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RESUMEN



Los ambientes frios corresponden a los ecosistemas predominantes de la tierra, y la
Antartica es quizas, el ejemplo mas representativo de un habitat frio terrestre. Aunque
estos ambientes presentan extraordinarias barreras para el desarrollo de la vida, se ha
demostrado que albergan organismos metabolicamente adaptados al frio y capaces de
crecer in situ. Estos se conocen como organismos adaptados al frio, y a pesar de las
condiciones ambientales, son capaces de superar con éxito los efectos negativos de las
bajas temperaturas mediante el desarrollo de una gama de adaptaciones estructurales y
funcionales. Entre las principales barreras que estos organismos deben superar, se
encuentra el efecto de las bajas temperaturas sobre el estado fisico del agua y la
disminucién de las velocidades de reaccion. Ademas, debido a que estos ambientes se
asocian también con otros factores, como una baja disponibilidad de agua y nutrientes,
una alta presion hidrostatica, estrés osmotico y oxidativo, y radiacion solar, la adaptacion

al frio a menudo se combina con la adaptacién a otras condiciones limitantes.

Las levaduras constituyen uno de los grupos de microorganismos mas relevantes en
biotecnologia. Estan distribuidas en microbiomas de todo el mundo, encontrandose
adaptadas a una amplia gama de climas, y con una alta capacidad de sobrevivir en
condiciones extremas, por lo que estan expuestas a diversos tipos de estrés ambientales.
Estos microorganismos han desarrollado diversas estrategias o respuestas adaptativas para
responder a las circunstancias que enfrentan. Tipicamente, los cambios bruscos en las
condiciones se consideran como estrés, y pueden afectar la supervivencia de las células.

En general, las células responden al estrés mediante cambios en la expresion de genes que



Xi

codifican productos que protegen a la célula del dafio producido por el estresor al que se

encuentran sometidas.

El objetivo de este trabajo fue cuantificar y comparar la expresion génica frente al estrés
por frio en ocho cepas de levaduras antarticas, e identificar los genes putativos descritos
como parte de los mecanismos de respuesta al estrés por frio, para comprobar si los
cambios en la expresion de genes asociados a la respuesta al estrés por frio en este grupo
de levaduras son especie-especificos o si guardan relacion con la temperatura de
crecimiento. Los cultivos de las levaduras se incubaron a sus respectivas temperaturas de
crecimiento para luego ser expuestas a 4°C durante 6 horas. Tras la exposicion a estas
condiciones, definidas como causantes de estrés por frio, se realiz6 una secuenciacion a
transcriptoma completo (RNA-seq) y un procesamiento bioinformatico de sus resultados.
Se ensamblaron los ORFeomas para la anotacion de genes putativos, la prediccion de las
funciones celulares y la determinacién de los cambios en la expresidn génica. Las cepas
de levadura exhibieron una relacion directa entre el nimero de DEGs y la variacion de
temperatura (AT) enfrentada. Entre los DEG asociados al estrés, una cantidad significativa
se describi6 como parte de las respuestas al estrés por frio, osmético y oxidativo.
Curiosamente, se detectd una baja cantidad de DEGs que codifican proteinas candnicas
de respuesta al estrés por frio en mesofilos, como Heat Shock Proteins y desaturasas de
acidos grasos. Las levaduras con temperaturas de crecimiento méas cercanas a 4°C tendrian
adaptaciones basales y mecanismos que les permiten responder eficazmente a condiciones
de frio, mientras que aquellas con temperaturas de crecimiento mas elevadas disminuirian

su tasa metabdlica para entrar en un estado de dormancia.
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Cold environments, those with constant temperatures below 5°C, correspond to the
predominant ecosystems on earth, and Antarctica is perhaps the most representative
example of a cold terrestrial habitat. Although these environments present extraordinary
hurdles to the development of life, they have been shown to harbor organisms
metabolically adapted to cold and capable of growing in situ. These are known as cold-
adapted organisms, and despite the influence of low temperatures, they can successfully
overcome its negative effects employing a range of structural and functional adaptations.
Among the main barriers that these organisms must overcome there is the effect of low
temperatures on the physical state of the water and the decrease in reaction rates. In
addition, because these environments are also associated with other factors, such as low
water and nutrient availability, high hydrostatic pressure, osmotic and oxidative stress,
and solar radiation, cold adaptation is often combined with the adaptation to other limiting

conditions.

Cold-adapted microorganisms have been found to predominate over other organisms in
terms of biodiversity and biomass, showing their ecological importance and
biotechnological potential. Yeasts are one of the most important groups of
microorganisms in biotechnology. They are distributed in microbiomes around the world,
being adapted to a wide range of climates, and with a high capacity to survive in extreme
conditions, which is why they are exposed to various types of environmental stress. These
microorganisms have developed various strategies or adaptive responses to react to the
circumstances they face. Sudden changes in conditions are typically considered stress and

can affect cell survival. In general, cells respond to stress through changes in the
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expression of genes that encode products that protect the cell from damage caused by the

stress to which they are subjected.

The objective of this work was to quantify and compare gene expression under cold stress
in eight strains of Antarctic yeast and identify the putative genes described as part of the
response mechanisms to cold stress, to verify if changes in gene expression associated
with the response to cold stress in this group of yeasts are species-specific or if they are
related to their growth temperature. The yeast cultures were incubated at their respective
growth temperatures and then subjected to 4°C for 6 hours. After exposure to these
conditions, defined as causing cold stress, complete transcriptome sequencing (RNA-seq)
and bioinformatics processing of the results were performed. ORFeomes were assembled
for putative gene annotation, prediction of cellular function, and determination of changes
in gene expression. The yeast strains exhibited a direct relationship between the number
of DEGs and the temperature variation (AT) faced. Among stress related DEGs, a
significant amount was described as part of cold, osmotic, and oxidative stress responses.
Interestingly, a low amount of DEGs encoding canonical cold stress response proteins in
mesophiles, such as Heat Shock Proteins and fatty acid desaturases, was detected. Yeasts
with higher temperatures would be preparing to downregulate their metabolism to enter
dormancy, while those with lower growth temperatures would have basal adaptations and

mechanisms that allow them to respond efficiently to cold conditions.



1. INTRODUCCION



Los ambientes frios, aquellos con temperaturas constantes bajo 5°C, corresponden a los
ecosistemas predominantes de la tierra: las regiones polares, la alta montafia y los océanos
profundos representan aproximadamente el 70% de la superficie terrestre (Buzzini and
Margesin, 2014a). Por su parte, la Antartica, con una superficie de casi 14 millones de
kilometros cuadrados, mayoritariamente cubierta por hielo, es el ejemplo mas
representativo de un habitat frio terrestre. Aunque estos ambientes presentan
extraordinarias barreras para el desarrollo de la vida, se ha demostrado que incluso los
habitats frios mas extremos, como la Antartica, albergan organismos metabolicamente
adaptados al frio y capaces de crecer in situ, encontrandose entre ellos: bacterias,
levaduras, hongos filamentosos, algas, liquenes e invertebrados pequefios (Convey,

2010)(Margesin y Miteva, 2011).

Los organismos que habitan ambientes frios con éxito se conocen como organismos
adaptados al frio, y a pesar de la influencia de las bajas temperaturas, junto con otros
factores ambientales, tanto en el crecimiento como en la eficiencia metabolica, son
capaces de superar con éxito los efectos negativos de las bajas temperaturas mediante el
desarrollo de una gama de adaptaciones estructurales y funcionales. Estos organismos
adaptados al frio se pueden clasificar como psicrofilos (aquellos con temperaturas éptimas
de crecimiento, OTG, bajo 15°C) o psicrotolerantes (OTG sobre 15°C), y particularmente
en el caso de los microorganismos, son capaces de mantener la viabilidad celular por miles
de afios bajo el frio extremo de los ambientes que habitan (Christner y cols., 2003). Se ha

determinado que los microorganismos adaptados al frio que colonizan con éxito ambientes



de baja temperatura predominan sobre otros organismos en términos de biodiversidad y

biomasa (Pearce y cols, 2012).

Las levaduras son un grupo de organismos eucarioticos que pertenecen al reino de los
hongos y constituyen uno de los grupos de microorganismos mas relevantes en
biotecnologia. Estdn ampliamente distribuidas en microbiomas de todo el mundo,
encontrandose adaptadas a una amplia gama de climas, altitudes, sustratos y ubicaciones
geograficas, y con una alta capacidad de sobrevivir en condiciones extremas y explotar
nutrientes aparentemente no absorbibles (Starmer y Lachance, 2011). Por esto, estan
expuestas a diversos tipos de estrés ambientales. Estos microorganismos han desarrollado
diversas estrategias 0 respuestas adaptativas para responder a las circunstancias que
enfrentan. Tipicamente, los cambios bruscos en las condiciones, por ejemplo, en las
temperaturas ambientales, se consideran como estres, y pueden afectar la supervivencia
de las células. En general, las células responden al estrés mediante cambios en la expresion
de genes que codifican productos que protegen a la célula del dafio producido por el estrés

al que se encuentran sometidas (Enjalbert y cols., 2003).

Debido a la presion de seleccion que las bajas temperaturas producen sobre los organismos
que habitan ambientes frios, las comunidades que aqui se desarrollan se han descrito como
altamente especializadas, desplegando diversas estrategias de adaptacion que finalmente
les permiten sobrevivir e incluso prosperar en condiciones de bajas temperaturas. Esto es
algo que convierte a las levaduras adaptadas al frio, sumado a su reconocida importancia

ecoldgica y potencial biotecnoldgico, en organismos de estudio de gran interés.



