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RESUMEN

En  la actualidad existe un gran interes en la producci6n comercial de compuestos

naturales   para   su   uso   en   diversos   procesos.   Un   ejemplo   son   los   carotenoides,

moleculas organicas aisladas desde fuentes naturales como microorganismos, algas y

plantas.  Son  de  especial  importancia  comercial  ya  que  muchas  de  ellas   poseen

propiedades  antioxidantes,  Io  que  las  hace  relevantes  a  nivel  farmac6utico.  Ademas

presentan  diversas  tonalidades  de  amarillo,  naranja  y  rojo,  por  lo  que  tambien  son

utilizadas como pigmentos, por ej.emplo, en alimentos.

Este  trabajo  se  enfoc6  en  la  obtenci6n  de  cepas  industriales  transgenicas  de

Saccharomyces cerevi.si.ae capaces de producir carotenoides utilizando los genes que

participan  en  la  biosintesis  de  astaxantina  en  Xanfnaptry//omyces  c/endrowhous.  Se

construyeron    m6dulos    de    expresi6n    en    S.    cerew.s/.ae    uniendo    promotores    y

terminadores de esta levadura a cDNAs de X. dendrowhous par PCR de extensi6n. Los

cDNAs   usados   corresponden   a   los   genes   crfE,   crf/,   crfyB,   cris  y   crfR  de  X.

dendrowhous,   que   codifican   las   enzimas   geranilgeranil   pirofosfato   sintasa,   fitoeno

desaturasa,    fitoeno/P-caroteno    sintasa,    astaxantina    sintasa    y    citocromo    P450

reductasa, respectivamente. Las transformaciones se hicieron mediante la metodologia

DNA assembler agregando un m6dulo portador del gen hph de Escherichia coli,  que

confiere  resistencia  a  higromicina  a  como  marcador  de  selecci6n.  Ademas,  en  los

extremos del  marcador de selecci6n  se  afiadieron  repetidos  directos  para  permitir su

escisi6n por recombinaci6n hom6Ioga en transformantes seleccionados.

EI primer logro que se obtuvo,  a partir de una variedad industrial de S.  cerev/.si'ae,

fue   una   cepa   resistente   a   higromicina   a,   denominada   sc-HYG,   a   traves   de   la

integraci6n de un m6dulo` de expresi6n del gen hph en el /ocus YPRCT3 de la levadura,
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flanqueado por repetidos directos que permitieran su escisi6n,  Io que fue comprobado,

obteniendo una nueva cepa, sc-HYG-, sensible al antibi6tico.

Posteriormente, se obtuvo las cepas producforas de P-caroteno, Bcarl  y Bcar4,  Ias

que  llevan  integrado  en  su  genoma  m6dulos  de  expresi6n  de  los  genes  crfE,  crf/ y

crfyB,  ademas  del  m6dulo  de resistencia  a  higromicina  8.  La  extracci6n  y  analisis  de

los pigmentos de estas cepas indica que la cepa Bcar4 produce mas carotenoides que

la cepa Bcarl  (1.234 vs 413 ppm).  EI analisis comparativo de las curvas de crecimiento

de.Ias cepas nuevas y la parental industrial, indica que la inserci6n de dichos genes en

la cepa Bcar4 no afecta su crecimiento.

Por  otra  parte,  se  estableci6  el  sistema  de .transformaci6n  mediante  ingenieria

metab6Iica para, a futuro, obtener una cepa productora de astaxantina.
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ABSTRACT

Currently,   there   is   a   large   interest   in   producing   natural   compounds   for  their

commercialization. Carotenoids are organic molecules isolated from a variety of natural

so.urces  such  as  microorganisms,  algae  and  plants.  There  is  commercial  interest  in

these compounds since they posses antioxidant properties, which  make them suitable

for the pharmaceutical market. Besides, these compounds have a range of colors going

from  yellow,  to  orange and  red, which  makes them  suitable for being  used  as  natural

pigments, for example, in the food industry.

