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. RESUMEN

Debaryomyces hansenii es una levadura perteneciente a los hongos hemiascomicetos de la
familia Saccharomycetaceae; es llamada “no convencional” ya que presenta caracteristicas
metabolicas, estructurales, proteicas, no comunes, que resultan de interés biotecnolégico, como el
ser eurihalina, halo y criotolerante. Estas caracteristicas le confieren la capacidad de crecer en
medios con poca agua, alto contenido de azucar, asi como en medios altamente salinos y soportar
bajas temperaturas, es asi como la podemos encontrar en helados, jamones, quesos, maderas en
descomposicion, suelo, frutos, embutidos, mermeladas y en el mar; en pocas palabras, es un

organismo extremofilo capaz de adaptarse a una gran variedad de nichos ecoldgicos.

Es capaz de metabolizar gran cantidad de azUcares para realizar fermentacion anaerobia y
también puede usar algunos alcoholes. Posee dos tipos diferentes de actividad antioxidante: un
sistema enzimatico y otro no enzimatico; dentro del primer tipo se encuentra la superdxido dismutasa
(SOD) que dismuta el anidén superoxido para producir peroxido de hidrégeno y las catalasas,
encargadas de disociar al peroxido de hidrogeno en una molécula de oxigeno y otra de agua.
Debaryomyces hansenii presenta dos enzimas con actividad de catalasa codificadas por los genes
Dhctal (Catalasa A de Atipica) y Dhctt1 (Catalasa T de Tipica), la primera proteina se encuentra
localizada en el peroxisoma, la segunda se encuentra en el citoplasma. Datos de nuestro laboratorio
sugieren que ambas enzimas se regulan de manera diferencial tanto por la fuente de carbono como

por la presencia de sal.

Mediante ensayos de qPCR, realicé la cuantificacion relativa de los transcritos codificantes
para ambas proteinas (Dhcta1 y Dhctt1) cuando la levadura fue crecida en cuatro medios distintos,
usando fuente de carbono glucosa 6 etanol, con y sin NaCl. El gen Dh26S fue utilizado como
referencia, como resultado se observa que el gen Dhctt1 esta regulado por la presencia de la sal y
que el gen Dhcta1 no presenta variaciones en medio rico YPD comparado con medio YPD+NaCl; sin
embargo, los dos genes mostraron variacion en sus niveles de expresion cuando la levadura fue

crecida en etanol con y sin sal.
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Adicionalmente, realicé la cuantificacion de peroxido de hidrégeno y el anion superdxido,
mediante una técnica fluorescente de marcaje especifico en células de D. hansenii y de
Saccharomyces cerevisiaes (S. cerevisiag) para comparar la concentracion de especies reactivas de
oxigeno (ERO’s) e indirectamente analizar el tipo de actividad enzimética llevado a cabo por cada

organismo.

Asimismo, determine el tamafio y la complejidad celular de las dos especies de levaduras,
que permitié correlacionar los datos del marcaje fluorescente con la respuesta estructural que
presentaron las dos especies de levaduras a las diferentes condiciones de cultivo; obtuve una media
de los dos pardmetros y realicé una prueba estadistica para comparar cada uno de los datos
obtenidos y determinar si existian diferencias significativas.
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. INTRODUCCION.

La célula es la unidad fundamental que constituye a los organismos y con base en las
caracteristicas morfoldgicas y requerimientos nutricionales, ambientales, relaciones filogenéticas,

evolucion, etc. Se clasificaron en tres dominios Archea, Eubacterya y Eucarya.

Con base en teorias sobre la evolucion suponemos que la aparicién de microorganismos de
mayor complejidad se dio por una serie de eventos, en donde las células “simples” fueron
estableciendo con otros organismos relaciones endosimbidticas hasta adquirir nuevas caracteristicas
que les permitieron evolucionar de manera independiente y diferente de sus ancestros; asi pues, se
propone la teoria del origen de la mitocondria y el cloroplasto, en donde se establece que una célula
primitiva capturd6 a una bacteria que le proveyo funciones para desarrollar los organelos
mencionados (Lewin, 2007). Los analisis de secuencias homélogas sugieren que ambos organelos
se desarrollaron separadamente a las células de las cuales surgieron pero teniendo un ancestro
comun en una Eubacteria, asi la mitocondria podria tener su origen en una a-bacteria purpura y el

cloroplasto en una cianobacteria (Lewin, 2007).
|. AEROBIOSIS.

La aparicion de organismos fotosintéticos como las algas verde-azules (cianoprocariontes) y
plantas inferiores y superiores dio origen a la acumulacion de oxigeno en la atmosfera terrestre y en
los océanos ancestrales, provocando grandes cambios que modificaron extraordinariamente las

condiciones de vida en la Tierra.

De tener un ambiente reductor, el planeta pas6 a tener un ambiente oxidante, gracias a que
la fotosintesis provocd cambios en el agua, pues fue usada como fuente de poder reductor liberando

oxigeno a la atmosfera terrestre.

Los organismos evolucionaron utilizando la reactividad del oxigeno esta nueva condicion de
vida trajo como consecuencia la generacion de formas de oxigeno reactivas como resultado de su
metabolismo. Estas especies reactivas pueden dafiar componentes celulares como aminoéacidos,

lipidos, acidos grasos, proteinas y acidos nucleicos (Scandarios, 2002).
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Al estar bajo riesgo oxidante, solo sobrevivieron aquellos organismos que presentaron
mecanismos para detoxificar a la célula de las formas reactivas de oxigeno y minimizar los efectos

nocivos provocados.

El proceso de reduccion de Oz a H20 requiere de la transferencia de cuatro electrones; si
esto ocurriera por transferencia de los pares de electrones, el producto seria perdxido de hidrégeno
(H202). Sin embargo, el oxigeno tiene afinidad para unirse a rutas reductoras, dando como productos
intermedios especies reactivas de oxigeno (ERO’s), como el anion superoxido (O2-), radical hidroxilo
(OH:), también formando perdxido (H202) a través de la interaccion con iones metalicos. Siendo el
02~ y OH: extremadamente oxidantes, la célula actia mediante la transduccion de una serie de
sefiales moleculares capaces de activar y transcribir genes para la detoxificacion de ERO’s
(Scandarios, 2002).

La respuesta celular antioxidante puede ser no enzimatica, como en el caso de las
moléculas de glutation, ascorbato (vitamina C), vitamina A, a-tocoferol (vitamina E), flavonoides,
tioles, urato, alcaloides, carotenoides y tiorredoxinas; por otro lado, puede encontrarse una
respuesta enzimatica como la formada por la familia de proteinas NOX, superoxido dismutasas
(SOD) (MnSOD) localizadas en matriz mitocondrial, superdxidos dismutasas (CuSOD)
intermembranales de mitocondria, citocromo C peroxidasas (intermembranales mitocondriales),
monotiol-glutarredoxinas y peroxidoxinas, entre las cuales se agrupa a las catalasas (Nappi y
Ottaviani, 2000; Apel y Hirt, 2004).

2. PRODUCCION DE ERO’S
2.1 Mitocondria

La mitocondria es un organelo encargado de la respiracion y generacion de energia, posee
formas y volumenes variados dependiendo de los requerimientos energéticos celulares; esta
conformada por una membrana externa y una interna con diferentes funciones y actividades

enzimaticas, que separan tres espacios: citosol, espacio intermembranal y matriz mitocondrial.

La membrana externa es una bicapa de fosfolipidos relativamente simple, contiene proteinas
porinas 0 VDAC (canales anionicos dependientes de voltaje, por sus siglas en inglés) que le dan
permeabilidad a moléculas de 10 kilodaltones 0 menos y un diametro aproximado de 20A. Los iones,
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moléculas nutritivas, ATP, ADP, etc. pueden pasar por la membrana externa con facilidad; aqui se
realizan pocas funciones enzimaticas o de transporte; cabe destacar que contiene entre 60 y 70% de

proteinas.

La membrana interna contiene mas proteinas que la externa, no tiene poros y es mas
selectiva; es permeable so6lo al oxigeno, al diéxido de carbono y al agua. Su estructura es
sumamente compleja, incluye todos los complejos enzimaticos del sistema de transporte de
electrones, el complejo ATP sintasa, y las proteinas de transporte. Los pliegues forman
invaginaciones llamadas crestas mitocondriales, que aumentan la superficie para el asentamiento de

enzimas.

En la figura 1 se muestra la imagen de uno de los modelos de mitocondria que mejor la
representa, en ella se pueden observar las partes principales que la conforman y la localizacion de

sus complejos enzimaticos.

Espacio Membrana Crestas
intermembranal Externa
Matriz
Ribosoma ATP Membrana /\ o
Sintasa Interna U\/O- :
Granulo
DNA
y
-

“«

Fig. 1. Modelo de baffle, estructura interna de la mitocondria basado en los resultados de Palade. Esquema de
Frey et al. modificado por Ramirez-Hernandez.

La membrana interna de la mitocondria es considerada el sitio primario para la produccion
de ERO’s (Barja, 2007), ahi se encuentran:
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a) La cadena de transporte de electrones que produce la mayor cantidad de energia via
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) en cinco complejos enzimaticos (Blier, et al, 2001).

Los complejos | al IV estan implicados en el transporte de electrones a través de una serie
de proteinas via reacciones REDOX (Dowling y Simmons, 2009).

El complejo |, denominado como NADH deshidrogenasa o NADH (flujo de electrones): en
este complejo el NADH es oxidado a NAD*, reduciendo al FMN a FMNH2 en un Unico paso que
involucra a dos electrones. El siguiente transportador de electrones es un centro Fe-S que solo
puede aceptar un electron y trasferirlo a la ubiquinona, generando una forma reducida denominada
semiquinona. Esta semiquinona vuelve a ser reducida con el otro electrén que quedaba, generando
el ubiquinol, QH.. Durante este proceso, cuatro protones son translocados a través de la membrana

interna mitocondrial, desde la matriz hacia el espacio intermembranal.

Complejo Il o succinato deshidrogenasa: es la unica enzima del ciclo de Krebs asociada a la
membrana. Este complejo dona electrones a la ubiquinona desde el succinato y los transfiere via

FAD a la ubiquinona.

El complejo Ill o complejo citocromo bcy oxida la forma reducida de la coenzima y reduce a
su vez al citocromo C que es un transportador de electrones hidrosoluble proteico localizado en el
espacio intermembranal, que puede desplazarse por el interior de la membrana interna. Al mismo
tiempo, transloca dos protones a través de la membrana por los dos electrones transportados desde

el ubiquinol.

Por ultimo, el complejo IV o citocromo C oxidasa, capta cuatro electrones de las cuatro
moléculas de citocromo ¢ que se transfieren al oxigeno (O), para producir dos moléculas de agua
(H20). Al mismo tiempo se translocan cuatro protones al espacio intermembranal, por los cuatro

electrones y "desaparecen” de la matriz cuatro protones que forman parte del H20.

Al ser una reaccion exergonica, la energia liberada crea un gradiente de protones hacia el
espacio intermembranal. Los protones luego vuelven a entrar en la membrana a través de un canal
especifico en el complejo V. La energia liberada impulsa la sintesis endergénica de ATP a partir de
ADP y fosfato inorganico (Mathews C y van Holde K, 1998).
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Bajo condiciones estandares, el oxigeno es convertido en agua en el complejo IV y la
energia generada por el gradiente de protones es usada para conducir a la produccion de ATP en el
complejo V; durante este proceso, puede haber fuga de un porcentaje del oxigeno consumido por la
mitocondria en el complejo IV y este es convertido en una de las varias especies reactivas de
oxigeno (ERO’s) en lugar de agua.

b) Complejo enzimatico, la F1Fo — ATP sintasa se encarga de proveer energia a la célula
mediante la sintesis de ATP, también puede llevar a cabo la hidrélisis de éste, por lo que se le da el
nombre de FiFo — ATPasa. Sus subunidades pueden separase en dos dominios estructurales,
llamados F1 (compuesto por subunidades solubles y es el dominio catalitico de la enzima) y Fo
(dominio membranal). La sintesis de ATP esta acoplada a un gradiente de potencial electroquimico
de protones generado por la cadena respiratoria durante la oxidacion de sustratos; la sintesis de
ATP se inicia con la union de ADP y P; para su posterior condensacion y formacion de un enlace
fosfodiéster, dando origen al ATP para finalmente dejar libre el producto.

c) Proteinas transportadoras para el paso de iones y moléculas a través de ellas, como
acidos grasos, acido piravico, ADP, ATP, O. y agua. Pueden destacarse la translocasa de adenin
nucledtido y la de fosfato; su funcion se describe a continuacion:

1. Translocasa de adenin nucleétido. Esta proteina se encarga de transportar a
la matriz mitocondrial el ADP que se encuentra en el citoplasma de la célula, formado
durante las reacciones que consumen energia; posteriormente esta misma proteina

devuelve al citoplasma el ATP recién sintetizado durante la fosforilacién oxidativa.

2. Translocasa de fosfato. Esta proteina estd implicada directamente en la
introduccion de fosfato citosélico junto con un cation H*, a la matriz mitocondrial; en este
momento el fosfato es esencial para fosforilar el ADP durante la fosforilacion oxidativa, para
dar origen al ATP.

Entre ambas membranas queda delimitado el espacio intermembranal compuesto de un
liquido similar al hialoplasma; tiene una alta concentracion de protones como resultado del bombeo
por los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria. Ahi se localizan diversas enzimas que

intervienen en la transferencia del enlace de alta energia del ATP, como la adenilato cinasa o la
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creatina cinasa. También se localiza la carnitina, molécula implicada en el transporte de acidos

grasos desde el citosol hasta la matriz mitocondrial.

La matriz contiene a las enzimas responsables de las reacciones del ciclo del &cido citrico,
oxigeno disuelto, agua, didxido de carbono, intermediarios reciclables que sirven como lanzaderas
de energia y la maquinaria independiente para la sintesis de proteinas, incluyendo el DNA, RNA
mensajero, RNA de transferencia y ribosomas. Gracias a los pliegues, ningun componente de la
matriz esta alejado de la membrana interior, por lo tanto los componentes de la matriz pueden
difundirse a complejos interiores de la membrana y transportar proteinas dentro de un proceso

relativamente lento.

En la figura 2 se muestra un esquema de la localizacion de algunos complejos (I y II)
implicados en la cadena transportadora de electrones vy la localizacion de la ATP sintasa, que se
encarga de la produccion de energia en forma de ATP necesaria para el funcionamiento de cualquier

célula.

FUNCIONAMIENTO NORMAL DE LA MITOCONDRIA.

( ”\ / \ Ap: Bajo
Complejo Complejo
1]

?J

( S.A;I'P H, 0o » Flujo Bajo de
intasa H
¢ H,0,
Alta produccion T Respiracion
de ATP Alta

Figura 2. Transporte de electrones en la mitocondria. Se muestran los complejos y formacién de ERO’s.

Cabe mencionar que la mitocondria no es el Unico organelo en el que se generan ERO’s,
también en otros, como el cloroplasto en plantas y el peroxisoma son fuentes importantes de

produccion.
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2.2 Peroxisomas

Los peroxisomas son organelos citoplasmicos en forma de vesiculas con membrana
semipermeable y se forman por gemacion al desprenderse del reticulo endoplasmicos liso. Por si
mismos pueden abultar cierta porcion de su membrana produciendo nuevos peroxisomas, Sin
derramar su contenido en el citoplasma. La membrana que poseen protege a la célula de los efectos

dafiinos de lo que puedan contener en su interior.

Tienen una matriz relativamente fina, granulada, en la que se encuentra una masa densa
denominada nucleoide; este tiene una estructura muy regular semejante a un cristal; su andlisis
bioquimico muestra la presencia de enzimas, como peroxidasas, catalasas, urato-oxidasas,
amino&cido-oxidasas y enzimas del metabolismo de metanol en el caso de los organismos

metilétrofos.

La B-oxidacién en plantas y levaduras ocurre en los peroxisomas, a diferencia de los
mamiferos, que este proceso ocurre en la mitocondria, con contraste crucial en la deshidrogenacion
inicial: una deshidrogenasa de flavoproteina transfiere electrones del oxigeno molecular,
produciendo perdxido de hidrégeno en lugar de transferilos de FADH2, como ocurre en la

mitocondria.

El sistema de B-oxidacion peroxisdmico de los acidos grasos utiliza reacciones enzimaticas
completamente distintas de las de la mitocondria y no esta ligado a la produccion de energia. Este
se usa exclusivamente para la oxidacion de los acidos grasos de cadena larga, con 24 o mas
carbonos y é&cidos grasos de cadena ramificada; también contienen una via paralela para la
biosintesis del colesterol.

3. COMBATE DE ERO’s CON SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS
3.1 Glutation

Es un tripéptido que no se sintetiza a partir de ribosomas, mantiene el balance REDOX en
todos los compartimentos de la célula, ademas de que algunas enzimas dependen de su presencia,
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como la formaldehido deshidrogenasa; tiene una contribucion importante para el sistema inmune, la

sintesis y reparacion del DNA.

3.2 MUCs (canales no-especificos mitocondriales)

Cuando la velocidad de consumo de oxigeno esta disminuida, como en el estado de reposo
(estado 1V), se estimula la produccidn de ERO’s; para evitar la sobreproduccion se han desarrollado
mecanismos para mantener elevada la velocidad a la que funciona la cadena respiratoria, ain en
ausencia de sintesis de ATP (estado lll). Uno de estos mecanismos es la utilizacion de MUCs. Se
trata de canales que al abrirse generan una transicion en la permeabilidad de la mitocondria,
permitiendo la disipacion del gradiente de electrones, esto es, la apertura de las MUCs conduce al
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, es decir, a la pérdida del gradiente electroquimico y
disminucion de la sintesis de ATP (Uribe-Carvajal, et al, 2011); este mecanismo depende de la
comunicacion estrecha entre la mitocondria y la célula, quiza a través de asociaciones proteicas y de

mensajeros metabolicos (Diaz-Ruiz, et al, 2008).

