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Resumen
/-

La astaxantina es un carotenoide 7 rojo-anaranjade de interés econdmico,

i
particularmente por sus propiedades antioxidantes y por otorgar el color a la carne de
salménidos. Entre los pocos organismos capaces de sintetizar este compuesto se
destaca la levadura basidiomicete X. dendrorhious. En este trabajo se caracterizd la

/

ruta de biosintesis’ de geranilgeranil pirofosfato (GGPP), el precursor de los
carotenoides en X. dendrorhous. Para ello, los genes FPS y criE de la levadura, se
expresaron en E. coli y sobreexpresaron en X. dendrorhous. También, se analizaron
cepas; mutantes heterocigotas de cada uno de estos genes, obienidas en trabajos
anteriores. Se demostré que efectivamente los genes FPS y criE codifican enzimas con
actividad prenil transferasa: farnesil pirofosfato (FPP) y GGPP- sintasa,
respectivamente. Ambas enzimas actiian en forma secuencial para generar GGPP
desde isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP). En X. dendrorhous
se obshervé que la sobreexpresion de estos genes aumenta la cantidad de carotencides
y en el caso del gen criE, también los esteroles. El crecimiento se vio disminuido en la
cepa que sobreexpresa el gen criE, posiblemente debido al drenaje de los precursores
de la sintesis de esteroles hacia la carotenogénesis. Finalmente, el andlisis de los
niveles de RNA mensajero en las cepas mutantes heterocigotas mostré reduccién en la
expresion de los genes crtS y criR, las cuales controlan la sintesis de asiaxantina
desde beta-caroteno. El mecanismo por el cual sucede esto, aln es desconocido y
requiere de mas estudios. Finalmente, este trabajo reafirma la importancia y confirma

la funcién de los genes FPS y criE en la levadura modelo y los posiciona como

posibles blancos en programas de mejoramiento genético.




Abstract

The astaxantina is a red - orange carotenoid of economic interest, particularly for its
antioxidant properties and for granting the color to the meat of salmonids. Among few
organisms capable of synthesizing this compound, the basidiomicete yeast X
dendrorhous stands out. In this work the biosynthesis pathway of geranilgeranil
pyrophosphate (GGPP) which is the precursor of carotenoids in X. dendrorhous, was
characterized. For this, the genes FPS and crtE of the yeast, were expressed in E. coli
and overexpressed in X. dendrorhous. Also, previously obfained mutant strains for each
of these genes were analyzed. It was shown that the FPS and crtE genes encoded
enzymes with prenyl transferase activity: farnesyl pyrophosphate ( FPP) - and GGPP
synthase, respectively. Both enzymes act sequentially to generate GGPP from
isopentenyl pyrophosphate (IPP) and dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP). In X.
dendrorhous was observed that the overexpression of these genes increased the
amount of carotenoids and in the case of the criE gene, also the sterols. Growth was
reduced in the strain overexpressing the criE gene, possibly because of the drain of the
precursors of the synthesis of sterols to carolenogenesis. Finally, the analysis of
messenger RNA levels in the heterozygous mutant strains showed reduced a
expression of ¢rtS and criR genes, which control the synthesis of astaxanthin from beta
- carotene. The mechanism by which this happens is still unknown and requires further
study. Finally, this study remarks the importance and confirms the role of the FPS and
criE genes in yeast model and positions them as potential targets to manipulate in

genetic enhancement pragrams,




Intfroduccion

Isoprenoides y carotenoides

Los isoprenocides o terpenos son un amplio conjunto de moléculas organicas
hidrocarbonadas que comprenden mas de 40.000 compuestos estructuralmente
distintos (Misawa, 2011). Su funcién bicldgica es variada, cumpliendo multiples roles
tales como pigmentos (carotenoides), hormonas (acido abscisico), agentes defensivos
(fitoalexinas), constituyentes de la membrana celular (esteroles), entre otros. A pesar
de su gran diversidad funcional y estructural, la sintesis de isoprenoides comienza
invariablemente con la condensacion de moléculas de 2-metil-1,3-butadienc o isopreno
{molécula de 5 atomos de carbono, C5) que constituye el bloque estructural basico y
de la cual deriva el nombre de esta familia de compuestos naturales. Como regla
general, los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de moléculas de isopreno que
los conforman. Es asi como se pueden distinguir los hemi- (C5), mono- (C10), sesqui-
(C15), di -~ (C20), fri- (C30), tetra- (C40) y ofros terpenos de cadena larga.
Modificaciones a la cadena hidrocarbonada dan a lugar a la gran diversidad que existe

de este tipo de compuestos. i

La sintesis de los isoprenoides comienza con la generacion de los precursores que
puede ocurrir a traveés de dos vias: (1) la via del dcido mevalonico o MVA (Katsuki y
Blach, 1967), que esta descrita en arqueas, hongos, plantas y animales, y (2) la via de
la deoxi xilulosa 5-fosfato o DOXP/MEP, descrita en bacterias y plastidios
(Lichtenthaler, 2000, Wanke y cols., 2001). En levaduras, la sintesis de isopentenil
pirofosfato (IPP) ocurre a través de la via del MVA (Lee y Schmidt-Dannert, 2002) y
luego la enzima isopentenil pirofosfato isomerasa, isomeriza al IPP generando

dimetilalil pirofosfato (DMAPP} (Agranoff y cols., 1960, Anderson y cols., 1989). A




continuacién, IPP y DMAPP se condensan obteniendo el monoterpeno geranil
pirofosfato (GPP, C10) y posteriores condensaciones de IPP permiten la formacién de
terpenos fosforilados de mayor tamario tales como el farnesil pirofosfato (FPP, C15) y
el geranilgeranil pirofosfato (GGPP, C20) (Withers y Keasling, 2007). La condensacién
de dos moléculas de FPP o dos de GGPP producen escualeno o fitoeno,
respectivamente. El primer compuesto es el precursor de los esteroles y el segundo es

el primer carotenocide que se produce en fa carolenogénesis (Goodwin, 1971) Figura 1.

Es asf como Ia biosintesis de estas moléculas se puede dividir en 3 etapas: (1) sintesis
de los precursores IPP y su isémerc DMAPP, (2) elongacién de la cadena
hidrocarbonada mediante sucesivas condensaciones de IPP y/o [a condensacién de
terpenos de mayor tamarno, (3) madificaciones a la molécula tales como ciclaciones,

oxido-reducciones, isomerizaciones u otras (Bouvier y cols., 2005).

Formando parte de los isoprencides se encuentran los carotenoides, los cuales
comprenden un conjunto de pigmentos producidos en forma natural por algunos
procariontes, hongos y organismos fotosintéticos (Goodwin, 1980). En la naturaleza
estos pigmentos cumplen variados roles esenciales y accesorios, tales como: la
pigmentacion de tejidos principalmente en flores o frutos, componentes de complejos
foto-receptores, agentes foto-protectores, precursores de la vitamina A y agentes
antioxidantes (Olson, 1993). Todas estas caracteristicas hacen de los carotenoides un

conjunto de compuestos de gran relevancia biclogica y de interés econdmico.
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Figura 1. Biosintesis de Isoprenoides.

La sintesis comienza con la isomerizacién de IPP a DMAPP. Adiciones sucesivas de IPP u
otros terpenos de mayor tamafio como GFP, FPP o GGPP entre otros permiten la elongacion
de la cadena. Estos derivados condensados conforman el esqueleto basico de moléculas de

gran importancia entre las cuales se cuentan los esteroles y los carotenoides.




Estructuralmente los carotenoides se componen principalmente de tetraterpenos con
cadenas de enlaces conjugados que confieren las caracteristicas croméforas siendo
capaces de absorber la [uz visible en un rango, que normalmente va de los 400 a 500
nm de longitud de onda (Borenstein y Bunnell, 1966). Modificaciones tipicas de los
carotenoides comprenden ciclaciones en uno o ambos extremos y la adicién de grupos
oxigenados. De esta manera, los carotenoides se clasifican como xantofilas, que
incluye aquellos que contienen grupos oxigenados, y carotenos que no contienen este
tipo de grupos funcionales. Entre los carotenoides de mayor interés comercial destaca
la astaxantina, un pigmento de coloraciéon rojo-anaranjado cuya denominacién
sistematica corresponde a 3,3-dihidroxi-B,p’-caroteno-4,4’-diona. Las caracteristicas
mas relevantes y econémicamente atractivas de este pigmento son su gran capacidad
antioxidante y su coloracién {Higuera-Ciapara y cols., 2008). Esta molécula confiere la
tonalidad caracteristica a [a caparazén de crustaceos, a las plumas de algunas aves

como los flamencos y a la came de salménidos (Choubert vy cols., 2006).

Adicionalmente, el consumo de astaxantina se asocia a efectos beneficicsos para la
salud humana mostrando propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
inmunoestimulantes, cardio y neuroprotectoras (Hussein y cols., 2008). Por estos
motivos, se ha abierto otro mercado para la astaxantina como lo es la industria
nufracéutica. La industria salmonicultora también genera demanda por este
carotenoide, ya que en la naturaleza los saimones consumen crustaceos a partir de los
cuales obtienen este pigmento. Sin embargo, en cautiverio no tienen acceso a sus
presas naturales, par lo que la carne no adquiere su apariencia caracteristica, siendo
blanca. La coloracién de la carne del salmén es un parametro fundamental en la

produccion, ya que es considerada como un indicador de la calidad del producto, por lo



tanto es necesario suplementar astaxantina a la dieta de los salmones. Cerca de un
10-20% del costo total del alimento de los salmones, corresponde a la adicién de este

pigmento (Ingle de la Mora y cols., 2006).

En la actualidad la produccion de astaxantina se realiza principalmente por sintesis
quimica y constituye un mercado que superd los 220 millones de délares anuales al
afic 2010 en ganancias y con proyecciones de llegar a los 250 millones de dolares
anuales para el afic 2018 (BCCResearch, 2011). Sin embargo, la sintesis quimica
genera subproductos y desechos no deseados como anhidride p-clorobenzoico (Della
Negra y cols., 2007) y da como resultado una mezcla de isémeros cis, cis-trans y trans.
Las conformaciones cis tienen una menor absorcion a nivel intestinal en los salmones
(Bjerkeng y cols., 1995), lo que es un factor importante ya que la astaxantina

sinietizada en forma natural se encuentra principalmente en su forma trans.

Por otro lado, y no menos importante, es la opinién publica que favorece el consumo
de productos de origen natural por sobre los de origen sintético. Esto también se aplica
a la suplementacion dentro de la actividad pecuaria, como lo es el cuitivo de los
salmones. Es por ello que se ha promovido la blsqueda de fuentes naturales de
astaxantina proyectandose dos microorganismos como los mas prometedores para
este propésito. En primer lugar se encuentra la micro alga Haematococcus pluvialis
(Lorenz y Cysewski, 2000) que produce grandes cantidades de astaxantina y es de
facil cultivo. Actualmente representa fa mayor fuente natural de astaxantina utilizada
{(BCCResearch, 2011). Sin embargo, la astaxantina producida por esta alga se
encuentra esterificada, presentando una absorcién reducida en el tracto intestinal de
los salmones (White y cols., 2002). Por esta razdn, su produccién se limita

exclusivamente al consumo humano, puesto que en este ambito las modificaciones en

o




la molécula no son una limitante para su comercializacién. Contrario es el caso de la
levadura Xanthophyllomyeces dendrorhious, la cual es capaz de sintetizar astaxantina no
esterificada (An et al. 1991), encontrandose este pigmento en una proporcion mayor al

70% de los pigmentos totales producidos por ella.

Xanthophyllomyces dendrorfious

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete originaimente aislada a partir de
exudados de arboles de regiones frias del hemisferio norte. En la actualidad también
se ha aislado en la Patagonia Argentina y Chilena e incluso desde el continente
Antartico (Tognetti y cols., 2013). Se propone que la sintesis de astaxantina en esta
levadura se desarrollé como un mecanismo de defensa contra especies reactivas de
oxigeno (ROS) y sustancias anti fiingicas, proparcionandole una ventaja competitiva en
comparacién con ofros microorganismos (Schroeder y Johnson, 1993). Esta hipétesis
se apoya en estudios que han demostrado la susceptibilidad de X. dendrorhous a
algunas ROS, consecuencia de una baja actividad catalasa y ausencia de enzimas
superoxido dismutasa que usualmente se encuentran presente en otras levaduras
(Schroeder y Johnson, 1993). Aludiendo a lo anterior, se ha observado que la
astaxantina protege a la levadura del ion superdxido y peréxido de hidrégeno,
complementando estas reducidas actividades enzimaticas en la levadura (Schroeder y

Johnson, 1995, Wu y cols., 2008).

Debido a que actualmente el rendimiento de astaxantina en cepas silvestres de X
dendrorhous no es lo suficientemente alto para competir con la sintesis quimica, los
estudios en dicha levadura se han centrado principalmente en comprender la rufa de
biosintesis de carotenoides y favorecer la produccién de astaxantina (Jacobson y cols.,

1999). Por ejemplo, se ha intentado optimizar las condiciones de cultivo variando el pH,




las fuentes de carbono y de nitrégeno, oxigenacidn e iluminacién (An y Johnson, 1990).
Tambien se ha aplicado el mejoramiento genético mediante mutagénesis al azar con la
intencion de encontrar mutantes sobreproductores de astaxantina (Lewis y cols., 1990,
Retamales y cols.,, 1998). Si bien se ha mejorado el rendimiento con estas
aproximaciones, aun no se logran los niveles de astaxantina deseados. Por ello es que
se ha optado por investigar en mayor profundidad la ruta de sintesis del pigmento,
identificando y caracterizando los genes estructurales que controlan esta via con el
objetivo de aplicar estrategias de ingenierfa metabdlica en la levadura (Verdoes y cols.,

2003).

Es por esto que numerosos estudios se han realizado en X. dendrorfious enfocados a
la caracterizacion de los genes involucrados en [a carotenogénesis y su regulacién. De
esta manera, se ha determinado que el proceso comienza con [a condensacion de dos
molécuias de GGPP formando fitoeno, reaccion catalizada por una enzima bifuncional
con actividad fitoeno sintasa y licopeno ciclasa codificada por el gen crfYB (Verdoes y
cols., 1999, Alcaino, 2002). Luego, el fitoeno sufre cuatro desaturaciones sucesivas
obteniéndose como producto licopeno, reaccion que es catalizada por la enzima fitoeno
desaturasa codificada por el gen cril (Verdoes y cols.,, 1999). Posteriormente, la
actividad licopeno ciclasa codificada por gen crtYB, cicla ambos extremos del licopeno
generando B-caroteno, Finalmente, al B-caroteno se le agrega un grupo hidroxilo y un
grupa ceto a cada anillo para producir astaxantina. Este dliimo paso es catalizado por
una enzima citocromo P450 denominada astaxantina sintasa, codificada por el gen crtS
{Alvarez y cols., 2008, Gjima y cols., 2006). Esta dltima enzima requiere de electrones

para su actividad los que son donados por la enzima citocromo P450 reductasa,



codificada por el gen criR (Alcaino y cols., 2008) (Figura 2). Por otra parte, el analisis
de sintesis, la estructura quimica de los metabolitos y Ios niveles de los transcritos de
los genes carotenogénicos, ha permitido dilucidar algunos de los posibles mecanismos
de regulacidn de esta via de sintesis. Por ejemplo, se ha detectado productos de
procesamiento alternativo de los genes citYB y cril que podrian estar ejerciendo alguin
rol regulatorio (Lodato y cols., 2003). Ademas, existen evidencias que indican que
probablemente la sintesis de carotenoides es regulada por represion catabdlica en esta

levadura (Marcoleta y cols., 2011, Wozniak y cols., 2011),

Biosintesis de GGPP en X. dendrorhous

A pesar de los numerosos estudios concernientes a la carotenogénesis en esta
levadura, pocos se han enfocado en las etapas previas a ésfa, particularmente en lo
que se refiere a la formacion del GGPP. Para la sintesis de dicha molécula, en distintos
arganismos se han descrito tres sistemas presentes en la Figura 3. El primero de ellos
comprende [a participacion de las enzimas FPP- y GGPP- sintasas, donde Ia primera
sintetiza FPP a partir de la adicién secuencial de dos moléculas de IPP a DMAPP, vy la
segunda produce GGPP a partir de FPP e IPP (Caplin y cols., 1994). El segundo
sistema involucra sélo a la enzima GGPP-sintasa, capaz de producir GGPP a partir de
DMAPP vy tres moléculas de IPP adicionadas de manera secuencial {Ohnuma y cols.,
1994). Finalmente, aunque de menor frecuencia en la naturaleza, el fercer sistema
consiste en la coexistencia de los dos sistemas descritos previamente enh un organismo
(Saito y cols., 2007). Estudios anteriores en X. dendrorhous describen la existencia del
segundo sistema en esta levadura, cuya enzima GGPP-sintasa es codificada por el

gen criE (Verdoes y cols., 2003). Sin embargo, estudios recientes han permitido la
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Figura 2, Biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous.

Dos moléculas de GGPP se condensan por la enzima bifuncional fifoeno sintasa-licopeno
ciclasa codificada por el gen cifYB [Genbank: DQO16503] para producir fitoeno. Luego, se
forma licopeno mediante la accion de la enzima fitoeno desaturasa codificada en el gen crtf
[Genbank: Y15007] y posteriormente los extremos del licopeno son ciclados por la actividad
licopeno ciclasa codificada por el gen crfYB, formando beta-caroteno. Finalmente, el beta-
caroteno se transforma en astaxantina por un sisterma P450 codificado por los genes criS y criR

[Genbank: EU713462 y EU8B4133, respectivamente]. A la izquierda de la figura se indica los

genes que controlan cada paso en esta via.
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Figura 3. Posibles vias de sintesis de GGPP.

La sintesis de GGPP puede ocurrir de tres formas distintas dependiendo del numero de
enzimas involucradas. Es asi como en el primer sistema la sintesis de FPP puede ser realizada
por una FPP-sintasa (gen FPS), seguido de la sintesis de GGPP por accion de una GGPP-
sintasa (gen crlE) (1). En el segundo sistema la sintesis de GGPP es realizada en su totalidad
por una Unica enzima GGPP-sintasa (2). En tercer sistema consiste en la coexistencia de los
dos sistemas descritos anteriocrmente en un mismo organismo (3). Abreviaturas utilizadas: IPP
{isopentenil pirofosfato), DMAPP (dimetilalil pirofosfato), GPP (geranil pirofosfato), FPP (farnesit
pirofosfato) y GGPP (geranilgeranil pirofosfato). Se indica el ndmero de atomos de carbono de

cada metabolito.
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cual también podria estar involucrado en la sintesis de GGPP a partir de DMAPP e IPP
en X. dendrorhous (Romero, 2010). Lo anterior indicaria que en esta levadura, la

sintesis de GGPP en realidad ocurre a través del primer sistema descrito.

Ambos genes, FPS y criE, han sido caracterizados y se han obtenido mutantes de
delecion heterocigotos en X. dendrorhous (Niklitschek, 2008, Romero, 2010). Hasta el
momento, no ha sido posible la obtencién de mutantes homocigotos de estos genes a
pesar de numerosos Iintentos, lo que sugiere que ambos genes son esenciales en la
levadura. Ademas, ambos productos génicos se encuentran involucrados en una serie
de procesos de importancia biolégica. En primer lugar, la condensacién de dos
moléculas de FPP da lugar a escualeno, que a su vez es el precursor de los esteroles
los cuales son componentes fundamentales de [a membrana celular siendo el
ergosterol el principal esteral en hongos (Bloch, 1981, Bloch, 1992). Adicionalmente, el
FPP y el GGPP también son utilizados en la prenilacion de algunas proteinas donde se
adiciona una o mas de estas moléculas regulando la actividad catalitica (Zverina y

cols., 2012).