This work focused  on  obtaining  transgenic yeast strains  of S.  cerev/.s/.ae that can

synthesize carotenoids by expressing genes from the astaxanthin biosynthesis pathway

of the  yeast X..  dendonf]ous.  S.  cerew.s/.ae  expression  modules  were  constructed  by

attaching  promoters  and  terminators  from  this  yeast  to  cDNAs  for  X.  c/endrorf]ous'

carotenogenic genes. These genes were crfE, crf/, crfYB, crfs and crfR and encode the

enzymes  geranylgeranyl  pyrophosphate synthase,  phytoene  desaturase,  phytoene/P-

carotene    synthase,     astaxanthin    synthase    and    cytochrome    P450     reductase,

respectively.  Transformations  were  carried  out  using  DNA  assembler  methodology,

incorporating  also  an  expression  module  containing the hph gene from  E.  co//.,  which

confers resistance to the antibiotic hygromycin  a, as a selection marker. On each side

of the selection marker direct repeats were included, so the module could be excised by

homologous recombination after selection.

The first strain  obtained was sc-HYG,  an industrial S.  cerev/.s/.ae strain  resistant to

hygromycin  a  by  the  integration  of the  hp„  gene  expression  module  in  the  YPRCT3

/ocus.  The  module  excision  methodology  was  proven  successful  by  removing  the

selection mark-er frorri this strain, obtaining strain sc-HYG-.
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a-carotene   producing   strains,   Bcarl   and   Bcar4,   were   obtained   by   integrating

expression  modules for genes  crfE,  crf/,  crfyB  and  also the  hygromycin  a  resistance

marker   to   the   genome.   Pigments   were   extracted   from   both   strains   and   it   was

determined  that  strain  Bcar4  produced  more  carotenoids  than  Bcarl   (1,234  vs.  413

ppm).  Growth  curves  were  built  in  order  to  determine  that  gene  integration  at  /ocus

YPRCT3  did  not  affect  the  strain's  growth  in  comparison  with  the  parental  industrial

strain.

Finally,  we  assayed  and  established  the  transformation  conditions  for  obtaining  a

metabolically engineered strain that produces astaxanthin, in the future.
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1       lNTRODUCC16N

1.1     Antecedentes generales

La    astaxantina    (3,3-dihidroxi-b-caroteno-4,4-diona)    es    un    compuesto    natural

perteneciente  a  la  familia  de  las  xant6filas,   carotenoides  oxigenados  de  cuarenta

carbonos con tonalidades amarillas.

Es  posible  encontrar este  pigmento  en  un  limitado  ntlmero  de  microorganismos  y

en   algunas   plantas  y  microalgas,   que  son   capaces   de   sintetizarlo   de  novo.   Sin

embargo,  los  animales  lo  obtienen  solamente  por  medio  de  la  dieta.  La  astaxantina

tiene  un  alto  intefes  comercial  debido  a  su  uso  como  aditivo  en  la  alimentaci6n  de

peces salm6nidos criados en cautiverio,  ademas de presentar una serie de beneficios

sobre la salud humana, especialmente por poseer propiedades anti inflamatorias y anti

oxidantes (Pashkow y col., 2008).

A nivel  de industria, tradicionalmente,  ]a producci6n de astaxantina se l]eva a cabo

mediante  sintesis  quimica.  Sin  embargo,  hoy  en  dia  existe  en  los  consumidores  una

creciente  oposici6n  al  uso  de  aditivos  ariificiales  en  alimentos,  ademas  de  ser  un

procedimiento  de  alto  costo  (Milledge,  2011).  Estos  inconvenientes  han  generado  la

necesidad de la bdsqueda de fuentes naturales del pigmento, entre las que destacan la

levadura basjidiiom.lode Xanthophyllomyces dendrorhous, ex.. Phaffia. rhodozyma (M.tier

y  col.,   1976)  y  la  microalga  Haemafococcus  p/w/.a//.s  (Flotow,   1844)  junto  con   el

desarrollo   de   investigaci6n   dirigida   a   la   optimizaci6n   de   su   producci6n   en   estos

organismos.



