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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidomicete que posee la
capacidad de sintetizar carotenoides, principalmente la xant6fila astaxantina (3,3’-
dihidroxi-B-B-caroten-4,4’-diona) reconocida por sus propiedades antioxidantes. Ademas,
este pigmento tiene un alto interés comercial, especialmente en la industria alimentaria,

donde se utiliza como suplemento alimenticio para peces salménidos.

Para su aplicacidn industrial, se han obtenido cepas de X. dendrorhous
sobreproductoras de astaxantina mediante experimentos de mutagénesis, sin alcanzar los
niveles necesarios para su comercializacion. El estudioc molecular de los genes
involucrados en la carotenogénesis en X. dendrorhous, permitird conocer los procesos
biolégicos que gobiernan la biosintesis de astaxantina y asi facilitar la construccion de

cepas sobreproductoras que sean comercialmente mds atractivas.

El analisis quimico de los intermediarios de la ruta de biosintesis de astaxantina ha
sugerido la siguiente via de sintesis: Isopentenil-difosfato — Geranilgeranil-difosfato —
Fitoeno — Licopeno — B-caroteno — Equinenona — 3-hidroxiequinenona —
Fenicoxantina — Astaxantina. Esta tesis se centrd basicamente en los pasos de formacion
de fitoeno (paso catalizado por la enzima fitoeno sintasa) y la formacién de B-caroteno a

partir de licopeno (catalizado por la enzima licopeno ciclasa).

A partir de un analisis bioinformatico de genes de distintos organismos
involucrados en las dos etapas de interés, se disefiaron partidores especificos para cada
uno de ellos. Se logré la amplificacion y clonado de un fragmento de 2,2 kb {con los
partidores disefiados para el gen de la fitoeno sintasa) y un fragmento de 1,5 kb (con los
partidores disefiados para el gen de la licopeno ciclasa). El analisis de sus secuencias
demostré que el fragmento de 1,5 kb esta completamente contenido en el fragmento de
2,2 kb, apoyando las evidencias de que ambas actividades enzimaticas estarian
codificadas por un mismo gen, el gen crt¥B, como ha sido comunicado en otros casos.

Estos fragmentos fueron 1itiles para aislar al gen completo a partir de una genoteca de la
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cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous. Dicho gen se encuentra en un fragmento
EcoRV de aproximadamente 5,9 kb el cual fue clonado en el vector pBluescript y luego
secuenciado completamente. Este plasmido recombinante fue denominado p33.13. El
analisis de su secuencia indico que el gen estd compuesto por cinco exones y cuatro

intrones.

En base a la secuencia del gen crt¥YB en el plasmido p33.13, se disefiaron
partidores para clonar el cDNA a partir del RNA total mediante RT-PCR. Fue posible
aislar y secuenciar completamente tres cDNAs de distintos tamafios de 2,6, 2,3 y 2,2 kb.
El analisis de las secuencias indicd que el cDNA de mayor tamafio contiene los cuatro
intrones. El de 2,2 kb corresponde al cDNA de un mRNA maduro y sélo contiene los
exones. El ¢cDNA de 2,3 kb se diferencia del cDNA de 2,2 kb ya que contiene parte del
primer intrén y ha perdido parte del segundo exdn, lo que genera un codén de término de
la traduccion prematuro. Esta situacién se genera por el reconocimiento de sefiales de
“splicing” alternativas. A partir de la secuencia del ¢cDNA de 2,2 kb, se infirié la

secuencia aminoacidica de la proteina, la cual estaria compuesta por 673 aminoacidos.

Mediante experimentos de hibridacion con una sonda especifica para el gen crt¥B,
se determind que el gen se localiza en dos bandas cromosémicas del cariotipo
electroforético de la levadura. Los resultados del analisis de restriccion del DNA total de
X. dendrorhous mediante hibridacion indicé que el gen se localiza en una region de
aproximadamente 31 kb la que no presenta variaciones aparentes en las dos bandas

cromosOmicas donde se localiza el gen.

Se obtuvieron colonias palidas a partir de la transformacion de la cepa silvestre
con un plésmido que contiene una delecion del gen que, probablemente corresponde a
mutantes para este gen que producen una menor cantidad de pigmentos por un efecto de
dosis génica. Se observa sectorizacion en las colonias palidas, donde hay sectores de la
coloniza con el fenotipo silvesire, sugiriendo recombinacién mitética apoyando las

evidencias de la condicidon diploide natural de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous.
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INTRODUCCION

1. Carotenoides: caracteristicas principales y biosintesis.

Los carotenoides son pigmentos naturales de color amarillo, naranjo o rojo de los
cuales se han descrito mas de 600 estructuras quimicas diferentes (Takaichi ez al., 1996).
Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza ya que son sintetizados por
bacterias, algas, plantas y hongos. En animales, son adquiridos a través de su dieta y son
acumulados en algunos de sus tejidos (Armstrong, 1994). La funcidn principal que se les

asigna es la proteccion contra el dafio fotooxidativo (Cunningham y Gantt, 1998).

Los carotenoides son compuestos terpénicos que tipicamente consisten en un
esqueleto hidrocarbonado de cuarenta carbonos (Csp). Pueden presentar algunas
modificaciones quimicas tales como anillos de cinco o seis atomos de carbono o grupos
funcionales oxigenados. Se han clasificado en dos grupos segiin su estructura quimica:
los carotenos que no presentan atomos de oxigeno en su estructura y las xantéfilas que si
los poseen. Su largo esqueleto hidrocarbonado puede presentar numerosos dobles enlaces
conjugados responsables de las distintas propiedades espectrales de estos pigmentos, los
que absorben la luz dentro de la region visible del espectro entre 400 y 500 nm (Pine,

1993).

Existen numerosas aplicaciones y usos de los carotenoides. Hay evidencias que
cumplen un rol importante en la prevencién de enfermedades cardiovasculares como
también el cancer. También son utilizados con propositos farmacéuticos (Schimidt-
Dannert, 2000), como colorantes y como suplemento alimenticio en animales,

especialmente salménidos y crusticeos (Johnson, 1977, Johnson ,1979).

Los carotenoides forman parte del grupo de compuestos llamados isoprenoides
(Armstrong 1994, Lagarde ef al,, 2000). Los isoprenoides son sintetizados via un
precursor comun, el isopentenil difosfato (IPP). El IPP consiste en una molécula de cinco
carbonos (Cs), el cual es isomerizado en dimetilalil difosfato (DMAPP) por la enzima IPP

— isomerasa. Luego se condensa una molécula de IPP con una de DMAPP formando un




compuesto de diez carbonos, geranil difosfato (GPP, Co), el cual es el precursor de los
monoterpenos. Posteriormente, éste se condensa con una nueva molécula de IPP
formandose farnesil difosfato (FPP, C;s), precursor de los sesquiterpenos y del escualeno.
Una tercera molécula de IPP es adicionada resultando la formacion de geranilgeranil
difosfato (GGPP, Ca), que es el precursor de los diterpenos y del fitol, que a su vez es el
precursor de la clorofila. El primer paso especifico de la biosintesis de carotenoides es la
formacién de fitoeno (Cao) por la enzima fitoeno sintasa que condensa dos moléculas de
GGPP formando prefitoeno (PPPP) que seria transformado en fitoeno por la misma
enzima. El fitoeno es el primer carotenoide de la via y es incoloro (figura 1). Este sufre
cuatro reacciones de desaturacion catalizadas por la enzima fitoeno deshidrogenasa que
aumentan el sistema de dobles enlaces conjugados, produciéndose neurosporeno o
licopeno. A este nivel de la via de biosintesis de carotenoides en los distintos organismos
se ramifica, lo que genera la enorme diversidad de este tipo de pigmentos encontrada en

la naturaleza (Britton, 1998).

Isopertenil difosfato =— Dirretilalil difosfato
Cs {IPP) Cs (DMAPF)

M onoterpenos - Geranil difosfato
Cw (GP

Esteroles
l/ IPP Triterpenos
Sesquiterpenos  =———  Famesil difosfato — = Ectual
Cis (FPP) e
IPP
Diterpenos -—  Geranilgeranil difosfato ——e= Fitoeno
Cax (GGPP)

/ IPP |
Flml k Carotenoides

Poliprenocles de cadena larga
Clorofila Ubiguinona

Plastoquinona

Figura 1.- Resumen de la biosintesis de isoprenoides y sus relaciones biosintéticas.

Adaptado de Britton, “Carotenoids” Capitulo 2, 1998.




Una de las grandes preguntas que ha surgido sobre la ruta de biosintesis de
c_arotenoides es como estaria organizada la combinacién de enzimas involucradas, para
asegurar la eficiencia requerida en la sintesis del producto final Se han presentado
numerosos modelos de organizacién enzimética. Inicialmente se postuld que cada
reaccion estaria catalizada por una enzima, codificada por un gen (Britton, 1998). Sin
embargo, se ha visto que esto no es asi. Por ejemplo, en la formacién de licopeno a partir
de fitoeno deberian estar involucradas cuatro enzimas dado que existen cuatro reacciones
de desaturacién (figura 2). En plantas este paso est4 catalizado por s6lo dos enzimas, cada
una codificada por un gen, la fitoeno desaturasa que transforma al fitoeno en &-caroteno
(pasando por fitoflueno) y la &-caroteno desaturasa que convierte al &-caroteno en
licopeno (pasando por neurosporeno). En bacterias y hongos las cuatro desaturaciones
son catalizadas por una misma enzima fitoeno desaturasa, codificada por un solo gen
(Cunningham y Gantt, 1998). Para el hongo Phycomyces blakesleeanus se propuso un
modelo de un complejo multienzimético a partir de relaciones mateméticas entre la
proporcién de nucleos en heterocariones y la composicion cuantitativa de carotenoides,
que estaria formado por cuatro copias de una tinica fitoeno desaturasa y dos copias de una

unica licopeno ciclasa.

Se ha informado que generalmente las enzimas que participan en las etapas
tempranas de la biosintesis podrian ser solubles o asociadas periféricamente a membranas
y las enzimas que participan en etapas tardias, estarian unidas a membranas. Esto se debe
a que los sustratos requeridos, luego de la formacion de fitoeno, son muy hidrofobicos y

por lo tanto insolubles en un medio acuoso.
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En muchos sistemas carotenogénicos los intermediarios de la via estan presentes
en pequedias cantidades. Este hecho sugiere la participacién de complejos
multienziméticos que no liberarian al medio los intermediarios de la via, los que serian
rapidamente transformados en el siguiente intermediario dentro del complejo. A partir de
plantas superiores como Lycopersicon esculentum y Capsicum annuum se ha purificado
un complejo multienzimético fitoeno sintasa que, ademas de realizar la actividad de
fitoeno sintasa, también realiza las actividades IPP isomerasa y GGPP sintasa. Estos
complejos han sido relativamente simples de solubilizar por lo que se propone que
tendrian localizacién periférica y estarian unidos débilmente a membranas (Brtton,

1998).

Uno de los carotenoides que actualmente concita gran interés para su estudio,
principalmente debido a sus propiedades antioxidantes, es la astaxantina. En la sintesis de
astaxantina el fitoeno pasaria a formar licopeno, que luege de la ciclacién de ambos
extremos del mismo por la enzima licopeno ciclasa daria lugar a B-caroteno. La posterior

adicion de grupos hidroxilo y ceto al B-caroteno originan la astaxantina (Girard, 1994)
(figura 2).

La biosintesis de astaxantina se limita exclusivamente a microorganismos y
algunos ejemplos son la levadura Xamthophyllomyces dendrorhous, el alga
Haematococeus pluvialis 'y las bacterias marinas Agrobacterium aurantiacum y

Alcaligenes sp. cepa PC-1 (Fraser, 1997).

2. Xanthophyllomyces dendrorhous.

A fines del siglo XIX Ludwig describié una levadura responsable del color rojo
de exudados desde heridas de arboles (especialmente Betula spp) y la llam6 Rhodomyces
dendrorhous. Entre 1967 y 1968 PhafT aislo levaduras de color rojo desde los exudados
de arboles heridos en regiones montafiosas de Japon y Alaska. Se la llamé Rhodozyma

montanae nov. gen, et sp., pero no se le dio un adecuado nombre en latin. Luego, en 1976
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Miller, propuso el nombre de Phaffia rhodozyma, el cual fue publicado validamente.
Posteriormente fueron aisladas muchas cepas desde la parte Europea de Rusia. Se
observd que P. rhodozyma era la levadura dominante en los exudados rojos de los arboles
heridos y se propuso que correspondia a Rhodomyces dendrorhous, descrita inicialmente

por Ludwig (Phaff ez al , 1972, Miller et al, 1976, Golubev et al, 1995).

Debido a que se desconocia su fase perfecta, P. rhodozyma fue clasificada como
una levadura tipo basidiomicete por sus caracteristicas de formacién de yemas
enteroblasticas, su pared celular estructurada en multicapas, presencia de actividad
ureasica, capacidad de sintetizar pigmentos carotenoideos (principalmente astaxantina),
producir compuestos amiloides y fermentar azicares (Miller e al, 1976). Todo esto ha
sido apoyado por estudios de estructura primaria y secundaria de tRNA S5S.
Posteriormente, analisis de tTRNA de 18S y 268, mantuvieron a P. rhodozyma como

género independiente (Yamada et al., 1990).

La mayoria de las levaduras basidomicetas son heterotalicas y por lo tanto
requieren de cepas de tipo de apareamiento compatible para obtener su fase sexual. Sin
embargo, como no se conocia la fase sexual del ciclo reproductivo de P. rhodozyma fue
clasificada como una levadura imperfecta y ubicada dentro del grupo de los
denteromicetes. En 1995 Golubev describié su fase perfecta en la cual el nicleo de la
célula madre se conjuga con el micleo de Ia célula hija, fenomeno conocido como
pedogamia. Luege de la conjugacion se desarrolla un holobasido de 70 a 80 pm de
longitud y de 2 a 3.5 pm de didmetro presentando entre 4 a 6 basidoesporas apicales,
ovales o elipsoidales de 4 x 8 pm. Este tipo de ciclo de vida es desconocido en las
levaduras basidiomicetes y por lo tanto se propusc un nuevo género y especie, X.
dendrorhous para el estado perfecto de P. riiodozyma (Golubev, 1995).




3. Aproximacién molecular al estudio de la carotenogénesis en X. dendrorhous.

Por experimentos de mutagénesis se han obtenido cepas de X. dendrorhous con un
mayor contenido de astaxantina, pero sin alcanzar los niveles apropiados para su
comercializacion (An et al. 1989)-No obstante, la obtencion de mutantes ha sido de gran
utilidad para el estudio de la ruta de biosintesis de astaxantina en la levadura. Existen tres
clases de mutantes las que son reconocidas por alteraciones en su pigmentacién. Aquellas
que poseen mutaciones en genes regulatorios de los cuales hay dos tipos: subproductores
de pigmentos y sobreproductores (Girard et al., 1994). También estin los mutantes que
tienen una mutacién en algin gen estructural de la ruta de biosintesis por lo cual
acumulan algin intermediario de la via. Entre este tltimo grupo se encuentran aquellos
mutantes albinos no productores de carotenoides y albinos que acumulan fitoeno (Girard
et al., 1994) y mutantes que acumulan B-caroteno (An ef al, 1989, Martinez 1995,
Martinez et al., 1998). Hasta el momento no se han encontrado mutantes que acumulen
licopeno o mutantes que acumulen algin intermediario entre B-caroteno y astaxantina. Se
ha sugerido la participacion de un complejo multienzimatico que actuaria en esta Gltima
etapa de la biosintesis, es decir, el paso de B-caroteno a astaxantina (An ef al., 1989) o la
participacién de un sélo gen que codificaria para una enzima que presente las dos
actividades de oxidacién necesarias para transformar el B-caroteno en astaxantina.
Finalmente, es posible mencionar que existe un tercer tipo de mutantes en que estaria
afectado algin gen que pudiera tener un efecto indirecto sobre el fenotipo de
pigmentacion, como es el caso de genes que controlan el flujo de precursores (Leon,
2000). En la figura 3 se ilustra la biosintesis de astaxantina, comparando la ruta de

plantas, algas y cianobacterias con la de X. dendrorhous.