En levaduras, cada especie utiliza su propio mecanismo para mantener una velocidad
elevada de consumo de oxigeno en su cadena respiratoria y evitar la produccion de ERO’s: el poro
de transicion de la membrana (PTP) de S. cerevisiae es similar al de mamiferos: se abre con la
presencia de nucleotidos trifosfatados (ATP) y se cierra con ADP y con fosforo inorganico; en D.
hansenii sucede algo similar, se cierran con Na*y K* y se necesita 10 veces mas de fésforo
inorganico para cerrarse, se abren con Ca** y Mg**, sucesos relacionados estrechamente con el
estado energetico de las células. Sin embargo, en Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica) parecen no existir
(Uribe-Carvajal, et al, 2011).

El disipar el gradiente de electrones previene la reduccion de la velocidad de la cadena
transportadora, sin reducir el consumo de oxigeno, evitando la formacién de superoxido (Guerrero-
Castillo, et al, 2011).

3.3 Proteinas desacoplantes
Es un sistema muy parecido a los MUCs, pero solo disipan el gradiente de protones;

posibilitan la aceleracion del consumo de oxigeno en presencia de acidos grasos que aceleran la
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actividad protonoforica de la proteina desacoplante. Se han identificado dos posibles candidatos de
esta proteina en el genoma de Y. lipolytica y ambos se han expresado heterdlogamente en S.
Cerevisiae (Luevano, 2012).

3.4 Enzimas REDOX que no bombean protones

Son enzimas monoméricas, que no bombean protones pero conducen electrones, estas
proteinas evitan la formacion del gradiente de H*y aceleran el consumo de oxigeno sin disiparlo. Las

proteinas mas comunes de este tipo se encuentran en la mitocondria y son dos diferentes:

1. Oxidasas alternativas o0 AOX (por sus siglas en inglés): estas proteinas regeneran la
ubiquinona y transfieren los electrones al oxigeno para formar agua, sin sacar

protones al espacio intermembranal.

2. NADH deshidrogenasa tipo Il (NDH2): estas proteinas se localizan en la membrana
de la matriz mitocondrial; la que se encuentra en la parte interna oxidan al NADH de
la matriz mitocondrial; la que se localiza en la parte externa oxida al NADH del
citosol. Ninguna de las dos bombean protones al realizar el transporte de electrones
(Guerrero-Castillo, Araiza-Olivera et al. 2011).

Probablemente aparecieron en bacterias antes de que existiera la fosforilacién oxidativa,
para proteger sus delicadas enzimas que reducen al nitrégeno. En levaduras existen isoformas de
AOX constitutivas, otras se inducen bajo condiciones de estrés. Estas proteinas no contribuyen al
gradiente de protones y dependen de su cantidad y del tipo de complejo que sustituyen (Guerrero-
Castillo, Araiza-Olivera et al. 2011).

4. COMBATE DE ERO’S CON MECANISMOS ENZIMATICOS.
4.1 Superéxido dismutasa (SOD).

La enzima superoxido dismutasa (SOD) ha sido obtenida y caracterizada en una gran
variedad de organismos; un tipo contiene Cu(ll) mas Zn (Il) en el sitio activo (Cu/Zn SOD), otros Mn
(1) (MnSOD), un tercer tipo funciona con Fe (lll) (FeSOD) y el cuarto con Ni (Il/lll) (NiSOD)
(Scandalios, 1997; Fridovich, 1995; Gralla, 1997).
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Algunos organismos pueden tener mas de un tipo de SOD en varios compartimentos

celulares.
2 0 +2 H* — Oz + H202
4.2 Citocromo C peroxidasa

Los principales citocromos respiratorios se clasifican como b, ¢ 6 a, segun las longitudes de onda de
los maximos de absorcion espectral. En general, los citocromos catalizan la oxidacion de un amplio
numero de sustratos organicos e inorganicos, utilizando el poder oxidante del peroxido de hidrégeno,

cabe mencionar que usan como cofactor al grupo hemo.

La citocromo ¢ peroxidasa elimina el peroxido a cambio de electrones de la cadena transportadora

de electrones en el espacio intermembranal de la mitocondria.
2 ferrocitocromo C reducido + H,0 + 2H* — 2 ferrocitocromo C oxidado + 2 H,0
4.3 Monotiol-glutarredoxinas

Las glutarredoxinas (Grt), son esenciales en el mantenimiento redox tiol/disulfuro, en

mamiferos, desempefian una respuesta frente al estrés a nivel intra y extracelular.

Las glutarredoxinas son oxidadas por las ERO’s y reducen de manera no enzimatica al
glutatién. La levadura Schizosaccharomyces pombe (S. pompe) por ejemplo, posee 2-ditiol-
glutarredoxinas (grx1, grx2) y 3-monotiol-glutarredoxinas (grx3, 4, y 5).

Grx3 se encuentra en el reticulo endoplasmatico y en la envoltura nuclear, Grx4 se ubica
principalmente en el nucleo y Grx5 en las mitocondrias. Una mutaciéon nula grx3 no ocasiona
cambios en el crecimiento, mientras que una mutaciéon en grxd provoca un decremento en la
velocidad de crecimiento y afecta la resistencia a oxidantes como el peréxido. Las mutantes en Grx4
no son viables, lo cual sugiere que tienen un papel importante en S. pombe (Chung, Kim et al, 2005).
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4.4 Peroxidoxinas

Son una familia de proteinas que se encargan de reducir al peréxido e hidroperoxidos, con
un residuo de cisteina en el sitio activo; son reguladas dependiendo del estado redox y la presencia
de proteinas cinasas.

4.5 Catalasas

La primera vez que se conocio la actividad de catalasa fue alrededor del afio 1818, cuando
Thernard observd que el peroxido de hidrogeno (H202) era degradado en tejidos de plantas y
animales. Posteriormente, Oscar Loew en el afio de 1900 postulé que se trataba de una enzima
quien se encargaba de esta actividad y la nombré “catalasa”. Estudiando el comportamiento de la
enzima, Chance demostré que el H2O, era un producto reducido de la respiracion mitocondrial
(Chance, et al., 1979); Warburg en 1923 mostré que la enzima podia inhibirse con cianuro y que
probablemente contenia un ién metalico en su sitio activo. Finalmente, Zeile y Hellstrom en 1930
proporcionaron las ultimas pruebas para demostrar que se trataba de un grupo prostético hemo y
Summer y Dounce, lograron purificar y cristalizar la catalasa de higado de ternera (Scandarios et al,
1997).

Las catalasas se encuentran localizadas en peroxisomas mayoritariamente, pero no son
exclusivas de este organelo. Son enzimas que dismutan el H,02 en Oz y H.0O; estan formadas por
cuatro subunidades casi idénticas (homotetrameros), tienen un origen comun y estan presentes en
los tres dominios de los seres vivos: Archea, Eubacteria y Eucaria (Diaz, et al, 2005; Klotz y Loewen,
2003, Vega-Garcia, 2007).

Existen tres tipos de catalasas: uno consiste en las catalasas monofuncionales, que
contienen un grupo hemo en su sitio activo y se encuentran en todos los organismos; el segundo tipo
son Mn-catalasas, son hexaméricas y no tienen grupo hemo en su sitio activo, en su lugar hay un
atomo de Mn, s6lo se encuentran en procariontes anaerobios; el tercer tipo, son las catalasas
peroxidasas, presentan actividad de catalasa y peroxidasa, son hemoproteinas y se encuentran
tanto en hongos como en bacterias.

Entre las catalasas monofuncionales existen las de subunidades pequefias, que tienen una

masa molecular de alrededor de 60KDa y las de subunidades grandes, de masa molecular mayor a
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80KDa; las del primer tipo tienen la caracteristica de unir NADPH y se inhiben por sustrato, la
caracteristica de unir NADPH es para prevenir la acumulacion de los compuestos Il y Ill; se
encuentran presentes en mamiferos, plantas, hongos y la mayoria de las bacterias. Las catalasas de
subunidades grandes solo se encuentran en hongos y bacterias, no unen NADPH, presentan un
dominio en C-terminal semejante a la flavodoxina y son resistentes a H.0 (Diaz, 2005).

En el caso de la levadura D. hansenii sus catalasas son monofuncionales y pesan alrededor
de 55y 63 KDa.

Las catalasas monofuncionales estan formadas por cuatro dominios:

1. Amino terminal: esta region esta formada desde el aminoacido 1 hasta el residuo de
histidina -esencial para la catélisis,- que aproximadamente son 60 aminoacidos. En
este extremo no suele haber mucha similitud entre las diferentes catalasas y se
observa un brazo torcido que se encierra entre las subunidades vecinas, contiene a
la hélice a2 que es el primer elemento de estructura secundaria comun en las
catalasas (Diaz, 2005).

2. Un barril B con ocho hebras antiparalelas: este es el dominio mas conservado entre
las catalasas, se clasifica como estructura o+p y abarca aproximadamente 260
aminoacidos. Las primeras cuatro hebras (p1-4) son consecutivas y estan
separadas por tres hélices (a3-5) del segundo grupo de cuatro hebras (35-8). La
primera mitad del barril § contiene la histidina y la asparagina que son esenciales
del sitio activo. La continuidad de los puentes de hidrégeno entre las hebras del
barril B se pierde entre las hebras B4 y B5, donde hay sélo dos puentes de
hidrégeno con la asparagina esencial. La hebra 5 es irregular porque tiene tres
aminoacidos (Ser196, His197 y Thr198) que no participan en la hoja 3. Lo anterior
permite que el amino terminal de la hebra B5 se una a las hebras 4 y 6 para
cerrar el barril B. Entre las hebras p6 y 7 hay dos hélices (a6 y a7). La segunda
mitad del barril funciona para unir el NADPH en las catalasas. La ultima hélice (a8)
es una hélice tipo m presente posiblemente en todas las otras estructuras de
catalasa (Diaz, 2005).

3. Un asa envolvente: esta estructura esta constituida de 110 aminoacidos que unen al
barril B con el dominio de las hélices. Tiene poco contenido de estructura
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secundaria repetitiva, contiene una hélice (a9) con la tirosina esencial que coordina
al Fe (Diaz, 2005).

4. Un dominio de hélices: el dominio de las hélices, con 60 aminoacidos, esta formado
por cuatro hélices contiguas (a10-13), bien definidas, que son parecidas a las
encontradas en las globinas. La principal diferencia estructural entre las catalasas
pequenas y las grandes es la presencia, en estas ultimas, de un dominio extra en el
carboxilo terminal de aproximadamente 150 amino4cidos. Este es un dominio del
tipo o/p formado por cuatro hélices alfa (a15-18) y ocho hebras p ($9-16) cuya
topologia es semejante a la de la flavodoxina (Diaz, 2005).

4.5.1 Mecanismo de accion de la catalasa

La dismutacion del O.- catalizada por la superoxido dismutasa (SOD), resulta en la
generacion de H20., que podria reaccionar con iones metalicos para generar OH*, que es muy
oxidante; asi, la catalasa puede tomar al H202 y degradarlo antes de que esto ocurra.

El primer paso del mecanismo catalitico de la reaccion consiste en la oxidacion del hierro
(Fe) del grupo hemo y del anillo porfirinico. Se rompe el enlace oxigeno-oxigeno del perdxido con los
dos electrones, uno de los oxigenos se protona y se libera una molécula de agua y el otro atomo de
oxigeno se coordina con el fierro del grupo hemo. Para el rompimiento del enlace O-O, se transfieren
dos electrones de la enzima, uno del fierro y otro de la porfirina 0 de un aminoécido de la proteina.
Se genera una forma de la enzima llamada compuesto |, que esta formada por FeVO ferroxilo y un
radical cationico, que puede ser porfirinico, de un aminoacido vecino o una mezcla de ambos

(reaccion 1) (Long y Salin, 2000).

El segundo paso consiste en recuperar la forma intermediaria de la catalasa (reduccién del
compuesto 1), mediante la transferencia de dos electrones a partir de una segunda molécula de H.0:
(Carpena, et al, 2006; Hillar, et al, 2000; Zamocky, et al, 2001) u otras moléculas diferentes como
alcoholes alifaticos (MatE, Zamocky, et al, 1999), también se produce agua y dioxigeno (reaccién 1)
(figura 3).

En condiciones especificas, el compuesto | puede captar un electron, originando el
compuesto Il. EI compuesto Il tiene un estado de oxidacion intermedio a los observados en el
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compuesto | y la catalasa en reposo. Al reaccionar con una molécula de H20. forma el compuesto I,
que tiene un estado de oxidacion FeYl. El compuesto Il y el compuesto Il son inactivos

cataliticamente.

En la figura 3 se muestra la reaccion general de la catalasa, esta reaccion se realiza en dos

sentidos (oxidacion-reduccion), un paso para formar agua y otro para retomar la forma original de la

proteina.
ACTIVIDAD DE CATALASA.
Potfiting ** -FeV=0
Potfiting -Fe!l . . 0
o/ B B
’ : ’ —Fe——
HO +0, H,0, ’

Figura 3. Esquema de la reaccién de la catalasa. En el estado inicial ocurre la oxidacion del grupo hemo de la
catalasa, una segunda molécula de peréxido de hidrégeno reduce al compuesto formado en la reaccién anterior.
Esquema modificado de Zamocky et al, 2001.

La catalasa es una de las enzimas mas rapidas, limitada in vivo Unicamente por la velocidad
de difusion del peréxido de hidrogeno (MatE, Zamocky et al, 1999). En el peroxisoma, aparte del

glutatién, la enzima mas importante para neutralizar las ERO’s es la catalasa A.

Actualmente se cuenta con estructuras cristalograficas de catalasas como la KatG de
Haloarcula marismortui (arquea) (HTK) (Yamada, et al, 2002); la de Burkholderia pseudomallei
(bacteria) (IMWV),(Carpena, et al, 2003); Mycobacterium tuberculosis (bacteria) (1SJ2) (Bertrand, et
al, 2004); y Synechococcus PCC7942 (cianobacteria) (1UB2) (Wada, et al, 2002); la comparacion de
estas cuatro estructuras muestran que se trata de hemoproteinas diméricas, los aminoacidos

esenciales para su actividad y la secuencia consenso de union al grupo hemo se conservan en el
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dominio N-terminal, razén por lo cual se considera que solo este es el dominio catalitico (Vega-
Garcia, 2007).

4.5.2 Catalasas de levaduras

En 1963 quedd demostrada la existencia de multiples formas de catalasa en un solo
organismo (Scandalios, 2002). Asimismo, se han identificado varios genes que codifican para
catalasas en hongos; en Candida albicans (C. albicans) se identificé uno cuya expresion parece ser
vital para la patogenicidad (Wysong,et al, 1998). Aspergillus nidulans tiene cuatro, expresandose de
manera diferencial dependiendo de la etapa del desarrollo (Kawasaki y Aguirre, 2001, Kawasaki, et
al, 1997). D. hansenii (Segal, et al, 2011), al igual que S. cerevisiae, cuenta con dos: la catalasa A
que es peroxisomica, codificada por el gen DhCTA1 (homdloga de CTA1 de S. cerevisiae, Cohen, et
al, 1988) con un tamafio de 1458 pares de bases y 486 codones; se sitla en la cadena
complementaria del Cromosoma F. Su ortdlogo en S. cerevisiae contiende contra las ERO’s durante
la B-oxidacion de los acidos grasos (Feron, et al, 2005).

Por el contrario, la catalasa T es citoplasmatica, codificada por el gen DhCTT1 (homélogo de
CTT1, Hartig y Ruis, 1986), con un tamafio de 1674 pares de bases, 558 codones. Esta en la
cadena complementaria del Cromosoma B; Su ortélogo en S. cerevisiae se expresan
diferencialmente inducida por diferentes tipos de estrés. Al ser citosolica se esperaria que este mas
regulada que DhCTA debido a que contiende con fuentes exdgenas de ERO’s o filtraciones de
ERO’s enddgenas (en caso de la deficiencia en los mecanismos de cada organelo).

Cabe destacar que algunos estudios de relaciones filogenéticas usando las secuencias de
catalasas de varias levaduras muestran que la catalasa peroxisdmica es comun a todos los
hemiascomicetos y que la catalasa citosolica es resultado de una duplicacion y posterior divergencia;
este hecho debe haber ocurrido en una etapa anterior a la duplicacion masiva del genoma de S.
cerevisiae (Turunen, et al, 2009; Segal-Kischinevzky, et al, 2011). Cabe destacar que Segal, en
2010, realizé una comparacion entre las dos secuencias de genes de catalasas (CTATy CTT1) de
S. cerevisiae, revelando que mantienen un 39% de identidad entre éstas; en cambio las dos
catalasas de D. hansenii tienen una identidad del 51% entre ellas. Mas adn, al comparar las
secuencias entre ortdlogos (ScCTA1 vs DhCTAT) su identidad se eleva al 68%, lo que indica que
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hay una presion selectiva para conservar la secuencia entre ambos organismos; en el caso de

DhCTT1 las secuencias ortdlogas tienen una identidad del 52%.
5. La levadura Debaryomyces hansenii

En la década de los 60 s del siglo pasado, un equipo de cientificos de la Universidad de
Goteborg (Suecia), inicid estudios sobre un grupo de levaduras marinas, entre las cuales se
encontraba D. hansenii; esta fue clasificada por Nakase et al. como un hongo hemiascomiceto de la
familia Saccharomycetaceae en cuyo género Debaryomyces, originalmente se conocieron 15
especies. Actualmente, gracias a la sistematica molecular usando el anélisis de secuencias de RNA
ribosomal, se han transferido varias especies de otros géneros en particular Schwanniomyces
occidentalis, al género Debaryomyces (Kurtman y Robnett, 1991). D. hansenii se divide en dos
subespecies (Kurtzman y Fell, 1998; Barnet, et al, 2000), de acuerdo a la diferente movilidad
electroforética de las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasas y por la temperatura maxima de
crecimiento tolerada: 31 - 35 °C para la subespecie Debaryomyces hansenii var hansenii'y 36 - 39 °C
para la subespecie Debaryomyces hansenii var fabryii (Kurtzman y Fell, 1998; Barnet, et al, 2000).