1.1 La Respuesta al Estrés

El concepto de respuesta al estrés como un conjunto de reacciones que los organismos
emplean frente a circunstancias adversas fue formulado por el endocrindlogo hingaro
Hans Selye, pionero de los estudios sobre el estrés (Selye, 1936). Las primeras
observaciones de la respuesta celular al estrés a nivel molecular se realizaron a principios
de ladécada de 1960, cuando Ritossa observo una activacion transitoria de ciertas regiones
de cromosomas de Drosophila en respuesta al shock térmico (Ritossa, 1962). El estrés es
una experiencia comun de cualquier ser vivo, que pone en peligro su supervivencia; sin
embargo, en una escala evolutiva mas larga, es una herramienta de presion de seleccion

que finalmente diferencia a las poblaciones/individuos que mejor la soportan.

La respuesta al estrés se concentra en el despliegue de mecanismos de defensa mientras
se minimizan los dafos ya sufridos. Estos mecanismos pueden ser diversos e incluir la
muerte celular programada, que elimina la poblacion de células con dafios irreparables
para beneficiar a las sobrevivientes. La respuesta al estrés también prepara a las células
para mas estrés; asi, las células se adaptan al estrés, adquiriendo tolerancia al estrés. De
hecho, se han informado numerosas observaciones de que el estrés leve hace que las
celulas sean mas resistentes al estrés severo del mismo tipo, asi como a otros tipos de
estrés, un fendmeno que también se conoce como aclimatacion. Ademas del proceso
dinamico de reaccion al estrés encontrado, existen circunstancias en las que las células
deben ser constantemente resistentes a ciertos factores de estrés, ya sea porque el estrés

actia demasiado rapido y la célula no tiene tiempo suficiente para responder



adecuadamente, o porque las condiciones de estrés conducen a la suspension sus procesos
vitales. Por lo tanto, algunos agentes protectores contra el factor estresor deben estar
presentes en las células de manera constitutiva. Estos mecanismos deben estar bien
orquestados para asegurar la supervivencia de un organismo expuesto a condiciones
inhospitas, gque, en algunos casos, como en los ambientes extremos, sucede durante la

mayor parte de su vida.

1.2 El Estrés Abiotico

A lo largo de su vida, las células de levaduras permanecen en estrecho contacto con el
medio ambiente, aisladas de él solo por una delgada y porosa pared celular de
polisacaridos. Sin embargo, algunos de estos organismos pueden prosperar en ambientes
aparentemente inhabitables, gracias a la presencia de varios mecanismos que neutralizan

0 minimizan los efectos nocivos de un entorno hostil.

El estrés causado por condiciones como un pH extremo, bajas temperaturas, presion
hidrostatica extrema, hiperosmolaridad y deshidratacion, se denominan colectivamente
estrés ambiental o abiético (Thammavongs y cols., 2008). Estos tipos de estrés parecen
diversos vy, superficialmente, tienen poco en comun, sin embargo, esto a menudo no es
cierto. Algunos tipos de estrés aparentemente disimiles estan, de hecho, estrechamente
relacionados entre si en varios aspectos. Ademas, existen vias de sefializacion intracelular
que controlan la respuesta a varios estimulos externos con mecanismos comunes para
eludir sus efectos nocivos y adquirir tolerancia a ellos. Un buen ejemplo es la via HOG

(High Osmolarity Glicerol), uno de los centros que transmiten sefiales de estrés ambiental,



descrita originalmente como una via que comunica el estrés hiperosmético, ahora se sabe
que responde a multiples tipos de estrés, a veces junto con otras vias de MAP Kinasas

(Lee y cols., 2014)(Gutin y cols., 2015)

En este sentido, aquellos organismos que se encuentras expuestos a ambientes extremos,
suelen estar expuestos a una amplia diversidad de estrés abiéticos. Es por esto que, los
extremofilos suelen ser los organismos elegidos en los estudios sobre los mecanismos de

respuesta a factores de estrés abidtico.

1.3 El Estrés Por Frio

El frio es una de las causas mas comunes de estrés que pueden afectar a organismos que
habitan en climas templados o frios. Sin embargo, a diferencia de la profunda
caracterizacién que se ha logrado de la respuesta al estrés causado por las altas

temperaturas, el estrés por frio es un fendmeno menos estudiado.

Las bajas temperaturas, tienen una gran influencia sobre la capacidad de sobrevivir de un
organismo o incluso prosperar con éxito en un habitat dado, debido principalmente a su
efecto en el estado fisico del agua y la disminucion de las velocidades de reaccion
(Poindexter, 2009). Ademas, debido a que los ambientes de bajas temperaturas también
se asocian con otros factores, como una baja disponibilidad de agua y nutrientes, una alta
presion hidrostatica, estrés osmotico y oxidativo, y radiacion solar, la adaptacion al frio a
menudo se combina con la adaptacion a otras condiciones limitantes (Buzzini y cols.,

2012).



Diversos estudios han revelado que la respuesta de las células a este tipo de estrés, y el

estrés en si, no es uniforme, y que mas bien, se pueden hacer las siguientes distinciones:

A. El estrés a temperaturas moderadamente bajas (18-10°C)

B. El estrés a temperaturas bajas, pero sobre el punto de congelacion (10-0°C), que
enlentece el metabolismo celular y compromete importantes procesos celulares.
Se postula que la respuesta que se gatilla en este rango de temperaturas es diverso

en relacion al valor exacto al que las células se encuentren expuestas.

C. Elestrés por congelacion (bajo 0°C), que detiene toda la actividad celular y expone
su interior, estructuras y organelos a dafios causados por los cristales de hielo. Por
esto, la resistencia a la congelacion se considera como la habilidad de retomar el

funcionamiento celular luego de la descongelacion.

Las temperaturas bajas por encima del punto de congelacién del agua (10-0°C) producen

un conjunto de distintos desafios que afectan la supervivencia celular:

(1) Una menor fluidez de la membrana, con todas sus consecuencias de transporte
transmembrana distorsionado y aumento de la permeabilidad (Ernsty cols., 2016)

(Los y Murata, 2004)

(2) Una disminucion general de la actividad enzimatica (Gerday y cols., 1997).

(3) Una tasa metabdlica disminuida, por lo que, estimulos que requieren gasto de

energia son mas dificiles de combatir.



(4) Menor elasticidad de las proteinas, lo que afecta todos los procesos que dependen
del reconocimiento espacial de las moléculas, como la replicacion, la

transcripcion y la traduccion (Farewell y Neidhardt, 1998).

(5) Un tiempo prolongado de sintesis y plegamiento de proteinas.

1.4 Resistencia al Estrés por Bajas Temperaturas

Las levaduras toman varias medidas de respuesta cuando se exponen al estrés por frio. El
glicerol es un conocido osmolito que se acumula en respuesta al estrés hiperosmotico,
pero también es importante para la supervivencia al estrés por congelacion de S. cerevisiae
(IzawaYy cols., 2004). Si bien, su concentracion intracelular aumenta durante la adaptacion
al frio, resulta prescindible para la supervivencia del estrés por temperaturas bajas, pero
sobre el punto de congelacion (Panadero y cols., 2006), lo que respalda la tesis de que la
respuesta al estrés por frio, de hecho, prepara a la célula para el estrés por congelacion,
que, en la naturaleza, suele seguir a la disminucién de la temperatura ambiente hasta cerca

de 0 °C.

Otro compuesto importante para la tolerancia a bajas temperaturas es la trehalosa, que se
acumula en células de levadura expuestas a temperaturas bajas, cercanas al punto de
congelacién (10-0 °C). Los niveles de trehalosa aumentan en multiples condiciones de
estrés y, durante mucho tiempo, se ha considerado como un protector general contra el
estrés. Si bien, se ha cuestionado su importancia para la tolerancia a algunos factores

estresantes (Petitjean y cols., 2015), resulta indispensable para soportar la congelacion y



la desecacion (Mahmud y cols., 2010). La prolina es otro compuesto que también parece
tener capacidades crioprotectoras en levaduras, y también favorece el crecimiento de

ceélulas de S. cerevisiae a bajas temperaturas (Takagi y cols., 2000).

Por su parte, entre las chaperonas que son sobreexpresadas bajo condiciones de frio, un
subconjunto es capaz de conferir una mayor tolerancia frente al estrés por congelacion y
descongelacion (Naicker y cols., 2012). Hsp12p, una Heat Shock Protein e hidrofilina que
confiere elasticidad a la pared celular, es fuertemente inducida por estrés por frio (4 °C)
(Murata y cols., 2006). También se ha demostrado la contribucion de otras hidrofilinas no
solo a la tolerancia a la desecacion sino también a la tolerancia a la congelacion d(Dang y

Hincha, 2011).

La disminucién de la fluidez de las membranas lipidicas es un sello distintivo del estrés
por baja temperatura, y este fenémeno afecta funciones celulares fundamentales. Puede
revertirse mediante el aumento de la proporcion de acidos grasos insaturados en los lipidos
de la membrana (Martin y cols., 2007). Por el contrario, la proporcién y variedad de

esteroles no cambia en la adaptacion al frio (Russell, 2008).