A pesar que estudios previos han demostrado que la remocién de un alelo en forma
parcial o total del gen FPS afecta la biosintesis de carotenoides (Romero, 2010),
actualmente no se sabe con certeza si el preducto del gen FPS efectivamente participa
en la sintesis de GGPP desde DMAPP. Tampoco existe certeza de que ambos genes,
FPS v c¢riE, colaboran en [a sintesis de los precursores de la carotenogeénesis. Por
estos motivos, en esta tesis se buscéd profundizar en la caracterizaciéon de los genes

FPS y criE, asi como estudiar la actividad enzimatica que codifican de tal manera de

tener mayores antecedentes sobre [a funcion de estos genes en X. dendrorhous .




En base a los antecedentes expuestos, en esta tesis se propuso la siguiente hipotesis:

“Los genes FPS y crtE participan en forma conjunta en la formacién de precursores de
la carotenogénesis en la levadura X. dendrorhous, entonces su manipulacion genética
(mutacion o sobreexpresién) alteraria la actividad prenil transferasa vy

consecuentemente la sintesis de carotenoides en esta levadura”
Para ello se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo General:
Estudiar la funcién de los genes FPS y crtE de X. dendrorhous.

Objetivos Especificos:
» Expresar heterdlogamente los genes FPS y criE en un hospedero heterologo

como E. coli y medir actividad prenil transferasa.

e Obtener cepas de X. dendrorhous que sobreexpresan de manera independiente

alos genes FPS y criE.

+ Evaluar [a produccién de carotenoides y de ergosterol en cepas mutantes de X,

dendrorhous heterocigotas y que sobreexpresan a los genes FPS y criE.

o Medir los niveles de ftranscritos y la actividad prenil transferasa en cepas

mutantes de X. dendrorhous heterocigotas y que sobreexpresan a los genes

FPS y criE.




Materiales y Métodos

Plasmidos, cepas y condiciones de cuitivo
Los plasmidos utilizados y construidos en este trabajo se describen en la Tabla 1. De la
misma manera, las cepas de E. coli y de X. dendrorhous utilizadas y generadas en este

frabajo se detallan en la Tabla 2.

Para la replicacidn de plasmidos y expresion heterdloga de genes se utilizaron las
cepas de E. coli DH5a y BL21-Gold (DE3), respectivamente. Estas se cultivaron a 37°C
en medio Luria-Bertani (LB: 1% triptona, 0,5% NaCl y 0,5% extracto de levadura) con
agitacion constante (Sambrock y Russell, 2001). En el caso de culfivos en placas con
medio semi-solido, se le adiciond 1,5% de agar al medio LB. Para la seleccion de
transformantes, el medio se suplemento con ampicilina (Amp) (100 pg/ml) o
kanamicina (Kan) (50 yg/ml), segiin corresponda. Las cepas de E. coli se almacenaron

mediante crio-preservacion en LB con gliceral 30% a una temperatura de -80°C.

Para X. dendrorhous, se utilizd [a cepa parental silvestre UCD 67-385 (ATCC 24230) la
cual es una cepa diploide (Hermosilla 2003). Las cepas mutanies heterocigotas
(Niklitschek, 2008, Romero, 2010) y de sobreexpresion de los genes FPS y criF,
derivan de UCD 67-385. X. dendrorhous se cultivd a 22°C con agitacién constante en
medio para levaduras YM (0,3% extracto de levadura, 0,3% exiracto de maita, 0,5%
peptona). En caso de cultivos en placas, se agregd 1,5% de agar al medio como
agente gelificante. Las cepas de levadura se preservaron mediante el método de perias
de gelatina descrito previamente (Baeza y cois., 2009). Brevemente, a partir de un

cultivo fresco en medio YM-agar al 1,5% se colectd las células con un asa estéril y
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Tabla 1. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido

Descripcién

Referencia o Fuente

pBluescript
SK- (pBS)

pXd-ccriE

pXd-ccriE-NN

pXd-cFPS

pXd-cFPS-NN

pXdVexp2

pXdVexp2-
cerlE

pXdVexp2-
cFPS
pET28a(+)

pET28-ccriE

pET28-cFPS

ColE1 ori; AmpR; vector de clonacion con seleccién de
colonias blanco-azul.

pBS que contiene el cDNA del gen crfE de X
dendrorhious.

pBS que contiene el cDNA del gen crifE de X
dendrorhous con los sitios de restriccién Ndel y Neol
en los extremas 5' y 3' respectivamente.

pBS que contiene el cDNA del gen FPS de X
dendrorhious.

pBS que contiene el cDNA del gen FPS de X.
dendrorhious con los sitios de restriccion Ndel y Ncol
en los extremos 5' y 3' respectivamente.

Vector de expresién para X dendrorhous: pBS
portador del promotor del gen de ubiquitina [GenBank:
KJ140285] y el terminador del gen GPD [GenBank:
Y083686] de X. dendrorhous, con un sitio de restriccién
BamH| entre ambos para insertar el gen a expresar.
Ademas, el
resistencia a higromicina B para la seleccion de

plasmido contiene un modulo de

transformantes. Todo esto flanqueado por regiones de
DNA del locus int [Genbank: KJ140286] para la
integracién gendmica.

pXdVexp2 portador del cDNA del gen criE de X
dendrorhous.

pXdVexp2 portador del cDNA del gen FPS de X
dendrorhious.

Vactor de expresion para E. cofi. pBR322 ori; KanR;
represor Lacl.

pET28a(+) portador del cDNA del gen criE de X.

dendrorhous.

pET28a(+) portador del cDNA del gen criE de X.

Stratagene

(Niklitschek, 2008)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Laboratorio

de

Genética (trabajo aun

no publicado).

Este trabajo

Este trabajo

Novagen

Este trabajo

Este trabajo
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dendrorhious.




Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo y/o Descripcion

Referencia o Fuente

E. coli:

DH-5a

BL21-Gold (DE3)

BL21+pET28

BL21+FPS

BL21+crtE

F- p80d lacZAM15A (lacZY-argF) U169 deoR
recA1 endAl hsdR17(rk- mk+) phoA supE44l-
thi-1 gyrAS6 relA1

B F" ompT hsdS(remg) dem® Tet' gal MDE3)
endA Hie

Cepa BL21-Gold (DE3) portadora del plasmido
pET28.

Cepa BL21-Gold (DE3) portadora del plasmido
pET28-FPS.

Cepa BL21-Gold (DE3) portadora del plasmido
pET28-cHE.

Sambrock y Russell,
2001

Stratagene

Este frabajo

Este trabajo

Este trabajo

X. dendrorhous:
UCD 67-385

385-FPSt

385-crte™™!

385-XdVexp2™"

ATCC 24230, cepa silvestre diploide {Hermosilla
y cols., 2003).

(FPS'/FPS™"), Transformante heterocigoto
derivado de la cepa UCD 67-385 con una
porcién de uno de los alelos del gen FPS
reemplazada por un mddulo de resistencia a
higromicina B,

(crtE'IcriE™™).  Transformante  heterocigoto
derivado de la cepa UCD 67-385 con una
porcion de uno de los alelos del gen criE
reemplazada por un modulo de resistencia a
higromicina B.
{int fint "),

derivado de la cepa UCD 67-385 con un alelo
del Jocus int [GenBank: KJ140286] interrumpido
por el mddulo de sobreexpresion vacio (sin un

Transformante heterocigoto

ORF insertado) y un moédulo de resistencia a

higromicina B.

ATCC 24230

{Romera, 2010)

(Niklitschek, 2008)

Este trabajo




385FPST Y

385-crte!* * "

(int'lint™"""5) " Transformante  heterocigoto  Este trabajo

derivado de la cepa UCD 67-385 con un alelo
del focus int interrumpido por el madulo de
sohreexpresion con el ¢cDNA del gen FPS ¥ un
maédulo de resistencia a higromicina B.

(inf lint ™™y Transformante  heterocigoto
derivado de la cepa UCD 67-385 con un alelo
del locus int interrumpido por el médulo de
scbreexpresion con el cDNA del gen ¢rfE y un
modulo de resistencia a higromicina B.

Este trabajo
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se suspendieron en 500 yl de medio de cultivo YM. Luego, se agregd 1 volumen de

gelatina tibia al 20% y se homogeneizo.

Posteriormente, se tomé la mezcla con una micropipeta y se depositaron gotas de la
mezcla sobre una placa con parafina sdlida. Se dej6 eniriar a temperatura ambiente y
una vez gelificadas se agregd a la base de la placa la silica gel. La placa se sellé con
Parafilm™ y se dejé a temperatura ambiente hasta que las gotas estuviesen
deshidratadas. Finalmente, se tomaron las petlas con una pinza estérl y se
depositaron en un tubo con silica como desecante y algodén sobre ella. Los tubos se

sellaron para evitar la rehidratacion de las perlas y se almacenaron a 4°C.

El crecimiento celular de los cultivos se determiné de acuerdo al cambio de
absorbancia del cultivo a 600 nm de longitud de onda, para lo cual se utilizé un
espectrofotémetro de doble haz Jasco (V-630). Para la determinacion del peso seco de
levadura o de E. cofi, se colecté y pesd por triplicado en una balanza analitica
(Shimadzu, AV220) el pellet celular de 1 0 5 ml de cultivo que se seco por 16 horas a

80°C.

Técnicas de Biologia Molecular

PCR, electroporacién y otros protocolos rutinarios

Las reacciones de PCR estdndar, digestiones enzimaticas, extracciones de DNA
plasmidico a partir de E. coli, reacciones de ligado y electrotransformacion de E. coli,
se realizaron de acuerdo a procedimientos estandar descritos en el manual de
clonamiento (Sambrook y Russell, 2001) o segun las especificaciones indicadas por los
fabricantes. Los acidos nucleicos obtenidos (DNA gendmico, DNA plasmidico, RNA,

productos de PCR, etc) se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0,7-1%
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tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y visualizados sobre un transiluminador de
luz UV (UVP, high performance UV transiluminator TFM-26V). Como estandar de
tamafio molecular se utilizé el DNA de fago lambda digerido con la enzima de

restriccion Hindlll.

La mezcla de PCR estandar se compone de buffer de PCR 1X, MgCl; 2mM,

. desoxinucleotidos (dNTP's: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,2 puM, partidores 1 mM de

cada uno y 5U de Tag DNA polimerasa (obtenida en el laboratorio), para un volumen
total de 25 pl. El protocolo de PCR estandar se realizé en un termociclador Applied
Biosystems 2720 y consistid en un inicio a 94 °C por 3 min (0 5 en caso de PCR de
colonias). Luego, 35 ciclos con 30 s a 94 °C, 30 s a 55 °C, 3 min a 72°C. Finalmente,

se incluyd 10 min a 72°C para permitir una elongacion final.

Para realizar transcripcion reversa se prepard una mezcla inicial conteniendo 5 pg de
RNA, oligo-dT 1,92 uM y dNTP’s 0,77 mM. Esta se calentd a 65 °C por 5 min y [uego
se enfrio a 4 °C. Luego, se agregd buffer de reaccién 5X a una concentracion final 1X
(Invitrogen M-MLV reverse franscripase), DTT a 0,01 M y 200 U de transcriptasa
reversa (Invitrogen M-MLV reverse franscriptase), para un volumen final de 20 pl.
Finalmente, se realizé la elongacién a 37 °C por 50 min, 70 °C por 15 min y se

almaceno el producto a -20 °C.

El PCR en tiempo real se realizd en un termociclador de tiempo real Mx3000P
(Stratagene) utilizando una mezcla compuesta de mix de reaccién (Bioline, Sensimix™
SYBR Hi-ROX), partidores a 0,25 pM cada unc y cDNA proveniente de la reaccion de
transcripcion reversa en un volumen final de 20 pl. El protocolo de reaccion consistio

en inicio a 95 °C por 10 min, 40 ciclos a95°C por 15,60 °C por15s, 72 °C por 15 s
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Disefio de partidores

Los partidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies y fueron disefiados a partir de las secuencias conocidas de los genes
FPS y criE obtenidas en nuestro laboratorio. También se disefiaron partidores cuyas
secuencias fuesen complementarias con los promotores y terminadores de los vectores
de expresién y de sobreexpresion, y de regiones rio arriba y rio abajo de los insertos
analizados en cada caso. Los nombres, descripcion y secuencia de los

oligonucledtidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 3.

Extraccion de DNA gendmico de X. dendrorhous

La extraccion de DNA gendmico se realizé segin el método de ruptura celular con
perlas de vidrio (Sambrook y Russell, 2001}, modificado para X. dendrorhous
{Niklitschek, 2008). Para ello, con un aza estéril, se tomé un pellet de X. dendrorhous
cultivada por 2 dias a 22°C en placas YM-agar y se deposité en un tubo Eppendorf.
Luego, el pellet se suspendié en 500 p de buffer Tris-EDTA (Tris 25 mM pH 8.0, EDTA
10 mM), se agregd 50 pl. de perlas de vidrio de 0,5 mm de didmetro (BioSpec) y las
células se rompieron mecanicamente mediante agitacién en vértex por 10 min. El
lisado se centrifugd y se colectd el sobrenadante en un tubo nuevo. Luego, se lavo dos
veces con fenolicloroformo:alcohol  isoamilico (25:24:1) y una vez con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), centrifugando y recuperando la fase acuosa
superior en cada punto. Posteriormente, se recuperd el scbrenadante, se agrego 2
volimenes de etanol absoluto y el DNA se dej6 precipitar por 16 h a -20°C. EI DNA
precipitado se recuperd mediante centrifugacion a 14.000 x g por 10 min, eliminandose
el etanol. Finalmente, el pellet de DNA se seco y se suspendio en Tris-EDTA (10 mM: 1

mM) con RNasa A (30 pg/ml) o agua bidestilada estéril.
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo.

Partidor Secuencia5' a3’ Blanco, Direccién y/o Caracteristica

GPDT Sense atgaaaaagcctgaactcace Médulo hph, partidor directo.

TEF SecR cciaaticiigtcgacaacgey Mdodulo hiph, partidor reverso.

TEF Antisense  ctattcctitgeecteggac Méodulo fiph, partidor reverse.

Ubi Fw2 tetatggactaagtgtecgace Promotor ubi, partidor directo.

mActF-RT ccgeectegtgatigataac Gen de actina , partidor directo,

mACctR-RT tcaccaacgtaggagtcctt Gen de actina, partidor reverso.

Int_Pre_Fw acccgctccocgatcegattt Loeus int, partidor directo.

Int_Post_Rv agitcggactcgagtgtgatc Locus int, partidor reverso.

mcrtE-Ndel-R cccgaacatatgtcacagagggatatcgge Gen criE, partidor reverso. El sitio Ndef esta marcado.
mcriE-Ncol-F2  gactagccatggattacgcgaacatectc Gen crtE, partidor directo. El sitioc Ncol esta marcado.
mcrEF-RT tgtiggcatgctacataccg cDNA critE, partidor direclo (para gPCR).

merntER-RT gttgggcgaagctigaagat cDNA crtE, partidor reverso (para gPCR).

mcrtEF atggattacgcgaacatcctc Gen crtE, inicio de ORF

mcrtER tcacagagggatatcggctag Gen criE, fin de ORF

mFPS-Ndel-R  cccgaacatatgttacttgcticgcttatagac  Gen FPS, reverse primer. El sitio Nde] esta marcado.
mfF~PS-Ncol-F gactagccatggecactacgectgaag Gen FPS, partidor directo. El sitio Ncol esta marcado.
mFPSF2-RT tggtacaaagtigagggagtgic cDNA FPS, partidor directo (para qPCR).
mFPSR2-RT agcggicaacagatcgatgag cDNA FPS, partidor reverso (para gPCR).

FPS-0O2F atgiccactacgectgaaga Gen FPS, inicio de ORF

FPS-01R ttacttigcticgettatagace Gen FPS, fin de ORF

FPSnewF ctatgtcgatctgctagage Gen FPS, partidor directo.

FPSnewR tcgagcacateatecigaac Gen FPS, partidor reverso.

mcrtSF-RT atggctctigeagggttiga cDNA crtS, partidor directo (para qPCR).

mcrtSR-RT tactccataagetcgatececaa cDNA cr1S, partidor reverso (para gPCR).
mcrtRF-RT ctgggaaacaagacctacga cDNA crfR, partidor directo (para qPCR).

mertRR-RT ggaacctcggttacgacaaa cDNA criR, partidor reverso (para qPCR).
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Extraccion de RNA gendmico de X. dendrorhous

La extraccion de RNA se realizd de acuerdo a un protocolo maodificado de
Chomczynski y Sacchi {Chomczynski and Sacchi, 1987, Lodato et al., 2004). Para ello
se cosecharon las células luego de diferentes tiempos de cultivo, se suspendieron en
200 yl de buffer de lisis (Acetato de sodio 0,5 M pH 5,5, SDS 5%, EDTA 1 mM) y se
rompieron mediante ruptura mecanica con perlas de vidrio de 0,5 mm (BioSpec) en un
moledor mini bead beater-16 (BioSpec) durante 2 min. Luego, se agregé 800 pl de Tri-
Reagent (Ambion), se incubé por 10 min a temperatura ambiente y se llevd
nuevamente al moledor por 2 min. Posteriormente, se agregd 200 pul de cloroformo, se
mezclé con suavidad y se incubd en hielo duranie 6 min. La mezcla luego se centrifugd
a 14.000 x g por 10 min y se recuperd la fase acucsa. El RNA se precipitd con 1
volumen de isopropanocl y 0,5 volumen de buffer de precipitacién (NaCl 1,2 M, citrato
de sodio 0,8 M) e incubando una hora a -20°C. El RNA se lavd con etanol 70% viv y se
suspendio en agua bidestilada libre de nucleasas. La integridad del RNA se determind
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7% tefiido con bromuro de etidio. La
pureza y cantidad se verificd medianie espectrofotometria en un equipo Shimadzu de
doble haz (LC-10AT). Para ello se midid la absorbancia a 230, 260, 280 nm
estableciéndose las relaciones 260/280 y 260/230. La primera da cuenia de la
contaminacion con proteinas siendo >1,7 un valor aceptable, en tanto que la segunda
da cuenta de la contaminacién con fenol siendo >1,8 un valor aceptable. La medicién a
260 nm nos permite obtener la concentfracion de acidos nucleicos totales en la

extraccion.
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Transformacion de cepas de X. dendrorhous mediante electroporacién

Las células electrocompetentes de X dendrorhious se prepararon segun descrito
previamente (Adrio y cols., 1995). Para ello se inoculd un mafraz con 200 ml de medio
YM con un cultivo de X, dendrorhous de 48 h a una dilucién de 1:100 y se dejé a 22°C
con agitacién constante hasta una D.O.s0onm de 0,4 — 0,5 (dilucién 1:10). Se colectaron
las células por centrifugacién a 4.000 x g durante 5 min y luego se suspendieron en 25
ml de buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0 y 25 mM ditiotreitol (DTT). Las células se
incubaron a 22°C por 10 min y posteriormente se lavaron 2 veces con buffer STM (270
mM Sacarosa, 10 mM Tris-HCL pH 7,5, 1 mM MgClz) frio. Finalmente, las células se
suspendieron en 500 pl de buffer STM frio y se mantuvieron en hielo hasta su

utilizacion.

Para transformar X. dendrorhous, 60 yl de células electrocompetentes, se mezclaron
con 10 - 20 ug de DNA transformante y se depositaron en cubetas de electroporacion
frias de 2 mm de apertura. Los parametros de electroporacion fueron 450 V, 125 pF y
600 Q en un equipo Gene Pulser X Cell de BioRad. Luego de aplicar el pulso eléctrico,
se agregd 1 mi de medio YM a las células que posteriormente se transfirieron a un tubo
Eppendorf y se incubaron a 22°C por 6 h. Finalmente, las células se sembraron en

ptacas YM-agar con higromicina B (12,5 pg/ml) como antibidtico de seleccion.

