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1. RESUMEN

La levadura marina Debaromyces hansenii constituye una valiosa herramienta como
modelo cientifico dada su resistencia a concentraciones extremas de sal. En la presente
investigacion abordamos el analisis de expresion del genoma completo de esta levadura
mediante la tecnologia de microarreglos con el objetivo de identificar genes involucrados
en la respuesta transcripcional al estrés osmotico. Para este propdsito se examinaron los
genes diferencialmente expresados en tres tiempos puntuales (0.5 h, 3 h, y 6 h) después
que la cepa de D. hansenii CBS767 fue expuesta a NaCl 2M. De los 6,320 genes que
comprenden el genoma estudiado, 109 (1.72%) mostraron diferencias significativas en su
nivel de expresion, 65 de los cuales, lo incrementaron al menos 3 veces respecto al nivel
basal después del tratamiento con sal, mientras que los otros 44 disminuyeron su
expresion. Todos los genes diferencialmente expresados se agruparon de acuerdo a sus
funciones a fin de identificar los procesos celulares alterados en respuesta al estrés
osmotico. Se encontrd que poco mas de la mitad de los genes que aumentan su expresion
al exponerse a las altas concentraciones de NaCl, estan relacionados a la sintesis de
proteinas ribosomales, por lo cual es muy posible que el mecanismo regulador de
traduccion tenga una funcion importante en la respuesta a la osmoregulacion de D.
hansenii. Se realizaron estudios de validaciéon para los genes ENA1 y HWPI
seleccionados en base a su documentada tolerancia al Sodio y a la destacada expresion
génica, respectivamente, utilizando la metodologia de PCR en tiempo real, donde se
confirmaron los mismos patrones de expresion obtenidos mediante la tecnologia de
microarreglos. Los resultados obtenidos apoyan la nocion de que D. hansenii esta
preadaptada para sobrevivir en ambientes de extrema salinidad en base a la revelacion de
que solo un limitado niimero de genes se expresaron diferencialmente en su genoma
como una respuesta al estrés osmotico. El presente, es el primer estudio de su clase en D.
hansenii que provee la base para conocer el proceso de osmoadaptacion en esta
fascinante levadura, y con ello las implicaciones biotecnoldgicas futuras que involucran.

Palabras clave: Debaromyces hansenii, osmoadaptacion, genoma completo, microarreglo.



ABSTRACT

The marine yeast Debaromyces hansenii is a model system for the study of processes
related to osmoadaptation. In this study, microarray-based gene expression analyses of
the entire genome of D. hansenii was used to study its response to osmotic stress.
Differential gene expression, compared to control, was examined at three time points (0.5
h, 3 h, and 6 h.) after exposure of D. hansenii cultures to high salt concentration. Among
the 6,320 genes studied, 109 (1.72%) genes showed statistically significant differences in
expression, and only 65 genes displayed at least 3-fold increases in mRNA levels after
treatment with 2M NaCl. On the other hand, 44 genes showed 3-fold repression.
Upregulated as well as the downregulated genes were grouped into functional categories
to identify biochemical processes possibly affected by osmotic stress and involved in
osmoadaptation. Since more than one-half of the upregulated genes encode for ribosomal
proteins, it is possible that a translational gene regulatory mechanism plays a key role in
D. hansenii’s osmoregulatory response. Validation studies for ENA1 and for Hyphal
Wall/Cell Elongation Protein genes using Real Time PCR confirmed patterns of gene
expression observed in our microarray experiments. Selection of these genes was based
in the well documented tolerance to sodium and the outstanding gene expression results,
respectively. The observation that only a limited number of genes are upregulated in D.
hansenii in response to osmotic stress supports the notion that D. hansenii is pre-adapted
to survive in extreme saline environments. To our knowledge, this study is the first of its
kind in this organism and provides the foundation for future molecular studies assessing

the significance of the genes identified here in D. hansenii’s osmoadaptation.

Keywords: Debaromyces hansenii, osmoadaptation, genome-wide, microarray.



2. INTRODUCCION

D. hansenii, una levadura marina de la clase hemiascomicetales, es unicelular,
uninucleada, haploide y féacil de cultivar en el laboratorio. Este organismo puede crecer
en presencia de sal a concentraciones de sal hasta 24% (Norkrans, 1966) y comparado a
otras levaduras como Saccharomyces, Pichia y Candida, es la mas tolerante (Norkrans,
1968; Adler, 1986; Larsson C. et al, 1990). Este organismo es tan versatil en sus
capacidades metabolicas que puede crecer favorablemente alin en ausencia de sal, lo que

convierte a este organismo en un excelente modelo para estudios de expresion de genes.

La fisiologia y bioquimica de tolerancia a la sal en D. hansenii han sido bien
documentadas (Blomberg y Adler 1992; Breuer y Harms, 2006). El estudio de la
osmotolerancia de este organismo es muy ventajoso debido a las enormes aplicaciones
biotecnoldgicas que involucra. La mayoria de los estudios previos se han avocado a la
acumulacién de osmolitos compatibles en el interior de la célula, en respuesta a altas
concentraciones externas de sal (Adler y Gustafsson, 1980; Thomé y Trench, 1999;
Guerrero et al., 2005, Thomé, 2005). Otros estudios se han relacionado al transporte de
iones (Norkrans y Kylin, 1969), la base fisiologica de la alta tolerancia a la sal (Prista et
al., 1997), y al papel que juega la pared celular en los fendmenos de osmoregulacion /

osmoadaptacion (Thomé, 2006).



Por otra parte, muy poco se conoce de los genes involucrados en la rutas metabodlicas
que regulan el proceso de osmoregulacion en D. hansenii, y hasta la fecha, se ha logrado
aislar solo unos cuantos (Prista et al., 2005). Por ejemplo, Bansal y Mondel (2000),asi
como Bansal et al. (2001) lograron aislar por complementacion fenotipica con S.
cerevisae, los genes HOG1 y PBS2 pertenecientes a las rutas metabdlicas de las proteinas
cinasas implicadas en procesos de cambios osmoticos. De igual manera, un gen
homologo a GPD1 (NAD+ glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) fue aislado en D. hansenii
utilizando la misma técnica (Thomé, 2004). Otro factor limitante en el estudio de este
organismo ha sido la imposibilidad de interrumpir dichos genes en D. hansenii, y la Ginica
alternativa disponible corresponde a la expresion de estos en S. cerevisiae como medio
para conocer su posible funciéon (Montiel y Ramos, 2007; Prista et al., 2007; Velkova y

Sychrova, 2006).

El uso de métodos tradicionales para evaluar la expresion de genes también ha
limitado en parte el estudio de los genomas microbianos debido a la lenta generacion de
datos sobre su funcionamiento. Dos avances cientificos relativamente recientes han
facilitado de manera significativa el estudio de la expresion de genes y el conocimiento
sobre la respuesta de las células a las presiones del entorno que les rodea. El primero de
estos avances, se refiere a la disponibilidad de secuencias de genomas completos de
muchos organismos, mientras que el segundo esta relacionado con el desarrollo de la
tecnologia de microarreglos, estrategia que ha facilitado el estudio, identificacion y
clasificacion de informacion obtenida de la expresion simultanea de los miles de genes

contenidos en los genomas completos. A este respecto, la reciente conclusion de los



trabajos de secuenciacion del genoma completo de D. hansenii (Dujon et al., 2004) nos
proporciona la oportunidad casi Unica de realizar investigaciones acerca de la adaptacion
osmotica que exhibe este organismo. A su vez el uso de la tecnologia de microarreglos
nos podra suministrar datos cuantitativos al comparar esa respuesta transcripcional de
todos los genes de esta levadura halotolerante, antes y después de ser sometida a estrés

osmotico.

En este trabajo, presentamos un analisis global de la expresion génica de D. hansenii,
en respuesta a estrés osmotico. El presente trabajo constituye el primero en su tipo en el
cual se intenta establecer la relacion que guarda la expresion de genes en D. hansenii con
su capacidad de osmotolerancia utilizando microarreglos de expresion, ampliando de esta
manera el panorama sobre las potencialidades biotecnologicas a nivel ecoldgico,

industrial y médico.



3. HIPOTESIS

Mediante el andlisis transcripcional utilizando la metodologia de microarreglos es posible

conocer los genes involucrados en la respuesta a estrés osmotico en D. hansenii.



4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

Nuestro objetivo es la obtencion de una mejor y mas completa comprension de la
respuesta génica al estrés causado por sal en D. hansenii, lo cual contribuira a ampliar la
perspectiva que tenemos sobre el papel de esta levadura desde el punto de vista

ecoldgico, médico e industrial.

4.2 Objetivos particulares
1. Estudio de la expresion del genoma completo de D. hansenii para identificar genes

involucrados en la respuesta transcripcional al estrés osmotico.

2. Clasificacion de genes mostrando aumento o disminucidn en su expresion en respuesta

al estrés osmotico.



5. ANTECEDENTES

5.1 Levaduras como modelos eucarioticos

Las levaduras han sido un importante organismo modelo para la investigacion en
biologia celular moderna, para el estudio de sistemas eucariontes, y ha sido el
microorganismo eucarionte mas estudiado. Su facilidad para cultivarlas, junto con las
nuevas herramientas en la biologia molecular y las numerosas caracteristicas que
comparten con otros organismos multicelulares hacen de estas, organismos accesibles
para la investigacion. Su importancia es realzada debido a la gran cantidad de
informacion obtenida del genoma (Couto da Silva Graga, 2004). A esto se le anade que el
genoma completo de Saccharomyces cerevisiae fue secuenciado (Goffeau et al., 1996)

haciendo posible el estudio de la fisiologia celular en eucariotas.

Los mecanismos de osmoadaptacion son de los procesos fisiolégicos mas estudiados
(Hohmann, 2002) en las diferentes especies de levaduras. Debido al interés industrial y el
avance de herramientas genéticas, S. cerevisiae ha sido el sistema mas utilizado
(Hohmann, 2002), sin embargo, el estudio de las vias de sefializacion involucradas en la
osmoadaptacion ha sido complementado por los resultados obtenidos en
Schizosaccharomyces pombe los cuales se ha reportado que estan mas asociados a
organismos superiores (Couto da Silva Graga, 2004). La osmoadaptacion también ha sido

estudiada en el patdgeno Candida albicans por su relevancia biomédica (Bahn y Sundtrom,



2001). En el campo de la biotecnologia de proteinas recombinantes, los sistemas de
expresion de Pichia pastoris han encontrado gran aceptacion en la produccion de
proteinas para su aplicacion en diferentes campos como el area de acuacultura (Guerrero-
Olazaran et al., 2004) entre otros. Finalmente, Debaryomyces hansenii ha llamado mucha
la atencion en el estudio de la osmoadaptacion por ser una levadura moderadamente
halofilica que crece 6ptimamente entre 3-15% p/v de NaCl (Breuer y Harms, 2006), pero
que puede ser capaz de tolerar niveles que alcanzan hasta 24%, en contraste a S.
cerevisiae cuyo crecimiento se ve impedido por una salinidad de 10% (Blomberg y
Adler, 1992). Es precisamente esa capacidad de osmotolerancia la que destaca este
organismo, el cual es actualmente considerado como un extremodfilo con un gran

potencial biotecnoldgico (Breuer y Harms, 2006).

5.2 Estrés salino en levaduras

El estudio de los mecanismos fisiolégicos y moleculares involucrados en la
osmoregulacion y osmoadaptacion en levaduras es fundamental e importante en la
biotecnologia y la agricultura (Bohnert et al., 1995). De los factores mas limitantes por
ejemplo en el crecimiento de plantas estdn la sequia y exceso de salinidad en el terreno
(Serrano et al. 1999). La salinidad afecta mas del 40% de las tierras mas productivas del
mundo. De ahi la importancia de entender los mecanismos involucrados en la tolerancia a
la sal y la homeostasis de iones y el impacto de estos en la agricultura, en la industria de
alimentos y mejores métodos de preservacion de éstos (Couto da Silva Graga, 2004). A
través de los anos, los estudios sobre levaduras ha demostrado que la informacion

obtenida de sus genes puede ser transferida y aplicada a otros microorganismos, a plantas



y a eucariotas superiores, lo que ha resultando en inusitados avances cientificos y
tecnologicos, especialmente al potenciar sus capacidades de resistencia y/o tolerancia a la
sal. Es por eso que la expresion heter6loga de genes asociados con resistencia o
tolerancia a la sal sigue siendo una de las metas mas importantes en la investigacion

sobre el estrés salino (Oren, 2003).

En lo que respecta al estrés salino, S. cerevisiae ha sido por mucho tiempo el modelo
de levadura mas estudiado, a pesar de su baja tolerancia a la sal (Hohmann, 1997, 2002).
Sin embargo, también se han realizado estudios en otras levaduras, donde particularmente
destaca D. hansenii por su capacidad de tolerancia al estrés salino (Adler y Gustafsson,
1980; Adler et al, 1985; Gustafsson y Larsson, 1987; André et al, 1988; Burke y
Jennings, 1990; Lucas et al.,, 1990; Larsson et al., 1990; Jovall et al., 1990; Larsson y
Gustafsson, 1993; Prista y Madeira-Lopes, 1995; Neves et al., 1997; Prista et al., 1997,
Thomé-Ortiz et al., 1998; Ramos, 1999; Thomé y Trench, 1999; Almagro et al., 2000,
2001, Almagro y Ramos, 2003). El enorme interés que existe sobre este microorganismo,
se basa en la necesidad de descubrir, obtener, comparar y aplicar mayores conocimientos
sobre levaduras halotolerantes ya que ellas representan excelentes modelos para descifrar
los mecanismos fisioldgicos y moleculares que determinan la tolerancia extrema a la sal

(Couto da Silva Graga, 2004).

5.3 Osmoregulacion/osmoadaptacion

El mantenimiento de un balance hidrico dentro y fuera de la célula es fundamental

para la supervivencia. Para mantener ese balance a veces se emplea el término
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osmoregulacion y a veces osmoadaptacion. Algunos denominan la osmoregulacién como
la habilidad de las células de controlar activamente sus niveles de agua (Hohmann, 2007).
Por su parte, osmoregulacion apunta al “mantenimiento de la presion de turgencia y del
volumen celular necesario para el crecimiento y la reproduccion del organismo (Brown,
1990). Wood (1999) lo denomindé como “ese proceso fisiologico que disminuye el
impacto de ajustes en la estructura celular que han sido causados por cambios en la
osmolaridad extracelular”. Segin Hohmann (2002), la osmoadaptacion es parte de la
osmoregulacion celular. Esta tiene un papel muy importante, pero poco conocido en el
crecimiento celular y la morfogénesis. Se ha sugerido utilizar el termino osmoadaptacion
mejor que osmoregulacion ya que osmoregulacion se refiere a una respuesta inmediata
frente a la accion de un censor o agente desencadenante mientras que osmoadaptacion es
un término mas extenso (Mata, 2006), que describe tanto los cambios fisiologicos como

los genéticos que se producen frente a la escasa actividad del agua (Galisnki, 1995).

5.4 Halotolerancia

La halotolerancia es un concepto que se refiere a la adaptacion de organismos a la
salinidad. En 1998, Kushner y Kamekura propusieron las siguientes categorias
microbianas de acuerdo a sus requerimientos de NaCl:

No haléfilos: crecimiento éptimo a una concentracion inferior al 1% p/v de NaCl.
Halofilos débiles: crecimiento optimo es cerca del 3% p/v de NaCl.
Halofilos moderados: crecimiento optimo entre 3-15% p/v de NaCl.

Halofilos extremos: crecimiento optimo a 25% p/v de NaCl.
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Segun estas definiciones D. hansenii es considerada halofila moderada ya que su

crecimiento Optimo es entre 3-5% de NaCl (Breuer y Harms, 2006).

5.5 Respuestas celulares en levaduras asociadas a la osmoadaptacion

5.5.1 Pared celular

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad, que da la forma a
la célula, también controla la permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios
osmoticos (Slaninova et al., 2000). La forma e integridad del hongo depende de la
fortaleza de la pared celular (Gooday, 1995), y constituye el lugar de interaccion con el
medio externo, localizdndose en ella las adesinas y un gran nimero de receptores que tras
su activacion, desencadenaran una cascada compleja de sefiales en el interior (Ponton,

2008).

La pared celular estd compuesta por polisacaridos como la quitina, quitosano,
celulosa, 1,3-B- y 1,6-B-glucano y manoproteinas (Adams, 2004). Se han documentado
esfuerzos para lograr entender la biosintesis de los componentes de la pared celular.
Garcia et al. (2004), analizaron la respuesta gendmica que afecta la integridad de la pared
celular cuando se le aplican diferentes agentes quimicos y fisicos. En su estudio se
encontrd que la respuesta génica en cada caso involucraba mas de 100 genes diferentes.
Lesage et al. (2004), identifico 135 genes asociados a la sintesis y regulacion del
componente de la pared celular 1,3-B-glucano. Duran y Nombela (2004), estimaron que

el 20% del genoma de Saccharomyces estd involucrado con la sintesis de la pared celular.
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Hasta la fecha, casi todas las vias de sefales de transduccion descritas en levaduras
actian sobre el ensamblaje de la pared celular y destacan lo dindmico que es este
componente celular en permitir la adaptacion celular en respuesta a diferentes cambios

ambientales (Castrejon et al., 2007).

5.5.2 Membrana

La membrana celular de las levaduras tiene como funcion principal controlar la
permeabilidad celular y participar en la sintesis de la pared celular. Esta contiene
fosfolipidos y esteroles como las células eucariotas superiores. Los esteroles, a diferencia
de los mamiferos (en donde predomina el colesterol), son principalmente el ergo esterol y
su precursor zimosterol (Pesti y Novak, 1984). Estos compuestos son esenciales para la
viabilidad de la membrana y se utilizan como 6rgano diana para el desarrollo de farmacos

antifingicos como los polienos.

En la membrana hay proteinas que regulan las vias de sefializacion que se activan
como respuestas a cambios osmoéticos y han sido identificadas y estudiadas a nivel
molecular (Hohmann, 2002). Algunas han sido caracterizadas como censores, localizadas
en la membrana celular (SInlp y Sholp) e involucradas en la via de sefializacion de alta
osmolaridad de glicerol de "proteinas-cinasas mitogénicamente activadas" (MAPK). Se
ha reportado que otras proteinas se extienden probablemente hasta la pared celular donde
perciben cambios desde elasticidad en la pared hasta el monitoreo de hinchazon o
encogimiento de la membrana plasmatica (Hohmann, 2002). Se conocen también las

proteinas GPI (glicofosfolipido) las cuales se han estudiado ampliamente en levaduras y
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algunas de ellas estan localizadas permanentemente en la membrana y tienen como
funcién anclar proteinas hidrofilicas a la misma (Cabib et al, 1998, Pitteta y
Conzelmann, 2007). Toda la regulacion coordinada de proteinas que ocurre a nivel de
membrana celular es esencial para lograr homeostasis durante estrés salino (Bloomberg,

1995).