1.2     Carotenoides en general

La familia de carotenoides comprende un  grupo de mol6culas quimicas que tienen

en  comt]n  una  estructura  de  cadena  lineal  de  carbonos  con  una  serie  de  dobles

enlaces en  su  porci6n  central.  EI  ndmero de carbonos en  este grupo de compuestos,

con mas de 600 estructuras conocidas, puede variar entre 30 y 50, pero la mayor parte

presenta cadenas de 40 carbonos (Sandmann, 2001). Asi mismo,  los carotenoides se

clasifican  en  carotenos o xant6filas dependiendo si son  hidrocarburos puros,  o bien, si

incluyen atomos de oxigeno en su estructura, respectivamente (Britton,  1995).

Estos compuestos son producidos principalmente por plantas d6nde cumplen un rol

fundamental  en  la  fotosintesis  dependiente  de  oxigeno,  al  absorber energia  luminica

de  longitudes  de  onda  entre  400  y  500  nm  (Britton,1995).  Tambi6n  son  sintetizados

por   microorganismos   como   algas,   y   algunas   bacterias,   hongos   filamentosos   y

levaduras  (Frengova y Beshkova, 2009).  En  el  caso de animales,  estos pigmentos no

pueden ser producidos de novo y deben adquirirse a trav6s de la dieta.

El  mercado  de  los  carotenoides  a  nivel  mundial,  de  acuerdo  al  reporte  publicado

por BCC  Research,  hasta el  afro 2008,  alcanz6  Ios $766  millones de d6lares en  2007

con   una   proyecci6n   esperada   de   US$919   millones   hacia   el   afio   2015   (Lange   y

Steinbuchel,  2011).  De  esto,  la  mayor  parte  corresponde  al  mercado  del  a-caroteno

avaluado  en  US$247  millones  en  el  afro  2007  y  que  se  espera  alcance  los  US$285

millones para el afro 2015. AI mercado del P-caroteno le sigue el de la astaxantina, con

un  mercado  avaluado  en  US$219  millones  en  el  afio  2007  que  hacia  el  afro  2015

llegaria a los US$253 millones.

2



1.3     B-Caroteno.

EI  a-caroteno,  uno de los  primeros carotenoides descritos,  es  de importante interes

en la industria debido a que en mamiferos es precursor de la vitamina A, retinal y acido

retinoico,   compuestos   relevantes   para   [a   nutrici6n,   visi6n   y   diferenciaci6n   celular,

respectivamente  (Armstrong  y  Hearst,1996).  Su  color amarillo  lo  hace  muy  atractivo

como  colorante  natural  para  alimen{os,  ademas  de  tener  propiedades  antioxidantes

beneficiosas para la salud (Guerin y col., 2003,  Frengova y Bershkova, 2009).

Entre los organismos que producen este compuesto de forma natural se encuentra

el alga Duna//.e//a,  Ia que corresponde a la principal alternativa a la sintesis quimica de

P-caroteno.  De sus especies  D. burdaw+.// y D.  sa//.na,  se obtiene alrededor de un  100/o

del   peso  seco  del  alga  en   B-caroteno,  sin  embargo,  existen  alias  p6rdidas  en   la

producci6n  por contaminaci6n  con  microorganismos desde  el  ambiente,  ya que  por lo

general,  su  cultivo  se  realiza  en  sistemas  abiertos  (Ben-Amotz,   1995,  Prieto  y  col.,

2011).   En este caso, el  rendimiento final depende de condiciones de cultivo como luz,

salinidad,   temperatura,    etc.,    pero   en   general   se   ve   favorecido   cuando   estas

condiciones   generan   esttes   en   el   alga.   IIegando   a   obtener   hasta   328,8   mg   de

carotenoide por litro de cultivo por mes (Prieto y col., 2011 ).