La variacion intracelular de todos estos compuestos y macromoléculas a baja temperatura
estd comprendida fundamentalmente desde la respuesta al estrés por frio que realizan las
especies mesofilas de levaduras. Sin embargo, las especies de levaduras psicréfilas y
psicrotolerantes que habitan en las regiones frias de nuestro planeta tienen constantes
adaptaciones a las bajas temperaturas. Ademas del mayor contenido de &cidos grasos

mono y poliinsaturados en sus membranas, también son capaces de secretar proteinas
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anticongelantes similares a las que se encuentran en los organismos superiores (Alcaino y

cols., 2015).

Las células de S. cerevisiae en fase estacionaria, 0 en dormancia, son mas resistentes a la
congelacion que las células en fase logaritmica; ademaés, se puede inducir una mayor
tolerancia a la congelacién mediante la exposicion previa a otros tipos de estrés, lo que
sugiere que las células preparadas para soportar diversos estreses ambientales también
estan mejor equipadas para resistir la congelacion (Park y cols., 1997). Claramente, las
adaptaciones a las bajas temperaturas, aunque se desarrollan cuando la temperatura
ambiente esta por encima del punto de congelacion y las células aun pueden realizar sus

funciones, estan disefiadas para permitir la supervivencia bajo temperaturas bajo cero.

1.5 Mecanismos de Respuesta al Estrés por Bajas Temperaturas

La respuesta de las células a las bajas temperaturas depende de la gravedad del estrés. En
S. cerevisiae, una temperatura moderadamente baja (18-12 °C) ralentiza los procesos
celulares, pero también provoca una sobreexpresion de genes implicados en la traduccién
de proteinas. Por el contrario, estos mismos genes son fuertemente reprimidos cuando la
levadura es expuesta a temperaturas cercanas al punto de congelacién (4 °C) (Murata y
cols., 2006). Esto muestra que las células tienen diferentes programas para el estrés por
frio: Aquel que ralentiza, pero no impide el crecimiento; y para las condiciones que hacen

que el crecimiento sea imposible.
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La respuesta de las células de S. cerevisiae al estrés por baja temperatura también puede
dividirse, segun la duracion del estrés, en dos o incluso tres fases (Sahara y cols., 2002)
(Schade y cols., 2004). Una fase temprana (hasta 2 horas de exposicion al frio)
caracterizada por la expresion de genes involucrados en la transcripcion, desaturacion de
acidos grasos de membrana y sintesis de fosfolipidos; una fase media, caracterizada por
la expresion de proteinas asociadas a la mantencion de la maquinaria traduccional
(proteinas ribosomales); y una fase tardia (activada después de 4 a 24 horas de exposicion
al frio), en la que se produce la activacion transcripcional de genes que codifican a
marcadores de estrés tipicos, las Heat Shock Proteins, genes involucrados en el
metabolismo de glicégeno y trehalosa, asi como genes detoxificantes de ROS y de defensa

al estrés oxidativo, como la catalasa, glutaredoxina, tiorredoxina y glutatién transferasa.

1.5.1 Los Genomas Psicréfilos

El avance de las tecnologias de secuenciacién ha mejorado nuestra comprension de la
biologia de los organismos amantes del frio. Hasta la fecha, se han secuenciado varios
microorganismos psicrofilos, incluidas bacterias y hongos, tanto del Artico como de la
Antartica (Selbmann y cols., 2021)(Li y cols., 2018). Recientemente, se ha secuenciado
el genoma completo de algunas levaduras psicrofilas, incluidas Candida psychrophila
(Brejova y cols., 2017), Glaciozyma antarctica (Firdaus-Raih y cols., 2018) y Mrakia
hoshinonis (Tsuji y cols., 2019). Si bien la opinion general es que el contenido gendmico
de GC no ayuda a distinguir entre los origenes ambientales microbianos y las clases

térmicas, es probable que la variacion en el contenido de GC de los genomas psicrofilos
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esté influenciada por factores ambientales como la temperatura y el habitat (Wu y cols.,

2012).

Analisis de gendmica comparativa de G. antartica con otros genomas flngicos, incluidos
C. neoformans y S. cerevisiae (levadura mesdfila), C. thermophilum y M. thermophile
(hongos termofilos) y P. destructans (hongo psicrofilo), revelaron que el 31,4 % de los
genes y 54% de sus SORF (marcos de lectura cortos, largo menor a 100 codones) eran
exclusivos de esta levadura y que posiblemente podrian estar asociados con la psicrofilia
y un posible papel en la adaptacion de esta levadura al ambiente frio de la Antartica

(Firdaus-Raih y cols., 2018).

1.5.2 Las Enzimas Adaptadas al Frio

Casi todas las estructuras importantes dentro de las células vivas, como el nucleo, la
membrana celular y el citoplasma, contienen proteinas como unidades estructurales o
funcionales esenciales para su correcto funcionamiento. Diversos estudios sobre la
funcion de las proteinas han demostrado que la mayoria de las enzimas adaptadas al frio
muestran una mayor eficiencia catalitica en comparacion con las meséfilas a medida que

se reduce la temperatura, a expensas de la estabilidad térmica (Lee y cols., 2017).

Hasta la fecha, las estrategias de adaptacion al frio en las proteinas y, lo que es méas
importante, en las enzimas, estan vinculadas a una mayor flexibilidad en la arquitectura
de la proteina, ya sea en el area del sitio activo o en una parte mas distante de la estructura

que juega un papel importante en los cambios conformacionales de la proteina (Truongvan
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y cols., 2016). Otro factor clave son las sustituciones de aminoacidos en regiones clave de
la proteina, donde la sustitucion frecuente por glicinas se observa particularmente en las
regiones del loop. Ademas, se ha encontrado que las proteinas adaptadas al frio tienen una
disminucién en la estructura de la proteina que estabiliza las interacciones, como los
enlaces de hidrogeno, los puentes salinos, las interacciones idnicas y aromaticas en las
interacciones intra o interproteicas (Michetti y cols., 2017). Sin embargo, no existe un
cédigo general para el establecimiento de propiedades adaptadas al frio ya que cada

proteina tiene su forma de mejorar su actividad catalitica a bajas temperaturas.

1.5.3 Los Cambios en la Expresién Génica

El anélisis de la expresion génica es importante para determinar el efecto fisiolégico y
ambiental sobre los cambios intracelulares (Bharudin y cols., 2014). En levaduras, se han
adoptado varias técnicas, como microarrays, ESTs y RNA-seq, para cuantificar estos

cambios y conocer en profundidad la forma en que ellas responder frente a estimulos.

Recientemente, se realizd un estudio transcriptomico en G. antartica usando RNA-seq.
Se generaron tres bibliotecas diferentes a partir de tres temperaturas de exposicion
diferentes (-12, 0 y 15 °C); para imitar sus ambientes de temperatura natural durante las
diferentes estaciones del afio (Bharudin y cols., 2018). Se identifico la sobreexpresion de
un grupo de genes comunes en las tres condiciones probadas, como, HSP70 y HSP90,
proteinas ribosdmicas, componentes de iniciacion de la traduccion y ciclofilinas.
Curiosamente, se expresaron constitutivamente varios genes reguladores y chaperonas

que eran importantes para el crecimiento y la supervivencia 6ptimos a temperaturas bajo
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cero, como la ARN helicasa, HSPs, CSDs y la peptidilprolil isomerasa (PPlasa) (Wong y
cols., 2019). Ademas, se identificaron cuatro proteinas que contienen CSDs y diecinueve
genes que codifican PPlasa. Ambos grupos de proteinas estan involucrados en la
activacion de factores de transcripcion y plegamiento de proteinas al unirse a un acido

nucleico especifico (Anderson y cols., 2006).

Otro grupo de genes que son importantes en la adaptacion al frio son los que codifican
proteinas anticongelantes (AFP). Las AFP juegan un papel importante para evitar la
formacion de cristalizacion de hielo intracelular y extracelular, lo que permite que la célula
resista temperaturas de congelacion fluctuantes y, en consecuencia, la muerte celular
(Biatkowska y cols., 2020). G. antarctica tiene nueve genes que codifican AFP y los
analisis de expresion génica revelaron que cada AFP tiene diversos niveles de expresion,
dependiendo de varios factores, incluidos el organismo, la temperatura y el medio

ambiente (Bharudin y cols., 2018).

Ademas, factores ambientales estresantes, como los contaminantes de metales pesados y
la congelacion, pueden activar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
causando dafios en el ADN intracelular (Su y cols., 2016)(Hu y cols., 2020). Para superar
esto, G. antarctica produce varias superdxido dismutasas, donde principalmente los genes
que codifican la superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) y la peroxirredoxina (prx)
se expresaron constitutivamente. Se observaron resultados similares en otra levadura
psicrofila, M. psychrophila, donde los genes de la superdxido dismutasa no se

sobreexpresaban. Para superar el estrés ambiental, G. antarctica expresa genes que
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codifican glutation S-transferasa (GST), que son importantes para limpiar las ROS
formadas durante el metabolismo (Collinson y Grant, 2003). GST también juega un papel
importante en la proteccion celular contra el estallido oxidativo al catalizar varios sustratos

y apagar las moléculas reactivas.

Por lo tanto, estos hallazgos podrian respaldar la importancia de entender la expresion
génica global para mejorar la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen

a la adaptacion al frio de levaduras psicréfilas en su entorno natural.

