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RESUMEN

La astaxantina (3, 3"-dihidroxi-p, B caroteno-4, 4° diona) es un pigmento
carotenoide con reconocidas propiedades antioxidantes sintetizado por la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous. Los genes que codifican para las enzimas
involucradas en la biosintesis de astaxantina en esta levadura han sido clonados y
secuenciados. Dichos genes incluyen al idi (isopentenil pirofosfato isomerasa), crtE
(geranilgeranil pirofosfato sintasa), crtYB (fitoeno-p-caroteno sintasa), crtl (fitoeno
desaturasa) y ast (astaxantina sintetasa). Si bien en otros organismos carotenogénicos
eucariotas existen numerosos trabajos a cerca de la expresion de los genes de
carotenogénesis, en X. dendrorhous no habia hasta el momento informacion al
respecto.

En esta tesis se estudié la correlacion entre la produccion de carotenoides y la
expresion de los genes de carotenogénesis a nivel de sus mMRNAS.

Utilizando RT-PCR, se clonaron y secuenciaron dos tipos distintos de cDNAs
del gen crtl. Uno de ellos, fue sintetizado a partir de un mRNA con todos sus
intrones procesados en forma correcta, por lo cual este mMRNA maduro se traduciria a
la proteina fitoeno desaturasa activa. El otro cDNA se sintetizd a partir de un mRNA
que conservo 80 bases del primer intron. Este mensajero, denominado alternativo,
seria procesado en un sitio 3" de ‘splicing’ alternativo (AG) no habitual. La
traduccion del mensajero alternativo genera codones de término de la traduccién a lo
largo de toda la secuencia, por lo cual no seria traducido a una proteina fitoeno
desaturasa activa. De igual forma, se aislaron tres cDNAs distintos para el gen crtYB.

Uno de los cDNAs fue sintetizado a partir del mRNA maduro y por lo tanto seria

Xii



traducido a la proteina fitoeno-B-caroteno sintasa activa. Sin embargo, el segundo
cDNA tenia todos los intrones y por consiguiente, fue sintetizado a partir de un pre-
RNA. El tercer cDNA se sintetiz6 a partir de un mensajero que habia conservado 55
bases del primer intrén y habia perdido 111 bases del segundo exon. Este mensajero,
también denominado alternativo, seria procesado dentro del primer intrén en un sitio
5" de ‘splicing” (GT) no esperado y dentro del segundo exén en un sitio 3° de
‘splicing’ (AG) alternativo. La traduccioén de este mensajero, genera como en el caso
del mensajero alternativo del gen crtl, codones de término de la traduccién
prematuros. El andlisis de la expresion de los mensajeros crtl y crtYB alternativos y
maduros indica que se sintetizan con niveles variables a lo largo del ciclo de vida
tanto en la cepa silvestre UCD 67-385 como en una cepa sobreproductora
denominada atxS2. Con respecto al gen crtl, se observo que la proporcion mensajero
maduro/mensajero alternativo disminuye a lo largo del ciclo de crecimiento de la
levadura. Es posible que la sintesis de mensajeros alternativos sea una forma de
regular la sintesis de las proteinas de carotenogénesis.

La comparacion de los primeros intrones de los genes de la fitoeno desaturasa
entre X. dendrorhous y ascomicetes, indicaria que este grupo de hongos no tendria la
forma de ‘splicing’ descrita en este trabajo, puesto que carecen de los sitios de
‘splicing’ alternativo. Un andlisis similar con el gen que codifica la fitoeno-[3-
caroteno sintasa nos permitio arribar a la misma conclusion. Hasta el momento no se
ha descrito ‘splicing’ alternativo en genes de carotenogénesis de otros organismos.

Con respecto a la sintesis de carotenoides, se observo que en la cepa UCD 67-
385 la sintesis se induce al finalizar la fase exponencial de crecimiento. En la cepa

mutante atxS2, la concentracion celular de carotenoides es 4 veces mas alta que en la

Xiii



cepa silvestre durante la fase exponencial de crecimiento. Por consiguiente, la
sintesis de carotenoides en la mutante esta desregulada desde el inicio del ciclo de
crecimiento. En relacion con la expresion de los genes que codifican para las
enzimas de carotenogénesis en la cepa UCD 67-385, los niveles de los mensajeros
fueron méximos durante el periodo de induccion de la sintesis de carotenoides. Sin
embargo, los niveles de los mensajeros crtYB, crtl, ast e idi, en menor medida,
disminuyeron sus niveles al finalizar la fase exponencial de crecimiento. Con
respecto al nivel del mRNA del gen crtE, el mismo se mantuvo elevado durante el
periodo diauxia-fase estacionaria. Por otra parte, en la cepa atxS2 los niveles de los
mensajeros crtE, crtl y ast son alrededor de 2 veces el nivel que se encuentra en la
cepa silvestre en una etapa temprana del ciclo de crecimiento. El nivel del mRNA del
gen ast en la cepa atxS2 también es mas elevado que en la cepa silvestre durante la
fase estacionaria. Estos resultados podria explicar al menos parcialmente, la mayor

produccion de carotenoides en la cepa mutante.
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ABSTRACT

Astaxanthin (3, 3"-dihydroxy-p, B carotene-4, 4°-dione) is a carotenoid
pigment with well-known antioxidant properties which is synthesized by the yeast
Xanthophyllomyces dendrorhous. The genes controlling the astaxanthin biosynthesis
in X. dendrorhous have been isolated. The cloned and sequenced genes include: idi
(isopentenyl pyrophosphate isomerase), crtE (geranylgeranyl pyrophosphate
synthase), crtYB (phytoene-p-carotene synthase), crtl (phytoene desaturase) and ast
(astaxanthin synthetase). There are several studies on the expression of carotenogenic
genes in eukaryotes. In this thesis the production of carotenoids in X. dendrorhous
was studied in relation to the expression of carotenogenic genes at the mRNA level
as in this yeast there are no studies about the carotenogenic transcripts or proteins
levels.

Two different cDNAs of the crtl gene were cloned and sequenced using RT-
PCR. One of them corresponded to the mature mMRNA of the crtl gene as it has no
intervening sequences and thus, it could be translated to active phytoene desaturase
protein. The other cDNA was synthesized from a transcript which conserved 80
bases of the first intron. This transcript, named alternative, would follow an
alternative splicing pathway using an anusual 3 splice site (AG). Nucleotide
sequence translation of this messenger produces premature stop codons and therefore
it would not be translated to the phytoene desaturase protein. Similarly, three
different cDNAs were amplified using RT-PCR with specific primers for the crtYB
gene. The sequence analysis of these cDNAs indicated that one of them

corresponded to the mature transcript as it had no intervening sequences. However,
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the second cDNA had all the intervening sequences and therefore it was synthesized
from a pre-RNA. The third cDNA corresponded to a mRNA which had conserved 55
bases of the first intron and had lost 111 bases from the second exon. This alternative
mMRNA could have followed an alternative splicing pathway using an unexpected 5
splice site inside the first intron and an unexpected 3" splice site inside the second
exon. As it was stated with the crtl alternative mRNA, nucleotide sequence
translation of the crtYB alternative mRNA produces premature stop codons. In
addition, mature and alternative transcripts of both crtl and crtYB genes are detected
with varying levels along the yeast growth cycle in the wild-type strain UCD 67-385
and in the astaxanthin over-producing strain atxS2.

The ratio of mature messenger/alternative transcripts of the crtl gene
diminished along the yeast life cycle. It is possible that the synthesis of alternative
MRNAs could be a way to regulate the concentration of carotenogenic proteins.

On the other hand, the sequence comparison of the first intron of the phytoene
desaturase gene among X. dendrorhous and ascomycetous fungi, suggests that the
RNA of that gene in ascomycetes would not follow an alternative splicing pathway
as described in X. dendrorhous because they lack the alternative splice sites. The
same conclusion was obtained after performing a similar analysis with the phytoene-
[-carotene synthase gene from fungi. As far as we know, alternative splicing has not
been reported in carotenogenic genes before.

The carotenoid biosynthesis is induced after finishing the exponential phase
of the growth cycle in the UCD 67-385 strain. In the atxS2 strain, the cellular
concentration of carotenoids is four times greater than in the wild-type strain during

the exponential phase of the growth cycle, and thus, the mutant is deregulated for
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carotenoid production. With regard to the carotenogenic gene expression, the highest
mMRNA levels in the wild-type strain were during the induction period of carotenoid
biosynthesis. However, the mRNA level of the crtYB, crtl and ast genes, and to a
lesser extent the idi gene, diminished after the exponential phase of the growth cycle.
With respect to the crtE gene, its mMRNA level remained high after the exponential
phase. In strain atxS2, mRNA levels of crtE, crtl and ast genes were approximately
two times higher than in the wild-type strain in an early culture time of the growth
cycle. In addition, the mRNA level of the ast gene is higher in the atxS2 strain than
in the wild-type strain during stationary phase. These results could partially explain

the increased carotenoid production by the mutant strain.
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1. INTRODUCCION

1.1. Carotenoides: estructura, propiedades y funciones

Segtin Britton (1995), los carotenoides no son solamente ‘otro grupo de pigmentos
naturales’. Esta afirmacion estd basada en sus estructuras particulares y propiedades
quimicas que constituyen la base de sus variadas funciones bioldgicas, en practicamente
todos los organismos. Los carotenoides son sintetizados por organismos fotosintéticos y
no fotosintéticos, tanto procariotas como eucariotas, mientras que los animales deben
incorporarlos con la dieta (Armstrong, 1994; Armstrong, 1997; Britton, 1998). Si bien se
ha descrito una gran variedad de compuestos (més de 600), todos los carotenoides
presentan caracteristicas quimicas comunes: una estructura poli-isoprenoide, una larga
cadena alifatica con dobles enlaces conjugados y simetria. Esta estructura basica, puede
ser modificada de diversas formas tal como la adicion de grupos oxigenados. Los
intensos colores amarillo, rojo y naranjo de estos pigmentos se originan por su capacidad
de absorber la luz entre los 400 y 500 nm. Algunos ejemplos de carotenoides que se
encuentran en la naturaleza se muestran en la figura 1. Los carotenoides cuya estructura
es una cadena hidrocarbonada con extremos ciclicos o no ciclicos se denominan
carotenos, mientras que si tienen grupos oxigenados se denominan xantdfilas. Los
grupos oxigenados pueden ser hidroxilos, ceto, epoxi, metoxi, carboxi, etc.

La funcion maés evidente de los carotenoides es la coloracion que otorgan a flores y

frutos para la atraccion de polinizadores y agentes dispersantes de semillas.
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Figura 1. Algunas estructuras de carotenoides encontrados en la naturaleza

Sin embargo, la propiedad de los carotenoides de absorcion de la luz, les otorga
funciones esenciales en organismos fotosintéticos. Por un lado, colaboran en los
sistemas de antena en la captacion de luz mediada por la clorofila, pero ain mas
importante es su capacidad de disipar el exceso de radiacion que puede pasar al oxigeno
produciendo una forma destructiva denominada estado singlete o singulete (*O2)

(Armstrong, 1997; Britton, 1995). Se ha descrito que mutantes incapaces de sintetizar



carotenoides bajo condiciones de estrés foto-oxidativo, presentan rearreglos en el
genoma y una mayor frecuencia de mutacion (Ouchane y cols., 1997). Por otra parte, se
ha descrito también un efecto protector de los carotenoides contra la radiaciéon UV-B.
(Sandmann y cols., 1998; G6tz y cols.,1999).

Otra caracteristica de los carotenoides que ha despertado enorme interés por su
repercusion en la salud humana, es su capacidad de reaccionar con radicales derivados
del oxigeno los cuales han sido implicados en envejecimiento y enfermedades
degenerativas (Canfield y cols., 1992; Edge y Truscott, 1999). En trabajos realizados en
cultivos de células y modelos animales se ha establecido un rol protector de los
carotenoides contra la formacion de células cancerosas (Bertram, 1999). Otro aspecto
interesante relacionado con los efectos antitumorales de los carotenoides, es su actividad
exaltadora del sistema inmune (Hughes, 2001).

La naturaleza hidrofdbica de los carotenoides determina que estén cominmente
localizados en membranas, y la estructura del caroternoide determina la orientacion
dentro de la misma. De esta forma, los carotenos hidrocarbonados como el -caroteno o
el licopeno, permanecen totalmente dentro de la bicapa lipidica en distintas
orientaciones, mientras que la presencia de sustituyentes polares como grupos
hidroxilos, afectan profundamente la orientacién. La zeaxantina, por ejemplo, se
encuentra atravesando la bicapa lipidica con los grupos polares hacia el exterior de la
membrana, confiriéndole mayor rigidez y resistencia mecanica (Gruszecki, 1999; Young
y Lowe, 2001). Estas caracteristicas, determinan que los carotenoides como el licopeno,

puedan reaccionar solamente en forma eficiente con radicales generados en la porcion



hidrofobica de la membrana, mientras que las xantofilas con sus grupos polares
orientados hacia el exterior de la membrana, pueden reaccionar con radicales libres
generados fuera de la porcion hidrofdbica (Britton, 1995). Es decir, la presencia de
carotenoides en las membranas bioldgicas tiene un profundo efecto en la fluidez,
permeabilidad y proteccidn contra estrés oxidativo de las mismas, y por consiguiente, en
el funcionamiento celular y la comunicacién célula-célula.

Finalmente, los carotenoides pueden ser precursores de otros metabolitos como
vitamina A, acido retinoico (regulador del crecimiento celular), retinal (cromdéforo de
pigmentos visuales) y acido absicico (hormona vegetal) (Armstrong, 1994; Rock and
Zeevaart, 1991; Britton, 1998).

La astaxantina (3, 3’-dihidroxi-B, B caroteno-4, 4’-diona) posee muchas de las
propiedades de los carotenoides anteriormente mencionadas. Es sintetizada por bacterias
marinas (Agrobacterium aurantiacum, Pseudomonas sp. y Flavobacterium sp) (Liaaen-
Jensen, 1998), el alga Haematococcus pluvialis (Lorenz y Cysewski, 2000) y la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous (Andrewey cols., 1976). Se ha demostrado en sistemas
modelo de membrana, que es un potente antioxidante contra la peroxidacion de lipidos
(Palozza y Krinsky, 1992). Barros y cols. (2001) han sugerido que su efecto antioxidante
estaria dado en parte por una disminucién de la fluidez de las membranas, que impediria
la penetracion de agentes promotores de la peroxidacion de lipidos. Por otra parte, se ha
descrito que la astaxantina presenta propiedades antitumorales que estarian relacionadas
con su efecto sobre el sistema inmune (Tanaka y cols., 1994; Jyonouchi y cols., 2000).

La produccién de este pigmento ha despertado gran interés, puesto que debe



suministrarse en el alimento de animales criados en cautiverio como salmonidos, para
que la carne adquiera la coloracion adecuada y exigida por los consumidores (Johnson,

1977).

1.2. Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete aislada de exudados de &rboles de
regiones frias y presenta como caracteristica Unica entre las levaduras carotenogenicas,
la capacidad de fermentar glucosa con produccion de etanol (Andrewes y cols., 1976).
La astaxantina es un 83-87 % del contenido total de carotenoides en X. dendrorhous y
junto con el alga unicelular Haematococcus pluvialis, es el microorganismo productor
de astaxantina con mayor interés biotecnoldgico (Miller y cols., 1976; Lorenz y
Cysewski, 2000). En lo que respecta al rol que estaria cumpliendo la sintesis de
astaxantina, se ha sugerido que el pigmento protegeria a la levadura contra estrés
oxidativo (Schroeder y Johnson, 1993; 1995a). Puesto que X. dendrorhous es un
simbionte en arboles, la carotenogénesis seria una respuesta a la presencia de
compuestos antifungicos foto-activables producidos por el arbol (Schroeder y Johnson,
1995b). Por otra parte, segun Shroeder y Johnson (1993) la levadura carece de algunos
de los mecanismos de defensa frente a estrés oxidativo presentes en otros organismos
como Fe-SOD (superoxido dismutasa) y Cu/Zn-SOD

X. dendrorhous como fuente de astaxantina presenta algunas ventajas sobre H.
pluvialis. La levadura puede proliferar en forma heterotrofa, con mayor velocidad y con
una buena produccién de biomasa a pesar de ser moderadamente psicrofilica. Por otra

parte, puede proliferar en sustratos de bajo costo (Calo y Gonzalez, 1995). Sin



embargo, a pesar de estas ventajas, el principal problema para el uso de X. dendrorhous
como fuente de astaxantina es la baja produccion del pigmento en las cepas silvestres
(200 y 400 ng de astaxantina/g de peso seco), que resulta poco atractivo desde un punto
de vista industrial. Este hecho, ha motivado la busqueda de cepas que puedan producir
un mayor contenido de astaxantina, y con este objetivo, se ha empleado mutagénesis por
tratamiento con luz ultravioleta (Retamales y cols., 1998) o con agentes quimicos
(nitrosoguanidina y etil-metano-sulfonato) (An vy cols., 1989; Lewis y cols., 1990; An,
1997; Bon y cols., 1997; Retamales y cols., 1998).

Por otra parte, se han estudiado las condiciones de cultivo que permiten una alta
velocidad de crecimiento junto con una buena produccion de astaxantina tanto en cepas
silvestres como mutantes. De esta forma, se ha determinado el efecto de la temperatura 'y
el pH del cultivo (Johnson y Lewis, 1979; Meyer y Du Preez, 1994), concentracion de
glucosa (Johnson y Lewis, 1979; Yamane y cols., 1997), tipos de fuentes de carbono y
nitrégeno (Meyer y Du Preez, 1993; 1994; Fang y Cheng, 1993), aireacion del cultivo
(Yamane y cols., 1997) y efecto de la luz (An y Johnson, 1990).

Si bien los trabajos mencionados han aportado informacién Gtil en cuanto a la
fisiologia de la levadura, la aplicacion de técnicas tradicionales para el mejoramiento de
las cepas silvestres de X. dendrorhous no ha conducido a resultados satisfactorios. La
mutacion al azar ha generado efectos no deseados como inestabilidad genética, falta de
reproducibilidad en fermentaciones industriales, y una menor produccion de biomasa de
las cepas sobreproductoras en comparacion con las cepas silvestres (Johnson y

Schroeder, 1995). Sin embargo, en los ultimos afios, el aislamiento de los genes que



codifican para las enzimas de la ruta de biosintesis de astaxantina permite una nueva

aproximacion al problema.

1.3. Genética molecular de la sintesis de carotenoides y astaxantina

Todos los carotenoides derivan de la ruta de sintesis de isoprenoides, que son
compuestos sintetizados a partir de un metabolito central de 5 carbonos denominado
isopentenil pirofosfato (IPP) (Figura 2). La biosintesis de carotenoides comienza con la
isomerizacién del IPP a dimetilallil pirofosfato (DMAPP), paso reversible catalizado por
la enzima IPP isomerasa. En X. dendrorhous, se ha aislado un gen (idi) y el cDNA
correspondiente que codifican para esta enzima (Kajiwara y cols., 1997). En Arabidopsis
y en el alga H. pluvialis se han aislados dos cDNAs distintos (Cunningham y Gantt,
1998; Sun y cols., 1998). En H. pluvialis, se sintetizan dos proteinas de 32,5 kDa y 34
kDa que corresponderian a las dos formas de cDNA, y la proteina de 32,5 kDa seria la
involucrada en la sintesis de astaxantina.

El siguiente paso de la ruta de biosintesis es la sintesis del precursor de 20 C
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), por la adicion secuencial de tres moléculas de IPP a
DMAPP (Figura 2). Este paso estd catalizado por la enzima GGPP sintasa. En X.
dendrorhous, se ha aislado el cDNA del gen crtE que codifica para esta enzima (Patente
WQ09723633) y en nuestro laboratorio se dispone de su version gendémica. En
Arabidopsis, se han aislado 5 cDNAs diferentes para esta enzima (Cunningham y Gantt,

1998; Hirschberg, 1998).
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Figura 2. Esquema de la ruta de biosintesis de carotenoides. A la derecha se
indican los genes y enzimas de la ruta de biosintesis de astaxantina en X.
dendrorhous. A la izquierda se indican los genes que se han aislado de plantas y
del alga H. pluvialis. En color, se muestran colonias de cepas de E. coli que



Posteriormente, se ha determinado que las 5 proteinas GGPP sintasas se localizan en
distintos compartimientos celulares: citosol o reticulo endoplasmico, plastidos y
mitocondrias (Okaday cols., 2000). Esta complejidad se relaciona con el hecho que estos
compuestos isoprenoides son precursores de otras vias metabolicas como prenilacion de
proteinas, sintesis de ergosterol, quinonas, giberelinas (en plantas), etc.

La sintesis de fitoeno a partir de la condensacion de dos moléculas de GGPP, es el
primer paso especifico en la sintesis de carotenoides, catalizado por la enzima fitoeno
sintasa (Figura 2). Las enzimas fitoeno sintasas de plantas, algas y bacterias comparten
regiones de aminoacidos entre si y con escualeno sintasas (Summers y cols., 1993). La
fitoeno sintasa de cloroplastos de tomate (Lycopersicon esculentum) ha sido purificada
en forma monomérica y activa, aunque también se encontrd asociada en complejos
proteicos con las enzimas IPP isomerasa y GGPP sintasa (Fraser y cols., 2000). En
tomate, se han aislado dos cDNAs (PSY1 y PSY2) que son 83 % idénticos entre si, el
transcripto PSY1 predomina en semillas y en los estadios tardios de la maduracion de
frutos, mientras que el transcripto PSY2 predomina en hojas (Bartley y cols., 1992;
Bartley y Scolnik, 1993).

En X. dendrorhous, se ha aislado el gen crtYB que codifica para una proteina
bifuncional que tiene actividad fitoeno sintasa, pero ademas tiene actividad licopeno
ciclasa (Verdoes y cols., 1999a; Alcaino, 2002). El gen que codifica esta novedosa clase
de enzima carotenogénica ha sido también aislado de los hongos Neurospora crassa
(Ascomicete) (Arrach y cols., 2002), Phycomyces blakesleeanus (Zigomicete) (Arrach y
cols., 2001) y Mucor circinelloides (Zigomicete) (Velayos y cols., 2000). La secuencia

nucleotidica del gen que codifica para esta enzima presenta un nimero variable de
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intrones en los distintos hongos mencionados, en el caso de X. dendrorhous la secuencia
codificante esta interrumpida por 4 intrones.