1.4     Astaxantina

La  astaxantina  es  un  carotenoide altamente apetecido  por la  industria  por su  alta

estabilidad quimica y debido a su  pigmentaci6n de color rojizo, especialmente dtil para

la  industria  de  la  acuicultura,  ademas  de  sus  propiedades  antioxidantes,  que  son

superiores  a  otros  compuestos  de  la  misma  familia   (Dufosse  y  col.,   2005).   Este

pigmento   se   encuentra   presente   en   la   mayoria   de   los   crustaceos   y   en   peces

salm6nidos,  Io que se puede observar en su tonalidad anaranjada. Sin embargo, este



no es sintetizado por ellos y deben obtenerlo a traves de la dieta, generalmente, desde

microalgas.   La coloraci6n de peces salm6nidos es muy importante en la venta de este

producto,  ya  que  es  percibida  como  un  indicador  de  calidad  de  la  carne  del  pez  y

permite  aumentar  su  valor  comercial.   Por  tal  motivo,   nace  la   preocupaci6n   en   la

industria por encontrar fuentes de carotenoides de alta calidad y bajo costo (Johnson y

An,1991).

En  los  d]timos  afios,  la  industria  farmaceutica tambien  ha  mostrado  inter6s  por la

astaxantina ya que se ha demostrado que otorga mayores beneficios para la salud en

comparaci6n  con  el  consumo  de  otros  carotenoides.  En  primer lugar,  segtln  estudios

realizados    en    ratones,    la    astaxantina    presenta    propiedades    anti-carcin6genas,

especificamente   para   cancer  de   vejiga,   cavidad   oral,   colon   y  cancer  de   mama

(Higuera-Ciapara y col., 2006). Por otra parte, se ha evaluado su capacidad de prevenir

enfermedades  cardiovasculares  relacionadas  con  altas  cantidades  de  lipoproteina  de

baja  densidad  o  LDL  como,  por ejemplo,  arteroescloreosis  (revisado  por  Pashkow y

col.I 2008).

La  mayor parte  de  la  producci6n  de  astaxantina  es  a trav6s  de  sintesis  quimica,

una  opci6n  que  entrega  mayor  rendimiento  si  se  compara  con  su  obtenci6n  desde

fuentes naturales, como la levadura basidiomicete X. dendrowhous. Entre los esfuerzos

realizados  para  mejorar  directamente  la  sintesis  de  pigmenfos  en  la  levadura,  se

pueden  mencionar trabajos  de  mufag6nesis  y  selecci6n  de  cepas  sobreproductoras

(An y col.,1989; An y col.,1991;  Ukibe y col.,  2008;  Baeza y col.,  2009) y trabaj.os de

ingenieria genetica sobre la levadura (Misawa y Shimada,1998; Verdoes y col., 2003).

Ademas  se  han  realizado  estudios  que  buscan  optimizar  las  condiciones  de  cultivo

para una mayor producci6n de carotenoides, determinando los efectos del pH (Johnson

y Lewis 1979; Hu y col„ 2006) y diferentes fuentes de carbono y nitr6geno usadas en la
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fermentaci6n (Johnson y Lewis,1979; Yamane y col.,1997;  Flores-Cotera y col., 2001 ;

Hu  y col.,  2005 ). Ademas existen estudios de los efectos de aireaci6n y transferencia

de oxigeno  (Johnson  y Lewis,1979; Yamane y col.,1997;  Liu y Wu,  2007) y de  la  luz

(Johnson  y  Lewis,   1979;  An  y  Johnson,   1990).   Estos  estudios  han   aumentado  el

conocimiento  de  c6mo  ciertas  variables  afectan  la  producci6n  de  astaxantina.  Sin

embargo,  no  han  permitido  mejoras  sustanciales  en  el  rendimiento.  Tambi6n  se  ha

intentado mejorar el proceso de fermentaci6n   (Vazquez y Martin,1998;  Flores-Cotera

y col.,, 2001 ;  Lu y col.,  2008,  de la  Fuente y col., 2010),  IIegando  a obtener un  maximo

de 4.700 ppm de astaxantina por 10 litros de cultivo (de la Fuente y col., 2010).