El género Debaryomyces se encuentra en diversos habitats (incluso en condiciones
extremas con poco agua), desde la carne, cerveza, frutas secas, mermeladas, yogurt, helados,
embutidos, quesos, maderas en descomposicion, suelos y productos con gran cantidad de azucar
hasta los mabientes con poco agua, sin dejar de lado los ambientes marinos de donde se aislo por
primera vez (Navarrete, et al, 2009; Norkrans et al, 1966; Marth, 1978)

En 1987 Jeremi y colaboradores, aislaron diferentes levaduras de medios con alto contenido
en azucar, entre ellas Debaryomyces; asimismo se hallo en aguas hipersalinas de la costa del Sur
del Atlantico, Namibia y el Gran Lago de Sal en Utah; igualmente se le encontré predominante en
procesos de manufacturacion de comida salada junto con los géneros Pichia, Zygosaccharomyces'y
Candida (Butinar, et al, 2005). Se considera que es una levadura anaerobia facultativa y
criotolerante, ya que resiste bajas temperaturas. La temperatura Optima de crecimiento esta
comprendida en el rango de 20 — 25 °C, aunque se sabe que D. hansenii puede crecer entre los 5 —
10 °C, o0 aun en temperaturas bajo cero es posible el crecimiento (Davenport, 1980); a 10 °C crece
en pH 5 - 6 con actividad de agua mayor a 0.99, lo que explica el encontrarla en salchichas, helados,

u otros alimentos procesados.
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Se demostrd que el Na* no es un elemento toxico para esta levadura, ya que presenta crece
aun en altas concentraciones intracelulares de este cation (Prista et al, 1997). Incluso si D. hansenii
es cultivada en medios con altas concentraciones de sales, incrementa su capacidad para contender
contra agresiones de agentes abidticos (Gori et al, 2007; Papouskova and Sychrova 2007; Sanches,
et al, 2008). Para evitar la alta produccion de radicales libres y mantener la velocidad a la que
funciona la cadena respiratoria aun en ausencia de sintesis de ATP (estado Ill), el incremento de
cationes monovalentes como Na* y K* provocan que el canal MUC mitocondrial se cierre, impidiendo
la permeabilidad transicional y evitando de esta manera el libre flujo de iones dentro y fuera de la
matriz mitocondrial (Cabrera-Orefice et al, 2010), siendo este un reflejo de la alta concentracion de
sodio encontrada en el citoplasma de la levadura; la apertura de este poro debe ser exquisitamente
controlada ya que de no ser asi dispara la muerte celular por apoptosis o necrosis (Madeo et al,
1999).

Con base en la gran plasticidad del metabolismo de las especies del género Debaryomyces
para adaptarse a condiciones ambientales extremas, se le ha llamado “levadura no convencional”
(Spencer, et al, 2001). Es catalogada como eurihalina y osmotolerante pues crece en medios con un
rango amplio de salinidades, siendo capaz de tolerar hasta un 24% de NaCl (4.106 M); asimismo, se
le considera halotolerante (Tokuoka, 1993), puede cultivarse en medios con 18% de glicerol y posee
la capacidad de metabolizar diferentes azucares, incluyendo D-glucosa, que utiliza para efectuar
fermentacion anaerobia. S. cerevisiae crece de manera restringida en concentraciones que van de
1.5 a 1.7M de NaCl (Onishi, 1963); cuando D. hansenii es crecida en altas concentraciones de sal,
los niveles intracelulares no son suficientes para balancear la presioén del medio (Norkrans, 1969,
Thomé-Ortiz et al., 1998); bajo este hecho se ha identificado la produccion de solutos compatibles:
glicerol y arabinitol, como balance en respuesta al incremento en la concentracion extracelular de sal
(Nobre y da Costa, 1985; Thomé-Ortiz, 1998); el sistema de transporte para conservar la
homeostasis del glicerol (Lucas, et al, 1990) y la participacion del metabolismo del carbono de igual
forma se asocian a esta produccion (Blomberg y Adler, 1993). Se ha demostrado la presencia de
plasmidos lineares en Debaryomyces hansenii denominados PDHL1, PDHL2 y PDHL3, cuya
estabilidad se relaciond con la alta presidn osmotica; en medio con sal ya sea NaCl o KCl se
mantienen presentes, mientras que sin sal no se han encontrado (Gunge, et al, 1993), este grupo ha
ligado estos plasmidos también a la temperatura, siendo estables a 25 °C sin presion osmotica. Es

importante hacer notar que muchos otros autores no han encontrado estos plasmidos en ninguna
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condicion, por lo que se duda de su existencia.

Una cualidad mas de D. hansenii es ser oleaginosa; puede sintetizar, acumular y almacenar
lipidos con un maximo de 70% de su peso seco; degrada lipidos, aunque a pH &cido esta capacidad
se ve limitada (proteolitica-lipolitica) (Sorensen y Samuelsen, 1996; Sorensen, 1997), estas
caracteristicas son de gran utilidad para la industria en procesos de curado de embutidos (Ratledge
y Tan K-H, 1990; Gonzélez-Hernéndez, et al, 2002). De manera normal sintetiza y exhibe tolerancia
a toxinas que aniquilan a diferentes organismos, sean levaduras o bacterias. Esta actividad killer se
presenta solo cuando es crecida en medios que contienen NaCl y KCI y poca o nula oxigenacion
como en la manufactura de quesos y vinos, o en medios &cidos (con citratos) y temperatura
relativamente baja (18 °C) (trabajo de nuestro laboratorio); cabe destacar que esta actividad no esta
asociada a ningun plasmido linear (Gungue, et al, 1993). Conjuntamente posee alta tolerancia a
ClO2, un poderoso biocida (Ramirez, et al, 2001).

En cuanto al uso de fuentes de carbono para realizar actividades metabdlicas, D. hansenii, en
contraste con ofras levaduras del género Candida y Pichia, esta preparada para usar N-alcanos
como melibiosa, rafinosa, almidon soluble, inositol, D-glucosa, galactosa, sacarosa, trehalosa, D-
xilosa, etanol, glucitol, salicil y gluconato (Yadav y Loper, 1999; Nakase, et al, 1998). Se ha
observado que la fermentacion de glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, rafinosa y trehalosa es
poca, y es notable que no se observa fermentacion con lactosa, hecho que se corrobora con el
crecimiento pobre de D. hansenii en condiciones anaerobias (Nakase, et al, 1998); asimila gran
variedad de polioles, como etanol, metanol, glicerol, arabitinol y xilitol (Gonzalez-Hernandez, et al,
2002), sustratos en los que no se observa fermentacion (Uta, y Hauke, 2006; Sampaio, et al, 2008;
Converti y Dominguez, 2001). También puede utilizar una variedad de fuentes de nitrogeno tales
como sulfato aménico, urea, nitrito, bases puricas y aminoacidos (Kurtzman y Robnett, 1998; Barnet,
et al, 2000). Asimismo, es capaz de utiliza metales pesados como el cadmio (Seda-Mir6 et al., 2007),
en cuya presencia se observa incremento en la produccion de riboflavina a niveles utiles para la

industria medica (Voronoski, et al, 2004).

Es considerada normalmente como no patdégena (Swiss Agency of the Environment, Forest
and Landscape SAEFL, 2004), sin embargo en estudios clinicos la han aislado en infecciones de

hueso y pulmén (Wong, et al, 1982).
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Este organismo tiene un codon que varia del uso del cddigo genético universal, CUG que
codifica normalmente para leucina, en Debaryomyces hansenii lo hace para serina, que es leido por
un TRNA de serina unico y especial (Sugita y Nakase, 1999); utiliza 43 RNAs de transferencia, a
diferencia de Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata y Kleuvyromyces lactis que usan 42; del
100% de su genoma, se sabe que el 79.2% es codificante, hecho que le confiere ser una levadura
con una de las mayores capacidades codificantes, ademas de poseer la mayor cantidad de DNA
redundante, con el 49.2% (Llorente, et al, 2000).

En cuanto a su ciclo de vida, todas las especies del género Debaryomyces son hongos
ascomicetos, esto es, levaduras con capacidad de reproduccion sexual por ascosporas y asexual
por gemacion multipolar. Cuando se encuentran en forma haploide, ocasionalmente se agrupa

formando pseudomicelios primitivos que rara vez se desarrollan bien.

La reproduccion sexual ocurre por conjugacion heterogamica con dos células sexualmente
diferentes, tamafio o forma. Y. lipolytica y D. hansenii carecen de un locus de tipo de apareamiento,
a diferencia de otras levaduras como S. cerevisiae que posee dos, a y a (Mahiney y Broach, 1989);
tiene una diplofase corta con la formacidn de ascosporas rugosas, esféricas, ovoides o lisas gracias
a la meiosis; esporadicamente se observa isogamia (van der Walt, et al, 1977); cabe destacar que
Candida famata es la forma imperfecta de D. hansenii ya que carece de reproduccion sexual.

6. TECNICAS DE ANALISIS

6.1 Cuantificaciéon en tiempo real mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(qRT-PCR)

6.1.1 Generalidades de la qPCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica empleada para sintetizar de
manera artificial un fragmento de DNA utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas
muy elevadas, ya que proviene de una bacteria llamada Thermus aquaticus también conocida como
Thermophillus aquaticus que vive a altas temperaturas (79 a 85 °C), de ahi su nombre comercial: taq
DNA polimerasa.
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Cuando se hace una reaccion de PCR, se sintetiza DNA complementario a partir de un
templado de RNA o DNA; cuando el templado es RNA, de manera artificial se afiaden cada uno de
los componentes implicados en la retrotranscripcion: la enzima transcriptasa reversa, DNA
polimerasa, &cidos nucleicos que contengan el o los fragmentos de los genes deseados para
sintetizar, oligonucledtidos (primers), desoxirribonucledtidos-3P (dNTPs), cofactores de la enzima

(MgCly, KCI), pH y temperatura adecuada para que la reaccidn se pueda llevar a cabo.

La técnica de PCR posee muchas aplicaciones, sin embargo, el surgimiento de la qRT-PCR
permite amplificar y al mismo tiempo cuantificar, moléculas de RNA o DNA complementario (CDNA)
especificas y asi acceder a datos fiables y precisos sobre la expresion genética de las células en
estudio (Vinueza-Burgos, 2009).

La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy pequefios, desde 60 pares de bases,
lo que la hace ideal para la deteccion de cambios cuantitativos en la expresion génica durante el
curso de alteraciones celulares patolégicas o experimentales, asi como para la cuantificacion de

niveles de nRNA en muestras de tejidos con RNA parcialmente degradado (Bustin, 2002).

En esta prueba, el producto de la PCR se mide al final de cada ciclo y permite monitorear en
cada ciclo la aparicion de DNA producto de la reaccion; mediante el uso de fluoréforos, cada vez que
se realiza una copia del DNA molde libera fluoresce, por lo que esta es proporcional a la cantidad de
DNA generado. Ademés, esta técnica brinda sensibilidad y robustez, con la posibilidad de cuantificar
la cantidad inicial de DNA blanco presente en la muestra. Los datos pueden ser analizados mediante
un software y puede calcularse el numero de copias de mRNA o la expresion génica relativa entre
varias muestras (Heid, et al, 1996).

6.1.2 Retrotranscripcion

Anteriormente, debido a que se usaban DNA polimerasas, era necesario utilizar DNA como
secuencia blanco ya que estas enzimas no son capaces de amplificar RNA; actualmente se ha
hecho uso de enzimas de retrotranscripcion para generar ¢cDNA a partir de un templado de RNA en
una sola reaccion (figura 4) (Valasek y Repa, 2005; Vinueza-Burgos, 2009).
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Figura 4. Esquema general de retrotranscripcion.

Se utilizan enzimas de retrotranscripcion como la del virus aviar de mioblastosis y la del virus
de leucemia murina, siendo la primera la mas robusta; otra opcion es usar mezclas de enzimas para

mejorar la eficiencia de transcripcidn (Bustin, 2005D).

En el primer paso inicia la retrotranscripcion, de RNA a DNA; una vez que finaliza este paso
se eleva la temperatura del termociclador a 95 °C para desnaturalizar el cDNA, en este paso las
dobles cadenas se abren quedando dos hebras, en este momento el termociclador baja la
temperatura entre 50 y 65 °C para alinear los primers con las hebras de DNA, ya que a esta
temperatura se forman y rompen constantemente los puentes de hidrégeno, las uniones mas
estables (complementarias) perduran alineadas formando una pequefia region de doble cadena
dando lugar a que la DNA polimerasa se una para iniciar la amplificacion en sentido 5" — 3’; de esta
manera se estabiliza la unidn pues se genera un amplicon de mayor tamafio con mayor cantidad de
puentes de hidrogeno; durante la extension se eleva la temperatura a 72 °C ya que la DNA
polimerasa alcanza su maxima actividad, y continuando la sintesis de los fragmentos de DNA a partir
de los oligonucledtidos que ya se habian alineado, este ciclo se repite unas 40 veces (Eguiarte, et al,
2007).

Es importante mencionar que dado que la PCR en tiempo real y la transcripcion reversa se
utilizan en combinacion en una misma reaccion, la sefial final obtenida en RT-PCR dependera de la

eficiencia de la reaccion de la transcriptasa inversa (Bustin, et al, 2005).

En una reaccion la eficiencia es la relacion entre la cantidad de producto obtenida
experimentalmente (en ensayos reales) y la cantidad de producto calculado de manera tetrica (en
situaciones ideales), expresado como un porcentaje.

% Rendimiento = (Cantidad real / cantidad tedrica) X 100
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Figura 5. La retrotranscipcion en PCR se inicia a partir de un templado de mRNA, el siguiente paso es sintetizar una gran
cantidad de copias de ¢DNA vy finalmente se lleva a cabo la cuantificacion del transcrito, cuantas copias se han
sintetizado.

6.1.3 FLUOROFOROS.

Los fluoréforos son moléculas quimicas que se unen a ciertos grupos o moléculas con
caracteristicas especificas que les permite fluorescer, para la técnica de qPCR existen varias
opciones dependiendo del equipo y muestra a estudiar; pueden ser fluorocromos no especificos o

sondas moleculares dependientes de la secuencia (Lee, et al, 2004; Valasek y Repa, 2005).

Con el uso de fluorocromos no especificos se detecta la generacion exponencial de cDNA
de doble cadena, ya que el fluorocromo se une inespecificamente a éstas. El bromuro de etidio es
un ejemplo de fluorocromo inespecifico que antiguamente era utilizado en experimentos de PCR
pero dada su baja fluorescencia e inespecificidad dejé de usarse. El SYBR GREEN es otro ejemplo
de fluoréforo inespecifico, actualmente se utiliza con mucha frecuencia, es excitado por luz azul a
Amax = 488nm y emite luz verde a Amax= 522nm, la ventaja de usarlo es que solo utiliza un par de
cebadores para llevar a cabo la amplificacion, lo que baja su costo, pero sélo puede amplificar un
producto en cada reaccion.

Las sondas especificas utilizan por lo menos un oligonucleotido marcado fluorescentemente,

por lo general esta sonda esta unida a dos fluorocromos e hibrida en la zona intermedia entre el
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cebador directo (forward) y el inverso (reverse), esto es, en el amplicon. Asi, cuando la sonda esta
intacta, presenta transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET). Esta FRET no se
produce cuando los dos fluorocromos estan distantes debido a la degradacion de la sonda por la
actividad 5’ - 3’ exonucleasa de la DNA polimerasa, o bien, por la separacion fisica de los
fluorocromos debido a un cambio en la conformacién de la sonda, esto permite monitorear el cambio

de patron de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion del gen (Lee, et al, 2004).

En la figura 6 se muestra un esquema de como funciona la sonda FRET durante las
reacciones de qPCR; también se encuentra otro esquema de la sonda SYBR GREEN que es un
fluoroforo inespecifico.

A. B. SYBR GREEN

Sonda FRET 7&7

Transfer Dckaton \% % Emission

Emission

YYvw

Excitation

INEHELLE 10 1180 118 4RI
UL R g

Figura 6. Esquema de emision de fluorescencia y funcionamiento de fluoréforos no especificos. En el panel A se
muestra el principio basico con la sonda FRET. En el panel B se muestra cdmo funciona el SYBR GREEN, durante las
reacciones de PCR en tiempo real. Esquemas tomados de www.diagnosticsgenome.com/real-time-pcr.htm, modificados
por Ramirez-Hernandez.

Ejemplos de sondas especificas:

Sondas TaqMan: Sondas marcadas con dos fluorocromos, posee un fluoréforo en su
extremo 3’y una molécula en el 5" que bloquea su emision de fluorescencia (quencher); esta
sonda marcada hibrida especificamente en la region central del producto de PCR a obtener,
cuando se efectla la reaccidn (sonda mas el par de primers especificos), la sonda hibrida en
el amplicon y por la cercania del fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la
polimerasa se topa con la sonda, la hidroliza mediante su actividad de exonucleasa 5’ - 3', lo
que provoca la separacion del quencher del fluoréforo y por lo tanto, la emision de
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fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de amplicon producido (Lee, et al,
2004).

* Sondas tipo molecular beacons: son oligonucleétidos de cadena sencilla que por su
estructura tienen una zona de apareamiento de bases interna y forman una horquilla, en
presencia del amplicdn, la sonda se abre y se une preferentemente a aquél, lo que produce
la emision de fluorescencia. Estructuralmente posee la zona complementaria al amplicon en
el giro de la horquilla, la de complementariedad interna en el cuello y los fluoroforos en sus
extremos: donador en el 5’ y aceptor en el 3'. Cuando la sonda esté cerrada en horquilla, el
fluoréforo del 3’ impide la emision de fluorescencia por parte del propio 5, cosa que no
sucede al unirse al amplicon (Lee, et al, 2004).

* Sondas scorpion: son moléculas mixtas que contienen un primer especifico para el
amplicon unido covalentemente a una horquilla similar a las sondas del tipo beacon que, en
su zona de giro, poseen un elemento complementario al amplicon. Los fluoréforos donador y
aceptor se encuentran en la estructura de horquilla; de este modo, cuando ésta se
encuentra cerrada no tiene emisién de fluorescencia, hecho que si sucede cuando ambos se
separan debido a la presencia del amplicon y la apertura de la zona en la horquilla (Lee, et
al, 2004).

En la siguiente figura (figura 7) se muestra un esquema de los tres diferentes fluoroforos
especificos que se mencionaron anteriormente, su principio fundamental es emitir luz, es decir,

fluorescer; pero su mecanismo de accion durante las pruebas de qPCR es distinto.

A.

Sonda Tagman

Excitation
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Figura 7. Esquema basico de funcionamiento de sondas especificas. En el panel A se aprecia el
funcionamiento de la sonda tipo Tagman, en el panel B la sonda Beacon y el panel C muestra la sonda Scorpion.
Esquemas tomados de www.diagnosticsgenome.com/real-time-pcr.htm, modificados por Ramirez-Hernandez.