Una vez fransformadas las cepas y seleccionadas las colonias transformantes, se
confirmo su identidad como X. dendrorfious mediante andlisis de las secuencias ITS1 e

ITS2 (Fell y Blatt, 1929).
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Extraccion y analisis de carotenoides y de esteroles

La extraccion de carotenoides se realizé segun el protocolo descrito previamente (An y
cols., 1989), modificado en nuestro laboratorio (Niklitschek, 2008). Brevemente, se
colectaron las células provenientes de 10 ml de cultivo de X, dendrorhous mediante
centrifugacién a 4.000 x g durante 5 min. Posteriormente, el peliet celular se lavo 1 vez
con agua destilada y luego se suspendié en 1 mi de agua destilada. A continuacion se
agregd 500 pL de perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro (BioSpec) y las células se
rompieron mecanicamente mediante agitacion en vértex por 5 min. Luego, se agregd 1
mi de acetona y se agité en vortex por otros 5 min. Se centrifugd a 4.000 x g por 5 min
y el sobrenadante se fransfiri6 a un nuevo tubo. Posteriormente, se realizo
extracciones sucesivas con 2 ml de acetona hasta que los restos celulares quedaron
blancos. El sobrenadante obtenido en cada extraccién se aimacend en un mismo tubo
al que luego se le agregd 1/5 del volumen colectado de éter de petréleo, se agilé en
vortex por 5 min y se centrifugd a 4.000 x g por 5 min. Finalmente, se recuperd la fase
superior que corresponde al éter de petréleo con los pigmentos. Los pigmentos se
cuantificaron por espectrofotometria en cubetas de infrasil ufilizando un
espectrofotémetro de doble haz Shimadzu UV-150-02. Para ello, se determind el
volumen recuperado de éter de pefrdleo y se midié su absorbancia a 474 nm. La

cantidad de carotenoides totales obtenidos se determiné mediante la siguiente férmula:

. Abs * volumen eter * 10*
Carotenoides totales (ug de pigmentos /g de muestra) = (

cem * g de celulas

Donde Abs: Absorbancia medida a 474 nm, 10* Constante de conversion de unidades

Hg / g , cem: Coeficiente de extincion molar de astaxantina (2.100).




Los esteroles se extrajeron segun descrito previamente (Shang, 2008). Para ello, al
pellet celular proveniente de 5 ml de cultivo se le agregé 4 g de KOH, se mezcld con 16
mi de etanol al 60% v/v y se incubé a 80°C durante 2 h. Los esteroles no saponificables
se exirajeron con 10 ml de éter de petrdlec y se cuantificaron mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm en cubetas de infrasil con un
espectrofotémetro de doble haz Jasco (V-630). La cantidad de esteroles se determind
segun [a misma formula utilizada para medir pigmentos, pero midiendo absorbancia a

una longitud de onda de 280 nm. Utilizando un coeficiente de extincién molar 11.500.

Los carotenoides y esteroles disueltos en éter de petrdleo se secaron a temperatura
ambiente y luego se suspendieron en 100 pl de acetona. Su composicién se analizé
por RP-HPLC (Reverse Phase — High Performance Liquid Chromatography), con una
columna de fase reversa RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck) en un equipo Shimadzu (LC-
10AT). Como fase moévil se utilizd acetfonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5 viv) o
metanol:agua (97:3 v/v) para separar carotenocides o esteroles, respectivamente, con
un flujo de 1 mlfmin a temperatura ambiente y en condiciones isocraticas. Los
espectros de cada maximo de elucién se obtuvieron con un detector con arreglos de
diodos Shimadzu (SPD-M10A). Los carotenoides y esteroles se identificaron de
acuerdo a sus espectros de absorcién, tiempos de retencidn y comparacidén con

estandares especificos.

Expresion heteréloga de genes en E. coli
Se cloné el cDNA de los genes FPS y criE en el vector de expresion pET28a(+).
Previamente los cDNAs de cada gen, se amplificaron por RT-PCR utilizando partidores

con los sitios de restriccion Ncol y Ndel en los extremos y se clonaron en pBS. Asi, los

plasmidos portadores de ambos cDNAs y el vector de expresion, se digirieron con las




enzimas de restriccidn correspondientes para realizar un clonacién direccional. Luego
de la reaccién de ligado y transformacion, los transformantes se seleccionaron en
medio LB-agar suplementado con kanamicina (50 pg/ml). Los transformantes obienidos
se confirmaron mediante PCR de colonias y el inserto de los plasmidos que contenian

se secuencié completamente.

Los vectores de expresién obtenidos se introdujeron en la cepa BL21-Gold(DE3) de E.
coli. La induccién de la expresion se realizd segiin lo descrito por el proveedor de las
cepas (Stratagene) y modificado en nuestro laboratorio. La cepa se incubd a 37°C en
medio LB con kanamicina (50 ug/ml) durante 12 horas con agitacién constante. A partir
de este cultivo se inoculd un matraz nuevo con medio LB con el mismo antibidtico, el
cual se incubé hasta una DOgy 0.5-0.7. Posteriormente, el cultivo se dividid en dos
matraces y solo a uno de ellos se le agregd IPTG a una concentracion final de 100 g,
mientras que el otro matraz se mantuvo como control sin inducir. Los culfivos se
incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacién constante. Finalmente, las células se
cosecharon y se procesaron inmediatamente o se congelaron a -80°C para una

posterior extraccion de proteinas.

Extraccién de proteinas

Extraccion de proteinas de E. coli y visualizacion en gel de poliacrilamida

Para obtener el extracto de proteinas totales de E. coli, se centrifugd 2 ml del cultivo,
se descartd el sobrenadante y el pellet se suspendid en buffer de carga
desnaturalizante para proteinas (Tris 227 mM pH 6,8, Glicerol 18%, p/v Azul de
bromofenol 0,002%, SDS 3,6%, B-Mercaptoetanol 2,36 M). La mezcla se calentd a
95°C por 5 min y luego se almacend en frio o se cargd en un ge!l de poliacrilamida para

su visualizacion.
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Para separar las fracciones proteicas solubles e insolubles, se cosecharon las células
de 5 ml de cultivo de E. coli y se suspendieron en 1 ml de buffer MOPS pH 7,5 50 mM
con un coctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche Biomedicals). La suspension
celular se lisé con un sonicador Cole Parmer 4710 mediante 12 pulsos de 10 s a una
carga de 40%, separados por 30 s de incubacién en hielo. Luego se centrifugo a
14.000 x g durante 10 min y se recuperd el sobrenadante. El pellet restante se lavo 2
veces con buffer Tris-HCI pH 7,5 20 mM, se suspendid en 400 pl de SDS 1% y se
incubé a 95°C por 15 min para favorecer su suspension. Posteriormente, se almacené
en frio. Para la visualizacion de proteinas mediante SDS-PAGE se agregd a una
alicuota de las muestras obtenidas buffer de carga para proteinas a una concentracion
final (Tris pH 6,8 227 mM, Glicerol 18%, Azul de bromofenol 0,002% pfv, SDS 3,6%, B-
Mercaptoetanol 2,36 M). Los geles de poliacrilamida se realizaron al 12% pfv,

utilizando una mezcla acrilamida-bis acrilamida 29:1.

Obtencién de extracto enzimatico a partir de X. dendrorhous

Las células de los distintos cultivos de X dendrorhous se cosecharon mediante
centrifugacion. El pellet celular se lavé 2 veces con agua destilada y luego se
suspendio en buffer de extraccion de proteinas (MOPS 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM,
Sorbitol 0,5 M y coctel de inhibicién de proteasas). Posteriormente, se agregd 500 ul de
perias de vidrio (Biospec) de 0,5 mm y se sonicé con 15 pulsos de 30 s a una carga de
90% separados por 1,5 min de incubacién en hielo. El lisado se transfirié a un nuevo
tubo, sin arrastrar perlas de vidrio, y se centrifugé a 14.000 x g durante 10 min. Se
recuperd el sobrenadante y se descarté el pellet que contiene las protelnas de

membrana celular. El sobrenadante se centrifugé a 100.000 x g durante una hora y
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nuevamente se recuperd el sobrenadante, que contiene las proteinas solubles, el cual

se almaceno a -80°C hasta su uso.

Ensayo de actividad prenil transferasa y deteccion de productos

Previd a los ensayos enzimaticos, los extractos proteicos obtenidos se filfraron a través
de una columna de exclusion de metabolitos PD-10 (General Electrics Healthcare) de
acuerdo a lo indicado por los fabricantes. En primer lugar, se ambienté la columna con
buffer de elucién (MOPS 50 mM pH 7,5, MgCl, 5§ mM). Luego, se deposité hasta 2,5 mi
del extracto proteico en la parte superior de la columna y una vez que éste ingreso en
la columna, se agregd 3,5 ml de buffer de elucidén para recuperar a las proteinas.
Finalmente, la concentracién de proteinas obtenidas se determiné mediante uso del kit

de determinacién de proieinas con azul de Coomasie (Bradford, Thermo Scientific).

Cada ensayo enzimatico se realizé en un velumen final de 500 pl que contenia 12 pg
de proteinas, buffer (MOPS 50 mM, MgCl; 5 mM, DTT 6 mM), 100.000 dpm de IPP
marcado con carbono-14 (*C-IPP) (56,6 mCi/mmol, 0,81 nmol), IPP frio (20,2 uM) y
DMAPP (20,2 uM), GPP (16,4 uM) o FPP (13,8 uM), todos a conceniraciones
saturantes. La reaccion se incub6é una hora a 22°C. Después se agregd 1 volumen de
n-hexano, se agitdé en vortex durante 5 min y luego se centrifugd a 14.000 x g por 1
min. Se recuper6 la fase organica (1° fase hexanica) y se almacend a -20°C. A [a fase 7
acuosa se le adicionéd HCI a una concentracion final de 0,66 N y se incubé a 37°C
durante una hora. Luego, se adiciond 1 volumen de n-hexano, se agitdé en vortex por 5

min y luego se centrifugd a 14.000 x g por 1 min. Se recuperd la fase organica (2° fase
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hexanica) y se almacent a -20°C. La fase acuosa restante también se almacensé a -

20°C.

Se determind la aclividad enzimatica total mediante comparacion de la radioactividad
medida a partir de una alicuota de 50 pl de cada una de las tres fases (2 fases
hexanicas y una fase acuosa) en contador de centelleo (Perkin Elmer Tri-Carb
2810TR). Una unidad enzimatica (U} se definié como 1 pmol de producto formado por
min bajo las condiciones del ensayo. La actividad prenil transferasa se exprest en

U/mg de proteina.

Para separar los prenil alcoholes generados, cada fase hexanica restante se evaporo
can nitrégeno hasta llegar a un volumen de 10 a 15 pl que luego se depositd en una
placa de cromatografia en capa fina de fase reversa (TLC, Silica gel 60 RP-18, Merck).
Como referencia, en el mismo punto de carga, se agregaron los estandares de prenil
alcoholes (Cs, Cio, Ci5 ¥ C2o) y como fase movil se utilizd acetona:agua (9:1). Una vez
finalizada la cromatografia, la placa se rocié con solucién de Lieberman-Burchard y se
sometio a fuego indirecto hasta revelado. Una vez que se revelaron los estandares, la

placa se dividié en seccicnes de 2.5 mm y se midié la radioactividad con el contador de

centelleo de cada uno de los segmentos.
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Resultados

Expresiéﬁ de los genes FPS y crtE de X. dendrorhous en E. coli

Se construyeron los vectores de expresidn de los genes FPS y criE de X. dendrorhous
en E. coli. Para ello, el cDNA de los genes en estudio se sub-clonaron en el vector de
expresion pET28a(+) digerido con las enzimas Ndel y Ncol de tal manera que la
expresion de los genes quedd bajo el control del promotor T7Lac. En primer lugar fue
necesario incluir los sitios de restriccién mencionados en el cDNA de cada gen para
permitir su insercidn direccionada en el vector de expresién. Asl, a partir de los
plasmidos pXd-cFPS y pXd-ccrtE, se amplificé mediante PCR el correspondiente cDNA
con las parejas de partidores mFPS-Ncol-F+mFPS-Ndel-R y mcrtE-Ncol-F2+mertE-
Ndel-R (Tabla 3), respectivamente, que contienen los sitios de restriccidn Ndel y Ncol.
Los productos de PCR esperados, de 1.088 y 1.151 pb para el cDNA de FPS y crHE, se
confirmaron en geles de agarosa y luego se purificaron por el método de didxido de
silicio gfass milk para clonarlos en el vectar pBluescript digerido con la enzima EcoRV.
De esta manera se obtuvo a los plasmidos pXd-cFPS-NN y pXdcerfE-NN (Tabla 3),
portadores del ¢DNA de cada gen con los sitios de restriccion deseados.
Posteriormente, estos tltimos plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccidon
Ndel y Ncol para liberar el inserto de cada uno de ellos, y con las mismas enzimas se
digirié al vector de expresion pET28a(+). Las reacciones de digestion se evaluaron en
geles de agarosa vy los fragmentos de DNA deseados también fueron purificados por el
método de glass milk. Una vez purificados los insertos y el vector pET28a(+) digeridos
con las mismas enzimas, se ligaron y se transformé por electroporacion la cepa DH5a
de E. coli para la replicacion de los plasmidos. Los transformantes se seleccionaron en

placas con medio LB con kanamicina y las colonias resultantes se aislaron y analizaron
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mediante PCR de colonias con partidores especificos para cada cDNA (Figura 4). De
esta manera se obtuvo a los plasmidos pET28-cFPS y pET28-ccrtE (Tabla 1), cuyos

insertos fueron secuenciados para confirmar su correcta construccion.

Posteriormente, se transformé la cepa de expresién de E. cofi BL21 Gold(DE3)
mediante electroporacién con los plasmidos pET28a(+), pET28-cFPS y pET28-ccriE, vy
los transformantes se seleccionaron en placas con medio LB suplementado con
kanamicina (50 pg/ml). De esta manera se obtuvieron las cepas BL21+pET28,

BL21+FPS y BL21+crtE, respectivamente (Tabla 2),

La induccién de [a expresion de los genes en las cepas resultanies se realizé en
triplicados con IPTG de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Como control
se usd a los respectivos cultivos sin inducir. Luego del protocolo de induccién, se
obtuvo la fraccion total de proteinas las que se visualizaron mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 1,2 % p/v tefiido con azul de Coomasie. Entre [as bandas de
proteinas, solo se observé una banda de un tamafio similar a lo esperado de 40,24 y
42,16 kDa en los extractos de las cepas BL21+FPS y BL21+criE, respectivamente,
cuando los cultivos fueron tratados con IPTG (Figura 5§). Sin embargo, la proteina
codificada por el gen FPS presentd una migracion menor a lo esperado. Para confirmar
la identidad de las bandas de las proteinas observadas, cada una se escindio del gel y
se analizd mediante espectrometria de masa MALDI-TOF (servicio contratado en
CEPEDEQ, htip://www.cepedeq.uchile.cl). Los resultados devueltos indicaron que
efectivamente las bandas analizadas correspondian a las proteinas esperadas: una
protelna farnesil pirofosfato sintasa (FPP-sintasa) y una proteina geranilgeranil
pirofosfato  sintasa (GGPP-sintasa), codificadas por los genes FPS y criE,

respectivamente.
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Figura 4. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos de colonias transformantes

con pET28-cFPS y pET23-certE.

PCR de colonias para evaluar las colonias transformantes esperadas. Para las {ransformantes
con pET28-cFPS (arriba, carriles 3 a 5) se utilizé la pareja de partidores FPSnewF y FPSnewR,
con un amplificado esperado de 285 pb. Como control positivo (+) se amplificéd el plasmido pXd-
¢FPS. Para las transformantes con pET28-certE (abajo, cartiles 1 a 8) se ulilizd la pareja de
partidores mcrtEF y mcriER con un amplificado esperado de 1.131 pb. Como control positivo (+)
se amplifico el plasmido pXd-ccriE. Como control negativo (-) se utilizé una colonia azul. M:
marcador de tamafio molecular DNA de fago A digerido con la enzima de restriccion Hindlll:

23,1,94,6,6,44, 2.3, 2,0, 0,6 kb,
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Figura 5. SDS-PAGE de extractos de proteinas de bacterias transformadas de E. coli.

La fraccién soluble de proteinas obtenida a partir de las cepas BL21+pET28, BL21+FPS y
BL21+crtE de E. coli se separd mediante SDS-PAGE. Se distingue las cepas tratadas con IPTG
(+) de la condicidn contro! {-). Las flechas indican las bandas de proteinas heterélogas en los
cultives inducidos con |IPTG para fas cepas BL21+FPS y BL21+cniE, que portan el plasmido
para expresar los genes FPS y crilE de X dendrorfious . M: marcador de peso molecular 150,

130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 kDa.
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En ensayos iniciales de electroforesis en geles de poliacrilamida se observé que
ambas proteinas se encontraban en la fraccidén insoluble del extracto de proteinas.
Esto sugiere la formacién de cuerpos de inclusion o un mal plegamiento de las mismas,
ya que se esperaba encontrar a ambas proteinas en la fraccidon soluble porque no son
proteinas de membrana. Comc; lo anterior presentaba dificultades para los ensayos
enzimaticos disefiados, se procedid a optimizar la induccion de la expresion de los
genes. Para ello se probaron varias condiciones de induccidn variando Ila
concentracion de IPTG (1 mM, 750 pM, 500 uM, 250 uM, 100 pM, 50 pM, 25 pM y 10
BiM), la temperatura de induccion (10, 22 y 37°C) y el protocolo de sonicacién (desde 5
a 15 pulsos de 10 o 15 s seguidos por 30 0 40 s de incubacién en hielo a un 40%-
100% de carga). Finalmente, se logré obtener ambas proteinas en la fraccion soluble y
enzimaticamente activas al culfivar las cepas inicialmente a 37 °C, luego induccién con
100 uM de IPTG e incubacién a 22°C por 1 h, y el siguiente protocolo de sonicacién: 10
pulsos de 10 s cada uno seguidos por 30 s de incubacién en hielo a una carga de 40%.
Actividad prenil transferasa de cepas de E. coli recombinantes que
expresan los genes FPS y crtE de X. dendrorhous.

Se evalud la actividad prenil transferasa de los extractos de proteinas obtenidos a partir
de las cepas de E. coli BL21+pET28, BL21+FPS y BL21+crtE. Para ello, se obtuvo la
fraccion soluble de los extractos de proteinas como fue descrito y con ellos se realizd
los ensayos de actividad prenil transferasa. Como sustratos se utilizé C-IPP e IPP
frio, adicionando DMAPP, GPP o FPP como sustratos adicionales segtin el ensayo

realizado. Los resultados de estos experimentos se resumen en la Tabla 4.

Tal como se esperaba, el extracto de proteinas obtenido de la cepa BL21+pET28,

portadora del vector de expresién sin inserto, no presenté actividad prenil transferasa
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Tabla 4. Actividad prenil transferasa en cepas de expresién heteréloga en E. coli.

Cepa de origen

del extracio Sustrato Actividad prenil transferasa
proteico variable (Ufmg x 105 Porcentaje de productos*
BL21+pET28 DMAPP - ND
GPP - ND
FPP - ND
BL21+FPS DMAPP 6.0620.75 Cio (12.9 %), C1s (87.1 %)
GPP 3.84+0.43 C1s (100 %)
FPP - ND
BL21+criE DMAPP - ND
GPFP - ND
FPP 2,4410,16 C20 (100 %)
BL21+FPS y DMAPP 6.65+0.11 Cw (174 %), Cy5 (71.5 %),
BL21+criE Cz (11.1 %)

Nota: Los ensayos enzimaticos se realizaron segun descritos en la seccién materiales

y métodos. Dos extractos proteicos de dos cultivos en replica fueron obtenidos de cada

cepa. Cada ensayo se realizd por duplicado. Los valores observados corresponden al

promedio observado * el error estandar de [a media.

* Porcentaje de cada producto considerando 100% el fotal de la radioactividad

detectada en la fase hexanica. Ci, Cys and Cy cormresponden a producios que

migraron con estandares de prenil alcoholes de 10, 15 y 20 carbonos, respectivamente.