5.5.3 Ribosomas

Las ribosomas son estructuras macromoleculares localizadas en el citoplasma para la
sintesis de proteinas. Los ribosomas procaridticos y eucarioticos tienen una estructura y
composicion similar aunque el tamafio y el nimero de los componentes individuales
varian. El tamano de los ribosomas se expresa en términos de sus velocidades de
sedimentacion durante la centrifugacion, en unidades denominadas Svedberg o S
(Gardner et al., 2007). Todos las proteinas ribosomicas en levaduras tienen un homologo
en mamiferos. En las levaduras los ribosomas consisten de una subunidad grande 60S y
una pequeia 40S y cada uno contienen una copia de los cuatro ARN ribosomales (5S,
5.8S, 18S, y 25S) y 78 proteinas ribosdémicas diferentes que son codificadas por 137
genes, 59 de los cuales estan duplicados. La unidad 60S tiene 42 proteinas y tres
moléculas de ARN y la unidad 40S tiene un solo gen de ARN ribosomal (18S) y 32
proteinas. La subunidad 40S traduce el ARN mensajero, leyendo el grupo de tres
nucleotidos que corresponde para cada aminoacido. La otra subunidad (60S) esta
asociada a la formacion de los enlaces peptidicos. Los ARN ribosémicos parecen tener la

responsabilidad por la mayoria de las actividades enzimaticas y se ha sugerido que las
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proteinas ribosdmicas tienen funciones estructurales. Se ha reportado también que varias
vias de sefiales de transduccion pueden inducir o silenciar los genes ribosdémicos lo cual
puede implicar consecuencias mayores para la expresion de otros genes (Warner, 1999).
Varios grupos de investigacion han descrito la represion de sintesis de proteinas que
ocurre después de un choque osmoético ya que durante el mismo las células tratan de
reajustarse a los cambios en el ambiente (Bloomberg, 1995; Norbeck y Bloomberg, 1998;
Rep et al., 2000; Teige et al., 2001). Teige et al. (2001), han llegado a proponer que la
represion de sintesis de proteinas durante estrés osmoético no es causado por dafio a la

célula sino mas bien por sefiales extracelulares mediadas por Hogl y Rck2.

5.6 Debaryomyces hansenii - sistema modelo para estudiar halotolerancia

D. hansenii es una levadura marina, perteneciente a la clase ascomicetos lo cual la
aproxima evolutivamente a S. cerevisiae y a Candida albicans (Govind et al., 1992). Es
unicelular, uninucleada, haploide, facil de mantener, almacenar y cultivar en el
laboratorio: caracteristicas que la hacen muy atractiva para su estudio. También ha sido
aislada del salmén del atlantico, de embutidos, carne molida, (Dalton et al, 1984), y
quesos donde contribuye a su maduracién debido a su capacidad para metabolizar acido
lactico y citrico. Asimismo crece bien a pHs cercanos a la neutralidad o ligeramente
basicos y tiene mucha mas tolerancia a la sal (0-24%) que otras levaduras como Pichia y
Candida (Adler, 1985; Norkrans, 1968). En los medios de laboratorio, D. hansenii crece
perfectamente sin necesidad de afadir sal. Diferentes grupos de investigacion han
demostrado que niveles altos de sodio (del orden de 0,5 M NaCl) mejoran ligera pero

significativamente la velocidad de crecimiento de la levadura (Gonzalez-Hernandez y
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Pena, 2002). También se ha demostrado que la presencia de sodio en el medio protege a
la levadura frente a factores adicionales de estrés abidtico como pH alcalino o a altas

temperaturas (Prista ef al.,1997).

En procesos industriales Debaryomyces ha sido utilizada para la produccion de xilitol,
compuesto de amplia aplicacion en la industria alimenticia debido a su poder edulcurante,
sus propiedades anti-caries y por la tolerancia que presentan los diabéticos a este poliol
(Cruz et al., 2000). Se ha podido aislar y purificar la enzima Superoxido Dismutasa (Zn-
SOD) de D. hansenii que tiene gran potencial biomédico en el tratamiento de un gran
niamero de desordenes patologicos de diferentes 6rganos como el higado (Nikishimi y
Machlin, 1975), la piel (Chedekel et al., 1978), los ojos (Bunce, 1994) y el cerebro
(Rothstein et al.,1994). Asi mismo, se ha estudiado el potencial de esta levadura como
herramienta bioldgica para el tratamiento de contaminantes (Gadd y Edwards, 1986). En
D. hansenii se ha observado que la sintesis de riboflavina (vitamina B2) aumenta en
presencia de metales pesados como cobalto (Seda et al, 2007), cobre, zinc y hierro,
detectandose ésta por su color amarillo intenso. La utilizacion de este proceso biologico
puede ser muy util en la detecciéon de contaminacion por estos metales pesados en
ambientes terrestres y marinos. Otra aplicacién ambiental estudiada en este organismo ha
sido su capacidad de degradar hidrocarburos aromadticos carcinogénicos tales como el

Naftaleno, Bifenol y Bencepireno (Cerniglia y Crow, 1981).

5.7 Debaryomyces hansenii - sistema modelo para estudiar osmoregulacion
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D. hansenii ha sido caracterizada como una de las levaduras mas tolerantes a sal
aisladas de ecosistemas marinos (Norkrans, 1966; Norkrans y Kylin, 1969) pero también
tiene la gran ventaja que puede crecer en ausencia de ésta. En este momento uno de los
mayores retos cientificos se relaciona a los mecanismos moleculares involucrados a
tolerancia de microorganismos a altas concentraciones de sal. Aunque la fisiologia y
bioquimica de la tolerancia a la sal se han estudiado intensivamente en esta levadura,
(Blomberg y Adler, 1992), se conocen muy pocos genes relacionados a la osmotolerancia

y muchos menos han sido aislados.

5.7.1 Mecanismos de osmotolerancia en D. hansenii

5.7.1.1 Solutos compatibles: glicerol, arabitol y trealosa

La acumulacion de solutos para disminuir el potencial del agua intracelular es una de
las estrategias empleadas por todo tipo de células (Rep et al., 2000). Adler y Gustafsson
(1980) encontraron que D. hansenii responde a altas concentraciones de sal produciendo
glicerol en la fase logaritmica y arabitol en la fase estacionaria de crecimiento. La
cantidad de glicerol que se acumula es directamente proporcional a la salinidad del
ambiente. Esto refleja que D. hansenii tiene la capacidad de percibir diferencias en
salinidad y producir una adecuada concentracion de glicerol (Adler, 1986) sugiriendo que
el glicerol actia como un agente osmoprotector (Gustafsson y Norkrans, 1976, 1990;
Thomé y Trench, 1999; Guerrero et al., 2005, Thomé, 2005). Se ha reportado también
que Debaryomyces utiliza la trealosa como soluto compatible y que produce mas trealosa

que la misma S. cerevisiae (Gonzéalez-Hernadndez et al., 2005). El mismo grupo
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(Gonzalez-Hernandez et al., 2005) reportdé que cuando D. hansenii se encuentra bajo
estrés salino (2-3M) acumula mas glicerol que trealosa mientras que lo opuesto es cierto
bajo condiciones de estrés salino moderado. Eso sugiere que trealosa pueda estar
actuando como una fuente de carbohidrato como lo hace en plantas, bacterias y otros
microorganismos (Wingler A, 2002; Gonzalez-Hernandez et al., 2005; Breuer y Harms,

2006).

5.7.1.2. Rutas metabolicas involucradas en respuesta al estrés salino

Se ha demostrado que los cambios de osmolaridad del entorno afectan diferentes vias
de sefializacion. La ruta metabolica que permite que la sal se pueda utilizar como
activador en D. hansenii para la produccion de compuestos, se conforma de un grupo de
proteinas conocidas como proteinas cinasas (MAPK -mitogen activated protein kinases)
(Brewster et al, 1993). Las MAP cinasas son unidades de sefalizacion, que en
apariencia, se encuentran altamente conservadas en los sistemas eucariotas y que juegan
un papel esencial en la respuesta a los cambios del ambiente, hormonas, factores de
crecimiento y citosinas. Muchas especies eucarioticas, emplean la via de las MAP
cinasas para este proposito (Rep et al., 2000), las cuales controlan el crecimiento celular,
morfogénesis, proliferacion y respuestas al estrés y estdn involucradas en muchos
procesos en algunas enfermedades (Gonzalez Herndndez y Pena, 2002) especialmente en

el cancer.
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En Saccharomyces hay por lo menos cuatro vias diferentes de MAP cinasas que
controlan la respuesta de feromonas, filamentacion, integridad de la célula, y crecimiento
en alta osmolaridad. Existen tres clases de proteinas cinasas: la MAP cinasa (MAPK), la
MAP cinasa, cinasa (MAPKK o MEK) y la MAP cinasa, cinasa, cinasa (MAPKKK o
MEKK). Estas actuan en serie donde la proteina MAPKKK activa por fosforilacion a la
MAPKK sobre una serina y una treonina en una parte conservada del dominio N-terminal
de la cinasa. Subsecuentemente, la MAPKK fosforila la MAPK sobre una treonina

(Gustin et al.,1998; Posas y Saito, 1997; Herskowitz, 1995).

Por su parte la via de alta osmolaridad por glicerol (HOG-high osmolarity glycerol)
que mejor se conoce en levaduras corresponde a S. cerevisiae. Esta se activa en menos de
un minuto cuando ocurre un cambio de osmolaridad (Gustin et al.,, 1998). En términos
generales la via HOG consiste de tres MAPKKKS (Ssk2p,Ssk22p y STEllp ) que
activan una MAPKK (Pbs2p), que a su vez activa a MAPK (Hoglp) (Gustin et al., 1998).
La incapacidad de mutantes de HOG para adaptarse a un medio de alta osmolaridad
confirma que esta via es dirigida en parte por la respuesta transcripcional de las células de
levaduras hacia una alta osmolaridad. Genes homologos a HOG!1 (Bansal y Mondal,
2000) y PBS2 (Bansal et al., 2001), fueron aislados en D. hansenii por complementacion
fenotipica en S. cerevisiae. De igual manera, un gen homologo a GPD1 fue también
aislado en D. hansenii utilizando la misma técnica (Thomé, 2004). Sin embargo la

funcion de estos genes en D. hansenii no ha sido elucidada por falta de mutantes.
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5.7.1.3. Transporte de iones en condiciones de estrés salino

Por lo general, los iones de Na" y K" son muy importantes en los mecanismos
involucrados en el mantenimiento del balance osmético celular. Los mecanismos de
halotolerancia en D. hansenii, a diferencia de S. cerevisiae, incluyen la acumulacién de
altas concentraciones de Na" y K'. Esto sugiere que la haloadaptacién no tiene que ver
con la capacidad de extraer iones de Na', como lo habian asumido Norkrans y
colaboradores (1969), pero si con una resistencia intrinseca a los efectos de toxicidad del

mismo (Prista et al., 1997).

5.7.1.4. Rol de las ATPasas en el transporte de iones en condiciones de estrés salino

Las ATPasas son complejos de enzimas transportadoras de iones adheridos a la
membrana celular. Estos complejos combinan la sintesis y/o hidrolisis de ATP con el
transporte de protones a través de la membrana. Las ATPasas pueden aprovechar la
energia de un gradiente de protones para dirigir la sintesis de ATP utilizando el flujo de
iones por el canal de protones a través de la membrana. Otras ATPasas trabajan en
sentido inverso, utilizando la energia que genera la hidrdlisis de ATP para crear entonces
un gradiente de protones. Existen diferentes tipos de ATPasas, clasificadas de acuerdo a
su funcion (sintesis y/o hidrdlisis de ATP), a su estructura (ATPasas F, V, A 6 P) y al tipo
de iones que transportan. Las F-ATPasas se encuentran en mitocondrias, cloroplastos y
membranas plasmadticas de bacterias (Morsomme et al., 2000), las V-ATPasas se
encuentran primordialmente en vacuolas eucariotas (Garrett-Engele et al., 1995), las A-

ATPasas se encuentran en Archaeas, las E-ATPasas son enzimas de la superficie celular
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y las P-ATPasas se encuentran en bacteria y en membranas plasmaticas eucariotas

(Marquez y Serrano, 1996).

Se ha propuesto un mecanismo en D. hansenii para el transporte de Na” y K™ donde
una ATPasa energiza la membrana plasmatica y por la salida masiva de protones se
genera un potencial transmembranal y un gradiente de pH (Serrano, 1980; Thomé et al.,
1998; Prista et al., 1997). El potencial de la membrana se cree que lleva a la entrada de
Na' y K" a través de uno de los canales. El Na' entonces puede ser expulsado lentamente
por otra ATPasa-tipo P codificada por el gen de ENA1. Estos genes de ENA1 y ENA2 en
D. hansenii son similares a los mismos genes en S. cerevisiae y parecen que estin
involucrados en la expulsion de Na'. El gen DhENA1 se expresa en la presencia de altas
concentraciones de Na', mientras que el DhENA2 requiere también valores altos de pH
(Almagro et al., 2001). Almagro y colaboradores también sugieren que las proteinas
codificadas por los genes ENA en D. hansenii tienen un rol importante en mantener en

balance los niveles de cationes intracelulares y la homeostasis idnica en la célula.

5.8 El analisis funcional del genoma de la levadura provee nuevas herramientas
para el estudio de la genomica.

5.8.1 El genoma nuclear de S. cerevisiae

La levadura S. cerevisiae posee un genoma pequeilo, solamente una cuantas veces
mayor que el de Escherichia coli y 200 veces menor que el de células de mamifero, esto
simplifica de manera importante el analisis genético y molecular del mismo. S. cerevisiae

es una levadura haploide que contiene 16 cromosomas variando en tamafio de 200 a 2200
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kb, en los cuales como resultado del analisis de la secuencia del genoma, se localizaron
un total de 6183 marcos de lectura abiertos y se predijo que de éstos, 5800 correspondian
a genes que codificaban para proteinas. A diferencia de los genomas de organismos
multicelulares, el genoma de la levadura es muy compacto, dado que el 72% de la

secuencia corresponde a secuencias codificantes (Mewes ef al., 1997).

5.8.2 El genoma de D. hansenii

La secuenciacion del genoma de la cepa D. hansenii var hansenii CBS767 (Dujon et
al., 2004), reveld que el genoma se compone de siete cromosomas cuyo tamafios estan
entre 1.25 Mb a 2.33 Mb para un total de 12.2 Mb sin incluir el ADN ribosémico. El
proyecto Génolevures (Lepingle et al., 2000), una investigacion comparativa de genomas
de la clase hemiascomicetos, ha reportado que D.hansenii parece tener la capacidad
codificante mas alta entre las levaduras estudiadas en este proyecto, y eso equivale a un
79.2% del genoma, con 6906 secuencias codificantes que han sido detectadas. Este
organismo es también la levadura que posee el genoma mas redundante, con una
redundancia de 49.2% comparado con un 40% en S. cerevisiae (Llorente et al., 2000). La
flexibilidad que presenta D. hansenii en sus caracteristicas genéticas podrian ser
beneficiosas en aplicaciones biotecnoldgicas sin embargo no se puede evitar que su
complejidad pueda complicar el control de estas mismas aplicaciones (Breuer y Harms,

20006).
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5.9 Abordaje genético-vision panoramica del genoma con los microarreglos

5.9.1 Antecedentes historicos

La biologia molecular ha tenido a su disposicion multiples técnicas para medir los
niveles de ARN, ADN, proteinas o metabolitos como lo son: “Northern Blots”, “SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression)” y Southern Blots, entre otros. Lo revolucionario de la
era post genomica no es lo que se puede medir sino la cantidad de mediciones
simultaneas que se pueden realizar especialmente con la nueva tecnologia de los
microarreglos. Los microarreglos empezaron a ser una realidad al principio de los afios
ochenta, y fueron operativos, por vez primera, en la década de los noventa, gracias a los
trabajos de Southern, Fodor-Stryes; Mirzabekov o Brown, y al esfuerzo de empresas
como Affymetrix e Incyte-Stanford University. El microarreglo es un sustrato solido
(cristal, plastico, silice) en el cual las secuencias de miles de genes (sondas) pueden ser
fijadas o inmovilizadas en un orden especifico y en un lugar especifico. El ADN o ARN
es impreso o sintetizado directamente en el sustrato sélido, normalmente en una laminilla
de cristal. Esta laminilla serd expuesta a moléculas diana. El proceso completo esta
basado en el nivel de hibridacion entre la sonda especifica y la molécula diana que ha
sido marcada con colorantes fluorescentes. Se mide la intensidad de fluorescencia. Esta
determinard el grado de expresion de cada gen. Los experimentos de microarreglos
generan cantidades inmensas de datos que deben ser almacenados, procesados y
analizados. Se necesita un programa estadistico para el analisis de datos, especifico para

microarreglos. Hay muchas opciones en el mercado y entre las mas reconocidas estan:
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Bioconductor, GeneSpring (Agilent) y BRB Array Tools (Biometric Research Branch of

the Division of Cancer Treatment & Diagnosis of the National Cancer Institute ).