Debe tenerse en cuenta que en los ultimos ciclos de la reaccion de PCR, la cantidad de
producto no guarda relacion con la cantidad inicial de DNA o ¢DNA en las muestras a analizarse
(Lee, et al, 2004; Valasek y Repa, 2005). Una de las mas importantes ventajas de la PCR en tiempo
real es que el proceso completo se realiza en el termociclador, esto ayuda a disminuir el riesgo de
contaminacion en el laboratorio y permite aumentar el rendimiento de la prueba en tiempo real
(Valasek y Repa, 2005).

6.1.4 CURVA DE DISOCIACION.

Con el proposito de distinguir la amplificacion de productos inespecificos con los amplicones
de interés, se realiza una curva de disociacién (melting temperature), en la cual se va elevando
gradualmente la temperatura de la reaccion hasta desnaturalizar completamente al cDNA, en este
momento la fluorescencia disminuye porque el colorante (fluordforo inespecifico) deja de estar unido
al producto de la PCR; se obtiene una gréafica con tantos picos como fragmentos distintos de cDNA
se produjeron en la reaccidn, asi se analiza el tamafio del producto de PCR y se conoce si la sefial
obtenida corresponde al gen de interés o a dimerizaciones de los primers, para lo cual es necesario
saber que éstos se disocian a una temperatura mas alta que los amplicones de interés (Ririe, et al,
1997), lo anterior lo podemos observar en la figura 8.

Cabe mencionar que si existe un exceso de muestra inicial se puede desplazar la reaccion,

resultando en una ausencia de amplificacion. Se considera que existe una inhibicion de la reaccion
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cuando no se supera el umbral en la grafica de amplificacion o si se muestra un retraso aparente

respecto al control blanco.
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Figura 8. Curvas de disociacion. En la figura A se muestra la temperatura de disociacion de una amplificacion
especifica y de un producto de dimerizacion. En la figura B se muestra otra forma de apreciar la perdida de fluorescencia

en cada una de la muestras, producto de elevar la temperatura progresivamente.

El andlisis de las curvas de disociacion permite prescindir de la electroforesis para observar

los resultados, como se hace en la PCR de punto final.
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6.1.5 CONOCIMIENTOS BASICOS DEL ANALISIS DE LA EXPRESION.

El resultado inmediato de la qPCR es una gréfica en la que se expresa la fluorescencia leida
en el eje de las ordenadas y el numero de ciclos en el eje de las abscisas; la curva consta de una
fase inicial en donde la fluorescencia esta por debajo del nivel de deteccion del termociclador; la
segunda fase es en la que se da un incremento de la fluorescencia, que es exponencial en su inicio;
y una tercera fase (plateau) donde finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia. Es posible
establecer un valor de fluorescencia umbral que sefiala la zona de aumento exponencial, en la

gréfica se sefiala con una linea horizontal (threshold o umbral) (figura 9) (Bustin, 2002).

El punto de interseccién de una curva de amplificacion con el umbral se denomina Ct
(threshold cycle), el cual indica el ciclo en el que la fluorescencia alcanza el valor umbral, cuanto
més DNA tenga la muestra mas rapido alcanzara este valor; si las eficiencias de reaccion son
Optimas, cada vez que se diluya una muestra 10 veces, el valor de Ct aumentara aproximadamente
3.3 ciclos (Bustin, 2005a) .

N
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Figura 9. Esquema de amplificacion en PCR tiempo real. Se muestran los principales componentes del grafico
obtenido a partir de ensayos de PCR tiempo real. Esquema tomado de

www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechQPCR.shtml, modificado por Ramirez-Hernandez.
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6.1.6 OPTIMIZACION DE LA REACCION.

La optimizacion de la reaccion consiste en minimizar las variaciones en la amplificacion que
pueda tener la enzima polimerasa para que no haya efectos importantes en los valores de Ct, y que
tengan un impacto minimo en la cantidad de fluorescencia observada, es decir, la reaccion tiene que
ser especifica, sensible, eficiente y reproducible en otras reacciones de PCR en tiempo real
(Edwards, 2004).

Los factores que influyen en la eficiencia de la reaccion son la concentracidn de los primers,
concentracion de la muestra, concentracion de los marcadores fluorescentes, concentracion de la
enzima y desoxirribonucledtidos (ANTP’s), asi como las diferentes temperaturas a las que se llevan

a cabo el proceso de retrotranscripcion y la amplificacion.

En pocas palabras, la eficiencia de la PCR en tiempo real es la capacidad de la reaccion de
duplicar el numero de copias de las cadenas de DNA o cDNA en cada ciclo (Bustin y Nolan, 2004a).

6.1.7 CUANTIFICACION.

Existen dos maneras de llevar a cabo la cuantificacion en qRT-PCR, una es la cuantificacion

absoluta, la otra es la cuantificacion relativa.
6.1.7.1 CUANTIFICACION ABSOLUTA.

Con este método, se relaciona la sefial de la amplificacidn obtenida con el numero de copias
fijo de una secuencia estandar (contenido de DNA empleado en la curva de calibracidn) utilizando
una curva de calibracion. Es importante que la PCR de la muestra y de los elementos de la recta de

calibrado tengan la misma eficiencia de reaccién.

Las curvas de calibracion son altamente reproducibles y permiten la generacion de datos
especificos y sensibles, si se usa el modelo de curvas de calibracidn externas, tienen que ser
rigurosamente validadas con absoluta exactitud, pues la cuantificacion de la expresion genética en la
PCR en tiempo real depende exclusivamente de la precision de los estandares empleados (Pfaffl,
2008).
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Para la realizacion de las curvas de calibracidn, los valores de fluorescencia, son
expresados como logaritmos con el fin de estudiar facilmente la fase exponencial de amplificacion,
en la grafica aparecen como una linea recta, pues se presenta el logaritmo de la fluorescencia frente

al numero de ciclos, esto permite cuantificar la cantidad de DNA inicial.

Cada segmento cuantificable permite definir una ecuacion de la recta de tipo U=ax+b, ya
que modela la eficiencia de la amplificacion (pendiente a) y, mediante la ordenada en el origen b, la
cantidad de DNA en el ciclo 0 (todo esto tedricamente).

Como en todas las medidas experimentales, existe un margen de error. Esta cuantificacion
también conlleva un error estocastico; si las muestras estandares fueran amplificadas por mas
ciclos, se obtendrian cinéticas diferentes, si bien bastante proximas. Cada una de estas permite
establecer una nueva ecuacion. Las ordenadas en el origen diferentes también son evaluadas, asi
se puede evaluar el error o incertidumbre de la técnica comparando las diferencias entre las

pendientes estandares (Vinueza-Burgos, 2009).
6.1.7.2 CUANTIFICACION RELATIVA.

La cuantificacion relativa expresa el cambio en los niveles de expresion de mRNA
interpretado como cDNA del gen a estudiar contra el gen de referencia (housekeeping) (Pfaffl, 2004).

La expresion de los genes de referencia debe ser constante en todas las condiciones a
estudiar, ademas se recomienda usar uno o varios para corregir la variacion no especifica, como las
diferencias en la cantidad y calidad de la muestra (RNA) ya que puede afectar la eficiencia de la
reaccion (retrotranscripcion) (Ambion, 2008).

El primer modelo para realizar la cuantificacion relativa usa los valores de Ct y la eficiencia
de la reaccion para corregir el error, en este caso, generalmente se hace uso de software, como en

el caso de los equipos de QIAGEN.

El segundo modelo no requiere la eficiencia de reaccion para corregir el error ya que asume
una eficiencia del 100% tanto para el gen de estudio como para el gen de referencia (Livak y
Schmittgen, 2001), este modelo es el de 2 delta-delta Ct que es aplicable para una estimacion rapida

de la proporcién relativa de la expresion genética en estudio (Pfaffl, 2001), expresa la proporcidn
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obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control tal y como se

muestra en la siguiente ecuacion:

ratio ~ —[ACP sample - ACP control ]
Al = =2

. - —AACP
ratio =2

Un tercer método publicado por Pfaffl (2001) se basa en las diferentes eficiencias de la PCR
tanto para los genes en estudio como para los genes de referencia como se muestra en la siguiente
ecuacion:

ACP, _ (control —sample)

rnrg:r
(Etilrget}
ACP,,
(Ei'ef)

ratio =
(control —sample)

En esta ecuacion la razon del gen en estudio se expresa en una muestra frente a un control
en comparacion con un gen de referencia. Earget representa la eficiencia de la PCR en tiempo real
del amplicon en estudio; Erf representa la eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de referencia;
DCPrarget €s la desviacion en Ct del control menos la muestra del gen en estudio; y DCPr es la
desviacion en Ct del control menos la muestra del gen de referencia (Vinueza-Burgos, 2009). Como
se menciond, también es necesario conocer la eficiencia de PCR de cada gen estudiado. Las
eficiencias de la PCR en tiempo real se calculan a partir de las pendientes de la curva estandar
obtenidas después de realizar diluciones seriadas con las reacciones de la PCR en tiempo real
(Pfaffl, 2004) de acuerdo a la siguiente formula:

E=10[-1/slope]-1.

Es importante mencionar que la cuantificacion relativa de MRNA tiene algunas limitaciones,
ya que se puede introducir un sesgo estadistico importante cuando hay grandes diferencias en los

niveles de expresion del gen en estudio y del gen normalizador, lo que pueden conducir a una
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interpretacion biolégica equivocada. En segundo lugar, es dificil encontrar genes de referencia
adecuados (Bustin, et al, 2005). Por estas razones es recomendable la utilizacion de mas de un gen
de referencia con el fin de tener datos fiables en la investigacion (Bustin y Nolan, 2004b; Vinueza-
Burgos, 2009)

6.1.8 GENES DE REFERENCIA.

Con el fin de ayudar a una mejor eleccion de genes de referencia en la PCR de tiempo real,
algunos investigadores se han dado a la tarea de analizar varios genes comunmente usados, los
que destacan por su estabilidad y reproducibilidad la b-actina, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, hipoxantina guanina fosforribosil-transferasa y 18S del RNA ribosomal (Huggett, et
al, 2005; Vinueza-Burgos, 2009).

Es importante mencionar que recientemente se cre6 un software con el fin de analizar la
idoneidad de genes de referencia para cada experimento, software disponible gratuitamente en
Internet (Vinueza-Burgos, 2009).

6.1.9 APLICACIONES.

Por ser una técnica con que arroja resultados muy veraces ha sido muy utilizada en las
ciencias forenses y de bioseguridad, asi como en el @mbito clinico, para identificar alteraciones
presentes en algunas enfermedades o sindromes, analizando la sobreexpresion de genes en células
o tejidos bajo el efecto de farmacos, agentes infecciosos, etc. Debe notarse el gran uso que se le ha
dado a la PCR en tiempo real en la ciencia basica para analizar la expresion de genes en

organismos de interés bioldgico.

6.2 CITOMETRIA DE FLUJO
6.2.1 GENERALIDADES

El analisis por citometria de flujo (CMF) es una técnica multiparamétrica, que se basa en
pasar una suspension de células u otro tipo de particulas por delante de un haz de luz blanca laser
focalizada. El choque de cada célula o particula con el rayo de luz produce sefiales correspondientes
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a diferentes parametros de la muestra que son recogidos por distintos detectores y convierten las
sefales Opticas en sefales electronicas que son digitalizadas para medir simultaneamente varios

parametros de una misma célula o particula.

Algunos parametros se relacionan con caracteristicas intrinsecas de la célula, como tamafio
y complejidad del citoplasma; otros se relacionan con caracteristicas antigénicas de cada célula
(inmunofenotipo); por lo tanto, mediante esta metodologia es posible identificar una célula por medio
de sus caracteristicas antigenicas y/o por sus caracteristicas morfoldgicas.

Las sefiales que se producen por la interaccion de las células con el haz de luz son de dos
tipos:

a) Dispersion: Resulta de la interaccion de la luz con una particula que produce un cambio
de direccion (no de longitud de onda) en todos los sentidos del espacio. Las caracteristicas
morfologicas que determinan la dispersion de la luz son fundamentalmente tamafio celular,
membrana, nucleo y material granular del interior de la célula, caracteristicas que en conjunto se

denominan complejidad.

En los citdmetros de flujo se determinan dos fracciones de dispersion, una es la luz
dispersada en angulo cénico pequefio (0-10°) que casi coincide con la direccion de la luz incidente,
llamada FSC (forward scatter). Es una medida proporcional al tamafio de la particula que produce la
dispersion. La segunda fraccion es la luz dispersada en angulo recto llamada SSC (side scatter),
proporcional a la complejidad de la estructura interna de la particula.

b) Fluorescencia: Un fluorocromo es una molécula quimica que absorbe luz a una
determinada longitud de onda (energia) y emite a una longitud superior (menor energia). El espectro
de absorcién o excitacion es el rango sobre el que un fluorocromo absorbe luz y el espectro de
emision es el rango sobre el que un fluorocromo emite luz. Cuando un fluorocromo interacciona con
la luz de excitacion procedente del laser emite energia radiante. Debido a que parte de la energia se
absorbe, la luz emitida es de menor energia que la luz de excitacion, es decir la longitud de onda
emitida es mayor. La diferencia entre la longitud de onda de absorcion y emision se denomina stokes
shiff. Los citdmetros de flujo permiten detectar sefiales de fluorescencia procedentes de complejos

antigeno/anticuerpo u otras especies de particulas marcadas con un fluorocromo situados en una
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célula, siendo la cantidad de sefial de fluorescencia emitida igual a la proporcion de la cantidad de
componentes fluorescentes de la particula.

6.2.2 MARCADORES FLUORESCENTES.

Actualmente existen fluorocromos que reaccionan de manera relativamente especifica con
los distintos tipos de radicales generados dentro de la célula. Generalmente se usan derivados
dihidro de compuestos fluorescentes, como fluorosceina, rodamina o etidio. Una modificacion
quimica promueve que estas moléculas no fluorescentes o con distintas caracteristicas espectrales,
reviertan a los compuestos fluorescentes originales por la accién de las especies reactivas,
permitiendo la deteccidn de la actividad oxidativa en las células. Se ha descrito que el diacetato de
diclorodihidrofluorosceina (H.DCFDA) es un compuesto apolar que se incorpora en las células, en
donde es convertido en diclorodihidrofluorosceina (H2DCF) por accion de las esterasas
intracelulares. La H.DCF que no presenta fluorescencia se convierte rapidamente por la accion de
los radicales libres a diclorofluoresceina, altamente fluorescente. La H.DCF es oxidada por los
radicales perdxido de hidrégeno en presencia de la peroxidasa, citocromo C o iones de Fe2* como
los de las catalasas, pero no por los superdxido ni hidroxilos, aunque puede reaccionar con otras
especies reactivas del oxigeno como el o&xido nitrico. La principal desventaja de |la
diclorofluorosceina es que, al ser producto de la oxidacidn, no se retiene adecuadamente en el
interior de la célula, por lo que no es facilmente detectada o cuantificada en procesos de oxidacion
lentos. El dihidroetidio o hidroetidina (DHE), a diferencia de los anteriores, es capaz de reaccionar
directamente con los radicales superoxido, oxidandose a etidio. Este compuesto, que presenta una
fluorescencia azul, pasa a una tener la fluorescencia roja tras su oxidacion. El etidio se acumula en
el nucleo, en donde se intercala con el DNA y en lisosomas; también llega a depositarse en

localizaciones intracelulares donde se esta generando estrés oxidativo.
6.2.3 DETECCION DEL DANO OXIDATIVO.

El estrés oxidativo produce en las células la acumulacidén de carbonilos, que tiene lugar en
primer término por la accion directa de las especies reactivas de oxigeno sobre las proteinas,
produciendo la oxidacion de los residuos de aminoacidos; en segundo lugar por la peroxidacion de
lipidos, ya que aparecen carbonilos sobre los fosfolipidos de las membranas celulares, originandose
al mismo tiempo fragmentos carbonilo reactivos, B-insaturados, capaces de unirse a los grupos tiol y
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amino de las proteinas. La union de tioles a estos aldehidos reactivos ocurre mediante una reaccidn

de adicién que deja libre el carbonilo para subsiguientes reacciones.

Adicionalmente, se podria determinar el contenido de glutation en la célula con
monoclorobimano (MCBL), que se une a las moléculas adquiriendo la capacidad de fluorescer.
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lll. ANTECEDENTES.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Segal-Kischinevzky, et al, 2011), se encontrd
que cultivos con glucosa como fuente de carbono con o sin sal y extraidos en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento de D.hansenii muestran una actividad de catalasa mas alta que la de S.

cerevisiae en las mismas condiciones (tabla1).

Tabla 1. Actividad especifica* de catalasa de Debaryomyces hanseniiy Saccharomyces cerevisiae crecidas en medio
rico, con y sin sal, en fase exponencial y estacionaria

Fase de Glucosa (YPD)
crecimiento
del cultivo/cepa D. hansenni S. cerevisiae
0.6 M NaCl - + - +
Exponencial (+00'72) 1.2 (x0.2) 0.0026 (+0.012) 0.045 (+0.043)
Estacionaria 1.5(x0.2) 0.4 (x0.2) 0.12 (+0.01) 0.152 (+0.03)

* (mmoles de H2O2axidado/min/mg de proteina)

Resultados similares se encontraron cuando ambas cepas eran cultivadas usando etanol
como fuente de carbono. Se llevaron a cabo electroforesis nativas para analizar mediante
zimogramas la actividad de catalasa de D. hansenii, en donde se observé una banda en todas las
condiciones, que mas tarde, mediante su secuenciacion, se demostrd que correspondia a la catalasa
A; en la unica condicion en donde se observaba una segunda banda que corresponderia a la
catalasa T era en el medio rico YPD (Yeast extract/extracto de levadura, Peptona de caseina,
Dextrosa), de fase de crecimiento estacionaria (figura 10).

