATAATCAAGGATCTAGACCTAATTATTTGAGTTCGTTATTACCTATTAA
GAATGTTAACGGCAACTTCGGCTCAGAACCTACATATTTGG--CCAACGATAAATCGTAC
*k * *k ki Fhhkk FhAAAA * E * E
TTCTGTCTCGAACGATCCAAAGTCATACAAGAATGGATTACCACCTGTTGAAGAAAAAAA
ACGTATATCCAACAGGACAGACCCATTCAACAAC--ACCAAGAGGTATGGAATGGGCCAG
EE *k K *hh Khhkhk Kk * * * * Kk KhKk *
GTATTTAGGTGTTGTTCCGAAACGATCTACTGATAAATATGAAATTTTACAGAAAGAACG
CTATCCCT-TATCATTGGGCAAC-ATCCCCAGGTGA-TGT-AGATTTCGTGCAAGCAAGA
Hhk * K E * Khhkk hkk * k k k kK K KhAhkhkk E Kk
TAATTTGAAGGCACATGAAGAAAA-AATTTGGCTC---AAATCGTATGAC-TATATTTCT
AATCTCTACCGCGTTTTGGGTAAACAACCTGGACAGCAAAAGAACT TGGCATATAACATC
* * * *k * EE s KAk KAk E
GGATTTAGTGAGCTAGATGTTGAACAGCCAAGAGCCCTTTATAAAAATATTATTAGTAAG
GGCATTCATGTAGAAGGCGCCTGTCCTCAAATACAGCAGCGCGTTTATGATATGTTTGCT
Kk E E E * * * Kk K * E Hhk *
CAAGATAAAGGGGATTTCATAGAAGCTATTGTTGGACATGCATCGAAAATAAGTGTTCCT
CGTGTTGATAAGGGACTATCTGAGGCAAT TAAAAAAG TAGC TGAGGCAAAACATGCTTCT

* Kk ok K Hk * Kk Kk kkk * Hk H* kk Kk Kk K Kk

CAAATAAAAGAAAGAGTACCTCAGTTA-—

Figura 15. Alineamiento entre las secuencias de nuclettidos de CTAL1 (YDR256C) y CTT1 (YGRO088W) de
Saccharomyces cerevisiae. * representa sitios en los que hay identidad.
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En la figura 16 se muestran los arboles obtenidos mediante los métodos de

parsimonia (panel A) y maxima verosimilitud (panel B) para la secuencia de la catalasa A.

Figura 16. Arboles filogenéticos obtenidos mediante métodos de parsimonia (panel A), y maxima
verosimilitud (panel B) a partir de la secuencia de la catalasa A. [] Saccharomyces cerevisiae;
Debaryomyces hansenii. Los nimeros en los nodos representan el valor de bootstrap.
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En la figura 17 se muestran los arboles obtenidos mediante los métodos de

parsimonia (panel A) y maxima verosimilitud (panel B) para la catalasa T.

A, B.
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Figura 17. Arboles filogenéticos obtenido mediante métodos de parsimonia (panel A) y maxima

verosimilitud (panel B). CI1Saccharomyces cerevisiae; .} Debaryomyces hansenii. Los niUmeros en los
nodos representan el valor de bootstrap.

Basandose en la gendmica comparativa entre 5 especies de hemiascomicetos, el grupo de
Genolevures propusieron los siguientes eventos en la evolucion de los hemiascomicetos
(figura 18):
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Figura 18. Principales eventos en la evolucion de los hemiascomicetos. La topologia de este arbol se
baso en las secuencias de 25S rDNA de las levaduras descritas. Tomado de Sherman y cols. 2006.