Es importante y es requisito de casi todas las revistas cientificas depositar todos los
datos obtenidos de un microarreglo en un banco de datos que sea especifico para

microarreglos. Existen varias opciones, entre ellas:

MIAME Minimun information about a Microarray Experiment
GEO Gene expression data repository and online resource
yMGV Public queries of yeast data

ArrayExpress Public data deposition and public queries

SMD The Stanford Microarray Database

5.9.2 Respuesta transcripcional en levaduras al estrés salino

En S. cerevisiae se ha analizado la respuesta transcripcional al estrés osmotico, donde
por un lado, un grupo de 186 genes involucrados en el metabolismo de glicerol, trehalosa,
glucogeno, azlcares, aminoacidos, reacciones de reduccidon-oxidacion, funcioén
mitocondrial y de proteccion celular, aumentd al menos tres veces su nivel basal del
ARNm. Mientras que otro grupo constituido por 100 genes disminuy¢ su actividad (Rep
et al., 2000). Existen otros estudios de estrés osmoticos en S. cerevisiae que también han
utilizado microarreglos y estos seran comentados en la parte de la discusion de los

resultados obtenidos con D. hansenii.
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Innumerables veces se ha reportado las dificultades para definir las bases fisioldgicas
y moleculares de la alta tolerancia a la sal que posee D. hansenii. A la fecha, se ha
publicado un solo reporte sobre el uso de microarreglos en D. hansenii, pero relacionado
a la industria de procesamiento de alimentos, especificamente en procesos de maduracién
de quesos. Estos microarreglos consistieron en el estudio de 86 genes de tres levaduras:
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, y Yarrowia lipolytica para
determinar la expresion de genes en un medio de cultivo parecido al ambiente de
maduracion de quesos. Tales genes fueron seleccionados por su asociacion a los procesos
de catabolismo de lactosa y la biosintesis de compuestos de sulfuro (Cholet O et al,
2007). Otros estudios han incluido microarreglos heter6élogos utilizando el genoma de S.
cerevisiae para el disefio, y los han hibridizado con el ADN complementario de células
de D.hansenii (Castro et al., 2006; Garcia Salcedo et al., 2006). Nuestra investigacion
utilizando microarreglos es la primera de su clase, donde se obtiene el perfil de la
respuesta transcripcional a estrés osmoético del genoma completo de D. hansenii CBS767,
que incluye 6,320 genes, los cuales se estudian antes y después del tratamiento de las

células con NaCl 2M.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas de levaduras y condiciones de crecimiento

La cepa utilizada fue D. hansenii CBS767 que se obtuvo de la Collection de Levures
d'Intérét Biotechnoloque (Thiverval-Grignon, France). La levadura se cultivé en lote en
medio YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Glucosa 2%) hasta la fase
logaritmica temprana (ABS,,, 8.0-9.0) a 30° C en agitacion rotatoria a 200-250 rpm. Se
colectd una alicuota de las células al tiempo O h, la que se congel6 a -80° C hasta la
preparacion de ARN. Los experimentos de induccidn de estrés osmdtico se realizaron
mediante la adicién de NaCl a una concentracion final de 2M en el medio de cultivo
después de lo cual se obtuvo muestras a los 30 min, 3 h y 6 h. Las células se colectaron

por centrifugacion durante 5 min a 5000 rpm y se congelaron a -80° C (Figura 3).

6.2 Disefio de sondas y de microarreglos de expresion génica

Las secuencias de ARNm del genoma completo de D. hansenii se descargaron en
formato FASTA desde el GenBank y se guardaron en formato de texto. Las secuencias en
formato de texto se cargaron en la pagina de eArray de Agilent Technologies (Santa

Clara, CA) para el disefo de las sondas. Se disefiaron dos sondas por secuencia blanco en
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Figura 1.- Diseiio experimental usado para el analisis del perfil de expresion del genoma
completo de D. hansenii en los ensayos con microarreglos. A) Los cultivos de la levadura
se hicieron crecer en medio YPD en ausencia (cé¢lulas control) o presencia de NaCl 2M.
Se obtuvo el ARN total a partir de las muestras control (0 h) y alicuotas de muestras
experimentales colectadas a a las 0.5, 3 y 6 horas después de la exposicion a la sal. A
continuacion, se marco el ARNc mediante fluorescencia usando los colorantes Cy-3 o
Cy-5. B) La inversion de fluorocromos se realizd usando diferentes replicas tanto para
las unidades control marcadas con Cy-5 como para las experimentales marcadas con
Cy-3. Las unidades de ARNc combinadas con Cy-3 y Cy-5 se utilizaron para la hibrida-
cion de sondas en la rejilla de microarreglos de 8,000 x 15,000 disefiada para secuencias
del genoma completo de D. hansenii.



la orientacion con sentido, utilizando la metodologia recomendada por Agilent para
microarreglos de expresion. Las sondas se alinearon con BLAST a otras secuencias de
levaduras, utilizando gendmica comparativa, y se clasificaron de acuerdo a sus
similaridades: altamente similar, similar, alguna similaridad, débilmente similar y

ninguna similaridad, en base a la homologia de las secuencias.

Las sondas fueron evaluadas de acuerdo a su especificidad, posibilidad de reaccién
cruzada y complementariedad entre si mismas. Las mejores sondas se utilizaron para
generar un microarreglo en un formato de 8 x 15K. Cada microarreglo tuvo una
capacidad de 12,640 sondas (6,320 genes, cada gen con dos sondas) de 60 pb de longitud,
459 controles positivos (con concentraciones conocidas de secuencia blanco) y 77
controles negativos distribuidos por todo el microarreglo. Los controles positivos se
utilizaron como control de calidad para los pasos de la sintesis de ARNc, el marcaje e
hibridacion, mientras que los controles negativos se incluyeron para poder estimar tanto

la fluorescencia de fondo asi como la variabilidad.

6.3 Extraccion de ARN Total

El ARN total se aislé como es descrito en el protocolo del RNeasy™ Mini Kit de
QIAGEN (California). La concentracién y la integridad del ARN de las muestras se
verifico utilizando el Agilent’s 2100 Bioanalyzer y el RNA 6000 Nano LabChip®. Se
requirié una concentracion de 50 ng - Sug/ul. La pureza de la muestra se determiné con la
relacion de las lecturas de Ay /Ay, en la cual se espera una relacion de 1.9-2.0. Las

lecturas se confirmaron utilizando el Espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop
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Technologies, Rockland, DE). Este ARN se us6 para generar el ADNc y a partir de éste

se generd el ARNc.

6.4 Sintesis y purificacion de ARNc fluorescente

El ARNCc de las muestras del control y las experimentales se amplificd y marcé como
es descrito en el protocolo “Agilent Low RNA Input Linear Amplification Kit” (Agilent
Technologies) utilizando dos colorantes fluorescentes: cianina 3-CTP (Cy3) y cianina 5-
CTP (Cy-5, Amersham). Brevemente, se gener6 ADNc de doble hebra utilizando la
trancriptasa en reversa del virus de la Leucemia Murina de Moloney (MMLV-RT). En la
primera reaccion, lug de ARN total se mezcld con los iniciadores que son
complementarios a los promotores T7 y la mezcla diluida del “Spike-in Mix” (A o B), se
incubd por 10 min a 65°C y posteriormente en hielo por 5 min. Los iniciadores
desnaturalizados y el ARN total se mezcl6 con los siguientes reactivos (cDNA Master
Mix-Agilent Technologies): 5 X First Strand Buffer, 0.1 M DTT, 10 mM dNTP, MMLV-
RT,y RNaseOUT. Esta reaccion se incubd a 40°C por 2 h, luego a 65°C por 15 min, y
finalmente en hielo por 5 min. La sintesis y marcaje del ARNc se realizd
simultdneamente al mezclar la reaccion conteniendo el ADNc de doble hebra con un
“transcription Master Mix”: (4 X Transcription Buffer, 0.1 M DTT, mezcla de dNTPs
mix, 50% PEG, RNAseOUT, inorganic pyrophosphatase, T7 RNA polymerase, Cy-3 or
Cy-5 (10 mM, cada uno) y agua libre de nucleasas y rnasas , para un volumen total de 60

ul). La reaccion se incubd por 2 h a 40°C.
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Las sondas fluorescentes de ARNc amplificadas se purificaron con las columnas de
Qiagen “RNeasy-mini spin”. Una vez purificadas estas muestras se analizaron con el
espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop 3 Technologies, Rockland, DE) para determinar
concentracion e incorporacion del colorante utilizado. El proximo paso de hibridacion se
realiz6 con solo aquellas muestras de una concentracién de mas de 8 pmol/mg (una

cantidad que representa una incorporacion eficiente del colorante).

6.5 Protocolo de hibridacion y lavado

El disefio experimental consisti6 de 6 microarreglos. Las muestras de control del
ARNc marcado con Cy-3 se combind con muestras experimentales de ARNc marcadas
con el Cy-5 obtenidas a las 0.5 h,3 h'y 6 h. Las muestras combinadas se utilizaron para
la hibridacion con las sondas en el primer, tercer y quinto microarreglo respectivamente.
El colorante se alternd utilizando diferentes replicas bioldgicas tanto para las muestras
control como las experimentales utilizadas para hibridacién en el segundo, cuarto y sexto
microarreglo. El alternar los colorantes con las diferentes replicas bioldgicas se hizo para
corregir cualquier tendencia de los colorantes. El protocolo de hibridacion y lavados se
hizo segin lo recomendado por Agilent Technologies (Two-Color Microarray-Based
Gene Expression Analysis Protocol, Version 5.5, February 2007). Brevemente, 300 ng de
ARNc marcado con Cy-3 y Cy-5 se mezclaron con Amortiguador 10X para bloqueo
(Blocking Agent) y Amortiguador de Fragmentacion 25X, la mezcla fue incubada a 60°C
por 30 min. La reaccién se detuvo con Amortiguador de Hibridacion GE (Gene

Expresion) 2X HI-RPM y se hibrid6 con el microarreglo por 17 horas a 60°C con
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rotacion continua (10 rpm). Los reactivos utilizados en este paso son del “Gene
Expression Hybridization Kit” (Agilent Technologies). Después de hibridar, las
laminillas se lavaron por 1 min a Temperatura Ambiente con la solucion de lavado GE #1
y por un minuto a 37°C con la solucion de lavado GE #2. Luego se lavaron las laminillas
por 1 min con acetonitrilo (Sigma). Se realiz6 un lavado final del microarreglo por 30 seg

con la solucién Estabilizadora y posteriormente éste fue secado.

6.6 Procesamiento de datos y analisis estadisticos

Luego de la hibridacion de los experimentos de microarreglos el paso siguiente
consisti0 en obtener una imagen digital que representd las intensidades de expresion de
cada uno de los puntos (spots, manchas). Las imdgenes de los microarreglos fueron
obtenidas utilizando el escaner para microarreglos y el software (v8.1) de extraccion de
intensidad, ambos de Agilent. Brevemente, los parametros de resolucion para escanear
fueron de 5 um utilizando el minimo (10%) y el maximo (100%) de la sensibilidad de
deteccion del tubo fotomultiplicador (PMT, photomultiplier tube). Se realizé una
evaluacion inicial del microarreglo utilizando la informacién proveniente del reporte de
calidad que a su vez provino del software de extraccion de intensidad de Agilent.
Posteriormente se verificé la uniformidad y reproducibilidad de los microarreglos y las
curvas de los controles positivos (spike-ins) y se confirmé que no hubo errores durante el
procedimiento de los microarreglos. Se calcularon los valores de la intensidad promedio

de cada dos sondas/gen para cada uno de los microarreglos.
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Hay muchas fuentes de variacion sistemadtica en experimentos de microarreglos, ellos
pueden afectar las mediciones de los niveles de expresion genética. Una vez obtenida la
matriz de datos de la imagen escaneada, en el préximo paso se aplico técnicas de pre-
procesamiento para eliminar o substituir valores perdidos asi como identificar datos fuera
de rango y normalizar los datos. Normalizacion es el término usado para describir el
proceso de remover tal variacion. Es tratar de remover el impacto del efecto de la

tecnologia de microarreglo en los datos que se obtienen del proceso (Acuiia, 2003).

Nuestro andlisis de datos de los microarreglos consistio en :
a) normalizacion para cada microarreglo y entre los microarreglos,
b) ajustar los datos a un modelo lineal
c) calcular la expresion significativa de cada gen

La normalizacién de los datos se realiz6 por el método descrito por Smyth y Speed
(2003). Brevemente, para cada microarreglo los valores M se normalizaron por separado
usando la funcién Loess sin correccion de fondo. Por su parte, la normalizacion de las
intensidades de expresion entre microarreglos, se realizé usando el método Aquantile.
La mayoria de los métodos de normalizacion hacen uso de la siguiente suposicion: El
promedio de la razén Cy5/Cy3 es 1 o equivalentemente, el promedio del logaritmo de las
razones es 0. Es decir, que el gen promedio no cambia su expresion bajo la condiciéon que
estd siendo estudiada. Esto es debido a que solo entre el 10 y 20% de los genes son
expresados al mismo tiempo. En un grifico de Cy5 versus Cy3 los puntos deben estar
alrededor de una linea con pendiente 1. También se pueden hacer graficas MA (M es por

“minus” y A es por “Add”) que describen la razén log de Red (Cy5-Rojo) versus Green

32



(Cy3-Verde). El valor M en el eje de y versus el valor A en el eje de x. El valor M=
log2(R) — log2(G), y el valor A , describiendo la intensidad de cada spot, donde A =

(log2(R) +log2(G))/2.

Los datos de nuestro experimentos fueron ajustados a un modelo lineal. En este
experimento las fuentes de ARN se identificaron como provenientes de diferentes
tiempos ( 0 h, 30 min, 3 h'y 6 h) después de la exposicion a la sal (NaCl 2M). El alternar
los colorantes Cy3 y Cy5 se realiz6 para asi corregir las posibles diferencias de
incorporacion de los mismos. La comparacion principal se hizo entre cada tiempo y la
muestra control (el tiempo O h antes de exponer el organismo a la sal). El modelo lineal
calculé un coeficiente de expresion correspondiente a los log2 de las varias

comparaciones realizadas.

Finalmente, para encontrar los genes con cambios significativos en sus niveles de
expresion se utilizo las estadisticas empiricas de Bayes (eBayes) segun descrito por Smith
et al (2006). A los valores p calculados por eBayes se les realiz6 multiples correcciones
para asi ajustarlos al “promedio de descubrimientos falsos” (false discovery rate) a p <
0.05, usando estadisticas anidadas F de Benjamin y Hochberg’s. Los genes significativos
se categorizaron de acuerdo al factor logaritmico de probabilidades (Factor de Bayes),
esto es, la probabilidad que tiene un gen de expresarse diferencialmente. Todas estos
procedimientos descritos anteriormente se realizaron con el programa LIMMA de
Bioconductor (Smyth, 2005). La anotacion para cada gen significativo se obtuvo del

banco de datos —GenBank- para Debaryomyces hansenii CBS 767. Se agruparon aquellos
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genes significativos que mostraron patrones de expresion parecidos utilizando el
coeficiente de expresion obtenido del anélisis estadistico eBayes y fueron exportados al

software Sigma Plot para un analisis grafico.

Todos los datos de los microarreglos que hemos descrito en este trabajo han seguido
las recomendaciones del proyecto MIAME (Minimum Information About a Microarray
Experiment) y han sido depositadas en el banco de datos de expresion génica NCBI y en
base de datos publicos para microarreglos GEO (Gene Expression Data Repository and

Online Resource) con el numero de acceso GSE9911.

6.7 Diseno de iniciadores para PCR en Tiempo Real

Se obtuvieron las secuencias de los genes de interés, ENA1, HWP1 y ACT1 del banco
de datos GenBank (ENA1, nimero de acceso XM_ 457790, HWP1, nimero de acceso
XM_462314 y ACT1 (actin, utilizado como un gen control o de referencia) nimero de
acceso XM_ 45873). El programa o software NetPrimer fue utilizado para disefiar los
iniciadores y asi evitar la formacion de estructuras como dimeros de iniciadores,
horquillas, dimeros con otros iniciadores con energia de enlace alta. Una busqueda en
BLAST de las secuencias escogidas como iniciadores fue necesaria para asegurar que no

pudieran aparearse (apareamiento de bases del ADN) (“anneal”) a otras muestras.

Se utilizaron los siguientes iniciadores sentido y antisentido:

ENAISENTIDO 5’-ATGGTGTGCGTTATTATTAG-3’(Tm=52.0°C)

ENATANTISENTIDO 5’-CATTGTGTTCGATTTCG- 3’ (Tm=50.5°C)
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HWPI1SENTIDO 5’-GCCGGTACCACTCCAG-3’ (Tm=54.7°C)
HWP1ANTISENTIDO 5’-AGAAGTAGATTGAGCAGCA-3’ (Tm=51.2°C)
ACT1 SENTIDO 5’-GATTATGAAGTGTGATGTC-3" (Tm =52.4°C)

ACTI1ANTISENTIDO, 5’-TTAGAAACACTTATGATGAAC-3’(Tm=55.37°C)

Todos los iniciadores fueron sintetizados y purificados por HPLC en GENOMECHANIX

(Gainesville, FL).

6.8 Experimentos de PCR en Tiempo Real

Estos ensayos fueron realizados para los genes ENA1 y HWP1 como es descrito en la
guia de aplicacion “Methods and Application Guide ©2006, Stratagene.” usando
“Brilliant® II QRT-PCR 1-Step Master Mix (Cat. Nos. 600809)” y el analizador
“Mx3005P” ambos de Stratagene (La Jolla, CA). Las reacciones experimentales fueron
preparadas en un volumen final de 25 yl combinando 7.06 ul de H20O libre de nucleasas
grado PCR; 12.5 ul de Mezcla maestra 2XQRT-PCR; 87.5 pmol/ul de iniciador sentido;
72.05 pmol/ul de iniciador antisentido (concentracion optimizada para ENA1); 0.375 ul
de colorante fluorescente de referencia; y 0.0625 ul de la mezcla de la enzima
“StrataScript RT/RNase”. Las reacciones fueron mezcladas evitando formar burbujas y
fueron distribuidas en la placa con 96 pozos disefiada para este analizador. 100 ng de
ARN fue afiadido a cada reaccion y mezclada cuidadosamente. Las reacciones fueron
colocadas en el analizador Mx3005P y sometidas al siguiente programa de corrida de RT-
PCR: 1 ciclo por 30 min a 50°C, 1 ciclo por 10 min a 95°C y 40 ciclos de los siguientes

pasos, 30 segundos a 95°C, 60 seg a 50°C para ENA1 (53°C para HWPI1) y 30 seg a 72°C.
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El mismo protocolo fue usado para HWP1 y ACT1 excepto las concentraciones de
iniciadores, las cuales fueron las siguientes, para HWP1: 56.88 pmol/ul de iniciador
sentido, 59.89 pmol/ul de iniciador antisentido. Para ACT1: 31.5 pmol/ul de iniciador

sentido, 21.4 pmol/u1 de iniciador antisentido.