«—— DhCtat
«~—— DhCtt1

Figura 10. 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. Catalasa de eritrocito humano.
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Asimismo, para determinar si existia una regulacion a nivel transcripcional de la expresion de
los genes cuando la levadura es crecida en cuatro medios de cultivo diferentes, YPD, YPD+NaCl,
YPOH y YPOH+NaCl, mediante andlisis tipo northern blot de los transcritos de las dos catalasas,
Dhcta1 y Dhctt1, en fase exponencial y estacionaria de crecimiento, se encontré que en los cultivos
que contenian glucosa el transcrito mas abundante era el de Dhctt1 y presentaba poco del de
Dhcta1; sin embargo, en los medios que contenian etanol el transcrito de mayor presencia era el de
Dhcta1y en menor proporcion el de Dhctt1, los resultados anteriores se muestran en la figura 11.
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Figura11. Northern blot de RNA total obtenido de Debaryomyces hansenii cultivada hasta fase exponencial o
estacionaria en medio YP glucosa o etanol como tnicas fuentes de carbono y con o sin NaCl presente en el
medio. En el panel A se muestran los transcritos de Dhcta1, su expresion es inhibida en presencia de NaCl; en el panel
B los transcritos de Dhctt1, su expresion es inhibida en presencia de NaCl.

Con base en los datos que obtuvieron Segal-Kischinevzky y cols. del northern blot, se
propuso que la mayor actividad de catalasa corresponde a un mayor nivel de RNA mensajero del
gen que codifica para la catalasa A, sin embargo el efecto negativo que se observa en los
zimogramas ejercido por el NaCl, no correlaciona con una reduccion de DhCTA1 en YPOH+NaCl, lo

que sugiere que la sal podria estar ejerciendo una regulacion a nivel postranscripcional.

Por su parte, la proteina DhCTT1 es evidente en los zimogramas de cultivos crecidos en
YPD hasta fase estacionaria, mientras que los analisis tipo northern blot mostraron que la expresion
del gen codificado no esta regulada por la fase de crecimiento, ya que es evidente la presencia del
mRNA tanto en cultivos de fase exponencial como de fase estacionaria.
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Asi, se decidié realizar una cuantificacion mediante la técnica de qPCR de los transcritos
Dhctaly Dhctt1 de Debaryomyces hansenii en fase estacionaria de crecimiento cuando es cultivada
en medio YPD y YPOH con y sin NaCl.

Por otro lado, ante la evidencia de que la actividad de catalasa presente en esta levadura
era mucho mas alta que la determinada en S. cerevisiae en las mismas condiciones, se decidid
cuantificar las ERO’s presentes en las diferentes muestras y compararla con las de la levadura de
pan, asi como comparar la complejidad y el tamafio de las células en los diferentes medios de

cultivo.
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IV.

OBJETIVOS.

General.

. Analizar diversos aspectos de la respuesta a estrés oxidativo en la levadura

eurihalina Debaryomyces hansenii.

Especificos.

. Cuantificar y analizar la diferencia de abundancia entre los nRNA'’s de los
genes Dhctt1 y Dhctal que codifican para las catalasas de la levadura eurihalina
Debaryomyces hansenii de que se expresan de manera diferencial en diferentes medios de

cultivo.

. Determinar la cantidad y el tipo de especies reactivas de oxigeno presente
en las células de Debaryomyces hansenii en fase estacionaria de crecimiento en cuatro
medios diferentes cuantificando la presencia de peroxido de hidrégeno y radical superdxido
mediante citometria de flujo.
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V. HIPOTESIS.

Si Debaryomyces hansenii es una levadura no convencional que puede adaptarse a
condiciones osmaticas, salinas y oxidativas extremas, en medio rico con y sin sal debe existir una
regulacién diferencial en los transcritos Dhctat y Dhctt1, codificantes para la proteina catalasa, al
igual que en medio rico con etanol como fuente de carbono con y sin sal; también debe presentarse
diferente contenido de radicales de oxigeno, tamafio celular y contenido de iones y organelos en las
células dependiendo del medio en el que se crezca a la levadura.
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VI. MATERIAL Y METODOS

ALINEACION DE SECUENCIAS Y DISENO DE PRIMERS

Se obtuvieron las secuencias de los dos genes que codifican para catalasas de D. hansenii
Dhctt! y Dhctal de la pagina electronica www.genolevures.org/, que corresponden a
DEHA2B16214g y DEHA2F10582g, nombres asignados por el consorcio de GENOLEVURES para
los mismos, y del gen de la subunidad ribosomal Dh26S que se us6 como gen de referencia durante
los andlisis de qPCR. Se alinearon ambas secuencias con el programa CLUSTAL 2.1 multiple
sequence alignment, para obtener el porcentaje de similitud de ellas; de la region con mayor
variabilidad entre los dos genes (Dhcta1 y Dhctt1) se disefid un par de primers para cada uno
usando el programa primer-BLAST (primer designing tool), con BLAST/blastn (suite/databases using
a nucleotide query). Se procedié a hacer lo mismo con el gen de la subunidad ribosomal Dh26S. Se
analizaron los seis primers generados (sentido y antisentido de Dhcta1, Dhcttl y Dh26S) para
corroborar que fuesen especie-especificos y no se alinearan en algun otro sitio del genoma de
Debaryomyces hansenii (los tres programas; CLUSTAL 2.1, Primer-BLAST y BLAST/blastn se
encuentran disponibles en linea). El alineamiento de la secuencia de los dos genes y de los dos

pares de primers se muestra en la figura 12.

ClustalW2 Results
L) Result Summary  Guide Tree | Submission Details | | Submit Another Job

Alignment ¥ forwa
Primer CT
View Alignment File | Hide Colors / -

CLUSTAL 2.1 mulzTiple seguence alignment

DhTA

Figura 12. Alineamiento de los primers de Dhcta1 y Dhctt1 con las secuencias problema. En el extremo carboxilo
terminal de ambas secuencias es en donde hay mayor diferencia en la secuencia de nucleétidos, a partir de esa
referencia se disefiaron los dos pares de primers correspondientes a cada gen. En color morado se indica el sitio donde
se alinean los primers para el gen Dhctal (sentido y antisentido) con un amplicon de 151 pb y en azul para el gen
Dhctt1 (sentido y antisentido) con amplicdn de 198 pb
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE Debaryomyces hansenii.

Se crecio a Debaryomyces hansenii en medio rico YPD+0.6M NaCl a 28 °C en agitacion
constante por 24 horas, una vez que transcurrio el tiempo el cultivo se centrifug6 a 3,000 rpm por 15
minutos, decant6 y retird el sobrenadante, la pastilla de células se lavo, centrifugd y decanté el
sobrenadante resuspendiendo en el liquido residual.

Para obtener el material genético, se realizd el método de extraccion organica, empezando
por adicionar 200ul de solucién de lisis que contiene Triton X-100 al 2%, SDS 1%, NaCl 100mM,
TrisCl  10mM (pH 8.0) y NaEDTA 1mM, posteriormente se adicion6 200ul de
fenol:cloroformo:isoamilico en proporcion 25:24:1 (PCl), para separar lipidos y proteinas de los
acidos nucleicos, ademas de agregar 300ug de perlas para romper por disrupcion mecanica; se
agito y posteriormente se le agregd agua, centrifugando y separando la fase acuosa, se agregd
1000ul de etanol al 100% mezclando por inversion, se centrifugd nuevamente y decant6 el
sobrenadante, la pastilla resultante se resuspendié y se adicioné 3ul de RNAsa a concentracidn
10pg/pl para eliminar contaminacion por RNA y se incub6 5 minutos a 37 °C; transcurrido el tiempo
se adiciond 8ul de NH4Oac 4M pH 8.0 mas 1,000ul de etanol al 100% mezclando suavemente por
inmersion, se centrifugo, se lavo con etanol al 70% y resuspendié en agua; se lavo dos veces con
PCl y una vez con CI (cloroformo-isoamilico 24:1), se precipité con 1/10 del volumen total con
NaOAC 3M, pH 5.2 y 2 volumenes de etanol al 100% dejando 24 horas a -80 °C. Para concluir se
centrifugd, lavando con etanol al 70%, dejando secar a temperatura ambiente para resuspender en
agua libre de nucleasas.

AMPLIFICACION DE CATALASA CON PRIMERS Y DNA GENOMICO DE Debaryomyces
hansenii EN PCR DE PUNTO FINAL

De acuerdo con la temperatura media de disociacion (Tm) de los primers, se realiz una
prueba de amplificacion por PCR de punto final para verificar que los primers amplificaran el
segmento deseado: 198 pares de bases para Dhctt1 y 151 para Dhcta1.
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La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 50ul adicionando los cuatro primers en

un solo tubo de reaccion para la deteccion de los dos genes con las siguientes concentraciones de

los reactivos y volumenes:

SN~

0.

Primer forward Dhctt1 200ug (2ul)
Primer reverse Dhctt1 200ug (2uL)
Primer forward Dhcta1 200ug (2ul)
Primer reverse Dhcta1 200ug (2ul)
dNTP’s 10 mM (2uL)

Buffer de reaccion 10X (5uL)

Buffer MgCl 2.5mM (5puL)

DNA 3l

Enzima 0.5pl

H20 libre de nucleasas 29.5pl

El modelo del termociclador empleado fue Eppendorf AG 22331 (Hamburg thermal cycler de

la marca Eppendorf, Hamburg, Germany), con la siguiente programacion.

©CoNoaRr LN~

5 minutos a 94 °C (desnaturalizacién inicial del DNA gendmico)
1 minuto a 94 °C  (desnaturalizacion)

1 minuto a 52 °C (alineacion de primers) Por 5 ciclos.
1 minuto a 72 °C  (extension de cadena)

1 minuto a 94 °C

1 minuto a 52 °C por 30 ciclos.

1 minutoa 72°C

10 minutos a 72 °C (extension final)

8°C -

CONDICIONES DE CULTIVO Y CRECIMIENTO DE Debaryomyces hansenii

Se uso6 una cepa silvestre de Debaryomyces hansenii identificada como Y7426, crecida en

medio rico YPD que contiene extracto de levadura (Y) 1%, peptona de caseina (P) 2% y dextrosa
anhidra (D) 2%, 6 YPEtOH con 1% de Y, 2% de P y 2% de etanol, con o sin 0.6M de NaCl.

El pre-indculo se dejo crecer en medio rico YPD+0.6M NaCl a 28 °C con agitacion constante,
se inocularon los medios YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPEtOH y YPEtOH + 0.6M NaCl a DOsoonm 0.05 y
se dejaron crecer por 72 horas a 28 °C con agitacion constante.
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EXTRACCION DE RNA

La extraccion del RNA total se llevé a cabo con el kit ZR Fungal/Bacterial RNA MicroPrep™
de ZYMO RESEARCH. Se centrifugd cada medio, se retir6 el sobrenadante y coloco la pastilla en un
tubo ZR Bashing Bead Lysis agregando buffer de lisis de RNA y perlas para romper las células,
alternando ciclos de agitacion y hielo, se centrifug6 recuperando el sobrenadante para transferirlo a
un tubo Zymo llIC, se centrifugd y recuperd el sobrenadante para mezclarlo con un volumen
proporcional aproximado de % de etanol 100% del liquido total obtenido para la recuperacion del
RNA. La mezcla se transfirio a un tubo Zymo IIC y se centrifugd, desechando el sobrenadante, la
columna se lavé con Buffer PrepRNA y RNA Wash Buffer. Finalmente se agregdé H20 libre de
nucleasas directamente a la matriz de la columna, se dejé reposar, se centrifugd y se recuperd el
RNA.

ELECTROFORESIS

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% para RNA con el fin de comprobar la
integridad del material extraido; las muestras se incubaron con Loading Mix que contiene formamida
2.2ml, formaldehido 0.8ml, MAE 10X 0.5ml, glicerol al 80% 0.4mly azul de bromofenol al 2% 0.1ml;
las muestras se hirvieron con esta mezcla por 15 minutos y tifieron con GelRed, una vez listas se
cargo el gel y dejo corriendo con buffer MAE 10X que contiene MOPS 0.2M, NaOAC 50mM,
ajustando estas dos soluciones a pH 7.0, posteriormente se agrega EDTA 10mM y H,O-DEPC -
agua tratada con DEPC (DEPC al 0.1%)- y formaldehido, a 112 Volts por 4 horas aproximadamente
hasta observar las dos subunidades ribosomales Dh18S y Dh26S completamente separadas.

CUANTIFICACION DE RNA (ng/pl) DE Debaryomyces hansenii.

Para determinar la cantidad total de acidos nucleicos contenidos en las muestras se leyo la
absorbencia a 260nm y 280 nm, que corresponden a &cidos nucleicos y proteinas respectivamente,
el cociente de dividir DO2s0/DO2go da un estimado de la pureza de la muestra, los valores cercanos a
1 indican que se tiene aproximadamente 20ug/ul de RNA en una cadena sencilla de nucledtidos;
para este procedimiento se usé un NanoDrop Thermo Scientific 2000 que requiere 1.5 ul de muestra
para realizar la cuantificacion de cada una de las extracciones realizadas (Maniatis, et al. 1982).
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DIGESTION DE DNA GENOMICO REZAGADO EN LA EXTRACCION DE RNA.

Para evitar la amplificacion de DNA genomico durante la reaccion de qRT-PCR, este se

elimin¢ digiriendo las muestras con DNasa.

Se tomé una alicuota de RNA; cada 1ug de muestra se digiri6 con 1U de RQ1 RNase-Free
DNase de Promega Product y se adiciond la cantidad necesaria de RQ1 RNase-Free DNase 10X
Reaction Buffer, se incub6 a 37°C por 30 minutos; posteriormente se adiciond 2 pl de RQ1 DNase
Stop Buffer para detener la reaccion y se dejé a 65°C durante 10 minutos . Concluida la digestion
las muestras se guardaron a -20 °C hasta su uso.

SINTESIS DE cDNA

Se realiz6 una prueba de amplificacion con los primers en PCR de punto final usando cDNA
sintetizado a partir del MRNA extraido. La sintesis de la primera cadena de ¢DNA, que produce un
hibrido entre vRNA y cDNA se realiz6 con el kit RevertAid™H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
de la marca Fermentas. En un tubo estéril se agreg6 1ug de RNA de cada una de las condiciones,
1wl de oligo (dT)1s primer y 10ul de agua libre de nucleasas mezclando suavemente, se centrifugo e
incubd 5 minutos a 65°C, se enfrié en hielo, se agrego 4ul de buffer de reaccion 5X, 1l de inhibidor
RiboLock RNasa (20u/pl), 2ul de mezcla de dNTP's 10mM y 1 pl de Transcriptase Reverse
RevertAid H Minus M-MuLV (200u/ul) en el orden indicado, llegando a un volumen final de 20 pl , la
mezcla se centrifugd y se incubd por 60 minutos a 42 °C, transcurrido el tiempo la reaccion se

termina al incrementar la temperatura 5 minutos a 70 °C.

Al término de la sintesis del hibrido (cadenas sencillas de cDNA), estas se usaron como
templado para la sintesis de las cadenas complementarias de cDNA.

Para la sintesis de la segunda cadena de cDNA se adiciond 8 ul de buffer de reaccion 10X,
buffer de Mg*, 1U de RNasa, 30U de DNA polimerasa | y se afor6 a 100 pl con agua libre de
nucleasas, se mezclo, centrifugd e incubd a 15 °C por dos horas, consecutivamente se agregaron
12.5U de T4 DNA Polimerase TEM Pase. Para terminar la reaccion se afiadio EDTA 0.5M pH 8.0 y

se concluyo con la purificacion del cDNA mediante extraccidon organica, se realizaron dos lavados
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con 100 pl de PCI y un lavado con 100 pl de C:l, se precipitd con 1/10 de volumen de NaOAC 3M,
pH 5.2 y dos volumenes de etanol al 100% dejando 24 horas a -80 °C. Para concluir se centrifugd,
lavando con etanol al 70%, dejando secar a temperatura ambiente para resuspender en agua libre

de nucleasas.

AMPLIFICACION DE cDNA DE Debaryomyces hansenii CON PRIMERS PARA DhCTT1
y DhCTA1 EN PCR DE PUNTO FINAL

Una vez que se verificd que se habia sintetizado cDNA, se llevo a cabo una reaccion de
prueba en PCR de punto final en un volumen final de 50ul, adicionando los dos primers
correspondientes a cada gen para su deteccion en cada tubo de cDNA sintetizado a partir de vRNA
de condiciones diferentes en cada medio (YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPEtOH y YPEtOH +0.6M NaCl)

con las siguientes concentraciones de los reactivos y volumenes:

Primers forward Dhctt1 200ug (2ul)
Primers reverse Dhctt1 200ug (2ul)
Primers forward Dhcta1 200ug (2u)
Primers reverse Dhcta1 200ug (2p)
dNTP’s 10 mM (2ul) .

Buffer de reaccion 10X (5pl).

Buffer MgCl 2.5mM (2ul).

cDNA 3ul.

Enzima 0.5pl.

0.  H20 libre de nucleasas 29.5pl.

SN RwLWND =

Programando el termociclador de la siguiente manera:

5 minutos a 94 °C (desnaturalizacion inicial del cDNA)

1 minuto a 94 °C (desnaturalizacién)

1 minuto a 52 °C (alineamiento) Por 5 ciclos.
1 minutoa72°C (extension)

1minutoa94°C

1 minuto a 52 °C Por 30 ciclos.

1 minutoa72°C

10 minutos a 72 °C (extension final)

8°C -

©oo N wWwh =
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qRT-PCR DE GENES Dhctt1, Dhcta1 Y Dh26S A PARTIR DE RNA TOTAL DE

Debaryomyces hansenii

El equipo usado para la cuantificacion en tiempo real de la reaccion en cadena de la
polimerasa de Dhctt1, Dhctal y Dh26S fue ROTOR-Q gqRT-PCR M 1 204174 de QIAGEN, con el kit
acoplado de ONE STEP, el cual requiere RNA total para llevar a cabo la reaccion y posterior

cuantificacion.