El siguiente paso en la ruta de sintesis consiste en 4 desaturaciones sucesivas del
fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima fitoeno desaturasa (Figura 2).
En X. dendrorhous, se ha aislado el gen crtl que codifica para esta enzima y también su
cDNA (Verdoes y cols., 1999b; Leon, 2000). En esta levadura la secuencia codificante
esta interrumpida por 11 intrones, mientras que en los hongos zigomicetes y ascomicetes
en los cuales se conoce la estructura del gen, el nimero de intrones no supera los 3. En
hongos, la enzima fitoeno desaturasa cataliza las 4 reacciones de desaturacion, e incluso
en Neurospora crassa se ha descrito que cataliza 5 desaturaciones (Hausmann y
Sandmann, 2000). En plantas, las desaturaciones estan catalizadas por dos enzimas:
fitoeno desaturasa y ¢ -caroteno desaturasa. La primera enzima, cataliza los pasos desde
fitoeno a { -caroteno, mientras que la segunda, cataliza las desaturaciones desde ( -
caroteno a licopeno (Hirschberg, 1998). Es a partir de la sintesis de neurosporeno o
licopeno, que se genera la enorme diversidad de estructuras quimicas que caracterizan a
los carotenoides, y por consiguiente, existe una gran diversidad de enzimas que
modifican la estructura basica (Hirschberg, 1998).

En el caso de X. dendrorhous, la ruta de biosintesis continda con la ciclizacion de
los extremos del licopeno para dar 3-caroteno. Como se menciond antes, el gen crtYB
codifica para una novedosa enzima bifuncional, la fitoeno-B-caroteno sintasa, presente

también en otros grupos de hongos.
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Por otra parte, en la bacteria Gram positiva Brevibacterium linens, se ha descrito la
presencia de un nuevo tipo de licopeno ciclasa heterodimérica (Krubasik y Sandmann,
2000a). En este caso, dos genes (crtYc y crtYd) contiguos y relacionados por su
secuencia, codifican para dos polipéptidos, ambos necesarios para convertir licopeno en
B-caroteno. Posteriormente, este tipo de ciclasa se descubrid en otras bacterias Gram
positivas, todas pertenecientes al orden de los Actinomicetes (Krubasik y Sandmann,
2000b). Los genes de estas ciclasas no muestran similitud con los genes de otras ciclasas
ya conocidas como las de plantas, excepto con el dominio ciclasa del gen bifuncional
descrito en hongos.

La informacién obtenida hasta el momento permite postular que la clase unica de
enzima fitoeno-p-caroteno sintasa fue adquirida en forma temprana en la evolucion de
los hongos, antes de la separacién de los tres grupos taxondémicos mencionados
(zigomicetes, ascomicetes y basidiomicetes). EI dominio licopeno ciclasa podria haberse
originado de la fusiébn de dos genes similares a crtYc y crtYd, presentes en
Brevibacterium (Krubasik y Sandmann, 2000b) o por la duplicacion de un pequefio gen
en un ancestro comdn de los hongos y Brevibacterium (Arrach y col., 2001).
Posteriormente, la fusion de los genes tipo crtYc, crtYd y fitoeno sintasa en el ancestro
de los hongos habria dado origen a la enzima bifuncional.

Finalmente, el B-caroteno es hidroxilado en las posiciones 3 y 3", y ademas se
adicionan grupos ceto en las posiciones 4 y 4", dando lugar a la astaxantina (Figura 2).
En H. pluvialis, se han aislado dos genes distintos que codifican para las actividades

hidroxilasa y oxigenasa (Cunningham y Gantt, 1998; Linden, 1999). Recientemente, en
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una patente europea (1035206 Al) se describe el aislamento del gen ast de X.
dendrorhous, en su version gendmica y como cDNA. Este gen codifica para una enzima
tipo citocromo P450 que tiene ambas actividades, hidroxilasa y oxigenasa.

De lo expuesto, se puede ver que las plantas tienen gran diversidad de carotenoides
en cuanto a estructura y funciones, que ademas son sintetizados en distintos tejidos
(hojas, flores, frutos) y esta complejidad se refleja en el nimero de genes y/o cDNAs de
carotenogénesis que se han aislado. Lo opuesto, puede afirmarse en relacion a los
hongos, donde existe un carotenoide principal, y su ruta de biosintesis abarca solamente
cuatro productos génicos involucrados en la catalisis de muchas mas reacciones, desde la

etapa temprana hasta la sintesis del producto final.

1.4. Regulacion de la sintesis de carotenoides

En plantas, los genes de carotenogénesis se expresan de forma diferencial segun el
tejido que se considere (hojas, flores o frutos), por ejemplo como se menciond
anteriormente en el caso de los mensajeros PSY1 y PSY2 en tomate. En este fruto,
tambien aumenta el nivel del mRNA de la fitoeno desaturasa durante su maduracion
(Hirschberg, 1998). En H. pluvialis la sintesis de astaxantina se induce bajo condiciones
de estrés como un exceso de iluminacion o deficiencia de nitrégeno. Bajo alguna de
estas condiciones, aumenta el nivel de los dos mensajeros del gen idi (IPP isomerasa)
(Suny cols., 1998) y de los mensajeros de los genes de la fitoeno sintasa (Steinbrenner y
Linden, 2001), fitoeno desaturasa (Griinewald y cols., 2000 ), hidroxilasa (Linden, 1999;
Steinbrenner y Linden, 2001) y oxigenasa (Sun y cols., 1998). Ademas, se ha observado

un aumento en el nivel de proteina de las enzimas fitoeno desaturasa (Griinewald y cols.,
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2000), oxigenasa (Grunewald y cols., 2001) y la proteina de 32,5 kDa producto de uno
de los mensajeros del gen idi (Sun y cols., 1998).

En cuanto al mecanismo molecular que determina el aumento del nivel de
mensajeros de carotenogénesis, existen pocos trabajos al respecto. En el caso de tomate,
Corona y cols. (1996) construyeron una fusion entre el promotor del gen de la fitoeno
desaturasa y el gen reportero GUS, y analizaron su expresion en plantas transgénicas de
tabaco y tomate. Entre otros resultados, encontraron altos niveles de expresion cuando se
forman cromoplastos de pétalos, anteras y frutos en maduracion. En conclusion, hay una
regulacién a nivel transcripcional del nivel de mensajero de la enzima fitoeno desaturasa
segun el estado de desarrollo de los tejidos.

En hongos, se ha estudiado principalmente la carotenogénesis como una respuesta
a la luz azul. En el micelio de N. crassa, aumenta el nivel de carotenoides y el nivel de
mensajeros al-1 (fitoeno desaturasa), al-2 (fitoeno sintasa) y al-3 (GGPP sintasa) como
una respuesta a la luz (Schmidhauser y cols., 1990; Schmidhauser y cols., 1994;
Carattoli y cols., 1991). En este hongo, se han aislado dos genes (wc-1 y wc-2)
reguladores transcripcionales positivos frente a la luz, que se unen al promotor del gen
al-3, y ademas formarian heterodimeros (Ballario y cols., 1996; Linden y Macino,
1997). Recientemente, en M. circinelloides se ha aislado el gen crgA, que regula la
carotenogénesis como una respuesta a la luz, y que seria un regulador transcripcional
aungue no muestra similitud con los genes wc de N. crassa (Navarro y cols., 2000). Por

otra parte, en P. blakeesleanus, el nivel de mensajero del gen de la fitoeno desaturasa se
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incrementa como respuesta a la luz azul junto con el nivel de B-caroteno (Ruiz-Hidalgo
y cols., 1997). Sin embargo, en este hongo aun no se han aislado genes reguladores.

Ademas, se han descrito formas de regulacion a nivel post-transcripcional. Por
ejemplo, en el alga unicelular Dunaliella bardawil un aumento de la concentracion de 3-
caroteno, no estd acompafiado por un aumento de los niveles de mensajero y proteina de
las enzimas fitoeno sintasa y fitoeno desaturasa. En este caso, la acumulacion de -
caroteno es una consecuencia de su deposicion en glébulos de triglicéridos, lo cual
removeria al caroteno de la maquinaria de biosintesis ubicada en la membrana
conduciendo a mayores velocidades de reaccion (Rabbani y cols., 1998). Puesto que la
biosintesis de carotenoides deriva de la ruta general de sintesis de compuestos
isoprenoides, ademas deben existir mecanismos de regulacion post-transcripcional que
coordinen el flujo de intermediarios entre las distintas rutas segin las necesidades
fisiologicas de las células. Acerca de este Ultimo punto existe muy poca informacion,
que sin embargo resulta fundamental para la construccién de organismos
carotenogénicos sobreproductores.

En lo que respecta a X. dendrorhous, como se ha mencionado anteriormente, se
han estudiado diversas variables de cultivo que regulan la sintesis de astaxantina. Si bien
estos resultados son importantes para optimizar la produccion de astaxantina, hasta el
momento no existe informacion acerca del nivel de expresion de los mensajeros de los
genes de carotenogeénesis, ni tampoco de sus proteinas. Esta informacion, junto con los

resultados fisiologicos, es relevante no solo para entender como es el proceso total de
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biosintesis de astaxantina sino para aportar conocimientos basicos de la biosintesis de

carotenoides en organismos eucariotas.

Hipotesis:

En plantas, algas y hongos el contenido celular de carotenoides se incrementa
como una respuesta a factores nutricionales, ambientales y de desarrollo, los cuales
determinan a su vez un incremento en los niveles de mensajeros de una o varias de las
enzimas de la ruta de biosintesis de carotenoides. Por consiguiente, se postula que la
produccién de carotenoides en X. dendrorhous se correlaciona con el nivel de
mensajeros de una 0 mas enzimas de la biosintesis de astaxantina en distintas
condiciones fisioldgicas.

Como objetivo general de esta tesis se propone estudiar el nivel de expresién de
los genes que codifican para las enzimas de la ruta de biosintesis de astaxantina en una
cepa silvestre y en mutantes sobreproductoras de astaxantina derivadas de dicha cepa

silvestre.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas y plasmidos
En la Tabla 1 se muestran los nombres y descripcion de las cepas y plasmidos que se
utilizaron en este trabajo. El vector pBluescript SK se utilizé para el clonamiento de
cDNA. La cepa mutante atxS1 de X. dendrorhous produce como principales
carotenoides astaxantina (60 %) y B-caroteno (34 %) (Cifuentes y cols., 1997), mientras
que la cepa mutante atxS2 produce astaxantina como principal carotenoide (85-90 %)
segun se establecid en trabajos previos de nuestro laboratorio.
2.2. Cultivo de X. dendrorhous

2.2.1. Cultivo en matraces
X. dendrorhous se cultivd en matraces de 250 ml con 50 ml de medio YM con la
siguiente composicién: 1 % de glucosa, 0,3 % de extracto de malta, 0,5 % de
bactopeptona, 0,3 % de extracto de levadura (An y cols., 1989). Los cultivos se
mantuvieron por 3 dias a 200 rpm y 22 °C.

2.2.2. Cultivo en fermentador
La cepa silvestre de X. dendrorhous y la mutante atxS2 se crecieron en un fermentador y
de cada cultivo se colectaron muestras a distintos tiempos para extraer carotenoides,
determinar biomasa y extraer RNA total. Para cada cepa se prepard un pre-cultivo en un
matraz de 1 L con hendiduras conteniendo 400 ml de medio YM. A su vez, cada pre-

cultivo fue inoculado con 4 mL de un cultivo de 2 dias en medio YM. El fermentador



Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio
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Cepa/Plasmido Genotipo/Caracteristicas relevantes Fuente/
referencia

Escherichia coli | F¢80dlacZAM15A(lacZY A-argF)U169deoRrecAl GIBCO BRL

DH5a endAlhsdR17(r,my*) phoAsupE44) thi-1gyrA96relAl

X. dendrorhous

UCD 67-385 o Silvestre

ATCC 24230 .

CBS 6938 Silvestre

atxS1 Cepa sobreproductora de astaxantina y p-caroteno por tratamiento | Cifuentes y
con nitrosoguanidina de la cepa UCD 67-385 cols.(1997)

atxS2 Cepa sobreproductora de astaxantina por tratamiento con Resultados no
nitrosoguanidina de la cepa UCD 67-385 publicados

Plasmidos .

pL25 pBluescript (Ap") que porta el gen crtl completo Leon (2000)

pC13 pBluescript (Ap") con un fragmento de 18,5 kb que contiene al gen | Ledn (2000)
crtl, aislado de una biblioteca gendmica de X. dendrorhous )

pll Clon que lleva el cDNA del gen crtl que conserva 80 pb del primer | Este trabajo
intron en pBluescript (Ap") _

pl43 Clon que lleva el cDNA del gen crtl que conserva 80 pb del primer | Este trabajo
intrén en pBluescript (Ap") )

pla1 pBluescript (Ap") con el cDNA que codifica para la fitoeno Este trabajo
desaturasa de X. dendrorhous ]

pYBm pBluescript (Ap") con el cDNA que codifica para la fitoeno-f3- Alcaino (2002)
caroteno sintasa de X. dendrorhous y este trabajo

pYBa pBluescript (Ap") con el cDNA crtYB que conserva 55 pb del Alcaino (2002)

primer intron y 96 pb del segundo exon.

y este trabajo

(Ap") Resistencia a ampicilina
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(New Brunswick) con 8,8 L de medio YM y 450 ul de antiespumante de silicona (1520
EU, Dow Corning) se inoculé con 200 mL del pre-cultivo de dos dias de la cepa
silvestre o la mutante. La temperatura se control6 a 22 °C + 1 °C y la agitacion fue de
300 rpm. Se inyect6 aire estéril a una velocidad de 8 L/min. Las muestras para
extraccion de carotenoides y RNA se centrifugaron a 1.300 x g durante 10 min. para
obtener los pellets celulares, los cuales fueron inmediatamente congelados en nitrogeno
liquido y almacenados a —70 °C hasta su procesamiento.

2.3. Técnicas de biologia molecular

2.3.1. Extraccion de DNA cromosomico de X. dendrorhous
Las células de X. dendrorhous se cosecharon por centrifugacion a 1.300 x g durante 10
min., a partir de 500 ml de un cultivo de 4-5 dias en medio MMv (Retamales y cols.,
2002) a 22 °C. Las células se lavaron con 200 ml de KCI 0,8 M y luego se
resuspendieron en 16 ml de KCI 0,8 M. Se agregaron 4 ml de una solucion de Novozym
234 (Novo) (4 mg/ml en KCI 0,8 M) y se incubd hasta obtener alrededor de un 100 % de
protoplastos (22 °C, toda la noche). Los protoplastos se lavaron con 20 ml de KCI 0,8 M
y luego se resuspendieron en 21,6 ml de una solucion Tris 10 mM, EDTA 25 mM. Los
protoplastos se lisaron al agregar 2,4 ml de SDS al 10 % (p/v) e incubar a 37 °C por 20
min. Luego se agregaron 200 ul de Proteinasa K (20 mg/ml) incubandose a 55 °C
durante 1 hora y, posteriormente, 40 ul de RNasa (10 mg/mL) incubandose a
temperatura ambiente por 10 min. Se agregd un volumen de fenol (saturado en Tris, pH
8) y se recuperd la fase acuosa. A la fase organica se le agregan 8 ml de una solucion

Tris 10 mM, EDTA 25 mM; se mezcld suavemente y se recuperd la fase acuosa. Ambas
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fases acuosas se mezclaron y lavaron dos veces con fenol y luego, otras dos veces con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). EI DNA de la fase acuosa se precipitd
con 2,5 volimenes de etanol. El pellet de DNA se secd y se resuspendié en agua
bidestilada estéril.

2.3.2. Extraccion de DNA plasmidial
Se utilizaron cultivos de E. coli en medio LB con ampicilina (100 ug/ml) crecidos toda
la noche a 37 °C y la extraccidn se realizd segiin Sambrook y cols. (1989). En el caso de
que los plasmidos se utilizaran para secuenciacion las extracciones se realizaron con
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I (Omega).

2.3.3. Digestiones de DNA con enzimas de restriccion
Las digestiones de DNA plasmidial se realizaron de acuerdo a lo indicado por el
proveedor de las enzimas New England Biolabs®o GIBCO BRL.

2.3.4. Ligaciones de DNA
Para facilitar las reacciones de ligacion entre productos de PCR que poseen adenina en
los extremos 37, el vector pBluescript SK se digirié con la enzima EcCoRV Yy se le agregd
una timidina en los extremos 3. Se siguio el protocolo descrito por Lobos y cols.
(1998). Brevemente, 20 ug del vector se trataron con 80 U de enzima EcoRV en un
volumen final de 100 pl y se incub6 a 37 °C durante 90 min. Luego el vector digerido se
limpié con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, se precipitd con dos
volimenes de etanol absoluto y se resuspendid en 224 ul de agua. A este volumen se le
adicion6 40 pl de buffer de PCR 10 x, MgCl2 1,5 mM final, 40 ul de BSA 10 x, dTTP 2

mM final, Taq polimerasa 20 U, en un volumen final de 400 ul. Al cabo de 2 hrs de
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incubacion a 70 °C, el plasmido se extrajo con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico y se precipitdé con dos volimenes de etanol. El pellet se resuspendié en agua
de manera que el vector qued6 a una concentracion de 200 ng/ul. Las reacciones de
ligamiento se hicieron siguiendo las recomendaciones del proveedor de la DNA ligasa.
Se utilizo inserto en una proporcion 3:1 con respecto al vector, con 2U de DNA ligasa
(GIBCO BRL, New England Biolabs), en un volumen final de 10 pl. Se incub6 a 14 °C
toda la noche y luego se transformaron células electrocompetentes.
2.3.5. Preparacion de células electrocompetentes
Se inocul6 1 L de medio LB con 10 mL de un cultivo de 12 hrs y se incubd a 37 °C con
agitacion hasta alcanzar una densidad oOptica (560 nm) entre 0,5-0,8 (fase exponencial
temprana-media). Se enfri6 el matraz sobre hielo durante 15-30 min y luego se
centrifugo en frio a 4000 x g durante 15 min para cosechar las células. Se removio tanto
sobrenadadante como fue posible y las células se lavaron dos veces con agua destilada
enfriada en hielo, el primer lavado con 1 L y el segundo con 0,5 L. Las células se
resuspendieron en 20 mL de glicerol 10 % (v/v) enfriado en hielo, se centrifugaron y se
resuspendieron nuevamente en un volumen final de 2 a 3 mL de glicerol 10 % (v/v)
enfriado en hielo. Esta suspension, con una concentracion celular de 1 x 10° céls/mL,
se fraccioné en alicuotas de 40-50 ul y las mismas se almacenaron a —70 °C hasta su
utilizacion.
2.3.6. Electrotransformacion
Las alicuotas de células electrocompetentes (40-50 ul) se descongelaron a temperatura

ambiente, y luego se enfriaron en hielo al igual que las cubetas de electroporacion. A la
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suspension de células se le agregd 2 ul de DNA y la mezcla se electropord en las
siguientes condiciones: 25 pF, 200QQ y 2,5 kV (para cubetas de 0,2 cm).
Inmediatamente, se adicion6 1 ml de medio LB, la suspension de células se transfirio a
un tubo Eppendorf y se incubd a 37 °C. Al cabo de 1 hora, se plaquearon alicuotas de
100 y 200 pl en placas Petri con agar LB, ampicilina (100 ug/ml) y X-Gal (0,024
mg/ml). Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche y luego se seleccionaron colonias
blancas de las cuales se extrajo el DNA plasmidial para su posterior analisis.

2.3.7. Electroforesis de DNA
Para visualizar el DNA plasmidial, cromosomal o los productos de PCR, se utilizaron
geles de agarosa, y en algunos casos, de poliacrilamida. Los geles de agarosa se
prepararon en amortiguador TAE 0.5X con una concentraciéon de agarosa entre 0,7 y 3
% segun el tamafio del DNA. Como estandares de peso molecular se utilizaron A
/Hindlll (GIBCO BRL), $29/Hindlll y 100 bp DNA Ladder (Winkler o Fermentas).

2.3.8. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
Los productos de las reacciones de RT-PCR que se clonaron se recuperaron previamente
de los geles de agarosa y se purificaron con didxido de silica (Sigma S-5631) segun el
protocolo descrito por Boyle y Lew (1995).

2.3.9. Extraccion de RNA total de X. dendrorhous
Se realiz0 de acuerdo al método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987) y
modificado para X. dendrorhous. Se adicionaron al pellet celular proveniente de 40 ml
de cultivo, 5 ml de solucién de Chomczynski con fenol (solucion Ch-P) (Chomczynski y

Sacchi, 1987) junto con un volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425-600 um). La
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ruptura de las células se realizo por agitacion en vortex a maxima velocidad por 5 min.
La mezcla se incubd por 10 min. a temperatura ambiente y luego se agregaron 0,2 ml de
cloroformo por cada ml de solucién Ch-P. Se agité manualmente y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Luego se centrifug6 a 12.100 x g y la fase acuosa se
paso a un tubo estéril. Se centrifugd nuevamente para eliminar posibles restos celulares
y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo estéril donde se agregd un volumen de
isopropanol. Se incubd durante 10 min. a temperatura ambiente y luego el RNA se
precipitd por centrifugacion a 12.100 x g durante 10 min. a 4 °C. El pellet de RNA se
lavé con 1 mL de etanol 75 %. EI RNA se resuspendié en agua (tratada con DEPC) y
luego se almacen6 a -70 °C. La concentracion de RNA se determind
espectrofotométricamente a 260 nm vy la integridad del RNA se chequed por
electroforesis en geles de agarosa denaturantes.2.3.10.