En el momento en que Yarrowia lipolytica se separé de Debaryomyces hansenii,
Kluveromyces lactis, Candida glabrata y Saccharomyces cerevisiae (nodo 1), una de las
ramas resultantes sufrid fuertes restricciones sobre el tamafio del genoma, perdiendo
transposones aunque manteniendo los retrotransposones, mientras que la rama de Y.
lipolytica conservé un genoma de 20.5 Mb; las otras cuatro tienen genomas de alrededor de
12 Mb, debido a la pérdida simultanea de intrones. De manera que estos autores proponen
que la duplicacion coordinada de genes, sea a través de segmentos cromosémicos o
mediante repeticiones de genes en tandem, se convirtio en la ruta para crear las copias de
parélogos en la que se basa la subsecuente diversificacion. En la siguiente separacion (nodo
2), una de las ramas, en la que se separ6 Debaryomyces hansenii, mantuvo un bajo nivel de
duplicacion de segmentos, mostrando mas bien una formacién masiva de repeticiones en
tandem, mientras que en la otra rama la region centromérica se redujo a un segmento muy
bien definido (de 125 pb en Saccharomyces spp) lo que provee de una mejor segregacion
cromosOmica a esas levaduras (Clarke 1990, Lynch y cols. 2010). En el tercer nodo,
excepto K. lactis, las otras sufrieron de una duplicacion masiva del genoma, compensada
después por la pérdida masiva de muchos de los pares paralogos asi creados (nodo 4). Esta
pérdida de paralogos ha dejado reliquias detectables en S. cerevisiae. En C. glabrata, la
pérdida de paralogos fue tan extensa que dio como resultado una evolucion reductiva, con
pérdida de funciones y un grado de redundancia gendmica similar al de K. lactis (mucho
menor que el de D. hansenii y Y. lipolytica).
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Figura 19. Cladograma construido usando méxima verosimilitud con 153 genes universales del reino
Fungi (tomado de http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html#). [1 Saccharomyces cerevisiae;
""" Debaryomyces hansenii.

Los arboles generados en este trabajo, de alguna manera coinciden, al menos en
orden de divergencia, con lo propuesto por estos autores. Aln mas, estos mismos autores
proponen un arbol filogenético (figura 19) de 33 especies de levaduras hemiascomicetas
derivado del analisis de 153 secuencias del reino Fungi y obtenido por métodos de maxima
verosimilitud, cuyo resultado es bastante similar al que se obtuvo en este trabajo mediante
la construccion del arbol de CTAL, lo que, aunque aqui se haya utilizado s6lo la secuencia
de una proteina sujeta a una presion de seleccién particular distinta a la de los genomas
completos, robustece la hipétesis de la evolucion de los hemiascomicetos, que es una
estrategia que sigue siendo ampliamente utilizada (Ossowski y cols. 1993, Lin y Li 2011).
Finalmente, la secuencia de aminoacidos de una proteina determina su estructura, que a su
vez determina la funcion. Pero es la funcion el blanco de la seleccion natural, no la
secuencia ni la estructura.
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Figura 20. Comparacion de las secuencias proteicas de las catalasas de D. hansenii y S. cerevisiae.
Panel A. DhCtal vs DhCtt1 (51% de identidad); B. ScCtal vs ScCttl (39%); C. DhCtal vs ScCtal (68%);
y D. DhCtt1 vs ScCttl (52%).

Los alineamientos fueron analizados en diferentes sentidos. Uno de los resultados
mas interesantes se obtuvo al comparar las secuencias paralogas en ambas levaduras, esto
es, DhCtal vs DhCttl y ScCtal vs ScCttl, mediante matriz de puntos (dot-matrix). Para
construir una grafica 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 varian el tamafio o la intensidad de los puntos en
funcién del grado de similitud de los dos caracteres, para dar cabida a las sustituciones
conservadas. La grafica de puntos de secuencias muy estrechamente relacionadas aparece
como una Unica linea a lo largo de la diagonal principal de la matriz. En la figura 20A se
muestra el resultado del analisis de las secuencias paralogas de D. hansenii, que tienen una

identidad de 51%. ElI mismo analisis pero utilizando las secuencias pardlogas de S.
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cerevisiae mostrd solo un 39% de identidad (20B). Si se comparan las secuencias ortdlogas,
es decir ScCtal con su contraparte en Debaryomyces, DhCtal (figura 20C), la identidad se
eleva hasta un 68%, lo que indica que hay una presidn selectiva para conservar la secuencia
entre ambos organismos. Del mismo modo, aunque en menor porcentaje, la identidad entre
los paralogos CTT1 de Saccharomyces y Debaryomyces es mayor que entre los paralogos
de la misma especie: 52% (figura 20D). Ahora bien, de los arboles mostrados més 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 comparacién de la DhCtal con la
catalasa 1 de Candida albicans, CaCatl. Entre estas secuencias ortélogas la identidad es de
un 83%.

DhCtal

CaCatl

Figura 21. Comparacion de las secuencias proteicas de la catalasa A de D. hansenii y la catalasa 1 de C.
albicans, estas secuencias ortologas tienen una identidad del 83 %, por eso la linea diagonal es muy
evidente.