La reaccion se llevd a cabo con muestras bioldgicas diferentes por triplicado en un volumen
final de 10ul, por separado para cada gen (Dhctal, Dhctt1 y Dh26S) con las siguientes

concentraciones y volumenes:
Requerimientos para amplificar el gen Dhcta1:

1. 1ul de RNA total a 100ng/ul de cada muestra de los medios YPD, YPD+0.6M NaCl,
YPEtOH y YPEtOH +0.6M NaCl

2. 0.425 pl de primer forward 2 uM de Dhcta1

3. 0.33 pl de primer reverse 2uM de Dhctal

4. 3.04 pl de H20 libre de nucleasas

5 5 ul de master mix que contiene al fluoréforo SYBR GREEN, dNTP’s y buffer de

6. 0.125 pl de la enzima transcriptasa reversa (RT)

Para gen Dhctt1:

1. 1ul de RNA total a 100ng/ul de cada muestra de los medios YPD, YPD+0.6M NaCl,
YPEtOH y YPEtOH + 0.6M NaCl

2. 0.74 pl de primer forward 2uM de Dhcitt1

3. 0.59 pl de primer reverse 2uM de Dhcitt1

4 2.46 pl de H20 libre de nucleasas

S 5 pl de master mix
6 0.125 pl de enzima RT

Para gen Dh26S:

1. 1ul de RNA total a 100ng/ul de cada muestra de los medios YPD, YPD+0.6M NaCl,
YPEtOH y YPEtOH + 0.6M NaCl
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0.85 pl de primer forward 2uM de Dh26S
0.6 ul de primer reverse 2uM de Dh26S
2 pl de H20 libre de nucleasas

5 pl de master mix

0.125 pl de enzima RT

ook wh

El termociclador Rotor Q fue programado de la siguiente manera:

10 minutos a 55 °C (retrotranscripcion del uRNA).

7 minutos a 95 °C (desnaturalizacion de la enzima y degradacion del uRNA).
10 segundos a 95 °C para desnaturalizar el cDNA. } 45 ciclos

45 segundos a 60 °C alineamiento y extension. ‘

Estimacion de la Tw en un rango de 60 °C — 95 °C aumentando 0.5 °C cada
segundo (temperatura media de disociacion del amplicén).

S N

CUANTIFICACION RELATIVA DE LOS TRANSCRITOS Dhcta1 Y Dhctt1.

La cuantificacion relativa es un método para estimar la magnitud en los niveles de expresion

de los genes en estudio comparando con uno 0 mas genes de referencia.

El método usado es el de la 2-24Ct

DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO’s) DE CELULAS DE
Debaryomyces hansenii EN FASE ESTACIONARIA DE CRECIMIENTO CON MARCADORES
FLUORESCENTES: DICLORODIHIDROFLUORECEINA (DCFH-DA) PARA PEROXIDO DE
HIDROGENO (H,02) Y DIHIDROETIDIO (DHE) PARA ANION SUPEROXIDO (02-).

Para analizar la cantidad de ERO’s que contienen las células en la fase estacionaria, se
tomd una alicuota de 1,000ul de cada medio por triplicado, se pusieron en tubos y etiquetaron de
manera consecutiva (1, 2, y 3); se centrifugaron para obtener la pastilla de células y se retir6 el
sobrenadante, se lavo con buffer de fosfatos PBS; al tubo etiquetado con el nimero 1 se le agregoé
150 pl de PBS, al tubo 2 se le afadio 150 pl de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) , al tubo 3 le
correspondieron 150 pl de dihidroetidio (DHE); los tubos se cubrieron totalmente con papel aluminio
y se incubaron dos horas a 30 °C en agitacion constante. Una vez transcurrido el tiempo se retir6 el
papel aluminio, centrifugaron los tubos y decantaron para retirar completamente el reactivo, las
pastillas se disolvieron en 1,000 pl de buffer PBS, se tom¢ una alicuota de 300 ul que se transfirié a
un tubo nuevo adicionando 700 pl de PBS.
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La determinacion de ERO’s en las células se llevo a cabo en un lector de fluorescencia
(Citometro) BD Beckman Coulter, usando longitud de onda de 488 y 530 nm para DCFH-DA que
tiene fluorescencia verde y DHE que presenta fluorescencia inicial azul que al oxidarse a etidio la
presenta en color rojo (K6nigsberg, 2008)
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VIl. RESULTADOS

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE LOS GENES Dhcta1Y Dhctt1

Con el fin de disefiar los primers necesarios para los experimentos de RT-qPCR, se
recuperaron las secuencias de los genes que codifican putativamente para las catalasas Ay T de
Debaryomyces hansenii, en la base de datos de Genolevures (http://www.genolevures.org).

CLUSTAL 2.1 msltiple seguence alignment

DhorT AT T T TCIGAATACAT ICARANT ACCARCARACATCCACCACTETACTCARCCICCART €0

DhCTA A CTCTT 2 ARCTCCRAC 27

DhorT CoRCTTCCITATCOCCAR TATCC n CTR 120
DhCTA oA~ TCTOCAATCCCAC— ARCCATTTCCTACTCAARCAC TTCOCCARCATCSTCCATTA 84

DhorT TTAT ACATTTTAATITY GACATTICTCACITCGRTCATGARAGRATCCOCR 180
DhcTA T AT TCCARCATTICARTC T TATICATICT T TACCACACTI TCCACACACARACAATOCCR 1464
DhoTT TTCACCCRARAR CCTCCTECT T ATTGACTSATTCR 240
DhCTA T = CTCCTCCT TTCARCTGACTEAC-—— 201

DhorT T C TG T T AR TTATSCCCCTIC- CAT TACART COCCRAG - CCTAT—— ——ARATCTOS 253
DhCTA ——— - CATATTACTCATCTTTCIACTCCTCCATITIT TACTATT ARRRCACT 2SS
DherT T-—CTATCACT TAGATTCICTACACT TCCACCTCARRGCCCETACACCCEACACRATARGA 351
DhCTA ARCCTTTTRACCACATTCT TCCTCCTGAATCTSCTTCICCTGACACTECTAGR 215
DhoTT CATCCARCCCCETICTCARA T TARAT TCARARACTCACATTCCTARTATCEATTCECTTITITIT 411
DhCTA TCCR TT CTARCTTCTATACCEACCARCCTAN TTICGATITACTCTAC 375
DhorT ARCR AXTCTTCIT TARCSITC AATITATTICACACS 471
DhcTA ARCR TTTCITCATT: ATCCARCITCOCTCACTICATCCATACT 4235
DhorT CARARACACACATCCATCTACARRCCT TAATCAARTTAACTEATCCATACCATACT-TCEGA S30
DhCTA CRAARRCAGARACCCAG-——ARR ————TCACTIGARCEACCCA-ACCATCTICTCEGR 485
DhorT CTACTTTITTCAGRAATCCT TACATCAR-——ATAACTTACATCITICCIARRRS 587
DhCTA CTAC T TCAC T TC TRAATCARGAA TCCATCCACCARS TTATEACTC-——TTITCTCOCACCE 542
DhoTrT COCTATTCCARRAGACTT AT ATT TR TTARACTART €47
DhCTA TCCTACT CTACT AR TCAACCCTTACTCICSTCACACTTIACARSTCSTC €02
DheTrT TARCCATAARCATCAR AT TACTTATATICACATCCATICICT ICCTGRIGEACCTTTIC 706
DhcTA ATCCTACT-A ACTCCACTICATCICCCIICARGCTCTCR €61
DhoxrT ACCCCT T TRAC TCAC AR ACARCC TARACAC TTCECTICETICATCACCTCAATACARCACTA 766
DhcTA ARICCTTY ACCARCARCCRC TCCCACCTIC-CARICCAGATITICCTCAR 720
DhorT —ACCATTTRATATCARRACAATTCCICCTCETARATTATCCATCATAI TCATITTATSTITCAR 225
DhCTA A CACT IE T TCARACARA T TCOCARCEC TARTCCCOCATCCTEEACTICTTACATCOCAR 780
DhorT ACCATCACACCTARACARCCTCARGARTITCETTATTICTATCARIGATTITARCARARCTA 885
DRCTA A AT CACT CARCRAAC ARG S T A ARCOCACCATICTCOS TSI TOCACTIARCCRACSTS 240
DhoxrT TCOCC TCAC AR ACAA T TCCCAT TAACARACTITCCCCCCATCCTITTACATARCAATCCS 545
DhCTA TCOCCACI T ARCEA T TACCCAR TEACARCATTCCC TARKT TACTCTTCAACCARARCCCA SO0
DhorT CTARATTACCACCATCAM T TCAACARXI TOCCTT T TCACCTCCI CATTITACTIOCCOGR. 1005
DRCTR AR ACTACTTTCCCCARAT TCACCARCCTCCATITCS. TCCTTAC SE0
DhoxrT AT TCARATGA CTITTACAATCTIC CTCTTA TACACKT 10
DhCTA ATCCAR TCTCCTGATOCR TCCARTCARGATTAXITCTCITACCCTGATACACRS 1020
DhorT 112s
DhoTA 1077
DhorT 1ies
DhoTA 1122
DnoTT 1z88
DncTA 117e
DhoxT 1308
DhoTA 1206
DnorT 1388
DncTA 1zss
DhorT 1828
DhoTA 1zs3
DhorT 1ss2s
DhoTA 1236
DhorT 1sss
DncTA 1372
DhorT 1eo0s
DhoTA 1822
DnoTrT 1ees
DncTA — 1a=2
DhorT

DhoTA

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de los genes Dhctal y Dhctt1 que codifican para las catalasas de
Debaryomyces hansenii.
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Para el alineamiento de las secuencias de los genes se uso el programa ClustalW 2.1. Este
programa alinea dos 0 mas secuencias para identificar su tamafio, las regiones que se encuentran
conservadas, sitios con deleciones o sustituciones, espacios y similitud entre las secuencias para
deducir relaciones evolutivas o usar la informacidn con otros propdsitos. En este caso, al alimentar al
programa con la secuencia de los genes y alinearlos se corrobor6 su tamarfio, 1,458 pares de bases
para Dhcta1y 1,674 pares de bases para Dhctt1, y se obtuvo que la mayor variabilidad entre los dos

genes se encontraba en el extremo carboxilo terminal, como se muestra en la figura 13.

DISENO DE PRIMERS

Sobre la region con mayor variabilidad entre los genes Dhctal y Dhctt1 (regidn carboxilo
terminal), se disefid una pareja de primers (sentido “F”, forward y antisentido “R”, reverse), tomando
en cuenta el tamafio recomendado (entre 20 y 25 pares de bases), contenido de citocina y guanina
(C-G rango 20 - 80%) y que la temperatura de alineamiento (mayor a 55°C) fuera muy parecida
entre cada par de primers, el tamafio de los amplicones no debian superar los 200 pares de bases
para evitar la formacion de estructuras secundarias en las muestra de nRNA, ya que el equipo es
muy sensible.

Para la amplificacion del gen de referencia Dh26S ya se contaba con los primers, sélo se
analizaron para determinar temperatura de alineamiento y tamafio del amplicon, terminando con una
prueba de alineamiento especifico (Blastn”, en la pagina del NCBI) para la especie y gen. En

andlisis de los tres pares de primers se muestran en la figura 14.

AMPLIFICACION CON LOS PRIMERS EN DNA GENOMICO

Los primers disefiados para la amplificacion de cada gen Dhctat 'y Dhctt1, fueron probados
en DNA gendmico para validar si alineaban y amplificaban especificamente el segmento deseado.
Para obtener el DNA gendémico de D. hansenii, se dejo crecer a esta levadura en medio rico YPD a
28°C con agitacidén constante para realizar posteriormente la extraccidn del material genético. La
prueba de amplificacion de los genes se llevd a cabo en PCR de punto final considerando la Tw
Optima para alineamiento y amplificacion; finalmente se realizd una electroforesis en un gel de

agarosa al 2.5% (figura 15).
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Especificaciones de los primers para Dhctt1.
1. Dhcttl Primer pair 2

Sequence (5'->3') Strand on template Length Start Stop Tm GC%
Forward primer TATGGTGCCCAAACGGCAGGC Plus 21 85 105 59.98 61.90%
Reverse primer GCCTGGGGATTGTAATGGACGGG Minus 23 282 260 59.31 60.87%

Product length 198

>XM_457656.1 Debaryomyces hansenii CBS767 DEHA2B16214p (DEHA2B16214g) mRNA, complete cds
product length = 198

Forward primer 1 TATGGTGCCCAAACGGCAGGC 21

Template 85 e 105
Reverse primer 1 GCCTGGGGATTGTAATGGACGGG 23
Template 282 e 260

Especificaciones de los primers para Dhcta1.
2. DhCTA1 Primer pair 1

Sequence (5'->3') Strand on template Length Start Stop Tm GC%
Forward primer CCAACGGATGTCCAATCCCAGAACC Plus 25 23 47 59.55 56.00%
Reverse primer CCAGATCCCTTGGCGTGCACA Minus 21 173 153 59.38 61.90%

Product length 151

>XM_460824.1 Debaryomyces hansenii CBS767 DEHA2F10582p (DEHA2F10582g) mRNA, complete cds
product length = 151

Forward primer 1 CCAACGGATGTCCAATCCCAGAACC 25

Template 23 e a7

Reverse primer 1 CCAGATCCCTTGGCGTGCACA 21

Template 173 e, 153

Especificaciones del primer Dh26S RNA.
3. Dh26S Primer

Sequence (5'->3')
Forward primer CGTCCCTGCCCTTTGTACAC
Reverse primer GCCTCACTSSGCCSTTCAATCG

Figura 14. Disefio de los tres pares de primers. Se muestran caracteristicas de cada uno de los primers, tanto de los

genes Dhctat y Dhctt1, como del gen de referencia Dh26S. Los primers cumplen con los requerimientos necesarios
para su uso en gPCR.

Marcador de 200 pb

Marcador de 100 pb

Figura 15. Prueba de amplificacion de primers con DNA gendmico de Debaryomyces hansenii. En el carril 1,
marcador de peso molecular, 100 pb es la marca mas baja y la banda inmediata corresponde a 200 pb. En los carriles 2
y 3 se aprecia el amplicon de Dhctt1 de 198 pb, en los carriles 4 y 5, el amplicon correspondiente a Dhcta de 151 pb.
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OBTENCION DEL RNA TOTAL

Una vez probado que los primers eran especificos, se prosiguid con el crecimiento de D.
hansenii en los cuatro medios para realizar la extraccién de RNA total mediante el método descrito
en la metodologia cuando la levadura se encontraba en fase estacionaria. Para verificar la integridad
y calidad del RNA, se realiz6 una electroforesis, que se muestra en la figura 16.

Figura 16. Electroforesis de RNA total de D. hansenii crecida en glucosa o etanol y presencia o ausencia de
NaCl. Se observan las dos principales subunidades ribosomales, Dh26S y Dh18S; en los carriles 1 y 6, RNA de D.
hansenii crecida en YPD; carriles 2 y 7, YPD+NaCl; carriles 3 y 8, YPEtOH; carriles 4 y 9, YPEtOH+NaCl.

SINTESIS DE cDNA.

Con el fin de realizar una prueba de amplificacion con los primers, se sintetiz6 DNA
complementario (cDNA) a partir de los RNAs extraidos de los cuatro cultivos. La sintesis de cDNA es
una reaccion en donde se usa un templado de MRNA maduro para sintetizar una cadena sencilla de
DNA vy a partir de ella una segunda complementaria utilizando una transcriptasa reversa bajo
condiciones controladas, ya que es una metodologia “in vivo”.

Una vez que termind la reaccion de retrotranscripcion las muestras se limpiaron de
impurezas proteicas y restos de RNA con lavados de fenol-cloroformo-isoamilico (PCl, 25:24:1) y se
llevo a cabo la reaccién de PCR punto final con las concentraciones de reactivos y muestras, asi
como las temperaturas antes estandarizadas. A cada tubo se le afadieron los cuatro primers

correspondientes a los dos genes, para su deteccion en una reaccion multiple (figura 17).
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1 23 45 6 789 1011 12 13

Marcader de W00pd

Narsader de 100 pb

Figura 17. Amplificaciéon de cDNAs por PCR de punto final. En los carriles 3 al 12 se pueden observar dos bandas, la
mas baja de 151 pb corresponde a Dhctal y la banda de arriba de 198 pb corresponde al gen Dhctt1. En los carriles 1y
13 los marcadores de peso molecular, la banda mas baja es de 100 pb, la banda inmediata superior es de 200 pb. El
carril 2 tiene el control negativo, sin haber agregado cDNA. Los carriles 3 al 8 corresponden al cDNA de doble cadena,
los carriles 9 al 12 son cDNA de cadena sencilla. La diferencia entre cada uno de los carriles es el medio en el que
fueron crecidas las células: en los carriles 5 y 9 se encuentran las muestras de ¢cDNA en YPD; los carriles 2, 6 y 10
corresponden a YPD+NaCl; en 3, 7 y 11 al medio YPEtOH; los carriles 4, 8 y 12 corresponden a YPEtOH+NaCl.

RETROTRANSCRIPCION Y AMPLIFICACION EN RT-qPCR.

El equipo usado para la reaccion de PCR en tiempo real requiere nRNA como sustrato, ya
que trabaja con una enzima de retrotranscripcion que realiza la reaccion de sintesis de ¢cDNA y
después amplifica en un solo paso, para ello, se necesito tratar a las muestras de RNA con DNAsa
para eliminar cualquier contaminacién por DNA presente. Hubo que realizar pruebas de
estandarizacion, ya que esta técnica y el equipo son muy sensibles y los datos obtenidos podian no
ser muy precisos; cabe destacar que la mezcla de reaccion ya contiene el fluoréforo, dNTP's,
enzima y buffer con Mg necesarios para que se lleve a cabo la reaccién. El fluoréforo SYBR GREEN
funciona al ser excitado por luz azul (Amax = 488nm) emitiendo como respuesta luz verde (Amax=
522nm); este es conocido como fluoréforo inespecifico, ya que se une sin distincion a segmentos de
DNA de doble cadena, pero tiene la ventaja de usar primers para efectuar la amplificacién de
segmentos especificos, debido a ello es detectable la generacion exponencial del amplicon de
interés. El uso de genes de referencia o housekeeping para realizar la cuantificacion de la expresion
del mRNA sirve para corregir la variacion no especifica entre la cantidad y calidad del RNA
empleado, ya que estos parametros pueden afectar las eficiencias de la retrotranscripcion. Se busca
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que el gen de referencia sea lo mas estable posible ya que a partir de él se calculara el nivel de
producto obtenido en cualquier momento de la amplificacion mediante la sefial de fluorescencia
basada en un umbral determinado.

Las reacciones fueron hechas individualmente, un juego de primers (sentido y antisentido) a

la vez.

Figura 18. Amplificacion de los genes Dhctal y Dhctt1 y el gen de referencia Dh26S.