2.3.10. Transcripcion reversa (RT)

Las muestras de RNA se trataron con 1U/ul de DNasa | (Roche) en 2,5 mM de
MgCl> durante 30 min. a 25 °C. La reaccion se detuvo por la adicién de EDTA a una
concentracion final de 2,5 mM y calentamiento a 65 °C durante 15 min. La reaccion RT
se efectud en un volumen de 25 ul con 3 ug de RNA total, 75 pmoles de oligodTis.1s,
0,5 mM de dNTPs y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega). La mezcla de

reaccion se incubo por 60 min. a 42 °C y luego se calent6 10 min. a 65 °C.
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2.4. Amplificacion por PCR

2.4.1. Amplificacion del cDNA de los genes crtl y crtYB
Para clonar los cDNAs de los genes crtl y crtYB, se disefiaron partidores especificos rio
arriba del coddn de inicio de la traduccion y rio abajo del codon de término (Tabla 2).
Las secuencias de los partidores se disefiaron segun las secuencias publicadas de la cepa
CBS 6938 y las de la cepa UCD 67-385 (Alcaino, 2002; Ledn, 2000). Las reacciones se
efectuaron con 1 U de Ventr DNA Polymerase (New England Biolabs) en un volumen
final de 25 ul con los siguientes componentes: 2,5 ul de 10 x Ventr DNA Polymerase
buffer; 0,5 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de cada partidor 25 uM, 2 ul de reaccion RT con
cDNA de hebra simple y agua. Las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador
DNA Thermal Cycler 2400 (Perkin-Elmer) con el siguiente programa: 95 °C por 3 min.,
35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s y 72 °C por 3 min., y una extension final de
72 °C por 10 min.

2.4.2. Amplificacion para determinar los niveles relativos de los mensajeros
de carotenogénesis
Los partidores que se disefiaron para la deteccion de los cDNAs de los distintos genes se
muestran en la Tabla 2. Las reacciones de PCR se realizaron con 2 U de Taq pol
(Promega) en un volumen final de 25 pl con los siguientes componentes: 2,5 ul de 10 x
Taq buffer; 0,5 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de cada partidor 25 uM, 1 0 2 ul de reaccion
RT con cDNA de hebra simple y agua. El programa de amplificacion que se utiliz6 fue
el mencionado anteriormente excepto que se emplearon 28 ciclos de amplificacién. En el

caso de los cDNAs del mmRNA crtl (mensajero maduro) y del amRNA crtl (mensajero
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alternativo), se utilizd una temperatura de hibridacién de 60 °C por 30 s. En el caso del
cDNA del mRNA ast se utilizd una temperatura de hibridacién de 57 °C por 30 s. Se
corrieron en geles de agarosa volimenes iguales de las reacciones de PCR y los
productos se visualizaron por tincién con bromuro de etidio. La cantidad de producto de
amplificacion se cuantifico con el programa Kodak Digital Science 1 D Analysis
Software empleando como referencia un marcador de PM de concentracién conocida
(100 bp DNA Ladder, Fermentas). Todas las reacciones se hicieron al menos por
duplicado.

Para normalizar la cantidad de producto amplificado debido a la variaciones entre
muestras producidas por la eficiencia de las reacciones RT y PCR, en cada reaccién se
co-amplifico el cDNA del mensajero de actina (act). EI mensajero de actina se ha
utilizado en Aspergillus niger para normalizar la expresion de mensajeros en distintos
momentos de cultivo (Ngiam y cols., 2000). En nuestros experimentos, se observéd que
los niveles del mensajero de actina se mantienen aproximadamente constantes en
relacion a la cantidad de RNA ribosomal a lo largo del ciclo de crecimiento. Los
partidores para la amplificacion del cDNA act se disefiaron segun la secuencia publicada
para X. dendrorhous (Wery y cols., 1996).

2.4.3. PCR en tiempo real

Se utiliz6 un termociclador LightCycler (Roche Diagnostics). Las reacciones se hicieron
con la mezcla de reaccion LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche
Diagnostics), siguiendo las instrucciones del proveedor. Esta mezcla de reaccion es una
‘Hot Start Mix’ que provee la Tag DNA polimerasa, los nucleotidos, el buffer y el

agente intercalante de DNA SYBR Green |. Las reacciones se efectuaron en un volumen
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Nombre o
Gen |Partidor @ Secuencia 5 —3 @ Localizacién @
act ACT3 F actcctacgttggtgacgag Entre exén 4-5 (1345)
ACT4 R tcaagtctcgaccggccaag Exon 5 (1801)
ACT2 R cactttcggtggacgatgga Exon 5 (2366)
CRTIF (1) F cctcgecgaatctaacttga Rio arr:'lLba iniclzio traducc::Lén (687)
crtIl CRTIC (1) R aacgaataaaaaagatgatgaaca Rio abajo término traduccidén (3753)
CRTI-MF F agctatcatcgtgggatgtgg Entre ex6n 1-2 (764)
(especifico para mRNA maduro)
CRTIL F gtatcggtggaatcgccact Exon 2 (961)
CRTI-AF F agctatcatcgtggtttaatcc Entre ex6én 1 e intrén 1 (764)
(especifico para mRNA alternativo)
CRTI-MR R gacccaatcttccatcttctcect Exon 5 (1882)
CRTI-AR R ttctcgaacaccgtgacct Exon 2 (1009)
CRTI4 R aacggatcgagcgatcacgg Exon 12 (3521)
CRTI3 F ccacttccacgagaagagac Exén 6-7 (1618)
crtYB | PRS1 (1) |F ccgatctcggatagacatca Rio arriba inicio traduccidén (1043)
PBS2 (1) |R aggaagatggggggaaga Rio abajo término traduccién (3622)
GPRN1 (1) |F tacccaactcgtatcatccc Rio arriba inicio traduccién (1066)
GPRN2 (1) |R agtctttatggtctataacct Rio abajo término traduccidén (3753)
FS-M F gcatattaccagatccatctg Entre exén 1-2 (1301)
(especifico para mRNA maduro)
FS-A F gtgtgcatatgtgttgcaacc Entre intron 1 y exdén 2 (1176)
(especifico mRNA alternativo)
FS-R2 R tctagaaacgttccaaacacg Exén 2 (1432)
RTPBS1 F ggctggttggactatacgca Exén 4-5 (2358)
RTPBS2 F gtctgtctgcctgcgatcat Exén 3-4 (2033)
RTPBS3 R caatagctcggcgactgage Exén 5 (3013)
crtE |CRTE2 F ttcagtcttctgagtagtccc (830)
CRTE1 R cattgcgagaagacgaagact E}g?g;
CRTE3R R ctccttgaagccttectagtt
idi | IDI1 F tacgatgaggagcaggtcag Exén 1-2 (1044)
IDI3R R ctccaactttcgggacgca Exon 4 (1771)
IDI2 R ccgagagatcctccaacgat Ex6n 5 (2232)
ast CP450F F gccacctactttctccatatgt Rio arriba inicio traduccidén (517)
K450R R gagccatgacgtccagagta Exén 6 (1609)

(1) Partidores que se utilizaron para clonar los cDNAs de los genes crtl y crtYB provenientes de los
mensajeros maduros y alternativos
(2) F, “forward’; R, ‘reverse’

(3) Los nameros entre paréntesis indican la posicion del partidor en pares de bases dentro de las
secuencias publicadas en la base de datos GenBank. En el caso del gen crtE, ain no se conoce el nimero
de intrones y exones pero la secuenciacion parcial de este gen en nuestro laboratorio indica que la
secuencia del partidor CRTE2 esta interrumpida por un intrén.
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final de 20 ul, con una concentracién final de partidores de 0,5 uM, y una concentracion
final de Mg 2* de 3 mM. El sustrato de las reacciones fue 1 pl de reaccién RT o
productos de RT-PCR purificados. Se realizé un periodo de pre-incubacion inicial de 95
°C durante 10 min. y luego 35-40 ciclos de amplificacidn con el siguiente programa: 95
°C por 155, 57 °C por 5 s y un periodo de extension a 72 °C por 18 s. La adquisicion de
la sefial de fluorescencia fue al final del periodo de extension. Al finalizar los ciclos de
amplificacion, se hizo un analisis de ‘melting’ para determinar si se habia amplificado
un unico producto. Este andlisis se realiz6 en el rango de temperaturas 65-95 °C con una
pendiente de 0.1 °C/s. Ademas, se corrieron geles de agarosa para confirmar que la
curva de ‘melting’ obtenida correspondia a un unico producto amplificado. Las curvas
de calibracidn se efectuaron con diluciones de un estandar de cada gen a partir de un
stock con un numero inicial de moléculas conocido. El stock consistié del producto de
RT-PCR purificado a partir de geles de agarosa de los genes act, idi y crtE. EI nimero
de moléculas se calcul6 teniendo como base la absorbancia a 260 nm.

2.5. Analisis de secuencias y numeros de acceso

Las secuencias nucleotidicas se determinaron con el DNA Sequencing Kit Big Dye™
Terminator v3.0 (Applied Biosystems). Las secuencias se analizaron con los programas
Chromas version 1.43 y Genetics Computer Group version 10.0, de la Universidad de
Wisconsin. Las secuencias de nucledtidos y proteinas se alinearon con el programa
CLUSTAL W, versién 1.8 y con ajuste manual para incrementar la identidad. Las
secuencias de los cDNAs de los transcriptos mMmRNA crtl, amRNA crtl, mmRNA crtYB

y amRNA crtYB se depositaron en la base de datos GenBank con los nimeros de acceso
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AY177424, AY177425, AY177204 y AY174117, respectivamente. Estas secuencias
seran de dominio publico a partir del 30/12/03. Los numeros de acceso de la base de
datos GenBank de los genes cuya expresion se analizé en esta tesis son: act, X89898;
crtE A63889; idi, 15811, crtl, Y15007; crtYB, 133646; ast AX034666.
2.6. Técnicas bioquimicas

2.6.1. Determinacion de glucosa
Se utilizo el test para determinacion de glucosa por el método UV de Boehringer
Mannheim. Este método se basa en la oxidacion de la glucosa a D-gluconato-6-fosfato
con las enzimas hexoquinasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, con formacion de
NADP reducido el cual se determina por absorbancia a 340 nm. Las reacciones se
hicieron segun las instrucciones del proveedor, utilizando como sustrato diluciones
adecuadas de las muestras.

2.6.2. Determinacion de etanol
Se utilizé el test para determinacion de etanol por el método UV de Boehringer
Mannheim. Este método se basa en la oxidacion del etanol a acetato con las enzimas
alcohol dehidrogenasa y aldehido dehidrogenasa. La formacién de NAD reducido se
sigue por medicion de absorbancia a 340 nm. Las reacciones se hicieron segun las
instrucciones del proveedor, utilizando como sustrato diluciones adecuadas de las
muestras.
2.7. Extraccion de carotenoides
Para la extraccion de carotenoides se utilizé el método de Any cols. (1989) con algunas
modificaciones. Se centrifugaron entre 5y 20 ml de cultivo, y al pellet de células se le

agregaron entre 1 y 3 ml de acetona (Merck) segin la biomasa obtenida, més un
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volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425-600 um). La ruptura celular se realiz6 por
agitacion en vortex a médxima velocidad durante 1 min., luego se recuperd la fase
orgénica por centrifucacion a 12.100 x g a 4°C. Este procedimiento se repitié hasta que
los restos celulares se volvieron blancos. Los extractos de acetona se combinaron y se
centrifugaron nuevamente a 12.100 x g para eliminar restos celulares. Luego, todo el
pigmento en acetona se extrajo con éter de petrleo (Mallinckrodt) y se midié el
volumen recuperado de éter de petroleo. Se determiné la absorbancia del extracto a 474
nm, que es el maximo de la absorbancia de la astaxantina en éter de petrdleo. Para la
cuantificacion del contenido total de carotenoides se utilizo el coeficiente de extincion
1%=2100. La determinacion del contenido total de carotenoides es una buena estimacion
del contenido de astaxantina puesto que en las cepas silvestres la astaxantina es un 80 %
0 mas del contenido total de carotenoides. Con respecto a la cepa atxS2, ya se menciond
anteriormente que la astaxantina es un 90 % del contenido total de carotenoides. Las
determinaciones se hicieron por duplicado.

2.8. Determinacion de biomasa

La concentracion celular se determind por medicion de la densidad Optica a 560 nm o
por recuento del nimero total de células en una camara de Neubauer por triplicado. En
los gréficos se presenta el promedio y desvio estandar de cada punto. Para la
determinacion de peso seco, se centrifugaron entre 1,5 y 3 ml de cultivo en tubos
Eppendorf, las células se lavaron una vez con agua destilada y luego los pellets se
secaron a 80 °C hasta obtener un peso constante. Las mediciones se hicieron por

triplicado y el error que se obtuvo fue de un 5 % o menos.



29

3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento de mensajeros procesados en forma alternativa

Con el objetivo de clonar el cDNA de los genes crtl y crtYB se disefiaron
partidores rio-arriba del sitio de inicio de la traduccion y rio-abajo del codon de término.
Las secuencias de los partidores se indican en la Tabla 2 (seccion Materiales y
Métodos). Se sintetiz6 cDNA de hebra simple a partir de RNA total de la cepa UCD 67-
385, previamente tratado con DNasa libre de RNasa. Posteriormente, se sintetiz6 cDNA
de hebra doble mediante PCR con una Taq DNA polimerasa con actividad correctora.
La amplificacion del cDNA del gen crtl con los partidores CRTIF y CRTIC resulté en
un producto principal de 2,1 kb aproximadamente (Figura 3A), el cual se purifico a
partir del gel de agarosa y se ligd en el vector pBluescript SK. Luego, con la reaccion de
ligacion se transformaron por electroporacion células electrocompetentes de la cepa
DH5 a de E. coli. Como resultado, se obtuvieron numerosos transformantes y de 28 de
ellos se extrajo DNA plasmidial. El analisis de restriccion indicé que 16 transformantes
eran portadores de un inserto de cDNA de 2,1 kb aproximadamente, mientras que 12
transformantes portaban un cDNA de alrededor de 2 kb (Figura 3B). Este resultado
sugiere la presencia de dos fragmentos distintos de cDNA del gen crtl sintetizados a

partir de RNA total de la levadura.
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Figura 3. Amplificacion mediante RT-PCR del cDNA del gen crtl a partir de una
muestra de RNA total de la cepa UCD 67-385 con los partidores CRTIF y CRTIC (A).
La banda obtenida se cloné en pBluescript SK, y con la reaccién de ligamiento se
transformo E. coli. Los transformantes ApR portaban plasmidos con insertos de dos
tamafos (B). M, Marcador de tamafio molecular A/Hind Ill. Las reacciones de RT-PCR
se corrieron en un gel de agarosa 1 % (A) 0 0,7 % (B) y las bandas se visualizaron por
tincion con bromuro de etidio.
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Por consiguiente, se secuencio el inserto de cONA de mayor tamafio de dos clones
distintos (clones 1 y 43) y el cDNA de 2 kb de un clon representativo de menor tamafio
(clon 41). El andlisis de la secuencia de los clones 1 y 43 indica que se trata de la misma
secuencia. El cDNA de estos clones contiene 80 pb correspondientes al primer intrén y
los intrones 2 hasta 11 fueron procesados adecuadamente. Este cDNA podria haberse
sintetizado a partir de un mensajero procesado en un sitio 3" (AG) de ‘splicing’ no
habitual (Figura 4) (manuscrito enviado).

El andlisis de la secuencia del cDNA perteneciente al clon 41, indica que
correspondio con la del mensajero maduro con todos sus intrones procesados en la forma
esperada (denominado mmRNA) (Figura 4). Adicionalmente, el analisis comparativo de
las secuencias de los cDNAs de la cepa silvestre UCD 67-385 con la secuencia
publicada en base de datos de la cepa silvestre CBS 6938, dio como resultado que hay
algunas diferencias correspondientes a sustituciones de bases que en dos casos darian
lugar a cambios de aminodacidos (Figura 5). Por otra parte, la traduccion del mensajero
crtl que conserva 80 bases del primer intron, denominado amRNA, genera codones de
término de la traduccidn a lo largo de toda la secuencia.

El aislamiento del nuevo mensajero hizo surgir como interrogante si en el genoma
de X. dendrorhous se encontraria un gen crtl distinto al descrito previamente (Verdoes y
cols., 1999b; Ledn, 2000) o si el mensajero proviene de un pre-mensajero procesado por
‘splicing’ alternativo. Para responder esta pregunta se usaron los partidores CRTI1
ubicado en el exén 2, CRTI4 ubicado en el exdn 12 y CRTI-AF cuya secuencia
comprende parte del exén 1 y parte del intrén 1 conservado s6lo en el amRNA (Figura

4)
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Figura 4. Esquema de la estructura del DNA gendmico (DNAgQ) y del mensajero
maduro (mMmRNA) y alternativo (amRNA) del gen crtl. E, exdn; I, intrén. Con una linea
punteada en negrita se sefiala el fragmento del intrén 1 que se conserva en el mensajero
alternativo. Las flechas indican la ubicacion de los partidores empleados en los distintos
experimentos: 1, CRTIF; 2, CRTI-MF; 3, CRTI1; 4, CRTI-AF; 5, CRTIC; 6, CRTI-MR,;
7, CRTI-AR; 8, CRTI4.
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CCTCGCCGAA
CCTCGCCGAA
CCTCGCCGAA

AACCCACAGC
AACCCACAGC
AACCCACAGC

TCTCTTGATC
TCTCTTGATC

GTGGAATCGC
GTGGAATCGC
GTGGAATCGC

TCAAAAGACT

TCAAGCAGAC
TCAAGCAGAC
TCAAGCAGAC

AGCTTGTATC

TCTAACTTGA
TCTAACTTGA
TCTAACTTGA

TATCATCGTG
TATCATCGTG
TATCATCGTG

AATTGTTGCT
ACTTGTTGCT

CACTGCCGCT
CACTGCCGCT
CACTGCCGCT

TATTGTGTCC

. .AACGACTA
. .AACGACTA
AGAACGACTA

CACATAACTC
CACATAACTC
CACATAACTC

TTTGCTTACT
TTTGCTTACT

CGTCTTGCTA
CGTCTTGCTA
CGTCTTGCTA

CACCTCTTTC

CTCCGGAGGT
CTCCGGAGGT
CTCCGGAGGT

TCGTTCATTT

.CGATTCGAT
.CGATTCGAT

CGATTTAACA GCGATTCGAT

GACCTCAACT

ATTCGAAGAT
ATTCGAAGAT
ATTCGAAGAT

TTCAGAATCG

TTAATGCTTG

TTGGGAGAGA
TTGGGAGAGA
TTGGGAGAGA

TCTTGGTTGC

TAGTATCTAT
TAGTATCTAT
TAGTATCTAT

CGTGACTCTT
CGTTACTCTT

AAGAAGGTTT
AAGAAGGTTT
AAGAAGGTTT

TTTTCCCTCT

CGATGCTCTT
CGATGCTCTT
CGATGCTCTT

GCCTTCCAGG

AGATGGAAGA
AGATGGAAGA
AGATGGAAGA

TCATCCTCCT

ACTCGATGGG
ACTCGATGGG
ACTCGATGGG

TT

TCCGTTCCTA
TCCGTTCCTA

CCAGGTCACG
CCAGGTCACG
CCAGGTCACG

CATCATTCGT

TAATCGAGCG
TAATCGAGCG
TAATCGAGCG

TACTCTCTTG

GGCCCAGTTT
GGCCCAGTTT
GGCCCAGTTT

TTGGGTCGAT
TTGGGTCGAT
TTGGGTCGAT

CTCATTTCCT

AAAAGAACAA
AAAAGAACAA
AAAAGAACAA

TAATCCGTAT
TAATCCGTAT

CTTGTTAGGA
CTTGTTAGGA

GTGTTCGAGA
GTGTTCGAGA
GTGTTCGAGA

CCACATCGCT

AGATGGTTAT
AGATGGTTAT
AGATGGTTAT

CGCTGTCTICT

GCTGCTCTTG
GCTGCTCTTG
GCTGCTCTTG

CTCATCAAGT
CTCATCAAGT
CTCATCAAGT

TTTCTTTAAA

70
GATCAGGATA
GATCAGGATA
GATCAGGATA

CAGCTAACAT
CAGCTAACAT

280
TGTGGTATCG
TGTGGTATCG
TGTGGTATCG

CAACACAATA

770
CCAGATCTCT
CCAGATCTICT
CCAGATCTICT

ACAAATATAA
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clon4l
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.GTGAACCCA
.GTGAACCCA
GGTGAACCCA