La respuesta al estrés por frio ha sido ampliamente estudiada en bacterias y plantas, y
durante los Ultimos afios, en menor medida, en las levaduras, mayoritariamente en la
especie mesofila Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de ambientes de bajas
temperaturas. Pese a esto, la forma particular en que muchas especies de levaduras
adaptadas al frio, responden al estrés por frio, ain se desconoce. Ademas de su
importancia ecoldgica, la capacidad de estas para crecer a bajas temperaturas, e incluso
por debajo del punto de congelacién (Panikov y Sizova, 2007), ha atraido gran atencion
debido a su capacidad de degradar los compuestos organicos a bajas temperaturas. Las
aplicaciones biotecnologicas de las especies de levaduras que habitan ambientes de bajas
temperaturas se relacionan, entre otras, con su papel en las fermentaciones a baja
temperatura y su capacidad para producir enzimas activas en frio, con potenciales usos en
la produccion de vinos y cervezas de baja graduacion alcohdlica, en el control de
enfermedades postcosecha en la agricultura y en la biorremediacion de ecosistemas frios

contaminados por hidrocarburos (Buzzini y cols., 2012).
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Para el desarrollo del presente trabajo se utiliz6 una coleccidn de especies de levaduras
aisladas desde la Isla Rey Jorge, en la region sub-antartica, las cuales fueron identificadas
molecularmente (8 especies distintas, pertenecientes a 8 géneros distintos). En este estudio
se analizaron los cambios en la expresién génica en ocho levaduras antarticas al
enfrentarse a condiciones definidas como causantes de estrés por frio. A partir de sus
ORFeomas, se predijeron sus genes putativos, se clasificaron funcionalmente y se
determinaron los nivel de expresion. Estos resultados proporcionan informacién sobre las
adaptaciones basales que los organismos han desarrollado y los mecanismos conservados
que emplean en respuesta al estrés por frio, que en Gltima instancia aseguran que las

levaduras prosperen en su ambiente frio.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

Los cambios en la expresion de genes en respuesta al estrés por frio en levaduras adaptadas

al frio no guardan relacion con la temperatura de crecimiento de cada una.

2.2 Objetivo General.

Cuantificar y comparar la expresion genica frente al estrés por frio en ocho cepas de
levaduras, e identificar los genes putativos descritos como parte de los mecanismos de

respuesta al estrés por frio.

2.3 Objetivos Especificos

2.3.1 Exponer las levaduras en estudio a condiciones de estrés por frio para la
secuenciacion masiva de transcriptomas completos (RNA-seq).

2.3.2 Determinar los niveles de expresion de genes putativos frente al estrés por frio en
cada una de las cepas de levadura.

2.3.3 Proponer modelos de la respuesta y adaptacion al estrés por frio en las especies de

levaduras adaptadas al frio utilizadas.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Se utilizaron 8 cepas de levaduras pertenecientes a ocho especies distintas, (Tabla Il) las
cuales fueron colectadas por nuestro grupo de trabajo en la Isla Rey Jorge del Territorio
Antértico Chileno, y posteriormente aisladas en el Laboratorio de Genética de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile. Estas cepas fueron seleccionadas para cubrir un

amplio rango de temperaturas dptimas de crecimiento.

Tabla I. Cepas de levaduras antarticas utilizadas. Las temperaturas fueron previamente
determinadas mediante el crecimiento radial en medio sélido YM 1% de glucosa

T turad
Cepa de levadura empe_ra_ura ¢
crecimiento
Cryptococcus sp. T15-22C (Crysp)
10°C
Mrakia gelida T29_3-4C (Mgeli)
Phenolifera glacialis T8 3-4C (Pgla)
15°C
Vishniacozyma victoriae T18_1-22C (Vvic)
Candida sake H14_1-4C (Csake)
- - 22°C
Leucosporidium creatinivorum T33_1-10C (Lcrea)
Tetracladium sp. T11_2-10C (Tetsp)
Wickerhamomyces anomalus HO1_1-10C (Wanom) 30°C
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3.2 Exposicion a condiciones de estrés por frio

Se cultivaron las ocho cepas por triplicado en 200ml de medio YM 1% de glucosa 'y 160
rpm, a sus respectivas temperaturas de crecimiento, hasta alcanzar la fase exponencial
media (valor medio de la D.O respecto al maximo que cada cultivo alcanza en fase
estacionaria). Luego, las dos mitades de cada cultivo se dividieron en matraces de 100ml,
uno de estos se mantuvo a su respectiva temperatura de crecimiento (HT) y el otro se
incubo a 4 °C (LT). El crecimiento de los cultivos se midié por densidad 6ptica a 600 nm
cada 6 horas durante la fase de latencia y estacionaria y cada 2-3 horas durante la fase
exponencial. Una vez determinado el tiempo de exposicion necesario, se repitio el
experimento y al finalizar el tiempo de incubacion, los cultivos se centrifugaron (7000g a
4°C, por 10min), se descarto el sobrenadante y los pellets se almacenaron a -80°C para su

posterior uso.

3.3 Transcriptémica de levaduras antarticas
3.3.1 Secuenciacion de los transcriptomas (RNA-seq) y analisis

bioinformatico primario

Los pellets de las ocho cepas de levaduras, expuestas a las condiciones anteriormente
mencionadas, se enviaron en hielo seco a Omics2view Consulting company
(Schauenburgerstrasse, Germany) (https://www.omics2view.consulting/) para realizar el
aislamiento del ARN usando TRIzol (Invitrogen), la preparacion de librerias de ARNmy
su secuenciacion en plataforma Illumina HiSeq 4000, 2 x 150bp, y el procesamiento
bioinformatico de los datos resultantes como se detalla a continuacion. Brevemente, La

calidad de las lecturas demultiplexadas se verificd con FastQC v0.11.7 (Andrews, 2018)
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y se cre6 un informe de control de calidad resumido con MultiQC v1.7 (Ewels et al., 2016)
(Tabla S1). El trimming de calidad de las lecturas se realiz6 con el paquete BBTools
v38.19 (Bushnell, 2019). Esto comprendio la eliminacion de duplicados o&pticos,
secuencias adaptadoras, lecturas de baja entropia y trimming de bases de calidad menor a
20. Se descartaron las lecturas con bases no validas o ambiguas y las lecturas con una
longitud menor a 127pb. Solo las lecturas que pasaron el filtro de calidad como pares
ingresaron al analisis posterior. La recalibracion de la calidad de lectura y la correccion
de errores se realizaron con el paquete BBTools v38.19 (Bushnell, 2019). Las lecturas con
trimming de calidad se alinearon con un ensamblaje preliminar de novo realizado con
Tadpole a partir de un subconjunto de las lecturas con trimming de calidad. La informacion
del alineamiento se usO para recalibrar la calidad de base de todas las lecturas con
trimming  de calidad. Los errores de secuenciacion se corrigieron aplicando
consecutivamente los programas BBTools BBMerge, Clumpify y Tadpole en el modo de
correccion de errores en las lecturas de calidad recalibrada. Los resultados se denominaron
"lecturas filtradas". Un total de kmers de 31pb de lecturas filtradas se normalizaron con
BBNorm a una profundidad kmer de 100x, con una profundidad kmer minima de 3x. Se
construyé un ensamblaje de estas lecturas normalizadas para cada muestra individual con
rnaSPAdes v3.13.0 (Bankevich et al., 2012). Los scaffolds producidos por rnaSPAdes se
fusionaron con Dedupe del paquete BBTools v38.19 (Bushnell, 2019) si exhibian una
similitud minima del 99% y se filtraban para una longitud minima de 240 pb. El resultado
se denomino "ensamblaje primario™. Las lecturas filtradas se mapearon en el ensamblaje
principal con BBMap del paquete BBTools v38.19 (Bushnell, 2019). Para cada contig en

el ensamblaje principal, la cobertura general se determiné a partir del nimero de lecturas
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mapeadas sin ambigliedades. Los contigs de longitud >240 pb y cobertura >10x se

consideraron confiables y se denominan “ensamble filtrado".

3.3.2 Prediccion, anotacion funcional y determinacion de los niveles de
expresion de los ORFeomas

El analisis se realizé utilizando el software Geneious R10 y los plugins incluidos, como
ORF finder, BLAST y Geneious RNAseq. Se predijeron los ORFs de largo superior a
210nt, luego fueron traducidos e ingresados a BLASTp para la bdsqueda de homologia
contra una base de datos local curada conteniendo proteinas de hongos (actualizada en
enero de 2021, disponible en http ://ciencias.uchile.cl/investigacion/nuestros-
centros/centro-de-biotecnologia). Las anotaciones se transfirieron desde los hits a las
secuencias de referencia incluyendo el % de similitud, el peso molecular calculado y el
largo del hit, y se exportaron en formato csv. El peso molecular de las secuencias de
referencia se calculé como el producto de la longitud de secuencia por 110 Da (valor de
referencia de peso molecular promedio de los diferentes aminoacidos). Los datos fueron
procesados en Microsoft Excel 16.66 y se filtraron los hits con similitud > 40 %, cobertura
> 50 %, e-value < 101%y la relacion del peso molecular calculado entre la referencia y su
blast-hit en el rango de 0,7-1,3. La lista de ORFs filtrados se utilizd para extraer las
secuencias por el nombre de su anotacion de BLASTp en Geneious. Estos ORF anotados
se clasificaron de acuerdo a la funcion celular obtenida al realizar la anotacion automatica
de la plataforma en linea de KAAS-KEGG (Moriya et al., 2007), utilizando parametros
predeterminados y un conjunto de datos de genes eucariontes. Los niveles de expresion

de los ORFs se calcularon como reads por kilobase por millon de reads mapeados
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(RPKM), como se describi6 anteriormente (Mortazavi et al., 2008), y los ORF con RPKM
> 10 en cualquiera de las condiciones se consideraron para andlisis posteriores. Los genes
diferencialmente expresados (DEG) fueron definidos como aquellos con una razén de

cambio x >2,0,x <-2,0y p <0,05 (Up, Log2FC > 1; Down, Log2FC <-1).
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4. RESULTADOS
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4.1 Levaduras antarticas y estrés por frio: secuenciacion de transcriptomasy
analisis de sus resultados