Debido a que se realiz6 una estandarizacion de los tres genes, incluyendo concentraciones
de primers, temperatura de alineamiento y nimero de ciclos, fue posible usar un mismo programa de
corrida para los tres genes, la imagen se muestra en la figura 18. En la grafica se pueden apreciar
tres grupos de amplificaciones. El primero, entre los ciclos 16 al 20, corresponden a Dh26S, entre los
ciclos 20 al 24 se amplifico el transcrito de Dhcta1 y Dhctt1 se amplifico a partir del ciclo 25.

Las amplificaciones muy tempranas se relacionan directamente con una mayor cantidad del
transcrito del gen Dhcta1 (debido a que la PCR es una reaccion exponencial se aumenta de manera
significativa la cantidad de moléculas de cDNA recién sintetizadas, es por ello que en los ensayos de
gPCR en donde hay mas concentracion de estas moléculas se rebasa primero el umbral basal de
fluorescencia), asi a diferencia del gen Dhctt1 que amplifica ciclos mas tarde, implicando que existe
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menor numero de estos transcritos, esto es consistente no importando las diferentes condiciones de

cultivo.

AMPLIFICACION DEL GEN DE REFERENCIA, Dh26S.

Generalmente, los genes de referencia son amplificados antes que los genes problema y
son muy estables, por ello los ensayos se realizaron en el mismo momento y bajo las mismas

condiciones ambientales.

Figura 19. Amplificacion del gen de referencia (housekeeping) Dh26S.

Como se indicé anteriormente, el gen Dh26S se us6 como referencia ya que por tratarse de
un gen ribosomal la probabilidad de que los niveles de este transcrito se vieran afectados por las
diferentes condiciones en que se crecié a la levadura D. hansenii eran muy pocas en comparacion
con otros genes de citoesqueleto o algunos otros implicados en el metabolismo. EI Dh26S inici6 la
amplificacion en el ciclo 16 aproximadamente (antes que cualquiera de los otros dos genes),
variando segun la muestra que se estaba amplificando, es decir, YPD o YPEtOH con y sin sal (figura
19). De manera consistente, se amplificaba primero el transcrito proveniente del cultivo en YPD,
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después el de YPEtOH, luego el de YPD+0.06M de NaCl y finalmente el de YPEtOH+0.6M de NaCl.
Como se discute mas adelante, por tratarse de un gen cuya expresion suponiamos constitutiva,
creemos que la integridad del RNA estd comprometida en el medio de cultivo que contiene EtOH

como fuente de carbono.

AMPLIFICACION DEL GEN Dhcta1.

Fluorescence

Figura 20. Amplificacion del gen Dhcta1.

En el caso de Dhctal, la amplificacion inicié en el ciclo 20; en la escala de fluorescencia
presenta un umbral méaximo de 35. Estos datos son importantes para llevar a cabo la cuantificacion
comparativa de los transcritos (figura 20). La amplificacion fue més temprana para el transcrito que
provenia del medio YPD, después la del medio YPEtOH, luego la de YPD+0.6M de NaCl y la méas
tardia, sugiriendo una cantidad menor de transcrito, la que provenia de YPEtOH+0.6M de NaCl.
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AMPLIFICACION DEL GEN Dhctt1.

Figura 21. Amplificacion del gen Dhctt1.

En este caso la amplificacion se muestra a partir del ciclo 24, con umbral de florescencia que
va desde 20 hasta mas de 40 dependiendo de la muestra que se estad amplificando (figura 21). El
primer transcrito en amplificar fue el de YPD+0.6M de NaCl, luego el de YPD, después el de
YPEtOH vy al final YPEtOH+0.6M de NaCl.

Las pendientes de la amplificacion de los tres genes son muy distintas, asi como el ciclo en
el que cada uno empez6 a amplificar y el maximo de fluorescencia alcanzado por gen y por muestra,
lo que se puede interpretar como un parametro de la expresién diferencial entre los dos transcritos

en los distintos medios.
CURVAS DE DISOCIACION (T.,) PARA Dh26S, Dhcta1 Y Dhctt1.
La Tm (melting temperature) o curva de disociacion de los amplicones, permite calcular la

temperatura de disociacion del fragmento deseado. Debido a su especificidad, permite discernir

entre productos inespecificos y dimerizaciones y el amplicon de interés.
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Figura 22. Curva de disociacion de los diferentes amplicones generados en la reaccion. Esta imagen muestra las
temperaturas de disociaciéon de los amplicones generados siendo consistentes con los datos previos del tamafio
esperado para la amplificacién de cada gen. En el eje de la X se encuentra la Tm, de los tres amplicones y en el eje de las
Y una escala a la cual se pierde la fluorescencia por la desnaturalizacion de las ebras de cDNA.

El tamafio promedio de los amplicones de cada gen es consistente con la temperatura de
disociacion, ya que el fragmento mas pequefio coresponde a Dhcta1 con 151 pares de bases y una
Tw de 80.35 °C, Dhctt1 tiene 198 pares de bases y una Tu de 82.27 °C, y Dh26S una Tu de 83.8 °C
por tratarse de un fragmento mas grande (figura 22). Esto demuestra que los datos obtenidos son
realmente los fragmentos deseados y no se trata de la formacion de dimeros por el exceso de
primers, formacién de estructuras secundarias en las muestras de RNA, amplificaciones por

contaminacion de DNA ni amplificaciones inespecificas cuando se llevé a cabo la reaccion.

El analisis individual de los datos de Tu de cada amplicon en cada uno de los medios mostrd
que para Dhcta1 en medio YPD aparentemente tiene un amplicon de mayor tamafio; su Tu promedio
es de 80.5°C. En orden descendiente le sigue el medio correspondiente a YPEtOH con 80.40°C, el
amplicon de los medios YPD+NaCl y YPEtOH+NaCl con 80.35 °C. En el caso de Dhctt1 se necesit6
mayor temperatura en el medio YPD con 82.50 °C, posteriormente el medio YPEtOH con 82.40 °C,
finalmente los medios YPD+NaCl y YPEtOH+ NaCl con 82.35 °C.
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El gen de referencia Dh26S mostrd un amplicon mayor comparado con los otros dos genes,
asimismo se observé que el mas grande de sus amplicones fue el del medio YPD con 84.4 °C, le
siguieron YPD+NaCl y YPEtOH con 84.35 °C y finalmente YPOH+NaCl con 83.5 °C.

CUANTIFICACION RELATIVA

El analisis de cuantificacion relativa se realizd por el método de la 2-22Ct esta técnica se
utiliza para obtener la magnitud en los cambios de los niveles de expresion de uno 0 mas genes en
estudio comparandolos con uno 0 mas genes de referencia (Pfaffl, 2004). El célculo de la expresidn
relativa se basa en la comparacion de los valores de Ct y se aplica para una estimacion rapida de la
proporcidn relativa de la expresion genética en estudio (Pfaffl, 2001).

Para realizar la cuantificacion relativa, se llevd a cabo una normalizaciéon con el gen de
referencia y posteriormente se consideré como medio estandar de crecimiento al medio rico YPD;
asi pues, la cantidad de transcrito encontrada de los dos genes en estudio, Dhcta1 y Dhcct1 en esta
condicion fueron considerados como la cantidad normal para realizar la comparacion con las otras
tres condiciones de cultivo.

Los datos mostrados en la siguiente figura (figura 23) se obtuvieron al promediar las dobles
deltas (2-24%) de los transcritos en cada condicidn de crecimiento, estas deltas se obtuvieron de tres
eventos independientes de amplificacion con tres triplicados de cada evento.

4

Dhctal Dhcttl

5
YPD/YPD 1 1 &
s B Dhcttt
YPD/YPD+NaCl 0.397 3.176 "
g
YPD/YPEtOH 0.371  0.876 "

YPD/YPEtOH+NaCl 0.124 0.222

Figura 23. Cuantificacion relativa de los transcritos Dhcta1 y Dhctt1. (Tabla 2)
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La tabla anterior muestra que el transcrito codificante para la enzima catalasa A tiene mayor
presencia solo en el medio YPD, esta se ve disminuida en los deméas medios especialmente en el
que contiene etanol y sal (YPEtOH+NaCl); en los medios YPD+NaCl y YPEtOH se mantiene un nivel
de transcrito similar. Con respecto al transcrito de Dhctt1 solo se ve aumento de este en el medio
YPD+NaCl, de manera que los niveles mas altos de este transcrito se presentan en los medios que
contienen glucosa como fuente de carbono; en el medio que contiene etanol el transcrito es similar al
del medio considerado estandar YPD y en YPEtOH+NaCl la disminucion fue considerable; cabe
mencionar que ambos transcritos sufrieron una disminucion equiparable y considerable de sus

niveles cuando la levadura fue crecida en medio de etanol con sal (YPEtOH+NaCl).

CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO EN LOS CULTIVOS DE Debaryomyces hansenii

Se determind la cantidad de peréxido de hidrogeno y anidn superoxido en la fase
estacionaria de crecimiento de Debaryomyces hansenii y Saccharomyces cerevisiae para comparar
entre estas dos especies de levaduras la cantidad de radicales que se generan cuando son
sometidas a diferentes condiciones de estrés durante su crecimiento; al mismo tiempo sirve para
correlacionar los datos obtenidos en la cuantificacién de tiempo real, proporcionando informacion
sobre la actividad enzimatica llevada a cabo por las dos levaduras bajo diferentes condiciones.

Para ello se usaron dos tipos de marcaje fluorescentes especificos, la DCFH-DA
(dihidrodiclofluorosceina), que presenta fluorescencia verde que reacciona a longitud de onda de
488 nm y el DHE (dihidroetidio), que absorbe a 530 nm, mostrando fluorescencia inicial azul que al
oxidarse a etidio la presenta en color rojo.

La DCFH-DA no es capaz de reaccionar directamente con el radical superéxido (O2), pero
reacciona con el peroxido de hidrégeno (H202) en presencia de peroxidasa, citocromo C o iones de
Fe2* como los que poseen las catalasas en sus grupos hemo. En cambio el DHE, a diferencia de la
DCFH-DA, es capaz de reaccionar directamente con los radicales superdxido (O2-). A continuacion
se presentan una serie de graficas de D. hanseniiy S. cerevisiae que muestran los datos obtenidos
de los ensayos para detectar la cantidad de radicales libres de oxigeno, perdxido de hidrégeno y

anion superdxido intracelular (figura 24, 25 y 26):
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Normalizacion
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Figura 24. Normalizacion de los datos obtenidos por citometria para D. hansenii en fase estacionaria en cuatro
medios diferentes. La DCFH-DA es un marcador que reacciona ante el radical peroxido de hidrégeno; el DHE se oxida
al estar en contacto con anién superdxido.
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Figura 25. Normalizacién de datos obtenidos por citometria para S. cerevisiae en fase estacionaria en cuatro
medios de cultivo. La DCFH-DA es un marcador que reacciona ante el radical peroxido de hidrégeno; el DHE se oxida

al estar en contacto con anién superdxido.
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Normalizaciéon
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B) MEDIO
Cepa
YPD YPD+NaCl YPEtOH YPEtOH+NaCl
Fluoréforo DHE DCFH | DHE | DCFH | DHE DCFH | DHE DCFH
D. hansenii 1 1 0.667 | 1.820 | 2.910 | 2594 | 5.037 | 3.088
S. cerevisiae | 1 1 1.096 | 2 1.355 | 5.42 2.892 | 31

Figura 26. Grafica de la comparacion de los datos normalizados de D. hansenii y S. cerevisiae; en la tabla de
abajo se muestran los datos de fluorescencia obtenidos para perdxido de hidrégeno (H202) y anién superéxido
(O2-). Tabla 3.

ANALISIS DE COMPLEJIDAD Y TAMANO CELULAR

El parametro “complejidad celular” se mide en funcion de la dispersion de la luz; pues al
interaccionar el haz de luz con particulas de tamafio significativo, produce un cambio de direccion
(desviacion del haz de luz). Las caracteristicas morfoldgicas de la célula que determinan la

dispersion son el tamafio celular, membrana, nucleo, organelos, proteinas y material granular.

73



Se realizaron varios ensayos midiendo tamafio y complejidad celular de D. hansenii y S.
cerevisiae cultivadas en los medios YPD, YPD+NaCl, YPEtOH y YPEtOH+NaCl; con los datos
registrados para estos dos pardmetros se calcul6 la media y analizaron por separado; es importante
mencionar que los valores de las escalas mostradas en las graficas de tamafio y complejidad celular
son unidades relativas utilizadas por el equipo a partir del cual se realiza una comparacion con los

grupos experimentales.

En la figura 27 se observa la respuesta que tuvieron las células de las dos especies de
levadura ante las diferentes condiciones osméticas (con y sin NaCl) y las fuentes de carbono:
fermentable (glucosa) y no fermentable (etanol).

Con respecto a los datos datos de distribucidn de tamafio y complejidad celular, resulta
importante mencionar que las células de D. hansenii crecidas en cualquiera de los cuatro medios
son mas pequefas que las de S. cerevisiae en las mismas condiciones, sin embargo un fenomeno
que se aprecié en ambas levaduras fue que redujeron su tamafio considerablemente cuando se

cultivaron en medio con etanol como fuente de carbono con y sin sal (YPEtOH y YPEtOH+NaCl).

Debaryomyces hansenii en YPD Saccharomyces cerevisiae en YPD
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Debarvomvces hansenii en YPD+NaCl.
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Figura 27. Gréficos de tamafio y complejidad celular de D. hansenii y S. cerevisiae crecidas en cuatro medios
diferentes (YPD, YPD+NaCl, YPEtOH y YPEtOH+NaCl). En la columna de la izquierda se encuentran las gréficas
correspondientes a D. hansenii, en la derecha a S. cerevisiae. En el eje de las X se encuentra una escala de tamafio

celulary en el eje de las Y otra escala de complejidad celular.
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Tamaiio celular (FSC)

En la tabla 4 se muestran los valores numéricos promediados de los parametros de tamafio

y complejidad celular de las dos especies de levaduras, D. hanseniiy S. cerevisiae:

TABLA 4. Debaryomyces hansenii Saccharomyces cerevisiae

YPD | YPD+NaCl | YPEtOH | YPEtOH+NaCl | YPD | YPD+NaCl | YPEtOH | YPEtOH+NaCl
Tamaiio 478.5 | 466 434 423 503.5 | 523.5 466 511.47
Complejidad | 845.4 | 697 836.5 808.5 834 | 9335 764 901.5

FSC

Tabla 4. Valores de complejidad y tamafio celular para D. hansenii y S. cerevisiae.

Para el resultado anterior se calculé la media de los datos obtenidos de los tres ensayos

elaborados por triplicado en cada uno de los medios en que fueron crecidas las dos especies de

levaduras, D. hanseniiy S. cerevisiae. Los gréficos muestran la relacién tamafio-complejidad celular.

Asimismo, se realizé una prueba de Tukey a los datos de cada especie de levadura para determinar

si existe una diferencia significativa entre las células de los cuatro medios, utilizando todos los pares

de medias posibles y comparandolas entre si. Esta prueba se basa en un rango de distribucién “q”

studentizada para identificar cuando la diferencia entre dos medias es mayor que el error estandar y

por lo tanto existen diferencias entre un grupo de células y otro.

En la figura 28 se muestra la grafica de caja y bigotes del tamafio celular obtenida mediante

la prueba de Tukey para D. hanseniiy S. cerevisiae respectivamente, en donde se cotejé el tamafio

de las células cultivadas en YPD en contraste con los otros tres medios, YPD+NaCl, YPEtOH y
YPEtOH+NaCl.
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Tamaiio celular (FSC)

FSC

Saccharomyces cerevisiae

Categ. Box & Whisker Plot: FSC
560

Tukey HSD test; Variable: FSC
Marked differences are significant at p <.05000
0 {1} {2} {3} {4}
LEVA M=503.50 | M=523.50 M=466.00 M=511.47
520 YPD {1} 0.708695 0.253610 0.971416
YPD NaCl{2} 0.708695 0.056662 0.912081
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Figura 28. Graficas comparativas del tamafio celular, cuando las dos especies de levaduras fueron cultivadas en
las cuatro condiciones diferentes (YPD, YPD+NaCl, YPEtOH y YPEtOH+NaCl). Al lado de las gréficas se muestran
los resultados de la prueba de Tukey; en color rojo se encuentran los valores cuando el cambio de tamafio tiene
significancia estadistica.

Mediante las graficas de la figura 28 se muestra que las células de D. hansenii, cuando son
crecidas en medio YPD, son células de gran tamafio. El crecerlas en medio YPD+NaCl ocasion6 que
su tamafio se redujera aproximadamente un 3% y al comparar el tamafio de las células crecidas en
YPEtOH y YPEtOH+NaCl se obtuvo que entre estas dos condiciones no hay diferencia de tamario;
sin embargo, comparadas con el medio ideal (YPD) se obtuvo que redujeron su tamafio en mas del

26%. Cabe destacar que estos cambios en el tamafio de las células tienen significancia estadistica.

Para el caso de S. cerevisiae se observd que las células de mayor tamafio son las crecidas
en medio YPD+NaCl, siguiendo las crecidas en YPEtOH+NaCl con una difrerencia en tamario del
2.3%, después el medio YPD con una diferencia de 3.8% y las células que fueron mas pequefias
fueron las cultivadas en etanol, ya que redujeron su tamafo aproximadamente 11%; sin embargo

estos cambios no tienen significancia estadistica.

En la figura 29 se presentan las graficas de complejidad celular para las dos levaduras,

también se realizé una prueba de Tukey para determinar si existian diferencias significativas.
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Figura 29. Graficas comparativas de la complejidad celular cuando las dos especies de levaduras fueron
cultivadas en las cuatro condiciones diferentes (YPD, YPD+NaCl, YPEtOH y YPEtOH+NaCl).

La cantidad de organelos y particulas que forman parte del parametro complejidad celular en

D. hansenii son mas abundantes cuando crece en medio YPD, seguido por las células que crecieron

en medio con YPEtOH, luego YPEtOH+NaCl y finalmente YPD+NaCl; esto esimportante, ya que

sugiere que las células crecidas en los medios que contenian sal no son mas complejas que las

crecidas en el medio que no la tiene; sin embargo, en muchos organismos el despliegue de la

maquinaria “anti-estrés” encargada de contender con cambios en la osmolaridad o particulas
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resultantes de cambios en la osmolaridad, se elevan cuando la salinidad del medio aumenta en
comparacion con el medio ideal y en esta levadura no se observa este fenomeno.