V.5 Debaryomyces hansenii tiene dos enzimas con actividad de catalasa con
diferente movilidad electroforética

Tras identificar que Debaryomyces hansenii parecia tener dos proteinas con
actividad de catalasa, se establecieron las condiciones para observarlas a traves de la tincion
de la actividad en geles nativos. Para ello, se cultivé a D. hansenii en YPD y se prepararon
extractos crudos de células tomadas a las 6, 12, 24 y 48 horas de crecimiento. Se calculé la
concentracion de proteina mediante Bradford y se cargaron 20 pg de proteina total en cada

carril de un gel PAGE que fue corrido en condiciones nativas. Tras la electroforesis, se tifio
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para observar las bandas con actividad. En la figura 22 se muestra el resultado: la banda
que migra méas arriba (probablemente correspondiente a DhCtal) 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.

<+— DhCtal
<— DhCttl

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 ug de
proteina total por carril.

Con el fin de analizar la actividad de catalasa observada tanto mediante esta técnica
como cuantificada en un espectrofotometro, se cultivd 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 tincién y
sorprendentemente, la banda de abajo, la catalasa T, sdlo se aprecia en YPD sin sal en fase
estacionaria. En todas las demas condiciones la Unica banda que se observa es la que

corresponderia a la catalasa A.

<+— DhCtal
<«— DhCttl

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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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
celulas se cultivaron en glucosa como fuente de carbono, la actividad de catalasa
determinada en el espectrofotometro es debida a la presencia de las dos proteinas 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
DhCitt1, evidenciando que la actividad medida es debida Unicamente a la catalasa A. Esto
sugiere que DhCTT1 podria tener un patron de expresion regulado diferencialmente, que
resultaria en una represion de su expresion durante el crecimiento exponencial y en
presencia de NaCl. En la tabla 9 se muestra el resultado de la cuantificacion de catalasa en
los mismos extractos que fueron sometidos a la electroforesis. Asimismo, se encontré que
la actividad de las muestras preparadas a partir de cultivos crecidos en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento usando etanol como Uunica fuente de carbono, mostré 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 estd regulada positivamente por la fase de cultivo y que este
efecto se incrementa en fuentes no fermentables de carbono; este efecto de regulacion
positiva resulta escondido por la regulacion que también ejerce el NaCl. De manera que
analizando los resultados de actividad, tanto cuantitativos —analizados por la actividad
especifica de catalasa-, como cualitativos —analizados por la tincion directa de la proteina
nativa-, se propone que la actividad de catalasa codificada por DhCTAL es regulada

positivamente por la fase de crecimiento y por las fuentes de carbono no fermentables.

Tabla 9. Actividad especifica* 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 Glucosa (YPD) Etanol (YPEtOH) Metanol (YPMetOH) | Glicerol (YPGilic)
del cultivo

0.6 M NaCl - N . + ; " - N
Exponencial 0.7 1.2 3.8 3.6 0.9 2.1 0.9 1.2
P (£02) | (#02) | (£02) | (04) | (#02) | (0.3) | (£0.06) | (x0.3)
Estacionaria 1.5 0.4 10.5 2.0 8.7 1.0 0.87 1.3
(#0.2) | #0.2) | (#.0) (+0.5) (£1.7) (10.1) (#0.1) | (0.2)

* (mmoles de H2020xidado/ Min/mg de proteina)
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V.7 Obtencion de RNA total de Debaryomyces hansenii en diferentes condiciones
de cultivo

Asi, se decidio analizar a qué nivel ocurria 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 integros, 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 degradacién. Finalmente, utilizando la accion combinada
del material y reactivos tratados con DEPC y el RNA mantenido siempre en presencia de
acido aurintricarboxilico como inhibidores de la accion de RNAsas, se logré obtener RNA
de buena calidad (figura 24) para llevar a cabo anélisis tipo Northern blot, para lo que el
RNA fue corrido en electroforesis desnaturalizante y transferido y fijado a una membrana

de nitrocelulosa.