ND: No detectado
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en ninguno de los ensayos realizados. No obstante, los extractos de las cepas
BL21+FPS y BL21+crtE, si mostraron actividad prenil transferasa dependiendo del
sustrato adicional utilizado. De esta manera, se observé actividad prenil transferasa en
el extracto de la cepa BL21+FPS, sélo cuando Se adicioné DMAPP o GPP al ensayo,
pero no cuando se adicioné FPP. En el ensayo con DMAPP se detectaron productos
Ciw (12,9%) y Cy5 (87,1%), mientras que en el ensayo con GPP solo se encontré
productos Cys. Por ofro [ado, el exiracto de la cepa BL21+criE solo presentd actividad
prenil transferasa cuando se adiciond FPP como sustrato adicional y solo se detectd
productos C,e. Finalmente, en el ensayo que combind los extractos de proteinas de las
cepas BL21+FPS y BL21+criE, fue posible detectar actividad prenil fransferasa y se
encontraron los tres tipos de productos: Cip (17,4%), Cis (71,5%) ¥ Cop (11,1%) con
solo adicionar DMAPP como sustrato adicional al IPP.

Obtencidon de cepas de X. dendrorhous que sobreexpresan los genes FPS
y criE.

Para obtener los vectores de sobreexpresién de FPS y criE para X. dendrorhous, el
cDNA de dichos genes previamente clonados en el vector pBluescript, se sub-clonaron
en el vector pXdVexp2 consiruido en el laboratorio de Genética (datos aun no
publicados) (Figura 6). El vector pXdVexp2 es un vector de integracibn que se
caracteriza por contener un médulo de expresién formado por el promotor del gen de la
ubiquitina [Genbank: KJ140285] y el terminador del gen GPD [Genbank: Y08366),
ambos de X. dendrorhous, separados por un sitio de reconocimiento de la enzima Hpal
para permitir [a insercién de un fragmento de DNA entre ellos. Ademas, e] vector
contiene un marcador de resistencia al antibidtico higromicina B para seleccionar a los

transformantes. El médulo de expresidn y el marcador de resistencia estan adyacentes
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Amp R pBR322 ori

Figura 6. Vector pXdVexp2.

Vector utilizado en este frabajo para sobreexpresar genes en X. dendrorhious. El gen a expresar
se inserta en el sitio Hpal, siendo controlado por el promotor del gen de ubiquitina [en naranjo,
GenBank: KJ140285] con el terminador GPD [en amarillo, GenBank: Y08366). El vector posee
un moédulo que confiere resistencia a higromicina B (en ocre) a los transformantes, y regiones
de DNA (en naranja) para dirigir la integracién en el locus int [GenBank: KJ140286] de ia
levadura. El vector se construyd utilizando al plasmido pBluescript SK- como base (en gris se
demarcan el origen de replicacion bacteriano y gen de resistencia a ampicilina, para seleccién

en bacterias).
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y ambos estan flanqueados por regiones de DNA gendémico de X. dendrorhous para
dirigir la integracion en el focus int [Genbank: KJ140286]. Previo a la transformacion,
las construcciones basadas en pXdVexp2 se digirieron con Smal, para liberar el DNA

transformante.

El cDNA de los genes FPS y crtE se amplificd desde los vectores pXd-ccriE y pXd-
cFPS, respectivamente, y se ligaron a pXdVexp2 digerido con Hpal. Se transformé la
cepa DH5a de E. coli mediante electroporacion para la replicacion de los plasmidos y
los transformantes se seleccioharon en placas LB suplementadas con ampicilina. Las
colonias recombinantes, portadoras de pXdVexp2 con un inserio, se seleccionaron
mediante PCR de colonias utilizando parejas de partidores especificas para los cDNAs
de FPSy crtE que permitian confirmar la orientacién de insercion correcta (FPSnewF o
ctERT-F + TEF Sec R, para FPS o crtE, respectivamente) (Tabla 1). Una vez
identificadas las colonias portadoras de los plasmidos de interés, se selecciond una de
ellas con cada plasmido para realizar extraccion de DNA plasmidial. Estos plasmidos
se denominaron pXdVexp2-cFPS y pXdVexp2-cortE (Figura 7), respectivamente, y su

correcta construccion se evalud mediante diferentes reacciones de PCR (Figura 8).

Los plasmidos pXdVexp2-cFPS y pXdVexp2-ccriE se digirieron con Smal para
transformar mediante electroporacion la cepa silvestre UCD 67-385 y los
transformantes se seleccionaron en placas con medio solido YM suplementadas con
higromicina B. De esta manera se selecciond a las cepas 385-FPS™™* *" y 385-criE™™

*) (Tabla 2).

40




FPS [ criE gpD-T

pXdVexp2-
cFPS/ccriE
9121 /9184 /

f/l\r;t Down

pBR322 ori

Figura 7. Vector pXdVexp2-cFPS y pXdVexp2-ccriE.

En Ia figura se observa el vector pXdVex2 con el gen FPS o crniE (verde y azul,
respectivamente) en el sitio de insercion. Los vectores obtenidos pXdVex2-cFPS o pXdVex2-
certE tienen un tamafio de 9121 y 9184 pb, respectivamente., en el que se sub-clond el cDNA
de los genes FPS y criE de X. dendrorhous. Previo a la transformacidn de X. dendrorhious se

linearizan los vectores mediante digestion con la enzima de restriccion Smal.
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Figura 8. Confirmacion de insercién de gen FPS o ¢rtE en el vector pXdVexp2

Analisis mediante PCR para evaluar la correcta obtencion de plasmidos pVexp2-cFPS (arriba) y
pVexp2-criE (abajo). Entre las imagenes superiores e inferiores se presenta un esquema de la
ubicacion relativa de los partidores utilizados en el analisis y el tamaric del producto esperado.
Como controles se incluyé a los plasmidos pXd-cFPS o pXd-ccriE, y el plasmido pXdVex2p sin
un inserto, se utllizé como control negativo. Los partidores utilizados se encuentran indicados
con numeros y corresponden a: 1: FPS-02F o mcrtEF, 2: FPS-01R o mcnER, 3: Ubi Fw2, 4:

FPSnewR o mcrtiER-RT, 5; TEF Sec R, 6: FPSnewF o mcrtER-RT. M: Marcador de tamario

molecular DNA de fago A digerido con Hindlll (23,1; 9,4; 6,6; 4,4, 2,3; 2,0 y 0,6 kb).
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Evaluacidn del fenotipo en cepas mutantes de X. dendrorhous
heterocigotas y que sobreexpresan a los genes FPS y crtE.

Para comparar el fenotipo de las cepas mutantes heterocigotas y de sobreexpresion de
los genes FPS y criE, se evalud su crecimiento, produccion de carotenoides y de
esteroles, expresion de algunos genes claves y la actividad prenil transferasa. Para
ello, la cepa parental silvestre y las mutantes que derivan de ella: heterocigotas (385-
FPS™ y 385-crtE*" ) y de sobreexpresién (385-FPS** 1 y 385-crtE** *Y) (Tabla 2),
se cultivaron por triplicado durante 5 dias en medio YM con agitacién constante a 22°C.
El crecimiento se evalué midiendo la absorbancia del cultivo a 600 nm y se
recolectaron muestras luego de 72 y 120 h de cultivo. A 1as muestras de 72 h se les
extrajo carotenoides, esteroles, RNA y proteinas, mientras que a las muestras de 120

h, s6lo se les extrajo carotenoides y esteroles.

Curvas de crecimiento

La Figura 9 muestra las curvas de crecimiento de las 5 cepas de X dendrorhous
estudiadas en este trabajo. Se puede observar que la mayoria de las cepas crecen
similares a la cepa parental. Sin embargo, el cultivo de la cepa 385-crtE®™ *" alcanzd
una menor densidad Optica en la fase estacicharia de crecimiento, slendo

aproximadamente un 72%, respecto a las ofras cepas.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de cepas de X, dendrorhous.

Las cinco cepas ufilizadas en este trabajo se cultivaron en medio liquido para levaduras YM y el
crecimiento se determind mediante medicion de DOgy durante 120 horas. La cepa 385-
crtE***" presenta una DOgye menor al resto de las cepas. Se representa el valor promedio de

tres cultivos independientes de cada cepa y el error estandar de la media.
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Carotenoides y esteroles

Los carotenoides y esteroles de las 5 cepas estudiadas fueron extraidos a partir de 5
ml de cultivo luego de 72 y 120 h de cultivo. Para normalizar los datos se colecté por
separado 2 ml del cultivo para determinar el peso seco de levadura de las muestras
analizadas. Cada muestra se procesé de acuerdo a lo descrito anteriormente y en
triplicados para cada cepa. Los pigmentos y esteroles obtenidos se cuantificaron
mediante espectrofotometria y su composicion se determiné mediante RP-HPLC. Los
resultados se resumen en las Tablas 5 y 6 y las figuras 12 y 13. Ademas, la
pigmentacion de las colonias de cada cepa fue registrada fotograficamente Iuego de 1,

3 y 5 dias de cultivo en placas con medio YM incubadas a 22 °C (Figura 10).

Las cepas 385-FPS™* *W y 385-crtE*™ *" mostraron un mayor contenido de
carotenoides totales que la cepa parental silvestre: un 25 y 36% mas, respectivamente
luego de 120 h de cultivo. Sin embargo, la composicion de pigmentos solo se vio
alterada ligeramente observandose una mayor proporcién de astaxantina. Por otro lado
las cepas heterocigotas producen [a misma cantidad de carotencides que la cepa
parental, pero su composicién se vio significativamente alterada. Estas contienen una
menor proporcion de astaxantina en favor de una mayor fraccién de B-caroteno y de

otros carotenoides intermediarios entre la sintesis de estos dos pigmentos.

Por otro lado los esteroles no se vieron alterados mayocrmente, solo se encontré una
diferencia significativa entre la cepa UCD 67-385 y 385-crtE™™* *¥ a las 120 horas de
cultivo donde esta ditima presenta un aumento de un 36% respecto a la cepa parental

(Figura 12). La composicién de esteroles no se vio alterada.
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Figura 11. Composicion de carotenoides en cepas de X. dendrorhous.

La cantidad y composicién de carotenoides de las cepas de X. dendrorhous se determind a las
72 horas, mediante cuantificacién en espectrofotémetro y separacién en un equipo de
HPLC de fase reversa. Se observa un aumento en los carotenoides fotales en las cepas de
sobreexpresion (385-FPSM™* *V y 385-crtE™" ™), con un ligero aumento en la proporcién de
astaxantina. Las cepas de mutantes heterocigotas (385-FPS™" y 385-crtE™“”) mostraron la
misma cantidad de carotencides totales que la cepa parental (UCD 67-385), pero con una

menor proporcion de astaxantina, a favor de otros carotenoides e intermediarios.
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Tabla 6. Esteroles en cepas de X. dendrorhous {(en mgfgr de peso seco de levadura)

Cepas
UCD 67-385  385-FPSY/**U  385.crt™**Y)  3g85.ppst/) 385-crtg™/?
72h 2,32 +0,01 2,27 £0,04 2,49 £0,23 2,41 £0,04 2,34 +0,13
120 h 1,76 +0,16 2,10 %0,11 2,39 £0,18 2,03 £0,10 2,10 +0,14

Nota: La tabla muestra el valor promedio + error estandar de la media de tres cultivos
independientes.
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Figura 12. Esteroles en cepas utilizadas.

La cantidad y composicién de carotenoides de las cepas de X. dendrorhous se determino a las
72 y 120 horas, mediante cuantificacién en espectrofotdometro y separacién en un equipo de
HPLC de fase reversa. Sélo se enconiro diferencias significativas en los esteroles totales en la

cepa 385-criE(+/+, +1) respecto a |a cepa parental UCD 67-385 (test t de student, p < 0,01).
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Niveles de expresion de los genes FPS, criE, crtS y crtR en cepas de X.
dendrorhous

Para deierminar si el cambic en la pigmentacién de las cepas mutantes se debe
efectivamente a diferencias en los niveles de los transcritos de los genes estudiados,
se midié [os niveles de RNA mensaiero de los genes FPS y criE. De [a misma manera
se analizd los niveles de expresion de los genes crfS y crfiR debido a que en ambas
cepas heterocigotas se enconiré una alteracién en la composicidn de pigmentos,
principalmente entre los niveles de B-caroteno y astaxantina, siendo estos genes los
que controlan [a sintesis de astaxantina desde $-caroteno. Para ello, se extrajo el RNA
total luego de 72 h de cultivo y [a expresidon de dichos genes se evalio mediante RT-
gPCR, cuyos niveles de transcritos se normalizaron de acuerdo con el nivel del
transcrito del gen de actina [Genbank: X89898.1]. Los resultados se muestiran en la
Figura 13, donde los niveles de los iranscritos de cada gen se consideraron un 100 %
en la cepa parental UCD 67-385. Como era esperado, los transcritos de los genes FPS
y crif presentaron un mayor nivel en las cepas de sobreexpresion 385-FPS™* ™!y
385-crtE™* *Y, Las cepas mutantes heterocigotas 385-FPS™y 385-crtE™" mostraron
un menor nivel de los respectivos transcritos. Por otro lado, los genes ¢rfS y crfR no
mostraron diferencias significativas en las cepas de sobreexpresion con respecto a la
cepa parental. Sin embargo, se observé una reduccion significativa en los niveles del
transcrito del gen crtR en ambas cepas heterocigotas y en menor grado del gen ¢rtS en

la cepa 385-crtE™".
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Figura 13. Expresion de genes FPS, crtE, crtS, crtR en cepas de X. dendrorhous.

Se evalud los niveles de los transcritos de los genes A} FPS, B) crlE, C) ¢criS y D) criR, luego de
72 h de cultivo en las cinco cepas utilizadas en este trabajo. La expresion se muestra como un
porcentaje relativo a Ja cepa parental silvestre considerada como un 100%. Las diferencias
estadisticamente significativas se encuentran sefialadas con un asterisco (test t de student, p <

0,01)
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Actividad prenil transfersa en cepas mutantes de X. dendrorhous
heterocigotas y que sobreexpresan los genes FPS y crtE.

Se evalud la actividad prenil transferasa en extractos de proteinas de todas las cepas
de X. dendrorhous estudiadas en este trabajo. Los extractos de proteinas se obtuvieron
luego de 72 h de fres cuitivos independientes de cada cepa. Se realizaron dos ensayos
enzimaticos diferentes que contenian los extractos de proteinas y los sustratos “C-IPP
e IPP frio, ademas de DMAPP o FPP como sustratos adicionales. Los resultados se
muestran en la Tabla 7. Se observé que al incluir DMAPP en el ensayo, los extractos

de proteinas de la cepa 385-FPS"**V presentan un 85% mas de actividad prenil

transferasa a la encontrada en los extraclos de la cepa parental. Sin embargo, en las
otras cepas no se observaron diferencias significativas. Por otro lado, el ensayo con
FPP revelé un aumento de un 144% en la actividad prenil fransferasa en la cepa 385-
crtEY™**). Las cepas heterocigotas no presentaron cambios estadisticamente
significativos en cuanto a actividad enziméatica. En los ensayos realizados, la
composicion de los productos encontrados se mantuvo relativamente constante con

una relacion de Cyg (2-3%), Cis (84-86%) y Cag (12-14%), independiente del sustrato o

del origen del extracto de proteinas utilizado.




Tabla 7. Ensayos de actividad prenil transferasa con extractos de proteinas de cepas de

X. dendrorhous.

Cepa de origen Sustrato Actividad prenil Porcentaje de productos™
del Extracto variable transferasa (U/mg x 106) Co Cis Cuo
proteico
UCD 67-385 DMAPP 50+0,15 210 86t4 125
FPP** 1,15+ 0,35 NS NS NS
385-Fpgtt DMAPP 9,24 + 0,45 21 85+3 13%3
FPP* 1,13+ 0,68 NS NS NS
385-crtE™" Y DMAPP 4,54+ 0,76 311 84+4 13+4
FPP 2,81+0,81 154 7445 1124
385-FPSt*” DMAPP 379106 21 86+3 1214
FPP** 0,64 £ 0,15 NS NS NS
385-crie"" DMAPP 4,1+1,08 31 842 14%3
FPpP* 0,74 £ 0,03 Ns NS NS

Nota: Los ensayos enzimaticos se realizaron segtin descritos en la seccién materiales
y métodos. Dos extractos proteicos de dos cuitivos en replica fueron obtenidos de cada
cepa. Cada ensayo se realizd por duplicado. Los valores observados corresponden al

promedio observado + el error estandar de la media.

* Porcentaje de cada producto considerando 100% el total de la radioactividad
detectada en la fase hexanica. Cq, Cis and Cu corresponden a productos que

migraron con estandares de prenil alcoholes de 10, 15 y 20 carbonos, respectivamente.

**|_.os ensayos realizados utilizando FPP como sustrato presentaron cantidades bajas

de producto, los cuales no pudieron ser separados entre si en la mayoria de los casos.
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Discusién

Actividad de proteinas codificadas por los genes FPS y crtE

Trabajos anteriores describen la participacion del gen criE, que codifica a la enzima
GGPP-sintasa, en la biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous. Sin embargo, la
funcién del gen FPS, que cadifica a la enzima FPP-sintasa, no ha sido descrita y los
estudios respecto a esta dltima han sido casi nulos, salvo patentes que protegen su
secuencia sin realizar mayores estudios (Hoshino y Setoguchi, 1998). En nuestro
labaratorio, mediante la comparacién de secuencias de genes FPS de olras levaduras
y el disefio de partidores degenerados, se logrd identificar un posible gen FPS de X.
dendrorhous (Niklitschek, 2008) descrito previamente en [a patente EP0955 363A2
(Hoshino y Setoguchi, 1999). La secuenciacién de! cDNA de dicho gen permitié deducir
la secuencia de amino acidos de la proteina codificada por FPS, en la que se encontré
motivos conservados de enzimas FPP-sintasas mediante andlisis bioinformaticos,
confirmandose la obtencién del gen deseado. Trabajos posteriores permitieron
confirmar que el gen FPS también esta involucrado en la carotenogénesis de esta
levadura (Romero, 2010). Si bien previd a esta tesis se contaba con los antecedentes
de que FPS y crtE estan involucrados en la sintesis de carotencides en X
dendrorhous, el mecanismo por el cual se sintetiza el precursor GGPP de la
carotenogénesis aun no habia sido descrito. Es asi como en esle trabajo se
expresaron ambos genes en E. coli y se evalto la actividad prenil transferasa que

codifica cada uno de ellos.

A pesar que por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida de los extractos de
proteinas de las cepas de E. coli que expresan FPS y criE, ambas proteinas

presentaron un tamafio menor a lo esperado y siendo mas agudo en el caso de la
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proteina FPP-sintasa, la identidad de ellas (FPP- y GGPP-sintasa, respectivamente)
fue confirmada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Adicionalmente, la
secuenciacidn de los vectores de expresion portadores de ambos cDNAs, confirmé que
no existen mutaciones en ellos, por lo que la diferencia en la migracion de las proteinas

podria deberse a otros factores aun no conocidos.