CAAGACCACT

CGTTGCTCAA
CGTTGCTCAA
CGTTGCTCAA

AGAAGTTCGT

....GCCCAC
....GCCCAC
ATAGGCCCAC

TTCTTACGGC
TTCTTACGGC
TTCTTACGGC

CATATTCGTT

AAGAGTTTGT
AAGAGTTTGT
AAGAGTTTGT

CAAAGCCCAT
CAAAGCCCAT
CAAAGCCCAT

ATCCGAGAGG
ATCCGAGAGG
ATCCGAGAGG

ATTAACAATT

AGATCGTCAA
AGATCGTCAA
AGATCGTCAA

1751

TCCTGCCAAG
TCCTGCCAAG
TCCTGCCAAG

ACTATGTTTG
ACTATGTTTG
ACTATGTTTG

GACATCCTAC

GCGGGAAGTC
GCGGGAAGTC
GCGGGAAGTC

GAATGTTTGT

AGACATTACG
AGACATTACG
AGACATTACG

TACAGTTCAT
TACAGTTCAT
TACAGTTCAT

TCACATGGCC

CGATATTTCA
CGATATTTCA
CGATATTTCA

ACAGTGCGCC
ACAGTGCGCC
ACAGTGCGCC

AGGCTTTTGG
AGGCTTTTGG
AGGCTTTTGG

ACTGACAGAA

GCGCAACAAT
GCGCAACAAT
GCGCAACAAT

GACCGAGCGA
GACCGAGCGA
GACCGAGCGA

CCACTTCCAC
CCACTTCCAC
CCACTTCCAC

AACCATTTTC

GAGCGTTTTG
GAGCGTTTTG
GAGCGTTTTG

CATCTCACTC

AGCTTGCTGT
AGCTTGCTGT
AGCTTGCTGT

TGGCCAAATC
TGGCCAAATC
TGGCCAAATC

TTTTTTTGAC

AGACCGACAG
AGACCGACAG
AGACCGACAG

CGGAACATAT
CGGAACATAT
CGGAACATAT

AATCGTATCA

CCCTCAGCCA
CCCTCAGCCA
CCCTCAGCCA

CTGGTGTTCG
CTGGTGTTCG
CTGGTGTTCG

ACCGTTCAGG

AAGGCAAAGA
AAGGCAAAGA
AAGGCAAAGA

ATGACCAAGT

CGTTCACGTC
CGTTCACGTC
CGTTCACGTC

CTGGCTCTTC
CTGGCTCTTC
CTGGCTCTTC

TATCGATAGT

ATTACGAAGA
ATTACGAAGA
ATTACGAAGA

TCCTTGCTCC
TCCTTGCTCC
TCCTTGCTCC

ACGCACGCTT

AGTTCAATTT
AGTTCAATTT
AGTTCAATTT

ACTTGAATCC
ACTTGAATCC
ACTTGAATCC

CCCTCGTAGG

AAGAGACTTT
AAGAGACTTT
AAGAGACTTT

TGGATTTGAT
TGGATTTGAT
TGGATTTGAT

GGTGGTTCTG

CTGCAGAAGA
CTGCAGAAGA
CTGCAGAAGA

ACCCCTTCGA
ACCCCTTCGA
ACCCCTTCGA

GTGTTGTCAA

GTCTTCTCGT
GTCTTCTCGT
GTCTTCTCGT

AATACACCGA
AATACACCGA
AATACACCGA

TCTCCAATAG

CAACGCTCCA
CAACGCTCCA
CAACGCTCCA

GGCGAGGAAC
GGCGAGGAAC
GGCGAGGAAC

CTCGATATCA

CACTET[ITCA
CACTET[rTCA
CACTTTTTCA

CGGTTCTTGT
CGGTTCTTIGT
CGGTTCTTIGT

ACTCCATCGC

ACTTCCCTGG
ACTTCCCTGG
ACTTCCCTGG

TATCACCAGT

TTGCAGTGAT
TTGCAGTGAT
TTGCAGTGAT

ATTGACCGAG
ATTGACCGAG
ATTGACCGAG

GGTTCTTTCC

GGTTCCTAAT
GGTTCCTAAT
GGTTCCTAAT

GTTTCCCAGG
GTTTCCCAGG
GTTTCCCAGG

ATCACGCCGA
ATCACGCCGA
ATCACGCCGA

TTCCTCTTTC

1050
ACCGACATGG
ACCGACATGG
ACCGACATGG

1120
CGTTTATCCA
CGTTTATCCA
CGTTTATCCA

ATTACGGTCT

1260
CTTCGCAGCA
CTTCGCAGCA
CTTCGCAGCA

ATCTGCCAAA

1400
CTATCTGGAC
CTATCTGGAC
CTATCTGGAC

1470
GTACATGGGT
GTACATGGGT
GTACATGGGT

1540
GGCATCTGGT
GGCATCTGGT
GGCATCTGGT

GCTTCAGAGA

1680
ACTCTTCTTC
ACTCTTCTTC
ACTCTTCTTC

1750
TTCTTCTCTC
TTCTTCTCTC
TTCTTCTCTC

1820
TGTTGTGATT
TGTTGTGATT
TGTTGTGATT
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1900 1901
clon4l
clon43

crtl

clon4l
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4l
clon43
crtl

clon4l
clon43
crtl

clon4l
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4dl
clon43
crtl

clon4l
clon43
crtl

GTCAATGCTG
GTCAATGCTG
GTCAATGCTG

TGGGTGAAGT
TGGGTGAAGT
TGGGTGAAGT

TTTGAGCTTC
TTTGAGCTTC
TTTGAGCTTC

CGAAATCCTC

TGGCCGAGGA
TGGCCGAGGA
TGGCCGAGGA

TTACGTGAAC
TTACGTGAAC
TTACGTGAAC

TCGAACCCCC

GGGCAAGGAA
GGGCAAGGAA
GGGCAAGGAA

GGCAGAGAAG
GGCAGAGAAG
GGCAGAGAAG

CTGGCTCACA
CTGGCTCACA
CTGGCTCACA

TCTTTGTCGG
TCTTTGTCGG
TCTTTGTCGG

CAACCAAGTT
CAACCAAGTT
CAACCAAGTT

ACCTCGTTTA
ACCTCGTTTA
ACCTCGTTTA

CAAGAGAAGT
CAAGAGAAGT
CAAGAGAAGT

TACTGGAGCA
TACTGGAGCA
TACTGGAGCA

TTTCAAAATC

CTTCAAGGGA
CTTCAAGGGA
CTTCAAGGGA

GTTCCCTCGC
GTTCCCTCGC
GTTCCCTCGC

CTTAGCCGTG

GTTTGTGATC
GTTTGTGATC
GTTTGTGATC

GTTCACGATG
GTTCACGATG
GTTCACGATG

ACTTTATGCA
ACTTTATGCA
ACTTTATGCA

GGCTTCGACT
GGCTTCGACT
GGCTTCGACT

CTCGAATCCT
CTCGAATCCT
CTCGAATCCT

CGCCTCCGAG
CGCCTCCGAG
CGCCTCCGAG

TGGTGGGCTG
TGGTGGGCTG
TGGTGGGCTG

TGGACCGAAT
TGGACCGAAT
TGGACCGAAT

GTAAGTGCAG

TCATTCGACA
TCATTCGACA
TCATTCGACA

GAATCGATCC
GAATCGATCC
GAATCGATCC

TACTTTCGTT

TGGCCATATC
TGGCCATATC
TGGCCATATC

ACGCTTT
AFACGCTTT

CAAACGCTTT

CTCCCTCTTG
CTCCCTCTTG
CTCCCTCTTG

AGTTCTTGGT
AGTTCTTGGT
AGTTCTTGGT

CATCCCGGAA
CATCCCGGAA
CATCCCGGAA

TTGACCGATC
TTGACCGATC
TTGACCGATC

CACTTGATTC
CACTTGATTC
CACTTGATTC

ACTTAGTTGG
ACTTAGTTGG
ACTTAGTTGG

CGTGGACGGT
CGTGGACGGT
CGTGGACGGT

AGGCTGAAGT

CAATCTTCGA
CAATCTTCGA
CAATCTTCGA

TTCTGCCGCT
TTCTGCCGCT
TTCTGCCGCT

TTTCGCCCGC

GACGCTTCGA
GACGCTTCGA
GACGCTTCGA

CCGCCAAGCT
CCGCCAAGCT
CCGCCAAGCT

GGAGAAAGAA
GGAGAAAGAA
GGAGAAAGAA

TTCAGGCCGA
TTCAGGCCGA
TTCAGGCCGA

CTGGGGTTCC
CTGGGGTTCC
CTGGGGTTCC

CCCAGCTCCA
CCCAGCTCCA
CCCAGCTCCA

CTGACGATGC
CTGACGATGC
CTGACGATGC

TGGAAAGAAG
TGGAAAGAAG
TGGAAAGAAG

CTGGGCGGAC
CTGGGCGGAC
CTGGGCGGAC

TTATTTTTAC

GGAGTTGGGT
GGAGTTGGGT
GGAGTTGGGT

CCCGAAGGCA
CCCGAAGGCA
CCCGAAGGCA

CATGATGTCT

ACCCTCAAGA
ACCCTCAAGA
ACCCTCAAGA

TGGACTTCCC
TGGACTTCCC
TGGACTTCCC

TTCAACCTCA
TTCAACCTCA
TTTAACCTCA

GCACCAGACA
GCACCAGACA
GCACCAGACA

CATCGTCTTG
CATCGTCTTG
CATCGTCTTG

GATCCCAATA
GATCCCAATA
GATCCCAATA

CAGAAACAAG
CAGAAACAAG
CAGAAACAAG

CTCAAGGGAA
CTCAAGGGAA
CTCAAGGGAA

1890
ATTGGCCAAC
ATTGGCCAAC
ATTGGCCAAC

1960
GTTGCAGTAG
GTTGCAGTAG
GTTGCAGTAG

GTCCATCCCG

2100
.ATATCTTCT
.ATATCTTCT

ACTTTATCTA GATATCTTCT

CTCCCAGCCG
CTCCCAGCCG
CTCCCAGCCG

AAGATGCTAT
AAGATGCTAT
AAGATGCTAT

CGATTCTCAA

TTACAACAAG
TTACAACAAG
TTACAACAAG

GACTTTGAAA
GACTTTGAAA
GACTTTGAAA

AGGACGGAAG
AGGACGGAAG
AGGACGGAAG

TCCCAAGTAT
TCCCAAGTAT
TCCCAAGTAT

GCTGGAGCCA
GCTGGAGCCA
GCTGGAGCCA

TGTCACTCTC
TGTCACTCTC
TGTCACTCTC

2170
ATCCTTCCTT
ATCCTTCCTT
ATCCTTCCTT

2240
CGTCATTCTT
CGTCATTCTT
CGTCATTCTT

ACATACTATA

2380
CTTGTTGCTC
CTTGTTGCTC
CTTGTTGCTC

2450
AAATGATTGT
AAATGATTGT
AAATGATTGT

2520
CATCTTGGGA
CATCTTGGGA
CATCTTGGGA

2590
GACAAGTTGT
GACAAGTTGT
GACAAGTTGT

2660
AGTTAACTGC
AGTTAACTGC
AGTTAACTGC

2730
CGTACCATAT
CGTACCATAT
CGTACCATAT
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clon4l
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clon4l
clon43
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clon4dl
clon43
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clon4dl
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GGAAAACCTC
GGAAAACCTC
GGAAAACCTC

TTTTGGTATT
TTTTGGTATT
TTTTGGTGTT

GATCCTTTICT
GATCCTTTICT
GATCGTTTICT

TCAAATCAAA
TCAAATCAAA
TCAAATCAAA

GTTGATTGGG
GTTGATTGGG
GTTGATTGGG

TAGAGTTTTA
TAGAGTTTTA
TAGAGTTTT.

2950 2951

CTCTTCTCGA
CTCTTCTCGA
CTCTTCTCGA

CTAGACAATT
CTAGACAATT
CTAGACAATT

GGGTTCCTCT
GGGTTCCTCT
GGGTTCCTCT

GTTAGTCTCG
GTTAGTCTCG
GTTAGTCTCG

TGGAACGGGT
TGGAACGGGT
TGGAACGGGT

GCCGTGATCG
GCCGTGATCG
GCCGTGATCG

TTTTAGTCTC
TTTTAGTCTC
TTTTAGTCTC

TTACTTTGTG
TTACTTTGTG
TTACTTTGTG

AAATCTCCAT
AAATCTCCAT
AAATCTCCAT

ATCGATTCTC
ATCGATTCTC
ATCGATTCTC

CTCGATCCGT
CTCGATCCGT
CTCGATCCGT

TTCCTGTGTT
TTCCTGTGTT
TTCCTGTGTT

TCAGAGTCAT
TCAGAGTCAT
TCAGAGTCAT

CACCTCAAGT
CACCTCAAGT
CACCTCAAGT

AGGTCCAGCT
AGGTCCAGCT
AGGTCCAGCT

TGGTGTTCTT
TGGTGTTCTT
TGGTGTTCTT

CTCTCTATAT
CTCTCTATAT
CTCTCTATAT

ACCCGG. .TC
ACCCGG. .TC
ACCCGGTCTC

CTGATGTTCA
CTGATGTTCA
CTGATGTTCA

GAAGTTCAGA
GAAGTTCAGA
GAAGTTCAGA

GCTTTCTGAA
GCTTTCTGAA
GCTTTCTGAA

ACATACTCTG
ACATACTCTG
ACATACTCTG

TCTCAACGTC
TCTCAACGTC
TCTCAACGTC

TCATCTTTTT
TCATCTTTTT
TCATCTTTTT

2800
TGGGTATACC
TGGGTATACC
TGGGTATACC

2870
GCAAGACAAC
GCAAGACAAC
GCAAGACAAC

2940
CTCGTCTGTT
CTCGTICTGTT
CTCGTCTGTT

3010
CGTTTGAGGG
CGTTTGAGGG
CGTTTGAGGG

3078
TATTCGTT
TATTCGTT
TATTCGTT
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Figura 5. Alineamiento del gen crtl de la cepa CBS 6938 (GenBank, N° de acceso
Y15007) con los cDNAs de la cepa UCD 67-385 (clon 41 y clon 43). La linea punteada
indica las secuencias que estan ausentes en los cDNAs. En amarillo se destaca el
fragmento del intron 1 presente en el cDNA del clon 43. El sitio de procesamiento
alternativo 3" (AG) se sefiala en azul y en recuadrado. Los sitios de procesamiento
adecuado 57y 3"de los intrones se indican subrayados y en negrita. Los sitios de inicio y
fin de la traduccion se encuentran en negrita. Las diferencias puntuales entre la
secuencia de la cepa CBS 6938 y las secuencias de la cepa UCD 67-385 se indican en
rojo. Los cambios de codones UUU— CUU y CAA — CAC, que se sefialan en un
recuadro, ocasionan cambios de aminoéacidos, Phe a Leu y GlIn a His, respectivamente.
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Estos partidores se usaron para amplificar DNA genomico de la levadura, cDNA
de hebra simple (reaccion RT) y DNA de los plasmidos pL25 y pC13. Ambos plasmidos
consisten en el vector pBluescript SK en el cual se ha clonado al gen crtl amplificado por
PCR (pL25) y un fragmento de DNA gendmico de 18,5 kb que contiene al gen crtl
(pC13). Cuando se utilizé como sustrato DNA genoémico o plasmidial con los partidores
CRTI1 y CRTI4 se amplificé una producto principal del tamafio esperado (~2600 pb)
mientras que con cDNA de hebra simple como sustrato se obtuvo una banda de tamafio
menor (~ 1700 pb) debido a la ausencia de intrones (Figura 6). Por otra parte, con los
partidores CRTI-AF - CRTI4 y con DNA gendmico o plasmidial como sustrato no se
obtuvo producto de amplificacion, mientras que con cDNA como sustrato se obtuvo
como producto una banda del tamafio esperado (~1800 pb). Estos resultados indican que
no existe en el genoma un gen con la estructura del nuevo cDNA aislado, sino que el
mensajero alternativo se originaria por un procesamiento alternativo a partir de un pre-
mensajero que proviene del gen crtl ya descrito.

Con el objeto de establecer si los transcriptos mMmRNA y amRNA se expresaban a
lo largo del ciclo de vida, se analizaron por RT-PCR muestras de RNA total de la cepa
UCD 67-385 y de la cepa mutante atxS2 en distintos momentos del ciclo de crecimiento.
Para la deteccion del mmRNA se disefiaron los partidores CRTI-MF y CRTI-MR (Figura
4 y Tabla 2), con los cuales se esperaba un producto de amplificacion de 227 pb. Para la
deteccién del amRNA se utilizaron los partidores CRTI-AF y CRTI-AR (Figura 4 y

Tabla 2), con los cuales se esperaba un producto de amplificacion de 167 pb.
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Figura 6. Amplificacién del gen crtl con los partidores CRTI1-CRTI4 (carriles 1, 2, 3,
4) y con los partidores CRTIAF-CRTI4 (carriles 5, 6, 7, 8). Los sustratos fueron reaccion
RT (cDNA de hebra simple) (carriles 4 y 8), DNA gendmico (carriles 3 y 7), DNA del
plasmido pL25 (carriles 1 y 5) y DNA del plaésmido pC13 (carriles 2 y 6). M, Marcador
de tamafio molecular $29/Hind I11. Los productos de las reacciones se corrieron en un gel
de agarosa 1 % Y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio.
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Los resultados mostraron que se habian amplificado los productos del tamarfio

esperado para ambas cepas. Por otra parte, los niveles de expresion de ambos mensajeros
son levemente variables a lo largo del ciclo de crecimiento tanto en la cepa silvestre
como en la mutante, cuando sus niveles se comparan con el nivel del mensajero act
(Figura7 Ay B).
Con respecto al gen crtYB, la amplificacion de cDNA a partir de RNA total de la cepa
UCD 67-385 con los partidores GPRN1 y GPRN2 resultdé en una banda de
aproximadamente 2,3 kb (Figura 8A). Dicha banda se purificd del gel de agarosa y se
clond en el vector Bluescript SK como se describié anteriormente. Por otra parte, la
sintesis de cDNA a partir de otra muestra de RNA total de la misma cepa con los
partidores PBS1 y PBS2 resulté en dos bandas de aproximadamente 2,6 kb y 2,2 kb que
también se clonaron (Figura 8B).

La secuenciacion de los dos productos de PCR mostrados en la Figura 8B indicé
que la banda de mayor tamafio correspondia a un pre-mensajero con todos sus intrones
sin procesar, mientras que la banda de menor tamafio correspondia al mensajero maduro.
Por otra parte, el analisis de la secuencia de uno de los clones que portaba el cDNA que
se muestra en la Figura 8A, indicé que dicho cDNA se habia sintetizado a partir de un
mensajero con una estructura distinta a la del mensajero maduro. Este cDNA conserva 55
pb del primer intrén y pierde 111 pb del segundo exdn, mientras que el resto de los
intrones y exones estan procesados en forma correcta (Alcaino, 2002). EI mensajero
podria haber sido sintetizado a partir de un RNA que siguidé una via de ‘splicing’
alternativo en un sitio 5° (GT) dentro del primer intrén y en un sitio 3" (AG) dentro del

sagundo exon (Figura 9).
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Figura 7. Amplificacion mediante RT-PCR del cDNA correspondiente al mRNA de
actina (act), del cDNA correspondiente al mMRNA maduro del gen crtl (mmRNA) y del
cDNA correspondiente al mMRNA alternativo del gen crtl (amRNA). Se aislaron muestras
de RNA total de un cultivo de la cepa UCD 67-385 (A-B) y de un cultivo de la cepa
atxS2 (C-D) en distintos tiempos del ciclo de crecimiento (hrs), los cuales se indican en
la parte superior de cada panel. Los productos de las reacciones se corrieron en un gel de
agarosa 3 % Yy se visualizaron por tincion con bromuro de etidio. Se cargaron volimenes
iguales de las reacciones en cada carril.
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Figura 8. Amplificaciéon mediante RT-PCR del cDNA del gen crtYB con los partidores
GPRN1-GPRN2 (A) y PBS1-PBS2 (B). M, Marcador de tamafio molecular A/Hind III.
Los productos de las reacciones se corrrieron en un gel de agarosa 1 % y se visualizaron
por tincién con bromuro de etidio.
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Figura 9. Esquema de la estructura del DNA genémico (DNAg) y del mensajero
maduro (MmRNA) y alternativo (amRNA) del gen crtYB. E, exon; |, intron. Con una
linea punteada en negrita se sefiala el fragmento del primer intrén que se conserva en el
mensajero alternativo. En color gris se sefiala la secuencia del segundo exon que se
conserva en el mensajero alternativo. Las flechas indican la ubicacion de los partidores:
1, PBS1; 2, GPRN1; 3, FS-M; 4, FS-A; 5, PBS2; 6, GPRN2; 7, FS-R2. El diagrama no
esta a escala.
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El alineamiento de la secuencia de los mensajeros del gen crtYB de la cepa UCD
67-385 con la secuencia de la cepa CBS 6938, sefiala que ademas existen algunos
cambios de bases que resultan en la sustitucion de un aminodcido (Figura 10). La
traduccion del amRNA del gen crtYB produce, como en el caso del gen crtl, codones de
término de la traduccion a lo largo de toda la secuencia.

Con el objetivo de esablecer si los transcriptos mmRNA del gen crtYB y amRNA
del gen crtYB se expresaban a lo largo del ciclo de vida, se disefiaron partidores
especificos para cada uno (Figura 9 y Tabla 2). La amplificacion del mensajero maduro
por RT-PCR con los partidores FS-M y FS-R2 resulté en un producto del tamafio
esperado (~ 220 pb). Por otra parte, la amplificacion con los partidores FS-A y FS-R
resulté en un producto de 110 pb aproximadamente, que es el tamafio esperado para la
amplificacion por RT-PCR del amRNA (Figura 11). Los niveles de ambos mensajeros
son levemente variables a lo largo del ciclo de crecimiento para la cepa silvestre y la
mutante.