El clopamiento de los genes involucrados en la carotenogénesis en X
dendrorhous, permitird conocer los procesos biologicos que gobiernen la sintesis de
astaxantina y posteriormente facilitara la produccion de cepas de X. dendrorhous con un

contenido mayor de astaxantina lo que seria comercialmente mas atractivo.
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Figura 3.-Ruta de biosintesis de astaxantina.

En la figura se resumen los principales pasos de Ia ruta de biosintesis de astaxantina en X.
dendrorhous (lado derecho de la figura) y se compara la biosintesis de carotenoides en
plantas, algas y cianobacterias (lado izquierdo de la figura). Se sefialan también los genes
estructurales de la via que han sido clonados y secuenciados. A la izquierda de la figura,

se indica el color de las colonias que acumulan carotenoides intermedios en la ruta de

biosintesis.




HIPOTESIS

En la ruta de biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous la formacion de fitoeno
a partir de geranilgeranil-difosfato, estaria controlada por un gen estructural que codifica
la enzima fitoeno sintasa que ademas presenta actividad licopeno ciclasa, cuya

organizacidn estructural y funcional es compleja.
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2.

OBJETIVOS

Objetivo general

. Estudiar Ia organizacion del gen que codifica la enzima fitoeno sintasa (cr¢B) en el

genoma de la cepa silvestre UCD 67-385 de la levadura X. dendrorhous.

Objetivos especifices

. Clonado de un fragmento del gen crtB de X dendrorhous mediante PCR

utilizando partidores disefiados de regiones conservadas homologas y/o

heterdlogas.

. Aislar un fragmento de DNA genomico de X. dendrorhous, portador del gen criB

a partir de una genoteca de la levadura.

. Clonado del cDNA del mensajero del gen criB de X. dendrorhous.

. Caracterizacion del gen crtB mediante secuenciacidn, mapeo de restriccion,

hibridacion y analisis computacional del gen.

. Ubicacion del gen crtB en el cariotipo electroforético de la levadura.

. Construccidon de mutantes de delecidon del gen crfB en la cepa silvestre de X

dendrorhous.,

11




MATERIALES Y METODOS
L Materiales
1.- Material biolégico
1.1.- Microorganismos

1.1.1.- Bacterias

Para los experimentos de clonamiento se utilizé la cepa DH5a de Escherichia

coli (Sambrook ef al, 1989).

1.1.2.- Levaduras

La cepa silvestre de X. dendrorhous (Ex. P. rhodozyma) UCD 67-385 (Miller et
al, 1976) ha sido obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC).

1.2,- Plasmidos

Se utilizaron los plasmidos YIp5 y pBluescript SK™ (pBluescript) (Sambrook ef al,
1989).

1.3.- Enzimas

Las endonucleasas de restriccion, DNA ligasa del bacteridfago T4, DNA
polimerasa de Thermus aquaticus, transcriptasa reversa de M-MLV, DNasa, RNasa A, se
adquirieron de compafiias como Promega, BiolLabs y Gibco-BRL, USA.

Las enzimas novozima, proteinasa K y lisozima, se adquirieron en Sigma

Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A. y Gibco-BRL, U.S.A.

1.4.- Acidos nucleicos

El DNA de esperma de salmon se adquirié de Sigma Chemical Co. St. Louis,
Missouri, U.S.A. El DNA del bacteriofago lambda digerido con la enzima de restriccion
Hind 1M, se adquirié de BioLabs Inc. U.S.A.
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2.-  Medios de cultivo y reactivos quimicos

Todos los productos quimicos utilizados, son de uso general y frecuente en un
laboratorio de microbiologia y fueron adquiridos de compafiias como Merck Quimica
Chilena Soc. Ltda., Sigma Chemical Co. ST. Louis, Missouri, U.S.A, Difco
Laboratories, Detroit, Michigan U.S.A.

o-[**P]-dCTP fue adquirido de Fermelo Biotec.

3.- Sistemas de purificacién y marcacion radioactiva

3.1.- Purificacion de DNA plasmidial

Se adquirieron los siguientes sistemas de purificacion de DNA plasmidial:
- “Plasmid miniprep kit”, BioRAD.
“E.Z.N.A Plasmid Miniprep kit I”, Omega.

3.2.- Purificacion DNA a partir de geles de agarosa
Kit GeneClean 1L, compafiia Bio 101, California, U.S.A.

3.3.- Marcacion radioactiva de acidos nucleicos

Se utilizé el sistema de marcacion radioactiva “Kit Random Primers DNA

Labeling System”, de Gibco-BRL.

L. Métodos
1.- Cultivo y mantencion de microerganismos

1.1.- Bacterias

E. coli fue crecida en medio de cultivo Luria Bertani (triptona 1%, extracto de
levadura 0,5% y cloruro de sodio 0,5%) a 37°C con agitacion constante. Las cepas
portadoras de plasmidos se crecieron en medio LB suplementado con ampicilina 100
pg/mi. Para la mantencion de las cepas se mezcld 1 ml de cultivo saturado de cada una de

ellas con 298 ul de glicerol al 87% y se mantuvieron a ~70°C.
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1.2.- Levaduras

Las cepas de X. dendrorhous fueron crecidas en medio YM (glucosa 1%, extracto
de levadura 0,3%, extracto de malta 0,3% y peptona 0,5%) a 22°C con agitacion
constante. Para los experimentos que requerian formacion de protoplastos la levadura fue

crecida en medio minimo MM, (Retamales ef al, 2002).
2.-  Purificacion de dcidos nucleicos

2.1.- DNA plasmidial

El DNA plasmidial de cultivos bacterianos se purificé por el método de la lisis
alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Para ello se crecieron las cepas bacterianas en medio
LB suplementado con el antibidtico correspondiente. Se centrifugaron las células a
14.000 rpm por 1 minuto. El “pellet” celular se resuspendi6 en 100 pl de solucion I
(glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0) con lisozima 4 mg/ml y se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregd 200 pl de solucion II (NaOH
0,2 N y SDS 1%) mezclando suavemente y se dejé la mezcla en hielo por 5 min, para
luego agregar solucién III (acetato de potasio 5 M) e incubar por otros 5 min en hielo. Se
centrifugd la mezcla a 14.000 rpm por 10 min. Se extrajo el sobrenadante dos veces con 1
volumen de fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una wvez con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). El DNA se precipité con 2 volamenes de etanol
absoluto frio, manteniéndolo por 30 min a —20 °C. Finalmente el DNA se resuspendio en
50 pl de tampén TE (Tris-HC! 10 mM pH 8.0, EDTA 10 mM) con RNasa A a una
concentracion de 30 pg/ml. La mezcla fue incubada durante 30 min a 37 °C. La
concentracion y calidad del DNA fue analizada por electroforesis en geles de agarosa
(Sambrook et al, 1989) en tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8.0)
en presencia de bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 pg/mi, utilizando el
programa ID1 de Kodak.

2.2,- DNA genémico X. dendrorhous
El DNA de X. dendrorhous fue obtenido a partir de protoplastos de la levadura.

La obtencién de protoplastos se realizé por el método desarrollado en nuestro laboratorio

(Hermosilla ef al, 1995, Retamales ef al, 1998). Para elio, se hizo crecer la levadura en
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500 ml de MM, a 22°C hasta saturacién y se lavaron las células 2 veces con KC1 0,8 M.
Las células fizeron resnspendidas en 4 ml de KCI 0,8 M y se agregd novozyma a una
concentracidén final de 4 mg/ml, completando un volumen de 5 ml. La mezcla fue
incubada con agitacion suave por 2 horas a 37°C o 12 horas a 22°C. Los protoplastos
fueron lavados tres veces con KC1 0,8 M centrifugando a 1900 x g por 10 min cada vez y
resuspendidos en 5,4 ml de Tris-HC] 10 mM pH 8.0, EDTA 20 mM. Luego se agrego 0,6
ml de SDS 10X y se incubd a 37°C por 10 min. Posteriormente se agregd S0 pl de
proteinasa K a una concentraciéon de 20 mg/ml, dejando la mezcla a 55°C por una hora.
Se centrifugd a 1900 x g por 5 min y el sobrenadante fue extraido tres veces con un
volumen de fenol saturado en tampon Tris-HCl plI 7.4, dos veces con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) vy una vez con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), siempre mezclando muy suavemente y centrifugando a 1900 x g por
10 min para separar las fases. E1 DNA se precipito con dos volimenes de etanol absoluto
frio, lavado con etanol al 70% y finalmente resuspendido en 500 pl de tampon TE. El
DNA fue analizado por electroforesis en geles de agarosa (0,7%) en presencia de

bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 pg/ml.

2.3.- Extraccion de DNA desde geles de agarosa

Para la extraccion de DNA a partir de geles de agarosa, se utilizo el kit
GeneClean II (Bio 101, Carlsbad, CA, USA). Los fragmentos de DNA se separaron por
electroforesis en gel de agarosa (0,7%) en tampon TAE. Se cort6é con un bisturi la zona
del gel o banda de interés visualizando el DNA bajo luz UV en un transiluminador. El
trozo de gel se depositd en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agreg6 3 volimenes de Nal
6 M (de acuerdo del peso del trozo de gel en gramos). Se incubd por 10 min a 55 °C
hasta que la agarosa se disolvid completamente. Luego, se agregd 7 pl de resina
Glassmilk (silica) y se incubd por 10 min a temperatura ambiente, para luego centrifugar
en una microcentrifuga Eppendorf por 5 seg a 12.000 rpm. Se elimino el sobrenadante y
se lavo tres veces el “pellet” con 500 pl de solucion NewWash (Tris-HC1 pH 7.5 10 mM,
NaCl 50 mM, EDTA 2,5 mM, Etanol 50 % v/v) centrifugando 10 seg a 12.000 rpm cada
vez. Finalmente, el DNA se eluyd de la resina agregando 15 pl de agua estéril e

incubando por 10 min a 55 °C. Se centrifugd a 12.000 rpm por 30 seg y se recuper0 ¢l
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sobrenadante (que contiene el DNA), depositindolo en un tubo Eppendorf limpio y
estéril. La cantidad de DNA obtenida se determind mediante electroforesis en geles de

agarosa utilizando el programa ID1 de Kodak.

2.4.- Extraccion de RNA de X dendrorhous

Para evitar contaminacion con RNasas, se utilizé el inhibidor dietilpirocarbonato
(DEPC), agregado al agua con la cual se prepararon las soluciones.

La extraccion de RNA total, se baso en el trabajo de Chomezynski y Sacchi, 1987.
Para ello se centrifugd 5 ml de cultivo de X. dendrorhous en fase estacionaria (~10°
células/ml) y luego se sumergi6 el “pellet” de células en N; liquido. Se resuspendieron las
células en 1,5 m! de reactivo de TRIzol (Gibco BRL) y se agregd un volumen de perlas
de vidrio (425-600 um). Se agit6 en vortex a maxima velocidad durante 4 min, alternando
30 seg de agitacion y 30 seg de incubacién en hielo. El homogenizado se incub6 10 min a
temperatura ambiente y luego se agregd 0,4 ml de cloroformo agitando en forma manual
por 5 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé a 12100 x g por 15 min a 2-8
°C. Se tomé la fase acuosa (superior) muy cuidadosamente y se agregd un volumen de
isopropanol y se incub6 por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugd a 12100 x g por 10 min a 2-8 °C para eliminar el sobrenadante y lavar el
“pellet” con 1 ml de etanol 75 %. Finalmente se dejo secar el “pellet” de RNA y se
resuspendi6 en agua tratada con DEPC incubando a 55 °C. El RNA se almacen6 a -20 °C

hasta su posterior utilizacion.
3.-  Cariotipo electreferético

3.1.- Preparacién de DNA cromesémico intacto de X. dendrorhous

Para los analisis de electroforesis de campo pulsado se preparé DNA cromosomico
intacto de la levadura mediante la técnica descrita por Cifuentes ef al (1997) basada en
Schwartz (1984). Para elio, se colectaron las células en fase estacionaria de un cultivo de
X. dendrorhous de 100 ml en MM, Se lavaron las células dos veces con EDTA 50 mM
pH 8.0 para luego ser resuspendidas en una solucién de EDTA 50mM pH 8.0 con 10
mg/ml de novozima. Se agregé 3 ml de agarosa de bajo punto de fusion 1%, EDTA 125
mM pH 8.0, precalentada a 42°C y la mezcla se distribuyd en moldes de 100 pl,

16




permitiendo la gelificacién a 4°C por 15 min. Los bloques se sumergieron en 5 ml de
tampon LET (500 mM EDTA, 7,5 % B-mercaptoetanol, 10mM Tris-HCl, pH 7.5) que
contenia 0,4 mg/ml de novozima y se incubd a 37°C por 16 horas. Transcurrida la
incubacién, los bloques se lavaron dos veces con EDTA 50 mM y luego se sumergieron
en 5 ml de solucién NDS (500mM EDTA, 1% N-lauroylsarcosina y 10 mM Tris-HC,
pH 7.5) que contenia 1 mg/ml de proteinasa K, se incub6 a 55 °C por 24 horas.
Finalmente, los bloques se lavaron dos veces con EDTA 50 mM y se dejaron en la

misma solucién a 4°C hasta su posterior utilizacion.

3.2.- Electroforesis de campe pulsado

La electroforesis de campo pulsado se realizé utilizando el sistema CHEF I y
CHEF III de BioRad (Chu et al, 1986) en geles de agarosa 0.85-1% en tampon TBE
0.5X (45 mM Tris-borato, 1mM EDTA pH 8.0) a 14 °C. Las condiciones de separacion
optima de las bandas de DNA cromosoémico de X. dendrorhous son las descritas por
Cifuentes et al (1997). Los geles se tifieron con bromuro de etidio 1 pg/ml por 6 horas y
luego fueron lavados en agua destilada por 3 a 4 horas para finalmente ser visualizados

en un transiluminador con radiacion UV.
4.- Andlisis de DNA

4.1.- Digestion con endonucleasas de restriceion

Se realizaron analisis de restriccion segan Sambrook ef al (1989). Para DNA
plasmidial se digirié en un volumen final de 20 pl entre 0,5 y 1,0 pg de DNA con una
unidad enziméatica de la endonucleasa de restriccion utilizada, con el tampon adecuado e
incubando por 2 horas a la temperatura indicada por el proveedor. Para el DNA
genémico de X. dendrorhous se digiri6 alrededor de 5 pg con 5 unidades enziméticas. Al
realizar digestiones con mas de una enzima de restriccién se utilizo el tampon multicore
de Promega. Los productos de digestion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa 0,7-1%. Los tamafios y concentraciones de los fragmentos generados se

calcularon con el programa ID1 de Kodak.