Luego de obtener los resultados de la secuenciacion y el analisis primario de los
transcriptomas de cada cepa de levadura bajo sus condiciones de crecimiento (HT) y 4°C
(LT) se realiz6 una revision de los parametros generales de los transcriptomas obtenidos
(Tabla I). El porcentaje de GC oscil6 en un rango de 37% (Wickerhamomyces anomalus
HO01_1-10C )y 59% (Leucosporidium creatinivorum T33_1-10C). EI nimero de contigs
ensamblados con una longitud mayor o igual a 210 nucleétidos oscilé entre 17.877,
obtenido en el cultivo de la cepa de Candida sake H14 1-4C incubado a la LT, y 34.096
para el cultivo de Tetracladium sp. T11 2-10C incubado a su HT. El largo maximo de
contig, tanto en condiciones HT como LT, se obtuvo en Candida sake H14 1-4C, con
secuencias de 10.791pb y 11.257pb, respectivamente. Luego, tras la prediccion de ORFs
utilizando el plugin ORF Finder de Geneious, se pudo ver que en promedio, la cepa de
levadura con mayor cantidad de resultados fue Leucosporidium creatinivorum T33_1-
10C, con cerca 97 mil ORFs predichos, y por el contrario, la cepa de Wickerhamomyces
anomalus HO1 1-10C entregd la menor cantidad de resultados, bordeando los 21 mil

ORFs en promedio bajo ambas condiciones de cultivo.
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Tabla I. Resumen de los resultados del RNA-seq y analisis de secuencias.

Contigs
Levadura | Temperatura de incubacion | %GC | Namero total | Largo maximo (pb) | ORFs predichos

10°C (HT) 56% 31.218 8.562 83.064
Mageli

4°C (LT) 56% 31.057 8.124 84.269

10°C (HT) 52% 32.090 7.296 39.335
Crysp

4°C (LT) 52% 29.542 7.315 37.748

15°C (HT) 52% 30.105 7.841 38.410
Pgla

4°C (LT) 52% 26.594 7.787 47.903

15°C (HT) 51% 24.121 9.569 52.347
Vvic

4°C (LT) 51% 27.124 9.563 54.493

22 °C (HT) 43% 24.963 10.791 27.722
Csake

4°C (LT) 42% 17.877 11.257 26.667

22 °C (HT) 59% 32.379 6.799 99.705
Lcrea

4°C (LT) 59% 31.122 6.902 93.816

22 °C (HT) 49% 34.096 9.551 91.126
Tetsp

4°C (LT) 49% 33.184 10.586 90.724

30°C (HT) 37% 26.721 5.643 19.896

Wanom
4°C (LT) 37% 28.076 5.613 23.078
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4.2 Analisis de la expresion diferencial y anotacion funcional

Una vez realizado el filtro de secuencias realizado de la forma mencionada en la seccion
Materiales y Métodos, considerando los resultados de la bdsqueda por BLASTp, la
prediccién de la funcién celular por KEGG vy los valores relacionados con la expresion
diferencial, se obtuvieron los ORFs anotados o0 genes putativos, en cada cepa de levadura
(Tabla I1). En promedio, se encontraron cerca de 2000 genes putativos por cepa de
levadura. La cepa con la menor cantidad fue Mrakia gelida T29_3-4C, con 807 genes,
mientras que la cepa Wickerhamomyces anomalus HO1 1-10C resultd con el mayor

namero (3.329).

El andlisis de la expresion diferencial permitié determinar los genes putativos
diferencialmente expresados en cada levadura cuando se incubd a las condiciones de estrés
por frio (LT: 4°C por 6 horas) en relacion a la incubacion bajo condiciones de cultivo de
temperatura alta (HT: la temperatura de incubacion “normal” para cada cepa de levadura),
y se expresd como el Log2 de la razon de cambio bajo ambas condiciones (Log?2
FC)(Tabla Il). Los genes diferencialmente expresados (DEG) oscilaron en un rango entre
15 y 1839 considerando las 8 cepas. Las cepas con el mayor nimero de DEGs fueron W.
anomalus HO1 1-10C, L. creatinivorum T33_1-10C y C. sake H14 1-4C (en orden
decreciente), y, por el contrario, las con el menor niamero fueron M. gelida T29 3-4Cy
Cryptococcus sp. T15-22C, observandose una relacion directa con la variacion de
temperatura que enfrentaron. EI nimero de DEGs con valores Log2 FC positivos fue
mayor que el nimero de genes con valores Log2 FC negativos en la mayoria de las cepas,

a excepcion de V. victoriae T18 1-22C, L. creatinivorum T33_1-10C y de Mrakia gelida
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T29 3-4C, la cepa con el menor nimero de DEGS y en la que solo se encontraron

reprimidos (Log2 FC <-1).

Luego, los genes putativos fueron clasificados de acuerdo a su funcién celular mediante
la plataforma en linea de KEGG, obteniéndose 3 categorias con crecientes niveles de
especificidad, anotadas como General, Media y Especifica (Tabla SI1). En el nivel general,
el 75% de los genes putativos fue clasificado en la categoria “Metabolismo”, mientras que
solo el 2,6% se asignd a la categoria “Procesamiento de informacion ambiental”. En el
nivel medio, las vias en las que se clasificaron la mayor cantidad de genes putativos fueron
el metabolismo de aminoé&cidos, la traduccion, el metabolismo de hidratos de carbono y
el metabolismo de lipidos. En el nivel de mayor especificidad, entre las vias con mayor
abundancia de genes putativos asociados se encontrd “Ribosoma”, “Fosforilacion

oxidativa”, “Peroxisoma”, “Metabolismo del piruvato” y “Proteasoma”.

También, hubo algunas vias que solo se encontraron en una de las cepas de levaduras
analizadas, entre las que se encuentran: “Degradacion de clorociclohexano y
clorobenceno” y “Degradacion de fluorobenzoato” en P. glacialis T8_3-4C, “Biosintesis
de betalaina” y “Biosintesis de glicoesfingolipidos” en Tetracladium sp T11 2-10C, “Via
de senalizacion de apelina”, “Enzimas del metabolismo de drogas™ y “Metabolismo de D-
Arginina y D-ornitina” en C. sake H14_1-4C, y “Biosintesis de aflatoxinas” en W.
anomalus HO1 1-10C. Algunas vias encontradas solo en dos o tres cepas de levadura
fueron el metabolismo de nicotinato y nicotinamida, la autofagia, vias de sefializacion

AMPK, la senescencia celular, y la biosintesis de varios tipos de N-glicanos.
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Considerando los DEGs y la anotacién por vias de KEGG, se encontr6 un alto nimero de
DEGs para el procesamiento de informacion genética (Tabla Sl), y particularmente en W.
anomalus HO1 1-10C y Tetracladium sp T11 2-10C. En el nivel medio, las vias de
“Traduccion”, “Plegamiento, sorting y degradacion” de proteinas, y “Transporte y
catabolismo”, y en el nivel especifico “Ribosoma”, “Peroxisoma” y “Biogénesis de

ribosomas en eucariontes” fueron algunas de las vias mas representadas.

Cuando se considera el valor promedio de la razén de cambio (Log2 FC) de los DEGs por
via metabdlica (Figura 1) en el nivel medio, se puede observar que los valores mas altos,
relacionados con un aumento en la expresion de genes putativos asociados a una
determinada via, se asignaron al plegamiento, sorting y degradacion de proteinas, siendo
el valor de P. glacialis T8_3-4C, el promedio mas alto de las vias analizadas en este nivel,
seguida por la via de crecimiento y muerte celular, donde V. victoriae T18_1-22C presentd
el promedio de Log2 FC maés alto. A su vez, en este mismo nivel, las vias con mayores
niveles de represion (Log2 FC <-1) en promedio, fueron “Biodegradacion y metabolismo
de xenobidticos" (con Cryptococcus sp. T15-22C presentando la razén de cambio mas
negativa) y la “Biosintesis de otros metabolitos secundarios”, donde L. creatinivorum
T33_1-10C tuvo el promedio mas bajo. En el nivel especifico, se encontraron promedios
mas altos para el Log2 FC en las vias de degradacion el ARN, en P. glacialis T8 3-4C,y
“Sistema de dos componentes” L. creatinivorum T33_1-10C, mientras que se encontraron
valores méas bajos para la biosintesis de glucosinolato y el metabolismo de almidon y

sacarosa ambas en L. creatinivorum T33_1-10C.
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La variacion en la expresion de los genes putativos bajo las condiciones HT y LT fue
considerable entre las levaduras. En las vias generales, en promedio, frente a la exposicién
a 4°C, se observod una represion en los procesos celulares, el procesamiento la informacién
ambiental, el procesamiento de la informacion ambiental y el metabolismo, en 3,4,2y 5
de las cepas de levaduras, respectivamente. Por su parte, en el nivel medio, las vias que
en promedio se encontraron con valores de Log2 FC mas bajos fueron el metabolismo de
aminodcidos, el metabolismo de hidratos de carbono y el metabolismo energético, con 4,
6y 8 de las cepas de levadura presentando promedios de expresion negativos. En el nivel
especifico, se encontrd el metabolismo del acido alfa-linoleico, el metabolismo de
xenobidticos por citocromo P450 y la degradacion de &cidos graso en 4, 4 y 6 levaduras,

respectivamente.