Por otra parte, el analisis de estos resultados indica que el producto de PCR
obtenido con los partidores GPRN1 - GPRN2 y la banda de menor tamafio obtenida con
los partidores PBS1 - PBS2, deben ser poblaciones mixtas de cDNAS sintetizados a partir
de los mensajeros maduro Yy alternativo. Puesto que estos cDNASs sélo difieren en 56 pb

no se separaron en las condiciones de electroforesis que se emplearon.
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1

TACCCAACTC
TACCCAACTC
TACCCAACTC

TTTGTCTCCA
TTTGTCTCCA

CTTTCAATGA

TCTTCTCGGC

ATTGCGTTTA

GTATCATCCC
GTATCATCCC
GTATCATCCC

TACCTCTTICT
TACCTCTTICT

CTAACATCTT

CTGCTCACTT

300
GTGCAACCAC
. TGCAACCAC

IS . CcnC

CGGAGAGTGG
CGGAGAGTGG
CGGAGAGTGG

CGTTTCCGCG

TCTTTGTCAT
TCTTTGTCAT
TCTTTGTCAT

CGCGCTTCCC
CGCGCTTCCC
CGCGCTTCCC

TACCTATTTA
TACCTATTTA
TACCTATTTA

701

CACTCTCCTT
CACTCTCCTT
CACTCTCCTT

GAAAAGTGGC
GAAAAGTGGC
GAAAAGTGGC

TATGTTGCTG
TATGTTGCTG
TATGTTGCTG

CCAAGGCGTG
CCAAGGCGTG
CCAAGGCGTG

ATTACATTTA

TCAAACCGTA
TCAAACCGTA
TCAAACCGTA

AAGACTAGAT
AAGACTAGAT
AAGACTAGAT

CCGCTCACCC
CCGCTCACCC
CCGCTCACCC

ACTCATCACC
ACTCATCACC
ACTCATCACC

CGAGCAAAGT
CGAGCAAAGT
CGAGCAAAGT

TCGGTCAAGA
TCGGTCAAGA
TCGGTCAAGA

CAACAGATAG
CAACAGATAG
CAACAGATAG

TCGTTTTGCA
TCGTTTTGCA

TACCGTGCTC

CCCCGATTTT

301

ACCATGGGAC
ACCATGGGAC
ACCATGGGAC

TTTGGAACGT
TTTGGAACGT
TTTGGAACGT

ACATCTGAAT

ATCACCGGCT
ATCACCGGCT
ATCACCGGCT

CGTCCGCCCT
CGTCCGCCCT
CGTCCGCCCT

CAGCCCATCG
CAGCCCATCG
CAGCCCATCG

CCACCTACCA
CCACCTACCA
CCACCTACCA

CAACTATTGC
CAACTATTGC
CAACTATTGC

CTCTTGGTCG
CTCTTGGTCG
CTCTTGGTCG

AGTTTTTGTC
AGTTTTTGTC
AGTTTTTGTC

CACCACTCAT
CACCACTCAT

TTCTTCTTAG

GACAAAATTT

TCATGGATCA
TCATGGATCA
TCATGGATCA

TTCTAGA. . .
TTCTAGA. . .
TTCTAGAGTT

TTATCCCTGA

TGGTCTACGT
TGGTCTACGT
TGGTCTACGT

TTCTCTCGCG
TTCTCTCGCG
TTCTCTCGCG

CCCGACCCGC
CCCGACCCGC
CCCGACCCGC

TGCTCTTGGC
TGCTCTTGGC
TGCTCTTGGC

AGCAATCATG
AGCAATCATG
AGCAATCATG

ATCAACGATG
ATCAACGATG
ATCAACGATG

GCAATGACGG
GCAATGACGG
GCAATGACGG

GTGTGCATAT
GTGTGCATAT

CCATCTGATC

TCAGAAATGG
TCAGAAATGG
TCAGAAATGG

TCAACAGTGT

CTTGGCAACT
CTTGGCAACT
CTTGGCAACT

CTCAAGGCGC
CTCAAGGCGC
CTCAAGGCGC

TCGTGACAGA
TCGTGACAGA
TCGTGACAGA

AGCATTATCA
AGCATTATCA
AGCATTATCA

ATCCCGACGG
ATCCCGACGG
ATCCCGACGG

AGAAGATTGT
AGAAGATTGT
AGAAGATTGT

CTCTCGCATA
CTCTCGCATA
CTCTCGCATA

EEs. . . . . .
GTGTRYGCGT

TATACTCTCC

CGCATGGACA
CGCATGGACA
CGCATGGACA

TAATACTCTT

TCCATATGAA
TCCATATGAA
TCCATATGAA

AGGCACCTTC
AGGCACCTTC
AGGCACCTTC

TCATCCCTCT
TCATCCCTCT
TCATCCCTCT

TCACTACTTC
TCACTACTTC
TCACTACTTC

GGCGAATATG
GGCGAATATG
GGCGAATATG

TGTATCTGAT
TGTATCTGAT
TGTATCTGAT

AGGGTGGAGG
AGGGTGGAGG
AGGGTGGAGG

70
TTACCAGAT.
TTACCAGATG
TTACCAGATG

CCTTCCAAAT

210
CAATTCTTGG

280

350
TATCCATCAG
TATCCATCAG
TATCCATCAG

AGCCGCGCGT

490
GAGTACGCTT
GAGTACGCTT
GAGTACGCTT

560
TCCCATCTCT
TCCCATCTCT
TCCCATCTCT

630
GCCCATTATC
GCCCATTATC
GCCCATTATC

700
TACATGCGGG
TACATGCGGG
TACATGCGGG

770
CTTTCGATTG
CTTTCGATTG
CTTTCGATTG

840
TTGGGTAGAT
TTGGGTAGAT
TTGGGTAGAT

910
CTTGGAGGTG
CTTGGAGGTG
CTTGGAGGTG
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a-cDNA
crtY¥B

m-cDNA
a-cDNA
crtY¥B

m-cDNA
a-cDNA
crt¥B

m-cDNA
a—-cDNA
Ccrt¥B

m-cDNA
a—-cDNA
Ccrt¥B

m-cDNA
a-cDNA
crt¥YB

TACTACCCAT
TACTACCCAT
TACTACCCAT

CGGAATCTGT

ATGCCATCTT
ATGCCATCTT
ATGCCATCTT

1200
CTCAGCCAAA
CTCAGCCAAA
CTCAGCCAAA

CTCGGCTGGA
CTCGGCTGGA
CTCGGCTGGA

TCGGTCTTTC

CATTCTGCCG
CATTCTGCCG
CATTCTGCCG

CATGGTCTCC
CATGGTCTCC
CATGGTCTCC

TCTTCGCCTT
TCTTCGCCTT
TCTTCGCCTT

CGCTCTCGCC
CGCTCTCGCC
CGCTCTCGCC

GTTGCTCGCT
GTTGCTCGCT
GTTGCTCGCT

1751

GATCTTATCT
GATCTTATCT
GATCTTATCT

TGAGGAAGCT
TGAGGAAGCT
TGAGGAAGCT

CTCATCCTICT

. .CGATCATA
. .CGATCATA
AGCGATCATA

CATTTCCCCT
CATTTCCCCT
CATTTCCCCT

1201

ACGTGACTTG
ACGTGACTTG
ACGTGACTTG

TTTCCTAGCG
TTTCCTAGCG
TTTCCTAGCG

ACCTTCATGT

GGTGACTGAT
GGTGACTGAT
GGTGACTGAT

GATTTTCTTA
GATTTTCTTA
GATTTTCTTA

TACTTCCTCC
TACTTCCTCC
TACTTCCTCC

TGCCGAGCTC
TGCCGAGCTC
TGCCGAGCTC

1700
AAGTTGCAAG
AAGTTGCAAG
AAGTTGCAAG

TTCCTTTATC
TTCCTTTATC
TTCCCTTATC

ATGTTCTTCT
ATGTTCTTCT
ATGTTCTTCT

CTTCCTTTGG

CTCAGGCCCT
CTCAGGCCCT
CTCAGGCCCT

CATTACACCG
CATTACACCG
CATTACACCG

GAACTGGCAG
GAACTGGCAG
GAACTGGCAG

AAGTTAGGGA
AAGTTAGGGA
AAGTTAGGGA

GCATTCGCTG

GATCTTATCG
GATCTTATCG
GATCTTATCG

CCCTACTATT
CCCTACTATT
CCCTACTATT

TTCGCACCCT
TTCGCACCCT
TTCGCACCCT

GTTCAATTCC
GTTCAATTCC
GTTCAATTCC

1701

GGCTGATCCC
GGCTGATCCC
GGCTGATCCC

GACAGAGGCA
GACAGAGGCA
GACAGAGGCA

TACTGACGAA
TACTGACGAA
TACTGACGAA

TGAAAAAAGC

ATACCTGCTA
ATACCTGCTA
ATACCTGCTA

CCTGTGCTCT
CCTGTGCTCT
CCTGTGCTCT

TCAAGTTGTT
TCAAGTTGTT
TCAAGTTGTT

GAGGCTGGTT
GAGGCTGGTT
GAGGCTGGTT

ATCAGTTTTC

ACTCTCCTGA
ACTCTCCTGA
ACTCTCCTGA

TGGGCCCCCG
TGGGCCCCCG
TGGGCCCCCG

TCCCGACCCA
TCCCGACCCA
TCCCGACCCA

TTACCGAAAG
TTACCGAAAG
TTACCGAAAG

TCGATACCCA
TCGATACCCA
TCGATACCCA

GTCCAGGCTC
GTCCAGGCTC
GTCCAGGCTC

TCTAATGATT
TCTAATGATT
TCTAATGATT

TGTTTGGCTG

CACGGTCGAA
CACGGTCGAA
CACGGTCGAA

CCCTGTTTTT
CCCTGTTTTT
CCCTGTTTTT

GGA AMG
ceadearnac

GGAGAAAAAG

TTGGTGATCC

AGTATCTTCC
AGTATCTTCC
AGTATCTTCC

CTACACCCTT
CTACACCCTT
CTACACCCTT

CGGGAATGTA
CGGGAATGTA
CGGGAATGTA

GGTTCCCGTT
GGTTCCCGTT
GGTTCCCGTT

CTCGACGAAC
CTCGACGAAC
CTCGACGAAC

GGAAGACGCC
GGAAGACGCC
GGAAGACGCC

GTTCTGGGTC
GTTCTGGGTC
GTTCTGGGTC

ATTGCTGCGA

CTATTTATGG
CTATTTATGG
CTATTTATGG

TAGCAGCCGA
TAGCAGCCGA
TAGCAGCCGA

AGCCGGAGCT
AGCCGGAGCT
AGCCGGAGCT

GGGACCTGCA

AACCCGCATG
AACCCGCATG
AACCCGCATG

CGCAACCTGA
CGCAACCTGA
CGCAACCTGA

TCCCCTCCCG
TCCCCTCCCG
TCCCCTCCCG

CAATACCATT
CAATACCATT
CAATACCATT

TCCTTAGAGG
TCCTTAGAGG
TCCTTAGAGG

TATCGAGACC
TATCGAGACC
TATCGAGACC

980
TGTCTGCCTG
TGTCTGCCTG
TGTCTGCCTG

ACTCACCCAT

1120
CAACAAAAAG
CAACAAAAAG
CAACAAAAAG

1190
CCATACTCTT
CCATACTCTT
CCATACTCTT

1260
TTTTTGTTGC
TTTTTGTTGC
TTTTTGTTGC

TTAGGTTTGT

1400

TACAGATACG

1470
CCACAATTGA
CCACAATTGA
CCACAATTGA

1540
CAAGATCCTT
CAAGATCCTT
CAAGATCCTT

1610
CCTCCTCCTT
CCTCCTCCTT
CCTCCTCCTT

1680
TCGCCTTCAG
TCGCCTTCAG
TCGCCTTCAG

1750
ATACACCACT
ATACACCACT
ATACACCACT

1820
ACAGCTGACT
ACAGCTGACT
ACAGCTGACT
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m-cDNA
a-cDNA
crtY¥B

m-cDNA
a-cDNA
crt¥B

m-cDNA
a—-cDNA
Ccrt¥B

m-cDNA
a—-cDNA
Ccrt¥B

TGCTGGACTA
TGCTGGACTA
TGCTGGACTA

ACCAAGTCAG
ACCAAGTCAG
ACCAAGTCAG

GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT

TCTCATTCTT
TCTCATTCTT
TCTCATTCTT

2101
AGATTTCGAC
AGATTTCGAC
AGATTTCGAC

CGGTTCGAAT
CGGTTCGAAT
CGGTTCGAAT

AGGGAATTGA
AGGGAATTGA
AGGGAATTGA

CGGCCGAGAG
CGGCCGAGAG
CGGCCGAGAG

GTACGGAAAG
GTACGGAAAG
GTACGGAAAG

ACAATGATGA
ACAATGATGA
ACAATGATGA

GACCAACTCT
GACCAACTCT
GACCAACTCT

TCTTTCCATT
TCTTTCCATT
TCTTTCCATT

TGGTCTATGT
TGGTCTATGT
TGGTCTATGT

GTCCCTGCCA
GTCCCTGCCA
GTCCCTGCCA

TGGTGAACAT
TGGTGAACAT
TGGTGAACAT

TGGTCTTCGG
TGGTCTTCGG
TGGTCTTCGG

AAACTCCTCA
AAACTCCTCA
AAACTCCTCA

GGAAGACGTA
GGAAGACGTA
GGAAGACGTA

CCGACTTCCT
CCGACTTCCT
CCGACTTCCT

ATCAAAGTCG
ATCAAAGTCG
ATCAAAGTCG

TCTTGAGTGT
TCTTGAGTGT
TCTTGAGTGT

GTGAGAATAA
GTGAGAATAA
GTGAGAATAA

AAAGGAACTG
AAAGGAACTG
AAAGGAACTG

TTTGTCGGTT
TTTGTCGGTT
TTTGTCGGTT

GTAGCAGGCT
GTAGCAGGCT
GTAGCAGGCT

CCATAGAAGA
CCATAGAAGA
CCATAGAAGA

TGCTAGGGAC
TGCTAGGGAC
TGCTAGGGAC

GATGAATCAA
GATGAATCAA
GATGAATCAA

GTCTATCTCC
GTCTATCTCC
GTCTATCTCC

CTCGCTTCCA
CTCGCTTCCA
CTCGCTTCCA

ACCGAGGTTC
ACCGAGGTTC
ACCGAGGTTC

TTTGGAAAGG
TTTGGAAAGG
TTTGGAAAGG

GGTCATGAGC
GGTCATGAGC
GGTCATGAGC

AATCATCCTC
AATCATCCTC
AATCATCCTC

GCCTTGCAGA
GCCTTGCAGA
GCCTTGCAGA

TACTATGTCA
TACTATGTCA
TACTATGTCA

CAGTCGCCGA
CAGTCGCCGA
CAGTCGCCGA

AAGAGAAGCT
AAGAGAAGCT
AAGAGAAGCT

ATTAAAGGGG
ATTAAAGGGG
ATTAAAGGGG

AGCTTGCGAT
AGCTTGCGAT
AGCTTGCGAT

TTCGTCCACA
TTCGTCCACA
TTCGTCCACA

TTAGTCGCCT
TTAGTCGCCT
TTAGTCGCCT

AAGCGGGAAT
AAGCGGGAAT
AAGCGGGAAT

AGACGTCGGA
AGACGTCGGA
AGACGTCGGA

GGATGGGAAG
GGATGGGAAG
GGATGGGAAG

AATCTTCTTT
AATCTTCTTT
AATCTTCTTT

TATTTCTCTT
TATTTCTCTT
TATTTCTCTT

ATTCTTTTTC
ATTCTTTTTC
ATTCTTTTTC

GCTATTGGTC
GCTATTGGTC
GCTATTGGTC

GTGTTAGTGG
GTGTTAGTGG
GTGTTAGTGG

ACGCAACAGA
ACGCAACAGA
ACGCAACAGA

CCCGACTGAT
CCCGACTGAT
CCCGACTGAT

TTACCATCTT
TTACCATCTT
TTACCATCTT

ACGCAGAGGA
ACGCAGAGGA
ACGCAGAGGA

GCGAGCGGCT
GCGAGCGGCT
GCGAGCGGCT

GAGAGAAGGA
GAGAGAAGGA
GAGAGAAGGA

GGCAGTAAGA
GGCAGTAAGA
GGCAGTAAGA

CTCTAGGTGC
CTCTAGGTGC
CTCTAGGTGC

CCCCCCATCT
CCCCCCATCT
CCCCCCATCT

TTGCTTTTTC
TTGCTTTTTC
TTGCTTTTTC

2705

m-cDNA ATAGATGTTT AGAATGTATA CATTGACAGG TTATAGACCA TAAAG
ATAGATGTTT AGAATGTATA CATTGACAGG TTATAGACCA TAAAG
ATAGATGTTT AGAATGTATA CATTGACAGG TTATAGACCA TAAAG

a—-cDNA
crt¥YB

TATGTCTCTT
TATGTCTCTT
TATGTCTCTT

CAAGCCGAGA
CAAGCCGAGA
CAAGCCGAGA

AGGGAGATTT
AGGGAGATTT
AGGGAGATTT

TGGACGGAAC
TGGACGGAAC
TGGACGGAAC

CAAACGCCTC
CAAACGCCTC
CAAACGCCTC

TCTTGCCAAA
TCTTGCCAAA
TCTTGCCAAA

TGCGCGAGCT
TGCGCGAGCT
TGCGCGAGCT

CAGTTGCCGG
CAGTTGCCGG
CAGTTGCCGG

CAGCGGAAGA
CAGCGGAAGA
CAGCGGAAGA

TCTTTTTTGT
TCTTTTTTGT
TCTTTTTTGT

TCCTCCTTTC
TCCTCCTTTC
TCCTCCTTTC

TTATCAATCT
TTATCAATCT
TTATCAATCT

1890
GGGCAAGTGC
GGGCAAGTGC
GGGCAAGTGC

1960
GATGGGAACT
GATGGGAACT
GATGGGAACT

2030
TACCTACCAC
TACCTACCAC
TACCTACCAC

2100
CTCGGCCTCA
CTCGGCCTCA
CTCGGCCTCA

2170
AGAAAGCTTC
AGAAAGCTTC
AGAAAGCTTC

2240
CATTCTTATA
CATTCTTATA
CATTCTTATA

2310
ACCTACTGAT
ACCTACTGAT
ACCTACTGAT

2380
ATGGAGGAGA
ATGGAGGAGA
ATGGAGGAGA

2450
ATACCGACAG
ATACCGACAG
ATACCGACAG

2520
TTTCTATTAT
TTTCTATTAT
TTTCTATTAT

2590
CATCGTTTGT
CATCGTTTGT
CATCGTTTGT

2660
AGACAATTCT
AGACAATTCT
AGACAATTCT
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Figura 10. Alineamiento del gen crtYB (GenBank, N° de acceso AJ133646) de la cepa
CBS 6938 con los cDNAs (a-cDNA y m-cDNA) del gen crtYB de la cepa UCD 67-385,
provenientes de un mensajero procesado en forma alternativa y de un mensajero maduro,
respectivamente. Con linea punteada se indican las secuencias ausentes en los cDNAs.
En azul y recuadrados se muestran los sitios de procesamiento alternativo 5° (GT) dentro
del primer intron y 3" (AG) dentro del segundo exdn. Los sitios de procesamiento
adecuado de los intrones se muestran subrayados y en negrita. En amarillo se destaca el
fragmento del primer intron que se conserva en el cDNA debido al procesamiento
alternativo y en rojo se destaca la secuencia del segundo exdn que falta en el cDNA que
corresponde al mMRNA alternativo. Los sitios de inicio y fin de la traduccién se sefialan
en negrita, mientras que en rojo se sefialan las diferencias puntuales entre ambas
secuencias. ElI cambio en el codon AAA — GAA, que se sefiala en un recuadro, lleva a
un cambio del aminoacido Lys a Glu.
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Figura 11. Amplificacion mediante RT-PCR de los cDNAs correspondientes al mMRNA
de actina (act), mMRNA maduro del gen crtYB (mmRNA) y mRNA alternativo del gen
crtYB (amRNA). Se aislaron muestras de RNA total de un cultivo de la cepa UCD 67-
385 (A) y de un cultivo de la cepa atxS2 (B) en distintos tiempos del ciclo de
crecimiento (hrs), los cuales se indican en la parte superior de cada panel. Los productos
de las reacciones para el gen act se corrieron en un gel de agarosa 3 % y se visualizaron
por tincion con bromuro de etidio. Se cargaron volimenes iguales de las reacciones en
cada carril. Los productos de la amplificacion para el gen crtYB se corrieron en un gel de
poliacrilamida 4,5 % y se tifieron con bromuro de etidio. Se cargo el volumen total de
las reacciones en cada carril.
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3.2. Estandarizacion de las condiciones de transcripcion reversa asociada a PCR
(RT-PCR)

Los ensayos de RT-PCR han sido utilizados con éxito en el analisis de los niveles de
mMRNA de genes de carotenogenesis de plantas (Giuliano y cols., 1993; Bartley y
Scolnik, 1993; Josse y cols., 2000) y del alga Haematococcus pluvialis (Grunewald y
cols., 2000) debido a su alta sensibilidad, especialmente Util en el caso de transcriptos
con una baja concentracién celular. En esta tesis se empled dicha metodologia en la
determinacion de los niveles de los mMRNA de carotenogeénesis para la cual se disefiaron
partidores especificos para cada gen. Las secuencias de los partidores 5°— 3 abarcaron
dos exones adjacentes dentro de un gen de forma tal de evitar la amplificacion, si
hubiera, de pequefias contaminaciones de DNA gendmico.

Todos los partidores que se disefiaron para cada gen permitieron la amplificacién de
un Unico producto del tamafio esperado, tanto si se utilizaba como sustrato muestras de
RNA total de distintas fases del ciclo de crecimiento o de distintas cepas (silvestre y
mutantes) (manuscrito en revision). En la figura 12 A se muestran los productos de
amplificacion que se obtuvieron con algunos de los partidores disefiados, para los genes
idi (carril 1), crtYB (carriles 2 y 3) y crtE (carril 4) a los 3 dias de crecimiento de la
levadura. En la figura 12 B se muestra la amplificacién del gen ast a los 2 dias de
crecimiento. En todas las reacciones de RT-PCR se utilizaron partidores especificos para

el gen de actina que se empled como un estandar interno.
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ast

act

Figura 12. Amplificacion mediante RT-PCR de los mensajeros idi, crtE, crtYB, ast y
act. M, marcador de tamafio molecular (100bp). (A) Carriles 1-4, act (970 pb); Carril 1,
idi (669 pb); Carril 2, crtYB (484 pb); Carril 3, crtYB (728 pb); Carril 4, crtE (685pb). Se
cargaron volumenes iguales de las reacciones de PCR en un gel de agarosa 1 % que se
tiid con bromuro de etidio. (B) Carril 1, act (405 pb), ast (638 pb). Los productos se
corrieron en un gel de agarosa 3% Y se tifieron con bromuro de etidio. Entre paréntesis
se indican los tamafios esperados de los productos.

Por otra parte, se estandarizaron las condiciones de RT-PCR segun la cantidad de
cDNA de hebra simple que se utiliz6 en las reacciones de PCR, la cantidad de RNA total

inicial en las reacciones RT y el nimero de ciclos.
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La amplificacion simultdnea de cDNAs act y crtl utilizando como sustrato
volumenes variables de la reaccion RT (cDNA de hebra simple), resulté en cantidades
crecientes de cada producto segun la concentracion inicial de cDNA de hebra simple
(Figura 13 A y B). Por otra parte, la amplificacion simultanea de los cDNAs act e idi,
resulté en una acumulacién exponencial de los productos hasta el ciclo nimero 31
(Figura 13 C).

Por otra parte, la cantidad de producto que se obtuvo con distintas concentraciones
iniciales de RNA total, fue proporcional a la cantidad de RNA total inicial en las
reacciones RT (Figura 14). La respuesta obtenida fue semilogaritmica y esta de acuerdo
con los resultados presentados por Giuliano y cols. (1993) para otro sistema.

Los resultados anteriores permitieron definir las condiciones experimentales de las
reacciones RT-PCR para los estudios realizados posteriormente. Por consiguiente, los
experimentos se realizaron empleando 3 pug de RNA total, 1 o 2 ul de reaccion RT y 28
ciclos de amplificacion.