17




4.2.- Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

4.2.1.- Diseiio de partidores

Se disefiaron partidores especificos a partir de regiones homoélogas y heterdlogas
para los genes de las enzimas fitoeno sintasa y licopeno ciclasa. Tanto los partidores
“forward” como “reverse” portaban un sitio de restriccion para la enzima BamHI en su

extremo 5°.

4.2.2.- Amplificacion de DNA

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25 pl que
contenia tampon de PCR 1X pH 8,4 (Tris-HCI 200 mM, KCl 500 mM), 2 mM de MgCl,,
0,2 mM de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 uyM
de cada partidor, entre 10 y 100 ng de DNA templado y entre 0,2 y 0,5 unidades de 7ag
polimerasa. Se utilizé un termociclador Perkin Elmer 2400 utilizando el siguiente
programa: desnaturacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturacion a 94 °C por
30 segundos, alineacion de los partidores a 55°C por 30 segundos y elongacién a 72 °C
por 3 minutos. Finalmente se dej6é por 10 minutos a 72°C para una elongacion final y

luego mantenida a 4°C.

4.3.- Transcripcion Reversa acoplada a la reaccion de la polimerasa en cadena

(RT-PCR)

4.3.1.~ Sintesis de cDNA (reaccion RT)

Las muestras de RNA fueron tratadas previamente con 10 U (1 pl) de DNasa
(Roche). La reaccion RT se realizé con transcriptasa reversa M-MLV (Promega). En un
volumen total de 14 pl se mezcld 3 pg de RNA total, partidor oligo-dT;s (25 uM) y agua-
DEPC. Se incubd a 70°C durante 5 min y luego se dejé rapidamente en hielo por 3 min.
A la mezcla se agreg6 S pl de buffer M-MLYV 5X, 5 pl de dNTP's 2,5 mM y 1 pl de M-
MLV RT. Se incubd por 1 hora a 42 °C y luego se calentd a 65 °C por 10 min.

4.3.2.- PCR

La reaccion de PCR se efectué en un volumen final de 25 pl en una mezcla de
reaccion que contuvo 2,5 pul de buffer 7ag polimerasa 10X, 0,5 ul de INTPs 10 mM, 1 pl
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de MgCly 50 mM, 1 pl de cada partidor 25 pM, 2 pl de reaccion RT, 1 U de Tagpol
(Promega) y agua. El programa que se utilizé fue el signiente: 95 °C por 3 min, 28 ciclos
de 94 °C por 30 seg, 55°C por 30 seg y 72 "C por 3 min, extension final a 72 °C por 10

min y iuego mantenida a 4°C.
5.- Transformacién genética por electroporaciéon
5.1.-  Escherichia coli

5.1.1.- Preparacion de células electrocompetentes

Se inoculd un litro de medio LB con 1/100 volumen de un cultivo saturado de E.
coli DH5 o,y se incub6 a 37°C con agitacion constante hasta que se alcanzo una DOgsoomm
entre 0.5 y 0.8. Posteriormente, se enfri6 el matraz en hielo durante 15- 30 min y luego se
centrifiigd a 4000 x g por 15 min a 4°C. Las células se lavaron una vez con 1 litro de
agua destilada estéril fria, una vez con 500 ml de agua destilada estéril fria y una vez con
20 ml de glicerol al 10 % estéril y fiio, centrifugando a 4000 x g por 15 min a 4°C cada
vez. Las células se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10 % estéril frio y se pusieron

alicuotas de 50 pl por tubo Eppendorf, almacenandolas a -70°C hasta su utilizacion.

5.1.2.- Transformacion

Para cada transformacion de E. coli, se tomé un tubo Eppendorf con los 50 pl de
células electrocompetentes. Las células fueron descongeladas en hielo y luego se les
agregd DNA transformante en un volumen no mayor de 10 pl. La mezcla se deposito en
una cubeta de electroporacion de 0.2 cm (Bio Rad). Se utilizé un equipo Gene Pulser Bio
Rad para generar el siguiente pulso: 25 pF, 200 Q y 2.5 kV. Luego del pulso se dejaron
las células en hielo para luego agregarles 1 ml de medio LB e incubar a 37°C por una
hora. Finalmente se sembraron alicuotas de 100 pl de células en placas con medio LB-

agar 2% suplementadas con el antibidtico adecuado e incubadas a 37°C por toda la

noche.

5.1.3.- Seleccion de clones portadores de inserto

Al utilizar al plasmido pBluescript como vehiculo de clonamiento, las bacterias

transformadas se sembraron en placas con medio LB-agar 2% suplementadas con 100
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ug/ml  ampicilina y 32 pg/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-f-D
galactopiranésido). El plasmido pBluescript confiere resistencia a ampicilina a las
células que lo contienen y por lo tanto, la presencia de ampicilina en el medio selectivo
permite que sdlo crezcan aquellas bacterias que hayan incorporado al plasmido. La
seleccion de clones portadores de plasmidos que contienen inserto se realiza por el color
de 1a colonia. El sitio de clonamiento miltiple del pldsmido pBluescript se localiza en el
gen lacZ que codifica la enzima $-galactosidasa. La enzima B-galactosidasa actiia sobre
el sustrato cromogénico X-gal, proporcionando el color azul a Ia colonia. Por lo tanto, las
colonias azules son portadoras del plasmido pero no contienen inserto y no asi las

colonias blancas cuyo color se debe a la disrupcion del gen lacZ (Sambrook ef af, 1989).

5.2.- X dendrorhous

La transformacion de X. dendrorhous se basd en Adrio ef al (1995) y Kim ef al
(1998). Para ello se inoculd 200 ml de medio YM con 1-2 ml de un cultivo de X.
dendrorhous de 48 horas. Se incubé con agitacién constante a 22 °C hasta alcanzar una
DOssomm de 1,2. Las células fueron centrifugadas a 5000 x g durante 5 min, resuspendidas
en 25 ml de tampon BD (50 mM tamp6n fosfato de potasio, pH 7.0, 25 mM ditiotritol
[DTT)) e incubadas a 22 °C por 15 minutos. Las células fueron lavadas dos veces con 25
ml de tampén STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCL, pH 7.5, ImM MgCl) frio y
finalmente resuspendidas en 1 ml de tampén STM. Se mezcldé 60 pl de células
electrocompetentes con 10-20 pg de DNA transformante en un volumen de 5 pl y se
depositd la mezcla en una cubeta de electroporacion. Se le proporciond el siguiente
pulso: 125 mF, 600 Q, 0,45 kV. Posteriormente las células fueron resuspendidas en 1 ml
de medio YM liquido e incubadas a 22 °C por 5 horas, luego fueron sembradas en placas
con medio YM-agar al 2%. -

6.-  Hibridacion DNA-DNA
Los experimentos de hibridacion se basaron en las técnicas desarrollas por

Southern (1975) y descritas por Sambrook ef al (1989).
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6.1.- Marcacion de sondas

Las sondas de DNA se marcaron por random primers utilizando o-[**P]-dCTP.

Se desnaturd 30 ng de DNA en un tubo Eppendorf por simple ebullicion por 5
min y depositando el tubo rapidamente en hielo. La mezcla de reaccion contenia 30ng de
muestra de DNA desnaturado, 2 pl de dATP 10 mM, 2 pl de dGTP 10 mM, 2 pl de dTTP
10 mM, 15 pl de mezcla de partidores, 5 pl de dCTP*? (50 puCi), I pl de la enzima DNA
pol fragmento Klenow y agua hasta completar un volumen de 50 pl. Se incubo a 25 °C
por 1-3 horas y se agregd 5 i de buffer de detencién. La sonda fue lavada en una

columna de Sephadex G-50 estéril en una jeringa de tuberculina.

6.2.- Preparacién de las membranas

Se realizo electroforesis en geles de agarosa (0,7%) en presencia de bromuro de
etidio 0,5 pg/mi, TAE 1X, utilizando 3-5 pg de DNA genomico de X dendrorhous
digerido con distintas enzimas de restriccion. Al finalizar la electroforesis se fotografié el
gel junto a una regla como registro de la migracion del DNA. El gel fue sumergido en
HCI 0,2 N por 15 minutos con agitacion suave para depurinar y se enjuagd con agna
desionizada. Luego, para desnaturar el DNA, el gel fue sumergido en una solucién de
NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 N, por 45 min a temperatura ambiente y agitacion suave. Se
enjuagd el gel con agua desionizada. Posteriormente, se neutraliz6 el gel sumergiéndolo
dos veces en una solucidén de Tris-HCl 1 M (pH 7.4), NaCl 1,5 M, primero por 30 min y
luego por 15 min a temperatura ambiente y agitacion suave. El DNA fue transferido a
una membrana de nylon PALL BIODYNE B segin Sambrook, ef al (1989), utilizando
una solucién SSC 10X (SSC 20X= NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M pH 7,0) como
tampon de transferencia. La transferencia se realizé durante 16 horas y el DNA se fijé a
la membrana de nylon mediante radiacién UV de 260 nm durante 5 min o calentandola

por 15 min a 80°C.

6.3.- Prehibridacion

La membrana fue lavada con SSC 2X y luego se depositd en una botella de
hibridacién con 10 ml de solucién de hibridacidn (Na;HPO4 0.5 M pH 7.2, SDS 7%). Se
incubd la membrana en la botella por 5 min a 65 °C en un horno de hibridacion
Hybrilinker HL-2000 de UVP Laboratory Products.
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6.4.- Hibridacién
Se agrego la sonda (desnaturada por ebullicion y depositada en hielo) 2 la botella
de hibridacion con la membrana totalmente empapada con la solucién de hibridacion y se

dejé por 16 horas a 65 °C con agitacién suave en el horno de hibridacion.

6.5.- Lavados

La membrana fue lavada en la botella de hibridacion. Se realizaron cuatro lavados
los que consistieron en dos lavados con 10 mi de una solucién que contenia NaHPO4 40
mM pH 7.2, SDS 5% y dos lavados con 10 ml de una solucién compuesta por NazHPO4
40 mM pH 7.2, SDS 1%. Para cada lavado, la membrana se mantenia entre 30 y 60 min a
65 °C con agitacién suave con la solucion de lavado correspondiente. Posteriormente, la
membrana se retird de la botella de hibridacion y se depositd sobre un soporte cubierto
por plastico. La membrana sobre el soporte también fue recubierta por pléstico y
depositada en un “cassette” que luego en oscuridad se puso sobre ella una placa
autoradiografica. El “cassette” con la membrana y la placa autoradiografica se mantuvo a
-70°C por tiempos variables antes de revelar la placa autoradiografica en un equipo Curix
60 de AGFA.
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RESULTADOS

1. Amplificacién y clonamiento del gen que codifica la enzima fitoeno sintasa y

licopeno ciclasa de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous.

Para elaborar la estrategia que permitiese la amplificacién mediante PCR y el
clonamiento del gen crfB y el gen crtY de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, se
compararon secuencias aminoacidicas de proteinas y nucleotidicas de los genes de las
enzimas fitoeno sintasa y licopeno ciclasa de distintos organismos, disponibles en la base
de datos del GenBank. Se identific zonas conservadas para ambas enzimas y a partir de
ellas se disefiaron oligonucledtidos que permitieran amplificar parte de ambos genes. Sin
embargo, no se obtuvieron resultados positivos con estos partidores. Posteriormente, fue
publicada en GenBank la secuencia de un gen que codifica una enzima bifuncional que
comparte las actividades fitoeno sintasa y licopeno ciclasa de X. dendrorhous de otra
cepa silvestre UCD 67-210. Por esta razon el gen fue llamado crt¥B (N° de acceso:
AJ133646) y a partir de su secuencia se disefiaron nuevos partidores para amplificar los
genes a partir de DNA de nuestra cepa silvestre de X. dendrorhous (UCD 67-385). Tanto
los partidores “forward” como “reverse” portaban un sitio de restriccion para la enzima
BamHI en su extremo 5° para su posterior analisis en los experimentos de clonamiento

(Tabla I).

Al utilizar en la reaccién de PCR DNA genomico de la cepa silvestre UCD 67-
385 como molde y los partidores FS-11 y FS-21, amplificé un fragmento de DNA. de 2,2
kb v con los partidores LC-1 y LC-2 se obtuvo otro de 1,5 kb. Ambos fragmentos fueron
purificados a partir de geles de agarosa (0,7%) por la técnica de Geneclean como se
indico en Materiales y Métodos. Los fragmentos fueron ligados independientemente al
plasmido pBluescript SK linearizado con la enzima EcoRV y con la mezcla de ligacion se
transformé E. coli. Se seleccionaron las colonias transformantes blancas portadoras de

DNA plasmidial el cual fue posteriormente analizado mediante digestion con enzimas de

restriccion.




Tabla 1

Partidores diseiiados a partir de regiones heterdlogas y homélogas de genes de

fitoeno sintasas y licopeno ciclsasas, para amplificar los genes crtB y crtY de X

dendrorhous. En las secuencias nucleotidicas de los partideres se ha subrayado el

sitio de restriccion para la enzima BamHL

Partider | Orientacion Secuencia nucleotidica Gen Enzima
FS-1 Forward 5’-agtatgcaaagacgtttta-3’ crtB Fitoeno sintasa
FS-2 Reverse 5’-ttgtagtcattggcttcaat-3’ crtB Fitoeno sintasa

FS-11 Forward 5’-ggatccaaatctttcaatgacta-3’ criB Fitoeno sintasa
FS-21 Reverse 5’-ggatccaaacgactttgatct -3’ criB Fitoeno sintasa
LC-1 Forward 5’-ggatcctcgtatitattgegt -3° crtY Licopeno ciclasa
LC-2 Reverse 5’-ggatcctctaaggagttcgt -3° crtY Licopeno ciclasa
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El analisis del DNA plasmidial de los transformantes indicé que dos clones (J1 y
J15) contienen un plasmido de aproximadamente 5,1 kb y fueron denominados pJ1 y
pJ15 respectivamente. La digestion con la endonucleasa de restriccion BamHI indico que
ambos plasmidos presentan dos bandas, una de 2,9 kb correspondiente al vector
pBluescript linearizado y una segunda banda de 2,2 kb correspondiente al inserto de
interés (Figura 4). Posteriormente se realizé la caracterizacion de ambos plasmidos
mediante la elaboracion de los respectivos mapas de restriccion. Como resultado se
determiné que ambos plasmidos presentaban la misma orientacion del inserto y
comparten los mismos cortes de restriccion de las enzimas utilizadas. La figura 5
representa un ejemplo de las digestiones realizadas. En la tabla II se indica los tamafios
de los fragmentos de DNA generados al digerir a los plasmidos pJ1 y pJ15 con las

distintas enzimas de restriccion para confeccionar un mapa de restriccion.

En la figura 6, se muestra el mapa de restriccion de los clones pll y pJ135, que

resume los resultados recién mencionados.

Para el fragmento amplificado de 1,5 kb, correspondiente a parte del gen de la
enzima licopeno ciclasa de X. dendrorhous, se procedié de igual manera. Se purifico
desde un gel de agarosa (0,7%) el fragmento amplificado por PCR en que se utilizaron
los partidores LC-1 y LC-2 y DNA genomico de X. dendrorhous como DNA molde. El
fragmento fue ligado al plasmido pBluescript SK linearizado con la enzima £coRV y con
la mezcla de ligacidn se transformdé E. coli. Se seleccionaron las colonias transformantes
blancas portadoras de DNA plasmidial el cual fae analizado mediante digestion con
enzimas de restriccidon. Se determind que tres clones llamados LC1, LC2 y LC3 eran
portadores de plasmidos que presentaban insertos de 1,5 kb al ser digeridos con la enzima
BamHI y se denominaron pL.C1, pLC2 y pLC3 (Figura 7).
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Figura 4.- Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de los plasmidos pJ1 y pJ15. La
figura resume la estrategia de clonado del producto de PCR utilizando partidores
internos especificos para el gen que codifica la enzima fitoeno sintasa.