Curvas estdndar fueron generadas para cada uno de los genes de interés y para el gen
referencia. Las curvas se prepararon de las diluciones seriadas del gen de referencia y de
las diluciones seriadas de ARN total (25 -100 ng). Las reacciones qRT-PCR fueron
preparadas como descritas anteriormente en esta seccion utilizando los mismos reactivos
y protocolo sugerido por Stratagene-Agilent Technologies. Un control sin secuencia
blanco fue incluido con todas las reacciones para determinar la presencia de artefactos
como por ejemplo dimeros de iniciadores, productos de amplificacién inespecificos.
Adicionalmente fue incluido un control no tratado con RT para detectar el potencial de
productos amplificados generados a partir de ADN gendmico. Se realizaron andlisis de
curvas de disociacion para identificar productos secundarios potenciales en las reacciones
de amplificacion. Finalmente los productos de amplificacion fueron verificados en geles
de agarosa. La abundancia de cada gen fue determinada usando el método AACt. El
método delta-delta Ct expresa la proporcion 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:

Razén (ratio): o) -[ACt muestra - ACt control]

, -AACt
Razon= 2
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Los valores umbral de ciclo o Ct, por sus siglas en ingles, “threshold cycle”, ) fueron
determinados por la identificacion del ciclo en el cual la emision de la intensidad del
marcador fluorescente se elevo por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de

la reaccion del PCR.

Para los estudios de validacién, se usaron tres replicados biolégicos (no los usados
previamente en los estudios de microarreglos), cada corrida en triplicado. El célculo de la
varianza unidireccional (ANOVA) de los valores relativos de expresidon genética
obtenidos de la validacion de los estudios de Tiempo Real fué realizado con el software

SigmaPlot.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion génica diferencial en D. hansenii como resultado a la exposicion a
altas concentraciones de sal

Las diferentes cepas de D. hansenii muestran diferentes niveles de osmo-tolerancia
(Govind et al., datos no publicados). Una curva de supervivencia de D. hansenii CBS
767 (Figura 2) indicé que en la presencia de concentraciones en aumento de NaCl, 2M
de NaCl permiti6 el 40% de supervivencia de este organismo y resultd ser el umbral mas
alto de supervivencia para esta cepa de D. hansenii. Estos datos indican que esta
concentracion induce choque osmotico. Para estos experimentos entonces el cultivo de D.
hansenii fue expuesto a NaCl 2M y se obtuvieron muestras a los 30 min, 3 hy 6 h. El
cultivo control de D. hansenii se obtuvo sin haber recibido el tratamiento con sal, las
cuales se denominaron tiempo O h. Los tres tiempos puntuales fueron seleccionados
basados en Gori et al. (2005) (3 h) y Thomé y Trench (1999) (0.5 h). Afiadimos un
periodo de 6 horas para diferenciar entre los genes que se inducen de manera transitoria
versus aquellos que se inducen de manera estable. Se extrajo ARN de las células, se
determind su concentracion e integridad (Figura 3) y éste se utilizd para el andlisis de
genes diferencialmente expresado mediante la tecnologia de microarreglos segiin descrito

en Materiales y Métodos (Figura 1).
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D. hansenii CBS767 alasOh, 30 min, 3h y 6 h después del tratamiento con sal.
B. Electroferograma:Se grafico fluorescencia (FU) versus tiempo (s). Se observan 2 picos
ribosomales correspondientes a los ribosomas 18S y 26S. No hay evidencia de degradacion
de las muestras.



7.2 Analisis de graficas tipo volcan

La Figura 4A muestra resultados de la hibridaciones duales que se hicieron utilizando
el ARNc que fue etiquetado con marcadores fluorescentes. Los andlisis estadisticos
fueron obtenidos aplicando el teorema de Bayes a la t de student y realizando multiples
correcciones. Nuestros resultados identifican 109 genes significativos que representan

1.72% del total de 6,320 genes incluidos en el microarreglo.

Las graficas de Volcan se produjeron para asi tener una perspectiva de la tendencia
global de los datos (Figura 4B-D). En éstas el factor logaritmico de posibilidades basada
en estadisticas Bayesiana fue trazado (eje de y) versus el cambio en intensidad (eje de x),
ambos expresados como log,. En estos analisis, un gen se considera como expresado

diferencialmente cuando tiende a valores positivos del log de posibilidades.

El analisis de las graficas de volcan demuestra los genes significativos en cada tiempo:
los genes que mostraron valores positivos del log de posibilidades con niveles variados
de cambios en intensidad. Estos resultados sugieren una expresion génica significativa
mucho mas alta a las 3 h y 6 h en comparaciéon con lo que se observa a los 30 min.

(Figuras 4C y 4D versus B).
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partir de los datos del analisis Bayesiano para obtener una perspectiva de las tendencias
globales de la expresion del genoma de D. hansenii en respuesta a la exposicion a NaCl 2M
después de 30 min (B), 3h (C) y 6 h (D).
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7.3 Analisis del diagrama de Venn

En el Diagrama Venn (Figura 5A) se puede observar los cambios en expresion de los
genes significativos en los diferentes tiempos. Se pueden identificar 4 genes (3.67% del
total de genes significativos) que mostraron una expresion génica diferencial
exclusivamente a los 30 min., 10 genes (9.17%) exclusivamente a las 3 h y 44 genes
(40.37%) a las 6 h. Se not6 ademés solapamiento de expresion génica en los 3 tiempos
(0.5 h, 3 hy 6 h). Identificamos 3 genes (2.75%) que eran significativos tanto a los 30
min. como a las 6 h, 34 (31.19%) con expresion significativa a las 3 y 6 h, y 14 (12.84%)
genes que tuvieron expresion diferencial en todos los tiempos. Interesante notar que
ningun gen mostré solapamiento en su expresion entre los 30 min. y las 3 h. Un total de
6,211 genes representados en los microarreglos no mostraron expresion diferencial. Tanto
el analisis del Diagrama Venn (Figura 5A) como el de las graficas de Volcan (Figura 4D)
demostraron que la mayoria de los genes se expresaron significativamente a las 6 h

después del tratamiento con NaCl 2M.

7.4 Analisis de niveles de expresion utilizando graficas de barra

La Figura 5B describe los patrones de expresion obtenido a través de tiempos
puntuales con referencia a cambios en los niveles de expresion. La mayoria de los genes

expresados diferencialmente muestran un incremento en la expresion: 65 de los 109
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forma significativa su nivel de expresion en cada tiempo medido. B) Grado de aumento o
disminucion de genes expresados diferencialmente.



genes (59.6%) estan inducidos , mientras que 44 de los 109 (40.4%) genes presentan

disminucion en la expresion por lo menos en uno de los tiempos puntuales.

De los 21 genes significativos que se observaron a los 30 min (Figura 5A) 8 genes
(38.1%) mostraron un incremento en su expresion mientras que se observé una reduccion
en la expresion de 13 (61.9%) genes. Se observé también a las 3 h, 39 genes (67.24 %)
con un alza en la expresion y 19 (32.76%) genes con una reduccién. A las 6 h, 55 de los
95 (57.89%) genes significativos presentaron un patrén de aumento en su expresion
mientras que 40 (42.11%) genes un patrén de disminucién. En general se observo en
esta grafica una tendencia: el nimero de genes cuya expresion cambié después del
tratamiento con sal aumentd segun pasé el tiempo. Igual que en el diagrama de Venn, la

expresion génica diferencial fue mds alta a las 6 h.

En la Figura 5B se puede notar también que la mayoria de los genes significativos

muestran cambio de niveles de expresion en un rango de +1 to +3. De los genes que

presentan incremento en la expresion en los diferentes tiempos (un total de 102) 30, 33 y

28 genes (89.22%) muestran incrementos de 1, 2 y 3 veces el nivel basal,

respectivamente. En 11 de los 102 genes (10.78%) se presento un incremento en el
cambio de nivel de expresion de 4 veces (7 genes), de 5 veces (2 genes), de 8 veces (1

gen), y de 11 veces (1 gen) sobre el nivel basal. Del total de 72 genes que disminuyeron
su expresion en todos los tiempos puntuales, 34, 26 y 10 de los genes (97.22%)

presentaron una reduccién en los de niveles de expresion de 1, 2 y 3 veces por debajo el
nivel basal, respectivamente. Observamos 2 genes con reduccion en los niveles de

expresion de 4 y 6 veces, respectivamente. De estos resultados podemos concluir que

cambios en los niveles de expresion tan bajos como de 1, pueden representar expresion

génica significativa y tener relevancia bioldgica.
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7.5 Clasificacion funcional de genes en una grafica circular

Las anotaciones de los genes se obtuvieron del GenBank y se asignaron las funciones
putativas basada en los niveles de homologia con otros genes encontrados en los bancos
de datos. Los genes se clasificaron segin su relacion a procesos de traduccion,
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de glicerol y otros procesos celulares.
Aquellos genes que no presentaron alguna similaridad con genes de otros bancos de datos
o aquellos cuya funcién no se conocia se clasificaron bajo “Otros”. Las Tabla 1y 2 (Vea
Apéndice) presentan una lista abreviada de los genes que mostraron cambios en

expresion significativos en nuestros experimentos con microarreglos

La Figura 6 presenta las gréficas circulares (“pie charts”) obtenidas del analisis
funcional de nuestros datos de expresion génica. La mayoria de los genes con aumento en
los niveles de expresion a los 30 minutos estdn relacionado con la sintesis de proteinas
(37%), funciones del mitocondria (24%), pared celular/superficie (13%) metabolismo de
glicerol (13%) y metabolismo de carbohidratos (13%). Los genes relacionados al
metabolismo de aminodcidos fueron inducidos a las 3 h (11%) y a las 6 h (4%). Es
interesante notar que se puede observar a las 3 h (67%) y a las 6 h (52%) un aumento
continuo en el por ciento de genes asociados a traduccidon. Otros genes que habian

aumentados a los 30 minutos se redujeron mas tarde en el transcurso del experimento.
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Por otra parte, se disminuyeron los niveles de expresion a los 30 minutos de los genes
asociados a pared y superficie celular (24%), otros -cuya funcién no se conoce- (23%),
biogénesis de la vacuola (15%), metabolismo de carbohidratos (15%), metabolismo de
reduccion-oxidacion (15%) y transduccion de sefiales y transcripcion (8%). A las 3 h los
siguientes genes disminuyeron sus niveles de expresion: 21% pertenecen a aquellos
involucrados en metabolismo de carbohidratos, un 46% a genes de funcién desconocida,
11% al metabolismo de amino &cidos, 11% al metabolismo redox, y un 11% a
pared/superficie celular. Por ultimo a la 6 h, la mayor proporcién de genes (39%)
perteneciente a genes cuya funcién no se conoce (denominado “otros” en la gréfica)
también mostraron una baja en su expresion, igual que aquellos relacionados al
metabolismo de carbohidratos (un 14%), un 8% de genes involucrados en el
metabolismo de amino 4cidos, un 5% al metabolismo de lipidos, un 8% al metabolismo
de redox, un 8% a la pared/superficie celular, 10% a la funcién de proteccion

celular/chaperonas, y un 8% a sefiales de transduccion .

7.6 Analisis del patron de expresion

Realizamos un analisis del patron de expresion para todos los genes significativos en
cada tiempo puntual utilizando los coeficientes de expresion del modelo linear
computado por LIMMA (por sus siglas en ingles-Lineal Model for Microarray Data).
Identificamos diferentes patrones de expresion génica para todos los genes expresados
diferencialmente segun se habia determinado en el andlisis estadistico de los datos del
microarreglo. En las Figuras 7A-D se encuentran grupos de genes representativos. Los

datos en las graficas representan los valores de expresion
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génica segun fueron comparados al tiempo control 0. La Figura 7A presenta un grupo de
genes que mostr incremento significativo en los niveles de expresion en todos los
tiempos puntuales, pero demostré un pico en su expresion a las 3 h y volvio a los niveles
de expresion observados a los 30 min. Este grupo de genes incluye Proteina de la Pared

Celular de la Hifa , ATPasa ENA1p, Proteina Relacionada a la Unién de GTP, Proteina
Transportadora Mitocondrial, Ornitin-Descarboxilasa, asi como otros genes que
potencialmente estén relacionados a la sintesis de proteinas (RPL2, RPS5, RPS 24,

RPLI3B).

La Figura 7B muestra los patrones de expresion de dos grupos de genes, aquellos que
presentan incrementos significativos de niveles de expresion en todos los tiempos
puntuales y aquellos genes con diferentes niveles de expresion a las 3 y 6 h. Estos grupos
de genes incluyen en el primer grupo, PMT2 O-D Manosil Transferasa y RPS-4A,
RPL17B, RPL6A (estos ultimos relacionados a procesos de traducciéon) y 1ILV3 y ADEA4,
en el segundo grupo. La Figura 7C incluye un grupo de genes significativos que

presentan un aumento en expresion continua que va desde los 30 min. hasta las 3y 6 h.

La Figura 7D también tiene 2 tipos de genes. El primer grupo, que incluye a DL-
Glicerol Fosfatasa y un transportador de glucosa STL1, muestran un aumento
significativo en los niveles de expresion a los 30 min. al compararlo con los valores
control. Ademas se observa que en los tiempos de 3 y 6 h ambos genes exhiben una
marcada disminucién en los niveles de expresion. Esto sugiere que estos genes son

inducidos en una etapa temprana, inmediata y de manera transitoria. El segundo tipo de
grupo de genes presentados en esta grafica incluyen a-1-4 glucan glucosidasa |,

Dienelactona hidrolasa, Trealosa dcida. Todos estos genes mencionados anteriormente
estan relacionados al metabolismo de azucares. Por ultimo, el unico gen identificado en

nuestro estudio que esta asociado al procesamiento de ARN — (dominio de unién a ARN).
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La grafica muestra como estos 4 genes exhiben una tendencia continua de represion

alcanzando el méximo a las 3 y/o 6 h.

7.7 Validacion de los genes ENA1y HWPI1 utilizando qRT-PCR

Experimentos de validacidn se realizaron para los genes ENA1 y HWP1 (Proteina de
la pared celular de la hifa) utilizando la tecnologia PCR-Tiempo Real. La seleccion de
estos genes para estudios de validacion se basé en los analisis estadisticos previos y en el

conocimiento relacionado a la regulacion de genes en levaduras cuando éstas se

encuentran en estrés osmotico. Curvas estandar fueron generadas para cada uno de los
genes de interés (ENA1 y HWP1) y para el gen de referencia (ACT1, actina) (Figura 8).
Los R* de cada una de las graficas fueron >0.97 (el R* deberia estar tan cerca de 1.0
como sea posible) y la eficiencia de amplificacion debe estar en un rango entre 90-110%,

indicando que la amplificacion a los diferentes concentraciones fue consistente.

Se realizaron andlisis de curva de disociacion para ENA1, HWP1 y ACTI1 en los
diferentes tiempos puntuales para identificar productos secundarios en las reacciones de
amplificaciéon. Se graficaron los valores de fluorescencia relativa contra la
temperaturas de disociacién. Se observdo un solo pico en el producto de
amplificaciéon (para ACT1 a los 79° C, para ENA1-77 °C y para HWP1-85° ()

denotando la especificidad de los productos
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amplificados (Figura 9). Se ha encontrado que el aumento en expresion del gen ENA1
representa una respuesta celular decisiva ante el reto de hiper-salinidad [Proft y Serrano,
1999]. Este gen codifica para una ATPasa tipo P, y existe evidencia que estas ATPasas

intervienen en la extrusiéon de sodio, litio y potasio en levaduras (Haro ef al, 1991) y
juegan un papel muy importante en la tolerancia de sodio y litio (Prista et al.,1997). El
estudio estadistico de la varianza unidireccional (ANOVA) para el gen ENA1 identifico
diferencias significativas entre los diferentes tiempos puntuales (F (3,11)=10.07 (***p <
0.005). Diferencias especificas entre los grupos se detectaron con el andlisis de
comparacion “Tukey's Multiple Comparison post-hoc analysis” (0 versus 3.0 h'y 0 versus
6.0 h (*p<0.05 para cada comparaciéon ) 0.5 versus 3.0 h 'y 0.5 versus 6.0 h (+ p< 0.05

para cada comparacion) (Figura 10A).

La pared celular de los hongos es esencial para mantener el balance osmotico de la
célula y para crear y mantener la forma de la misma. Enfoques gendmicos y
protéomicos han sefialado claramente que las levaduras ascomicetas incorporan un gran
numero de proteinas en sus paredes celulares y que este proceso de incorporacion esta
rigorosamente regulado. La poblacion de proteinas de la pared celular puede variar en su

composicion segun la fase del ciclo celular, o condiciones ambientales o la etapa de
desarrollo en que se encuentre la célula (De Groot et al., 2005). HWP1, una proteina-GPI
ligada a la pared celular, es un gen regulado que se expresa en los tubos germinativos y
en las hifas verdaderas (Staab et al., 1996). E1 gen HWP1 se conoce por sus propiedades
adhesivas y su expresion ha sido vinculada a la virulencia de las hifas en C. albicans

(Bahn and Sundtrom, 2001). Este gen codifica para una manoproteina de la superficie
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Figura 9. Curvas de disociacion de los productos de los genes de ENA1 y HWP1 en
los diferentes tiempos punctuales (30 min, 3 h y 6 h). Se graficaron los valores de
fluorescencia relativa contra la temperaturas de disociacion. Las graficas se
exportaron del programa del analizador Mx3005P de Stratagene-Agilent Technologies.
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externa que se cree se orienta por su dominio amino terminal expuesto hacia fuera. Es
este carboxilo terminal que se integra de manera covalente con el B-glucano de la pared
celular logrando que la union de la hifa con el huésped sea estable y covalente y no facil

de revertir por agentes antifungicos (Castrillon et al., 2005).

El andlisis de la varianza unidireccional (ANOVA) también se realiz6 para el gen
HWP1 con los datos obtenidos de los estudios del qRT-PCR para validar el resultado del
microarreglo. Este andlisis identificé diferencias significativas entre los tiempos
puntuales (F (3,11)=20.77), ***p<0.0005). Mas especificamente, el test de Tukey de
multiples comparaciones post-hoc detectd diferencias significativas en las comparaciones
entre el O versus 3.0 h (***p <0.001), el 0 versus 6.0 h (*p< 0.05), el 0.5 versus 3 h (++p
<0.01) y el 3.0 versus 6.0 h (#p < 0.05) (Figura 10B). En general, los datos obtenidos
del qRT-PCR en ambos genes confirman el patrén de expresion que se observo en los

experimentos con los microarreglos, sugiriendo que los genes ENA1 y el gen de HWP1

estan involucrados potencialmente en la osmo-tolerancia de D. hansenii.
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8. DISCUSION

Se utilizaron microarreglos para delinear el perfil de expresion génica relacionado al
proceso de osmo-adaptacion en D. hansenii. Los resultados obtenidos apoyaron la nocion
que este organismo esta altamente adaptado a condiciones de hiper-salinidad.
Observamos como una concentracion alta de sal produce un estrés inicial que induce 2
tipos de genes simultineamente: genes que se conoce que son expresados bajo estrés
osmotico y por otra parte, aquellos genes relacionados a sintesis de proteinas y
mantenimiento celular. Luego del estrés inicial este organismo se sobrepone al estrés

osmotico aumentando la expresion de genes involucrados en la sintesis de proteinas.