Teniendo la certeza de la identidad de cada protelna se procedié a realizar ensayos
para evaluar la actividad prenil transferasa de cada una. Debido a que en los ensayos
se realizaron con exiractos de proteinas de las cepas recombinantes, y no con las
proteinas purificadas, como control se incluyé los extractos de proteinas de una cepa
portadora del vector de expresion sin un inserto. Lo anterior demosiré que no hay
actividad prenil transferasa detectable bajo las condiciones utilizadas de los ensayos
en la cepa de E. coli utilizada como hospedero para la expresidén heteréloga, aun en
presencia c;ei vector de expresién vacio. De esta manera, los resultados de los
ensayos enzimaticos realizados en este trabajo demostraron que [a proteina codificada
par €l gen FPS presenta actividad prenil fransferasa y que sus sustratos serian IPP +
DMAPP e IPP + GPP, v no IPP + FPP. Los productos para ambas reacciones
concordaron con lo esperado, enconirandose prenil alcoholes Cy ¥y Cys con los
sustratos IPP + DMAPP y Cy con los sustratos IPP + GPP. Por ofro lado, la proteina
cadificada por €l gen criE solo presentd actividad prenil fransferasa en presencia de los
sustratos IPP + FPP, generando un prenil alcohol Cy como Unico producto. Estos
resultados demuesiran que ambas proteinas participan secuencialmente en Ia
formacion de GGPP a partir de PP y DMAPP. Comparando las actividades
enzimaticas de ambas proteinas se observd que la enzima FPP-sintasa posee una

actividad enzimatica mayor que la enzima GGPP-sintasa. Esta observacion se ve

55




apoyada con la disminucion en el crecimiento de la cepa 385-crtE™™ *! de X
dendrorhous que alcanza una menecr DOgq &l final del cultive (discutido mas adelante).
Finalmente, con la intencién de completar el sistema, el ensayo enzimatico se realizd
con una mezcla de los extractos de proteinas de las cepas de E. cofi que expresan
FPS y criE. De esta manera se logrd obtener [os tres tipos de productos: Cqq, Cis ¥ Cap,
utilizando solo PP + DMAPP como sustratos. En este caso, el mayor producto
encontrado correspendié a Cys en tanto que Cy fue el que presentd menores
cantidades. De acuerdo a los resultados obtenidos, esto es de esperarse dado que la
enzima FPP-sintasa posee una mayor actividad en relacidn a GGPP-sintasa. Estos
resultados, junto con los antecedentes que se contaba, nos permiten afirmar que los
genes FPS y criE codifican proteinas con actividad prenil transferasa siendo
efectivamente la primera una FPP-sintasa y la segunda una GGPP-sintasa. Ademas,
se determind que probablemente en X. dendrorhous la sintesis de GGPP desde IPP y
DMAPP ocurre por medio de un sistema que involucra a dos proteinas que actdan
secuencialmente: en primer lugar se sinietiza FPP en dos etapas ({IPP + DMAPP —
GFP e IPP + GPP — FPP) catalizadas por FPP-sintasa {gen FPS) y luego se produce
GGPP (IPP + FPP — GGPP) por GGPP-sintasa {gen crE). La obtencién de este
resultado estd de acuerdo con lo descrito para otros organismos relacionados. Las
prenil transferasas pueden dividirse en varios tipos, generalmente asociadas a grupos
de organismos diferentes (Vandermoten y cols., 2009) donde el sistema de biosintesis
de FPP/GGPP se encuentra relacionado directamente con el tipo de prenil transferasa
presente. Para el caso de hongos se espera la presencia de FPP-sintasa tipo 1 y
GGPP-sintasa tipo [li. Esto ha sido descrito en levaduras como S. cerevisiae, la cual

también realiza la sintesis de GGPP mediante un sistema de dos enzimas que actlan
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de manera secuencial (Caplin y cols., 1994). Muy pocos frabajos han sido realizados
enfocados a este proceso en levaduras mas esirechamente relacionadas
filogenéticamente a X. dendrorhous, lo cual resalta la importancia de este trabajo en el
intento de dilucidar el mecanismo a través del cual se sintetiza el GGPP, no solo en X.
dendrorfious, sino también en otras levaduras basidiomicetes.

Participacion de los genes FPS y crtE en la carotenogénesis en X.
dendrorhous

Con la intencién de evaluar la funcién de los genes FPS y crtE en X. dendrorhious, se
opid por sobreexpresar dichos genes y estudiar el fenotipo resultante. Para ello, se
utilizd a la cepa silvestre UCD 87-385 como parental para sobreexpresar los genes en
estudio, ya que se contaba con mutantes heterocigotos de ambos genes que derivan
de esta cepa. Asi, junto con evaluar el resul{ado de la sobreexpresion de ambos genes,
fue posible comparar con el fenctipo de los mutantes que carecen de un alelo de ellos.
A simple vista se observo diferencias en la pigmentacién enire todas las cepas
estudiadas (Figura 10), teniendo un color rojo mas intenso las cepas que contienen una
copia adicional de los genes FPS o crtE, y mas pélidas aquellas cepas heterocigotas

de ambos genes, en comparacion con [a cepa parental.

En primer lugar, se evaltio el crecimiento de las cinco cepas que no mostré diferencias
significativas, salvo la cepa 385-crtE®™* * que alcanzd una DOgg bastante menor al
resto de las cepas en la fase estacionaria bajo las condiciones de estudio. No existen
estudios que aborden el efecto de la sobreexpresion de la enzima FPP-sintasa en
organismos filogenéticamente cercanos a esta levadura y aquellos realizados en otros
organismos no consideraron el impacto sobre la tasa de crecimiento como tal, si no

otros pardmefros como el impacto sobre la sintesis de esteroles (Chambon y cols.,
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1991). En estos trabajos se reportd como maximo un aumento de un 28% en la sintesis
de esteroles respecto a la cepa parental. Sin embargo, debido a que FPP es el
precurser de los esteroles y ambos genes estudiados se encuentran involucrados en el
metabolismo de FPP (FPP es el producto de FPP-sintasa y el sustrato de GGPP-
sintasa), se consider6 la posibilidad de observar cambios en el crecimiento de la
levadura. Los resuitados obtenidos indican que la sobreexpresién del gen FPS en la
cepa 385-FPS"* *V no afecta el crecimiento de X. dendrorhous, pero se observa un
cambio morfoldgico en las colonias, las cuales tienen un aspecto mas brillante que las
de la cepa parental que poseen un aspecio cremoso. Por otro lado, la menor DOggo
alcanzada al final del cultivo de la cepa 385-crtE™* *V, sugiere que la sobreexpresion
del gen crtE podria estar drenando precursores necesarios para la sintesis de
esteroles, afectando el desarrcllo normal de 1a levadura. Los resuliados obtenidos
indican que la sobreexpresién de ambos genes afecta en cierta medida el crecimiento
de la levadura. Por un lado, el cambio observado en las colonias de la cepa 385-
FPS** *) sugiere que la abundancia de sustrato altera de alguna manera la
composicion de la membrana, presuntamente a nivel de los esteroles. Sin embargo, los
analisis de esteroles realizados (discutido mas adelante) no mosiré alieracidn alguna,
sugiriendo que el método utilizado no es lo suficientemente sensible para detectar la
diferencia o esta se encuentra relacionada a otro proceso no determinado. Por otro
lado, la disminucion en la DOgg final de la cepa 385-crtE®™ ** indica una alteracién en
el crecimiento de la cepa, siendo el drengje del precursor FPP la causa mas probable
de esta alteracion, debido a que éste es precursor del escualeno gue a su vez es el
primer precursor de la via de siniesis de los esteroles. Estudios realizados en S.
cerevisiae han demostrado que la eliminacion del gen ERGY, que codifica [a enzima

escualeno sintasa, resulta letal para la levadura (Jennings y cols., 1991). De la misma
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manera se ha observado que una disminucién en los niveles de FPP, en la misma
levadura, llevan a una disminucién en el crecimiento de la levadura (Chambon y cols.,
1980), en tanto que ofros estudios sugieren que es posible disminuir el flujo hacia la via
de sintesis de esteroles hasta cierto limite sin afectar el crecimiento de la célula
(Paradise y cols., 2008). Esto no se observé en la cepa mutante heterocigota para el
gen FPS obtenida en X. dendrorhous, presuntamente debido a que la disminucién en
actividad FPP-sintasa puede ser compensada con una disminucién del flujo de
precursores hacia [a sintesis de carotenoides, en tanto que en S. cerevisiae no existe
esta via para contrarrestar la falta de FPP. Debido a lo anterior, se analizé la cantidad y
composicion de esteroles en las cinco cepas de estudio y en fodas ellas se encontrd a
ergosterol como el esteral principal (cercano a un 100%). Interesantemente, no se
encontraron diferencias significativas entre las cepas analizadas en cuanto al contenido
de ergosterol, salvo la cepa 385-crtE™™* *" que luego de 120 h de cultivo presenté mas
ergostero! que la cepa silvestre (1,76 vs 2,39 mg/g peso seco). Estos resultados llaman
la atencidn, ya que se esperaba que mutaciones en los genes FPS o criE afectaran la
sintesis de ergosterol, ya que estarian involucrados en su sintesis y consumo del
precursor FPP. Es posible que el aumento de ergosterol especifico en la cepa 385-
crtE¥* *) se relacione con la disminucion de la biomasa alcanzada (reflejado por la
menor DOgy alcanzada al final del cultivo); sin embargo, se carece de mayor
informacion para llegar a una conclusion. Otro punto, mencionado anteriormente, es la
ausencia de cambios en la cepa 385-FPS™"**", Dado que la inspeccién visual permitio
observar cambios en el aspecto de las colonias (brillantes contra cremosas), se
esperaba cambios a nivel de los estercles de la levadura. Sin embargo, éstos no se

detectaron con la aproximacion experimental utilizada en este trabajo.
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Debido a las diferencias fenotipicas evidentes a simple vista en la pigmentacion de las
cinco cepas estudiadas, se cuantificd los carotenoides producidos y se evalud la
composicion de ellos. De esta manera fue posible confirmar que efectivamente las
cepas que sobreexpresan a los genes FPS y criE, producen mas pigmentos que la
cepa parental. Incluso se observd una alteracién en la composicion de éstos,
aumentando levemente la fraccion de astaxantina. Estos resulfados concuerdan
parcialmente con datos observados previamente (Breitenbach y cols., 2011) donde se
observa un incremento en la cantidad total de carotenoides respecto de la cepa
parental al sobreexpresar el gen crtE. Sin embargo, en el trabajo se reporta una
disminucién en la proporcion total de astaxantina, que es lo contrario a lo observado en
este trabajo (44% vs 89%). Esta diferencia se puede deber a que las cepas y
condiciones de cultivo reportadas difieren de las utilizadas en esta tesis. Otros trabajos
también han corroborado gue la sobreexpresion de genes de GGPP-sintasas en otros
organismos. Por ejemplo, la expresion del gen que codifica una GGPP-sintasa de
Gentiana lutea en Nicotiana tabacum, produjo un aumento de un 18% en [a produccién
de carotenocides en la hoja de la planta (Ji y cols., 2009). Por ofro lado, no existen
trabajos previos que relacionen la sobreexpresidn o escisién del gen FPS con cambios
en la cantidad o proporcién de astaxantina en otros organismos, pero si respecto a los
carotenoides en términos generales. En estos trabajos se ha reportado que la
sobreexpresian del gen de FPP-sintasa en Mucor circinelloides se corresponde con un
aumento en la cantidad de carotencides totales (Csernetics y cols., 2011), coincidente
con los resultados observados en este trabajo. En aquel trabajo se integraron distintos
nlimeros de copias de este gen, demostrando un efecto de dosis génica donde el
aumento del nimero de copias fiene como consecuencia un aumento en los

carotenoides tolales (Csernetics y cols., 2011). Si bien el analisis de carotencides ya se
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habia realizado previamente en las cepas mutantes heterocigotas 385-FPS™"
(Romero, 2010) y 385-crtE“" (Niklitschek, 2008), se las incluyd en esta tesis por
motivos comparativos bajo las mismas condiciones de cultivo. De esta manera se
confirmé que no hay diferencias en la cantidad de carotenoides producidos por las
cepas heterocigoias en comparacion con la cepa parental, pero su composicién es
distinta encontrandose una menor proporcion de astaxantina a favor de B-caroteno y de

otros carotenoides intermediarios entre ambos metabolitos en la via de sintesis.

Con la intencién de evaluar si efectivamente el introducir una copia adicional o eliminar
un alelo de los genes estudiados implica cambios en los niveles de sus franscritos, lo
que podria ser responsable del cambio en los fenotipos observados, éstos se midieron
por RT-qPCR en un punto de la curva de crecimiento. Como se esperaba, se observd
un mayor nivel de los transcritos de FPS y crtE en las cepas 385-FPS™" *! y 385-
crEX* * respectivamente. Por ofro lado, las cepas 385-FPS*? y 385-criE™"”
mostraron una expresion reducida de los respectivos genes. Esto nos indica que, al
menos parte, las alteraciones en el fenotipo se deben a un efecto de dosis génica de
FPS y criE. Sin embargo, llama la atencién el cambio de composicién de carotenoides
en las cepas heterocigotas, particularmente por la diferencia en la proporcion de
astaxantina y B-caroteno. Por este motivo, adicionalmente se midié los niveles de
mRNAs de los genes ¢rfS y criR, ya que estudios previos han demostrado que al
menos estos dos genes controlan la sintesis de astaxantina desde B-caroteno (Ojima y
cols., 2006, Alcaino y cols., 2008). Interesantemente se encontrd una menor expresion
del gen crtS en la cepa 385-crtE™”, y del gen ¢rfR en ambas cepas heterocigotas, no

asi en las cepas que sobreexpresan ambos genes. Estudios anteriores (Alcaino y cols.,

2008) demostraron que la mutacién de uno de los alelos del gen crtR, que codifica una
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citocromo P450 reductasa en la cepa UCD 67-385, afecta la composicion de
pigmentos, disminuyendo la proporcién de astaxantina a favor del B-caroteno y ofros
intermediarios, similar a lo que encontramos en este trabajo. De esta manera, los
resultados de esta tesis sugieren gue el cambio de la expresién de crtR observado,
podria ser responsable de los cambios en la composicidn de carotenoides en [as cepas
385-FPS*? y 385-crtE™”. Sin embargo, tomando en cuenta el amplio nimero de
reacciones en los cuales los sistemas P450s estan involucrados y que la regulacion de
su expresion depende de variados factores (Estabrook y cols., 1991, Fulco, 1991,
Honkakoski y Negishi, 2000, Porter, 2002), es dificil determinar la causa particular por
la cual la expresion de crtR se ve modificada en estas cepas por lo que se requieren

mayores estudios.

Si bien conocer los niveles de transcritos de un gen en paricular nos ofrece
informacion sobre el impacto que ocurre al sobreexpresar, eliminar un alelo o eliminar
completamente a un gen, no necesariamente se correlaciona proporcionalmente con la
concentracién de la proteina que dicho gen codifica o de su actividad. Por ello, se
evalué la actividad prenil transferasa en extractos de proteinas de las cinco cepas de
X. dendrorhous estudiadas en este frabajo. Los ensayos realizados fueron similares a
los realizados con exiractos de proleinas de E. cofi, pero con una diferencia
fundamental. El extracto de E. coli no presentaba actividad prenil transferasa intrinseca
en las condiciones en las que se trabajo; sin embargo, los exiractos de proteinas de X.
dendrorhous si poseen esfa actividad. Trabajos preliminares mostraron que la
preparacion enzimatica de la levadura es capaz de sintetizar prenil fosfatos Cqg, Cis ¥
Cy en presencia de IPP como Onico sustrato. Esto se puede explicar porque X

dendrorhous posee el gen idi que codifica la proteina IPP-isomerasa, enzima capaz de
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formar‘DMAPP a partir de IPP (Agranoff y cols., 1960). Los requerimientos necesarios
para la actividad de esta enzima son los mismos que los necesarios para las enzimas
FPP-sintasa y GPP-sintasa (Sagami y cols., 1994, Hahn y cols., 1999), por esta razén
y de acuerdo a los resultados observados en los ensayos preliminares, es de
esperarse una actividad |PP-isomerasa basal. Esta resultaria relevante solo en el caso
del ensayo con FPP, debido a que la actividad enzimatica que se desea medir, el paso
de FPP a GGPP, se veria interferida por la disponibilidad de DMAPP producto de la
IPP-isomerasa. Por ofro lade, los ensayos con DMAPP no se verian afectados en
absoluto, ya que tanto el IPP cbmo DMAPP adicionados al ensayo se encuentran en

concentraciones saturadas.

Los extractos de proteinas de las cepas 385-FPS™* *" y 385-crtE™* *!) presentaron un
aumento de un 84% y 144% en la actividad prenil transferasa cuando los ensayos se
realizarcn con los sustratos adicionales DMAPP y FPP, respectivamente. Lo anterior
indica que probablemente el aumento en la produccion de carotenoides en estas cepas
se debe a una mayor actividad prenil transferasa correspondiente a las enzimas FPP-y
GGPP- sintasa, respectivamente. Por ofro lado las cepas mutantes heterocigotas no
mostraron cambios significativos en los ensayos enzimaticos con ninguno de los
sustratos. La razén de esto se puede deber a que la sensibilidad del método utilizado
no es lo suficiente para detectar la magnitud del cambio ocurride al eliminar un alelo de
uno de estos genes. Esto no significa necesariamente que no exista un cambio en la
actividad prenil transferasa, si no que este es pequefio. También es interesante que ia
proporcidn de prenil alcoholes producidos se maniuvo relativamente constante,
independiente de la cepa utilizada. Esio se deberfa probablemente a que la enzima

FPP-sintasa posee una mayor actividad enzimatica que GGPP-sintasa. Por otro lado, a

63




pesar de que existen pocos trabajos al respecto, se ha reportado que GGPP-sintasas
presentan mecanismos de inhibicion de susirato y producto, siendo inhibida en forma
competitiva por GGPP y presentando una actividad reducida en presencia de altas
concentraciones de FPP y bajas de IPP (Barbar y cols., 2013). En el trabajo se sugiere
que esto puede ser una medida para evitar el agotamiento de FPP, el cual es precursor
de una serie de procesos de importancia biolégica. De acuerdo a esto, es posible que
se esié observando el mismo fendmeno en esta levadura, existiendo una proporcion
determinada de sustrato-producto dada por este mecanismo de inhibicion. Sin

embargo, mas estudios son necesarios para afirmar esto en forma mas certera.

En este trabajo se estudié la ruta de biosintesis del GGPP, determinandose que éste
se sintetiza por |a accion secuencial de dos enzimas: FPP-sinfasa y GGPP-sintasa,
respectivamente. La alteracién en el nimero de copias de los genes que las codifican,
llevé a un cambio en la composicidn de pigmenios en las cepas mutantes
heterocigotas o un aumento en la cantidad de carotenoides en las cepas de
sobreexpresion de X. dendrorhious. Por un lado, es claro a simple vista que la escision
de un alelo del gen criE tiene un mayor impacto en la carotenogénesis que la escision
de FPS. Por otro lado, esto no es tan claro en el caso de la sobreexpresion de cada
gen por separado. Debido a lo mencionado previamente es posible que la actividad
GGPP-sintasa constituya un paso limitante, en términos de velocidad de reaccion, en la
obtencion de precursores para la carotenogénesis (Wang y cols., 1999), pero su
aumento desregulado conlleva una disminucion en la densidad del cultivo final,
probablemente a causa del drenaje de FPP necesario para otros procesos como la
sintesis de esteroles. Comparativamente la sobreexpresion del gen FPS lleva a un

aumento un poco menor de los carotenoides, pero sin pérdida de biomasa. Por ello, el
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paso logico a seguir constituye la scbreexpresion de ambos genes en conjunio,

esperando que de esta manera no exista un impacto sobre el crecimiento de la célula.
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Conclusiones

¢ La via de sintesis de GGPP es realizada mediante un sistema de dos enzimas
prenil transferasas que actian secuencialmente: en primer lugar la enzima FPP

sintasa y luego la enzima GGPP sintasa.

+ La enzima FPP-sintasa utiliza IPP+DMAPP e IPP+GPP como sustratos, en

tanto que la enzima GGPP-sintasa solo acepta IPP+FPP como sustratos.

e Las proporciones de productos observados en las reacciones de actividad prenil
transferasa sugiere alguna regulacién para mantener la proporcion constante.

Sin embargo, se requieren mas estudios para determinarlo con certeza.

s La sobreexpresion de los genes FPS y criE favorece la produccién de

carotenoides en X. dendrorhous.

« La sintesis de ergosterol sdélo se afecta al sobreexpresar el gen criE,

aumentiando levemente respecto a la cepa parental.