Carriles 1 y 11: DNA del bacteriéfago A digerido con la enzima HindIIl (A/HindIII),
utilizado como estandar de tamafio molecular. Carril 2: Reaccion de PCR utilizando DNA
de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous como molde y los partidores FS-11 y
FS-21. Carril 3: Producto de PCR purificado por Geneclean. Carril 4: plasmido pJ1 sin
digerir. Carril 5: plasmido pJ1 digerido con BamHI. Carril 6: plasmido pJ15 sin digerir.
Carril 7: plasmido pJ15 digerido con BamHI. Carril 8: plasmido pBluescript digerido con
BamHI (la banda de aproximadamente 1,5 kb presente corresponde a DNA plasmidial
superenrrollado que no se digiere). Carril 9: Reaccion de PCR utilizando a pJ1 como
DNA molde y los partidores FS-11 y FS-21. Carril 10: Reaccion de PCR utilizando a
pJ15 como DNA molde y los partidores FS-11 y FS-21.
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Figura 5.- Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) del DNA plasmidial de los
plismidos pJ1 y pJ15 digerido con distintas enzimas para construir un mapa de
restriccion.

Carriles 1 y 20: DNA de MHindlll utilizado como estandar de tamafio molecular. Los
plasmidos pJ1, pJ15 y pBluescript fueron digeridos respectivamente con las siguientes
enzimas: Carriles 2, 3 y 4: EcoRV. Carriles 5, 6 y 7: Pstl. Carriles 8, 9 y 10: EcoRI.
Carriles 11, 12 y 13: HindlIl. Carriles 14, 15 y 16: Aval . Carriles 17, 18 y 19: Bgil (las
bandas de aproximadamente 2,0 kb en las digestiones de pJ1 y pJ15, corresponden a

DNA superenrrollado no digerible).




Tabla I
Resumen de digestiones simples y dobles realizadas a los plismidos pJ1 y pJIS y

tamaiios de fragmentos obtenidos.

A: Digestiones simples

B: Digestiones dobles

Enzima | Tamarfios de Tamaiios de Enzimas Tamafios de Tamafios de
fragmentos pJ1 { fragmentos pJi5 fragmentes pJ1 fragmentos pJ15
(pb) {pb) (pb) (ob)
Aval 3000 3000 BamHI 1300 1300
2200 2200 + 900 900
BamHI 3000 3000 EcoRl
2200 2200
Bgll 3800 3800 EcoRT 3900 3900
1200 1200 + 1000 1000
Hindi 300 300
EeoR1 4200 4200 FcoR1 2500 2500
930 930 + 1400 1400
EcoRV No Jo corta No lo coria Prull 800 800
400 400
Hindlll 4900 4900 FEcoRI 2900 2900
300 300 + 1300 1300
Psil No lo corta No lo corta Sail 650 650
250 250
Pvull 2500 2500 EcoR1 4250 4250
1970 1970 + 650 650
650 650 Xbal 250 250
Sall 3200 3200
2000 2000 Sall 3000 3000
Xbal 3200 3200 + 1950 1950
2000 2000 Xbal 250 250
Xhol 5200 5200
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Figura 6.- Mapa de restriccion de los plasmidos pJ1 y pJ15.
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En la figura se indica los sitios y posicion de corte de las enzimas de restriccion. Ambos

plasmidos poseen los mismos sitios de restriccion y sus insertos estan igualmente

orientados en el vector. También se muestra, en rojo, la posicion de los partidores que

amplifican al fragmento de 2,2 kb.
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Figura 7.- Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) del plismido pLC2. La figura
resume la estrategia de clonamiento del producto de PCR utilizando partidores
internos especificos para el gen que codifica la enzima licopeno ciclasa.

Carriles 1 y 7: DNA de ¥/Hind YT utilizado como estandar de tamafio molecular, Carril 2:
reaccion de PCR utilizando DNA de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous
como DNA molde y los partidores LC-1 y LC-2. Carril 3: Producto de PCR purificado
por Geneclean. Carril 4: plasmido pL.C2 sin digerir. Carril 5: plasmido pLC2 digerido con
BamHI. Carril 6: plasmido pBluescript digerido con BamHI.




2. Secuenciacion de los insertos de los plismides pJ1, pJ15y pLC2.

Los insertos de 2,2 kb de los plasmidos pJ1 y pJ15 fueron secuenciados
completamente en ambas direcciones a partir de sus extremos. La secuenciacion se inicié
utilizando los partidores T3 y T7 ubicados en la regién de clonamiento muiltiple del
vector pBluescript (tabla IIT). Posteriormente, la secuenciacion fue continuada disefiando
partidores que permitian extender las secuencias parciales obtenidas. El tamafio de ambas
secuencias completas obtenidas fue de 2198 pb, lo que es muy similar al tamafio obtenido
de los insertos al ser analizados por electroforesis luego de ser liberados del vector por
digestion con BamHI. El analisis de ambas secuencias indica que son idénticos y
presentan un alto porcentaje de identidad con la secuencia de 1a otra cepa silvestre UCD

67-210 publicada en la base de datos (figura 8) observandose algunas diferencias.

El inserto de 1,5 kb del plasmido pLC2, fue secuenciado completamente desde
ambos extremos, de igual forma que los insertos de los plasmidos pJ1 y pJ15. El analisis
de su secuencia muestra que es idéntica a un fragmento interno de 1,5 kb de la secuencia
del inserto de los clones pJ, indicando que ambas actividades enzimaticas, fitoeno sintasa

y licopeno ciclasa, estarian codificadas por el mismo gen.

Tabla I

Partidores ubicados en Ia regién de clonamiento miltiple del vector pBluescript SK.

Partidor Secuencia nucleotidica
T3 5’- attaaccctcactaaag -3
T7 5’- aatacgactcactatag -3”
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Figura 8.- Secuencia de los insertos de 2,2 kb de los plismidos pJ1, pJi5 y
alineamiento miltiple con la secuencia del gen que codifica la enzima fitoeno sintasa
de Ia cepa UCD 67-210 de X. dendrorhouns.

En color celeste, se indican las diferencias entre las secuencias de los insertos de los
plasmidos pJ1 y pJ15 y la secuencia de la cepa silvestre UCD 67-210. Son cuatro
diferencias ubicadas en zonas no codificantes (intrones) y tres diferencias ubicadas en
zonas codificantes (exones). Los cinco exones del gen c#/¥B se han encerrado en cajas.

La numeraci6n corresponde a la secuencia publicada de la cepa UCD 67-210.
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3. Clonade del gen crtYB genomico de la enzima fitoeno sintasa-licopeno ciclasa

de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous.

Para el clonado del gen ¢rt¥B gendémico que codifica la enzima fitoeno sintasa—
licopeno ciclasa de X. dendrorhous, se realizaron dos estrategias. La primera de ellas fue
una busqueda en una genoteca parcial construida en el sitio de clonamiento BamHI del
plasmido YIp5. La genoteca consistia en 65 mezclas, denominadas PR1 a PR65, de
aproximadamente 100 clones recombinantes cada una. Inicialmente fue necesario saber si
el gen crt¥B no posee sitios de corte para la enzima de restriccién BamHI, de tal modo de
poder encontrarlo completo en la genoteca mencionada. Para esto se analizo la secuencia
obtenida de los clones pJ1 y pJ15, observandose que no presentan sitios de corte para esta
enzima. Dado que estos clones no contienen la secuencia completa del gen crt¥B y por la
gran similitud observada entre su secuencia y la secuencia de 3770 pb publicada en el
GenBank de la otra cepa silvestre de UCD 67-210, ésta {iltima también fue analizada y se
observé que no existian sitios de corte para la enzima BamHI. Con estos resultados se
concluyo que probablemente el gen crt¥B de la cepa silvestre UCD 67-385 no es digerido
por la enzima BamHI y por lo tanto, posiblemente se podria encontrar en la genoteca

anteriormente descrita.

Para la biisqueda del gen en la genoteca se utilizo la pareja de partidores FS-11 y
FS8-21, especificos para el gen crtYB. Se realizé experimentos de amplificaciéon por PCR
utilizando como molde el DNA plasmidial de cada una de las mezclas. Como resultado se
obtuvo la amplificacion del fragmento de 2,2 kb en la mezcla PR61. Posteriormente se
repicaron clones de esta mezcla en diez placas por duplicado, conteniendo 25 clones
diferentes cada una, denominadas PR61.1 a PR61.X. El DNA plasmidial de un set de cada
placa fue analizado por PCR utilizando a los partidores FS-11 y FS-21 (figura 9). En el
panel B de la figura 9, se muestra que se obtuvo resultados positivos en las placas PR61.1
y PR61.VI. Posteriormente se analiz6 cada clon individual a partir de Ias 25 colonias del
duplicado de cada placa mediante PCR. Se esperaba que al menos un clon de cada placa
PR61.1'y PR61.VI fuese portadora de un plasmido que llevara un inserto que contuviese
al gen cr#YB. Sin embargo, en esta etapa no se logrd resultados positivos, ya que ninguna

de Ias colonias proporcionaba un amplificado en la reaccidon de PCR. Es necesario
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mencionar que los resultados de amplificacién a nivel de la mezcla PR.61 y de
submezclas PR61.1 y PR61.VI no siempre eran reproducibles, a pesar de que se lograba

amplificado utilizando distintas parejas de partidores.

Para intentar explicar esta observacion se determiné el tamafio del fragmento
BamHI cromosdémico que contenia el gen crfYB mediante hibridacién. Para ello se realizd
una digestién total con la endonucleasa BamHI del DNA genomico de la cepa silvestre
UCD 67-385 de X. dendrorhous. Luego el DNA digerido fue separado por electroforesis
en gel de agarosa, transferido a una membrana de nylon para finalmente realizar una
hibridacién utilizando como sonda el fragmento de DNA de 2,2 kb portador de una
porcion del gen crtYB proveniente del clon pJl. Como se muestra en la figura 10, el gen
criVB se encuentra en unz banda BamHI Gnica de aproximadamente 23 kb. El gran
tamafio del fragmento BamHI que contiene al gen crtYB, podria explicar la inestabilidad
del plasmido que contiene este inserto en el vector YIp5, aspecto que sera discutido mas

adelante.

Dado que no se logr6 aislar al gen crt¥B desde la genoteca construida en el sitio
BamHI del vector YIp5, se procedit a disefiar una segunda estrategia. La nueva estrategia
consistié en intentar clonar el gen completo en un fragmento de DNA gendémico de
menor tamafio, utilizando otra enzima de restriccién para la construccion de una nueva
genoteca de X. dendrorhous. Debido a la similitud encontrada entire la secuencia
publicada del gen crt¥B de la cepa UCD 67-210 y la secuencia de los insertos de los
plasmidos pJ1 y pJ15, se realizo un mapa de restriccion “in silico” de la secuencia
nucleotidica publicada en la base de datos del GenBank y asi determinar las posibles
enzimas que no cortan al gen. También se realizaron experimentos de hibridacion
utilizando DNA gendémico de la cepa UCD 67-385 de X dendrorhous digerido con
distintas enzimas de restriccidn y al fragmento de 2,2 kb del plasmido pJ1 como sonda.
De esta manera se determind las enzimas que no cortan al gen y el tamafio del fragmento
flanqueado por los sitios de restriccion en que el gen se encuentra (figura 11). Se
determiné que la enzima EcoRV es la mas apropiada para el clonamiento, dado que el

gen se encuentra en un fragmento EcoRV tnico de un tamafio menor de 5,8 kb.
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Figura 9.-Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de los productos de PCR de la
genoteca de X. dendrorhous construida en el sitio BamHI del plasmido YIpS.

En ambos paneles, A y B, el carril 1: DNA de MHindIII utilizado como estandar de
tamafio molecular y el carril 2: control positivo de la reaccion de PCR en que se utilizod
DNA de pJ1 como molde. En el panel A, las reacciones de PCR se realizaron con los
partidores LC-1 y LC-2 y en el panel B, las reacciones de PCR se realizaron con los
partidores FS-11 y FS-21.

A: Cada carril es una reaccién de PCR en que se utilizo el DNA plasmidial total de una
mezcla de 100 clones diferentes como molde. La banda positiva corresponde a la mezcla
N°61 (PR 61).

B: Cada carril es una reaccion de PCR en que se utilizo como DNA molde el DNA
plasmidial total de submezclas de 25 clones de PR 61, pueden observarse resultados

positivos en las submezclas N°T y N°VI (PR 61.1'y PR 61.VI).
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Figura 10.- Hibridacién de DNA de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous con el
fragmento de 2,2 kb de pJ1 utilizado como sonda.

A: Electroforesis en gel de agarosa (0,7%). Carriles 1 y 4: DNA de WHind I utilizado
como estandar de tamafio molecular. Carril 2: DNA de la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous digerido con BamHI. Carril 3: 1 ng del inserto de 2,2 kb del plasmido pJ1
como control positivo de la hibridacion.

B: Autorradiografia de la hibridacion. Carril 2: DNA de la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous digerido con BamHI, observandose una banda tnica de aproximadamente

23 kb. Carril 3: Banda de 2,2 kb, control positivo de la hibridacion.
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Figura 11.- Hibridacién de DNA de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous digerido
con distintas enzimas de restriccion.

A: Electroforesis en gel de agarosa (0,7%).

B: Autorradiografia de la hibridacion.

El DNA gendmico de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous digerido con:
Carril 1: BamHI. Carriles 2 y 3: EcoRV. Carriles 4, 5 y 6: EcoRI. Carril 7: 1 ng de pJ1 sin
digerir como control positivo de la hibridacion. Carril 8: DNA de MHindlIlI utilizado

como estandar de tamafio molecular.
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Con el objeto de construir una genoteca parcial de X. dendrorhous, se digirié
completamente DNA cromosémico de la cepa UCD 67-385 con la enzima EcoRV, para
luego purificar los fragmentos de DNA de un tamafio promedio de 5,8 kb separados por
electroforesis. Los fragmentos se ligaron al plasmido pBluescript, digerido con la misma
enzima y con la mezcla de ligacion se transformo E. coli. Se seleccionaron las colonias
transformantes blancas portadoras de DNA plasmidial en placas de LB/Ampicilina/Xgal.
Se preparé un total de 42 placas (N°1 a N°42), en duplicado, cada una conteniendo 52
colonias transformantes. A partir de un set de cada duplicado de placas se purificé DNA
plasmidial el que fue analizado mediante la técnica de PCR utilizando los partidores FS-
11 y FS-21, especificos para el gen crt¥B, obteniéndose resultados positivos en dos de
ellas (placas N°19 y N°33). Se purificé el DNA plasmidial de cada una de las 52 colonias
transformantes de la placa N°33 que fue utilizado como DNA molde para las reacciones
de PCR, logrando identificar a la colonia N°13 como la portadora del plasmido que
contiene un fragmento de DNA de 5,8 kb de X. dendrorhous que contiene el gen de
interés (figura 12). Se Ie llamé clon 33.13 y p33.13 al plasmido que contenia.

4, Secuenciacién del inserto del plismido p33.13.