Se ha comprobado que células que estan totalmente adaptadas a un medio ambiente de
condiciones extremas pueden reanudar proliferacion, se caracterizan por los ajustes que
realizan en su metabolismo energético y de oxidacion —reduccién, mantienen un nivel
alto de glicerol y sus propiedades a nivel de pared/superficie celular se muestran alteradas

(afectadas) (Hohmann, 2002).

Al resumir nuestros resultados en los puntos mas importantes, se destacan cuatro:
Primero, los resultados obtenidos en la transcripcion del gen GPDI1 (glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa) fueron sorpresivos pues su rol en la biosintesis de glicerol ha sido

ampliamente documentada y en nuestro estudio no se detectaron cambios significativos.
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Segundo, nuestros resultados demostraron un alza en la regulacion de genes que
codifican para proteinas ribosomales. Tercero, es notable el nimero de genes inducidos
relacionados a funciones del mitocondria, lo que podria indicar su participacion en
mantener ajustadas las actividades respiratorias y metabolicas del organismo, realzando
su capacidad para la osmo-adaptacion. Cuarto, se observaron cambios en los genes
asociados a la pared/superficie celular, algunos de estos fueron inducidos y otros
reprimidos, indicando cuan dinamica es la pared celular, siempre remodeldndose de
acuerdo a las condiciones externas (Adams, 2004) . Cada uno de estos puntos sera

discutido a continuacion.

8.1 Biosintesis de glicerol y osmoadaptacion

El proceso de osmo-adaptacion ha sido estudiado ampliamente en organismos
halotolerantes, como lo son las levaduras y las algas, (Hasegawa, 2000; Ventosa et al.,
2004). El anadir sal a S. cerevisiae, activa la ruta metabolica quinasa de MAP resultando
en un aumento en la expresion de GPD1 y GPP1(Ansell ef al., 1997; Keyse, 2000; Kultz
y Burg, 1998). El aumento en la expresion causa un aumento en la sintesis de glicerol, un
osmolito inerte que contrarresta el efecto de hiper-osmolaridad extracelular (Mager y
Varela,1993; Thome y Trench, 1999; Estruch, 2000; Gonzalez-Hernandez y Pefia, 2002).
Esta actividad del gen de GPDI1 en S. cerevisiae ha sido estudiada utilizando northerns y
por microarreglos de expresion (Rep et al, 2000; Thome y Trench, 1999; Gori et al.,

2005; Hirasawa et al., 2006; Causton et al., 2001).
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Aunque los resultados de nuestros microarreglos mostraron también un aumento en
los niveles de ARNm del gen de GPDI, tales cambios no alcanzaron valores estadisticos
significativos ya que se utilizaron protocolos estadisticos muy rigorosos. Nuestros
resultados estan de acuerdo con Hohmann (2002) donde la expresion de GPD1 y GPP2
en S. cerevisiae es activada rapida y transitoriamente por un cambio osmotico. El mismo
estudio reportd que en células adaptadas a crecer en un medio de una alta osmolaridad el
ARNm es inducido solo de 2-5 veces dependiendo del nivel del estrés osmotico
(Albertyn et al., 1994; Ansell et al., 1997; Ericksson, 2000; Larsson, 1993; Rep et al.,
1999). Nuestro resultados también mostraron que con la excepcion de GPP1 y ENA1
(Figure 7D) la transcripcion de otros genes que comunmente estan inducidos por estrés
osmotico en S. cerevisiae, tales como cinasa de dihidroxyacetona (DAKI),
fosfoglucomutasa (PGM2), y alpha, alpha-trealose-fosfato sintasa (TPS3) (Almagro et

al., 2001) , ninguno de ellos fueron inducidos significativamente en D. hanseni.

Los siguientes genes los han asociados también a la tolerancia a la sal de D. hansenii:
TRK- involucrado en el transporte de K* (Prista et al., 2007), HAL2- una fosfatasa
sensitiva a la sal (Aggarwal et al, 2005), NHXI1- un gen que codifica para un
intercambiador de Na'/H"™ (Montiel and Ramos, 2007) y NHA1- un gen que codifica para
un cation de metales alcalinos en la membrana plasmatic (Velkova and Sychrova, 2006,
Banuelos, 1998). Nuestros microarreglos no detectaron induccion significativa en

ninguno de estos genes.

58



8.2 Proteinas ribosomales

Se ha observado frecuentemente en S. cerevisiae que los genes que codifican para
factores involucrados en la sintesis de ARNr y ensamblaje de los ribosomas se reprimen
durante estrés salino (Rep et al., 2000, Causton et al., 2001; Grigull et al., 2004). Esa
reduccion de proteinas ribosomales permite que la energia celular sea reorganizada o
desviada para lograr un aumento de genes asociados a proteccion celular, aun asi

manteniendo la sintesis de proteinas a un nivel basal (Jelinsky y Samson, 1999).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio en D. hansenii demuestran que después de
tratamiento con sal aumento significativamente la expresion de un gran nimero de genes
cuyo nivel de ARNm codifica para proteinas ribosomales o proteinas involucradas en
traduccion y ésto en todos los periodos de tiempo del estudio. Parece ser que en D.
hansenii (CBS 767) de haber algin paro celular debido a choque osmotico esté
ocurriendo antes del primer periodo de tiempo (30 min.) de nuestro andlisis de

microarreglos y donde las células ya estdn en proceso de recuperacion.

Posas et al. (2000) reportaron resultados parecidos en un estudio de microarreglos en
células de S. cerevisiae que estuvieron en contacto con NaCl (0.4 M) por 10 min. y hubo
induccion de una gran cantidad de componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas.
Esto incluyd 31 de los genes que codifican para proteinas ribosomales y también se
detectd aumento en el nivel de varias aminoacil ARNt sintetasas y de factores de

iniciacion de la traduccion incluyendo T1F1 y TIF2, PRTI, TIF11, HYP2,y CDC95. En
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este estudio con D. hansenii se observo la induccion de un total de 28 genes ribosomales,

de un factor de iniciacion de la traduccion (PRT1) y una arginil ARNt sintetasa.

En su andlisis de expresion génica por microarreglos de S. cerevisiae sometida a alta
salinidad, Yale y Bohnert (2001), reportaron que aproximadamente la mitad de todos los
transcritos inducidos (42%; 44 ORFs) se originaron de la categoria de genes asociados al
metabolismo de proteinas. Estos resultados estan de acuerdo con los presentados en este
estudio con D. hansenii donde aproximadamente la mitad (46%, 30 ORFS) de los
transcritos inducidos pertenecen a la categoria de sintesis de proteinas. Yale y Bohnert
(2001), también encontraron que los patrones de expresion a los 10 y 30 min eran
parecidos, donde 67% de los OREF’s inducidos a los 10 min eran exactos a aquellos
inducidos a los 30 min y todos asociados al metabolismo de proteinas. A los 90 min, solo
13% de los genes inducidos estaban relacionados a componentes del metabolismo de

proteinas.

Nuestros resultados reflejaron una diferencia muy marcada entre los patrones de
expresion de los componentes de sintesis de proteinas a los 30 min (37%) y a las 3 h
(67%), y mantuvieron ese aumento (52%) a las 6 h. Yale y Bohnert atribuyeron la
diferencia en la induccion de proteinas ribosomales (10 y 30 min) a un ajuste metabdlico
temprano durante el choque por estrés salino por parte de S. cerevisiae, mientras que
nuestros resultados de una inducciéon que va en aumento a través de los periodos de
tiempo estudiados, sugieren que un mecanismo regulador de la traduccion de genes

desempefia un papel en la respuesta de osmo-regulacion en D. hansenii.
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Hirasawa et al. (2006) compararon la funcion de genes entre una cepa de S. cerevisiae
para la elaboracion de cerveza y una cepa de laboratorio del mismo organismo, después
que ambas fueron sometidas a estrés salino. Los autores llegaron a la conclusion de que la
cepa para la elaboracion de cerveza presentd una respuesta mas rapida y pudo adaptarse
mejor que la otra cepa debido al mantenimiento de los niveles de expresion de genes
relacionados a la biogénesis y ensamblaje de proteinas como también el poder continuar

la sintesis de proteinas a pesar de las altas concentraciones de sal.

El alza en la regulacion de proteinas ribosomales se ha observado también en algunos
organismos en el proceso de aclimatacion a ambientes extremos. En las plantas se ha
observado que para aclimatarse al frio muestran cambios en expresion génica y sintesis
de proteinas de novo (Guy, 1990; Thomashow, 1998). Puede ser que bajo condiciones de
temperaturas bajas la induccion de proteinas ribosomales realce el proceso de traduccion
o ayude con el ensamblaje y funcionamiento apropiado de los ribosomas (Kim et al.,
2004). Un mecanismo parecido puede estar operando en D. hansenii durante el estrés
salino, el cual puede resultar en una reduccion muy efectiva de disponibilidad de agua
intracelular. Este estado de preparacion a nivel de transcripcidon en este organismo puede
indicar el papel tan importante que tiene la regulacion de traducciéon en la osmo-
adaptacion. Por otro lado, es muy importante el descubrimiento de genes que no han sido
reportados o identificados todavia, y que demuestren tener un incremento en
transcripcion y puedan estar involucrados en el proceso de osmo-adaptacion de este

organismo.
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8.3 Otros Genes

8.3.1 Genes con incremento en su expresion

Se observaron en nuestros microarreglos otro grupo de genes inducidos perteneciente
a aquellos que codifican para funciones relacionadas al mitocondria. Se ha documentado
que S. cerevisiae requiere de energia a nivel celular para manejar el estrés, reparar dafios
y mantener homeostasis (Hohmann, 2002). Nuestros resultados revelaron un promedio
del 14% del total de genes inducidos en D. hansenii (Figura 6) que pertenecian a la
categoria de genes asociados al mitocondria. Este resultado es consistente con la

habilidad de este organismo de enfrentar la exigencia de energia celular requerida.

La pared celular es esencial para mantener la morfologia celular y como proteccion del
ambiente externo al preservar su integridad osmotica (Garcia et al., 2004). Es de
esperarse que el estrés osmotico afecte los procesos relacionados al ensamblaje de la
pared/superficie celular (Rep et al., 2000; Alonso-Monge et al., 2001). Consistente con
estos datos, otra categoria de genes inducidos en nuestros microarreglos fueron aquellos
que codifican para biogénesis y modificacion de la pared/superficie celular (un 7.6% del
total de genes inducidos) (Figura 6). Entre los genes inducidos de la pared celular se
encontraron aquellos que son necesarios para la sintesis de manoproteinas (MNTI,
MNNI, PMT2 y PSAl). Ademads, se observaron otros genes inducidos que codifican
para proteinas involucradas en el movimiento de moléculas o iones a través de una

membrana de fosfolipidos , cada uno con su exigencia energética, entre ellos, STL1, un
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simporter de glicerol/H+, y todos colaborando a mantener la integridad de la pared

celular.

8.3.2 Genes con disminucion en su expresion

Contrario a fuentes ya documentadas (Hirasawa et al., 2006; Rep et al., 2000), que
reportan que el estrés salino causa la induccién de chaperonas y genes asociados a las
funciones de proteccion celular, nosotros observamos la represion significativa de los
genes que codifican para proteinas de choque térmico como HSP12 y DDR48, como
también la toxina “killer” KHR1 y en la expresion de transportadores asociados a la
vacuola. Estos mismos genes fueron inducidos en S. cerevisiae cuando fue sometida a
estrés osmotico (Hohmann, 2002; Rep et al., 2000). La ausencia de una respuesta de
proteinas de choque térmico en nuestros estudios puede sugerir que el umbral para

inducir una respuesta al estrés en D. hansenii es mas alto que en S.cerevisiae.

8.3.3 Genes no caracterizados

Nuestros microarreglos revelaron cambios en expresion génica en 18 genes cuya
funcién se desconoce. De éstos, 4 fueron inducidos y 14 fueron reprimidos (Funcién
desconocida fue clasificada como otros en la Figura 6.) La caracterizacion y los estudios
de las secuencias codificantes de estos genes desconocidos y las secuencias reguladoras
de aquellos genes altamente regulados pueden ayudar a dirigirnos por caminos de

comprension en la capacidad de sobrevivencia o tolerancia al estrés que posee D.
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hansenii. Una ventaja adicional seria el desarrollo de herramientas moleculares nuevas

para la expresion de genes heterdlogos en D. hansenii.
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Tabla 1.- Respuesta al estrés salino en levaduras medida por la tecnnologia de micro-
arreglos. Se destacan solo esos resultados con marcado aumento (+) o disminucion (-)

en la expresion génica. * = no se reporto resultado.

Autores Posas et al. Yale & Bohnert Rep et al. Rﬁ;‘jfggis

Organismo S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae D. hansenii

Cloruro de Sodio

Concentracion 0.4M 1.0M 0.7M 2.0M

Tiempo de 10 min 10, 30 y 90 min 45 min 30 min, 3 h, 6 h

Induccion

Resultados Aen Expresion ~ Aen Expresion ~ Aen Expresion A en Expresion

Glicerol

GPP1 % 4.3+ 4 + 11+

GPDI1 76.4 + 39.1 + 36 + 1+

Proteinas o, 4+ o 4 . o o/ 4 .

Ribosomales 7% +(>5x) 67% + (10, 30 min) Mayoria 37% + (30 min)
55% - (90 min) 67% + (3 h)

52% + (6 h)

Pared Celular

B' 1,3 D-glucano * % >0 1+ 4.63 -

Sintetasa

Proteccion Celular

HSP12 % 62.7 + > 114+ 3.94 -

DDR48 >255+ 4.3 + (90 min) * 11.65 -

Metabolismo de

Azicares

STL1 89.8 + 14.3 + >34 + 3+

ATPasas /

Homeostasis +

ENA1 7.4+ (después de 30 min) >84+ 3.45+ (3 h)

Otros

Vacuola 153+ * 6.0 + 1.85 -

CHA12 % * 8.7+ 2.96 -

Aldehido 66.7 + * > 40 + 1.76 -

Deshidrogenasa




1.

9. CONCLUSIONES

La tecnologia de microarreglos es apropiada para estudiar en forma precisa la
expresion transcripcional del genoma completo de Debaryomyces hansenii en

respuesta a la exposicion a NaCl 2M.

De un total de 6,320 genes, 109 modificaron significativamente su nivel de
expresion en respuesta a la presencia de los altos niveles de sal. Entre los cuales
estan los genes asociados a proteinas ribosomales observaron un incremento de
actividad, mientras que aquellos involucrados en proteccion celular presentaron

una reduccion en la misma en algunos de los tiempos puntuales.

Entre los genes de D. hansenii que observaron un incremento en su expresion,
50% se identificaron con genes asociados a traduccion, 21% se relacionaban con
funciones del mitocondria y un 15% se asociaron a funciones aun desconocidas.
Por su parte los genes que presentaron una disminucidén en su expresion, una
mayoria (45%) se encontraron asociados a funciones aun desconocidas y un 20%

a funciones de proteccion celular.

El hecho que 50% de los genes que exhibieron un alza en su expresion estén
asociados a la maquinaria de traduccion sugiere que un mecanismo regulador de
la traduccion de genes desempetie un papel en la respuesta de osmoregulacion en

D. hansenii.
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El nimero de genes cuyos niveles de expresion se modificod después del
tratamiento con sal; cambid con el transcurso del tiempo, observandose las

mayores diferencias significativas a las 6 h de iniciado el experimento.

Los experimentos de validacion con qRT-PCR pudieron confirmar los patrones de

expresion para los genes seleccionados, ENA1 y HWPI.

Con la expresion de GPP1 y ENAI, en nuestros microarreglos no se detectd
induccion significativa en otros genes que comunmente estan inducidos por estrés
osmotico en S. cerevisiae, y otros que han sido asociados a la tolerancia de sal en

D. hansenii.
Los resultados muestran que muy pocos genes son inducidos como respuesta a

estrés osmotico indicando que D. hansenii esta preparada para sobrevivir en

ambientes extremadamente salinos.
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APENDICE A

Tabla 1. Genes de D. hansenii CBS767 que incrementaron su expresion después de
la exposicion a NaCl 2M.