» El aumento o disminucion de la dosis génica de FPS y criE en X. dendrorhous,
afecta los niveles de dichos transcritos y de los genes criS y criR, lo que en

parte contribuye al nuevo fenotipo de las cepas mutantes que derivan de ella.
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Proyecciones

Los genes FPS y criE son indispensables en la sintesis de FPP y GGPP en X
dendrorhous. Se ha demostrado en este trabajo, y en otros realizados previamente,
que su manipulacién genética influye sobre la sintesis de carotencides. Por este
motivo, ambos genes constituyen blancos afractivos para ser considerados en
programas de mejoramiento geneético para en un intento futuro lograr una cepa de X.

dendrorhous sobreproductora de pigmentos mediante ingenieria metabélica.
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Abstract

The yeast Xanthophyflomyces dendrorhous synthesizes the carotenoid astaxanthin, which has applications in biotechnology
because of its antioxidant and pigmentation properties. However, wild-type strains produce too low amounts of
carotenoids to be industrially competitive. Considering this background, it is indispensable to understand how the synthesis
of astaxanthin is controlled and regulated in this yeast, In this work, the steps leading to the synthesis of the carotenoid
precursor geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP, Czq) In X. dendrorhous-from. Isopentenyl pyrophosphate {IPP, Cs) and
dimethylaflyl pyrophosphate (DMAPP, Cs) was characterized. Two prenyl transferase encoding genes, FPS and crif, were
expressed In E: coli. The enzymatic assays using recombinant E. coli protein extracts demonstrated-that FPS and crtE encode
a farnesyl pyrophosphate (FPP, Cy5) synthase and a GGPP-synthase, respectively. X. dendrorhous FPP-synthase produces
geranyl pyrophosphate (GPP, C;g) from IPP and DMAPP and FPP from IPP and GPP, while the X, dendrorhous GGPP-synthase
utilizes only FPP and IPP as substrates to produce GGPP. Additicnally, the FPS and crtE genes were over-expressed in X,
dendrorhous, resulting in an increase of the total carotenoid production. Because the parentai strain is diploid, the deletion
of one of the alleles of these genes did not affect the total carotenoid production, but-the composition was significantly
altered, These results suggest that the over-expression of these genes-might provoke a higher carbon flux towards
carotenogenesis, most likely involving an earlier formation of a carotenogenic enzyme complex. Conversely, the lower
carbon flux towards carotenogenesis in the deletion mutants might delay or lead to a partial formation of a carotenogenic
enzyme complex, which could explain the accurmnulation of astaxanthin carotencid precursors in these mutants. In
conclusion, the FPS and the crtE genes represent good candidates to manipulate to favor carotenoid biosynthesis in X.
t dendrorhous.
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from wvarious fields of science to study isoprenoids lunctiom,
biosynthesis and synthesis regulation.

Despite the enormous structural diversity of isoprenoids, their
biosynthesis shares the same initial steps. These steps correspond
1o the sequental union of a Cy-ioprence unit by prenyl transferase
enzymes [3]. The basic isoprene building blocks are the
isopentenyl  pyrophosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl
pyrophosphate (DMAPP), Generally, in cukaryotes and archaca,
TPP derives from the mevalonate pathway [4,5], while in most

Introduction

Isoprenoids, also known as terpenoids, are one of the largest and
most diverse [amilics of natural products, consisting of over 46,000
structurally dilferent compounds isolated from animals, plants and
microorganisms  [1]. Many biolegical functions have been
attributed to them, including their roles as delensive and
photoprotective agents, important components of cell membranes
and both pigments and reproductive hormones, making them very

attractive  biotechnological tetabolites [2]. These roles and
structural diversity have anracled the attention of rescarchers

PLOS ONE | www.plosone.org

bacteria and plant plastids IPP is synthesized via the 2-C-methyl-
D-erythrital 4-phosphate, DOXP/MEP, non-mevalonate pathway
f6]. In the first sicp of isoprenoid biosynthesis (Fig, 1), IPP is
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converted into DMAPP, a reacdon that is catalyzed by the
isopentenyl pyrophosphate isomerase (encoded by ). Then, a
molecule of IPP is condensed with a molecule of DMAPP to form
geranyl pyrophosphate {(GPP; Cyy), the precursor of monoter-
penes. The addition of a sccond IPP unit 1o GPP generates
farnesyl pyrophosphate (FPP; Gys), which is precursor of
sesquiterpencs, The further addition of IPP to FPP resulis in
geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP; Cyy), the precursor of
diterpenes. The Luter condensation of two molecules of GGPP
yields phytoene, and that of two units of FPP gives squalene, which
are the precursors of carolenoids and triterpenes {including
sterols), respectively. In the symibesis of GGPP from DMAPP
(DMAPP 10 GPP 10 FPP 1o GGPP), three differcnt systems have
been described, depending on the number of enzymes involved. In
the first system, only one enzyme, a GGPP-synthase encoded by
the erfE gene, produces GGPP [rom DMAPP [7]. In the second
system, iwo cizymes are involved: a FPP-synthase (FPS gene) that
forms PP, followed by the GGPP-synthase to form GGPP [8].
The third system is a hybrid, where the first two systems act in
parallel to give GGPP [9].

Carotenoids are natural pigments, fullilling important physio-
logical roles in a wide range of organisms. More than 750 chemical
structures have been described to date [10], and plants, algae and
some fungi and bacteria synthesize carotenoids. In general,
animals are unable to biosynthesize carotenoids de novo, so they
must obtain them through their diet [11]. Carotenoids are
auractive [rom an indusirial point of view because they arc widely
used as food colorants, antioxidants and nutraceutical agens J12].

PP =2 DMAPP (cy
Rl GPP (el
e FPP (C)
GGPP {tw}
+GGPP creYs *F(
Phy't?ene 3 Squalene (Cx
\ertt b !
Lycopene E % é
feve 5 Ergosteral
B-Carotene ]
IcrfSﬂrtR %
Astaxanthin &
s

Figure 1. Synthesis of isoprenolds in X. dendrorhous. Metabolite
abbreviations: IPP {isopentenyl pyrophosphate), DMAPP (dimethylallyl
pyrophosphate}, GPP (geranyl pyrophosphate), FPP (farnesyl pyrophos-
phate} and GGPP {geranylgeranyl pyrophosphate). The arrows repre-
sent the catalytic step with the respective enzyme-encoding gene.
Genes controlling the steps shown in the figure are written in itallcs: idi
[Genbank: DQ235686, IPP-isornerase], ¢rtf [Genbank: DQ012943, GGPP-
synthasel, FP5 [Genbank: KN40284, FPP-synthasel, crtYB [Genbank:
DQO16503, Phytoene-B-carotene synthase), crtl [Genbank: Y15007,
Phytoene desaturase), crt5 [Genbank: EU713462, astaxanthin synthase]
and crtR [Genbank: EU884133, Cytochrome P450 reductase), The three
proposed model systems to achleve the synthesis of GGPP are shown:
1) first system, a FPP- and a GGPP- synthase are involved and act
sequentially, 2} second system, only one GGPP synthase is involved and
3) third system, participation of the first and second system
simultanecusly.

dok10.1371/journal.pone.0096626.g001
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X. dendrorhous Farnesyl- and Geranylgeranyl-PP Synthase Encoding Genes

Among the carotenoids, astaxanthin (3,3’ -diliydroxy-},f-carotene-
4-4'-dione) stands out for its commercial potential, as it s currently
being used as an antoxidant and as feed additive in aquaculture
for salmon fish pigmentation {13,14]. The biosynthesis of
astaxanthin is limited to only a fow organisms, including the
basidiomycete yeast Xantfoplyllomyces dendrorhons [15].

The astaxanthin biosynthesis in X, dendrorfous has  been
investigated, and the genes invelved in the synthesis of astaxanthin
from phytoenc have been deseribed. However, the carly steps of
carotenogenesis in this yeast are less known.

The X dendrorhous idi [16] and entFE [17] genes have been
described, but no FPS gene has been formally reporied. This is
imeresting, as several inctabolic engineering strategies have Lieen
attempted to inerease carotenoid production in X, dendrorfious. To
increase carotenoid precursors, the i genc was over-expressed.
However, that over-expression decreased the total amount of
carotenoids [18]. Conversely, when the i gene was over-
expressed, there was only a slight increase in the total carotenoid
content [19]. An explanation for this result ¢ould be that the
GGPP-synthase activity in X. dendrorkous is limited by the amount
of FPP, if this is its only substrate.

In this work, we report the isolation of the FPS gene from X.
dendrorhons. Through [unetional studies, we conclude that FPS is
involved in the synthesis ol FPP and that its gene product uses IPP
and DMAPP, or IPP and GPP, as substrafes, while the GGPP-
synthase utilizes exclusively IPP and FPP as substrates to produce
GGPP.

Materials and Methods

Microorganisms, growth conditions and enzymes

All strains used and/or created in this work are listed in Table 1.
The wild-type UCD 67-385 (ATCC 24230) X. dendrorhous strain
was used for the genomic and ¢DNA library construction [17] and
as the parental strain for genetic modifications. Fhe yeast strains
were grown at 22°C with constant agitation in YM rich medium
(1% glucose, 0.3% yeast extract, 0.3% malt extract and 0.5%
peptone). Yeast transformants were sclected on YMhEagar plates
(1.5% agar) that were supplemented with 12.5 pg/mL hygro-
mycin-B.

E. coli DH-5alpha was used for plasmid propagation and was
grown at 37°C in Luria- Bertani (LB} medium, supplemented with
100 pg/mL ampicillin for plasmid selection and 20 pg/mL of X-
gal {5-bromo-4chlore-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) for recom-
binant clone selection by bluc-white screening [20]. When
necessary, recombinant clones were selected by direct colony
PCR with a comprchensive set of primers. For the E. coff
heterologous cxpression ol the FPS and ertl; gencs, the BL21 strain
was used and grown at 37°C in LB medium supplemented with
50 pg/mE kanamycin,

Tag DNA polymerase (pol), restriction enzymes, Klenow
polymerase and M-MLV reverse transcriptase were purchased
from Promega, and the Pfit DNA polymerase was purchased from
Invitrogen.

Nuclelc acids extraction N
DNA extraction was performed from protoplasts of X
dendrorfous according 10 [21], and total RNA extraction was
performed according to a# medified protocol of Chomcezynski and
Sacchi [22,23]. Bricfly, ccll pellets were suspended in 200 uL of
Iysis builer (0.5 M Sedium acctate pH 5.5, 5% SDS5, | mM
EDTA) and broken through mechanical rupture with 0.5 mm
glass beads (BioSpec) and shaking in a mini bead beater-16
{BioSpec) for 1 min, Then, 800 pL of Tri-Reagent (Ambion) was
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Table 1. Strains used and/or constructed in this work.

X. dendrorhous Farnesyl- and Geranylgeranyl-PP Synthase Encoding Genes

hygromycin B resistance cassette integrated at focus int.

Stralns Genotype or Relevant Features Reference or Source
E. colf '
DH-5alpha F- ¢80d IacZAM'l 5A (Ia::ZY argF) ne9 deoR recAl endAl hsdR17{rk- mk+) phoA supE44l thi-i gyrA96 relAl 29
BL21-Gold {DE3) BF qm;ﬂ' hsdS{ra"mg™) dem™ Tet” gal A{DE3) endA Hte Stratagene
BL21+pET28 BL21-Gold (DE3) strain bearing plasmid pET28, This wotk
BL21+FPS BLZI_-GQI@ (DE?) strain bearing plasmid pET28-FPS. This work
BL21+<rtE BL21-Gold (DE3) strain bearing plasmid pET28-crtE. This work
X. dendrorhous
UCD 67-385 ATCC 24230, wild- type Dlplmd strain 142] ATCC
385-Fpgi+) {FPS"/FPS™"), Heterozygote transformant derived from UCD 67-385 with a , portion of one of the This work
FPS alleles repraced bya hygrornycin B resistance cassette.

385.¢rtE™ ! {crtE fertE """) Hetetozygote transformant denved from UCD 67-385 with a portion of one of the This work

crtE alleles replaced by a hygromycin B resistance cassette,
385-XdVexp2"' {int*/int0%, Heterozygote transformant derived from UCD 67-385 with a non-coding genomic region This work

{focus Int} replaced by an empty over-expressing cassette (without an inserted ORF) and a hygromycin B

resistance cassette.
385-FPSi+ +1 (int*hnr""‘""""’s) Transfurmam derived from UCD 67-385 contalnlng an additional £75 allele and a This work

hygromycin B reslstance cassette integrated at focus int.
385-crtEl {int*fint***<€) Transformant derived from UCD 67-385 contatning an additional crt€ allele and a This work

ATCC: American Type Culture Collection,
Locus int [Genbank; K)140286].
doi:10.1371/journal pone.0026626.1001

added, followed by shaking in the bead beater for 1 min and
incubation for 10 min at room temperature. Then, 200 pL of
chloroform was added, followed by mixing and incubation for
6 min and cemrifugation for 10 min at 14,000xg. RNA was
extracted [rom the recovered aqueous phase by precipitation with
1 volume of isopropanol and 0.5 volume of precipitation buffer
{1.2 M NaCl, 0.8 M sodium citrate) lor 1 h at —20°C. The RNA
was washed with 70% cthanol, suspended in RNase-free HoO and
quantified spectrophotometrically at 260 nm according to [20] in
a V-630 TV-Vis Spectrophotometer from JASCO.

PNA amplification and sequence analyses

The oligonucleotides that were designed and used in this study
were synthesized by Integrated DNA Technologies and are listed
in Table 1. The DNA amplification reactions were performed in
a final volume of 25 pL containing 2 U of Tag DNA pol, 2.5 pL of
10X Tag buffer, 0.5 pL of 10 mM dNTPs, 1 pL of 50 mM
MgCly, 1 pL of 25 pM of e¢ach primer and 10-20 ng of wemplate
DNA. In general, the PCR reactions were performed in a 2720
Applicd Biosystems thenmal cycler with the following program:
initial denaturation at 95°C for 3 min; 35 cycles of denaturation at
94°C for 30 s, anncaling at 55°C for 30 s, synthesis at 72°C for
3 min and a final extension step at 72°C for 10 min. The samples
were kept at 4°C until analyzed by 0.8% agarose gel electropho-
resis in TAE buffer containing 0.5 pg/mL ethidium bromide [20].
DNA for sequencing or plasmid construction was purified from
gels using the glass milk method [24], The nucleotide sequences
were obtained [rom an ABI 3100 Avant genetic analyzer using the
BigDye terminator v3.1 kit (Applied Biosystems). DNA sequences
were analyzed using Geneious 6.0.4, CLUSTAL W 1.8 and
programs that arc available at the NCBI web site,
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Single-strand DNA synthesis and quantitative RT-PCR
(RT-gPCR)

The cDNA was synthesized using M-MLV reverse ranscripiase
{Invitrogen) with 5 pg of toral RNA in a final volume ol 20 pL,
according to the manuficturer’s protocol. The relative transcript
level analyses for cach gene were performed in an Mx3000P
quantitative PCR system (Stratagene) using 1 uL of the reverse
transcription reaction, 0.25 uM of cach primer {Tuble 51) and
10 pL of the SensiMix SYBR Green I {Quantace) kit in a final
volume of 20 pL. The pairs of primers wsed had efficiencies
greater than 95%, as determined by standard curves with a
corrclation cocflicient of R220.996. The Ot values obtained were
normalized to the respective value of the X, dendrorfous actin gene
[Genbank: X89898.1] [25] and were later expressed as a function
of the control conditions using the AACt algorithm [26].

Obtaining the genes controlling the GGPP synthesis from
IPP in X. dendrorhous

According to the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
f27], three enzymatic activities, EG 2.5.1.1 (dimethylallyl trans-
transferase), EC 2.5.1.10 {geranyl transtransferase) and EG
2.5.1.29 (GGPP-synthasc) are involved in the synthesis of GGPP
[rom IPP and DMAPP, In 8. cerevisine, the dimethylallyl- and the
geranyl-transtransferase  activities are performed by the FPP-
synthase cncoded by the FRG2¢ gene [28], and the BTSI gene,
which is homologous to the ertlf gene described in other organisms,
encodes the GGPP-synthase activity [29]. Only the X dendrorhous
ertE gene hias been previously described [17). To find the X,
dendrorhous FPS gene, a BLASTp analysis was perlormed using the
deduced amine acid sequences from ERG28 as « query. By this
way, the homologous genes rom the basidiomycetes Coprinoprs
cinnerea, Gryplococens neoformans, Laccarin bicolor and Ustilage maydis
were obtained [Genbank: EATU81564.1, XP_571137, DS547151
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and XP_757593, respectively], and the deduced amino acid
sequences were aligned, From the conserved regions, primers were
designed to amplify by PCR the X, dendrorhous FPS gene. By this
way, a X. dendrovhons genomic PCR amplification product of
approximately 800 bp (using primers FPSF and IFPSR) was
obtained, which was completely sequenced. BLAST analyses of
the obtained nucleotide sequence against the patent database
available at the National Cemer of Biotechnology Information
(NCBD, showed 100% identity with the X, dendrorhons FPS gene
sequence from patent EP0955 363A2 [30]. This patent described
the X, dendrorhous FPS gene isolation and reported its sequence
[Genbank: AR349868.1], but it did not analyzed the gene
functionality nor its impact on the yeast carotenogencesis.
Nevertheless, primers were designed from this sequence to amplify
the X, dendrorhous FPS genc,

Plasmid construction for E. coli and X. dendrorhous
transformations

All plasmids used and constructed in this work are listed in
Table 2.

A 3,312 bp EewRI/Dral DNA [ragment comaining the X
dendrovhous ertle gene was sub-cloned Iromn plasmid pXD-110 [17]
into the pBluescript SK- vector, giving rise 10 pXd-gentE. The
plasmid pXd-gFPS was constructed by inserting a 2,627 bp PCR-
amplificd DNA fragment encoding the FPS gene into the EwRV
site of the pBluescript SK-. This last DNA fragment was amplified
using primers FPSORTIF and FPSORFIR (Table S1) and
genomic DNA ol the TCD 67-385 wild-yype strain as template.
The genomic versions of both genes from the wild-type strain
UCD 67-385 were uploaded at the Genbank database as [ollows:
ortE [Genbank: DQO12943.1] and FPS [Genbank: KJ 140284,

Next, from the genomic etF and FPS gene versions, primers
were designed 10 amplily thetr <DNA obtained by reverse
transcription (RT) of total RNA from the wild-type strain UCD
67-385. The amplificd products were also cloned inmo the
pBlueseript SK- vector, resulting in the plasmids pXd-eatE and

X, dendrorhous Farnesyl- and Geranylgeranyl-PP Synthase Encoding Genes

pXd-cFPS, whose inseris were complewely sequenced. The
plasmids pET28-centE and pET28-¢FPS [or heterologous expres-
sion it E. eolf were constructed by PCR amplification of the cDNA
of each gene from plasmids pXd-certE and pXd-cFPS, respectively,
and using primers with restriction sites (Table 51} for an in-frame
ligation into the Mol +Ndedl digested plasmid pET28a.

The plasmids pXd-genE:iph and pXd-gFPS:hph were con-
structed as shown in Figure 1. For pXd-genEuiph, a 1,984 bp
ExoRV DNA [ragment in pXD-gertE was replaced by the
hygromycin B resistance cassette obtained from the digestion of
pMN-Aph with EewRV; in the case of pXd-gFPS:hiph, a 2,038 bp
EcoRV/Belll DNA fragment in pXd-gFPS was replaced by the
hygromycin B cassctic.

To over-express the entE and FPS genes in X. dendrorhous,
plasmids pXdVexp2-centE and pXdVexp2-cFPS were constructed
as shown in Figurc S1. Bricfly, the ciE and the FPS cDNAs were
amplified [rom plasmids pXd-centE and pXd-cFPS, respectively,
and were then independently inserted at the Hpal site of
pXdVexp2. In this approach, alter wransformation, the gene 10
be over-cxpressed s integrated into the yeast genome at locus ind
[Genbank: KJ140286), which represents a non-coding DNA
region that does not reveal an evident new phenotype when it is
interrupted. Each ¢DNA is regulated by the promoter of the
ubiepuitin gene [Genbank: KJ140285] and the terminator from the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Genbank: Y08366)
gene ol X, dendrothous,

For transformant DNA preparation, plasmids pXd-genEihph,
pXd-gFPS:hph, pXdVexp2-cFPS and pXdVexp2-cortl, were
lincarized by digestion with Aprl+Smal, Aval, Noll and Nod,
respectively (Fig, S1).