El fragmenio EcoRV de 5,8 kb del plasmido p33.13 del clon 33.13 fue
secuenciado completamente. La secuenciacion del inserto de 5,8 kb del plasmido p33.13
se inicié utilizando los partidores T3 y T7 ubicados en la region de clonamiento maltiple
del vector pBluescript (Tabla IIT). Luego de obtener las primeras secuencias se disefié
nuevos partidores a partir de éstas con los cuales fuese posible extender las secuencias
parciales obtenidas hasta lograr la secuencia completa. El tamafio de la secuencia
obtenida fue de 5917 pb, ligeramente superior al tamafio obtenido por electroforesis,
probablemente debido a la menor resolucién en la determinacion de tamafios desde un gel

de agarosa para fragmentos de mayor tamafio.

42




Tamafio
Molecular

(kb)

231 —
94—
6,6 —p=
44 — g

23—
2,0 ——

Figura 12.- Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de la reaccion de PCR,
identificando al clon portador del gen crfYB en la genoteca parcial construida en el
sitio EcoRV del plismido pBluescript.

En los paneles A y B, el carril 1 corresponde a DNA de MHindIlI utilizado como estandar
de tamafio molecular y el carril 2 corresponde al control positivo de la reaccion de PCR
en que se utilizo a pJ1 como DNA molde. En las reacciones de PCR se utilizaron los
partidores FS-11 y FS-21.

A: Cada carril es una reaccion de PCR utilizando DNA plasmidial total como molde
obtenido desde placas con 52 colonias transformantes cada una.

B: Cada carril es una reaccion de PCR utilizando como molde el DNA plasmidial de

colonias individuales de la placa N°33.
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La secuencia completa se ilustra en la figura 13. Se determind que el gen tiene 4
intrones luego de comparar las regiones de las vecindades intron-exén del gen de la
proteina ribosomal L41, el gen de actina y el gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de X. dendrorhous. Ademas de comparar con la secuencia publicada en la

base de datos.

El gen se ubica aproximadamente en la mitad del fragmento EcoRV y
considerando desde el inicio de la traduccion hasta el fin de ésta abarca un total de 2385
pb. La zona codificante tiene un total de 2022 pb lo que corresponde un 85%
aproximadamente del total del gen. Los intrones son pequefios con un tamafio promedio
de 91 pb, siendo de 80 pb el mas pequefio (intrén H) y de 111 pb el de mayor tamafio
(intr6n I). Los exones presentan tamafios variables: el primero solo tiene 26 pb y el quinto
1033 pb.
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Figura 13.- Secuencia del fragmento EcoRV de p33.13.

En la figura se muestra la secuencia nucleotidica completa del inserto EcoRV del
plasmido p33.13. En letras rojas se presenta el sitio de restricciéon de la endonucleasa
FcoRV, sitio en que fue clonado el fragmento en el vector pBluescript. En maytiscula se
describe al gen crf¥B de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. El gen presenta cinco
exones (destacados en amarilio) y cuatro intrones (en azul). Los sitios de “splicing” son

mostrados en negrita y subrayados.
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5. Clonamiento y secuenciacién del cDNA del gen crtYB de X. dendrorhous.

A partir de la secuencia clonada del fragmento EcoRV de 5917 pb de la cepa

silvestre UCD 67-385 y la secuencia publicada de la cepa UCD 67-210, se disefiaron

oligonucledtidos que permitieran clonar el cDNA del gen crf¥B (Tabla IV).

Tabla IV

Partidores disefiados 2 partir de Ia secuencia del fragmento EcoRV de 5917

pb del plismido p33.13 para amplificar el cDNA del gen crtYB de X. dendrorhous.

Partidor | Orientacion Secuencia nucleotidica Tamaiio esperado de
amplificado en kb.

PBS-Al Forward 5’-ccgatctcggatagacatca -3’ 2,23

PBS-B2 Reverse 5’-aggaagatggggggaagag -3’

GPRN-1 Forward 5’-tacccaactcgtatcatcce -3° 2,34

GPRN-2 Reverse 5’- agtctitatggtctataacct -3’

La clonacién del cDNA del gen crtYB se realizd utilizando la técnica de la

reaccion de la transcriptasa reversa acoplada a PCR (RT-PCR). La reaccién de la

transcriptasa reversa (RT) fue realizada utilizando como templado RNA total extraido

desde un cultivo de Ia cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous en fase estacionaria como se

indicé en Materiales y Métodos. El producto de la reaccién de RT fue utilizado como

molde para la reaccién de PCR. Como resultado se obtuvo dos amplificados al utilizar los
partidores PBS-A1 y PBS-B2, uno de 2,6 kb (llamado UP) y el otro de 2,2 kb
(denominado DOWN), respectivamente (figura 14 panel A). Al utilizar la pareja de
partidores GPRN-1 y GPRN-2, se obtuvo una banda de DNA de aproximadamente 2,3 kb

(lamada MPP) (figura 14 panel B).
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Figura 14.- Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de los productos de RT-PCR a
partir de RNA total de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous.

A: Carril 1: DNA de M/HindIII utilizado como estandar de tamafio molecular. Carriles 2y
3: RT-PCR utilizando los partidores PBS-A1 y PBS-B2.

B: Carril 1: RT-PCR utilizando los partidores GPRN-1 y GPRN-2. Carril 2: RT-PCR
utilizando sélo al partidor GPRN-1. Carril 3: RT-PCR utilizando solo al partidor GPRN-
2. Carril 4: DNA de MHindIII utilizado como estandar de tamafio molecular.

51




Los tres fragmentos fueron purificados desde geles de agarosa 0,7% por la técnica
de Geneclean y ligados independientemente al vector pBluescript linearizado con la
enzima EcoRV. Posteriormente, con la mezcla de ligacion se transformoé E. coli y se
selecciond colonias transformantes blancas. El DNA plasmidial de los transformantes fue
analizado por una doble digestion utilizando las enzimas de restriccion BamHI y Xhol
que no cortan al gen crf¥B y liberan el inserto del vector pBluescript. En la figura 15 se
resume la estrategia de clonamiento del cDNA del gen crtYB y se indica que
efectivamente los tres fragmentos anteriormente mencionados correspondientes al cDNA
del gen ¢ri¥B, fueron clonados en el vector pBluescript. Cada clon se denominé UP,
DOWN y MPP y los plasmidos pUP, pDOWN y pMPP, respectivamente.

Los plasmidos pUP, pDOWN y pMPP portadores de los insertos que
corresponden al cDNA del gen crt¥B se utilizaron para secuenciacion. Los ires
fragmentos fueron secuenciados completamente, iniciando la secuenciacién con los
partidores T3 y T7, de la region de clonamiento multiple del vector pBluescript (Tabla
D). La secuenciacién se complet6 disefiando partidores a partir de las secuencias
parciales obtenidas que permitiesen su extension. Se compard las secuencias completas
obtenidas de los tres cDNA y se observé que el fragmento de mayor tamafio de 2,6 kb
(UP) corresponde a un mensajero no procesado que presenta los 4 intrones del gen. El
cDNA de 2,2 kb (DOWN), corresponde al cDNA de un mensajero maduro al cual sus
intrones han sido removidos y sélo presenta los cinco exones. Sin embargo, la secuencia
del tercer fragmento de 2,3 kb (MPP) muestra un cDNA que conserva parte del primer
intrén y ha perdido parte del segundo exon. Esta situacion genera un coddn de término de

la traduccién prematuro reconociéndose sefiales de “splicing” alternativas (figura 16).
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Molecular
(kb)

Figura 15.-Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) del cDNA del gen crtYB clonado
en E. coli.

Carriles 1 y 12: DNA de MHindIII utilizado como estandar de tamafio molecular. Carril
2: ¢cDNA UP purificado por Geneclean. Carril 3: pUP digerido con BamHI y Xhol. Carril
4: cDNA DOWN purificado por Geneclean. Carril 5: pDOWN digerido con BamHI y
Xhol. Carril 6: cDNA MPP purificado por Geneclean. Carril 7. pMPP digerido con
BamHI y Xhol. Carril 8: pBluescript digerido con BamHI. Carril 9: Reaccion de PCR
utilizando a pUP como DNA molde y los partidores PBS-Al y PBS-B2. Carril 10:
Reacciéon de PCR utilizando a pDOWN como DNA molde y los partidores PBS-Al y
PBS-B2. Carril 11: Reaccién de PCR utilizando a pMPP como DNA molde y los
partidores GPRN-1 y GPRN-2.
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Figura 16.- Alineamiento de las secuencias nucleotidicas parciales de los fragmentos
MPP, DOWN y UP correspondientes al cDNA del gen creYB'y secuencia nucleotidica
parcial del gen crtYB de Ia cepa UCD 67-210.

Se muestran los dos primeros exones (en cajas) y el primer intron (en azul). Se indican
los sitios 5’y 3” de “splicing” (en negrita y subrayados). También se sefiala el posible
sitio de “splicing” alternativo (en amarillo y destacados con 1ojo) el cual genera un
mensajero que contiene parte del primer intron y pierde parte del segundo exon,
produciendo un codén de término de la traduccién prematuro. Destacado en celeste se
muestra la diferencia en el exén IL, entre la secuencia de la cepa UCD 67-385 y UCD 67-

210. La numeracién corresponde a la secuencia de la cepa UCD 67-210.
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6. Analisis genético molecular del gen crz¥B de X. dendrorhous.

6.1. Ubicacion del gen crtYB en el genoma de X. dendrorhous.

Para estudiar la estructura y la organizacién del gen crf¥B en el genoma de la
levadura se determiné su localizacion en el cariotipo electroforético. Se realizaron
diversas electroforesis de campo pulsado utilizando distintas condiciones de corrida para
separar las bandas de DNA cromosémico. Los geles fueron transferidos a membranas de
nylon para luego realizar experimentos de hibridacién. Se utiliz6 el fragmento de 2,2 kb
del plasmido pJ1 como sonda para identificar la ubicacidén del gen. Se realizd una
electroforesis de campo pulsado utilizando pulsos de 90 segundos a 6V/cm dentro de 24
horas en un equipo CHEF 1I de BioRad, que permitid separar los cromosomas de la
levadura. Bajo estas condiciones, se ubicé af gen en Ja banda cromosomica II (figura 17),
que estaria compuesta por tres cromosomas. Para separar la banda II en sus tres bandas
cromos6micas componentes (A, B y C) se realizé una nueva electroforesis de campo
pulsado utilizando un tiempo de corrida de 60 horas con pulsos 500 segundos por 48
horas y pulsos de 250 segundos por 12 horas a 6V/cm, enun equipo CHEF HI de BioRad.
Como resultado se observa que la sonda del gen crt¥B reconoce dos bandas (IL Ay IT B)

cromosomicas en el cariotipo electroforético (figura 18).
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Figura 17.- Electroforesis de campo pulsado (CHEF) del DNA cromosémico intacto
de X dendrorhous.

Las condiciones del CHEF fueron: pulsos de 90 segundos a 6 V/cm durante 24 horas.

A: Cariotipo electroforético de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous tefiido con
bromuro de etidio.

B: Hibridacion de la figura A, utilizando como sonda el inserto de 2,2 kb del plasmido
pJ1. Se observa una banda de hibridacién que corresponde a la banda II del cariotipo
electroforético de X. dendrorhous.

C: Cariotipo electroforético de X. dendrorhous tefiido con bromuro de etidio.

D: Hibridacién de la figura C, utilizando como sonda el inserto de 2,2 kb del plasmido
pl1. Se observa una banda de hibridacion que corresponde a la banda II del cariotipo

electroforético de X. dendrorhous.
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Figura 18.- Electroforesis de campo pulsado (CHEF) del DNA cromosémico intacto
de X dendrorhous.

Se corri6 el CHEF por 60 horas con pulsos de 500 segundos por 48 horas y pulsos de 250
segundos por 12 horas a 6 V/cm.

A: Carriles 1 a 3; cariotipo electroforético de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous
tefiido con bromuro de etidio.

B: Carriles 1 a 3; hibridacion de la figura A, utilizando como sonda el inserto de 2,2 kb
del plasmido pJ1. Se observan dos bandas de hibridacion que corresponden a la banda II

Ay banda II B del cariotipo electroforético.
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6.2. Anslisis de restriccién de DNA genémice de X. dendrorhous.

Con la finalidad de caracterizar la ubicacién del gen cre¥B en el genoma de la
levadura se realizo analisis de restriccion de DNA gendmico utilizando distintas
endonucleasas de restriccion. Luego de realizar las digestiones y correr la electroforesis
en gel de agarosa (0,7%) los productos se transfirieron a una membrana de nylon para
realizar experimentos de hibridacién utilizando el fragmento de 2,2 kb del plasmido pJ1
como sonda. Este resultado puede dar informacion para estimar si el gen se encuentra en
una copia o mas en el genoma de la levadura ademas de obtener mayor informacion sobre
la ubicacion del gen en el genoma. Los resultados de este analisis se muestran en las

figuras 19, 20 y 21 y se resumen en las Tablas V, VIy VIL

Adems se realizaron digestiones dobles y triples, permitiendo construir un mapa

de restriccién genémico de las regiones adyacentes del gen crtYB (figura 22).

Se logré confirmar que el gen se encuentra en un fragmento BamHl Gnico de

aproximadamente 23 kb y dentro de éste en un fragmento EcoRYV de alrededor de 5,8 kb.
En la figura 23 se representa la organizacion del gen crfYB en el genoma de la

cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, elaborado con los resultados mencionados en esta

seccion.
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Figura 19.- Hibridacion de DNA genémico de la cepa UCD 67-385 de X
dendrorhous digerido con distintas enzimas de restriccion, utilizando el fragmento
de 2,2 kb del plismido pJ1 como sonda.

En cada carril hay 5 pg de DNA aproximadamente, digerido con las siguientes enzimas
de restriccion:

Carril 1: Sall. Carril 2: Sall y EcoRV. Carril 3: EcoRV. Carril 4: Sall y Aval. Carril 5:
Aval. Carril 6: Sall y Xhol. Carril 7: Xhol. Carril 8: Sall y HindIll. Carril 9: HindIIL
Carril 10: Sall y Pstl. Carril 11: Psfl. Carril 12: Sall y BamHI. Carril 13: BamHI. Los

tamafios de las bandas de hibridacion obtenidas se resumen en la Tabla V.
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Tabla V.
Tamaiio de las bandas obtenidas a partir de Ia hibridacién mostrada en la figura 19.
Carril Enzimas de restriccion Tamaiio de bandas (kb)
1 Sall 5,6
2,7
2 Sall + EcoRV 2,7
2,0
EcoRV 5,8
4 Sall + Aval 2,7
2,6
5 Aval 8,1
6 Sall + Xhol 2,7
7 Xhol 12,1
8 Sall + HindIll 2,9
1,8
0,9
9 HindIl 47
1,7
10 Sall + Pstl 4,8
2,7
11 Pstl 222
12 Sall + BamHi 5,4
2,7
13 BamHI 23,0
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Figura 20.- Hibridacion de DNA genémico de la cepa UCD 67-385 de X
dendrorhous digerido con distintas enzimas de restriccién, utilizando el fragmento
de 2,2 kb del plasmido pJ1 como sonda.

En cada carril hay 5 pug de DNA aproximadamente, digerido con las siguientes enzimas
de restriccion:

Carril 1: Sall. Carril 2: Sall y Pvull. Carril 3: Pvull. Carril 4: Sall y Xbal. Carril 5: Xbal.
Carril 6: Sall y BglIL. Carril 7: Bg/IL. Carril 8: Sall y Bg/l. Carril 9: Bg/l. Carril 10: Sall y
Scal. Carril 11: Seal. Carril 12: Sall y Bell. Carril 13: Bell. Los tamaifios de las bandas de

hibridacién obtenidas se resumen en la Tabla V1.
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Tabla VI

Tamafio de las bandas obtenidas a partir de Ia hibridacién mostrada en la figura 20.