Adicionalmente, los ensayos de RT-PCR estandarizados segun se ha explicado
anteriormente, fueron validados por PCR en tiempo real. Con este objetivo, se determin6
por esta metodologia, el numero de moléculas de cDNA de los genes act, crtE e idi a

partir de reacciones RT de muestras de RNA de fase exponencial y estacionaria.
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Figura 13. Las condiciones experimentales para las reacciones de RT-PCR se
establecieron para la concentracion de cDNA de hebra simple y el nimero de ciclos. (A)
M, marcador de tamafio molecular (100 pb). EI cDNA act y crtl se amplifico por 28
ciclos con los siguientes volimenes de reaccion RT: 0,5 ul (carril 1), 1 ul (carril 2), 2 ul
(carril 3), 2,5 pl (carril 4) y 3 ul (carril 5). Se corrieron volumenes iguales de las
reacciones en un gel de agarosa 1 % que se tiiid con bromuro de etidio. (B)
Cuantificacion de los productos que se muestran en (A), act (o) y crtl (m). (C)
Amplificacion del cDNA act (o) e idi (a) con distinto nimero de ciclos. Se emplearon 2
ul de reaccion RT para cada punto de la curva.
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Figura 14. Cuantificacion de los productos de RT-PCR luego de 28 ciclos de
amplificacion con diferentes cantidades de RNA total inicial en las reacciones RT (1,4

ug, 2,8 ug, 5,6 ug, 8,4 ug y 14 ug). (A) act (o), crtl (m), crte (*). (B) idi (A), crtYB (A).

La amplificacion por PCR en tiempo real del cDNA de los genes mencionados, tanto
de hebra simple (reaccién RT) como de hebra doble, dio lugar a la formacién de un
unico producto lo cual se puso de manifiesto por el andlisis de las curvas de ‘melting’
(Figura 15A, B y C). Para cada gen se obtuvo un unico producto, puesto que se observa

un dnico pico en la curva de ‘melting’, y ademas este producto tiene la misma Tm tanto
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si se utiliza como sustrato cDNA de hebra simple o doble. La formacion de un Unico
producto de amplificacion por PCR en tiempo real se confirmd por electroforesis en un
gel de agarosa (Figura 15D). La cuantificacion del namero de moléculas de cDNA de los
genes act, crtE e idi por esta metodologia (ver Materiales y Métodos) permitio
establecer un rango entre 10%-10° moléculas/ul de reaccion RT, segin la muestra
analizada.

Luego, se purifico cDNA de doble hebra de los mensajeros act y crtE, se cuantifico el
nimero de moléculas basandose en la medicion de la absorbancia a 260 nm y se
realizaron reacciones de PCR convencional en las condiciones establecidas
anteriormente con partidores internos para cada cDNA. En la figura 16 se observa que la
cantidad de producto obtenida fue proporcional al log del nimero inicial de moléculas, y
dentro de este rango se encuentra el nimero de moléculas presentes en 2 ul de reaccion

RT, segun lo que se habia determinado previamente por PCR en tiempo real.
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Figura 15. Curvas de ‘melting’ del producto de amplificacion obtenido por PCR en
tiempo real del cDNA act (A), idi (B) y crtkE (C). En cada panel se muestran la curva
correspondiente al producto que se obtiene cuando se utiliza como sustrato cONA doble
hebra purificado, reaccion RT y agua (control negativo). (D) Productos de amplificacion
por PCR en tiempo real de los cDNAs de los genes act (carril 1), idi (carril 2) y crtE
(carril 3). Los productos se corrieron en un gel de agarosa 3 % Yy se visualizaron por

tincién con bromuro A= ;ﬁdin
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—10%— — 105— —6x 108 105 __
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Figura 16. Amplificacion de distinto namero inicial de moléculas de cDNA de los genes
act (A) y crtE (B). Los productos se corrieron en un gel de agarosa 3%, se tifieron con
bromuro de etidio y luego se cuantificaron.



57

3.3. Estudios fisiologicos

3.3.1. Crecimiento de la cepa silvestre y dos mutantes sobreproductoras en

matraces

La cepa silvestre y las mutantes sobreproductoras atxS1 y atxS2 se crecieron en
matraces con medio YM durante 3 dias, al cabo de los cuales se determind la
concentracion celular de carotenoides y el nivel de los mensajeros idi, crtg, crtYB y crtl
en relacion al nivel del mensajero act.

Con respecto a la concentracion celular de carotenoides, la produccion de la cepa
atxS1 fue de casi 8 veces la produccion de la cepa silvestre, mientras que la relacion fue
de 4,6 veces en el caso de la cepa atxS2. La expresion relativa de los mensajeros de
carotenogénesis se muestra en la Figura 17. La diferencia méas notoria en la expresion de
los genes de carotenogénesis de la cepas mutantes en relacién a la cepa silvestre, fue en
el nivel del mensajero crtYB. Sin embargo, en el momento en que se hizo este
experimento no se conocia la existencia de mensajeros procesados en forma alternativa,
y por lo tanto, los partidores que se emplearon amplificaron por lo menos dos
poblaciones distintas de mensajeros (maduro y alternativo). Lo mismo es valido para el
caso del mensajero crtl. Con respecto al mensajero crtE, su nivel de expresion es un
47 % mas alto en la cepa atxS1 en relacion a la cepa silvestre, mientras que es un 37 %
mas alto en la cepa atxS2. Puesto que las diferencias en la expresién de los genes de
carotenogénesis en las cepas mutantes en relacion a la cepa silvestre son modestas, y
estan practicamente dentro del error experimental, se decidi6 analizar a lo largo del ciclo
de crecimiento la produccion de carotenoides y el nivel de expresion de los genes de

carotenogénesis en la cepa silvestre y en la mutante atxS2.
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| Sura 17. Nivel de expresion de los mensajeros de carotenogenesis en la cepa silvestre
y en las mutantes atxS1 y atxS2 al cabo de tres dias de crecimiento en medio YM. Cada
mensajero se cuantificd en relacion al mensajero de actina. Se muestran los valores
relativos a los niveles que se encuentran en la cepa silvestre (igual a 1).

3.3.2. Cultivo de la cepa silvestre UCD 67-385 y de la mutante atxS2 en un

fermentador.
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En los siguientes experimentos, la cepa silvestre y la mutante sobreproductora
atxS2 se cultivaron en un fermentador y se analizaron distintas variables a lo largo del
ciclo de crecimiento de la levadura. Se analiz6 la produccién de carotenoides, biomasa
(como recuento del nimero total de células y medicion de densidad Optica), consumo de

glucosa, produccion de etanol, y nivel de expresion de los genes de carotenogénesis.

3.3.2.1. Analisis de la produccién de carotenoides y otras variables a lo largo del

ciclo de vida

En la Figura 18A se muestran las distintas variables analizadas para la cepa silvestre.
Se observa que el aumento del nimero de células estd acompafiado por el consumo de
glucosa, y que ademas hay produccion de etanol. En hongos, la sintesis de etanol es el
resultado del metabolismo fermentativo de la glucosa, donde parte del acido piravico
resultante de la glicélisis es metabolizado a etanol para la regeneracion de NAD oxidado
(NAD"). Durante este periodo de activa produccién de biomasa y sintesis de etanol, la
produccion de carotenoides por unidad de biomasa es baja, e incluso tiende a disminuir.
Es decir, la velocidad de produccién de biomasa es mayor que la velocidad de sintesis de
carotenoides. Sin embargo, cuando se agota la glucosa en el medio de cultivo, la
velocidad de crecimiento baja y se comienza a utilizar como fuente de carbono el etanol
que previamente se produjo, llevando nuevamente a un leve aumento del nimero de

células. Es AR ¥&E=rcricdodeaootamiemtodedz—alm psmnmnduce la
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Figura 18. Produccion de carotenoides por X. dendrorhous UCD 67-385 (A) y de la
mutante atxS2 (B) en medio YM en un fermentador en ‘batch’. Simbolos: (e), nUmero
de células; (V¥), carotenoides; (A), glucosa; (¢), etanol.

Para la produccién de carotenoides durante esta etapa, no sélo debe utilizarse
etanol dado que su concentracion es baja (0,1 %), sino que deberian usarse precursores
sintetizados durante la fase exponencial de crecimiento, o bien, carbohidratos o lipidos
de reserva.

En lo que respecta a la cepa atxS2, también se observa que hay produccién de
etanol durante la fase exponencial de crecimiento, y un posterior consumo del mismo
(Figura 18B). Sin embargo, a diferencia de lo observado con la cepa silvestre, la sintesis
decarotenoides se mantiene aproximadamente constante durante todo el periodo que
contempla el aumento del nimero de células, el agotamiento de la glucosa y el comienzo
del consumo del etanol acumulado durante la fermentacion. Posteriormente, se induce la
sintesis de carotenoides cuando el nimero de células ya no aumenta. En esta etapa, debe
emplearse el etanol que resta en el medio de cultivo y, posiblemente sustancias de
reserva o precursores sintetizados durante la fase exponencial, tal como se menciond en
el caso de la cepa silvestre

En la Tabla 3 se comparan las variables analizadas entre la cepa silvestre y la
mutante. Como puede observarse, el nimero de células que alcanzé el cultivo de la cepa
atxS2 fue un 42 % con respecto a la cepa silvestre, sin embargo el peso seco que alcanz6
la cepa mutante fue un 84,7 % del peso seco de la cepa silvestre. Por otra parte, la

produccién de carotenoides por unidad de biomasa de la cepa mutante fue de 4 veces
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con respecto a la cepa silvestre durante la fase exponencial, mientras que la produccién
de etanol por unidad de biomasa de la cepa mutante resulto ser 2,4 veces la produccién

de la cepa silvestre.

TABLA 3 . Produccion méxima de biomasa, carotenoides y etanol en X. dendrorhous

UCD 67-385 y en la mutante atxS2 por fermentacion en ‘batch’

Silvestre (1) Mutante (2) (2)/(1)
Células (x mL™) 1,26 + 0,061 x 108 | 5,3 + 0,68 x 10’ 0,42
Biomasa
final
Peso seco (mg x mL™) 6,62 + 0,077 5,61+ 0,182 0,847
f. exponencial 42 +0,93 173+5 4,12
Carotenoides
(ngx g™)
f. estacionaria 186 + 7,6 426 + 67 2,3
Produccion de etanol (g x L™?) 1,01 1,54 1,52
Produccidn especifica de etanol 0,214 0,523 2,44
(g x g ! biomasa)
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3.3.2.2. Anélisis de la expresion de los genes de carotenogénesis en la cepa silvestre

UCD 67-385 y en la mutante atxS2

3.3.2.2.1. Gen idi (isopentenil pirofosfato isomerasa)

En la Figura 19A se muestra el nivel de expresion del gen idi a lo largo del ciclo
de crecimiento para la cepa silvestre UCD 67-385. Se observa que su nivel disminuye
gradualmente hasta las 37 horas de cultivo, y que a partir de este momento el nivel de
mensajero disminuye en forma mas acentuada, coincidiendo con un agotamiento de la
glucosa y del etanol del medio de cultivo (Figura 18A). Por otra parte, durante el periodo
de induccion de la sintesis de carotenoides (flecha, Figura 19A) no hay asociado un
aumento del nivel de expresion de este gen.

Con respecto a la cepa atxS2, la cinética de la expresion del gen es similar a la
observada en la cepa silvestre. El nivel del mensajero decae especialmente a partir de las
44 horas de cultivo (Figura 19B), momento en el cual ya no hay glucosa o etanol en el
medio de cultivo (Figura 18B). Por otra parte, tal como se establecié con la cepa
silvestre el periodo de induccion de la sintesis de carotenoides (flecha, Figura 19B) no

esta asociado con un aumento del nivel del mensajero del gen idi.

3.3.2.2.2. Gen crtE (geranilgeranil pirofosfato sintasa)
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El nivel de expresion del gen crtE en la cepa silvestre, aumenta durante la fase
exponencial (Figura 20A). Cuando se induce la sintesis de carotenoides (flecha, Figura
20A), se alcanza el nivel de mensajero méas elevado y se mantiene aproximadamente

constante mientras continla la sintesis de carotenoides.
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Figura 19. Cinética de la expresion del gen idi en la cepa UCD 67-385 (A) y en la cepa
atxS2 (B). La flecha indica el periodo de induccion de la sintesis de carotenoides en
ambas cepas. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de
actina en cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos al mayor valor de la
curva (igual a 1). Simbolos: (), nimero de células; (m) nivel de expresion relativa.
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Figura 20. Cinética de la expresion del gen crtE en la cepa UCD 67-385 (A) y en la
cepa atxS2 (B). La flecha indica el periodo de induccién de la sintesis de carotenoides
en ambas cepas. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de
actina en cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos al mayor valor de la
curva (igual a 1). Simbolos: (e), nUmero de células; (m) nivel de expresion relativa.
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Con respecto a la cepa atxS2, el nivel de expresion de este gen se mantiene
aproximadamente constante a lo largo del ciclo de crecimiento (Figura 20B).

Por otra parte, se comparo el nivel de expresion del mensajero crtE en relacion al
nivel de expresion del mensajero de actina, entre la cepa silvestre y la cepa mutante, en
puntos relevantes del ciclo de crecimiento. La relacion mRNA crtE/mRNA act (0,58) a
las 18,5 hrs de cultivo de la cepa atxS2 es 1,9 veces la relacion que se encuentra a las
13,25 hrs de cultivo de la cepa silvestre (0,31). En los tiempos mencionados de la curva
de crecimiento, el nimero de células es del mismo orden de magnitud en la cepa atxS2 y
en la cepa silvestre (4,9 x 10% y 55 x 10°, respectivamente). Es decir, el nivel del
mensajero en la cepa atxS2 es levemente méas elevado que en la cepa silvestre en
tiempos tempranos del ciclo de crecimiento. Durante la fase estacionaria, el nivel de
expresion de este gen es similar en ambas cepas. Por ejemplo, a las 66 hrs de cultivo de
la cepa atxS2, la relacion mRNA crtE/mRNA act es 0,75, mientras que la misma
relacion en la cepa silvestre a las 51 hrs de cultivo es 0,72 y a las 60 hrs de cultivo es

0,594.

3.3.2.2.3. Gen crtYB (fitoeno-B-caroteno sintasa)

El nivel de expresion del mMmRNA en la cepa silvestre y en la mutante es maximo
durante la fase exponencial (Figura 21A y C), mientras que sus niveles decaen
rapidamente durante la fase estacionaria. Con respecto al amRNA, sus niveles son

también mas elevados durante la fase exponencial (Figura 21B y D).



67

eAle|al ugisaidx3g

106 ¢

@ ~
=] o
=1 -

(7-Tw x) se|njgo 8p osBWNN

eAle|as uoisaidxg

@ ©
o =) o
- -

(- 7w x) sejnjgo ap oseWINN

<

20 30 40 50 60 70

10

20 30 40 50 60 70

10

Tiempo (hrs.)

Tiempo (hrs)

eAle|al ugisaldx3g

o ~
o o o
= — —

(7-Tw x) se|njgo ap o1eWNN

C

eAljejal uoisaidxg

-

50

@ ©
o o o
=1 -

(7-7w x) seNj@2 8p os8WNN

C

20 30 40 50 60 70

10

70

60

20 30 40

10

Tiempo (hrs)

Tiempo (hrs)



68

Figura 21. Cinética de la expresion del gen crtYB en la cepa UCD 67-385 (A, B) y en la
cepa atxS2 (C, D). La flecha indica el periodo de induccion de la sintesis de
carotenoides en ambas cepas. A, C) Nivel de expresion del mMRNA maduro. B, D) Nivel
de expresion del mRNA alternativo. Los niveles de mensajero se normalizaron con el
nivel de mensajero de actina en cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos
al mayor valor de la curva (igual a 1). Simbolos: (), nimero de células; (m) nivel de
expresion relativa.
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Por otra parte, la relacion mmRNA/MRNA act a las 35 hrs de cultivo en la cepa
atxS2 (0,864) es 2,8 veces la relacion mmRNA/MRNA act a las 20 hrs de cultivo de la
cepa silvestre (0,305). Con respecto a la relacion amRNA/MRNA act en la cepa atxS2
(0,27), la misma es 4,2 veces la relacion amRNA/MRNA act (0,064) en la cepa silvestre
en los tiempos de cultivo anteriormente mencionados.

Por consiguiente, deberia determinarse si en la cepa atxS2 hay una concentracion
celular mayor de proteina CRTYB puesto que si bien parece haber una mayor
concentracion de mensajero maduro que en la cepa silvestre, también hay una mayor

concentracion de mensajero procesado en una forma no productiva.

3.3.2.2.4. Gen crtl (fitoeno desaturasa)

El nivel de expresion del mmRNA crtl en la cepa silvestre aumenta en la fase
exponencial, alcanzado su nivel maximo antes del periodo de induccion de la sintesis de
carotenoides (Figura 22A). A diferencia de lo que se observa con la expresion del gen
crtE, el nivel del mensajero maduro decae en el tiempo aunque la concentracion celular
de carotenoides aumenta.

Con respecto al amRNA (Figura 22B), se observa que su nivel también aumenta
durante la fase exponencial. Sin embargo, si bien este mensajero es detectable a las
13,25 horas, su nivel es bajo como para ser cuantificado, mientras que el nivel del
mensajero maduro si puede cuantificarse. Por consiguiente, en tiempos tempranos del
ciclo de crecimiento la proporcion de mensajero maduro es mayor que la de mensajero

alternativo en tiempos posteriores.



70

eAljejal ugisaidxy

108 4
0

(7-7w ) sejn|eo ap oJWINN

eAfje|al ugisaidxy

108

@ ~ ©
o =) o
= -

-

(7-7w x) se|njeo ap oseWNN

<

20 30 40 50 60 70

10

20 30 40 50 60 70

10

Tiempo (hrs)

Tiempo (hrs.)

eAljejal ugisaldxg

o~ -

© ~ ©
o o o
— — —

(7-7w x) sen92 op osownN
eAlejal ugisaidxg

~ -

=) =) =)
Ef E S

(7-7w X) se|n|90 8p oJBWNN

20 30 40 50 60 70

10

20 30 40 50 60 70

10

Tiempo (hrs)

Tiempo (hrs.)



71

Figura 22. Cinética de la expresion del gen crtl en la cepa UCD 67-385 (A, B) y en la
cepa atxS2 (C, D). La flecha indica el periodo de induccion en la sintesis de
carotenoides. A, C) Nivel de expresion del mMRNA maduro. B, D) Nivel de expresion del
MRNA alternativo. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero
de actina en cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos al mayor valor de
la curva (igual a 1). Simbolos: (), nUmero de células; (m) nivel de expresion relativa
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Este hecho queda de manifiesto en la Figura 23A, donde se muestra la cinética del
nivel de mensajero maduro en relacién al nivel del mensajero alternativo (M/A). En la
Figura 23, cada punto de las curvas representa la siguiente relacion: (mmRNA
crtl/mRNA act)/(amRNA crtl/mRNA act), y a su vez estos valores se hicieron relativos
al mayor valor de la curva (igual a 1). Se observa que la relacion M/A disminuye a lo
largo del ciclo de crecimiento, recuperandose parcialmente al final de la fase
estacionaria.  Por consiguiente, en tiempos tempranos de cultivo hay una mayor
proporcion de RNA del gen crtl que es procesado hacia la forma madura y que puede
traducirse a la proteina fitoeno desaturasa. Sin embargo, la proporcion del mensajero
maduro procesado en forma ‘adecuada’ disminuye con la edad del cultivo.

Con respecto a la cepa atxS2 (Figura 22C), el mmRNA alcanza su mayor nivel
antes del periodo de induccion de la sintesis de carotenoides y luego decae
paulatinamente. Por otra parte, durante la fase exponencial el mayor valor de la relacion
mmRNA crtl/mRNA act en la cepa atxS2 es 0,90, mientras que el mayor valor de esta
relacion en la cepa silvestre es 0,47. Por lo tanto, la relacién en la cepa atxS2 es 1,90
veces la relacion en la cepa silvestre.

En el caso del mensajero alternativo en la cepa atxS2 (Figura 22D), su nivel es
méaximo en dos momentos del ciclo de crecimiento. Cuando se analiza la relacion M/A
(Figua 23B) se observa que la relacion disminuye a lo largo del tiempo. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en la cepa silvestre, la proporcion de mensajero maduro
experimenta un leve aumento durante el periodo de induccion de la sintesis de

carotenoides.
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Figura 23. Cinética de la expresion del mensajero maduro del gen crtl (mmRNA) y del
mensajero alternativo (amRNA) del mismo gen, en las cepas UCD 67-385 (A) y atxS2
(B). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en
cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos al mayor valor de la curva
(igual a 1). Simbolos: (e), nmero de células; ([]), proporcion mmRNA/amRNA
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3.3.2.2.5. Gen ast (astaxantina sintetasa)

La expresion del gen ast en la cepa silvestre aumenta durante la fase exponencial
alcanzando su maximo cuando se induce la sintesis de carotenoides (Figura 24A). Sin
embargo, el aumento en la expresion es transiente puesto que a partir de las 27 horas de
cultivo el nivel baja paulatinamente. Con respecto a la cepa atxS2, el nivel méximo de
mensajero se alcanza previamente a la induccion de la sintesis de carotenoides (Figura
24B).