Al realizar un andlisis considerando tanto el promedio de la razén de cambio de las vias
especificas en las 8 cepas, como la cantidad de levaduras en las que se anotaron DEGs
para cada via, se obtuvo cual de las vias resultaban en una mayor representacion respecto
a sus niveles de expresion al exponer los cultivos de levaduras a condiciones de estrés por
frio. Asi, entre las vias que en promedio resultaron mas veces sobreexpresadas a 4°C se
encontré la protedlisis mediada por ubiquitina, el transporte de ARN, el metabolismo de
Ala, Asp y Glu, el fagosoma, el ribosoma y la biosintesis de aminoacil-ARNt. En cuanto
a las vias que resultaron mas veces reprimidas se encontré la degradacion de acidos grasos,
el metabolismo del 4cido alfa-linoléico, la degradacion de Val, Leu e lle, la biosintesis de

acidos grasos insaturados, la exportacion de proteinas y el peroxisoma.
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Al comparar el nimero de DEGs en las levaduras en el nivel medio de clasificacion
KEGG, respecto al total de DEGs obtenidos en cada cepa bajo condiciones de estrés por
frio, se pudo ver donde se concentraron los mayores cambios (Tabla I11A). Aqui, se
encontrd que los metabolismos de aminoacidos, de hidratos de carbono, energético y de
lipidos, junto con la traduccién fueron las vias con mayores niveles de cambio en la
expresion respecto al total, de forma similar al analisis considerando directamente el
numero de DEGs por via. En estos casos, se vio una distribucion equitativa entre las

levaduras que aumentaron la expresion y las que la disminuyeron.

Un grupo de genes putativos cuyos niveles de expresion resultan de particular interés son
aquellos asociados a subunidades ribosomales y los asociados a alguna condicion de

respuesta a estres.

En el caso de los DEGs anotados como subunidades ribosomales, la mayor cantidad se
obtuvo en W. anomalus HO1 1-10C, Tetracladium sp T11 2-10C y C. sake H14 1-4C,
mientras que en V. victoriae T18 1-22C, Cryptococcus sp. T15-22C, solo se obtuvieron
4y 3, respectivamente y ninguno en Mrakia gelida T29_3-4C (Tabla 111B). En la cepa de
C. sake, todos los genes putativos de subunidades ribosomales se encontraron reprimidos,
mientras que en las cepas de en P. glacialis y Tetracladium sp., el 100% y el 98%,

respectivamente, de las subunidades de ribosoma encontradas estaban sobreexpresadas.

Por su parte, se encontraron DEGs relacionados con las respuestas a varios tipos de estres
en todas las levaduras (Figura 2 y Tabla IV), con nimeros més altos asociados a los estrés

oxidativo, replicacién, general, osmético, frio y calor (Figura 2). La mayor cantidad de
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DEGs asociados con respuesta a estrés se encontro en las cepas de W. anomalus H01_1-
10C, C. sake H14 1-4C y L. creatinivorum T33_1-10C, mientras que las cepas V.
victoriae T18 1-22C y Mrakia gelida T29_3-4C arrojaron el menor numero. En la tabla
IV se exhiben algunas de las proteinas putativas con reportes en la bibliografia como
participes en la respuesta a estrés en hongos. Cerca del 44% de estas, correspondieron a
proteinas asociadas a respuesta a estrés oxidativo, seguidas por respuesta a estrés por frio

(22%) y estrés osmatico (17%).



Tabla 1. Variacion de temperatura experimentada y numero de genes putativos de
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acuerdo a los niveles de expresion, tras la exposicion a condiciones de estrés por frio.

N° de genes putativos

Levadura AT (°C) Log2FC>1 1<Log2 FC>-1 Log2 FC<-1
Mgeli 6 0 792 15
Crysp 6 62 1487 36

Pgla 11 118 2049 31
Vvic 11 82 1587 189
Csake 18 295 1404 228
Lcrea 18 323 523 352
Tetsp 18 237 2100 227

Wanom 26 944 1490 881
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Figura 1. Heatmap de genes putativos expresados diferencialmente y clasificados por rutas metabolicas entre levaduras

cultivadas a su temperatura de crecimiento (HT) y 4°C (LT). El promedio de la razén de cambio (Log2 FC) por ruta se

muestra en los paneles Up (Log2 FC > 1) (DEGs sobreexpresados) y Down (Log2 FC <-1)(DEGs reprimidos).
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Tabla IV. A. Porcentaje de DEGs que varian de acuerdo a la via metabdlica (KEGG) en

las que participan. Se muestran las vias mas representadas. B. Numero de DEGs

anotados como proteinas ribosomales y estado de expresion. Up, Log2FC > 1; Down,

Log2FC <-1.
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Figura 2. Heatmap de nimero de DEGs anotados como genes putativos asociados a

respuesta a estres. En el panel Up (Log2 FC > 1), DEGs sobreexpresados y Down (Log2

FC <-1), DEGs reprimidos.
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Tabla V. DEGs anotados como proteinas asociadas a estrés en cada cepa levadura. Up, Log2FC > 1; Down, Log2FC < -1.
Tipo de estrés Proteina Up Down
Cell wall 1,3-Beta-Glucan Synthase 1 Wanom
3-Keto-Steroid Reductase 1 Wanom
3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase 1 Tetsp
Cold 5-Aminolevulinic Acid Synthase 1Pgla
Alcohol Dehydrogenase 2 Vvic, 1 Lcrea, 1 Wanom 1 Pgla, 2 Lcrea, 4 Wanom
Heat Shock Protein 1 Tetsp, 1 Wanom 1 Lcrea, 1 Csake
Nitrate Reductase 2 Tetsp
Heat 3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase 1 Tetsp
Exosome Complex Component 1 Csake
Iron Citrate Synthase 1 Tetsp
2-Dehydro-3-Deoxy-D-Gluconate 5-Dehydrogenase 1 Vvic
2-Hydroxyacid Dehydrogenase 1 Tetsp
C-8 Sterol Isomerase 2 Wanom
Osmotic Cardiolipin Synthase 1 Wanom
Carnitine O-acetyltransferase 1 Lcrea
Glycerol Phosphate Dehydrogenase 4 Wanom 1 Csake; 2 Wanom
Osmolarity Two-component System 2 Tetsp
5-Oxoprolinase 2 Vvic
Cytochrome C Oxidase 5 Lcrea 1 Pgla, 2 Wanom
Oxidative Glu_tathione S-Transferase 1 Lcrea
Osmolarity Two-Component System 2 Tetsp
Peroxiredoxin 1 Vvic 1 Mgeli, 1 Crysp, 1 Pgla, 4 Wanom
Proteasome Subunit 1 Crysp, 1 Lcrea, 8 Csake, 9 Wanom
3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase 1 Tetsp
3',5'-Cyclic-Nucleotide Phosphodiesterase 1 Wanom
Salt 3'(2"),5'-Bisphosphate Nucleotidase 1 Lcrea
5-Aminolevulinic Acid Synthase 1 Pgla
Acireductone Dioxygenase 1 Wanom
Drought 3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase 1 Tetsp
Acireductone Dioxygenase 1 Wanom
Stress Ci_trat_e synfnhase 2 Wanom
Nicotinamidase 1 Csake 2 Wanom
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5. DISCUSION
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Aun cuando los ambientes de bajas temperaturas corresponden a una gran parte de los
ecosistemas en la tierra, los microorganismos, que no solo sobreviven, sino que prosperan
en estos ambientes extremos, aun son poco conocidos. Por esto, el estudio de las levaduras
adaptadas al frio y de sus respectivos mecanismos de respuesta y adaptacion al estrés por
frio resulta de interés. El analisis de los cambios en la expresion génica que estas pudiesen
desplegar bajo condiciones de estrés por frio, que normalmente se presentan en sus
ambientes naturales, ofrece la oportunidad de profundizar en las bases de los fenotipos
que resisten y sostienen el crecimiento a bajas temperaturas, una caracteristica de
importancia ecoldgica y biotecnoldgica. Aunque el estrés por frio utilizado en este trabajo
no parece extremo, es importante considerar que la region subantartica presenta cambios
estacionales de temperatura, con temperaturas que durante el verano pueden alcanzar los
20°C, especialmente durante las olas de calor reportadas durante los ultimos afios
(Robinson y cols., 2020). Por eso, una disminucion de la temperatura ambiental a 4°C
puede considerarse una fase intermedia a temperaturas bajo el punto de congelacion que

las levaduras deben sentir para adaptar sus funciones celulares.

Ocho cepas de levaduras antarticas fueron expuestas a condiciones de estrés por frio para
determinar los cambios globales en la expresion génica. Los cultivos de las levaduras se
incubaron a sus respectivas temperaturas de crecimiento para luego ser sometidas a 4°C
durante 6 horas. Tras la exposicion a estas condiciones, definidas como causantes de estrés
por frio, se realizd una secuenciacién a transcriptoma completo (RNA-seq) y un
procesamiento bioinformatico primario de sus resultados. Los porcentajes de GC entre los

transcriptomas variaron entre 59 y un 37%. Aun cuando han existido reportes de una
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posible correlacion en el contenido gendmico de GC de organismos psicrofilos (Wu y
cols., 2012), no se pudo apreciar una tendencia en el grupo de cepas estudiadas. Esta
amplia distribucion tambiéen se puede apreciar en los genomas de otras levaduras
psicréfilas como Glaciozyma antarctica (60%)(Firdaus-Raih y cols., 2018), Mrakia
psychrophila (54%)(Su y cols., 2016) y Candida psychrophila (37%)(Brejova y cols.,

2017).