Carril Enzimas de restriccién Tamaiie de bandas (kb)
1 Sall 5,6
2,7
2 Sall + Pyull 1,9
1,5
1,2
3 Pvull 23,0
3,3
4 Sall + Xbal 23
0,5
5 Xbal 2,3
0,5
6 Sall +Bgil 56
2,7
7 Bglll No corto
8 Sall + Bgll 5,6
2,7
9 Bgll 20,0
10 Sall + Scal 5,6
2,7
11 Scal 18,0
12 Sall -+ Bell 5,6
2,7
1,6
1,0
13 Bell 7,2
43
1,0
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Figura 21.- Hibridacion de DNA gendémico de la cepa UCD 67-385 de X
dendrorhous digerido con distintas enzimas de restriccion, utilizando el fragmento
de 2,2 kb del plismido pJ1 como sonda.

En cada carril hay 5 ug de DNA aproximadamente, digerido con las siguientes enzimas
de restriccion:

Carril 1: HindIII. Carril 2: HindIIl y Bgill. Carril 3: Bg/IL. Carril 4: HindIIl y Bcll. Carril
5: Bell. Carril 6: Hindlll y Xbal. Carril 7: Xbal. Carril 8: Xbal y Bgill. Carril 9: BgllL
Carril 10: Xbal y Pvull. Carril 11: Pvull. Carril 12: HindIIl y Pvull. Los tamafios de las

bandas de hibridacion obtenidas se resumen en la Tabla VII.
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Tabla VH

Tamaiio de las bandas obtenidas a partir de Ia hibridacién mostrada en la figura 21.

Carril Enzimas de restriccion Tamaiio de bandas (kb)

1 HindIlk 47
1,7

2 HindIII + Bglll No cortd

Bglll No cortd

4 HindIll + Bell 3,0
1,7
1,0
0,7

5 Bell 7,2
43
1,0

6 HindIIl +Xbal No cortd bien

7 Xbal 2,3
0,5

8 Xbal + Bgli No cortd

9 Xbal + Bell 1,2
1,0
0,5

10 Xbal + Pyull 1,5
0,7

11 Pyull 23,0
3,4

12 Hindil + Pvull 3,4
1,7
0,3

3
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Figura 22.- Mapa de restriccién de Ia regién cromosoémica donde se ubica el gen
crtYB.

En esta figura se esquematiza la ubicacion del gen crfYB en una seccion del genoma de X.
dendrorhous.

A: Aproximadamente 31 kb del genoma de X. dendrorhous.

B: Zona de aproximadamente 9,8 kb amplificada tres veces.

En color rojo se representa el fragmento 2,2 kb del clon pJ1, el cual se ha usado como
sonda en los experimentos de hibridacién. En color verde se representa al fragmento
EcoRV de 5,8 kb que contiene al gen crf¥YB que fue clonado en pBluescript. Es
importante destacar que todos los sitios de corte dentro del fragmento FcoRV han sido
confirmados por su secuencia. Los sitios de restriccion fuera del fragmento EcoRV (zona
amarilla), han sido reproducibles en distintos experimentos de hibridacion. Sin embargo,
puede haber diferencias en su posicion dado que el experimento no permiie una mayor

resolucion. La escala con que se construyd la figura se indica en ella.
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Figura 23.- Esquema que representa la organizacion
dendrorhous.
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del gen crtYB en el genoma X

La figura muestra que el gen cr7¥B se ubica en un fragmento EcoRV de 5,8 kb que ha

sido clonado en el vector pBluescript y en un fragmento BamHI 23 kb, que se ubica en

alguna parte del cromosoma. También se muestra el mapa de restriccion del clon 33.13.
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7. Transformacién de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous con una

delecion del gen crtYB.

7.1. Construccion de las deleciones:

Para demostrar experimentalmente que el clon 33.13 era portador de un fragmento
de DNA de X, dendrorhous que contenia al gen ¢rt¥B, se intent6 inducir una mutacion en
la levadura. La mutacion consistiz en una delecion de gran parte del gen ¢rtYB. En el
mapa de restriccién del clon 33.13 (figura 23) se muestra que existen dos sitios de corte
para la endonucleasa Sa/l y dos sitios para Xbal. Para cada enzima, uno de los sitios se
ubica dentro del gen y otro adyacente a él. Por lo tanto, la estrategia utilizada (figura 24)
fue digerir al plasmido 33.13 con estas enzimas independientemente, de modo de obtener
dos deleciones: una producida por Sall y otra por Xbal. Primero se prepard DNA
plasmidial del clon 33.13, el cual se digirié completamente con Sall o Xbal. Como el
plasmido Bluescript, también posee un sitio de corte para cada enzima, al digerir el
plasmido 33.13 con Sall se producen tres fragmentos de 4,3, 2,6 v 2 kb, donde el
fragmento de 2,6 kb corresponde al segmento de DNA que se desea eliminar. Al cortar
con Xbal también se producen tres fragmentos de 4,9, 2,3 y 1,7 kb, aproximadamente,
donde el fragmento de 2,3 kb es el que se desea eliminar, de modo de producir una
delecion en el genoma de la levadura posteriormente. En ambos casos, el fragmento de
mayor tamafio corresponde al plasmido pBluescript y un segmento de DNA genomico de
la levadura (figura 23). Después de digerir al plésmido33.13, se realizé una electroforesis

observandose para ambos casos las tres bandas anteriormente mencionadas (figura 25).
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Figura 24.- Esquema de la construccion de plasmidos pBS y p11.1 portadores de una
delecion del gen crtYB.

En la figura se esquematiza la estrategia utilizada para Ja construccién de plasmidos
portadores de una delecién del gen crtYB. En rojo se presenta la secuencia
correspondiente al vector de clonamiento pBluescript, en verde se representa al gen crtYB
y en amarillo se muestra el DNA genémico de X. dendrorhous adyacente al gen crtYB. 1La
numeraciéon de los plasmidos en la figura corresponde a la numeracion del plasmido
p33.13. Esta numeracion se mantuvo para facilitar la comprension de la delecion creada.
A. Se muestra los sitios de corte de las enzimas Xbal, Sall y EcoRV de p33.13.

B. Se muestran los fragmentos generados al cortar p33.13 con las enzimas Xbal (lado
izquierdo de la figura) y Sall (lado derecho de la figura). Los fragmentos indicados con
una cruz, son los fragmentos eliminados que contienen al gen criYB.

C. Se indican los plasmidos generados, luego de ligar los fragmentos de interés. En Ia
figura se muestra Ia correcta orientacion de los plasmidos, necesaria para poder generar

una delecidn en la levadura.
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Figura 25.-Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de la digestién de p33.13 con Sall
y Xbal y purificacién de los fragmentos para construir plismidos portadores de una
delecion del gen crtYB de X. dendrorhous.

A: Se representa la delecion realizada con la enzima Sal 1. Carriles 1 y 3: DNA de
VHindlll utilizado como estandar de tamafio molecular. Carril 2: plasmido 33.13
digerido con Sall. Carriles 4 y 5 representan a los fragmentos purificados de 2 y 4,3 kb
respectivamente.

B: Se representa la delecion realizada con la enzima Xba 1. Carriles 1 y 3: DNA de
VHindllI utilizado como estandar de tamafio molecular. Carril 2: plasmido 33.13
digerido con Xbal. Carriles 4 y 5 representan a los fragmentos purificados de 4,9 y 1,7 kb

respectivamente.
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En el caso de digestion con Sall, se purificaron por Geneclean las bandas de 4,3 y
2,0 kb para luego ser ligadas y asi eliminar la banda de 2,6 kb que contiene gran parte del
gen crtYB. En el caso de digestion con Xba las bandas de 4,9 y 1,7 kb fueron purificadas
y luego ligadas. De este modo se eliminé la banda de 2,3 kb. Luego de ligar y transformar
E. coli fue necesario comprobar la correcta orientacion de las bandas ligadas. Esto es
necesario dado que para producir la delecién en la levadura debe ocurrir una doble
recombinacién entre el DNA introducido y el DNA genémico de la levadura para lo cual
debe existir homologia entre ambos DNAs en ambos extremos de la delecién. La
apropiada orientacion fue comprobada digiriendo el DNA plasmidial de los
transformantes de E. coli, con la enzima FKcoRV. De esta forma se obtuvieron dos clones
portadores de plasmidos que contenian un fragmento de DNA portador de una delecion
del gen crtYB. Los clones se llamaron pB5 (portador de la delecion producida por Xbal) y
pl11.1 (portador de la delecién producida por Sall), que en ambos casos al ser digeridos
con la enzima Eco RV se producen dos fragmentos, uno de 3 kb, que corresponde al
plasmido pBluescript, y una de 3,5 kb, portadora del fragmento con la delecion en el caso

de pBS, y una de 3,3 kb, portadora del fragmento con 1a delecion en el caso de p11.1

72. Transformacion de X dendrorhous con una delecion del gen crf¥YB,

Se realizé experimentos de transformacion de la cepa silvestre UCD 67-385 de X.
dendrorhous de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Para ello se utiliz6 entre
10 y 20 pg de DNA del respectivo plasmido portador de la delecion linearizado con la
enzima EcoRV con el objeto de favorecer la recombinacion en la levadura. Luego de
cuatro experimentos de transformacion se observaron colonias palidas en relacion a la
silvestre, que corresponderian a posibles transformantes. La frecuencia de colonias
palidas fue de aproximadamente 4.2x10° o 12 transformantes por pug de DNA. Se
confirmé que las colonias palidas correspondian a X. dendrorhous por observacién al
microscopio dptico y presencia de RNA de doble hebra entre sus acidos nucleicos. Una
caracteristica particular de colonias palidas es que se sectorizaban recobrando su fenotipo

silvestre (figura 26).
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Figura 26.- Transformacién de X. dendrorhous con el gen crtYB deletante.

A Se muestra una siembra de la cepa silvestre UCD 67-385 (385) y de dos
transformantes palidos, B5-2y 11.1-2.

B: En esta placa se han picado algunos transformantes palidos. También se observa a la
cepa silvestre (385) para comparar la intensidad del color de las colonias. Si se observa
detalladamente es posible distinguir que las colonias palidas estan sectorizadas.

C: Se observan algunas colonias palidas que han sido picadas junto a la cepa silvestre
(385).

D: Esta placa corresponde a la misma placa de la figura B, pero luego de dos semanas de
incubacién a 4°C. Hay una mayor produccion de pigmento y la sectorizacion de las

colonias palidas es evidente.
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DISCUSION

1. Clonamiento y secuenciacién del gen crtYB que codifica la enzima fitoeno

sintasa y licopeno ciclasa de Ia cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous.

Con el objeto de aislar un fragmento de DNA gen6mico de la cepa silvestre UCD
67-385 de Ia levadura X. dendrorhous que contuviese el gen crzB que codifica la enzima
fitoeno sintasa y un fragmento de DNA que contuviese el gen crtY que codifica la enzima
licopeno ciclasa, se disefiaron partidores especificos a partir de regiones homodlogas y
heterologas para estos genes. De tal forma que a través de la técnica de PCR utilizando
DNA gendmico de X. dendrorhous como DNA templado seria posible amplificar una
porcién de estos genes y asi disponer de sondas especificas para elios con las cuales seria
posible encontrar los genes completos en una genoteca de la levadura. Los resuitados
fueron exitosos dado que se clonaron dos fragmentos de DNA: un fragmento de 2,2 kb
amplificado con la pareja de partidores especificos disefiados para el gen crfB y un
fragmento de 1,5 kb amplificado con la pareja de partidores disefiados para el gen crtY.
La secuenciacién de estos fragmentos y su analisis indico que sus secuencias eran
idénticas, lo que permiti¢ confirmar que ambas actividades enziméticas fitoeno sintasa-
licopeno ciclasa estarian codificadas por un mismo gen liamado crt¥B (Verdoes et al,
1999). Este hecho podria explicar la inexistencia de cepas mutantes de X. dendrorhous

que acumulen licopeno.

Fl alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los insertos de los plasmidos
pl1, pJ15 y aquella del gen crt¥B de la cepa silvestre UCD 67-210 permitiod apreciar que
las secuencias de los insertos de los plasmidos pJ1 y pJ15 eran idénticas. Respecto a la
secuencia publicada se observan siete diferencias: cuatro de ellas ubicadas en sectores no
codificantes del gen, dos en el intrén II, una en el intr6n III y una en el intrén IV. Las
otras tres diferencias se ubican en sectores codificantes del gen: una en el exon 11, otra en
el exén IV y una en el exén V. Estas diferencias seran discutidas mas adelante. Con

respecto al inserto de pLC2, éste estd completamente incluido en los insertos de los
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plasmidos pJ1 y pJ15 y en secuencia demostro ser idéntica a ellos. En la figura 27 se
esquematiza la porcion del gen crtYB que contienen los insertos de los plasmidos pJ1,

pJ15 y pLC2, ademas de ilustrar la organizacion estructural de este gen.

La secuenciacion de los fragmentos de 2,2 kb de los plasmidos pJ y de 1,5 kb del
plasmido pLC2 demostré que los partidores disefiados realmente eran especificos para el
gen crtYB y que estos fragmentos son apropiados para ser utilizados como sondas para

estudiar la organizacion del gen crtYB en el genoma de la levadura y para la busqueda de

dicho gen en una genoteca de la levadura.

A N BN BN - PLC2
B [ N N S - P/ Y P15

C =crtYB

/

i
= mRNA maduro

. = EXON
|:| = INTRON

Figura 27.- Organizacién estructural del gen crtYB en los plasmidos pJ1, pJ15 y
pLC2.

A: pLC2, el inserto del plasmido pLC2 contiene desde el inicio del segundo exon hasta
aproximadamente la mitad del quinto exon.

B: pJ1=pl15, el inserto de los plasmidos pJ contienen parte del primer intron hasta el
quinto exon.

C: Estructura del gen crtYB, contiene 5 exones (rosado) y 4 intrones (amarillo).

D: Estructura del mRNA maduro del gen crtYB.
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El primer intento de clonado del gen crtYB completo, desde el DNA gendémico de
1a levadura, fue a través de una biisqueda en una genoteca parcial construida en el sitio de
clonamiento BamHI del plasmido YIpS (Alcaino ef al, 2000). El DNA plasmidial
purificado de cada una de las 65 mezclas de la genoteca de 100 clones diferentes cada
una fue utilizado como molde en los experimentos de amplificacion con los partidores
FS11 y FS21, especificos para el gen crifB (Barahona ef al,, 2001). Aunque se detectd la
presencia del gen crt¥B en la mezcla PR61 v en las submezclas de 25 clones diferentes,
PR61.1y PR61.VI, no se logrd encontrar la colonia individual portadora del plasmido que
llevaba un inserto que contenia al gen crf¥YB. A pesar de que el experimento se repitio
varias veces, no siempre los resultados fueron consistentes. Existen dos posibles
explicaciones a lo anteriormente mencionado. Una razon que explicaria la pérdida del
clon portador del gen crtYB seria que el fragmento BamHI, en que se ubica el gen, es muy
grande (23 kb aproximadamente) en relacion al vector de clonamiento (YIp5 de 5,4 kb) y
éste se perderia a lo largo de las generaciones. Sin embargo, en el laboratorio se han
clonado otros genes de la ruta de biosintesis de carotencides de X. dendrorhous que
también se han encontrado en fragmentos de DNA de gran tamafio, siendo éste el caso de
los genes idi (isopentenil PP isomerasa), crtls (GGPP sintasa) y crtl (fitoeno desaturasa),
que se encontraron en un fragmento BamHI de aproximadamente 10, 9 y 13 kb,
respectivamente. Este hecho sugiere una segunda explicacion para la pérdida del clon
portador del gen crz¥B y que se refiere a que dada la extension del fragmento BamHI en
que se encuentra el gen crf¥B (de aproximadamente 2,4 kb), se encontraria ademas otra
secuencia que seria “rechazada” por E. coli, lo que conduciria 2 su pérdida las sucesivas

divisiones de la bacteria.