Cambio en el

Nuimero de c eristi Estadistica “t” Nivel de Expresion
acceso al aracteristicas (No. Veces)
GeneBank del Gen
30 min 3.0 6.0 30 3.0 6.0
h min h h
Similar a sp|Q00673 NADH-
XM_456843.1  ubiquinona oxido probable 036 516  9.08 1.02 135 1.70
reductasa de Candida
maltosa
Altamente similar a
XM_456903.1 CeRPL16A proteina 332 567 785 188 294 4.44
- ribosomal de Candida
albicans
Similar a CaCOX13 cadena
XM _457168.1  de citocromo-c oxidasa de 3.61 3.29 869 129 126 1.84
Candida albicans
Similar a B42CA0854
XM 457834.1 1PF8854 de Candida -0.29 6.05 8.87 1.05 292 480
albicans
Altamente similar a
XM 457965.1 YORO065w CYTI de 1.88 5.5 851 1.17 1.60 2.06
Saccharomyces cerevisiae
XM 458083.1 Ninguna similaridad 52 4.48 6.63 145 137 1.60
Altamente similar a
XM 458234.1 YJR048w CYCl1 de 4.63 4.36 7.8 1.96 1.89 3.11
Saccharomyces cerevisiae
Altamente similar a
XM 458595.1 1.96 4.43 8.5 .12 1.29 1.63

ubiquinona oxidoreductasa
subunidad NUIM de
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XM 459262.1

XM 459431.1

XM 460298.1

XM_460408.1

XM_460573.1

XM 460602.1

XM 460718.1

XM_460786.1

XM_460805.1

XM 461247.1

Candida albicans IPF14389

Altamente similar a
CaPOL30 de Candida
albicans

Altamente similar a
CaACO1 aconitato hidratasa
de Candida albicans

Altamente similar a
CaRPL24A proteina
ribosomal de Candida
albicans

Altamente similar a
Mannosa-1-fosfatasa
guaniltransferasa de
Candida albicans

Altamente similar a
CaPMT2 O-D-
manosiltransferasa de
Candida albicans

Altamente similar a Candida
albicans IPF8000

Altamente similar a
CaRPL17B RPL17B
proteina ribosomal de
Candida albicans

Altamente similar a CaPRT1
Factor de iniciacion de
traduccion de Candida
albicans

Similar a NUCM precursor
de proteina de Yarrowia
lipolitica

Alguna similaridad con
Candida albicans IPF165

1.77

3.79

3.05

3.5

2.27

-0.37

3.32

1.55

0.41

2.85

5.52

5.6

6.19

491

5.01

5.86

6.04

4.48

6.17

3.67

9.37

8.48

7.83

9.88

7.87

8.28

6.62

8.57

7.21

8.87

1.50

1.61

1.39

1.02

1.98

1.09

1.03

1.19

1.39

1.82

2.63

1.58

1.27

1.40

3.46

1.28

1.67

1.25

1.76

2.48

3.39

2.52

1.46

1.61

3.89

1.61

1.82

1.72
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XM _461313.1

XM 461774.1

XM 461976.1

XM 462382.1

XM 462446.1

XM 456741.1

XM 457044.1

XM 457613.1

XM 459049.1

XM 459167.1

XM 459914.1

Altamente similar a
CaRPS18 proteina ribosomal
de Candida albicans

Similar a Candida albicans
IPF7840 y similar a Pet123p
proteina ribosomal,
mitocondrial de
Saccharomyces cerevisiae

Similar a 40S proteina
ribosomal S9, precursor
mitochondrial de Candida
albicans

Altamente similar a Candida
albicans IPF11123

Similar a Candida albicans
IPF9711

Altamente similar a la
proteina ribosomal 40S
(Omnipotent suppressor
protein SUP44) de
Saccharomyces cerevisiae

Altamente similar a
YORO063w TCM1 60S
subunidad grande de una
proteina ribosomal de
Saccharomyces cerevisiae

(ninguna anotacién)

Altamente similar a
CalLYS22 de Candida
albicans

Similar a Candida albicans
CaMNT1 Manosiltransferasa

Similar a Candida albicans
CaRPL37B proteina
ribosomal

3.63

2.92

3.12

3.35

1.97

2.8

0.96

3.51

-1.3

1.41

1.94

5.75

5.8

3.06

4.84

4.17

7.21

9.73

9.36

7.88

6.77

7.52

6.83

8.78

8.71

9.09

8.72

5.66

6.39

6.11

5.21

6.5

6.41

2.03

1.16

1.21

1.33

1.14

1.88

1.16

1.89

1.09

1.35

3.06

1.34

1.20

1.51

1.32

5.06

4.57

5.46

1.69

1.71

3.22

3.78

1.56

1.70

2.15

1.79

3.57

2.71

3.03

1.42

1.67

2.71
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XM_460673.1

XM 461877.1

XM 456483.1

XM_456635.1

XM 456734.1

XM 456819.1

XM 457175.1

XM_457609.1

XM _457757.1

XM_457790.1

Altamente similar a Candida
albicans CaLY S4
homoaconitato hidratasa

Altamente similar a Candida
albicans IPF7366 Arginil-
tARN sintetasa

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YBRO025¢c GTP-proteina de
enlace

Similar a Saccharomyces
cerevisiae YLR325c RPL38
60S subunidad grande de
proteina ribosomal

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YORO096w RP30 proteina
ribosomal

Similar a Saccharomyces
cerevisiae YHLO15w URP2
proteina ribosomal

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YBR189w SUP46 proteina
ribosomal

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YLLO045¢c RPL4B 60s
subunidad grande proteina
ribosomal

Altamente similar a

Saccharomyces cerevisiae
YLRO75w 60S subunidad
grande proteina ribosomal

Debaryomyces hansenii
ATPase ENAlp

0.9

1.34

2.61

3.36

3.35

1.95

5.41

2.12

1.3

-1.31

7.96

8.13

9.7

8.41

12.25

10.59

12.02

6.8

9.03

12.54

5.11

6.19

8.35

11

14.08

11.09

16.05

6.86

8.85

9.36

1.09

1.07

1.22

1.38

1.39

1.22

1.55

1.32

1.09

1.14

2.19

1.54

2.11

2.23

3.36

291

2.66

2.45

1.87

345

1.66

1.39

1.90

2.86

4.03

3.06

3.70

2.47

1.84

2.52
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XM 458024.1

XM 458290.1

XM_458566.1

XM_458883.1

XM_458989.1

XM 459092.1

XM_459257.1

XM_459635.1

XM 460297.1

XM_460509.1

XM 461011.1

Similar a sp|Q02753
Saccharomyces cerevisiae
YBR191w URPIA

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YKRO042w UTHI1

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YGLO76c RPL6A 60S
subunidad grande proteina
ribosomal

Similar a Candida albicans
Descarboxilasa de Ornitina

Altamente similar a Candida
albicans CaRPLS81

Altamente similar a Candida
albicans CalLV3

Débilmente similar a
Candida albicans
5184|{IPF11090

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
SDH1 precursor de
Flavoproteina, subunidad de
succinato deshidrogenasa

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YGLO030w RPL32 60S
subunidad grande de una
proteina ribosomal

Atamente similar a Candida
albicans CaRPS4A proteina
ribosomal S4

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YMRI121c RPL13B 60S

subunidad grande de una

3.14

1.47

2.87

4.09

2.34

-0.48

2.64

3.84

4.59

3.61

2.75

6.59

6.67

6.55

11.93

11.11

8.64

6.43

10.19

6.72

8.62

12.34

7.37

6.75

6.99

9.36

11.75

9.84

9.69

14.55

7.31

7.99

9.01

1.87

1.21

1.68

1.48

1.26

1.03

1.17

1.33

2.47

1.76

1.25

3.70

2.35

3.28

3.11

3.03

1.68

1.47

2.12

3.76

3.83

2.70

4.33

2.37

3.56

2.44

3.24

1.81

1.79

2.92

4.22

3.48

2.06
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XM _461310.1

XM_461493.1

XM 461707.1

XM 461869.1

XM_462135.1

XM 462215.1

XM 462243.1

XM 457182.1

XM 459544.1

XM 457484.1

XM_457899.1

proteina ribosomal

Altamente similar a Candida
albicans RPL10E proteina
ribosomal

Altamente similar a Candida
albicans ADE4
amidofosforibosiltransferasa

Altamente similar a Candida
albicans CaRPS24 proteina
ribosomal S24.e

Altamente similar a Candida
albicans CaRPS4A proteina
ribosomal S4

Altamente similar a Candida
albicans CaRPL19A

Altamente similar a
Neurospora crassa
NCU07830.1 40S proteina
ribosomal S14

Altamente similar a Candida
albicans Ubiquitina proteina
de fusion

Similar a Candida albicans
CaSTL1 transportador de
azucar

Altamente similar a Candida
albicans CARHR2 DL-
glycerol fosfatasa

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YJRO077¢c MIR1 proteina de
transporte de fosfato,
mitocondrial

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YER117w RPL17B proteina

2.73

1.65

3.53

3.5

3.68

3.98

3.66

8.62

11.36

6.18

6.77

10.42

7.89

8.46

8.71

6.12

8.75

7.91

3.79

6.44

4.81

12.49

8.12

9.47

6.71

8.35

7.15

8.98

7.44

0.77

1.2

9.62

16.75

1.45

1.09

1.60

1.67

1.86

1.55

1.50

3.08

1.93

1.72

4.18

1.49

3.11

3.61

2.80

2.61

2.39

1.64

3.94

1.67

2.73

3.05

1.62

2.46

3.42

3.34

2.68

2.27

1.10

1.29

2.78

3.85
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ribosomal

Altamente similar a Candida
XM_458832.1  albicans 60S proteina 6.1
ribosomal L13

Altamente similar a
Saccharomyces cerevisiae
YBL030c AAC2 ADP/ATP
proteina acarreadora

XM 459840.1 7.69

Altamente similar a Candida
albicans CaRPS25B y a S. 8.26
XM_461164.1 cerevisiae RPS31B 40S )

proteina ribosomal

alguna similaridad con la
XM 462314.1 Pproteina de la pared celular
B de la hifa de C. albicans

6.88

9.58

18.66

13.72

13.62

12.84

16.02

21.79

7.85

1.79

1.55

1.56

2.97

2.50

291

2.08

8.62

3.42

2.51

3.20

3.46

Los niimeros de acceso y las anotaciones fueron exportados del GenBank. Los nombres
de los genes y sus funciones se asignaron en base a su homologia con genes de otras
levaduras. La estadistica T se gener6 de las estadisticas eBayes para cada gen. El cambio

en el nivel de expresion también fue incluido.
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APENDICE B

Tabla 2. Genes de D. hansenii CBS767 que disminuyeron su expresion después de la
exposicion a NaCl 2M.

Cambio en el

Nuimero de Estadistica “t” Nivel de Expresion
acceso al Caracteristicas (No. Veces)
GeneBank del Gen

30 3.0 6.0 30 3.0 6.0

min h h min h h

Similar a YPLO0O57¢c SUR1

XM _457449.1 requerida paramanosilacion g9 651 628 1.82 1.55 1.53
de esfingolipidos de

Saccharomyces cerevisiae

Algunas similaridades con
XM_457594.1 YDLO035c¢ GPRI1 G- receptor -5.51 -7.71 -6.06 1.60 193 1.68
de proteinas de S.cerevisiae

XM _457863.1 Ninguna similaridad -6.58 -5.61 -836 145 137 1.60

Alguna similaridad con
XM _458256.1 CA1242 de Candida -9.1 -5.63  -839 251 1.77 233
albicans

Similar a CaFRE7 reductasa
XM 458531.1  de hierro de Candida -7.84 -827 -1026 1.63 1.67 1.90
albicans

Similar a Candida albicans
XM 458615.1 IPF10270 -6.83 -927 -8.62 192 242 228

Similar a transportador de

XM 4 1 9.4 -9. -11.21 292 3.02 3.55
459376 glucosa de Candida albicans 948 978
Débilmente similar a
. -8.32 7. -10.1 2. 2.51 44
XM_460241.1 Candida albicans IPF10922 8.3 7.8 0.16 75 3 3
Similar a IPF885 B-1,3-D-
XM 461420.1  glucano sintetasa de C. -7.52 9.1 -1629 2.03 235 4.63

albicans
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XM 456662.1

XM 457384.1

XM 459924.1

XM_462468.1

XM 456429.1

XM_457709.1

XM_457870.1

XM 459109.1

XM_459348.1

XM 460152.1

XM 461533.1

XM 462395.1

XM 458199.1

Débilmente similar a 37 kDa
proteina de la superficie
celular de Candida albicans

Débilmente similar a
YDR169¢ STB3 SIN3
proteina de enlace de
Saccharomyces cerevisiae

Similar a CaPHOS84 fosfato
inorganico/H simporter de
Candida albicans

Altamente similar a
CaVTC4,asociado a la
vacuola de Candida albicans

Similar a CHA12 serina/L-
treonina deaminasa de
Candida albicans

Débilmente similar a
YALIOE34045g de
Yarrowia lipolytica

Débilmente similar a
CA2903|IPF11725 de
Candida albicans

Similar a CaATH]1 Trealasa
acida , vacuolar de Candida
albicans

Débilmente similar a
YALIOE34045g de
Yarrowia lipolytica

Ninguna homologia
Ninguna similaridad

Similar a Candida albicans
IPF16253

Altamente similar a
YJLOOIw PRE3 de

-7.85

-6.3

-15.73

-12.35

0.39

0.07

-3.11

-4.93

0.05

-3.52

-2.82

-2.31

4.61

-2.31

-5.13

1.96

0.49

-8.06

-7.62

-11.01

-6.33

-7.44

-7.05

-8.96

-8.25

-12.99

1.87

5.12

-7.32

-16.66

-6.45

-9.03

-7.33

-10.13

-11.55

-0.06

1.79

1.84

6.64

1.85

1.05

1.00

1.22

1.6

1.00

1.40

1.45

1.29

1.30

1.19

1.64

1.26

1.02

2.96

1.53

1.89

1.84

1.96

2.38

2.64

1.60

2.62

1.90

1.25

1.29

2.68

1.60

2.85

1.91

2.10

2.01

3.80

3.50

1.00
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XM 461014.1

XM_456597.1

XM 456744.1

XM 456772.1

XM 456974.1

XM_457508.1

XM_457839.1

XM 457945.1

XM 457952.1

XM_457996.1

XM 458261.1

Saccharomyces cerevisiae

Similar a alpha-1,4-glucano
glucosidasa de Candida
albicans

Similar a spP05150
YJLO88w ARG3 ornitinina
carbamoltransferasa de
Saccharomyces cerevisiae

Similar a CA2718|IPF7374
de Candida albicans

Similar a YBR287w de
Saccharomyces cerevisiae y
similaridad con una proteina
de S. pombe

Alguna similaridad con una
proteina de Kluyveromyces
lactis (KLLAODO00660g)

Débilmente similar a
YDR536w STL1 miembro
de la familia de transporte de
azucares de Saccharomyces
cerevisiae

Débilmente similar a
YMR173w DDR4S8 proteina
de shock térmico de
Saccharomyces cerevisiae

Altamente similar a
CAS5798|IPF4181 de
Candida albicans

Similar a YFLO14w HSP12
de Saccharomyces
cerevisiae

Similar a CA0982|IPF7397
de Candida albicans

Alguna similaridad con
CA5526|IPF2857 de

3.19

-4.12

-4.05

-5.68

-3.71

-4.57

0.28

-6.12

0.02

-0.19

-0.79

-6.95

-2.48

-5.94

-4.37

-4.74

-2.36

-3.37

-3.25

-4.25

3.02

-5.39

-5.67

-8.52

-8.93

-8.39

-7.71

-12.38

-11.65

-6.72

-10.38

-9.89

-13.02

1.29

1.22

1.38

1.66

1.20

1.33

1.03

1.94

1.00

1.01

1.07

1.74

1.13

1.60

1.48

1.26

1.16

1.39

1.42

1.75

1.19

1.59

1.57

1.51

2.04

2.11

1.46

2.17

3.09

2.07

3.94

1.79

3.08

&9



Candida albicans

Alguna similaridad con
XM 458481.1 KHR (killer toxin) de -3.9 -419 -835 122 124 1.53
Saccharomyces cerevisiae

XM 458896.1 omilara CaAUTI de 151 -51  -1068 1.10 137 195
- Candida albicans

Similar a CaPLB3
XM 459527.1  fosfolipasa B de Candida -4.29 -5.05 -6.94 157 1.70 2.08
albicans

Alguna similaridad con
XM 459598.1 proteina HAC1 de -3.83 -6.01 -796 156 2.02 254
Saccharomyces cerevisiae

Débilmente similar a
YDR313c PIBI1 fosfatidil
XM 459658.1 inositol (3)-asociado a 0.99 -5.83 -10.11 1.05 136 1.71
funcién vacuolar de
Saccharomyces cerevisiae

Similar a Candida albicans
XM 459743.1  1PF2280, funcion -434 -488 -13.35 130 135 2.25
desconocida

Similar a dominio de
XM_459751.1  cinc,factor de transcripcion -461 -426 -7.52 2.08 196 3.29
de Candida albicans

XM _460109.1 Ninguna homologia -5.67 -423 -16.13 156 139 351
Similar a Aldehido

XM 461954.1  deshidrogenasa de Candida -2.69  -635 -6.62 126 172 1.76
albicans IPF1401
Similar a Candida albicans

XM 462398.1 IPF14603 -3.82  -4.58 -828 134 142 1.88
Similar a Candida albicans

XM 462586.1 IPF12034 -1.9 -5.23 -7.66 120 1.65 2.09

Los ntimeros de acceso y las anotaciones fueron exportados del GenBank. Los nombres
de los genes y sus funciones se asignaron en base a su homologia con genes de otras
levaduras. La estadistica T se gener6 de las estadisticas eBayes para cada gen. El cambio
en el nivel de expresion también fue incluido.
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Abstract

The euryhaline marine yeast Debaromyces hansenii is a model system for the study of
processes related to osmoadaptation. In this study, microarray-based gene expression
analyses of the entire genome of D. hansenii was used to study its response to
osmotic stress. Differential gene expression, compared to control, was examined at
three time points (0.5, 3 and 6 h) after exposure of D. hansenii cultures to high salt
concentration. Among the 1.72% of genes showing statistically significant differences
in expression, only 65 genes displayed at least three-fold increases in mRNA levels
after treatment with 2 m NaCl. On the other hand, 44 genes showed three-fold
repression. Upregulated as well as the downregulated genes were grouped into
functional categories to identify biochemical processes possibly affected by osmotic
stress and involved in osmoadaptation. The observation that only a limited number
of genes are upregulated in D. hansenii in response to osmotic stress supports the
notion that D. hansenii is pre-adapted to survive in extreme saline environments. In
addition, since more than one-half of the upregulated genes encode for ribosomal
proteins, it is possible that a translational gene regulatory mechanism plays a key
role in D. hansenii’s osmoregulatory response. Validation studies for ENA1 and for
hyphal wall/cell elongation protein genes, using real-time PCR, confirmed patterns
of gene expression observed in our microarray experiments. To our knowledge, this
study is the first of its kind in this organism and provides the foundation for future
molecular studies assessing the significance of the genes identified here in D. hansenii’s
osmoadaptation. Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Debaromyces hansenii, a marine ascomycete yeast,
is unicellular, uninucleate, haploid and easy to
culture in the laboratory, making it an attractive
model for gene expression studies (Govind et al.,
1992). This organism is able to grow in the
presence of up to 24% w/v NaCl (Norkrans,
1966) and is the most tolerant when compared

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

to other yeasts such as Saccharomyces, Pichia
and Candida (Adler, 1986; Larsson et al., 1990;
Norkrans, 1966).

The physiology and biochemistry of salt tol-
erance has been well studied in D. hansenii
(Adler, 1986). Some of the previous studies have
reported the accumulation of compatible osmolytes
in the interior of the cell in response to high salt
concentrations (Guerrero et al., 2005; Gustafsson
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and Norkrans, 1976; Thome, 2005; Thome and
Trench, 1999). Other studies have dealt with ion
transport (Norkrans, 1966), the physiological basis
for the high salt tolerance (Prista ef al., 1997) and
the role of the cell wall in the response to high
salinity (Thome, 2007).