En el caso de S. cerevisiae, la mayor complejidad se presenta en las células crecidas en
medio YPD+NaCl, siguiendo las crecidas en YPEtOH+NaCl, en tercer lugar las de los medios YPD y
por ultimo las células crecidas en YPEtOH; este comportamiento es diferente al que presenta D.
hansenii ya que parece ser que S. cerevisiae tiene una mejor adaptacion al etanol que a la sal, en

cambio D. hansenii se adapta mejor a la sal que al etanol.
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VIIL. DISCUSION

La secuencia de Debaryomyces hansenii CBS 767 esta disponible en la pagina WEB del
Consorcio de Genolevures (Sherman, et al, 2009). Las secuencias de DNA que codificarian a las
catalasas de D. hansenii fueron recuperadas por su similitud con las de Saccharomyces cerevisiae.
Las dos secuencias obtenidas fueron alineadas; asi al alineamiento fue posible determinar qué
region en las secuencias de estos dos genes presentaba mayor variabilidad, encontrando que esto
ocurria en la regidn carboxilo terminal, la cual se utilizé para el disefio de los primers; en la figura 13
se muestran las secuencias alineadas y en la figura 14 se muestran los primers disefiados, tomando
en cuenta que fueran los adecuados para su utilizacion en RT-qPCR; para el gen Dhcta1 el primer
forward se alined en la base numero 23 y el reverse en la base 173, para Dhctt1 el primer forward
alineaba en la base 85 y el reverse en 282, generando amplicones de 151 y 198 bases

respectivamente.

La prueba de PCR de punto final se realizd para probar si en todo el genoma de D. hansenii
podrian alinearse los primers o solo en los genes que codifican a las proteinas catalasas, figura 15;

de esta manera obtuve que sé6lo amplificaron en estas secuencias, demostrando su especificidad.

La cuantificacion de los transcritos se hizo a partir de RNA total de las células; debido a ello,
este material debe ser de buena calidad, por lo que realicé dos pruebas, una electroforesis para
visualizar su integridad (figura 16) y la sintesis de cDNA de cadena sencilla y doble, para después
amplificar los dos genes de manera correcta (figura 17).

La retrotranscripcion de los genes es uno de los pasos mas importantes, ya que se deben
estandarizar todas las condiciones que puedan variar los resultados, las cuestiones a considerar
son: la cantidad de muestra (RNA), la contaminacion con DNA y proteinas, las concentraciones de

los primers y reactivos.

En general, en los resultados crudos se observa que los transcritos de Dhctal son mas
abundantes que los de Dhctt1; especificamente, en la cuantificacion relativa de los transcritos, se
obtuvo que Dhcta1 esta presente en los cuatro medios, siendo mas abundante en YPD, mientras
que la transcripcion de este gen en YPEtOH+NaCl disminuye una décima parte en comparacion con
la cantidad de transcrito en el primer medio. Por otro lado, la transcripcién de Dhctt1 parece estar
regulada no solo por la fuente de carbono, sino también por la sal, porque en los medios que
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contenian glucosa se observo la mayor cantidad de transcrito y en el medio YPD+NaCl se presento6
un incremento de 3.176 veces con respecto al normalizado (YPD). En los medios que contenian
etanol como fuente de carbono, disminuy6 la presencia del transcrito, en especial en YPEtOH+NaCl;
en los dos medios se observd un fendomeno parecido, la transcripcion del gen tiende a disminuir su
nivel de expresion cuando la fuente de carbono es etanol y esta diminucion es mayor si se adiciona
NaCl.

Cabe mencionar que cuando se usa glucosa como fuente de carbono, las reacciones de
qPCR fueron consistentes y reproducibles; por el contrario, algo le ocurre a la transcripcion de los
genes en los medios que contienen etanol; de alguna manera este compuesto esta alterando a la
célula, ya que los transcritos de ambos genes se mostraron inestables, las eficiencias de reaccion
variaron en un mismo evento y entre los demas tripicados y el tamafio teérico de los amplicones

(Dhcta1 y Dhctt1) vario en algunos pares de bases.

Debido a que el etanol es una fuente precursora de radicales de oxigeno, la sal en los
medios con etanol adiciona una segunda agresion de tipo osmotica que podria explicar este efecto
sobre los transcritos; sin embargo, a diferencia de otras levaduras como Saccharomyces cerevisiae,
la maquinaria metabolica y antioxidante de Debaryomyces hansenii responde de manera mas eficaz
ante los cambios nutricionales, pero sobre todo osmoéticos, a los que es sometida durante su

crecimiento.

En pocas palabras, los niveles de expresién de los dos transcritos varian dependiendo del
medio en el que creci6 la levadura. La mayor presencia de Dhctt1 se encuentra en YPD+NaCl,
después YPD, luego etanol y finalmente etanol con sal. El transcrito de Dhctal tiene mayor
presencia en YPD, siguiendo YPD+NaCl, luego YPEtOH y finalmente YPEtOH+NaCl. Esto permite
suponer que la transcripcion de Dhctt1 esta influenciada no solo de la fuente de carbono, sino
también de la presencia de sal.

Dhcta1 codifica para una catalasa peroxisomica y se encargaria de mitigar el perdxido
producido por la beta oxidacion. La mayor transcripcion se presentd en medio YPD disminuyendo en
|las otras tres condiciones (YPD+NaCl—YPEtOH—YPEtOH+NaCl) (figura 23).
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Se determiné la cantidad de dos clases de ERO’s en la fase estacionaria de crecimiento
mediante citometria. Los resultados muestran que el radical mas abundante en Debaryomyces
hansenii es el anidén superdxido, marcado con dihidroetidio; los datos normalizados muestran una
magnitud de 1 para YPD, 0.66 en presencia de sal, 2.91 con etanol como fuente de carbono y 5.03
para YPEtOH+NaCl (figura 24).

En el caso del marcaje con DCFH-DA (H202), hay una disminucion bastante notable en la
cantidad de perdxido de hidrogeno presente en las células en comparacion con anion superoxido; de
igual manera, se observa aumento progresivo de este radical de acuerdo al medio del que se trate,
estos aumentos tienen la misma tendencia que los vistos con DHE, a excepcion del medio

YPD+NaCl, que en este caso sigue el mismo patrén de aumento (figura 24).

En el caso de S. cerevisiae se obtuvo mayor concentracion de perdxido de hidrégeno que
del anion superdxido (figura 25). Con respecto al perdxido, en orden ascendente esta el medio YPD
con una basal estandar, YPD+NaCl contiene el doble de radical, en etanol el contenido se elevo 4.5
veces mas que en YPD y finalmente en YPEtOH+NaCl es muy notorio el dafio a su maquinaria
enzimatica pues el contenido de perdxido en las células se elevd 30 veces. La cantidad basal del
anion superdxido en YPD se eleva ligeramente en YPD+NaCl y YPOH y se va al doble en
YPOH+NaCl.

Es interesante notar las diferencias entre las dos especies de levaduras, ya que este
fendmeno proporciona indicios del nivel de adaptacion, eficiencia y funcionalidad enzimatica para
contender contra las ERO’s, también hace notoria la plasticidad metabdlica para usar los nutrientes
como la fuente de carbono, nitrogeno y sales disponibles.

Al comparar los datos normalizados de S. cerevisiae con respecto a los de D. hansenii, se
puede apreciar mejor la diferencia en orden de magnitud de abundancia entre los dos distintos
radicales de oxigeno medidos en cada medio de cultivo en la misma fase de crecimiento (figura 26).
Mientras que para D. hansenii el mas abundante es el anion superdxido, para S. cerevisiae es el
peroxido de hidrogeno, este experimento refleja indirectamente el tipo de actividad enzimatica
llevado a cabo en cada levadura. La catalasa de cualquier organismo lleva a cabo la disociacion de
peroxido de hidrégeno (H202) en una molécula de agua (H20) y otra de oxigeno (O2), a ello se debe
la baja presencia del radical en las células; las dos catalasas (A y T) con que cuenta D. hansenii
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muestran ser mas eficientes que las de la levadura S. cerevisiae, o también podria estar indicando

que su presencia es menor, ya que su expresion y/o actividad puede estar méas regulada.

En el caso del anidn superdxido sucede lo contrario, es mas abundante en D. hansenii que
en S. cerevisiae no habiendo diferencia significativa entre el nivel basal y el mas elevado; las

enzimas superoxido dismutasas de S. cerevisiae podrian ser mas eficientes, o bien mas abundantes.

Relacionar la abundancia y tipo de radical de oxigeno presente en las células con la
cantidad, estabilidad y tipo de transcrito de catalasas de D. hansenii, permite postular que el bajo
contenido de perdxido en el citoplasma estaria asociado a la presencia del transcrito Dhctt1; al ser la
sal una agresion (en un medio rico con glucosa) induce mayor sintesis de este transcrito. Por otro
lado, el etanol disminuye la expresion del gen Dhctt1, de modo que la sefalizacion puede estarse
viendo afectada para iniciar la sintesis del gen Dhcct1, con mayor generacion de ERO’s en el
citoplasma, causando ademas la inestabilidad del transcrito. Asimismo, los transcritos en el medio
EtOH+NaCl parecen estar dafiados, pero quizé la proteina no, ya que en esta condicién hay una alta
cantidad de anion superéxido pero no de peroxido, es decir, la sal lo estabiliza, lo que no ocurre a

nivel de la transcripcion porque el transcrito se ve afectado en etanol con o sin sal.

En el caso del crecimiento con glucosa, la expresion del gen Dhctal disminuyé con
presencia de sal en el medio; en etanol con o sin sal, el transcrito parece estar dafiado al igual que el
de Dhctt1. Cabe destacar que la presencia del transcrito de Dhcta1 es mucho mas abundante en

cualquier condicion que la de Dhctt1.

Al referirme a transcritos inestables o dafiados, pretendo describir que el transcrito en
cuestion se amplifica con una menor eficiencia y genera fragmentos dos 6 tres bases mas pequefios
de lo que se esperaba, y esto ocurri6 también para la amplificacion de Dh26S, por lo que
tardiamente descubrimos que éste no era un buen gen de referencia. Por otro lado, los datos de
complejidad y tamario celular sugieren que otro conocido gen de referencia, como la actina, también
se moveria, por lo que sera necesario encontrar genes que realmente no cambien su expresion al

cultivar las levaduras en una fuente de carbono como etanol.
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Para hacer el analisis citométrico, cultivé S. cerevisie y D. hansenii en los cuatro medios
hasta fase estacionaria de crecimiento. Las células se cosecharon y resuspendieron en PBS y 1 ml

fue colocado en el tubo de ensaye.

Se analizaron los datos obtenidos de los ensayos para tamafio y complejidad celular con la
prueba de Tukey para las dos levaduras. El tamafio de las células y complejidad dependio
directamente del medio en el que se cultivo a la levadura; para Debaryomyces hansenii crecer en
medio que contenia glucosa la hizo tener un citoplasma notablemente mas grande que cuando
crecié en medios con etanol. Contener sal en los medios, ya sea en YPD o en YPEtOH también esta

influyendo en el volumen y la complejidad celular.

Las ceélulas de D. hansenii mas complejas fueron aquellas que crecieron en medio YPD, en
seguida las cultivadas en YPEOH, y al ultimo las crecidas con NaCl y las menos complejas fueron
las de YPD con sal, lo que sugiere que para D. hansenii la sal favorece su ciclo de vida. Por el
contrario, en S. cerevisiae la mayor complejidad se presento en las células que habian sido crecidas
en un medio que contenia sal, en este caso es consistente el mayor tamafio y la complejidad celular
que se presentan en el medio YPD+NaCl; las células menos complejas fueron las crecidas en el
medio YPEtOH, lo que confirma que el etanol no es un factor de estrés para estas células

facultativas.

El factor que induce a las células a ser menos complejas esta intimamente ligado con la
versatilidad del metabolismo para utilizar los nutrientes del medio. Para D. hansenii, cambiar la
fuente de carbono (glucosa por etanol) del medio provoca una mayor complejidad, que se asocia a
una condicion de estrés que pensamos que es oxidativo. En el caso de S. cerevisiae usar sal en el
medio tiene repercusiones directas, aumentando la complejidad y evidenciando asi el estrés
osmético. Para D. hansenii este parametro esta determinado por la fuente de carbono y contenido de
sal, el medio mas complejo es YPD, prosiguiendo el medio YPEtOH; los medios que contenian sal
disminuyeron este contenido, entonces D. hansenii crece mejor en medios que contienen glucosa
que en los de etanol y el contenido de sal (0.6M de NaCl) favorece este crecimiento, ya que la

granulosidad disminuye considerablemente en las células que fueron crecidas en estas condiciones.
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Comparando los resultados de complejidad y tamafio celular entre las dos levaduras, D.
hanseniiy S. cerevisiae presentan desarrollos y respuestas estructurales diferentes ante las mismas

condiciones de crecimiento como los nutrientes, salinidad, fuente de carbono y temperatura.

Para D. hansenii la fuente de carbono fue determinante en el tamafio celular; adicionar sal al
medio rico que contiene glucosa no provocd ningun cambio de este parametro, pero cambiar la
fuente de carbono redujo significativamente su tamario, independientemente de la presencia de
NaCl. En cambio, la sal si influy en el tamario de las células de la levadura de panadero; las células

de mayor tamario fueron las que crecieron con sal, tanto en glucosa como en etanol (figura 28).

Mediante el marcaje especifico de EROs se obtuvo el contenido del anién superoxido (O2°")
y el contenido del perdxido de hidrégeno (H20.), lo cual indirectamente refleja la actividad de las
catalasas. Los resultados del ensayo arrojaron que S. cerevisiae tiene mas peroxido de hidrégeno
que D. hansenii en todas las condiciones y el anién superdxido es mas abundante en cambio, en D.
hansenii; esto sugiere que el sistema de detoxificacion de ERO’s aqui analizado es mas eficiente en

D. hansenii que en S. cerevisiae.

Crecer en un medio distinto al ideal desencadena una respuesta celular para tratar de
adaptarse a las nuevas condiciones de crecimiento. Este despliegue incluye encender, apagar y
regular la expresion de genes necesarios para sobrevivir; otra consecuencia es aumentar la cantidad
de organelos y sus respectivas actividades dentro de la célula, lo que provoca también un aumento
en el contenido proteico, de iones, vacuolas, granulos, metabolitos, u otros, disueltos en el
citoplasma; al aumento o disminucion de este contenido se le conoce como complejidad celular y se

mide por la dispersion de un haz de luz que pasa a través de cada una de las células.
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IX. CONCLUSIONES

Con los estudios de cuantificacion en tiempo real de las muestras de nRNA se demostré que
existen variaciones para el gen Dhctal, al comparar los tres medios contra YPD se observa sélo
disminucion en el transcrito, pudiéndose explicar de alguna manera por su localizacién y funcion; la
catalasa A (Dhcta1), al ser peroxisomal, esta unicamente ligada directamente al funcionamiento de

este organelo y no al funcionamiento de las otras rutas metabdlicas.

Se observan cambios en la expresion de Dhctal cuando es crecida en medio YPD o
YPEtOH, sugiriendo que el promotor o factores de transcripcion que inducen o reprimen la
transcripcion del gen, son afectados por estas distintas fuentes de carbono (etanol o glucosa),
posiblemente por la forma en que se metabolizan; y la generacion de ERO’s concomitante resultado
de esta accion, serd mitigada mayormente por Dhctt1, que es citoplasmica. La cantidad de
transcritos también se ve afectada por la concentracion de sal, sin embargo, se puede postular que
D. hansenii crece mejor en medios ricos en sal ya que es eurihalina y debe tener un sin numero de

adaptaciones que le permiten crecer en altos niveles de NaCl.

En el caso de Dhcttl si se encuentran variaciones que aumentan el transcrito
considerablemente, dependiendo de la presencia o ausencia de sal. Considerando la transcripcion
del gen Dhctt1 como nivel basal en medio YPD, hay un incremento de 3.17 veces (en el momento de
rebasar el umbral Ct) cuando se afiade sal (NaCl), sugiriendo que la sal de alguna manera esta
provocando la formacion de ERO’s y posteriormente la transcripcion o activacion del gen Dhctt1. Es
curioso y vale la pena mencionar, que cuando la levadura es crecida en YPEtOH+NaCl, el transcrito
de Dhctt1 disminuye, lo que podria hacer pensar que la sal es un factor de estrés; sin embargo, el

verdadero aumento de ERO’s se observa con etanol y la adicion de sal evidencia este dafio.

El ensayo para medir ERO’s concuerda bien con los resultados obtenidos por Segal y cols.
(2011), porque Dhctt1 responde a la presencia de peroxido extracelular, ya que es una proteina
citoplasmatica y contiende con el estrés salino, mientras que Dhctal se encuentra confinada al

peroxisoma y su respuesta es menor.
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Finalmente, es importante resaltar la diferente capacidad que presentaron las dos levaduras
para metabolizar el peroxido de hidrégeno; notablemente D. hansenii contiende mejor con este
radical que S. cerevisiae bajo cualquier fuente de carbono, con y sin sal; sin embargo, S. cerevisiae
presenta una mayor actividad por parte de la SOD comparada con D. hansenii, lo cual sienta las
bases para realizar un estudio mas detallado acerca de su maquinaria anti-estrés. Ademas, la
complejidad celular en las dos especies de levaduras es diferente, ya que el estrés es mitigado de
forma distinta en las dos levaduras, hecho que se ve reflejado en el desarrollo de las células. Para
concluir, puedo postular que Dhcta1 de D. hansenii no esta regulada por la presencia de peroxido de
hidrogeno en el citoplasma, ya que su expresion en YPEtOH y YPEtOH+NaCl, que son las
condiciones en donde hay mayor cantidad de perdxido, bajé considerablemente; en cambio, Dhctt1
esta regulada por la presencia de sal en el medio: la alta presencia de este transcrito se encuentra
asociada a una mediana cantidad de peroxido y a la baja complejidad celular, ya que podria ser que
en esta condicion no hay tantos organelos, proteinas, vesiculas, etc., por que la proteina catalasa
tiene una alta actividad en esta condicion, ademas el tamafio de las células también depende

directamente de la fuente de carbono.
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