La segunda aproximacién para el clonado del gen c¢rfYB completo fue la
construccién de una nueva genoteca utilizando otra enzima de restriccién que no corte al
gen y que el fragmento que lo contenga sea de menor tamafio que el generado por
BamHI, Luego de una serie de experimentos de hibridacién de los productos de
restriccién del DNA gendmico de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous
utilizando al fragmento de 2,2 kb perteneciente al plasmido pJ1 como sonda, se logré

determinar que el gen se encuentra en un fragmento EcoRV de aproximadamente 5,8 kb
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que consideramos apropiado para su clonamiento. Se utilizé la misma estrategia anterior
para encontrar el gen, pero esta vez la genoteca fue construida en el sitio de clonamiento
EcoRV del plasmido pBluescript. De este modo fue posible identificar a una colonia
individual portadora del plasmido que contenia un fragmento de DNA de X. dendrorhous

que contenia al gen de interés, clon 33.13 cuyo plasmido llamamos p33.13.

El inserto EcoRV de 5,8 kb de p33.13 fue secuenciado completamente. Su
secuencia fue comparada con la secuencia de los insertos de los plasmidos pJ1 y pJ15,
demostrando ser idénticas en la regién que compartian. Al ser comparada con la
secuencia de la cepa UCD 67-210 no mostrd tener mas diferencias a las encontradas

anteriormente.

2. Clonamiento del cDNA del mensajero del gen cr?YB.

A partir de la secuencia publicada de la cepa UCD 67-210'y la secuencia clonada
por nosotros de la cepa UCD 67-385 se disefiaron oligonucledtidos que permitieran

clonar el cDNA del gen crtYB.

Fue posible clonar tres cDNA de mensajeros de este gen cuyos tamafios son: 2,6,
2,3 y de 2,2 kb aproximadamente. Los tres cDNAs fueron secnenciados completamente.
El cDNA de mayor tamafio, UP, correspondié a un mensajero no procesado que cuenta
con los 4 intrones del gen. El cDNA de 2,2 kb, DOWN, corresponde a la secuencia de
DNA esperada correspondiente al cDNA de un mensajero ya maduro predicha a partir de
la secuencia del gen completo. Sorprendentemente, la secuencia del tercer fragmento de
2,3 kb, MPP, corresponde a un cDNA. que conserva 55 pb correspondientes a parte del
primer intrén y carece de 109 pb correspondientes a parte del segundo exon. Esta
situacion, representada en la figura 28, genera un codén de término de la traduccion
prematuro reconociéndose sefiales de “splicing” alternativas, por lo tanto no originaria
una enzima funcional. El fragmento MPP corresponde al cDNA de un mensajero 1o

productivo.
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EXON 1 INTRON 1
AGTTTTTGTCGCAATGACGGCTCTCGCATATTACCAGATGT I TCTCT CCATACCTCTTCTTCCTTTTGEA

CACCACTCATGTGTGCATATGTGTGfGCGTCCTTCCAAATCTTTCAATGACTA&CATCTTTRCCGTGGTC

EXONII
TTCTTCTTéECCATCTGATCTATACTCTCCCAATTCTTGGTCTTCTCGGCCTGCTCACTTCCCCGATTTT

GACAAAATTTGACATCTACAAAATATCGATCCTCGTATTTATTGCGTTTﬂETGCAACCACACCATGGGAC
TCATGGATCATCAGAAATGGCGCATGGACATATCCATCAGCGGAGAGTGGCCAAGGCGTGTTTGGAACGT

TTCTAGA

Figura 28.- Secuencia parcial del ¢cDNA del mensajero del gen crtYB de X
dendrorhous.

Se muestran los dos primeros exones (destacados con amarillo) y el primer intron (en
azul). Se indican los sitios 5’y 3" de “splicing” (en negrita y subrayados). También se
sefiala el posible sitio de “splicing” alternativo (en amarillo y destacados con r0jo), el
cual genera un mensajero no productivo que contiene parte del primer intron y pierde

parte del segundo exon, produciendo un codén de término de la traduccion prematuro.
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Por otra parte, en nuestro laboratorio también fue clonado y secuenciado el cDNA
de un mensajero no productivo del gen crl (Lodato, no publicado). Este cDNA conserva
parte del primer intrén generando en su secuencia un coddn de término de la traduccion
prematuro. En ambos casos los mensajeros no productivos se producirian por el
reconocimiento de sefiales de “splicing” alternativas. Hasta el momento no se ha
comunicado ningiin caso de la existencia de este fendmeno en genes de carotenogénesis u
otros genes de la levadura X. dendrorhous. Una explicaci6n para este hecho podria ser
que los cDNA de los mensajeros no productivos de los genes crt¥B y crtl serian
productos de emores de la maquinaria de “splicing”. Otra alternativa es que estos
mensajeros podrian presentar una funcién reguladora de la expresion génica de la
carotenogénesis de la levadura. Un caso similar es lo observado en la proteina ribosomal
RPL-12 de Caenorhabditis elegans. Se propuso que la propia proteina regularia su
concentracién por mecanismos de “splicing” alternativo generando pre-mRNA de una
forma productiva y no productiva (Mitrovich ef al., 2000). El hecho de haber encontrado
dos cDNA de mensajeros no productivos de dos genes distintos de la ruta de biosintesis
de carotenoides (crtYB y crtl) sugiere la existencia de un posible mecanismo de
regulacion de la carotenogénesis de la levadura mediante la regulacion del “splicing”
productivo-no productivo de los mensajeros de por lo menos dos de los genes y de este
modo controlar la concentracién celular de carotencides. A partir de los resulfados
anteriormente mencionados, es necesaria una mayor investigacion de este fenomeno,
dado que estamos frente a una situacién poco conocida y reportado por primera vez en X.

dendrorhous.

Se ha estudiado que el control de calidad de los mRNA ocurre en distintas etapas:
en la transcripcion, en el procesamiento del pre-mRNA, en el transporte del mRNA desde
el nicleo al citoplasma y en la traduccion. Se ha investigado en células cucaridticas {(Le
Hir ef al, 2001, Magquat ez al, 2001) un mecanismo conocido con el nombre de
“Nonsense-Mediated Decay”, abreviado con la sigla NMD, que eliminaria los mRNAs
que contienen codones de término de la traduccion prematuros. En este mecanismo es
necesario distinguir entre un codén de término de la traduccién prematuro y uno normal.

Se piensa que en S. cerevisia, la NMD ocurre en el citoplasma y estaria gatillada por una
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regidén 3’ anormal no transcrita que reflejaria una distancia anormal entre el coddn de
término de 1a traduccién y el sitio de poliadenilacion del mRNA. Esto probablemente
serfa un elemento desestabilizante que podria reclutar proteinas del micleo rio abajo del
codén de término de la traduccion que luego interactuarian con componentes del
complejo de término de la traduccion en el citoplasma lo que induciria la NMD. En
contraste, en células de mamiferos la NMD puede ocurrir en el citoplasma o asociado al
ntcleo la cual estaria gatillada por una distancia mayor de entre 50 y 55 nucledtidos entre
un codén de término de la traduccién y una unién exén-exon rio abajo. En humanos se ha
propuesto la participacién de una proteina (htUpf3) en la NMD. Esta proteina formaria
parte del complejo de “splicing” en el nicleo que se localiza a unos 20 nuclettidos rio
arriba de las uniones exén-exén que luego junto a otras proteinas permaneceria unida al
mRNA en el citoplasma. Estas proteinas serian retiradas por el ribosoma en la primera
ronda de traduccién, pero la existencia de un codon de término de la traduccién
prematuro localizado a mas de 50 nucledtidos rio arriba de una unidén exon-exon,
provocaria la disociacién del ribosoma del mRNA, lo que impediria la remocién del
complejo localizado a unos 20 nucledtidos rio arriba de la unién exén-exon. Dado que
este complejo contiene a la proteina hUpf3, se reclutarian otras proteinas que aun se
desconocen gatillando Ia degradacién del mRNA que contiene el cod6n de término dela
traduccién prematuro (Hentze ef al, 1999, Kim ef al, 2001, Ishigaki et al, 2001). Muy
interesante es el hecho de que la proteina hUpf3 es ortologa a una proteina de S.
cerevisiae involucrada en la NMD de la levadura. Dado que hemos encontrado dos
¢DNA de mRNAs que contienen codones de término de la traduccion prematuros en X.
dendrorhous, se sugiere una futura investigacion de este posible mecanismo en esta

levadura identificando las proteinas involucradas en la NMD.

A partir de la secuencia del fragmento DOWN, correspondiente al mRNA
maduro, se infirid la secuencia aminoacidica de la proteina fitoeno sintasa-licopeno
ciclasa de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. A pesar de que en la secuencia
nucleotidica hay tres diferencias en sectores codificantes del gen crtYB en las cepas
silvestres UCD 67-385 y UCD 67-210, solo existe una diferencia a nivel de secuencia
aminoacidica (figura29).
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Figura 29.- Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del gen crfYB de las cepas
silvestres UCD 67-385 y UCD 67-210.

En la figura se muestra [a comparacién de las secuencias aminoacidicas obtenidas a partir
de las secuencias nucleotidicas del gen crt¥YB de las cepas silvestres UCD 67-385 (385) y

UCD 67-210 (210). Destacado en celeste se muestra la diferencia encontrada.
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Entre las diferencias encontradas a nivel de secuencia nucleotidica, dos de ellas se
ubican en 1z tercera base del codén, generando un codén distinto pero que codifica el
mismo aminoacido. Esto ocurre en el exén 1I: en la cepa UCD 67-385 el codon es GGT y
en la cepa UCD 67-210 GGC, ambos codifican para el aminoicido glicina. La otra
diferencia fue encontrada en el exén V: en la cepa UCD 67-385 esta el codén CCT y en
la cepa UCD 67-210 el codén CCC, ambos codifican para el aminodcido prolina. Sin
embargo, la tercera diferencia que se ubica en el exon IV del gen crt¥YB conduce a un
cambio en la secuencia aminoacidica, ya que en el gen crt¥B de la cepa UCD 67-385 se
encuentra el codéon GAA que codifica el aminoacido 4cido glutamico y en la cepa ucCh
67-210 estd el codén AAA que codifica para lisina. Estos aminodcidos son de
caracteristicas fisicoquimicas diferentes, siendo uno de ellos basico y el otro acido. Un
caso similar es lo ocurrido con el gen crtl. En nuestro laboratorio han sido clonados y
secuenciado dos alelos distintos de este gen. La comparacion de sus secuencias ha
indicado que poseen un gran porcentaje de diferencias, siendo uno de elios muy similar a
la secuencia publicada del gen cr#f de 1a cepa silvestre UCD 67-210 (Leon, 2000).

La comparacién de secuencias aminoacidicas de fitoeno sintasas de distintos
organismos ha indicado que esta enzima es conservada en eucariontes (plantas) y
procarionies. También se ha observado que presentan motivos con una significativa
similitud a motivos de las enzimas escualeno sintasa de distintos organismos. La
actividad realizada por ambos tipos de enzimas es muy similar: la enzima escualeno
sintasa condensa dos moléculas de Cys-farnesil difosfato para formar escualeno que es el
precursor de esteroles (Summers ef al, 1993, Britton ef al, 1998), mientras que la
actividad de la enzima fitoeno sintasa es la condensacion de dos moléculas de GGPP para
formar prefitoeno que luego es transformado en fitoeno por la misma enzima. Por esta
razon estas enzimas han sido agrupadas en una misma familia de las escualeno y fitoeno
sintasas. En la figura 30, se muestra el resultado al analizar la secuencia aminoacidica
deducida a partir del fragmento DOWN correspondiente al cDNA de un mRNA maduro
del gen crt¥B, con el programa de la red BLOCKS y se indica una comparacién
esquemética de las secuencias aminoacidicas de algunas enzimas de esta famitia de

proteinas.
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Figura 30.- Alineamiento esquemitico de las secuencias aminoacidicas de proteinas
de la familia de escualeno y fitoeno sintasas de algunos organismos.

En la figura se indica el organismo, la enzima, el nimero de acceso en la base de datos
SwissProt, el tipo de organismo, el nimero de aminoécidos de la proteina y un esquema
que muestra cuatro motivos conservados en esta familia de proteinas indicados con las
letras A, B, C y D en azul. Sélo se muestran 24 secuencias de un total de 70 secuencias
que fueron identificadas y destacado en amarillo se mustra a la proteina CRTYB de la
cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. Estos motivos fueron identificados con el

programa BLOCKS ubicado en la siguiente direccion: http:/blocks.fherc.org/ . En la

figura también se indica la escala en que se representé el esquema de la secuencia

aminoacidica.
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Se observa que existen cuatro motivos que son conservados y el programa
BLOCKS indicé que la secuencia de la proteina CRTYB solo comparte dos de los cuatro
motivos conservados. Actualmente no se conoce la funcion exacta de estos motivos. En la
figura 31 se muestra la porcion de la secuencia de la proteina del gen crtYB de la cepa
UCD 67-385 que contiene los motivos conservados y se compara con estos motivos de
otros organismos. Es importante destacar que los motivos conservados se encuentran
hacia el extremo C-terminal de la proteina, region donde se ha comunicado que se
encuentra la actividad fitoeno sintasa de la proteina bifuncional CRTYB (Verdoes ef a/,
1999). Cuando se realiza un analisis comparativo de la secuencia aminoacidica de la
proteina deducida a partir del cDNA maduro con secuencias aminoacidicas de fitoeno
sintasas de diferentes organismos carotenogénicos mediante Clustal W permite elaborar
un cladograma (figura 32). Claramente se observan tres grupos principales, uno
compuesto por bacterias y hongos, otro compuesto por cianobacterias y algas y un tercer
grupo compuesto por plantas superiores. Similarmente a lo que ocurre con otro gen de

carotenogénesis (crtl) (Ledn, 2000).

Por otra parte, el analisis de secuencias de licopeno ciclasas de distintos
organismos ha indicado que existen diferentes tipos de estas enzimas. La més comin es fa
clasica licopeno ciclasa monomérica encontrada en plantas y muchas bacterias. El primer
gen clonado (crt¥) de licopeno ciclasa fue el de Erwinia uredovora (Misawa et al, 1990).
Comparando las secuencias aminoacidicas de este tipo de licopeno ciclasas de bacterias y
plantas es posible encontrar cinco motivos conservados. Uno de ellos es una region
hipotética de unién de nucledtido que presenta cierta similitud con este tipo de region
encontrada en la enzima fitoeno desaturasa. Se desconoce la funcion de los otros cuatro
motivos. Un segundo tipo de licopeno ciclasas corresponde a enzimas heterodiméricas, en
las cuales existen dos genes que codifican para polipéptidos pequefios, que solamente en
conjunto son capaces de convertir el licopeno en B-caroteno. Un ejemplo de ello ha sido
descrito en la bacteria actinomicete Brevibacterium linens, cuya licopeno ciclasa esta
compuesta por dos polipéptidos, Yc e Yd. Los genes de estos polipéptidos no presentan
similitud significativa con los genes de las enzimas licopeno ciclasas clasicas (Krubasik y

Sandmann, 2000).