Little is known about the genes involved in
pathways that may be involved in osmoadapta-
tion and very few genes have been isolated (Prista
et al., 2005). Genes homologous to S. cerevisae
HOG1 (mitogen-activated protein kinase) (Bansal
and Mondal, 2000) and PBS2 (MAP kinase kinase)
(Bansal et al., 2001) were isolated from D. hansenii
by phenotypic complementation in S. cerevisiae.
Similarly, a gene homologous to GPDI (NAD™
glycerol 3-phosphate dehydrogenase) was also iso-
lated from D. hansenii by the same technique
(Thome, 2004). However, the function of these
genes in D. hansenii has not been elucidated, due
to the lack of mutants.

The availability of the complete genome
sequence of D. hansenii (Dujon et al., 2004)
has made a comprehensive search for genes that
respond to osmotic stress a reality. In this study,
we present a global analysis of the differential
gene expression response of D. hansenii to osmotic
stress, utilizing genome-wide expression array. The
results of this study demonstrate that of the 6320
genes tested in the microarray, only 109, including
previously unreported and unidentified ones, were
differentially expressed in D. hansenii in the pres-
ence of 2 M NaClL

Materials and methods

Yeast strains and growth conditions

The strain used in this study was Debaryomyces
hansenii var. hansenii (CBS 767), obtained from
the Collection de Levures d’Intérét Biotechnoloque
(Thiverval-Grignon, France). The cells were grown
as batch cultures in YPD (1% yeast extract, 2%
peptone, 2% glucose) to an early log phase (Agoo =
8.0-9.0) at 30°C and shaken at 200—250 r.p.m.
An aliquot of cells was collected for the time 0
(control), flash-frozen and maintained at —80°C
until RNA preparation. Osmotic stress was applied
by addition of 2 M NaCl, after which samples
were taken at 30 min, 3h or 6 h. The cells
were collected by centrifugation for 5 min at 5000
r.p.m., flash-frozen and stored at —80°C.

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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Probe and gene expression microarray design

Whole genome mRNA sequences from D. hansenii
were downloaded in FASTA format from GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov) and saved into a text
file. Sequences in text format were downloaded to
the eArray web design application from Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, USA) for probe
design. Two probes per target were designed in
the sense orientation with a 3’ bias, using base
composition methodology as recommended by the
manufacturer for gene expression arrays. Using
comparative genomics, probes were aligned to
other yeast sequences and were classified according
to their similarities: highly similar, similar, some
similarities, weakly similar and no similarities,
all based on sequence homologies. Probes were
tested for self-complementarities, specificity and
cross-reactivity. The best probes were used for
generating a custom microarray arranged in an
8 x 15 K format, using a randomized lay-out. Each
array included 12640 probes (6320 genes, each
gene with two probes), 60 bp in length, 459 positive
(spike-in) controls and 77 negative control probes
distributed across the array. Positive controls were
used as a quality control of the cRNA synthesis,
labelling and hybridization steps, whereas negative
controls were included to estimate fluorescence
background and background variance.

Total RNA extraction

Total RNA was isolated as described in the
RNAeasy Mini Kit protocol from Qiagen (CA,
USA). RNA concentration and integrity were
detected using an Agilent 2100 Bioanalyser with
an RNA 6000 Nano LabChip® kit. Confirmatory
readings were performed using an ND-1000 spec-
trophotometer (NanoDrop Technologies, Rockland,
DE, USA).

Synthesis and purification of fluorescent cRNA

Total RNA from control or experimental samples
was linearly amplified and labelling using two
different fluorescent dyes: cyanine 3-CTP (Cy-3),
and cyanine 5-CTP (Cy-5; Amersham Biosciences,
UK), as described in the Agilent Low RNA Input
Linear Amplification Kit. Briefly, in a first step,
double-stranded cDNA (dscDNA) was generated
using the Moloney murine leukaemia virus reverse
transcriptase (MMLV—RT). In the first reaction,

Yeast 2009; 26: | 1 1-124.
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1 ug total RNA was mixed with T7 promoter
primers and the diluted spike-in mix (A or B),
incubated at 65°C during 10 min and placed on
ice for 5 min. The denatured primers and total
RNA were mixed with the following reagents: 5 x
First Strand Buffer, 0.1 m DTT, 10 mm dNTP
mix, MMLV-RT and RNaseOUT. This reaction
mix was incubated at 40 °C for 2 h, then at 65°C
for 15 min, and finally placed on ice for 5 min.
Next, synthesis and labelling of cRNA was per-
formed simultaneously, mixing the prepared reac-
tion (containing the dscDNA) with a transcrip-
tion master mix (4x transcription buffer, 0.1 m
DTT, NTP mix, 50% PEG, RNAseOUT, inorganic
pyrophosphatase, T7 RNA polymerase and Cy-3
or Cy-5; 10 mM each). The reaction was incu-
bated at 40 °C for 2 h. Amplified fluorescent cRNA
probes were purified using the Qiagen’s RNeasy
mini-spin columns. Finally, fluorescently labelling
cRNA samples were analysed for yield and dye
incorporation using the ND-1000 Spectrophotome-
ter (NanoDrop Technologies). Only samples that
presented a concentration of >8 pm/mg (a measure
representing efficient dye incorporation) were used
for hybridization, as recommended by the manu-
facturer.

Hybridization and washing protocol

The experimental design consisted of six microar-
ray experiments. Cy-3 labelling cRNA control tar-
gets were combined with Cy-5 labelling cRNA
experimental targets obtained from 0.5 h, 3 h and
6 h samples. The combined Cy-3 and Cy-5 cRNAs
targets were used for probe hybridization onto the
first, third, and fifth microarray, respectively. Dye
swapping was done using different biological repli-
cates for both Cy-5 labelling control targets and the
Cy-3 experimental targets (as above) and used for
hybridization on the second, fourth and the sixth
microarray, respectively. Dye swaps using differ-
ent biological replicates were done to correct for
any dye-bias. The hybridization and washing pro-
tocols were done as recommended by the manufac-
turer (Two-Color Microarray-Based Gene Expres-
sion Analysis Protocol, version 5.5, February 2007,
from Agilent Technologies). Briefly, 300 ng Cy-
3- and Cy-5-labelling cRNAs were combined with
10x blocking agent, and 25x fragmentation buffer
at 60°C for 30 min. The reaction was stopped
with 2x GE hybridization buffer HI-RPM and

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

hybridized to the oligo microarray for 17 h at 60°C
with continuing rotation (10 r.p.m.). The reagents
used for this step were from the Gene Expression
Hybridization Kit. After hybridization, slides were
washed for 1 min at room temperature, using GE
wash solution 1, and 1 min at 37 °C with GE wash
solution 2. Next, the slides were washed for 1 min
with acetonitrile (Sigma). A final washing was done
using a stabilization and drying solution for 30 s.

Data processing and statistical analysis

Data images were obtained by laser-based scanning
using a microarray scanner and feature extraction
software (version 8.1), both from Agilent. Scanning
parameters were as recommended by the manu-
facturer. Briefly, the resolution settings for scan-
ning were 5 um, using minimum (10%) and max-
imum (100%) photomultiplier tube detection sen-
sitivities. An initial assessment of the array was
performed using the information from the quality
report extracted from the feature extraction soft-
ware (version 8.1). Uniformity and reproducibil-
ity of the arrays and the correlation curves of the
‘spike-ins’ confirmed that no problems arose during
the microarray procedures. Then, summarization of
the two probes per gene on each array was done
by computing the median intensity values of the
two probes per gene. These data were used for fur-
ther analyses. Analysis of the microarray data con-
sisted of the following steps: (a) within-array and
between-array normalization; (b) fitting the data to
a linear model; and (c) computing differential gene
expression. Normalization of the data was as previ-
ously described (Smyth and Speed, 2003). Briefly,
in the ‘within-array normalization’ analyses, the
M-values were normalized for each array sepa-
rately, using a global loss method without back-
ground correction, whereas in the ‘between-array
normalization’ analyses log-ratios were normalized
to be comparable across arrays, using the aquan-
tile method. Normalization success was determined
using MA plot graphical representations. These
MA-plots depict the log-ratio of red (R) vs. green
(G) (the M value on the y axis) against the over-
all intensity of each spot (the A value on the x
axis). The log-ratio is represented by the M value,
M =log,(R) —log,(G) and the overall intensity
by the A value, A = [log,(R) 4 log,(G)]/2. Then,
the data were fitted to a linear model generating
design and contrast matrices to estimate the M

Yeast 2009; 26: | | |-124.
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values. RNA sources and main comparisons per-
formed in the array were specified in the design and
contrast matrices, respectively. In this experiment,
RNA sources from different time points after salt
exposure were included (at 0, 30 min, 3 h and 6 h).
Dye swapping was done to correct for differences
in the incorporation of the dyes. The main com-
parisons were done for each time point against the
control sample (defined at O h after salt exposure).
Then, the linear model computed a coefficient of
expression corresponding to the log, ratios of the
various comparisons.

Finally, to find genes with significant changes
in expression among the groups, an empirical
Bayes (eBayes) moderated statistic was applied
to the data, as previously described (Smith et al.,
2004). Multiple test correction was applied to the
p values computed by eBayes statistical analy-
sis for adjustment of the false discovery rate to
p < 0.05, using Benjamini and Hochberg’s as well
as nested F statistics. Significant genes were ranked
according to the log odds factor (Bayes factor).
The computed factor gives information related to
the probability of a gene of being differentially
expressed. All the procedures specified above were
performed using LIMMA software from Biocon-
ductor (Smyth, 2005). Gene annotation for each of
the significant genes was obtained from GenBank.
Significant genes showing similar gene expres-
sion patterns were grouped using the coefficient
expression values obtained from the eBayes sta-
tistical analysis and exported to Sigma Plot soft-
ware for graphical analysis. The microarray data
described here follow the MIAME recommenda-
tions and have been deposited at the NCBI gene
expression and hybridization array data repository
(GEO: http://www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/) under
Accession No. GSE9911.

Primer design for real-time PCR

Sequences of both the genes of interest (ENAI,
Accession No. XM_ 457790; HWPI, Accession
No. XM_462 314 and ACTI (actin, used as a con-
trol), Accession No. XM_ 45873) were obtained
from Genbank. NetPrimer software program was
used (http://www.premierbiosoft.com/net pri-
mer) to avoid possible hairpins, dimers and
cross-dimers. A BLAST search was done on all
primers to ensure that they would not potentially
anneal to other targets. The following forward

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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and reverse primers were used: ENAI FORWARD
5'-ATGGTGTGCGTTATTATTAG-3' (T, = 52.08
°C); ENAI revEersE, 3 -CATTGTGTTCGATTTCG-
3" (T = 50.5°C); HWP I porwarp, 5'-GCCGGT-
ACCACTCCAG-3 (T, =54.7°C); HWPIRgy—
ersE, Y -AGAAGTAGATTGAGC AGCA-3 (T, =
51.2°C); ACT I porwaRD, 5'-GATTATGAAGTGT-
GATGTC-3 (Tm =524 OC); and ACT1 REVERSE»
5'-TTAGAAACACTTATGATGAAC-3 (T =
55.37°C). All primers were synthesized and HPLC-
purified by Genomechanix LLC (Gainesville, FL,
USA).

Real-time PCR experiments

Real-time PCR assays were performed for the
ENAI and HWPI genes, as described in the Meth-
ods and Application Guide, © 2006 by Stratagene,
using Brilliant® II QRT-PCR 1-Step Master Mix
(Catalogue No. 600809) and the Mx3005P anal-
yser, both from Stratagene (La Jolla, CA, USA).
Experimental reactions were prepared in a 25 pl
final volume by combining the following com-
ponents: 7.06 pl nuclease-free PCR-grade H,O;
12.5 ul 2x QRT-PCR master mix; 87.5 pm/ul for-
ward primer; 72.05 pm/ul reverse primer (optimized
concentration for ENAI); 0.375 ul diluted refer-
ence dye; and 0.0625 pl StrataScript RT/RNase
block enzyme mixture 2. The reactions were mixed
without creating bubbles and distributed within the
90-well plate designed for this analyser. 100 ng
experimental RNA was added to each reaction
and gently mixed. The reactions were placed in
the Mx3005P analyser and run with the following
RT-PCR cycling programme: 1 cycle for 30 min
at 50°C, 1 cycle for 10 min at 95 °C, 40 cycles for
30 s at 95 °C, annealing was for 1 min at 50 °C for
ENAI (and 53°C for HWPI) and 30 s at 72 °C,
1 cycle for 1 min at 95°C and 1 cycle for 30 s at
55°C. The same protocol was used for HWPI and
ACT]I, except that the corresponding primer con-
centrations were as follows: 56.88 pm/ul forward
primer and 59.89 pm/ul reverse primer for HWPI,
and 31.5 pm/ul forward primer and 21.4 pm/ul
reverse primer for ACT/. A ‘no template’ con-
trol was also included among the reactions in order
to detect the presence of artifacts, such as primer-
dimers and amplification products due to misprim-
ing. In addition, a ‘no RT’ control was included to
detect potential amplification products originating
from genomic DNA. Melting curve analysis was

Yeast 2009; 26: | 1 1-124.
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performed to identify potential secondary products
in the amplification reactions. Finally, amplifica-
tion products were verified on agarose gels. The
abundance of each gene was determined using the
AACt method. For validation studies, we used
three biological replicates (not used in the previ-
ously discussed microarray studies), each run in
triplicate. One-way ANOVA of the relative gene
expression values obtained from real-time valida-
tion studies was done using GraphPAD software
(version 4).

Results

Differential gene expression in D. hansenii as a
result of high salt exposure

Different strains of D. hansenii show different lev-
els of osmotolerance (Govind et al., unpublished
data). A survival curve of D. hansenii CBS 767(see
Supporting information, Figure S2) in the pres-
ence of increasing concentrations of NaCl indi-
cates that 2 M NaCl results in 40% survival of
the organism and is at the upper threshold of sur-
vival for this strain of D. hansenii. These data
indicated that this concentration represents osmotic
stress. For these experiments, D. hansenii cultures
were exposed to 2 M NaCl and were harvested at
30 min, 3 h or 6 h. Control cells were harvested
without any prior treatment (termed time O con-
trol). The three time points were chosen based on
Gori et al. (2005) (3 h) and Thome and Trench
(1999) (0.5 h). We added a 6 h time to differentiate
between transiently vs. stably induced genes. RNA
was extracted from cells and used for analysis of
differential gene expression with custom-designed
oligonucleotide microarrays, as described in Mate-
rials and methods (the design of our experiment is
depicted in Figure S1 of the Supporting informa-
tion).

Volcano plot analysis

Figure 1A shows representative results from the
dual hybridizations using fluorescently labelling
target cRNAs. Statistical analyses of the results
was obtained from the eBayes-moderated ¢-test
and multiple test corrections. Our results identi-
fied 109 significant genes, representing 1.72% out
of the total 6320. Volcano plots were also pro-
duced to gain a perspective on global trends in

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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the data (Figure 1B—D). In these charts, odds from
Bayesian statistics were plotted against the fold
change both expressed as log, (log odds and log
fold change, respectively). In these analyses, a gene
is probably differentially expressed when it shows
a trend toward positive log odds values. Results
from the volcano plot analyses demonstrated sig-
nificant genes at each time point: genes that showed
positive log odds values with varying levels of fold
changes. These results suggest a higher level of dif-
ferential gene expression at 3 and 6 h compared to
what is seen at the 30 min time point (Figure 1C,
D vs. B).

Venn diagram analysis

A general view of the expression changes through-
out the different time points of the significant genes
can be appreciated in the Venn diagram depicted in
Figure 2A. Four genes were identified (3.67% of
the total significant genes) that showed significant
differential gene expression (either up- or down-
regulated) exclusively at 30 min, 10 genes (9.17%)
significantly differentially expressed exclusively at
the 3 h time point, and 44 genes (40.37%) signif-
icantly differentially expressed at 6 h. In addition,
gene expression overlap was observed across the
three time points. Three genes identified (2.75%)
that were significant at both 30 min and 6 h,
34 (31.19%) were significant at 3 and 6 h, and
14 (12.84%) genes were significantly differen-
tially expressed at all time points. Notably, there
were no genes that showed specific overlap with
respect to differential gene expression between
the 30 min and 3 h time points. A total of 6211
genes represented on the arrays were not differ-
entially expressed. The Venn diagram (Figure 2A)
and the volcano plot (Figure 1D) analyses showed
that most of the genes were significantly differ-
entially expressed at 6 h after treatment with 2 M
NaCl.

Bar and pie chart analyses for fold changes and
functional classification

Figure 2B depicts the patterns of gene expression
across time points in terms of fold changes. As
seen in the bar graph, most of the significantly dif-
ferentially expressed genes showed upregulation:
65/109 genes (59.6%) upregulated, whereas 44/109
genes were downregulated (40.4%), at least at one
time point. From the 21 significant genes observed
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Figure |. (A) Representative image from our dual hybridizations using fluorescently labelling target cRNAs. Volcano plots
were generated from the Bayesian statistics to gain a perspective on global trends in the data at 30 min (B), 3 h (C) and
6 h (D) after high salt exposure. Results from the volcano plot analyses demonstrated significant genes at each time point:
genes that showed positive log odds values with varying levels of fold changes. Higher levels of differential gene expression
occurred at 3 and 6 h compared to what is seen at the 30 min time point

at 30 min (see the Venn diagram, Figure 2A), 8
(38.1%) were upregulated, whereas 13 (61.9%)
were downregulated. In addition, 39 (67.24%) were
upregulated at 3 h, whereas 19 (32.76%) were
downregulated. Finally, 55/95 (57.89%) significant
genes observed at 6 h presented an upregulation
pattern, whereas 40 (42.11%) were downregulated
at this time point. Overall, the number of up- or
downregulated genes presented a steady tendency
to increase across time. Moreover, we found an
inverse interaction between up- and downregula-
tion of the significant genes. Specifically, gene
upregulation was lower at 30 min, when downregu-
lation was higher. On the other hand, gene upregu-
lation was higher at 3 and 6 h when the number
of downregulated genes was lower. Importantly,

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

similar to the pattern observed in the Venn diagram,
differential gene expression was higher at 6 h.
Thus, volcano plot, Venn, and bar plotting analysis
provided congruent information about the profile
and tendencies of differential gene expression in
D. hansenii as a result of extreme levels of salt
exposure. Interestingly, as seen in Figure 2B, most
of the significant genes presented fold changes
ranging from +1 to £3. Specifically, from all the
upregulated genes observed at all time points (102),
30, 33 and 28 (89.22%) presented fold changes of
1, 2 and 3, respectively. The remaining 11 genes
(10.78%) presented 4 (seven genes), 5 (two genes),
8 (one gene) and 11 (one gene) fold changes.
Similarly, from 72 significant downregulated genes
observed at all time points, 34, 26 and 10 genes
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(97.22%) presented fold changes of 1, 2 and 3,
respectively. The remainder were two genes with
fold changes of 4 and 6, respectively. Importantly,
from these data we conclude that fold changes as
low as 1 may represent significant differential
gene expression and could be of biological rele-
vance.