Figura 24. Purificacion 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 tefiido 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 expresion de los genes de catalasa, primero se disefiaron cebadores
que permitieran amplificar de manera independiente a las dos enzimas. Se disefiaron
también con la intencion de clonar ambos genes, asi que se buscO que pudieran ser
insertados en el pldsmido pRS316, que es un vector lanzadera originado de pBR322, que

contiene un origen de replicacion de Escherichia coli, el gen que codifica a la B -
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lactamasa, secuencia CEN6 ARS4 para su replicacion en levadura, el gen URA3 que
servira como marcador de transformacién, ya que la cepa acatalasémica que se utilizara
como receptora de la transformacion es ura’, y se buscaron 2 enzimas de restriccion que
estuvieran en el polylinker del plasmido, pero no en las secuencias de D. hansenii que se
pretenden clonar. Las enzimas seleccionadas son BamHI y Sall.

De modo que se disefiaron los oligos para amplificar las secuencias de DhCTAL y
de DhCTT1 a partir de DNA gendmico de D. hansenii, pero conteniendo ademas sitios de

corte para estas enzimas.

Para DhCTAL (figura 25) se buscd un par de cebadores con una temperatura de
fusién (Tm) muy similar (64.74, 47.62% de CG para rio arriba y 66.64, 52.38% de CG
para rio abajo), con el que se amplificarian 2,607 bases, incluyendo las 1,458 pb del gen,
mas 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 restriccion
para BamHI ni Sall en el producto amplificado. Una vez localizadas las secuencias de
oligos adecuadas para funcionar como cebadores de la reaccion de amplificacion, se
disefiaron los oligos, de manera que el rio arriba tiene la secuencia 5°- (GC); + BamHI +
cebador — 3" mientras que el rio abajo contiene 5°- (GC)3 + Sall + cebador — 3".

Para DhCTT1 el disefio fue similar (figura 26): se busc6é un par de cebadores con
Tm parecida (64.95, 45.45% de CG para rio arriba y 64.7, 47.62% de CG para rio abajo),
con el que se amplificarian 3,174 bases, incluyendo las 1,674 pb del gen, mas 333 bases del
3" UTR y 1,167 bases del promotor, asegurandonos de que no habia sitios de restriccion
para BamHI ni Sall en el producto amplificado. Una vez localizadas las secuencias de
oligos adecuadas para funcionar como cebadores de la reaccion de amplificacion, se
disefiaron los oligos, de manera que el rio arriba tiene la secuencia 5°- (GC); + BamHI +

cebador — 3" mientras que el rio abajo contiene 5°- (GC)3 + Sall + cebador — 3.
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DhCTAL. ATG — TAA (gen): 1458 pb
Promotor: 932 pb
3"UTR: 217 pb
Tamafio del amplicén resultante: 2607
bases, ningun sitio de corte para
BamHI ni Sall

Cebador Secuencia Tm % GC
gcgcgcecggatccatttttaccacatgaggcec

Rio arriba 3<BamHlI 64.7°C | 47.6
gcgcgegtcgacctaattteccggectagagetge

Rio abajo 3<3all 66.6°C | 524

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 disefio de cebadores para la amplificacién del
gen completo, incluyendo ~1,000 pb del promotor y ~200 pb del 3'UTR
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DhCTT1. ATG - TAA (gen): 1674 pb
Promotor: 1167 pb
3" UTR: 333 pb
Tamafio del amplicon resultante: 3174
bases, ningun sitio de corte para

BamHI ni Sall

Cebador Secuencia Tm % GC
cgcgc atccgtattactgccactgcattca

Rio arriba gegegegy 9 9 9 9 64.9°C | 455

s<BamHl

gcgcgcecgtcgaccgaatggtgaaactcactgtg

Rio abajo s<sall 64.7°C | 476

a

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 disefio de oligos para la amplificacion del gen

completo, incluyendo ~1,100 pb del promotor y ~300 pb del 3'UTR
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Para lograr la amplificacion, fue necesario ajustar las condiciones del PCR.
Intentamos distintas concentraciones de MgCl,, encontrando que 2 mM era mas adecuada
que 25 y 5 mM (condiciones “estdndar”). Asimismo, fue necesario “jugar” con las
temperaturas de apareamiento (annealing). Finalmente, la reaccion se llevo a cabo bajo el
siguiente esquema:

94 °C - 5" (desnaturalizacion inicial)

94 °C - 1’(desnaturalizacion)

55 °C - 1" (apareamiento) 5 ciclos
72 °C - 2" (extension)

94 °C - 1’(desnaturalizacion)

60 °C - 1" (apareamiento) 30 ciclos
72 °C - 2" (extension)

72 °C - 10" (extension final)

8°C -

Se obtuvo la amplificacién 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 amplificé una secuencia de

DhrDNA18S obtenida por Carlos Guerrero en el laboratorio de la Dra. Alicia Gonzélez, a

partir de Govind y cols. 1992.