Pese   al   conocimiento   generado   sobre   la   biosintesis   de   astaxantina   en   X.

dendrowhous, a la fecha no se ha logrado integrarla al mercado como una alternativa de

producci6n  del  pigmento.  Por ello,  varios  grupos  han  buscado  producir   este  y  otros

carotenoides    en    organismos    no    carotenogenicos    ampliamente    utilizados    para

obtenci6n  de  compuestos  recombinantes,  como  Saccharomyces  cerev/.s/.ae,  Cand/.da

uf/.//.s y Escher/.ch/.a  co//. (Yamano y col.,1994,  Misawa y   Shimada,1998,  Miura y col.,

1998,  Verwaal  y  col.,  2007,  Ukibe y  col.,  2009).  Este trabajo  plante6  Ia  incorporaci6n

mediante  ingenieria  metab6Iica  de  genes  carotenogenicos  de  X.  dendrowhous  en  S.

cenev/.s/.ae, para obtener una cepa que sintetice carotenoides.

1.5    Carotenog6nes]is en xanthophyllomyces dendrorhous.

En   levaduras,   el   sustrato   para   la   sintesis   de   carotenoides   es   el   isopentenil

pirofosfato (lpp), mol6cula de 5 atomos de carbono derivada de la via del mevalonato.

Por  ]a  acci6n  de  la  enzima  isopentenil  pirofosfato  isomerasa,  producto  del  gen  /.d/.

(Kajiwara y col..1997), se genera el dimetilalil pirofosfato  (DMAPP),  is6mero activo del

lpp.   Ambas   mol6culas   se   condensan   para   formar   geranil   pirofosfato   (GPP),   un



compuesto de 10 carbonos, al que luego se adiciona una mol6cula de lpp por la acci6n

de  la  enzima  farnesil  pirofosfato  sintasa,  codificada  por  el  gen  FPS  (Romero,  2010)

formando farnesil pirofosfato (FPP).  Luego, al  FPP se agrega otro IPP en una reacci6n

catalizada   por  la   enzima   geranilgeranil   pirofosfato  sintasa,   producto   del   gen   crfE

(Niklitschek, 2008), obteniendo geranilgeranil pirofosfato (GGPP). EI primer carotenoide

en la ruta de sintesis de astaxantina, fitoeno, es blanco y se forma por la condensaci6n

de  dos  moleculas  de  GGPP,  reacci6n  catalizada  por la  enzima  bifuncional  Fitoeno/P-

caroteno sintasa (PBS),  producto del gen  crfyB (Verdoes y col..1999, Alcaino, 2002).

Posteriormente,  ocurre la sintesis de  licopeno  con  la generaci6n  de 4 dobles enlaces

carbono-carbono por acci6n  de la enzima fitoeno desaturasa,  codificada por el gen  crf/

(Verdoes  y col..  1999,  Le6n,  2000).  La  actividad  licopeno  ciclasa  (B-caroteno sintasa)

de la enzima bifuncional PBS, conduce la formaci6n de B-caroteno (figura 1 ).