Transformation of X, dendrorhous

X. dendrorhous was transformed by electroporation [31] using a
BioRad gene pulser X cell with PC and CE casseties under the
following conditions: 125 mF, 600 Q and 0.45 kV [32]. The
clectrocompetent cells were prepared from an exponential euliure
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Table 2. Plasmids used and/or constructed in this work.
Plasmid Genotype or Relevant Features Source or Reference
pBluescript SK- {pBS) ColE1 of; Amph; :lonlng vector wnh blue-white selection Stratagene
pMN-f;Jh pB5 bearing the hygromycin B (hph) res:stan:ei:assene at the EcoRV site. nAa
pXd-gcrtE pBS contalning a 3.3 kb DNA ﬁagment canymg the (=113 : gene of X. dendrorhous na _
pXd-gertEzhph pXD-crtE wn-t—t:a 1,984 bp FcoRV fragment delel[on of the crtf gene of X dendmrhous and replaced [7

by the hph cassette from pMN-hph.
pXd-gFPs pB5 containing a 2.5 kb DNA fragment carrying the FPS gene of X. dendrorhous. This work
pXd-gFPS=hph pXD-EPS with a 2,038 bp EcoRV-Bgfll fragment detetlon of the FPS gen;;f X. dendrorhous and replaced This work

by the hph cassette from pMN-hph.
pXd-ccrtE pBS containing the cONA verslon of the crtE gene from X dendrorhoui ~ L T_h_i_s_ work
pXd-cFPs pBS con;;in;r;g— the cDNA vexsion uf Ihe FPS g;;: fmm X. dendrorhous This work
pidvexp X. dendrorhous expression vector: pBS beaiing the X. dendrorhous ubiquitin promoter [Eenbank: KJ140285) This woark
’ and GPD terminator {Genbank:Y0B366] with a BamH! site between them to Insert the gene to express and

the hygromycin B cassette for selection, flanked by non-coding genomic [Genbank: K3140286] regions to

target the construction lategration in the genome.
pXdVexp2-cenE pXdVexp2 b;arlng the ¢DNA version of the crfE gene from X, dendrorhous. This work
pXdVexp2 ~cFP5 pRdVexp2 bearing the cDNA verslon of the FPS gene from X, dendrorhous This work _
pET2Ba(+} E, coli expression \;ectur pBRBH ori. l(anR, Laci repressor, Navagen
pET28-cartE pET28a{H) bearlng the cDNf_ve_rsl_uD c_:[ the X, dendrorhous artf gene. N This work
PET2B¢FPS pET28al+) bearing the cDNA version of the X. dmdrurhous FP5 gene, This work
dok:10.1371/journal pone 0096626.1002 *
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at ODgogym = 1.2, grown in YM medium and wransformed with |
to 5 pyr of lincar donor DNA. The resulting transformant sirains
were conlirmed as X, dendrorhous through an analysis of the ITS1,
5.8 rfRNA gene and ITS2 DNA sequences [33],

Carotenoid and sterol extraction and RP-HPLC analyses

The acclone extraction method [34] was used for carotenoid
extraction from cellular pellets, Total carotenoids were quantilied
speetrophotomeirically at 465 nm using an absorption cocifficient
of Al%=2,100 and normalized to the dry weight of the yeast.
The extracted carotenoids were separated by RP-HPLC using a
RP-18 Lichrocart125-4 {(Merck) column with acetonitrile:metha-
nol:isopropanel (85:10:5, v/v) as the mobile phase, with a 1 mL/
min [ux under isocratic conditions, and the elution spectra were
recovered using a diede mray detector, Carolenoids were
identified according to their specra and retention time in
comparison te standards.

Sterols were extracted according to [35]. For this extraction, cell
pellets were mixed with 4 g of KOH and 16 mL of 60% {v/v}
ethanol/water and incubated at 80:£2°C for 2 h. Non-saponilic-
ablc sterols were extracted with 10 mL of petroleum ether,
quantified spectrophotometrically ar 280 nm using an absorpion
cocflicient of A1% = [1.500 and normalized to the dry weight of
the yeast. Sterols were separated by RP-HPLC with a C-18
column, using methancliwater (97:3, v/v) as the mobile phase at
| mL/min under socratic conditons. The elution spectra were
recovered using a diode array detector, and sterols were visualized
in the 280 nm channel and compared to ergosterol siandard
purchased [rom Sigma-Aldrich.

Protein extraction

Soluble proteins from F. cofi were obtained by sonication of cell
pellets (5 mL from a culture with 2 DOgy 0.5-0.7) suspended in
1 mL of extraction bufler, 50 mM MOPS pH 7.5 and proteasc
inhibitor cocktail {Complete, Roche Biomedicals), using a Cole
Parmer 4710 ulirasonic homogenizer. Twelve sonication pulses of
10 s at 40% duty, followed by 30 s of incubation in ice, showed the
best protein vield from the soluble [raction. The lysate was
centrifuged at 14,000 xg, and the supermatant was recovered and
stored at —80°C unul its use.

Soluble proteins from X, dendrothous were also obtained by
sonication of ccll pellets from 10 mlL. of a stationary phase culture.
Each pellet was suspended in 5 mL ol extraction buller (50 mM
MOPS, 5 mM EDTA, 0.5 M sorbitol and protease inhibitor
cocktail) and ruptured by 15 pulses of sonication of 30 s at 90%
duty followed by 1.5 min of incubation in ice. The lysate was
sequentizlly centrifuged at 4,000xg for 5 min, 10,000xg for
20 min and 100,000xg for 1 h, recovering the supernatant [rom
each step. The recovered supernatants were purified from
endogenous metabolites through a PD-10 exclusion column (GE
Healtheare). The recovered proteins were stored at —80°C.,

Prenyl transferase activity assays

Prenyl translerase activity assays were adapted [rom [36]. Two
protein extract samples were obtained from two replicate culwres
of each of the X. dendrorhous or E, coli strains that were assayed, The
enxymatic assays were performed in duplicates in a [inal volume
ol 500 pL. containing 12 pg of protein extract (14,000xg or
100,000 xg supernatants), 50 mM MOPS, 5 mM MgCly, 6 mM
DET, 100,000 dpm "C-IPP (36.6 mCi/mmol; 0.81 nmol),
20.2 pM TPP and saterating concentrations of alternative allylic
substrates (20,2 pM DMADVP, 16.4 pM GPP or 15.8 pM FPP).
Incubations were performed at 22°C for 1 b, "*C-GPP, C-FPP
and/or PC-GOPP were cxpected as products, as was [70-
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DMAFP possibly lormed by an IPP isomerase present in the
protein extracts. The corvesponding *C-prenyl aleohols, which
are formed by phosphatase activitics on the prenyl transferase
products, may also be obtained, though the amount produced in
most cases was negligible and thus not considered. Reactions were
stopped by adding 500 pL of hexane 10 extract the YC-prenyl
alcohol phosphatase products, Alier extraction, the organie phase
was separated and removed. The remaining aqueous phase was
acidified with HCl to a final concentration of 0.66 N and
incubated for 1h at 37°C 1o hydrolyze allylic ™C-prenyl
phosphates [ormed by prenyl iransferases. The resulting labeled,
rearranged prenyl aleohols were extracted with 500 pL of hexane
and the organic phase (allylic hexane phase) was stored at —20°C
for quantification and further thin layer chromatography (TLC)
analysis, One enzyme unit (U) was defined as 1 pmol of product
formed per min under the assay conditons. Prenyl transferase
specific activity was expressed in U/mg of protein. A represen-
tative chromatogram prenyl product analysis by TLC is shown in
Figure S2.

Product quantification and analysis

HC-tabelled products, as well as the remaining substrate, werc
quantified in the organic and aqueous phases, respectively, hy
liquid scintillation counting in a Perkin Elmer Tri-Carb 2810TR
instrument. MC-Prenyl aleohols in the allylic hexane phase (Gs,
Cior Gis and/or Cag), which are formed [rom allylic prenyl
phosphate products, were analyzed by TLC in 60 mm silica gel
plates (TLC Silica gel 60 RP-18, Merck) developed with acetone/
30 (%:1, v/v) as mobile phase. Standard dimethyl aliyl zlcohol
(Gs), linalool {Cy), trans-neralidol (Gy3) and geranylgeraniol {Cayg)
(t ug, 8 pg, 2 ng and 0.5 pg, respectively) were added 1o the
samples that were concentrated under Ny up to 10-15 pL and
loaded into the plates. The plates were sprayed with Libermann-
Burchard solution (HySOg:acctic anhydride:ethanol (1:1:8, v/v)
and heated gently on a heating plate to reveal the standards (RO
values were 0.9, 0.8, 0.71 or 0.62 for the Cj, Cyy, G5 or Cug
standards, respectively). Segments of 2.5 mm were cut from the
origin to the solvent [ront, and radicactivity was quantified in cach
fraction by liquid scintillation counting,

Results and Discussion

Sequence analysis of genes controlling the GGPP

synthesis from IPP in X. dendrorhous

The X. dendrorhous oriE gene has been previously isolated and
described [17], which encodes a 376 amino acid protein with a
predicted molecular weight of 42.16 kDa. The FPS gene has 8
exons {of 135, 144, 81, 193, 89, 73, 141, 164, 118 pb) and 8
introns (of 189, 151, 122, 96, 113, 85, 97, 132 pb). The FPS gene
cncodes a 355 amino acid protein with a predicted molecular
weight of 40.24 kDa,

Because the oiE and the FPS genes encode prenyl transferase
enzymes, their deduced amino acid sequences were compared,
including the amino acid sequences from C. negformans (el
{Genbank: XP_572774.1] and FPS [Genbank: XP_571137.1]) 10
increase the robustness of the analysis (Fig. 2). The amino acid
wdentity between the homologous cnzymes was 47% and 63% for
the erfE and FPS gene products, respectively. As expected, the
identity among the four enzymes decreased dramatically. Even
though the sequence identity among the prenyl transferase
enzymes encoded by the analyzed tF and FPS genes is low, the
previously reported conserved regions in these enzymes [37,38]
could be distinguished (Iig. 2). This was the case for the wo-
aspartic acid-rich metfs (DDxxD) that were recognized: i) the First
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Aspartic acid-Rich Motif (FARM; DDxxDiocxRRG), and i) the
Second Aspartic acid-Rich Motif (SARM; GxxIFQxxDDxxD).
Moreover, the chain length domain (CLD) proposed by Ohnuma
and co-workers {39] could be distinguished in the GGPP- and
FPP-synthase deduced sequences. The X dendrorhous GGPP-
synthase contains a small amino acid and a serne at the fourth
and fifih positions before the FARM motif, while FPP-synthasc has
a tyrosine and phenylalanine at these positions, which is consistent
with the chain length determination of these two types of prenyl
transferases [40,41]. Although the predicied X. dendrorhous FPP-
synthase shows the seven conserved regions (I 1o VH) described for
this type of enzyme, the predicted GGPP-synthase from X,
dendrorvhous lacks any distinctive aminoacids [rom this last conserved
region,

Heterologous expression of FP5 and ¢rtE genes from
X. dendrorhous in E, colf

To study the enzymatic activitics cncoded by the FPS and enf
genes [rom X, dendrorhous, the genes were independently expressed

1}ertE X. dendrorhous  52..
2}erlE C. neoformans 33,
3} FPS X. dendrorhous  32..
4) FPS C. neoformans 71..

PGREIRSOLI
Egrclzqsnl-z
1 I 1k st

GGELNRGMSY
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in E. cofi. The synthcsis of FPP-synthase and GGPP-synthase in the
wransformant strains (BL21+FPS and BL21+crE) was confirmed
by SDS-PAGE analyses (Fig. 53}, which showed protein bands of
the cxpected size (40.24 and 42,16 kDa, respectively) only when
cultures were induced by IFTG. Moreover, the protein bands were
excised [rom gels and analyzed by MALDI-TOF to confirm the
identity ol the proteins. Prenyl transferase assays were performed
with protein extracts fom transformant strains BL21+pET28,
BL214+FPS and BL2l4crtE (Table 1), using induced and non-
induced cultures as controls, The resulls are summarized in
Table 3. Prenyl transferase activity was not detected with any of
the substrates in the extracts of non-induced cultures or in extracts
from BL21+pET28. In contrast, *C-lubeled products were found
in the atlylic fraction [rom incubations with induced BL2Z1+FPS
and BLQ[-H:rtE extracts. The extracts from BL214FPS formed
Cyp and Cy5 HC-allylic pyrophosplmtcs from DMAPP plus *C-
IPP, as evidenced by the Cpg and Gy " C-alcohols detected in the
allylic hexanic phase (Fable 3), while GPP was converted by
BL214+TPS extracts into a Cys allyl pyrophosphate that was
detected as a Cy5 alcohol afier acid hydrolysis. Interestingly, no

FARM
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1)criE X. dendrorhous  63..
2)erlE C. neoformans  64..
3) FPS X. dendrorhous  91..

4) FPS C. neoformans  108..

1) crlE X. dendrorhous 99..

2)crlE C. neoformans  100..
3) FPS X. dendrorhious  124.. )
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2)crtE C. neoformans  171.. KA
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4) FPS C. neoformans  213.. KT

SARM
s:ﬁqmnbmmqssmmmx.
smgmnnmgspmmsrcmﬂ
szn“qvunwmuarm:mxmmzﬂ
sz“gvnnnmcymnmxmmxg
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2) ertE C, neoformans  201..
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1) ertE X. dendrorhous  347..
2)ertE C. neoformans  311..
3) FPS X. dendrorhous  345..
4) FPS C. neoformans  363..
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Figure 2. X. dendrorhous and C. neoformans FPS and crtf deduced amino acld sequence analysis. Seven conserved regions have been
previously reported In prenyl transferase enzymes; among these are the two aspartic acid-rich motifs, FARM and SARM, and the CLD chain length
domain, which Is responsible for determining the resulting isoprene chain length. The sequence alignment shows similarity between the compared
protelns, particufarly for the aforementioned motifs, However, the seventh reported conserved region shows little or no agreement between the crtf
and the FPS transiated sequences. This was consistent for geranylgeranyl pyrophosphate synthases from other related organisms. Amino acid
sequences were deduced from: X, dendrorhous FP5 [Genbank: K1140284]. and crtE {Genbank: DQ012943.13; C neoformans FPS [Genbank: XP_571137]
and crtE [Genbank: XP_572774].

dol:10,1371/journal pone0096626.9002
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products wete found in the allylic fraction when FPP plus YC-IPP
were utilized as substrates. In contrast, the extracts from BL21+
arE did nol utilize DMAPP or GPP ay substrates but were able 10
convert FPP in the presence of “CIPP 1o give Cog HG-aleohols in
the allylic fraction, which is evidence of MC-GGPP synthesis,
These results demonstrate that the prenyl transferases encoded by
FPS or entE dilfer strongly in their substrate specilicity, in
agreement with their sequence homology o the FPP- and
GGPP-synthase encoding genes from other organisms, Thus,
GGPP production for astaxanthin biosynthesis by X, dendrorkons
would result [rom the combined action ol both preny! transflerases,
i.e., the FPP- and GGPP-synthases, with the latter providing a link
to the central melabolism essential for astaxanthin production.
This was demonstrated by the conversion of DMAPP plus #C-I1PP
into Cyy M*C-products by the combined BL214+-FPS and BL2 1 +crtE
protein extracts, in addition to the Cy5 and Cyg labeled products
found in the hexanc phase afier acid hydrolysis (Table 3).
However, the Gyy labeled products fraction was lower than the
other fractions, which would result from a low geranylgeranyl-
pyrophosphate synthase (entF genc) activity compared to farnesyl-
pyrophosphate synthase (FFS gene) activity in the protein extracts
from E, cofi (Table 3). Thus, FPP accumulates and is only partially
converted into GGPP. Product distribution in E. coli combined
extracts is consistent with results found in the X, dendrorfious
enzymatic assays with DMAPI* as substrate in which 86% of the
product corresponded 10 FPP and only 12% to GGPP {see below,
Table 4). The geranylgeranyl-pyrophosphate synthase activity in
X, dendrovhous is much lower than the [amesyl- pyrophosphate
synthase activity (Table 4), thus FPP conversion to GGPP is a slow
reaction.

FPS and crtE gene mutations and over-expression in
X. dendrorhous

To study the involvement of the FPS and ofE gences in the
astaxanthin and ergosterol biosynthetic pathways of X, dendrorhous,
FPS and etE deletion and over-expressing mutant strains were
constructed.

To generate deletion mutants, the wild-type strain UCD 67-
385 was independently transformed using the lincarized plasmids

X. dendrorhous Famesyl- and Geranylgeranyl-PP Synthase Encoding Genes

pRd-gertEilph and pXd-gFPS:hph, In this way, the wild-type
genes (FPS or entl} were replaced by the DNA [ragment
containing the resistance marker for transformant strain sclection,
Banked by DINA scquences that allowed homologous recombi-
nation between the transforming DNA and the corresponding
target focus. Scveral transformants were selected [rom cach
translormation event, and the modified genotype way conlirmed
by PCR reactions using comprehensive sets ol primers (Table SI).
Figure 84 shows the genotype analysis of onc transformant of
cach kind, indicating that they are heterozygotes for the FPS or
the enE genes because they have 2 mutant allele and still have a
wild-type allele. For this reason, these ransformants were named
385-FPS* ™} and 385-crtE¢ 7, respectively., This result was
expected beeause the cexperimental cvidence suggests thar the
UCD 67-385 strain is diploid [42]. Although scveral atiempts at
transformant homozygotization using the Double Recombinant
Method (DRM) [43] were made, it was not possible to obtain crtE
[17] and FPS homozygous mutants, suggesting that these genes
are cssential and that their homozygote mutant condition could
be lethal. Nevertheless, a dillerent color phenotype is apparent to
the naked cye between the parental and the heterozygous strains
{Fig. 3). This observation suggests that under substrate miting
conditions, the carbon llux may be prefeventially directed towards
vital functions instead of carotenogenesis, as the growth curves ol
Loth heterozygous strains were not significantly altered (Fig. S5).
Additionally, the heterozygous condition supports the gene dose
eflect in the production of carotenoids in X, dendrorhous, which has
been described in other carotenogenic hetcrozygous mutants
{17,44].

Similarly, the FPS and crE genes were over-expressed in the
wild-type strain UCD 67-385 by transforming with lincarized
plasmids pXdVexp2-cFPS and pXdVexp2-certE; a transformant
strain of cach type was selected and named 385-FPS¢/* +1 and
385-crtE ™Y respectively. In the same way as the heterozy-
gous mutant strains (Fig. 54}, PCR-based genotype analyses of the
transformant strains confirmed that the over-cxpression cassettes
were integrated at one of the i Jocus alleles. Under visval
inspection, the colonies of both over-expressing mutants have a
more intense red color than the parental strain (Fig. 3).
Additionally, the 385-FPSE/* *D colonics have a glossy

Table 3. Prenyl transferase enzymatic assays with recombinant £. coli protein extracts.

Strain Protein Extract Variable Substrate

Prenyl Transferase Activity (U/mgx10%)

Percentage of each Product*

BL21pET28 DMAPP -
ap -

FPP -

DMAPP

GPP 384::0.43
FPP T T
DMAPP -
GPP T

Fep _ 244016

DMAPP 6.65x0.11

BL214FPS " 6062075

BL21rcrtE

BL214FP5 and BL21+crE

ND

ND
ND

Cys (1009%)
O

ND

ND

Cao (100%) o

Cuo (17.4%), Crs (71.5%), Cop (11.1%)

product * standard error of the mean.

doi;10.1371/journal. pone.0096626.1003
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Enzymatic assays wera performed as described in the Materials and Methods section. Two protein extract samples from two replicate cultures were obtalned for each
strain, and then two enzymatic assays were performed with each proteln extract. The table values are the mean values of prenyl transferase activity and percentage of

*Percentage of each product considering 100% the total radiactivity found in the hexanic phase.
ND: Product not detected. Cyp. Cys and Cyq correspond to products containing 10, 15 and 20 carbon atoms, respectively.
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Table 4. Prenyl transferase enzymatic assays with X. dendrorhous protein extracts.