1Kb

0.5 Kb

Figura 27. Gel de agarosa tefiido con EtBr que muestra los fragmentos amplificados de las secuencias
de D. hansenii: Carril 1. Marcador de peso molecular; 2. DhrDNA18S; 3. DhCTAL; 4. DhCTT1.

Utilizando estas sondas marcadas con *’P por random primed, se llevé a cabo la
hibridacion con la membrana de nitrocelulosa que contenia 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 transcripcion diferencial de los genes de
catalasa esta 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 autorradiografias y en el panel B la normalizacion por densitometria de estos
resultados. Se observa que DhCTA1 y DhCTT1 son expresados diferencialmente: los

niveles de expresion de DhCTAL fueron ligeramente mayores

A.
DhCTA1
DhCTT1
DhrDNA18S
B.
0 Dh cta exp
Dh cta est
M Dhcttexp
ol Bl Dhcttest
:
.%5 |
=
2.l
hel
g
@ |
£
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z

000

YPEtOH + NaCl

YPD YPD +NaCl YPEtOH

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 Unicas fuentes de carbono y
con o sin NaCl presente en el medio. En la autorradiografia de arriba se muestra el resultado de
la hibridacién con DhCTA1, en medio con DhCTT1 y abajo con DhrDNA18S. Panel B. Gréfica con

los resultados de la densitometria de las autorradiografias.
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cuando la levadura fue cultivada en condiciones respiratorias si se comparan con las
encontradas en glucosa, igual que como se observd en los zimogramas. Ademas, la
expresion de este gen se reprimidé 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 expresion 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 expresion dependiente de etanol
fue aln maés reprimida, indicando nuevamente que tanto la fuente de carbono como la

presencia de la sal juegan un papel en la regulacion transcripcional.

V.9 Purificacién 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 correspondian 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 especifica, misma que se observaba en los zimogramas, correspondia

efectivamente a la catalasa A.

Tabla 10. Actividad especifica de catalasa de las fracciones obtenidas tras la precipitacion con (NH;),SO4
FRACCION ACTIVIDAD ESPECIFICA
(mmoles de HyO,oxidade/Min/mg de proteina)
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 Unica proteina con actividad de catalasa presente en los geles de
proteina provenientes del cultivo de D. hansenii en etanol hasta etapa estacionaria, nos
condujo a buscar su purificacion. Se probaron distintas alternativas, empezando siempre
por la precipitacion con sulfato de amonio. En la tabla 10, se muestra el resultado de estas
precipitaciones, de las que fue la fraccion 40 — 70 % de saturacion la que fue utilizada para

continuar con la purificacion. Después, esta fraccion fue pasada a través de una
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cromatografia de exclusibn 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 cromatografia de interaccion hidrofobica con fenilsefarosa CL-4B. Como amortiguador
de unién se utilizdé PBS con 1.7 M de (NH4),SO, y para eluir 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
purificacion y el rendimiento obtenido.

Perfil de elucién
Exclusiéon molecular
Sephacryl HR100

5 o -0.325
=0.300
2.04 -8- catalasa eritrocito (y2)
=0.275
1.8 == peroxidasa+tripsina (y2)
=0.250
—e— catalasa Dh pura (y1)
1.6 -0.225
1.4+ =0.200
£ o
g 1.24 -0.175
o) L
2 1.0- 0.150 §
=0.125
0.84
=0.100
0.64
=0.075
0-49 £0.050
0.24 ) -0.025
0.0 T T T T T 0.000
0 10 20 30 40 50 60 70

Tubo (min)

Figura 29. Perfil de elucién de la fraccién 40 — 70% de la precipitacion con (NH4)2SO4 tras pasar por una
cromatografia de exclusién molecular de Sephacryl HR100 cuya curva se muestra en rojo. En azul, la
elucién de una preparacion pura de catalasa de eritrocito humano y en verde la elucion de los
marcadores de peso molecular peroxidasa y tripsina.
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Perfil de elucién
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Figura 30. Perfil de elucién de la catalasa obtenida de la columna de exclusion molecular tras pasar por
una columna de interaccién hidrofébica de fenilsefarosa CL-4B. La linea verde representa el gradiente
lineal desde PBS con 1.7 M de (NH4)2SO4 hasta PBS solo que se utiliz6 para lavar. En rojo se muestra la
Abs a 280 nmy en azul la actividad de catalasa en 10 pl de cada una de las fracciones.