La astaxantina se obtiene por la acci6n de la enzima astaxantina sintasa, codificada

por el gen cris (Alvarez y col., 2006, Carmona, 2007), que genera dos grupos hidroxilo

y  dos  grupos  ceto  en  ambos  anillos  del  B-caroteno.  Cabe  destacar  que  la  enzima

astaxantina sintasa  pertenece a  la familia  de  proteinas  citocromo  P450,  enzimas que

requieren de una enzima auxiliar donante de electrones para su actividad,  la citocromo

P450   reductasa   (figura   1).   La   citocromo   P450   reductasa   de  X.   dendronf]ous  es

codificada  por  el  gen  crfR  (Alcaino,  2008,  Alcaino  y  col.,  2008)  y  es  esencial  en  la

sintesis de astaxantina en X. dendrowhous.
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Via del mevalonato
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Figura 1.-Esquema indicando la ruta de biosintesis de carotenoides para X. dendrorhous
(Andrewes   y   Starr,   1976,   An   y   col.,   1999).   Cada   paso   se   sefiala   por   una   flecha   gris
acompafiada por el gen que codifica para la enzima que cataliza ese paso.  Entre pafentesis se
indica  el  ndmero  de  intermediarios  que  existirian  para  el  paso  de  P-caroteno  a  astaxantina.
Parte de la via de sintesis de carotenoides monociclicos se muestra dentro del  recuadro azul.
Adaptado de Visser y col.  (2003).



Ademas de esta via, se ha propuesto que exis{e una ruta alternativa que lleva a la

formaci6n  de  carotenoides  monociclicos  (An  y  col.   1999).  Esta,  diverge  a  partir  de

neurosporeno  y  conduce  a  la  obtenci6n  de  compuestos  como  P-zeacaroteno,  3,4

didehidrolicopeno,   toruleno,   HDCO   (3-hidroxi-3',4'-didehidro-B,-ip   caroteno4-ona)   yi

DCD    (3,3'-dihidroxi-B,qu-caroteno4,4'diona).    Las    enzimas    que    catalizarian    estas

reacciones  serian  las  mismas  que  participan  de  la  ruta  de sintesis  de astaxantina.  La

primera parte de la ruta de formaci6n de carotenoides monociclicos,  hasta toruleno, se

presenta dentro de la figura 1.

1.6     Producci6n de carotenoides por lngenieria metab6Iica

Debido   al   inter6s   en   la   obtenci6n   de   astaxantina   desde   fuentes   naturales,

recientemente   se   han   desarrollado   trabajos,   mediante   ingenieria   metab6lica,   que

incorporan   genes   de   la   ruta  de  sintesis  de  carotenoides   en   microorganismos   no

carotenogenicos  tales  como  E.  co//.,  C.  uf/.//.s  y  S.  cerev/.s/.ae.  Entre  las  ventajas  que

presentaria  el  uso  de  estos  organismos  se encuentra  el  gran  conocimiento  adquirido

sobre  su  gen6tica  y fisiologia  y  la facilidad  de  manipulaci6n  y  cultivo.  Inicialmente,  se

expresaron genes de las bacteriias Erwinia uredovora y Agrobacterium aurantiacum en

E.   co//.  para   sintetizar  licopeno,   B-caroteno   y  zeaxantina   (revisado   por  Misawa   y

Shimada,1998). Tambi6n, estos genes se probaron en S. cerev/.s/.ae, logrando producir

licopeno,   P-caroteno  y  zeaxantina  (Yamano  y  col.,   1994)  y  en   C.   uf/.//.s  obteniendo

licopeno, fifoeno, B-caroteno y astaxantina (Miura y col.,1998).

A  diferencia  de  los  trabajos  mencionados  previamente,  este  proyecto  propuso  la

expresi6n  de  genes  de  X.  dendrowhous  en  una  cepa  industrial  S.  cerevt.si.ae  para

generar una cepa alternativa productora de carotenoides.



Durante  cientos  de  afios  se  ha  usado  S.  cerev/.s/.ae  en  procesos  como  la  industria

del  pan  y en  la fermentaci6n  de bebidas alcoh6licas,  Io  que ha  llevado a que tambien

se  le  conozca  como  la  "levadura  de  cerveza".   En  la  actualidad  es  un   organismo

reconocido como seguro (GRAS) por la administraci6n de drogas y alimentos (FDA) de

Es{ados  Unidos  y  se  utiliza  como  suplemento  alimenticio  y  para  la  producci6n  de

farmacos  recombinantes  de  las  familias  de  flavonoides  e  isoprenoides  (revisado  por

Huang  y col.,  2008).  Su  amplio  uso  en  estudios  cientificos  condujo  a  que su  genoma

fuera el  primer genoma eucarionte completamente secuenciado (Goffeau y col.,1996).