Luego se analizo el nivel de expresion del mensajero ast en relacion al nivel de
expresion del mensajero de actina en distintos momentos del ciclo de crecimiento para
ambas cepas. A las 18,5 hrs de cultivo de la cepa atxS2, la relacion mRNA ast/mRNA
act (0,442) es 2,3 veces la relacion que se encuentra en la cepa silvestre a las 13 hrs de
cultivo (0,194). Ademas, en la fase estacionaria la expresion del gen ast es mas elevada
en la cepa atxS2. Por ejemplo, a las 66 hrs de cultivo de la cepa atxS2, la relacién
mRNA ast/mRNA act (0,338) es 2,9 veces la relacién que se encuentra en la cepa
silvestre a las 60,5 hrs (0,12). Por consiguiente, el nivel del mensajero ast en la cepa
mutante es méas del doble del nivel alcanzado en la cepa silvestre, tanto al inicio como al
final del ciclo de crecimiento. Sin embargo, el nivel maximo que se alcanza en la cepa
silvestre es similar al nivel maximo de la cepa mutante (MRNA ast/mRNA act, 0,50 y

0,63, respectivamente).
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Figura 24. Cinética de la expresién del gen ast en la cepa UCD 67-385 (A) y en la cepa
atxS2 (B). La flecha indica el periodo de induccion de la sintesis de carotenoides en
ambas cepas. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de
actina en cada punto, y a su vez, estos valores se hicieron relativos al mayor valor de la
curva (igual a 1). Simbolos: (), numero de células; (m) nivel de expresion relativa.
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4. DISCUSION

4.1. Andlisis de la estructura y origen del primer intron de los genes crtYB y crtl

Como se sefial6 en la Introduccidn, en los hongos carotenogénicos pertenecientes a
los grupos taxonomicos zigomicetes, ascomicetes y basidiomicetes, las actividades
fitoeno y B-caroteno sintasa estan presentes en una misma proteina. EI dominio fitoeno
sintasa muestra similitud con las fitoeno sintasas presentes en otros organismos,
mientras que el dominio licopeno ciclasa pertenece a una nueva clase de ciclasa descrita
en bacterias actinomicetes (Gram +) (Krubasik y Sandmann, 2000b).

El alineamiento de la proteina fitoeno-B-caroteno sintasa de hongos y el anélisis de
la posicion que ocupan los intrones indica que ningun intron es compartido por los tres
grupos taxondémicos, y por lo tanto serian de un origen mas reciente que la secuencia
codificante (Figura 25A). El dnico intron que comparten los hongos Mucor
circinelloides y Phycomyces blakesleeanus pudo haberse adquirido luego de la
separacion entre zigomicetes y el ancestro comun a asco y basidiomicetes (Alexopoulos
y cols., 1996). Por otra parte, Neurospora crassa, Gibberella fujikuroi y X. dendrorhous
comparten el primer intron que por consiguiente, se habria adquirido antes de la
separacion de asco y basidiomicetes.

El origen comdn del primer intrén de este gen en asco y basidiomicetes no solo se
pone de manifiesto al analizar su posicién, sino también cuando se compara su secuencia

(Figura 25B).
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Figura 25. Analisis del primer intron del gen de la fitoeno-B-caroteno sintasa de hongos.
(A) Esquema de la proteina fitoeno-p-caroteno sintasa de los hongos Mucor
circinelloides (Mc), Phycomyces blakesleeanus (Pb), Neurospora crassa (Nc),
Gibberella fujikuroi (Gf) y Xanthophyllomyces dendrorhous (Xd). Los triangulos
sefialan la posicién relativa de los intrones en la secuencia nucleotidica. (B)
Alineamiento del primer intron y de las secuencias exonicas vecinas del gen de la
fitoeno-B-caroteno sintasa de hongos. El sitio 5° de ‘splicing’ alternativo dentro del
intron esta recuadrado. En amarillo se sefialan las bases del intron que estan conservadas
entre X. dendrorhous y N. crassa o G. fujikuroi. En azul se sefiala la traduccion del
extremo 5°del intron que muestra similitud con madurasas K y que solo se conserva en
X. dendrorhous. En verde se sefialan los aminoacidos idénticos entre X. dendrorhous y
N. crassa o G. fujikuroi en las secuencias exdnicas aledafas.
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X. dendrorhous comparte con N. crassa y, en menor grado, con G. fujikuroi un
fragmento del intron 1. Sin embargo, el intron de X. dendrorhous es mas largo que en
ascomicetes, lo cual indica que en N. crassa y, en mayor grado en G. fujikuroi, ha sido
delecionada una porcion méas grande de secuencia intronica. lgualmente interesante,
resulta el hecho que en los ascomicetes no se encuentra el sitio de procesamiento
alternativo 5” (GT) que se ha descrito en este trabajo para X. dendrorhous, por lo cual no
presentarian esta forma de procesamiento.

Por otra parte, la traduccién del primer intron de X. dendrorhous en uno de sus
marcos de lectura (Figura 25B) dio un pequefio péptido de 14 aminoacidos que muestra
similitud con el extremo amino-terminal de madurasas K, proteinas que estan
codificadas en el genoma de cloroplastos de plantas. Las madurasas participan en el
‘splicing’ de intrones tipo II y estan codificadas en dichos intrones, ya sea en el extremo
5" 0 en una region denominada dominio IV (Vogel y cols., 1997; Mohr y cols., 1993). Se
ha postulado que los intrones tipo II, clasificados como retroelementos dado que
codifican ademas para una actividad de transcriptasa reversa y una endonucleasa, serian
los ancestros de los intrones nucleares (Michel y Ferat, 1995). Los intrones tipo Il, dada
su capacidad de integracion en sitios homologos o ectdpicos, se encuentran distribuidos
en genes que codifican para rRNA, tRNA o mRNAs en organelos de hongos, plantas y
protistas. Ademas se han encontrado en bacterias, asociados a plasmidos o transposones,
y recientemente, a un integrén que confiere multiresistencia a antibiéticos, hecho que

remarca su movilidad (Bonen y Vogel, 2001; Centrén y Roy, 2002).
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El alineamiento de distintas madurasas K con el péptido codificado por el intron (Figura
26) muestra que la similitud se encuentra en una sub-region conservada dentro del extremo
amino-terminal cuya funcién es desconocida hasta el momento.

Dados los antecedentes y resultados mencionados, puede decirse que X. dendrorhous
conserva en el extremo 5” del primer intrén del gen crtYB, una secuencia que seria una huella del
posible origen de dicho intrén en uno del tipo Il. Llamativamente, esta secuencia se ha perdido en
ascomicetes, seria entonces interesante conocer la secuencia del gen homdlogo en otros
basidiomicetes carotenogenicos. Esta informacidn permitiria establecer si se conserva el extremo
5 del intron junto con el sitio de procesamiento alternativo en otros basidiomicetes o si por el
contrario, es una caracteristica de X. dendrorhous.

El analisis de la estructura del primer intrén del gen crtl muestra resultados similares a los
que se obtuvieron con el gen crtYB. La posicién del intron (Figura 27A) indica que se adquirio
luego de la separacion de los zigomicetes y antes de la separacién de asco y basidiomicetes.
Ademas, el alineamiento de este intrén (Figura 27B) muestra que X. dendrorhous conserva una
secuencia en el extremo 5° que no esta en ascomicetes quienes tampoco conservan el sitio de
procesamiento alternativo 3" (AG). La traduccién del intrén en uno de sus marcos de lectura da
un pequefio fragmento (13 aminoéacidos) en el extremo 5 con similitud a un putativo
retroelemento de Oryza sativa. Similarmente, como se establecié con el gen crtYB, seria

interesante conocer la estructura del intron en otros basidiomicetes.
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Figura 26. Alineamiento parcial de madurasas K. En amarillo se sefialan los aminoacidos
perfectamente conservados en las secuencias analizadas y en la Gltima fila se indica el
numero de aminoacidos variables en cada posicion. En la primera fila se muestra la
traduccion parcial del primer intron del gen de la fitoeno-B-caroteno de X. dendrorhous y
con asteriscos se indican los aminoacidos idénticos o similares a los de madurasas K. Z.1.,
Zoegea leptaurea, A.., Atractylodes japonica, A.ch., Atractylodes chinensis, A.Kk.,
Atractylodes koreana, T.s., Tetracentron sinense, C.e., Cousinia esfandiarii, A.c.,
Atractylis cancellata, A.o., Acantholepis orientalis, T.s.,Thevenotia scabra, E.s., Echinops
spinosissimus, C.b., Centaurea behen, X.i., Xeranthemum inapertum, C.l., Carlina lanata,
S.m., Silypbum marianum, J.c., Jurinea cyanoides, A.c., Aegialophila cretica, A.p.,
Aetheopappus pulcherrimus, C.d., Carduncellus duvauxii, C.c., Carduus carlinoides, C.o.,
Carthamus oxyacanthus, Ch.m., Cheirolophus mauritanicus, C.p., Cirsium palustre, F.b.,
Femeniasia balearica, G.k., Gerbera kunzeana, O.l., Onopordum leptolepis, O. c., Outreya
carduiformis, P.a. Picnomon acarna, P.a., Ptilostemon afer, S.c., Serratula coronata, S.m.,
Silybum marianum, St.c., Stizolophus coronopifolius, T.l., Tyrimnus leucographus
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Figura 27 Analisis del primer intron del gen de la fitoeno desaturasa de hongos. (A)
Esquema de la proteina fitoeno desaturasa de los hongos Mucor circinelloides (Mc),
Phycomyces blakesleeanus (Pb), Neurospora crassa (Nc), Gibberella fujikuroi (Gf) y
Xanthophyllomyces dendrorhous UCD 67-385 (Xd). Los triangulos sefialan la posicion
relativa de los intrones en la secuencia nucleotidica. (B) Alineamiento del primer intrén
y de las secuencias exdnicas vecinas del gen de la fitoeno desaturasa de hongos. El sitio
3" de ‘splicing’ alternativo dentro del intrén estd recuadrado. En amarillo se sefalan las
bases del intron que estan conservadas entre X. dendrorhous y N. crassa o G. fujikuroi.
Los asteriscos indican las mutaciones C—A, T—G en la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous en relacion con la secuencia de la cepa CBS 6938 (GenBank, nimero de
acceso Y15007). La secuencia subrayada esta duplicada en la cepa CBS 6938 mientras
que en la cepa UCD 67-385 una de las secuencias tiene la mutacion C—A. En azul se
sefiala la traduccion del extremo 5°del intron que muestra similitud con una transposasa
putativa de Oryza sativa (GenBank, numero de acceso AC0844748).
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Por otra parte, la cepa UCD 67-385 presenta dos diferencias en la secuencia
nucleotidica de la segunda mitad del intron del gen crtl, en relacion con la secuencia
publicada de la cepa CBS 6938 (Figura 27B). Estas mutaciones estan presentes en el
cDNA de los clones 41 y 43. Ademas, se encuentran en el gen gendmico de esta cepa
(Leodn, 2000). Puede especularse que los cambios C - A y/o T — G podrian afectar
el “splicing’ en la cepa UCD 67-385. La A subrayada en la secuencia ATCACTTG de
la segunda mitad del intrén, podria ser un sitio de ‘branching’ en el sitio AG adecuado
de ‘splicing’. Sin embargo, la mutacion en la C sefialada con un asterisco pudo haber
empeorado la seleccion de esa A como sitio ‘branching’ en la cepa UCD 67-385. Por
otra parte, la secuencia ATCACTTG se encuentra repetida en la primera mitad del intron
(Figura 14B), este hecho y la presencia de la mutacién, pueden haber ocasionado la
seleccion del sitio de procesamiento AG alternativo. Inclusive, en la cepa UCD 67-385
se podria haber generado un nuevo sitio de ‘branching’ en la A subrayada de la
secuencia CTCGTG AC para el procesamiento en el sitio AG adecuado, debido a la
mutacion T— G (sefialada con un asterisco). Verdoes y cols. (1997) analizaron la
estructura del gen gpd y concluyeron que las secuencias consenso de ‘splicing’ en X.
dendrorhous estan poco conservadas y se parecen a las secuencias degeneradas descritas
en hongos (NPUCTPUAC). La comparacion de la secuencia del primer intron del gen
que codifica para la fitoeno desaturasa de hongos (Figura 27B) sugiere que X.
dendrorhous podria haber acumulado mutaciones en la secuencia ATCAAT puesto que
N. crassa y G. fujikuroi en la posicion equivalente tienen una secuencia que se ajusta al

consenso (NPUCTPUAC). De esta forma, la mutacion C — A en la cepa UCD 67-385
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seria la mas reciente. Se ha establecido que las secuencias de ‘branching’ pueden diferir
del consenso en grados variables y que deben existir otras sefiales ademas de la
secuencia que permitan la seleccion del sitio adecuado de ‘branching’ (Harris y
Senapathy, 1990). Davis y cols. (2000), examinaron en forma experimental las
predicciones de sitios de ‘splicing” de 87 intrones de proteinas no-ribosomales de
Saccharomyces cerevisiae. Estos autores encontraron que las predicciones eran correctas
en menos del 80 % de los casos, a pesar que las sefales de ‘splicing’ en S. cerevisiae
estan conservadas.
En resumen, la seleccion de un nuevo sitio de ‘branching’ en la cepa UCD 67-385

daria cuenta de la alta proporcién de mensajero alternativo encontrado en una muestra de

RNA de fase estacionaria.

4.2. Analisis de los mensajeros procesados en forma alternativa

Como se ha sefialado en Resultados, la traduccion de los dos mensajeros
procesados en forma alternativa genera codones de término de la traduccién en toda la
secuencia. Sin embargo, en ambos casos se restaura el marco de lectura a partir de un
codon de inicio de la traduccidn rio abajo del sitio de inicio correcto. Se podria sintetizar
entonces, a partir del mensajero alternativo del gen crtl, una proteina trunca sin 81
aminoacidos del extremo amino-terminal (Figura 28). En el caso del mensajero
alternativo del gen crtYB, el marco de lectura se reestablece a partir de un codén AUG
gue conduciria a la sintesis de una proteina que carece de 153 aminodacidos del extremo

amino-terminal (Figura 29). En relacion con este aspecto, en el hongo Neurospora
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Figura 28. Alineamiento de las secuencias de la proteina fitoeno desaturasa de los
hongos Mucor circinelloides (Mc), Phycomyces blakesleeanus (Pb), Gibberella fujikuroi
(Gf), Neurospora crassa (Nc) y Xanthophyllomyces dendrorhous (Xd). Las flechas
sefialan la posicion de los intrones en la secuencia nucleotidica para cada género. La
secuencia resaltada corresponde al dominio de unioén a nucledtido. En rojo se destacan
los aminoacidos idénticos en las cuatro proteinas. El asterisco indica la posicion en la
cual se restaura el marco de lectura en el mensajero procesado alternativamente en X.
dendrorhous.
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Figura 29. Alineamiento de las secuencias de la proteina fitoeno-B-caroteno sintasa de

los hongos Mucor circinelloides (Mc), Phycomyces blakesleeanus (Pb), Gibberella

fujikuroi (Gf), Neurospora crassa (Nc) y Xanthophyllomyces dendrorhous (Xd). Las
flechas sefialan la posicion de los intrones en la secuencia nucleotidica para cada género.
En rojo se destacan los aminoacidos idénticos en las cuatro proteinas. La secuencia en
negrita corresponde a dos dominios conservados en fitoeno sintasas de diversos
organismos y los puntos indican los aminoacidos presentes la escualeno sintasa humana
y de S. cerevisiae. El asterisco indica la posicion en la cual se restaura el marco de
lectura en el mensajero procesado alternativamente en X. dendrorhous.
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crassa se ha descrito la sintesis de la proteina GGPP sintasa a partir de dos codones
AUG internos (Vittorioso y col., 1994). Estas versiones truncas de la enzima GGPP
sintasa de N. crassa son aln activas puesto que retienen las regiones conservadas con
otras preniltransferasas que definirian los dominios funcionalmente importantes. Sin
embargo, el andlisis de la estructura de la fitoeno desaturasa y de la fitoeno-f3-caroeno
sintasa indicaria que estos casos no son similares. El analisis de la secuencia del gen crtl
muestra un motivo de union a dinucleétido (FAD o NAD(P)) en el extremo 57, region
muy conservada en fitoeno desaturasas de bacterias, cianobacterias, algas, plantas y
hongos (Figura 28) (Verdoes y col., 1999; Armstrong, 1994; Hirschberg, 1998).
Ademaés, se ha demostrado experimentalmente, la necesidad de cofactores en las
reacciones de desaturacion (Fraser y col., 1992; Britton, 1998). Por otra parte, esta
enzima esta asociada a membranas (Cunningham y Gantt, 1998). En la fitoeno
desaturasa de X. dendrorhous se han definido al menos 7 regiones hidrofobicas, dos de
las cuales se encuentran en la porcién amino-terminal (Ledn, 2000).

Dada la naturaleza hidrofobica del sustrato (fitoeno) y producto (licopeno) de esta
enzima es razonable suponer que la forma activa estd unida a membrana. En
concordancia con estos resultados, en cromoplastos de Narcissus pseudonarcissus se
encuentra una forma soluble e inactiva de la enzima fitoeno desaturasa, mientras que la
forma activa se encuentra fuertemente asociada a membrana y uniendo FAD (Al-Babili
y col., 1996). Estos autores demostraron ademas que la proteina puede unirse a
membrana en ausencia de FAD, pero este proceso es improductivo dado que en estas

condiciones la proteina unida a membrana resulta inactiva. Por consiguiente, segun los
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antecedentes mencionados seria poco probable que a partir del mensajero alternativo del
gen crtl se genere una forma trunca y activa de la proteina.

Con respecto a la enzima fitoeno-caroteno sintasa, una proteina trunca sin 153
aminoacidos del extremo amino-terminal no tendria actividad licopeno ciclasa (Verdoes
y col., 1999). En cuanto a la funcién fitoeno sintasa, los dominios importantes se
encuentran en el extremo carboxilo-terminal (Figura 29). Estos dominios estan
conservados incluso en escualeno sintasas que catalizan una reaccién similar, como es la
condensacion de farnesildifosfato (Cis) a escualeno (Cszo) (Summers y col., 1993;
Hirschberg, 1998). Por consiguiente, una proteina trunca en su extremo amino-terminal
podria tener actividad fitoeno sintasa. Sin embargo, Verdoes y cols. (1999) construyeron
una forma trunca de la proteina en su extremo 5 a partir de un cDNA con una delecion
hasta el nucledtido de la posicién 514, esta version trunca sélo conserva un 30 % de la
actividad fitoeno sintasa, en un sistema de E. coli. Por otra parte, en X. dendrorhous
nunca se han obtenido mutantes que acumulen licopeno. Ambos resultados indican por
lo tanto que la proteina tiene regiones comunes importantes para ambas actividades. En
conclusion, los antecedentes mencionados indican que también es poco probable que se
produzca una forma trunca y activa de la fitoeno-B-caroteno sintasa a partir del
mensajero alternativo. Otra evidencia experimental que avala esta conclusién, consiste
en los resultados presentados por Verdoes y col. (1999a y 1999b). Estos autores
transformaron con una biblioteca de cDNA de X. dendrorhous, una cepa de E. coli que
portaba los genes de la via metabolica menos aquellos que deseaban clonar. Los

transformantes, que se distinguen porque forman colonias coloreadas debido a la sintesis



91

de carotenoides, tenian cDNAs que corresponden a mRNASs procesados en la forma
correcta. En resumen, los mensajeros alternativos de los genes crtl y crtYB no serian
traducidos a variantes truncas de las proteinas CRTI y CRTYB, hecho que sin embargo,
habria que demostrar experimentalmente.

Seglin se ha descrito en la literatura, el ‘splicing’ alternativo de un transcripto
primario ocurre en sitios 5° 0 3" alternativos generando un transcripto maduro que
conserva 0 deleciona exones internos, lo cual conduce a distintas variantes de una
proteina. Este proceso esta regulado de forma tal que cierta via de ‘splicing’ ocurre s6lo
en condiciones particulares, por ejemplo el ‘splicing’ alternativo de mensajeros que
codifican para proteinas que determinan el sexo en Drosophila melanogaster (Lewin,
2000). Sin embargo, los mensajeros procesados en forma alternativa descritos en este
trabajo presentan codones de término de la traduccion prematuros. Estos mensajeros
aberrantes que podrian resultar en proteinas truncas, son rapidamente degradados en
levaduras, mamiferos y en C. elegans (Czaplinski y cols., 1999). En contraste, los
mensajeros alternativos crtl y crtYB se detectaron en distintos momentos del ciclo de
crecimiento de la levadura y en altos niveles, en el caso del gen crtl, de un total de 28
clones de cDNA analizados, 16 clones tenian el cDNA alternativo. Puede especularse
que dichos mensajeros son simplemente errores del proceso de ‘splicing’, sin embargo
dadas las diferencias anteriormente mencionadas con otros sistemas, la sintesis de estos
mensajeros podria tener una funcion regulatoria. En el caso del gen crtl, se determind
que la proporcién de mensajero alternativo aumenta con la edad del cultivo de la
levadura. Con respecto al gen crtYB, durante la fase exponencial de crecimiento la

cinética de expresion del mensajero maduro y del mensajero alternativo es similar,
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aunque durante la fase diauxia-estacionaria sus niveles bajaron mucho como para poder
ser cuantificados por el método empleado. La proporcion mensajero maduro/alternativo
de los genes crtl y crtYB podria variar dependiendo de condiciones ambientales o
fisiologicas tales como la fase de crecimiento del cultivo, como ha sido establecido para
el caso del gen crtl. Al respecto, en el nematodo Caenorhabditis elegans el ‘splicing’ del
RNA de la proteina ribosomal RPL-12 es un proceso regulado conduciendo a
transcriptos productivos y no productivos (Mitrovich y Anderson, 2000). En este caso, la
proteina RPL-12 parece autoregular el ‘splicing’ de su propio RNA a una forma no
productiva dependiendo de la concentracion celular de la proteina. Los resultados
obtenidos en este trabajo, indicarian que durante la fase de crecimiento es cuando se
arman los complejos multienziméaticos que sintetizan astaxantina. El ‘splicing’ hacia
formas no productivas de mensajeros podria ser un mecanismo para bajar la sintesis de
las enzimas de carotenogénesis. Puede especularse que si los mensajeros alternativos son
transportados desde el nucleo al citoplasma, podrian competir con los mensajeros
maduros por la union con los ribosomas, de forma tal de reducir la probabilidad de los
ribosomas de unirse a los mensajeros maduros.