87




A.

Motivo A: <=>A (4,155) :308
R. gelatinosus 22 SKSFFAASLLLPQRVRAPATALYAFCRVADD
[ O I | [ FEErree 1l
X. dendrorhous 385 CRTYB 309 SRSFFVASAGFPSEVRERLVGLYAFCRVTDD
B.
Motiveo C: A<->C (95,150):176
E. uredovora 151 LGLAFQLTNIARDIVDDAHAGRCYLP
1 T O I 1 O O O B IR
X. dendrorhous 385 CRTYB 516 MGTALQLVNIARDIKGDATEGRFYLP

Figura 31.- Motivos conservados en la secuencia proteica deducida del gen crtYB de
la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous y la familia de proteinas escualeno y
fitoeno sintasas.

A. Comparacion del motivo A de la proteina fitoeno sintasa de R. gelatinosus y de la
proteina CRTYB de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. E]l nimero a la izquierda de
la secuencia aminoacidica indica la posicion de este motivo en la secuencia de ambas
proteinas. Entre paréntesis se indica la distancia menor y mayor encontrada entre el inicio
de la proteina y el inicio del motivo A del grupo de 70 proteinas analizadas. Luego de los
dos puntos, se indica la distancia entre el inicio de la proteina y el inicio del motivo A en
la proteina CRTYB de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous.

B. Comparacién del motivo C de la proteina fitoeno sintasa de E. uredovora 'y de la
proteina CRTYB de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. Se indica la posicion de este
motivo en la secuencia aminoacidica de ambas proteinas. Entre paréntesis se indica la
distancia menor y mayor encontrada entre el motivo A y el motivo C del grupo de 70
proteinas analizadas. Luego de los dos puntos, se indica la distancia entre el motivo A 'y
el motivo C de la proteina CRTYB de la cepa UCD 67-385 de X .dendrorhous.

Resultado entregado por el programa BLOCKS ubicado en la siguiente direccion:

http://blocks.fhcrc.org/
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A aurantiacum \ terias
i E uredovora i > B

N crassa

M civcinelloides Lb

P blakesleeanus Hongos
———— X dendvorhous_210
L X dendrorhous_385

| Synachococeus_sp. ——
Spnechocystis_sp. —» Cianohacterias
— — S, plantensis ,g!_*
D. bardawil
H pluvialis ad. o

A. thaliana

_—_‘——| L esculentum —» Plantas
C. armuum

Figura 32.-Cladograma del alineamiento de las secuencias de fitoeno sintasas de
distintos organismos. El andlisis fue realizado con el programa ClustalW

(http://www2.ebi.ac.uk/clustalw)

Un tercer tipo de licopeno ciclasas son las encontradas en algunos hongos, que se
caracterizan por ser enzimas bifuncionales, codificadas por un solo gen, con actividad
fitoeno sintasa y licopeno ciclasa y han sido denominadas como fitoeno-B-caroteno
sintasas (PBS). El extremo C-terminal de la proteina deducida del cDNA de esta enzima
en X. dendrorhous presenta similitudes con las enzimas fitoeno sintasa de otros
organismos y el extremo N-terminal, presenta similitudes con licopeno ciclasas del tipo
heterodiméricas. Genes que codificarian para una enzima bifuncional con actividad
fitoeno sintasa y licopeno ciclasa han sido encontrados en zygomycetes Phycomyces
blakesleeanus, gen carRA (Arrach et al., 2001) y Mucor circinelloides, gen carRP
(Velayos et al., 2000), como también en el ascomycete Neurospora crassa, gen al-2
(Schmidthauser et al., 1994). Probablemente, este tipo de enzima bifuncional sea
caracteristico de hongos debido a que hasta el momento so6lo se han encontrado en los tres
grandes grupos de estos organismos, basidomicetes, ascomicetes y zygomicetes. Como
los dos primeros grupos de hongos se han desarrollado a partir de formas de zygomicetes,
se propone que este tipo de licopeno ciclasas bifuncionales fue adquirido tempranamente
en la evolucion de los hongos. Se postula que probablemente estas enzimas se originaron
de la fusion, por un proceso de recombinacion, de dos genes del tipo crf Yd y crt Yc
similares a los de B. linens y el gen de la fitoeno sintasa (Krubasik y Sandmann, 2000).

Se ha propuesto que al menos existe un cuarto tipo de licopeno ciclasas dado que al
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comparar las secuencias de las licopeno ciclasas conocidas con el genoma de la
cianobacteria Synechocystis sp. PCC6804, que ha sido secuenciado completamente, no se
encuentra una similitud significativa. Lo mismo ocurre cuando se comparan estas
secuencias con el genoma totalmente secuenciado de otra cianobacteria, Anabaena sp.
PCC7120. Se ha demostrado que ambas cianobacterias producen B-caroteno, el cual es
producto de la ciclacion del licopeno, por lo tanto, debe existir una enzima con esta

actividad en estos organismos (Krubasik y Sandmann, 2000).

La comparacion de las secuencias aminoacidicas de licopeno ciclasas de distintos
organismos representantes de los tres tipos de esta enzima permitio desarrollar un
cladograma como se muestra en la figura 33. Se puede observar que la proteina
bifuncional de X. dendrorhous no aparece en el mismo grupo que las otras proteinas

bifuncionales.

A aurantiacum
E uredovora

Spnechococeus sp. .
A thaliana —» Monomericas
L. esculentum
g linens —

 Inens Yd — o
B, Imens_ Yc i—b Heterodiméricas
N crassa ]
M circinelloides
P blakesleeas — Bifuncionales
X dendrorhous 210
X dendrorhous_385

Figura 33.-Cladograma del alineamiento de las secuencias de licopeno ciclasas de
distintos organismos. El anilisis fue realizado con el programa ClustalVv

(http://www2.ebi.ac.uk/clustalw)
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3. Andlisis genético molecular del gen crt¥YB, que codifica la enzima fitoeno

sintasa-licopeno ciclasa.

Con el objetivo de caracterizar al gen crtYB de la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous se intentd conocer su ubicacién en el cariotipo electroforético de la
levadura. Como ha sido descrito previamente el cariotipo electroforético de la cepa UCD
67-385 de X. dendrorhous esta constituido por 9 bandas cromosémicas (Cifuentes ef al,
1997). Las dos bandas de mayor tamafio estin constituidas por tres cromosomas cada
una. Inicialmente mediante experimentos de hibridacion fue posible localizar el gen
crtYB en la segunda banda cromosdmica del cariotipo electroforético. La sonda especifica
del gen crf¥B correspondiente al inserto de 2,2 kb de pJ1, sdlo hibrida con la segunda
banda. Sin embargo, debido a la intensidad de la segunda banda cromosomica luego de
teiiir el gel con bromuro de etidio y de acuerdo a lo publicado con anterioridad (Cifuentes
et al., 1997), se determiné que esta banda posiblemente cormresponderia a tres bandas
cromosomicas. Por ello, se optd por cambiar las condiciones de electroforesis de campo
pulsado intentando separar este triplete en sus tres componentes de tal forma de poder
precisar en cual cromosoma del triplete realmente se ubica el gen crtYB. Los nuevos
resultados indicaron que la sonda reconoce dos bandas, estableciéndose que el gen estaria

ubicado en dos cremosomas.

Para obtener una mayor informacién de la organizacion del gen crt¥B en el
genoma de la levadura se realizd un anlisis de hibridacion del DNA genémico de la cepa
UCD 67-385 digerido con distintas endonucleasas de restriccion en forma simple o
combinada. Como sonda se utilizé el mismo fragmento de 2,2 kb portador del gen creVB.
Los resultados claramente indican que el gen se encuentra en una sola copia lo que
permiti6 la elaboracion de un mapa de restriccion del gen y sus vecindades en el genoma.
Si existieran mas copias del gen se hubiese esperado un patron de bandas de hibridacion
mas complejo ya que los sitios de restriccion de las vecindades de las distintas copias del
gen serfan diferentes, lo que generaria un mayor nimero de bandas que variarian en el
tamafio de los fragmentos de DNA que contienen al gen impidiendo en dichas

condiciones construir un mapa gendmico. El mapa gendmico se muestra en la figura 22 y
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permite describir una region de aproximadamente 31 kb. No fue posible determinar la
posicion de los sitios de corte reconocidos por la enzima BamHI. Sin embargo, si fue
posible saber que el gen se ubica en un fragmento BamHI de alrededor de 23 kb y dentro
de éste, en un fragmento EcoRV de 5,8 kb.

A primera vista los resultados obtenidos en la ubicacién del gen crfYB en el
cariotipo electroforético y el mapeo de restriccion del DNA genémico mediante
hibridacién, resultan contradictorios. En el primer caso, se observo que el gen se ubica en
dos cromosomas y en el segundo caso, se determiné que el gen se encuentra en una sola
copia. Sin embargo, es posible concluir que la region de 31 kb descrita por las digestiones
se repite sin variacién evidente en los dos cromosomas, lo mismo ocurre con el fragmento

BamHI de aproximadamente 23 kb en que se encuentra el gen.

Existen evidencias de que la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous es diploide
(Cifuentes ef al, 1997, Retamales ef al, 1998, Leon, 2000) y se ha observado que esta
levadura posee un elevado polimorfismo (Adrio ef al, 1995, Cifuentes et al., 1997), por
lo que mis de una banda cromos6mica en el cariotipo electroforético podria corresponder
a un mismo cromosoma. Una manera de poder discriminar si las dos bandas
cromosdmicas con las que hibrida la sonda del gen crzY'B son dos cromosomas distintos,
es disponer de una bateria de sondas especificas para cada uno de los cromosomas de la
levadura (Martinez, datos no publicados). Con estas sondas se pueden realizar
experimentos de hibridacién para determinar si todas las sondas especificas para una de
las bandas cromosémicas con la que hibrida la sonda del gen cr#Y'B también reconocen la
otra banda en que se ha localizado este gen. En este momento no es posible discriminar si
las dos bandas cromosomicas reconocidas por la sonda del gen crf¥B son dos
cromosomas homdlogos o no. Si fuesen homologos, alguno de ellos o ambos han sufrido
algin tipo de rearreglo cromosdmico como una insercion o delecion, explicando la razon
de su distinto tamafio. Probablemente sean cromosomas homologos como es sugerido por
los resultados obtenidos del mapeo de restriccién del DNA gendmico y las evidencias del

elevado polimorfismo que hay en esta levadura.
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4, Transformacién de Ia cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous con una

delecion del gen crtYB.

Se procedio a realizar experimentos de transformacion de la cepa silvestre UCD
67-385 de X. dendrorhous con la finalidad de confirmar que efectivamente el clon 33.13
era portador del gen crt¥B. Para esto se intentd producir una delecién de gran parte del
gen crt¥B nativo a través de transformacion por integracién que involucra una doble
recombinacién homoéloga entre el sector del genoma de la levadura que contiene el gen
crt¥B y un DNA portador de la delecion que se desea inducir. En el inserto de 5,8 kb del
clon 33.13 se encuentran dos sitios de corte para la endonucleasa Sall y dos sitios para
Xbal, ubicados dentro del gen y muy proximo a él. Luego de digerir el clon con estas
enzimas independientemente en ambos casos se logro eliminar el fragmento que contenia
gran parte del gen. El DNA obtenido, portador del gen crt¥B con una delecion, fue usado
como DNA transformante. Se obtuvieron colonias pélidas en relacion al fenotipo de la
silvestre, como resultado de las sucesivas transformaciones realizadas. Las colontas
palidas efectivamente correspondian a X. dendrorhous lo que fue confirmado por
observacién bajo el microscopio optico y presencia de RNA de doble hebra entre sus
4cidos nucleicos (Castillo y Cifuentes, 1994, Martinez ef al, 1994). Se observé que las
colonias palidas se sectorizaban recobrando su fenotipo silvestre. Una explicacion 2 este
fenémeno es la posible diploidia natural de esta levadura. Asi, las colonias palidas
podrian ser heterocigéticas para el gen crf¥B, donde un alelo tiene la mutacion y el otro
alelo seria silvestre y por lo tanto habria una menor produccion de pigmentos por un
efecto de dosis génica. La sectorizacidén de las colonias podria deberse a recombinacion
mitética donde las células en sectores con fenotipo silvestre habrian recobrado el alelo
silvestre y por lo tanto serian homocigdticas produciendo una mayor cantidad de
pigmentos. Las células en sectores de la colonia con fenotipo pélido corresponderian a
células heterocigdticas. Sin embargo, aparece una pregunta jpor qué no hay sectores
albinos que corresponderian a células homocigéticas portadoras de los dos alelos
mutantes? Una respuesta para esta pregunta podria ser la posible existencia de otro gen,
crtB, vestigio de las fitoeno sintasas clasicas, levemente activo por lo que a pesar de que

en la levadura existan los dos alelos mutantes del gen crf¥B, igual existiria una leve

93




produccién de carotenoides proporcionando el fenotipo pélido a la colonia. Sin embargo,

se requiere de investigacion para encontrar este gen y asi poder contestar esta pregunta.

El aislamiento, la caracterizacion y el estudio de la organizacion gendmica de este
gen (crt¥B), es un gran aporte para el estudio de la ruta de biosintesis de carotenoides en
X dendrorhous. Por otra parte, facilita los estudios de regulacion de la expresion de
genes involucrados en esta via y en un futuro, claborar estrategias para realizar

experimentos de ingenieria metabolica.
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CONCLUSIONES

1. Se ha clonado y secuenciado el gen crtYB de la cepa silvestre UCD 67-385 de X.
dendrorhous. Fl anilisis de su secuencia determiné que el gen esta constituido por
cinco exones y cuatro intrones y codifica para una proteina de 673 aminoacidos

con dos actividades enziméaticas, fitoeno sintasa y licopeno ciclasa.

2. Se ha clonado y secuenciado el cDNA de un mensajero no productivo del gen
crtYB, el cual conserva parte del primer intrén y ha perdido una porcion del
segundo exon, generando un cod6n de término de la traduccion prematuro. En el
laboratorio también se ha clonado y secuenciado el cDNA de un mensajero del
gen crtl que conserva parte del primer intron generando en su secuencia un codén
de término de la traduccidn prematuro. Ambos serian  producto del

reconocimiento de sitios de “splicing” alternativo.

3. El gen crtYB se ubica en dos bandas cromosoémicas del cariotipo electroforético
de X. dendrorhous, en un fragmento BamHI de aproximadamente 23 kb y dentro
de éste, en un fragmento EcoRV de 5,9 kb.

4. A través de experimentos de transformacion se obtuve colonias palidas de X
dendrorhous que sectorizan, sugiriendo heterocigosidad y recombinacidn mitoética

en X dendrorhous.
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APENDICE

Marcador de Tamaiio Molecular:

DNA fago X digeride con la enzima Hind III

Banda | Tamaiio Molecular % del total del Cantidad (ng) presente

N° (kb) genoma del fago en 400 ng totales

1 23,1 48 192

2 9,41 20 80

3 6,55 14 56

4 4,37 9 36

5 2,32 3 12

6 2,02 "3 12

7 0,56 1,2 4.8

8 0,12 0,25 1
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