Lo anterior llev6 a un  rapido desarrollo del conocimiento de sus genes  (Giaever y col.,

2002),   regulaci6n   transcripcional   (Wodicka  y  col.,   1997,   Lee  y  col.,   2002),   redes

metab6Iicas   (Forster  y   col.,   2003),   interacciones   entre   proteinas   y  formaci6n   de

complejos  proteicos  (Ho y col.,  2001,  Krogan y col.,  2006),  entre muchos trabajos.  De

esta  manera,  e[  gran  conocimiento  de  la  gen6tica,   bioquimica  y  fisio[ogia  de  esta

levadura,  junto  con  el   abundante  ntlmero  de  herramientas  y  tecnologias   para  su

manipulaci6n gen6tica,  la convierten en un organismo muy utilizado para la producci6n

de metabolitos de interes (Ostergaard y col., 2000 y Novoigt, 2008).

La  capacidad  de  sintesis  de  carotenoides  de  S.   cerev/.s/.ae  se  demostr6  por  la

producci6n  de B-caroteno (Verwaal y col., 2007) y de astaxantina (Ukibe y col.,  2009),

esta d]tima en  bajas cantidades. Sin embargo, estos traba|.os presentan  impedimentos

para su proyecci6n en la obtenci6n de carotenoides a nivel industrial.

En  el  trabajo  de  Verwaal  del  afro  2007,  la  formaci6n  de  B-caroteno  se  logr6  al

expresar los genes crfYB (que codifica la enzima PBS)  y crf/ (fitoeno desaturasa) de X.

dendrowhous regulados por el  promotor TDH3  (gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa)

y el terminador CYC1  (citocromo C,  isoforma  1),  ambos de  S.  cerev/.s/.ae,  en  un vector

episomal. La producci6n se vio incrementada cuando se expres6 adicionalmente el gen
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que codifica para la enzima GGPP-sintasa, ya sea BTS7 de S.  cerev/.s/.ae o crfE de X.

dendrowhous.  Pese  a  la  obtenci6n  de  pigmentos,  el  sistema  era  inestable ya  que  las

celulas perdieron pigmentaci6n con el paso de las generaciones.  Como alternativa,  los

genes usados previamente se integraron en el genoma de la levadura en los /oc/. ura3-

52,  /eu2,3-772 y  frp7-289.  De  esta  manera se  logr6  una  producci6n  estable,  pero  en

cepas   que   requieren   de   la   suplementaci6n   de   aminoacidos   para   su   crecimiento

(Verwaal y col.,  2007),  situaci6n  incompatible  con  un  proceso  industrial.  En  un  trabajo

posterior se logr6 estabilizar la producci6n de carotenoides en S.  cerev/.s/.ae con genes

expresados episomalmente al incluir el gen que codifica la enzima mevalonato quinasa

(mvaK1) de Staphylococcus aureus en rna cepa de S. cerevisiae carente de la vers.i6n

silvestre de este gen (Lange y Steinbuchel, 2011 ).

En  relaci6n  a los intentos de producci6n  de astaxantina  en  S.  cerev/.s/.ae,   s6lo se

ha    reportado    el    uso    de    vectores    episomales,    los    cuales    llevan    genes    de

carotenog6nesis  de X.  dendrowhous,  controlados  por  el  promotor y  terminador  de  la

enzima alcohol  deshidrogenasa, ADH7  de  S.  cerev7.sf`ae (Ukibe y col.,  2009). Ademas,

estos vectores  incluyen  el  uso  de  marcadores  auxotr6ficos  para  su  selecci6n,  Io  que

implica  un  mayor requerimiento  nutricional  en  los  medios  de  cu]tivo,  haciendo  su  uso

industrial  econ6micamente  inviable.  En  este caso  la obtenci6n  de astaxantina  s6lo  se

logr6,  en  muy  baja  cantidad,  al  expresar  en  la  levadura  m6dulos  que  contenian  los

genes BTsl  de S. cerevisiae y cris. crtYB, crtl y crtR de X. dendrorhous (Ukjibe y cat.,

2009).