Seria relevante determinar si otras cepas, especialmente la cepa CBS 6938 cuyos
genes de carotenogénesis estan secuenciados, presentan esta forma de procesamiento en
los genes crtYB y crtl, y cual seria la proporcion de mensajero maduro/alternativo en
fase exponencial y estacionaria. Por otra parte, seria interesante estudiar si la forma de
procesamiento descrita en este trabajo se encuentra en otros hongos basidiomicetes

carotenogénicos.
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4.3. Andlisis de la produccién de carotenoides y otras variables a lo largo del ciclo
de vida

La produccion de carotenoides por unidad de biomasa a lo largo del ciclo de
crecimiento de la cepa silvestre, se indujo cuando la glucosa se agotd en el medio de
cultivo, y cuando comenz6 a utilizarse el etanol que se sintetizd durante la fase
exponencial de crecimiento. Ademas, la sintesis de carotenoides fue baja e incluso,
tendio a disminuir durante la fase exponencial (Figura 18A). Segun Johnson y Lewis
(1979), la concentracién celular de carotenoides y astaxantina, se incrementa junto con
la produccion de biomasa a lo largo del ciclo de crecimiento, aunque los autores sefialan
que sus resultados contrastan con los obtenidos con otros hongos carotenogeénicos, en los
cuales la produccién de carotenoides ocurre cuando el crecimiento se detiene. Por otra
parte, seguin Johnson y Schroeder (1995) la sintesis de astaxantina en X. dendrorhous se
incrementa después del crecimiento activo de la levadura. Por consiguiente, existe una
discrepancia entre estos resultados, lo cual podria deberse a que dichos autores utilizaron
en sus experimentos la cepa silvestre UCD 67-210 y en esta tesis se utilizd la cepa
silvestre UCD 67-385. Ademas, las diferentes condiciones de cultivo empleadas,
especialmente en lo referente a fuente de carbono, nitrégeno, y nivel de oxigenacion de
los cultivos, también podrian explicar las diferencias encontradas. Por otra parte, en
experimentos anteriores de nuestro laboratorio se ha observado que la produccion de
carotenoides aumenta con la edad de los cultivos, resultados que coinciden con los
obtenidos en este trabajo. En coincidencia con estas observaciones, Fang y Cheng

(1993) cultivaron la cepa CBS-6938 en medio YM a 22 °C y encontraron que la
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produccién de astaxantina se incrementa con menores velocidades de crecimiento, es
decir la produccion de astaxantina no esta asociada al crecimiento.

Yamane y cols. (1997), establecieron que durante la fase exponencial temprana la
tasa de produccion de astaxantina (ug/g/h) tiene una relacién lineal inversa con la
produccién de etanol. Es decir, bajo un metabolismo fermentativo disminuye la
concentracion celular de astaxantina. Aunque estos autores no realizaron una cinética de
la produccion de carotenoides y etanol, nuestros resultados también indicarian que un
metabolismo totalmente respiratorio, en este caso cuando se utiliza como fuente de
carbono etanol, favorece un aumento de la concentracion celular de carotenoides. En
nuestros experimentos, el consumo de etanol esta asociado con la entrada a una fase
diauxia-estacionaria de crecimiento, y por lo tanto son necesarios otros experimentos
para clarificar este punto. En particular, seria interesante estudiar cual es la
concentracion celular de carotenoides en fase exponencial y en fase estacionaria
utilizando fuentes de carbono no-fermentables como succinato.

Johnson y Lewis (1979) también sostienen que un metabolismo aerobio favorece la
produccién de astaxantina, dado que fuentes de carbono como succinato que s6lo son
utilizadas en forma aerdbica, permitieron una alta produccion de astaxantina. Sin
embargo, la adicién de 0,2 % de etanol en cultivos de medio YM de la cepa silvestre
UCD 67-385, no incremento la concentracion celular de carotenoides, aunque si lo hizo
en cepas mutantes (Gu y cols., 1997). Probablemente, la discrepancia con nuestros
resultados radique en que Gu y cols. agregaron etanol junto con glucosa, y la levadura

utilizaria preferentemente glucosa como fuente de carbono y no etanol. Ademas, dichos
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autores no determinaron etanol residual en el medio de cultivo, y por consiguiente no se
puede determinar cuanto se consumio efectivamente

En cuanto a la cepa atxS2, puede decirse que la produccion de carotenoides esta
desregulada con respecto a la cepa silvestre puesto que desde el inicio del ciclo de
crecimiento, la concentracion celular de carotenoides es mayor, especialmente durante la
fase exponencial (Tabla 3). Por otra parte, el nimero de células del cultivo de la cepa
atxS2 fue un 42 % del numero de células del cultivo de la cepa silvestre. Posiblemente,
el hecho de que la sintesis de carotenoides esté desregulada tenga como consecuencia la
produccién de un menor nimero de células, puesto que la sintesis de carotenoides
demanda recursos celulares que no estan disponibles para otras vias metabdlicas. Miura
y cols. (1998) introdujeron los genes de carotenogénesis de Erwinia uredovora
necesarios para la sintesis de licopeno en Candida utilis, la cual es una levadura que no
sintetiza carotenoides. La cepa de C. utilis modificada genéticamente produjo licopeno,
aungue con una menor sintesis de ergosterol, posiblemente porque el flujo de farnesil
pirofosfato fue hacia la via de sintesis de carotenoides. Ademaés, la velocidad de

crecimiento de esta cepa fue la mitad de la velocidad de crecimiento de la cepa control.

4.4. Analisis de la expresion de los genes de carotenogénesis

El anélisis de la expresion de los genes de carotenogénesis en la cepa UCD 67-385
permite establecer que los niveles de los mensajeros son maximos durante el periodo de
induccidn de la sintesis de carotenoides, sin embargo este aumento es transitorio puesto

que sus niveles disminuyen posteriormente, excepto en el caso del gen crtE. A partir de
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la fase exponencial tardia, la concentracion celular de carotenoides aumenta aunque los
niveles de casi todos los MRNA de los genes de carotenogénesis disminuyen.

Con respecto a la cepa atxS2, los niveles de mensajeros de los genes crtE, crtl y
ast son aproximadamente el doble de los niveles que se determinaron en la cepa silvestre
durante la fase exponencial temprana. Estas diferencias en el nivel de expresion podrian
explicar al menos en parte, que la produccidn de carotenoides en la cepa atxS2 esté
desregulada desde el inicio del ciclo de crecimiento. Durante la fase estacionaria, el
nivel del mensajero ast en la cepa atxS2 es casi 3 veces el nivel que se encuentra en la
cepa silvestre y ademas, su nivel permanece elevado durante méas tiempo en la mutante
(Figura 24).

Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que los genes crtE, crtl y ast
podrian estar sujetos a represion por glucosa. Al respecto, la produccién de carotenoides
por unidad de biomasa en la cepa UCD 67-385 fue mayor cuando se utiliz6 como fuente
de carbono celobiosa o etanol que cuando se utilizé glucosa (An y cols., 1989). Ademas,
segun Johnson y Lewis (1979), la levadura produjo méas astaxantina por unidad de
biomasa cuando se utilizaron fuentes de carbono distintas a glucosa.

Los estudios realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae indican que en
presencia de glucosa, y puesto que la glicdlisis es la via principal para obtener energia,
disminuyen los niveles de mensajeros tanto de las enzimas que metabolizan otras fuentes
de carbono, como de la mayoria de las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, de
la gluconeogénesis, de la cadena respiratoria, de la B-oxidacion peroxisomal y alcohol

deshidrogenasa Il (Entian y Schiiller , 1997; Gancedo, 1998). Aunque en algunos casos
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los niveles de los mensajeros de los genes sujetos a represion catabdlica se regulan a
nivel de su estabilidad, la forma de regulacion predominante es a nivel transcripcional
(Gancedo, 1998). En presencia de fuentes de carbono no-fermentables, la forma de
obtencion de energia es a través de las mitocondrias, y por consiguiente, los genes que
codifican para citocromos (cadena respiratoria) y enzimas del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos estan desreprimidos (Entian y Schiller, 1997; Kal y cols., 1999).

Considerando lo que se sabe sobre metabolismo del carbono en S. cerevisiae, los
genes crtE, crtl y ast de X. dendrorhous podrian estar regulados a nivel transcripcional
por glucosa. Es interesante el hecho que la concentracion celular de carotenoides
aumenta cuando la glucosa se ha agotado en el medio de cultivo, y se utiliza etanol como
fuente de carbono (no-fermentable) (Figura 18A y B). Puede especularse que en esta
levadura los niveles de los mensajeros de enzimas mitocondriales también podrian estar
sujetos a represion catabolica.

Por otra parte, en X. dendrorhous se ha observado que un aumento en la
oxigenacion de los cultivos evita la sintesis de etanol e induce una mayor concentracion
celular de carotenoides (Yamane y cols., 1997). Es decir, bajo condiciones de
oxigenacion no limitantes, el nivel de expresion de los genes de carotenogenesis podria
responder a la concentracion de oxigeno en el medio de cultivo. Al respecto, en S.
cerevisiae la presencia de oxigeno induce a nivel transcripcional los genes que codifican
para enzimas mitocondriales y enzimas involucradas en proteccion contra estrés
oxidativo (catalasas y superdxido dismutasas) (Kwast y cols., 1998). Muchos de estos
genes en S. cerevisiae estan regulados por un activador transcripcional, el complejo

Hap2/3/4/5p, que responde a la presencia de oxigeno y a fuentes de carbono no
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fermentables en el medio de cultivo. Dada la estrecha relacion entre metabolismo del
carbono, carotenogénesis y nivel de oxigenacion en X. dendrorhous, puede especularse
que los genes de carotenogenesis (a excepcion del gen idi) y los genes de las enzimas
mitocondriales podrian responder a un regulador transcripcional global de carbono y
oxigeno.

El hecho que la carotenogénesis en X. dendrorhous se induzca bajo un
metabolismo aerébico podria relacionarse con las propiedades antioxidantes de los
carotenoides, especialmente de la astaxantina. Se ha establecido que los radicales libres
del oxigeno son un sub-producto del metabolismo aerobio y que las mitocondrias son la
fuente principal de oxidantes puesto que consumen aproximadamente el 85 % del
oxigeno utilizado por las células (Shigenaga y cols., 1994; Bailey y Cunningham, 2001).
Schroeder y Johnson (1993) sostienen que X. dendrorhous no posee la forma citosolica
de la superdxido dismutasa y los carotenoides podrian compensar esta ausencia. Por
otra parte, tal como se menciond en la introduccion, la sintesis de carotenoides podria
ser un mecanismo de defensa en X. dendrorhous frente a compuestos oxidantes
sintetizados en las plantas donde son simbiontes.

Con respecto a la expresion del gen crtYB, se observo que presentaria una cinética
bifasica tanto en la cepa silvestre como en la mutante atxS2. Este resultado habria que
confirmarlo con un nuevo experimento donde se analicen muestras de fase exponencial
en periodos de tiempo mas cortos. En Mucor circinelloides, la expresion del gen carRP,
gue es el homologo del gen crtYB de X. dendrorhous, responde a la iluminacién con luz
azul. La exposicion del micelio a un pulso de luz azul de 10 seg (0,1 Wm? 0 4 Wm?) o

de 4 min (4 Wm?) y posteriormente, la exposicion durante distintos tiempos en
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oscuridad, produjo una cinética biféasica del nivel del mensajero carRP (Velayos y cols.,
2000). En este caso, los autores no aportan ninguna interpretacion a cerca de la cinética
bifasica de expresion. En Neurospora crassa, si bien hay un aumento del nivel de
mRNA del gen de la fitoeno-B-caroteno sintasa como respuesta a la luz azul, la cinética
no es bifasica (Schmidhauser y cols., 1994). Sin embargo, en este caso las condiciones
experimentales empleadas fueron distintas, puesto que se analizo la exposicion a la luz
en forma continua. Adicionalmente, en el hongo Phycomyces blakesleeanus cuya
carotenogénesis también responde a la luz, no hay informacion con respecto a la
expresion del gen de la fitoeno-B-caroteno sintasa.

Por otra parte, debe determinarse adn si las diferencias encontradas en el nivel de
los mensajeros, tanto a lo largo del ciclo de crecimiento como entre la cepa silvestre y la
mutante, se correlacionan con diferencias en la concentracion celular de las proteinas de
carotenogénesis. Al respecto, la mayor parte de los estudios en los cuales se analizo la
regulaciéon de la carotenogénesis han sido a nivel de los mensajeros, puesto que las
enzimas de carotenogénesis estan en baja concentracion celular y muchas de ellas estan
fuertemente asociadas a membranas, perdiendo su actividad cuando se las solubiliza con
detergentes (Cunningham y Gantt, 1998). En relacion con los hongos, tal como se
menciono en la introduccion, la produccion de carotenoides y el nivel de los mensajeros
de carotenogénesis se han estudiado como una respuesta a la luz. Sin embargo, no existe
aun informacion sobre ensayos Western blot que determinen el nivel de las proteinas de
carotenogénesis en distintas condiciones fisioldgicas, quizas debido a la dificultad para

obtener anticuerpos de proteinas hidrofobicas. Una posible estrategia para la produccion
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de anticuerpos contra proteinas hidrofébicas es emplear oligopéptidos derivados de
dicha proteina, tal como ha sido descrito en experimentos de inmunolocalizacion y
Western blot para la proteina altamente hidrofobica -caroteno oxigenasa de H. pluvialis

(Grunewald y cols., 2001).

4. 5. Modelo de la sintesis de carotenoides

En la figura 30 se presenta un modelo de la sintesis de carotenoides. Los
resultados obtenidos en este trabajo, permiten dividir a la regulacién de la sintesis de
carotenoides en dos etapas. En la primera etapa durante la fase exponencial, con
disponibilidad de recursos en el medio de cultivo en lo que se refiere a fuentes de
carbono vy nitrégeno, se armarian los complejos enzimaticos involucrados en la sintesis
de carotenoides. Durante esta etapa, los recursos celulares tales como energia, cofactores
e intermediarios (acetil coenzima A, IPP) se emplean en rutas metabdlicas de sintesis
qgue llevan a un aumento en la biomasa. Posteriormente, cuando la velocidad de
crecimiento disminuye se produce la induccion de la sintesis de carotenoides puesto que
los intermediarios metabolicos fluyen hacia la sintesis de carotenoides en los complejos
previamente formados.

Un aspecto interesante, es el hecho que al finalizar la fase exponencial, el nivel de
expresion relativa del gen crtE se mantiene aproximadamente constante a diferencia del
resto de los genes de carotenogenesis. Es decir, un nivel elevado de GGPP sintasa
permitiria un flujo elevado de precursores de isoprenoides hacia la via de

carotenogénesis y hacia otras vias relacionadas que incluyen sintesis de ergosterol,
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proteinas farnesiladas y geraniladas, quinonas, etc. (Stryer, 1999). En plantas, se ha
determinado que la desaturacién del fitoeno esta acoplada a una cadena de transporte de
electrones, con O2 como Ultimo aceptor de electrones y quinonas como intermediarios
(Mayer y cols., 1990; Nievelstein y cols., 1995). Es probable que la fitoeno desaturasa de
bacterias y hongos tengan un mecanismo de reaccion similar, aunque con distintas
quinonas y cadena de transporte de electrones (Britton, 1998). La necesidad de aportar
precursores para la sintesis de quinonas involucradas en la desaturacion del fitoeno y en
cadena respiratoria, podria ser una de las causas que determina que el nivel del
mensajero crtE permanezca elevado durante la fase estacionaria de crecimiento.

Con respecto a las causas que determinan que X. dendrorhous sintetice astaxantina
como principal carotenoide, ya se ha mencionado la proteccion contra estrés oxidativo
que brindaria este pigmento. Sin embargo, la astaxantina podria ser ademas moduladora
de la fluidez de la membrana plasmatica. La induccion de la sintesis de carotenoides
hacia el final de la fase exponencial podria estar relacionada con esta funcién. Si bien no
existe aln una demostracion concluyente de la localizacion celular de la astaxantina en
X. dendrorhous, Johnson y Schroeder (1995) por medio de microscopia confocal laser
de fluorescencia, observaron que células de la cepa silvestre UCD 67-385 presentaban
una débil fluorescencia en la periferia de las células, posiblemente asociada a la
membrana plasmatica. Por otra parte, se estableci6 que la proporcion
astaxantina/pigmento total se incrementa significativamente a bajas concentraciones de
amonio en el medio de cultivo, mientras que el contenido celular de proteina aumenta

con la concentracion de amonio (Flores-Cotera y cols., 2001)
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Ademas, la concentracion celular de astaxantina se incrementd con relaciones C/N
crecientes en el medio de cultivo (Yamane y cols., 1997). Estos resultados sugieren que
una reduccion en la sintesis de proteinas podria estimular la biosintesis de carotenoides.
El aumento en la concentracion celular de carotenoides al finalizar la fase exponencial
de crecimiento, podria producirse como resultado de una disminucién en la sintesis de
proteinas. Al respecto, en S. cerevisiae, la tasa de sintesis de proteinas en células en fase
estacionaria es un 10 % de la tasa de sintesis en células en fase exponencial (Boucherie,
1985). Si bien en X. dendrorhous no se ha determinado como varia la concentracion
celular de proteinas a lo largo del ciclo de crecimiento, una disminucion en el contenido
celular de proteinas, aunque no fuera tan dramatico como en el caso de S. cerevisiae,
podria tener un efecto profundo en la permeabilidad de la membrana plasmatica. Al
respecto, la cianobacteria Anacystis nidulans presentd una disminucién significativa de
la proporcion proteinas/lipidos de membrana plasmética, en funcion del tiempo de
exposicién en un medio carente de nitrato (Gombos y cols., 1987). Sin embargo, en esas
condiciones experimentales, la fluidez de la membrana se mantuvo constante. Se
determind que una mayor fluidez en la membrana debido a la disminucion en la
proporcion proteinas/lipidos, fue compensada por una disminucion en el nivel de
insaturacion de los lipidos de membrana y un aumento en la proporciéon xantofilas/p-
caroteno (Gombos y cols., 1987; Gombos y Vigh, 1986). Tal como se describio en la
introduccion, las xantofilas que presentan una mayor restriccion en su ubicacion dentro
de la membranas biologicas que los carotenos, le confieren a la misma una mayor

rigidez. Por consiguiente, el aumento en la sintesis de carotenoides al finalizar la fase



104

exponencial, y astaxantina en particular por ser el mas abundante, podria deberse a una
funcién reguladora de la fluidez de las membranas. Es interesante que esta posibilidad
aun no haya sido considerada, puesto que el rol de la astaxantina como molécula
antioxidante ha enmascarado otras posibles funciones que pudiera tener en X.
dendrorhous.

Finalmente, puede concluirse que la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous es
un proceso complejo y regulado en multiples niveles, que involucran la concentracion de
los mensajeros de las enzimas de carotenogénesis, el ‘splicing” de al menos dos de
dichos mensajeros, el flujo de intermediarios metabolicos entre distintas vias de sintesis
y seguramente, el nivel de las proteinas de carotenogénesis y sus actividades
enzimaticas. El estudio de la fisiologia y biologia molecular de la biosintesis de
astaxantina es la mejor aproximacion, para llegar a superar los escollos que hasta el
presente han impedido la obtencién de cepas sobreproductoras mediante técnicas

genéticas clasicas como mutagénesis al azar.
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5. CONCLUSIONES

Se observé procesamiento alternativo de los transcriptos de los genes crtl y crtYB. El
transcripto alternativo del gen crtl podria seguir una via de ‘splicing’ alternativo en
un sitio 3" (AG) dentro del primer intron de forma tal que conserva 80 bases de
dicho intron. Por otra parte, el transcripto alternativo del gen crtYB podria seguir una
via de ‘splicing’ alternativo en un sitio 5° (GT) dentro del primer intron y en un sitio
3" dentro del segundo exdn de forma tal que conserva 55 bases del primer intron y
pierde 111 bases del segundo exén. La traduccion de los mRNASs alternativos genera
codones de término de la traduccion a lo largo de toda la secuencia y por lo tanto no
serian traducidos a enzimas de carotenogénesis activas.

Los mRNAs maduro y alternativo de cada gen se detectan con niveles variables en
distintas fases del ciclo de crecimiento de la levadura, tanto en una cepa silvestre
(UCD 67-385) como en una mutante desregulada en la sintesis de astaxantina
(atxS2). La proporcién mensajero maduro/alternativo del gen crtl, disminuye a lo
largo del ciclo de crecimiento.

La secuencia del primer intrén del gen crtl en la cepa silvestre UCD 67-385 tiene
dos mutaciones en relacion con la secuencia de la cepa CBS 6938 que podrian ser
responsables de la seleccion de un nuevo sitio de ‘splicing’. En el caso del gen
crtYB, la secuencia del primer intron en ambas cepas no presenta diferencias.

El alineamiento del primer intron del gen crtl y de su homélogo en hongos

ascomicetes, sugiere que la forma de procesamiento descrita en este trabajo no
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ocurriria en el gen de ascomicetes. Un analisis similar realizado con el gen crtYB
permite obtener la misma conclusion.

La sintesis de carotenoides en la cepa silvestre y la cepa atxS2 no esta asociada al
crecimiento. En ambas cepas la sintesis de carotenoides se induce cuando la
velocidad de crecimiento disminuye. Este periodo coincide con el consumo de etanol
que se produjo previamente durante la fase exponencial de crecimiento. En la cepa
atxS2 la produccion de carotenoides esta desregulada desde el inicio del ciclo de
crecimiento, este hecho podria dar cuenta del menor nimero de células que produjo
dicha cepa.

El nivel de expresion de los genes crtYB, crtE, crtl y ast aumenta durante la fase
exponencial y son maximos al finalizar la fase exponencial cuando se induce la
carotenogénesis. Sin embargo, sus niveles decaen durante la diauxia-fase
estacionaria, excepto en el caso del gen crtE cuyos niveles permanecen elevados.
Estos resultados sugieren que los complejos enzimaticos de carotenogénesis se
armarian durante la fase exponencial, luego a partir de la fase exponencial tardia. La
proteina GGPP sintasa aseguraria el flujo de IPP hacia la via de carotenogénesis y
posiblemante, hacia otras vias metabodlicas. Por otra parte, los intermediarios
metabdlicos que durante la fase exponencial se utilizan en vias metabolicas
relacionadas con la produccion de biomasa, al finalizar dicha fase se utilizarian en la
sintesis de carotenoides.

En la cepa atxS2, los niveles de expresion de los genes crtE, crtl y ast son mas

elevados que en la cepa silvestre al inicio del ciclo de crecimiento, mientras que
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también es mas elevado el nivel del gen ast en fase estacionaria. Estas diferencias

podrian dar cuenta al menos en parte del caracter sobreproductor de la cepa atxS2.
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