En cuanto a la Tabla I, lo primero que llama la atencién es que las cepas de levadura, al
ser expuestas a condiciones de estrés por frio (4 °C), exhibieron una cantidad de genes
expresados diferencialmente (DEGS) en relacion directa con la variacion de temperatura
(AT) a la que se enfrentaron: W. anomalus, la cepa de levadura con el mayor AT
experimentado, presentd la mayor cantidad de genes sobreexpresados (Log2 FC > 1) y
reprimidos (relacion de expresion Log2 <-1); por el contrario, M. gelida, una de las cepas
con menor AT experimentada, presentd la menor cantidad de DEGs y no present6 genes
sobreexpresados. Esto podria ser un indicio de que, dentro de este grupo de cepas de
levaduras antérticas, aquellas con temperaturas de crecimiento mas cercanas a los 4°C,
tienen adaptaciones basalmente expresadas y mecanismos que les permiten responder
eficazmente a condiciones de frio, y por su parte, aquellas con temperaturas de
crecimiento superiores han desarrollado mecanismos de respuesta. que se activan

eficientemente contra el estrés por frio.

Siguiendo el pipeline de procesamiento bioinformatico de los transcriptomas, se
obtuvieron los ORFeomas de las levaduras y se predijeron los genes putativos, los que

fueron anotados considerando una base de datos local de proteinas de hongos y la
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plataforma en linea de KEGG, obteniéndose la mayor cantidad en las cepas W anomalus
(3.315), Tetracladium sp. (2.564) y P. glacialis (2198)(Tabla I1). Al predecir las funciones
celulares de los genes putativos considerando la anotacion por vias metabdlicas KEGG,
se encontraron 159 rutas en el nivel de mayor especificidad, de las cuales, 121 se
encontraron en todas las levaduras. La mayor cantidad de genes putativos fue clasificada
dentro del metabolismo de amino&cidos, la traduccidn, el metabolismo de hidratos de
carbono y el metabolismo de lipidos, con el ribosoma, la fosforilacion oxidativa, el
peroxisoma, el metabolismo del piruvato y el proteosoma como las 5 principales vias.
Algunas de las vias con menor representacion en términos de especies fueron la biosintesis
de glicoesfingolipidos, enzimas del metabolismo de drogas, la autofagia y la senescencia
celular. Esta Gltima llama particularmente la atencién, puesto que bajo condiciones de
estrés, la senescencia aparece tipicamente como uno de los principales recursos de la

célula para enfrentar los dafios que puede sufrir.

Se identificaron genes putativos asociados con la respuesta a todos los tipos principales
de estrés, y aquellos expresados diferencialmente pertenecian principalmente a respuestas
de estrés oxidativo, replicacion, general, osmotico, frio y calor, que tipicamente se han
descrito como parte de la respuesta al estrés por frio. Se vieron genes putativos que
aumentaron y disminuyeron su expresion (Figura 2 y Tabla 1V). En las cepas de P.
glacialis se notd la mayor proporcion de genes putativos asociados a estrés reprimidos
con relacién a los sobreexpresados (71%), mientras que la relacion inversa se observo en
la cepa de Cryptococcus sp. (82% de los genes asociados a estrés se encontraron

sobreexpresados). Algo que llamo la atencion con respecto a las proteinas que tipicamente
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se describen como asociadas con el estrés por frio, es que se detectd una baja cantidad de
DEGs codificando HSP (y no CSP), chaperonas que desempefian funciones en procesos
bioldgicos rutinarios y respuestas al estres (Tiwari y cols., 2015). Solo en L. creatinivorum
y W. anomalus se vio que un solo gen aumento su expresion, por lo que estas cepas podrian
presentar otros mecanismos para responder a la desestabilizacion de las estructuras

proteicas, en caso de producirse.

Ademas, entre otras proteinas candnicas de estrés por frio, las desaturasas de &cidos grasos
de membrana (Cossins y cols., 2002)(Garba y cols., 2017), solo se detecté un gen que
aumento su expresion en Tetracladium sp. y en W. anomalus (deltal5 y delta 12
desaturasa, respectivamente), pero ninguno en el resto de las cepas. Esto podria estar
relacionado con el hecho de que estas cepas antarticas presentan una membrana plasmatica
cuyos acidos grasos se han adaptado para mantener una fluidez adecuada a temperaturas
decrecientes y no se vieron afectadas significativamente por el cambio de temperatura a
4°C. Es por esto que, una expresion significativa de genes que codifican proteinas
tipicamente descritas para la respuesta al estrés por frio en mesofilos, podria no ser

necesaria en estas levaduras.

Entre los DEGs asociados con el estrés por frio, genes que codifican la enzima alcohol
deshidrogenasa se sobreexpresaron en 3 de las levaduras (V. victoriae, L. creatinivorumy
W. anomalus), lo que podria ser un indicador de que en estas cepas hay un cambio
metabolico de la respiracion a la fermentacion alcohdlica, como se ha visto en otra cepa
de levadura antartica, Rhodotorula frigidialcoholis (Touchette y cols., 2021), en la que, al

exponerse al frio (en ese caso de 23°C a 0°C), se produjo una disminucion en la expresion
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de los genes de la cadena transportadora de electrones y del ciclo del Krebs; y una
sobreexpresion de genes de las vias de fermentacion y de las pentosas fosfato, lo que
podria beneficiar su supervivencia a bajas temperaturas. Por su parte, la cepa de L.
creatinivorum podria estar respondiendo al estrés oxidativo, considerando el aumento en
la expresion de genes putativos codificando algunas de las subunidades de la citocromo ¢
oxidasa mitocondrial, el sitio principal de consumo de oxigeno celular, esencial para la
generacidn de energia aerdbica, y con funciones en la adaptacién a condiciones de estrés
como hipoxia, dafio oxidativo o niveles bajos de glucosa (Khalimonchuk y Rédel, 2005;
Timén-Gomez et al., 2020). Aun asi, en el resto de las cepas de levaduras estudiadas, no
se observaron las mismas tendencias en la expresion de genes codificando las enzimas
alcohol deshidrogenasa y citrocromo ¢ oxidasa (al igual que en otros casos), lo que refleja
las diferentes formas en que estas cepas de levaduras antérticas se vieron afectadas y los

mecanismos que desplegaron para enfrentar el frio.

Por otra parte, se observO una sobreexpresion de genes putativos de unidades de
proteasoma en las cepas C. sake y W. anomalus, lo que indicaria que el estrés por frio
provoca la acumulacion de proteinas dafiadas en estas cepas, y por lo tanto deben
responder promoviendo su degradacion (Wang, 2010). En estas cepas también se observé
una disminucién considerable en la expresion de genes anotados como proteinas
ribosomales, lo que constituye uno de los procesos mas demandantes de energia para la
célula (Shore, 2021). Unido a lo anterior, esto indica que estas cepas en condiciones de
frio se centran en detoxificar el interior celular para mantener su integridad, y en ralentizar

los procesos vitales de crecimiento para entrar en estado de hibernacion. Un caso similar
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se describio en la bacteria Shewanella oneidensis, donde una disminucion en la expresion
de genes relacionados con la biosintesis de aminoacidos, la sintesis de proteinas y su
integridad luego de una exposicion a shock por frio, se propuso como un mecanismo de
disminucién de su metabolismo (De Maayer et al., 2014). Por el contrario, en el caso de
las cepas M. gelida, Cryptoccocus sp, P. glacialis y V. victoriae, que crecen de manera
Optima a temperaturas mas bajas, no se detectaron cambios importantes en la expresion
de genes codificando los componentes del proteasoma, lo que podria ser consecuencia de
adaptaciones en estructuras proteicas que permiten una mayor estabilidad a bajas
temperaturas y, en el caso de P. glacialis, también se observd una sobreexpresion
considerable de genes que codifican proteinas ribosomales, lo que podria indicar que es

capaz de sostener un crecimiento acelerado en condiciones de frio.

Estos resultados proporcionan informacion sobre las adaptaciones basales que los
organismos han desarrollado y los mecanismos conservados que emplean en respuesta al
estres por frio, que en udltima instancia aseguran que las levaduras prosperen en su

ambiente frio.
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6. CONCLUSIONES
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Se rechaza la hipdtesis: Los cambios en la expresion de genes asociados a la
respuesta al estrés por frio en estas levaduras antarticas se relacionan con sus
temperaturas de crecimiento.

Las cepas de levadura, al ser expuestas a condiciones de estrés por frio (4 °C),
exhibieron una cantidad de genes expresados diferencialmente (DEG) en relacién
directa con la variacion de temperatura (AT) a la que se enfrentaron.

Entre los DEG asociados al estrés, una cantidad significativa se describié como
parte de las respuestas al estrés por frio, osmético y oxidativo. Curiosamente, se
detect6 una baja cantidad de HSP/CSP y desaturasas de &cidos grasos, proteinas
comunes de respuesta al estrés.