Tabla 11. Purificacidn de la catalasa peroxisomica de Debaryomyces hansenii
Fraccion Proteina total | Actividad total * | Actividad especifica ** | Rendimiento
Extracto crudo 116 mg 459,360 3,960 1
Pp 40 -70% (NH,),SO,4 22 mg 466,950 21,225 5.4
Exclusiéon molecular HR100 6 mg 439,998 73,333 18
Interaccion hidrofébica CL-4B 4 mg 503,572 125,893 32

* mmoles de H,O0xigado/MIiN
** mmoles de H,O,0xigado/Min/mg de proteina

Se utilizaron 10 pg de catalasa pura para una PAGE desnaturalizante. En la figura
31 se muestra la banda obtenida tefiida con azul de Coomasie. Este gel se llevo al Dr.
Guillermo Mendoza Hernandez, del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM. La banda fue cortada y tratada como se explica en Material y
Métodos y analizada por espectrometria de masas. Se encontrd que la proteina purificada
correspondia a la catalasa peroxisdmica putativa (gi|50424473), codificada por DhCTAL de
Debaryomyces hansenii. El puntaje global fue de 1,182, se analizaron 26 péptidos que
cubrieron el 63% de la secuencia. La proteina tiene una masa nominal de 54.8 kDa con un
pl 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 pg de la catalasa purificada; 3. 10 pg de la catalasa purificada, PAGE tefiido con azul de Coomasie.

La identificacion a nivel proteina (mediante espectrometria MS/MS) y a nivel
genético (a través de la amplificacion de la sonda disefiada especificamente para aislar
DhCTAL1l del DNA gendmico de D. hansenii), permiten proponer que la catalasa
perixisdbmica (DhCtal) esta directamente involucrada en la detoxificacion del perdxido de
hidrogeno generado durante el estrés oxidativo inducido por etanol en Debaryomyces

hansenii.

L gl 50424473 re: 1233
hypothatical peoatain DERADFL1SS50g [Dabazyesyces hansenii CBETET]

I :
¢ SA836; latad pl POE. 47
£ 1244 iy L

(S i Bold

1 MAPVYTHEN Y PVSGHGPLLL QDFHLIDSLA HFDR
51 HAF ¥ J 1 HETEVLTR F3TVOGESGE
101 ADEARBDERCE LYTEEGH LOLVYNHTIFY FFIRDFSEFF HFIHTQERHEP
151 ETHLEDPFIMF WDYLTEMJES IHQVMTLFSD ROTPASYREM NGYSGHTYEN

201 SNERSEWYYV QVHFISDQOV ETLTHEEAGE LAGENFDFAD EDLFE \

251 } WTCY M \KER FFEV ¥ HPHEDY PMR LVLHENE

301 EMYFAEIEQA AFAPFAHTVFY MEAS ER {H1
sl BCPITOR YFHPHMEDSS MNVHGHLGSH PHYLATSKPV EFEN UEE
4Q1 QEVWE Tesl 0 d 1o JFHL AHNVAVHVES
451 AETHIQDEVE DHFAE E EXEALQ LSFRE

I
Figura 32. Resultado obtenido de la espectrometria de masas aplicada a la proteina purificada; se
confirmé que se trata de la catalasa peroxisémica de D. hansenii (gi|50424473). El puntaje global fue de
1,182 con 26 péptidos que cubrieron el 63% de la secuencia. La proteina tiene una masa nominal de
54.8 kDa y un pl calculado de 6.47.
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V.10 Caracterizacion cinética de la catalasa A de Debaryomyces hansenii
purificada

Se llevo a cabo una caracterizacion de la cinética de la enzima purificada analizando
la actividad variando la concentracion del sustrato. Los resultados fueron analizados
utilizando los métodos Lineweaver-Burk y Eadie Hofstee, obteniendo una Ky*® de 44 mM
y una Vms* de 106 mmol/min/mg de proteina, similar a otras catalasas de hongos

reportadas (figura 33 y tabla 12).