Straln Protein Extract

Variable Substrate

Prenyl Transferase Activity (U/mgx10%)

Percentage of each Product*

c'ﬂ cls C!ﬂ
UCD 67-385 DMAPP 50%0.15 20 86=4 1225
FPPe 1152035 ND ND ND
385-FpSte 41 DMAPP T s24~04s P 8s=3  13+3
' FPPe 1132068 ND ND ND
385-crElr e 0 omare T Tas4=076 o T3xt 7 B 13+4 B
FPP 281081 1524 745 1124
385-FPSt/) DMAPP T 379x06 2+1 86x3 Ty2e4
Fppee 0542045 ND ND ND
385-¢rgt/ ! DMAPP T al=106 o T ozit s 143
Fppe 0742003 ND ND ND

Enzymatic assays were performed as described in the Materlals and Methods Section. Two protein extract samples from two replicate cultures were obtained for each
strain, and then two enzymatle assays were performed with each protein extract. The table values are the mean values of prenyl transferase activity and percentage of

product = standard error of the mean.

doi:10.1371/journal. pone.0096626.1004

appearance, in contrast 1o the X. dendrorhons wild-type colonies,
which are usually opaque. The et over-expression affected the
biomass production, as 385-crtE** *Y cultures reached a lower
OBy than did the parental strain (8.76 £0.62 versus 12.820,93)
after 120 h of culure at 22°C in YM media with constant
aghtation (Fig. 85). This fact suggests that ¢tE over-expression
favors the carbon [lux towards carotenogencsis at the expense of
other metabolic pathways, negatively impacting the strain
growth. Converscly, FPS over-cxpression does not alfect strain
growth, most likcly because this condition would favor FPP
production, which is also a sterol biosynthetic pathway precursor.
Finally, in both over-expressing strains, pigmentation is apparent
to the naked eye carlier than in the parental strain and in both
heterozygote mutant strains, suggesting that carotenogenesis
begins earlier in the FPS and otE over-expressing strains (Fig. 3).

*Percentage of each product considering 100% the total radioactivity found In the hexanic phase.
ND: Product not detected In TLC analysis. Cyo, Ci5 and Cyp cotrespond to products contalning 10, 15 and 20 carbon atoms, respectively.
**The assays conducted using FPP as a substrate yielded low amounts of products, which could not be detected under the experimental conditions.

Carotenoids and sterols in X. dendrorhous wild-type,
FPS and crtE mutant strains

To confirm the visual inspection observations, total carotenoids
and sterols were extracted from the wild-type and 385-FPSH ),
385-ctE™ ), 385-FPSH* 1 and 385-crtE Y Y mutant strains
aficr 72 and 120 h of culture in YM media with constant agitation
(Table 3). As expected, the total carotenoid content and/or
compaosition were dilferent in the mutant strains with respect to the
wild-type strain, Statistical analysis (Student’s t test, p<<0.01)
confirmed that the FPS and orfE over-expressing strains have a
higher carotenoid content and a slight increase in the astaxanthin
fraction compared with the parental strain after 72 h ol
incubation. Previously, a similar carotencid content increment
(approximatcly 1.4-fold) was reported by over-expressing the ot
gene in X. dendrorhous [19]. Conversely, the total carotenoid
content in the heterozygote FPS and ofE mutant strains was not

Figure 3. Colony pigmentation of the X. dendrorfious wild-type strain and the FPS and crff deletion and over-expressin
transformants over time, Micro-drops of strains UCD 67-385 wild-type (1}, 385-FPS™* *¥ (3), 385.crte™™ *Y (3), 385-FP5™/~) (4) and 385-crte™™~
(5), were seeded on YM-agar plates and incubated at 22°C. Pictures were taken after 1 (Panel A), 3 (Panel B} and 5 (Panel C) days of cultivation.
Pigmentation is apparent eatller in both of the gene over-expressing strains {2 and 3). The deletion mutant strains (4 and 5) showed similar
pigmentation as the wild-type (1) strain after 3 days of cultivation, but at day 5, the 385-criE™' ™ strain was paler than the wild-type strain,

dol:10.137 /journal.pone.0096626.9003

PLOS ONE | www.plosone.crg
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significantly diflerent from the wild-type strain (Student’s € test, p<
0.01), but the composition was altered, mainly by an increase ol
beta-carotene, cchinenone, OH-echinenone, cantaxanthin and
phoenicoxanthin at the expense of the astaxanthin faction.

As mentioned above, the fundamental phenotypic differences
between the five strains analyzed in this work can most likely be
explaincd by carbon [lux distribution. Thus, the FPS and ertE over-
expressing strains produce more of the carotenogenic pathway
precursors, such as FPP and GGPP, while their production should
be reduced in the hcterozygous mutamts, In X, dendrorhous,
carotenogenesis is induced when glucose in the medium is
depleted [25,45,46], which occurs close to the stationary phase
of growth. Thus, carotcnogenesis begins when cultures stop
growing and the carbon flux is directed towards carotenoid
biosynthesis. However, the FPS and ofF over-expressing strains
might provide an excess of substrate, which might favor an carly
start for carotenogenesis. This result contrasts with the heterozy-
gous FPS and e mutant straing, in which the growth is not
altered (Fig. 55) and the limited carotenogenic substrates may be
directed towards biomass formation, thus delaying carotenogenesis
(Fig. 9).

Conversely, the altered cavotenoid composition in the hetero-
zygous FPS und ¢orF mutants may support the hypothesis of the
formation ofa carolenagenic complex in X. deadrorhous [47], Under
this hypothesis, & varying level of one of the protein components of
the complex might afleet the sequence of the reactions, thus
allecting the end products that are formed [47]. In this sense, the
carotenogenic complex assembly may possibly be driven, at least
in part, by the availability of carotenogenic substrates. Then,
under limited substrate concentrations (this would be the case of
the heterozygous FPS and edE mutants), an incomplete carotenc-
genic complex might be assembled, lavoring the formation of

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 5. Carotenoid compasition in FPS and ¢rtE mutants and wild-type X. dendrorhous strains (in ppm, pg per g of dry yeast
weight).

Strains (72 h of cultivation)
Carotenoids UCD 67-385 385-Fpsitie 1! 385.crtgli Y 3g5-Fpsti 385-crtg)
Total 376.325.52 (100) 472.9+25,6 (100) 513.4x12.9 (100) 380.8x21.4 (100) 388.05.8 (100}
Astaxanthin 305.9+129 (81.3) 42B.4+9.5 {90.6) 451.1:£125 (87.9) 231.0+32.5 {60.7) 200.434.9 (51.5)
Phoenicoxanthin 501 ::JO (1;.‘2:!3) 7‘-30.0:4.57(6.5; o 38,019 (74) B 65.012.3’(‘15.8) 625+1.5 (1'—6]) o
Cantaxanthin 9.0:x06 (2.4) 9.62:2.0 (2.0} 10527 (2.0) 153227 (4.0) 145240 (3.8)
OH-echinenone 48230 (13) Two 44240 05) 10568 (28) 25907 67) o
Echinenone 17417 (05) ND - 39229 08) 289+89 7.6) 340259 (8.8)
-carotene 31+31(08) T ND 38.0218.7(10.0) 480=14.0 (124)
: Strains (120 h of cultivation)
Carotenolds UCD 67-385 385-Fpstie 385-crElie ¥ 385-FPs™) 385-crtg™ !
Total 436.4%11.5(100) 514.9£4,1 {100) 559,1£30,3 (100) 437,5+26,6 (100) 440,3+8,82 (100)
Astaxanthin 3667222 (84.0) 466.6£17.6 (306) 500.4=18.7 (89.5) 237.0+146 (542) 24162153 (549)
Phoenicoxanthin 4552108 (10.4) 3642103 (7.1) 461106 (832) 80.2+41 (183) 74303 (169)
Cantaxanthin 7327 (16} 29226 (1.0} 4022607 16316 37) 13714 (31)
Oh-echinencne 60209 (14) 09200 (0:2) 34209 (0.6) 283+22(65) 39,142 (89)
Echinenone 12+07 03) 17400 03) 1.5£15 (0.3) 324244 (74) 31.0+39 (7.0) T
f-catotene 52x0.1 (1.2) 10260 (0.2) 23221 (04 41.3£6.7 (9.4} 40768 (9.2)
Table shows the mean values * standard error of the mean of the results of three independent cultures. Percentage relative to total carotenoids is indicated in
parentheses.
ND; Not detected,
doi:10.1371/journal.pone.0096626.1005

intermediary carotenoids other than astaxanthin, This would not
be the case in the FPS and et over-cxpressing strains, in which a
higher amount of carotenogenic substrates might favor an carlier
assembly of a carotenogenic complex, leading to an earlier and a
higher carotenoid production.

Finally, in contrast to what we expected, no significant
differences regarding the ergosterol production among the X
dendrorhwus transformants and the wild-type parental strain were
observed. However, afier 120 h of cultivation, there was a small

reduction of the ergosterol content in the wild-type strain, which

was only statistically significant when compared with the strain
385-crtE®” *1) that had an ergosterol content increment {about
36% morc).

FPS and crtE relative transcript levels and prenyl
transferase activity in X. dendrorhous deletion and
over-expressing transformants

To assess whether the decrease or increase of the FPS and enE
gene dose effectively changes mRNA levels, RT-qPCR analyses
were performed for wild-type, heterozygous and over-expressing
strains grown under the same conditions. Total RNA was
extracted aflier 72 k of culture to determine the relative FPS and
et transcript levels, which were normalized to the transcript
levels of the actin gene [25]. The RT-qPCR analyses revealed that
the relative transciipt levels of the FPS gene in the 385-Fpstt/ 1
strain was significantly increased with respect 10 the wild-type and
it was reduced to about half of the wildtype value under the
heterozygous condition. However, the relative transcript levels off
the ot genc in the 385-crtE®H 1 sienin was slightly increased
and it was decreased in the 385-crtE®/ ™ strain (Fig, 4).

Unlike other astaxanthin-producing organisims, the synthesis of
astzxanthin from B-carotene in X, dendrorhous is catalyzed by a
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Figure 4. Transcript level changes in the over-expressing and deletion mutant strains versus the parental wild-type strain. The FPS
(A), crtE (B), crtS (C) and crtR (D) genes expression in transformant and wild-type strains was datermined by RT-qPCR and normalized to the actin gene
expression after 72 h of cultivation. The respective gene transcript level in the control (wild-type strain) was considered to be 100%. Values are the
mean = standard error of the mean (SEM) of three independent experiments. (*p=0,01, **p=0,05; Student's t test).

doi:10,1371/joumal.pone,0096626.9004

cytochrome P450 system [48] composed of the cytochrome P450
enzyme {astaxanthin synthase, cncoded by the o8 gene [49,50])
and the cytochrome P450 reduciase (CPR, encoded by the atR
gene [44]). Given that carowenoid composition in both hererozy-
gous mutant strains, 385-FES®" ) and 385-crtE(+/"), was dilferent
with respect to the wild-type strain, mainly by the reduction of the
astaxanthin [raction and an increase of intermediary carotenoids
Lewween B-carotene and astaxanthin, the expression of the genes
involved at this step, was analyzed {Tig. 4). The relative crni§
transeript levels showed only a slight reduction in the 4385-Fpst/
strain. However, the relative erfR transcript levels were signilicamily
reduced in both heterozygous strains, while the FPS and onE over-
cxpressing strains showed no significant changes. Previous studies
have shown that mutation of one of the ¢#R alleles in the diploid
UCD 67-385 sirain affects the carotenoid composition, decreasing
the astaxanthin fraction in favor of PB-carotene and other
intermediary carotenoids [44]. Thus, our results suggest that the
relative erfR transcript levels reduction in strains 385-FPS® % and
385-crtE™* ™ could also be responsible for their altered pheno-
types. Considering the vast number of reactions in which CPR
enzymes are involved, the expression and activity regulation of
CPR is gencrally & complex process that involves several
mechanisms [51] that act at different {evels. The mechanism by
which the erE and FPS gene deletions aflect the entR transcript
levels requires Tarther investigation.

Finally, prenyl wansferase activitics were determined in soluble
protein extracts from the fve analyzed Y. dendrorhous sieains, which
were obtained after 72 h of cultivation under the conditions
described in Materials and Methods (Table 4). Prenyl transferase
activity, mainly FPP-synthase, was incrcased by 85% in the FPS
over-expressing strain while prenyl translerase activity, measured
with FPP, remained unchanged compared to the wild-wype sirain
UCD 67-385. Conversely, the prenyl wansferase activity with FPP
was increased in 144% in the crF over-expressing mutant, while

PLOS ONE | www.plosone.org

the activity measured with DMAPP remained unchanged.
However, Gy HC—pmducts ar¢ a minor fraction in all cases,
Also, Cyp and Cy5 HG-products can be formed in the presence of
FPP as a consequence of IPP jsomerase activity that achicves the
1somerization of IPP 10 DMAPP. In enzymatic assays with UCD
67-385 protein extracts and only including TPT as substrate, Gy,
Cis and Gy were obtained, which evidences IPP isomerase
activity in these extracts. However, this endogenous IPP isomerase
activity would only aflect the enzymatic assays including FPP as
substrate, since no DMAPP is added to the assay. On the other
hand, the enzymatic assays including DMAPP as substrate, should
not be affected as substrates were used at saturated concentralions,
so the IPP isomerase activity would be insignificant.

The prenyl transferase activity in heterozygous strain extracts
using DMAPP or FPP as a subswate showed no significant
differences compared to the wild-type strain (Table 4). Probably,
the methodology that we used might not be sensitive cnough to
detect variations in the prenyl transferase activity in the protein
extracts from the strains that we assayed, Also, a transcript level
reduction, which we observed for the respective gene in the
heterozygous strains, does not necessarily lead to a reduction of the
engymeatic activity with the same magnitude,

The results reported here demonstrate that in X, dendrorhous, two
prenyl transferases act scquentially to synthesize GGPP from
DMAFPP and IPP precursors: an FPP-synthase {encoded by FPS)
that produces TPP and an GGPP-synthase (encoded by ortF) that
transforms  the C,5 prenyl pyrophosphate imto GGPP. The
accumulation of "C-FPP (detected as Cys alcohol in the allylic
[taction) in the above assays indicates that the reaction eatalyzed
by the en gene product would be rate-limiting in the biosynthetic
pathway, which thus represents a possible target for astaxanthin
production Improvement. Considering that the DNA assembler
methodology, which allows integration in the genome of several
DNA fragments during one transformation event, was proven 1o
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be effective and successful in X, dendrorhous [52], crtE could be
simuliancously over-expressed together with other rate-limiting
astaxanthin production genes to favor the synthesis of carotenoids
in X. dendrorhous.

Conclusions

In X, dendrorhous, GGPP is synthesized from IPP and DMAPP by
two prenyl transferase enzymes that act sequentially. In the first
stage, an FPP-synthase {encoded by the FPS gene) produces IPP in
two steps: GPP is first produced by the condensation of IPP and
DMAPP, and the addition of a second IPP molecule to GPP then
produces FPP. In the sccond stage, a GGPP-synthase (encoded by
the i gene) produces GGPP by adding a third molecule of IPP
w FPP. Both of the genes described in this work, FPS and o,
represent good target candidates to enhance the astaxanthin
production in X, dendrorfious by metabolic engineering approaches,

Supporting Information

Figure §1 Plasmids constructed in this work. In cach
plasmid illustration, the relevant features such as endonuclease
recognition sites and primer binding sites {thin arrows) are shown.
Some elements of the original plasmid (pBluescript SK-) were kept
in the figure and are shown in gray, The pBluescript SK- skeleton
was kept as light gray, Plasmids: A) pXd-gFPS harbors a 2.5 kb
DNA [ragment carrying the X. dendrorhous IPS gene. Green, thick
arrows represent the nine exons of the FPS gene, B) pXd-gFPS:iph
was constructed from pXd-gFPS, which was digested with EeoRV
and Bglll to release a 2.0 kb DNA fragment that contained the
EPS gene that was replaced by a hygromycin B resistance cassetie
(HygR, represented by an ochre, thick arrow). For translormation
purposes, pXd-gFPS:iph was lincarized with dval. G} pXd-gertE
harbors a 3.3 kb DNA fragment carrying the X! dendrorhons enll
gene. Light blue, thick arrows represent the nine exons of the e
gene. D) pXd-gertEhph was constructed from pXd-genE, which
was digested with EcoRV to release a 2.0 kb DNA fragment that
contained the oF gene that was replaced by a hygromycin B
resistance cassetie (HygR, represented by an ochre, thick arrow).
For wansformation purposes, pXd-gertF:iph was linearized with
fpnl and Smal. E) The pXdVexp2 expression vector was
construcicd by cloning an X, dendrorioys non-coding genomic
region (Int, represented by a light orange, thick arrow) to target the
integration into the X, dendrorhous genome. The Int region was
interrupted by inserting the X, dendrorhous ubiquitin promoter (Ubi-
P, represented by a light purple, thick arrow) and the GPD
terminator {(GPDT, represented by a dack purple, thick arrow),
with a fpal site between them to insert the gene being expressed.
The hygromyein B cassctte for transformant selection (HygR,
represented by a ochre, thick arrow} was also included. I) The
inscrtion of FPS or et cDNA at the Hpal site of pXdVexp2,
yiclded pXdVexp2-cFPS and pXdVexp2Z-certE, respectively.
(I'T¥)

Figure 52 Representative chromategram from prenyl
product analysis by TLC. The prenyl alcohol products that
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were obtained in the prenyl transferase activity assays were
resolved by TLC. The radioactivity deteeted on each of the TLC-
plate fragments is displayed in each graph. The peaks correspond-
mg to the Gjg, G5 and Gy products are indicawed. Graphs
correspend to the lollowing enzymatic assay: A) protein extracts
from wild-type X. dendrorhious strain with DMAPP as additional
substrate, B) protein exiacts from E. coli BL21+FPS strain with
DMAPP as additional substrate, G} protein extracts [rom E. coli
BL214crtE strain with FPP as additicnal substrate and D) a
mixture of protein extracts from E. colf strains BL21+TFPS and
BL214+erE with DMAPYP as additional substrate.

(L1r)

Figure 83 SDS-PAGE analysis of recombinant E. colf
protein extracts, The SDS-PAGE analysis of the protein
extracts from induced (+) or not induced {-) recombinant E. cofi
cultures: BL21+pET28 (negative control), BL21+ertE and BL21+
FPS is shown. Arrows indicate the recombinant protein band. M:
Molecular marker PageRuler™ Thermos (170, 130, 100, 70, 55,
40, 33, 25, 15, 10 kDa).

(115)

Figure 54 PCR-based analysis of the FPS and cr¢E gene
deletion in X. dendrorhous. PCR analyses to confirm the
mnsertion of the Hygromycin B resistance cassettc and the
replacement of the target gene of the parental wild-type UCD
67-385 strain {wt). The resulting heterozygous strains (+/—) are
385-FPS™ 7 (upper gel photographs) and 385-crtEY ™} (lower gel
photographs), including the PCR negative control without DNA
(--). Between the upper and lower gel photographs, a scheme is
included to represent the primer sets (shown in arrows) that were
used, the expected PCR-product size and the target DNA. The
primers wsed in the analyses depended on the gene deletion that
was studied (entE or FPS gene) and were: @@ FESnewl or
crtE_CDS_F1, 2: FPSnewR or crtE_CDDS_R1, 3: FPS_QOut_F7
or crtE_Oul_Fl, 4: TEF Antisense, 31 GPDT Scc T and 6:
FPS_Out_R1 or crtER2 (Table 51). The scheme shading is in
accordance with Figure 51, M: Molecular marker: lambda DNA
digested with HindIIE {23.1, 9.4, 6.6, 4.4, 2.3, 2.0 and 0.6 kb).
(T1F)

Figure 55 Growth curves of the X. dendrorhous strains
analyzed in this work. The yeast strains were grown in YM
rich medium at 22°C with constant agitation. Growth curve values
correspond to the mean % standard error of the mean from three
independent cultures.

(TIF)
Table S1 Primers designed and used in this work.
HOCK)
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