Dentro de este grupo de cepas de levaduras antarticas, aquellas con temperaturas
de crecimiento méas cercanas a los 4°C, tendrian adaptaciones basales y
mecanismos que les permiten responder eficazmente a condiciones de frio, y por
su parte, aquellas con temperaturas de crecimiento superiores han desarrollado
mecanismos de respuesta que se activan eficientemente contra el estrés por frio.
La disminucion en el metabolismo de aminoacidos y la activacion de subunidades
del proteasoma en las levaduras con mayores temperaturas de crecimiento, podria
sugerir que estas disminuyen su tasa metabdlica para entrar en una etapa

dormancia.
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8. ANEXO



Tabla SI. Reporte de las estadisticas de los resultados del RNA-seq.

Yeast Sample Name % Dups M Seqgs
Mgelida_ H R1 79,9 32
Mgelida_H_R2 81,3 32

Mgeli  rYioelida LRl 79,0 32,1
Mgelida_L_R2 79,1 32,1
Cryptococcus_H_R1 95,0 31,9
Cryptococcus_H_R2? 93,3 31,9

Crysp Cryptococcus_L_R1 95,0 32,1
Cryptococcus L_R2 93,3 32,1
Pglacialis H R1 95,9 31,9
Pglacialis H_R2 94,7 31,9

Pl Fpglacialis LRI 931 321
Pglacialis_L_R2 92,0 32,1
Vvictoriae H_R1 83,7 31,9

) Vvictoriae H_R2 83,8 31,9

Vvic Vvictoriae_L_R1 82,0 32,2
Vvictoriae_ L R2 82,1 32,2
Csake_H_R1 88,7 32,3
Csake_H_R2 87,5 32,3

Csake I Coake LRI 84,5 31,9
Csake L R2 82,7 31,9
Lcreatinivora H_R1 76,0 31,7
Lcreatinivora H_R2 79,1 31,7

Lcrea Lcreatinivora_L_R1 78,5 31,9
Lcreatinivora_L_R2 80,3 31,9
X_A_Tet22 R1 79,9 31,5
X_A Tet22 R2 79,3 31,5

Telsp "B Teta Tetd R1 77,9 31,4
X_B_Tetd Tetd R2 771 31,4
Wanomalus H R1 89,8 32,3
Wanomalus_H_R2 87,8 32,3

Wanom - omalus L_R1 86,4 32,1
Wanomalus_L_R2 84,8 32,1
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Tabla SlIl. Anotacion funcional por vias KEGG y nimero de DEGs obtenidos en cada cepa de levadura.

Via KEGG Mgeli Crysp Pgla Vvie Csake Lcrea Tetsp [ Wanom
General Media Especifica Up |D0wn Up IDown Up |[Down| Up |D0wn Up |Down| Up IDown Up |Down Up IDown
Autophagy 8 4 g
Endocytosis 5 5 3 4 6
Transport and Lysosome 2 2 2 2
Cellular Processes P . .
catabolism Mitophagy 3] 2
Peroxisome 7 7 4 28
Phagosome 3 2 2 3
Membrane transport ABC transporters

Environmental
Information
Processing

Signal transduction

AMPK signaling pathway

Apelin signaling pathway

Calcium signaling pathway

CAMP signaling pathway

cGMP-PKG signaling pathway

FoxOsignaling pathway

mTOR signaling pathway

Phosphatidylinositol signaling system

Phospholipase Dsignaling pathway

Sphingolipid signaling pathway

Two-component system

Genetic Information
Processing

Folding sorting and
degradation

Proteasome

Protein export

Protein processing in endoplasmic reticulum

RNA degradation

SNARE interactions in vesicular transport

Sulfur relay system

Ubiquitin mediated proteolysis

Replication and
repair

Base excision repair

DNA replication

Homologous recombination

Mismatch repair

Non-homologous end-joining

Nucleotide excision repair

Transcription

Basal transcription factors

RNA polymerase

Spliceosome

Translation

Aminoacyl-tRNAbiosynthesis

mRNA surveillance pathway

Ribosome

Ribosome biogenesis in eukaryotes

RNA transport

5 2

|

14
3

Tabla SlII (continuacion). Anotacion funcional por vias KEGG y numero de DEGs obtenidos en cada cepa de levadura.
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Via KEGG Mgeli Crysp Pgla Vvie Csake Lcrea Tetsp ‘Wanom
General Media Especifica Up |Down| Up [Down| Up |Down| Up |Down| Up [Down| Up |Down| Up |Down| Up [Down
Alanine aspartate and glutamate metabolism

Arginine and proline metabolism

Arginine biosynthesis

Cysteine and methionine metabolism

Glycine serine and threonine metabolism

w © o~ o ©

N mbowwh.mmamm

Histidine metabolism

Amino acid Lysine biosynthesis
metabolism Lysine degradation

Phenylalanine metabolism

Phenylalanine tyrosine and tryptophan biosynthesis

Tryptophan metabolism

Tyrosine metabolism

Valine leucine and isoleucine biosynthesis

Valine leucine and isoleucine degradation

Aflatoxin biosynthesis

Betalain biosynthesis

Glucosinolate biosynthesis

Biosynthesis of other

Isoquinoline alkaloid biosynthesis
secondary metabolites d Y

Monobactam biosynthesis

Phenylpropanoid biosynthesis

Metabolism Tropane piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

Ascorbate and aldarate metabolism

ENIC NSNS

= =
e ‘“’Im

Butanoate metabolism

C5-Branched dibasic acid metabolism

Citrate cycle

Fructose and mannose metabolism

Galactose metabolism

Carbohydrate

. Glycolysis / Gluconeogenesis
metabolism yoy 9

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism

Inositol phosphate metabolism

Pentose and glucuronate interconversions

Pentose phosphate pathway

Propanoate metabolism

Pyruvate metabolism 2

Starch and sucrose metabolism

Carbon fixation pathways

B NN ©® ©

Methane metabolism

Energy metabolism Nitrogen metabolism

Oxidative phosphorylation 2 32

N

Sulfur metabolism

Tabla Sl (continuacion). Anotacién funcional por vias KEGG y nimero de DEGs obtenidos en cada cepa de levadura.



Via KEGG Mgeli Crysp Pgla Vvic Csake Lcrea Tetsp Wanom

General Media Especifica Up |Down Up |Down| Up |Down| Up [Down| Up |Down

2-Oxocarboxylic acid metabolism 2 3 6 7 6 13

4 6 10 9 8 5 20 31
4 7 8 14 8 7 26 31
10 19 (25 28 | 19 13 | 67 84

Biosynthesis of amino acids

Biosynthesis of cofactors

Biosynthesis of secondary metabolites

Global and overview Carbon metabolism 2 4 4 2 2 5 - 5 8 6 6 4 23 19
maps Degradation of aromatic compounds 2 - 2 3
Fatty acid metabolism 2 - 8 2 2 3 7 2 18 3
Global and overview maps 57 58
Metabolic pathways 4 6 10 | 35 7 7 21 | 34 52 50 38
Microbial metabolism in diverse environments 4 12 2 2

Glycosphingolipid biosynthesis

Glycosylphosphatidylinositol

Mannose type O-glycan biosynthesis

Glycan biosynthesis N-Glycan biosynthesis
and metabolism O-Antigen nucleotide sugar biosynthesis -
Other glycan degradation

Other types of O-glycan biosynthesis

Various types of N-glycan biosynthesis

alpha-Linolenic acid metabolism 3
Arachidonic acid metabolism
Metabolism Biosynthesis of unsaturated fatty acids 3
Ether lipid metabolism
Fatty acid biosynthesis 3
Fatty acid degradation 2 6 2

Lipid metabolism - -
Fatty acid elongation

Glycerolipid metabolism 2 2

Glycerophospholipid metabolism

Linoleic acid metabolism

Sphingolipid metabolism

Steroid biosynthesis - -

Biotin metabolism 3

Folate biosynthesis

Lipoic acid metabolism 2
Nicotinate and nicotinamide metabolism
Metabolism of One carbon pool by folate
cofactors and Pantothenate and CoA biosynthesis
vitamins Retinol metabolism 2

Riboflavin metabolism

Thiamine metabolism

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis

Vitamin B6 metabolism
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Tabla Sl (continuacion). Anotacién funcional por vias KEGG y nimero de DEGs obtenidos en cada cepa de levadura.

Via KEGG Mgeli Crysp Pgla Vvic Csake Lcrea Tetsp Wanom
General Media Especifica Up |D0\m Up |Down Up lDown Up [Down| Up [Down| Up [Down| Up IDown Up [Down
beta-Alanine metabolism 2 2 3 5] 5

Cyanoamino acid metabolism - 2

D-Arginine and D-ornithine metabolism

Metabolism of other

. . Glutathione metabolism 2 3 2 5 10
amino acids
Phosphonate and phosphinate metabolism
Selenocompound metabolism 2
Taurine and hypotaurine metabolism
Insect hormone biosynthesis 2
Metabo}lsm of Limonene and pinene degradation 2
terpenoids and Sesquit id and trit id biosynthesi -
polyketides esquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 3
Terpenoid backbone biosynthesis 2 2 2 6
Nucleotide Purine metabolism - 2 3 3 3 3 5 4 | 13
Metabolism metabolism Pyrimidine metabolism 3 3 2 2 2 6 4 14
Aminobenzoate degradation 2 2 2 3 3
Benzoate degradation
Caprolactam degradation -
Chloroalkane and chloroalkene degradation 2 8
Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation
. Xenobm.tlcs Drug metabolism - cytochrome P450 2 - 2 -
biodegradation and
. Drug metabolismenzymes -
metabolism
Fluorobenzoate degradation
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 - 3 2 2 -
Naphthalene degradation - 2
Styrene degradation 8] 3
Toluene degradation 2
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