A.
>
—
1/[8]
B.
%)
>
1V,

Figura 33. Pardmetros cinéticos de la catalasa purificada de D. hansenii a partir de su cultivo en YPE. Se
calcularon los valores aparentes de Ky y Vmax mediante el andlisis de los datos cinéticos por A.

Lineawaver-Burk y B. Eaddie-Hofstee.
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Tabla 12. Resultado del céalculo grafico de Kv y Vmax de la catalasa A purificada de D. hansenii

Catalasa purificada Kmarr (mM de H2052) Vmax@P (mmol de H>0,/seq)
Lineawever-Burk 43 103
Eaddie-Hofstee 46 110

También se analiz6 el efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad
especifica (figura 34 A), asi como el posible efecto que pudiese jugar la fuerza idnica sobre
la actividad de la catalasa purificada, demostrandose que el NaCl no la inhibe en ninguna
de las concentraciones probadas (0.1 — 1,000 mM, figura 34 B). Adicionalmente, se
examind 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 afectd severamente la actividad, ya que con tan s6lo
0.5 uM de NaNj3 la actividad disminuy6 en un 80% (figura 34 C). Asimismo, se probo el
efecto de otros inhibidores, como el 3-AT, que no afect6 a la catalasa de D. hansenii ni aln
a concentraciones tan altas como 5 mM (Havir 2003, figura 34 D), ni el etanol directamente
sobre la actividad in vitro mostro efecto hasta pasar del 10% v/v (figura 34 E). Finalmente,
se determind también el efecto del pH sobre la actividad de la catalasa purificada,
obteniéndose una curva de campana, mostrando que 7.0 es su pH optimo (figura 34 F). La
catalasa peroxisomica aislada de Debaryomyces hansenii mostrd caracteristicas tipicas de
las catalasas de levaduras (Mozaffar y cols. 1986, Levy y cols. 1992, Fernandes y cols.
2010).
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Curva de pH
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Figura 34. Andlisis de distintos parametros cinéticos de la catalasa purificada de Debaryomyces
hansenii. A. Efecto de la concentracidn de sustrato sobre la actividad especifica; B. Inhibicion por fuerza

ionica; C. Inhibicion por NaNs; D. Inhibicion por etanol; E. Inhibicion por 3-AT; F. Curva de pH.

Claudia Segal-Kischinevzky

85



Las catalasas de Debaryomyces hansenii

VI. DISCUSION

Cuando se cultiva a Saccharomyces cerevisiae en medio rico utilizando etanol al
2% como unica fuente de carbono, se dispara una fuerte activacién 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
esta presente pero en cantidades minimas. Al disminuir la concentracion 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 ain mas si el cultivo se lleva a cabo usando
etanol como Unica 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 contenia, ademas, NaCl, sugiriendo que el estrés oxidativo podria
ser menos agresivo en estas condiciones, 1o que se refleja en una disminucién en la
respuesta a estrés determinada por la reduccién en la actividad de catalasa, o bien, un
menor incremento en la actividad de la enzima con respecto a la condicién sin sal, ya
que la actividad cuando se usa etanol como Unica fuente de carbono, es siempre
mayor que en glucosa. Esta disminucién en el estrés oxidativo se puede sumar a los ya
varios reportes sobre un papel protector que jugaria 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 CTAL, que codifican para las
catalasas citoplasmatica y peroxisOmica, respectivamente, que ya han sido
caracterizados a profundidad (Zimniak y cols. 1976, Schuller y cols. 1994, Ruis y
Koller, 1997). A través de una buasqueda por identidad de secuencia sobre la secuencia