Gene annotations were obtained from GenBank
and putative functions were assigned based on the
levels of homology to other genes in the databases.
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Figure 2. Genes differentially expressed after treatment
with 2 M NaCl. (A) A Venn diagram showing significant
genes for time points. Note that some genes are expressed
exclusively at one time point, whereas others overlapped
across time points (shown at the centre of the diagram). The
figure clearly shows that most of the genes are expressed
at 6 h after treatment with 2 M NaCl. (B) Fold changes of
differentially expressed genes. The graph shows up- and
downregulated genes based on fold changes for each time
point. Fold changes were computed from the linear model
fit. The graph confirms that the majority of the genes were
upregulated at 6 h, with fold changes mostly in the range
=+l to £3
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Genes were classified as related to translation, car-
bohydrate metabolism, glycerol metabolism and
other cellular processes. Genes presenting no sim-
ilarities with any gene in the database or those
of unknown function were classified as ‘Others’
(see Supporting information, Tables S1 and S2, for
details of the complete information for all the genes
that showed significant changes in our studies).

Figure 3 shows pie charts obtained from the
functional analyses of the gene expression data.
At 30 min, most of the upregulated genes (upper
panel) were related to the protein synthesis machin-
ery (37%), mitochondrial function (24%), cell
wall/surface (13%), glycerol metabolism (13%),
and carbohydrate metabolism (13%). Genes related
to amino acid metabolism were upregulated at
3h (11%) and 6 h (4%). Interestingly, a steady
increase in the percentage of genes associated with
the translational machinery occurred at 3 h (67%)
and at 6 h (52%) and genes that were abundant
at 30 min were reduced later in the time course
experiment. On the other hand, genes classified
as cell/wall surface (24%), others (23%), vac-
uolar biogenesis (15%), carbohydrate metabolism
(15%), redox metabolism (15%) and signal trans-
duction and transcription (8%) were downregu-
lated at 30 min. At 3 h the following groups of
genes were downregulated: 21% belong to carbo-
hydrate metabolism, 46% to others, 11% to amino
acid metabolism, 11% to redox metabolism, and
11% to cell wall/surface. Finally, at 6 h, 39% of
the genes belong to others, 14% to carbohydrate
metabolism, 8% to amino acid metabolism, 5% to
lipid metabolism, 8% to redox metabolism, 8% to
cell wall/surface, 10% to protection/chaperones and
8% to signal transduction.

Expression pattern analyses

We performed expression pattern analysis for each
time point for all significant genes, using the coef-
ficient expression values obtained from the lin-
ear model fit computed by LIMMA (see Support-
ing information, Table S1). In general, we identi-
fied different patterns of gene expression for all
differentially expressed genes, as determined by
our previous statistical analyses of the microar-
ray hybridization data. Representative gene sets are
depicted in Figure 4A—D. The data on the graphs
represent the expression values of genes as com-
pared to the time O control. Figure 4A shows a
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genes are differentially expressed at 3 and 6 h. Importantly, most of the upregulated genes were related to the protein

synthesis machinery

group of genes that showed significant upregula-
tion at all time points but demonstrated a peak of
expression at 3 h and then returned to levels of
expression similar to those seen at 30 min.This par-
ticular set of genes includes Hyphal Wall Protein,
ENAlp ATPAse, a putative GTP-binding protein
(OLAI), Mitochondrial Carrier Protein, Ornithine
Decarboxylase, as well as other genes possibly
related to protein synthesis (RPL2, RPS5, RPLIOE-
B and RPLI13-60S).

Figure 4B shows the patterns of expression of
two sets of genes, one showing significant upreg-
ulation at all time points (compared to control)
and another set of genes showing different levels
of expression at the 3 and 6 h time points. These
two sets include RPS-4A, RPLI7B and RPL6A (all

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

related to translational processes) as compared to
RPLIOE, ILV3 and ADEA4, respectively. Figure 4C
depicts a set of significant genes showing steady
increases in expression going from the 30 min time
point through the 3 and 6 h time points. Figure 4D
also has two sets of genes. The first set of genes,
composed of DL-Glycerol Phosphatase and STLI-
Sugar Transporter, display significant upregulation
at 30 min compared to control values. In addition,
both genes subsequently displayed marked down-
regulation from the 30 min values at 3 and 6 h.
Thus, these genes may be considered as being
upregulated in an immediate-early and transient
fashion. The second set of genes depicted in the
graph include o /-4 Glucan Glucosidase, Dienelac-
tone Hydrolase, Acid Trehalase (all related to sugar
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Figure 4. (A—D) Expression pattern analysis of representative genes significantly expressed in the microarray experiments.
Genes were grouped according to their similarities in gene expression coefficients obtained from the e-Bayes statistical

analysis computed from LIMMA software

metabolism) and RRM—RNA Recognition Motif, the
only gene related to RNA processing identified in
our studies. As seen in the graph, these four genes

display a steady trend of downregulation, peaking
at 3 and/or 6 h.

Validation of ENA| and HWPI, using qRT—PCR

Validation experiments were performed for the
ENAI and HWPI genes using the real-time PCR
approach [Figure SA (ENAI) and 5B (HWPI)].
Selection of the genes for further validation stud-
ies was based on the statistical analysis and on the
knowledge related to gene regulation under osmotic
stress as known for other yeasts. Increased expres-
sion of the ENAI gene has been found to represent
a crucial cellular response after salt challenge (Proft
and Serrano, 1999). ENA genes play an impor-
tant role in sodium and lithium tolerance (Prista
et al., 1997). They code for P-type ATPases, and

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

evidence has been presented that these ATPases
mediate sodium, lithium and potassium efflux in
yeasts (Haro ef al, 1991) and prevent sodium and
lithium accumulation (Prista et al., 1997). One-way
ANOVA statistical analysis for the ENAI gene
identified significant differences among the time
points [F (3, 11) =10.07; **p < 0.005). Spe-
cific differences among the groups were detected
by Tukey’s multiple comparison post hoc anal-
ysis (0 vs. 3.0 h and O vs. 6.0 h; *p < 0.05 for
each comparison), 0.5 vs. 3.0 h and 0.5 vs. 6.0 h
(*p < 0.05 for each comparison).

The fungal cell wall is essential for maintaining
the osmotic balance of the cell, for creating and
maintaining the shape of the cell and for morpho-
genesis. Genomic and proteomic approaches have
made it clear that ascomycetous yeasts incorporate
a large number of different proteins in their cell
walls and that protein incorporation is tightly con-
trolled. The population of cell wall proteins may
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vary in composition, depending on the phase of
the cell cycle, environmental conditions and devel-
opmental stage (De Groot et al., 2005). HWP1,
a wall-bound GPI protein, is a developmentally
regulated gene expressed in germ tubes and true
hyphae (Staab et al., 1996). HWPI encodes for
an outer mannoprotein, Hwp, which is known
for its adhesive properties and whose expression
has been correlated with the virulence of hyphal

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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forms in C. albicans (Bahn and Sundtrom, 2001).
One-Way ANOVA analysis performed on the data
obtained from the validation qRT-PCR studies
from the HWPI gene identified significant differ-
ences among the different time points [F (3, 11) =
20.77; **p < 0.0005]. More specifically, the post-
hoc Tukey’s multiple comparison test detected sig-
nificant differences between the 0 vs. 3.0 h (**p <
0.001), the 0 vs. 6.0 h (*p < 0.05), the 0.5 vs. 3 h
(*Tp < 0.01) and the 3.0 vs. 6.0 h (*p < 0.05)
comparisons. Overall, the data obtained for both
genes from the qRT-PCR confirm the patterns
of gene expression as observed in the microarray
experiments, thus suggesting that ENAI/ and HWP1
genes are potential candidates involved in osmotol-
erance in D. hansenii.

Discussion

Gene expression profiling of the osmoadaptation
response of D. hansenii using microarrays pre-
sented here support the notion that this organism
is highly adapted to conditions of hypersalinity.
The results show that a high salt concentration pro-
duces an initial stress that upregulates two types of
genes simultaneously: genes already known to be
expressed under osmotic stress; and genes related
to protein synthesis/maintenance of the cell. Then,
the osmotic stress is rapidly overcome by an incre-
ment of genes related to protein synthesis. Fully
adapted cells resume proliferation, are character-
ized by an adjusted energy and redox metabolism,
maintain a higher glycerol level and display altered
cell surface properties (Hohmann, 2002). Here we
discuss four key elements of our results. First, sur-
prisingly, no significant changes were detected in
the transcription of NAD™ glycerol 3-phosphate
dehydrogenase gene (GPDI) that is known to be
involved in the glycerol biosynthesis. Second, our
results indicate an upregulation of genes encoding
ribosomal proteins. Third, the number of upregu-
lated genes related to mitochondrial functions is
remarkable, drawing our attention to their possi-
ble involvement in maintaining a respiratory and
metabolic capacity enhancing D. hansenii’s capa-
bility for osmoadaptation. Fourth, a change is
observed in cell wall/surface-related genes, with
some upregulated and others downregulated, sug-
gesting that the cell wall is a highly dynamic sys-
tem which remodels itself according to the external
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conditions (Adams, 2004). We will discuss each
finding briefly.

Glycerol biosynthesis and osmoadaptation

The process of osmoadaptation in halotolerant
organisms, such as yeasts and algae, has been well
studied (Hasegawa, 2000; Ventosa et al., 2004).
In S. cerevisiae, the addition of salt activates the
MAP kinase pathway, resulting in an increase in
the expression of GPD1 and GPP1 (Ansell et al.,
1997; Keyse, 2000; Kultz and Burg, 1998). This
increased expression results in increased synthesis
of glycerol, an inert osmolyte that counteracts
the effect of extracellular hyperosmolarity (Rep
et al., 1999; Estruch, 2000; Gonzalez-Hernandez
and Pena, 2002). Increases in the activity of GPD1
in S. cerevisiae has been well documented by both
Northern blots and expression arrays (Rep et al.,
2000; Gori et al., 2005; Hirasawa et al., 2006;
Causton et al., 2001).

While we did find increased mRNA levels of the
GPD1I gene, as others have, such changes did not
reach statistical significance, as we employed strin-
gent statistical analysis procedures. These results
are in accordance with Hohmann (2002), where
expression of GPDI and GPP2 in S. cerevisiae
is rapidly and transiently stimulated by an osmotic
upshift. The same study reports that the mRNA of
adapted cells growing in high osmolarity medium
is enhanced only two- to five-fold, depending on
the level of the osmotic stress (Albertyn et al.,
1994; Ansell et al., 1997, Ericksson, 2000; Lars-
son, 1993; Rep et al., 1999). Our microarray results
also showed that, with the exception of GPPI and
ENAI (Figure 5A), transcription of other genes
commonly upregulated by osmotic stress in S. cere-
visiae, such as dihydroxyacetone kinase (DAKI),
phosphoglucomutase (PGM?2), and «o,c-trehalose-
phosphate synthase (TPS3) (Rep et al., 2000;
Hohmann, 2002) were not significantly upregulated
in D. hansenii. It has to be noted here that microar-
ray results always show a lower fold change than
Northern blots.

The following D. hansenii genes have also been
implicated or associated with salt tolerance: TRK,
involved in transporting Kt (Prista et al., 2007);
HAL2, a phosphatase sensitive to salt (Aggar-
wal etal., 2005); NHXI, a gene encoding a
Nat/H™ exchanger (Montiel and Ramos, 2007);
and NHA 1, a gene that encodes a plasma membrane

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

alkali—metal cation (Velkova and Sychrova, 2006).
Our microarray studies did not detect significant
induction of transcription of any of these genes.

Ribosomal proteins

Genes encoding factors involved in rRNA synthesis
and ribosome assembly are often observed to be
coordinately downregulated in S. cerevisiae during
salt stress (Rep et al., 2000; Causton et al., 2001;
Grigull et al., 2004). The reduction in ribosomal
protein genes allows energy to be reshuffled or
diverted for increased expression of genes involved
in protective responses, while maintaining basal
levels of protein synthesis (Jelinsky and Samson,
1999).

The results presented here showed that in D.
hansenii a large number of genes whose mRNA
level encodes either ribosomal proteins or proteins
involved in translation increased significantly in
expression at all three time periods tested after
osmotic shock. Thus, any temporary arrest in D.
hansenii due to osmotic shock may be happening
before the first time point (30 min) of the microar-
ray analysis and the cells might be on their way to
recovery by this time.

Posas et al. (2000) reported similar results in a
microarray study where exposure of S. cerevisiae
cells to 0.4 M for 10 min resulted in the induction of
a rather large number of components of the protein
biosynthesis machinery. This included 31 genes
encoding ribosomal proteins and increases in the
level of several aminoacyl-tRNA synthetases and
a number of translation initiation factor mRNAs,
including TIFI, TIF2, PRTI, TIFIl, HYP2 and
CDC95. In this study the upregulation of a total
of 28 ribosomal genes, one translating initiation
factor (PRT1) and an arginyl tRNA synthetase was
observed.

In their transcript expression analysis of S. cere-
visiae at high salinity by microarray, Yale and
Bohnert (2001) reported that nearly half of all
upregulated transcripts (42%; 44 ORFs) originated
from the category of protein metabolism, which is
in accordance with the results presented here for D.
hansenii, where almost half of all upregulated tran-
scripts (46%, 30 ORFS) are from the protein syn-
thesis category. Yale and Bohnert (2001) also found
that expression patterns at 10 and 30 min were sim-
ilar, with 67% of the ORFs induced after 10 min
being identical to those induced after 30 min. These
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profiles showed rapid transcript increases for ORFs
in protein metabolism. After 90 min, only 13% of
the upregulated genes were related to components
involved in protein metabolism. Our results show
a marked difference between the expression pat-
terns for components of protein synthesis at 30 min
(37%) and 3 h (67%), and a sustained increase
(52%) at the 6 h time point. Yale and Bohnert
attributed the difference in upregulation of ribo-
somal proteins (10 and 30 min) to adjustment of
metabolism in S. cerevisiae, early during salt stress,
while our results of a sustained upregulation might
suggest that a translational gene regulatory mecha-
nism plays a key role in D. hansenii’s osmoregu-
latory response.

Hirasawa et al. (2006) compared the function of
genes in a brewing and a laboratory strain of S.
cerevisiae after both were subjected to saline stress.
These authors concluded that the faster response
and adaptation in the brewing strain results from
constitutively higher expression levels of genes
related to ribosome biogenesis and assembly, as
well as maintenance of protein synthesis despite
the presence of high NaCl concentrations. Upreg-
ulation of ribosomal proteins has also been seen
in organisms acclimating to other extreme envi-
ronments. To acquire freezing tolerance in plants,
changes in gene expression and de novo pro-
tein synthesis are required during cold acclimation
(Guy, 1990; Thomashow, 1998). The induction of
ribosomal protein genes may enhance the transla-
tion process or help with the proper assembly and
functioning of ribosomes under low-temperature
conditions (Kim et al., 2004). A similar mecha-
nism might be functional in D. hansenii during
salt stress which results in an effective lowering
of water availability intracellularly.

The apparent ‘preparedness’ at the level of tran-
scription in this organism may indicate transla-
tional regulation in osmoadaptation. Alternatively,
the discovery of as-yet unreported and unidenti-
fied genes that show enhanced transcription may
be involved in osmoadaptation.

Other genes
Upregulated genes

Another group of upregulated genes observed in
our microarray were those encoding for mito-
chondrial functions. S. cerevisiae requires energy
to cope with stress, repair damage and maintain

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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cell homeostasis (Hohmann, 2002). Our observed
induction of mitochondrial genes in D. hansenii,
an average of 14% of the total genes upregu-
lated (Figure 3), is consistent with the ability of
D. hansenii to meet this energy demand.

The cell wall is essential for maintaining cell
morphology and to protect cells from the external
environment by preserving their osmotic integrity
(Garcia et al., 2004). It is sensible, then, to expect
that osmotic stress affects processes related to
cell surface assembly (Rep et al., 2000). Consis-
tent with these data, another category of upregu-
lated genes in our microarray included those that
encode for cell wall/surface biogenesis and modifi-
cation (an average 7.6% of total upregulated genes)
(Figure 3). Among the cell wall/surface genes
upregulated in D. hansenii were those required
for biosynthesis of mannoproteins (MNT1, MNN1,
PMT2 and PSA1). Additionally, genes encoding
for proteins involved in movement of molecules
or ions across a phospholipid membrane, such as
STL1, a glycerol/Ht symporter (~1% of the total
upregulated genes), were also upregulated, all of
which utilize energy in keeping cell wall integrity.

Downregulated genes

It should be noted that, contrary to well-docu-
mented sources (Hirasawa et al., 2006; Rep et al.,
2000) regarding the induction of chaperones and
genes involved in protective functions as a response
to NaCl, we report here that the genes for heat
shock proteins HSP12 and DDR48, as well as
killer toxin KHR1, and vacuolar transporters were
significantly downregulated. These same genes
were upregulated in S. cerevisiae when subjected
to osmotic shock (Hohmann, 2002; Rep et al.,
2000). The lack of a heat shock protein response
might suggest that the threshold for inducing the
stress response in D. hansenii is higher than for
S. cerevisiae.

Uncharacterized genes

Finally, our global microarray analysis revealed
changes in 18 genes with unknown functions. Of
these, four were upregulated and 14 were down-
regulated (unknown functions were classified as
‘Others’; Figure 3). Characterization and additional
studies of these genes are warranted to advance the
understanding of salt tolerance and ‘preparedness’
of D. hansenii.
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Summary

The results presented here suggest major differ-
ences in the mechanism of salt tolerance between
S. cerevisiae and D. hansenii. Additional studies on
the coding sequences of the ‘unknown’ genes and
the regulatory sequences for the highly regulated
genes may provide new insights into pathways for
survival in, or tolerance to, stress in our study
organism. As an additional advantage the develop-
ment of novel molecular tools could be useful in the
expression of heterologous genes in D. hansenii.
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