gendmica completa almacenada en la base de datos de genolévures, en este trabajo se
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logro identificar dos ORFs en el genoma de Debaryomyces hansenii, DEHA2B16214 gy
DEHA2F10582 g, en el cromosoma B y en el F, respectivamente, que corresponderian
a los genes que codifican a los ort6logos de CTT1y CTAL en este organismo. Asimismo,
se identific6 a través de PAGE nativo seguido de tincion con ferricianuro de
potasio:cloruro de hierro, la presencia de dos proteinas de diferente movilidad
electroforética con actividad de catalasa. Se evalu6 la actividad especifica de catalasa
utilizando el método espectrofotométrico y se encontro que la actividad de la levadura
eurihalina es mas alta que la actividad de S. cerevisiae cuando ambas levaduras fueron
cultivadas en las mismas condiciones. Los analisis en zimograma, a pesar de que no
son cuantitativos, permitieron observar que la actividad de DhCtal es aln més alta
cuando se cultiva a D. hansenii en medio rico usando etanol como Unica 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,
observandose una actividad de catalasa disminuida. Indudablemente el NaCl reduce el
estrés, pero no lo elimina. Asimismo, se probé 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 reduccion de DhCTAL en
YPE-NaCl, lo que sugiere que la sal podria estar ejerciendo una regulacion
postranscripcional. Sorprendentemente, la expresién de DhCTAL es reprimida en
cultivos crecidos usando glucosa como fuente de carbono si hay NaCl en el cultivo. Por
su parte, en los zimogramas, la proteina DhCtt1l sélo es evidente en cultivos crecidos
en YPD hasta fase estacionaria, mientras que los analisis tipo Northern blot muestran
gue la expresion del gen codificado no esta 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 DhCTAL, existen mecanismos postranscripcionales que jugarian un papel en
la determinacion del nivel de DhCttl: en presencia de etanol, la expresién de DhCTT1
esta reprimida, lo que indica que la transcripcion de estos genes si es dependiente del
tipo o calidad de la fuente de carbono. La presencia del cloruro de sodio en el medio

de cultivo provoca una disminucién ain mayor en la expresién de DhCTT1. Asi, 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 mas sensible a agentes oxidantes como
ditiotreitol oxidado, cloruro de cadmio (CdCl.) y H202 200mM que S. cerevisiae. Los
tres agentes inducen la produccion de EROs, y la acumulacién de éstos fue siempre
mayor en la levadura no convencional. Sin embargo, en presencia de sodio, mientras
gue la levadura de pan incrementa sus niveles de enzimas antioxidantes y crece con
mayor tiempo de duplicacién, D. hansenii supera los problemas generados por los tres

factores oxidantes.

Asi, lo que estoy proponiendo es que D. hansenii cultivada en etanol recibe un
fuerte dafio oxidativo y por tanto dispara una fuerte respuesta, pero en presencia de
NaCl este dafio 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,
gue es una levadura negra extremadamente halotolerante (Petrovi¢ 2006), se mostro
gue puede degradar una mayor cantidad de peroxido 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 expresion de los genes que codifican a
las enzimas antioxidantes (Petrovic y cols. 2002), concluyendo que el incremento en la

actividad se deberia a algin 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 esta 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
precipitacion fraccional con sulfato de amonio, una cromatografia de exclusion
molecular y una cromatografia de interaccion hidrofobica, logrando asi obtener la
proteina pura con muy alta actividad especifica. Se determinaron distintos
parametros cinéticos y la catalasa A de esta levadura comparte las mismas
caracteristicas que tienen otras catalasas previamente reportadas (Levy y cols. 1992,
Mozaffar y cols. 1986, Fernandes y cols. 2010). La proteina purificada fue identificada
mediante espectrometria de masas en el Departamento de Bioquimica 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, enzimatica y no enzimaticamente, con
diferentes agentes estresantes productores de ROS, asi como determinar
directamente la produccién de estas especies en las distintas fuentes de carbono y con

diferentes concentraciones de sal y sin ella.

En el corto plazo, se analizara el papel del glutatibn como el sistema no
enzimético para contender con el estrés oxidativo en esta levadura. Se cuantificaré la
expresion diferencial de catalasas mediante qPCR. Se complementara a una mutante
acatalasémica de Saccharomyces cerevisiae con los dos genes que codifican a las dos

catalasas de D. hansenii (DhCTAL1y DhCTT1) y se analizara su expresion.

D. hansenii fue clasificada inicialmente como una levadura marina, debido
quiza a que fue aislada por primera vez en agua de mar (Norkrans 1966), en el que el
promedio de concentracion de NaCl es de alrededor de 0.6 M. Sin embargo, esta
levadura no convencional ha sido reconocida como contaminante comudn de alimentos
como salchichas, quesos, salmueras y productos lacteos, 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 toxico como a otras especies, e incluso se sabe que este cation es
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almacenado dentro de la célula, pudiendo alcanzar concentraciones de 800 mM

cuando la levadura esta siendo cultivada en 1.0 M de NaCl (Pristay cols. 1997).

Hay autores que han clasificado a Debaryomyces hansenii como levadura
halofilica, otros como halotolerante y Gltimamente otros la categorizan como amante
de la sal. Desde mi punto de vista, la definicibn mas 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 dafios abidticos
potenciales.
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