EI  trabajo  realizado  en  este  seminario  de  titulo  busc6  crear nuevas  cepas  de  S.

cerev/.s/.ae productoras de carotenoides mediante la integraci6n gen6mica de m6dulos

de expresi6n conteniendo diferentes genes que participan de la sintesis de astaxantina,
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regulados  por  promotores  y terminadores  de  S.  cerev/.s/.ae  en  una  cepa  industrial  de

esta levadura.

1.7     Antecedentes metodol6gicos de trabajo

La expresi6n de genes carotenogenicos de X.  dendrowhous en S.  cerev/.s/.ae para la

producci6n   de   P-caroteno   (Verwaal   y   col.,   2007,   Lange   y   Steinbuchel,   2011)   y

astaxantina  (Ukibe  y  col.,  2009)  ya  ha  sido  realizada  en  cepas  de  laboratorio.  Sin

embargo,  las  cepas  obtenidas  no  han  sido  apropiadas  para  su  uso  a  nivel  industrial
i

debido    a    baja    producci6n    de    pigmentos,    inestabilidad    de    plasmidos   y    altos

requerimientos nutriciona[es para su cu[tivo.   En atenci6n a lo previamente descrito, en

el  presente  trabajo  se  busc6  alternativas  que  permitieran  evitar  los  inconvenientes

reportados y proyectar la utilizaci6n  de una cepa industrial,  modificada gen6ticamente,

en procesos productivos de pigmentos carotenoides.

El primer punto de innovaci6n fue la integraci6n de los genes de carotenog6nesis de

X. dendrowhous en el genoma de S.  cerev/.s/.ae. Para ello fue necesario determinar una

regi6n  gen6mica  que  al  ser  reemplazada  o  interrumpida  no  afectara  el  crecimiento

normal  de  la  levadura y que  a  la  vez  mostrara  niveles  de  expresi6n  adecuados.    Se

seleccion6  Ia regi6n YPRCT3,  ubicada en  el  cromosoma Xvl,  dado que se document6

previamente que este /ocus no codificante resulta en un mayor nivel de expresi6n que

otras regiones gen6micas y su  interrupci6n no afecta la fisiologia de la levadura  (Bai y

col., 2009).  Cabe destacar que dicha regi6n corresponde a un transposon de tipo Ty4

que se encuentra representado en baja frecuencia en el genoma de S. cerev/-s/.ae (Hug

y Feldmann,1996).

En  segundo  lugar,  se decidi6 seguir la estrategia de co-transformaci6n  descrita  por

Shao y Zhao. (2009) que permite incorporar vias de sintesis completas en un solo paso
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de transformaci6n,  mediante los mecanismos de recombinaci6n propios de la levadura

para  realizar  el  ensamblaje  de  fragmentos  de  DNA.  Para  ello,  es  necesario  afiadir

regiones de homologia con el fragmento de DNA al que se quiere unir en los extremos

de cada segmento de DNA a transformar, como se muestra en la figura 2. Ademas se

utilizaron  diferentes  promotores y terminadores  en  la  construcci6n  de  los  m6dulos  de

expresi6n  de  cada  gen.  De  este  modo  cada  uno  de  los  genes  a  expresar une  en  su

extremo  5'  a   un   promotor  y  en  3'   a  un  terminador,   ambos  elementos  evaluados

previamente  para  la  expresi6n  de  genes  en  S.  cerev/.s/.ae  (Hauf y  col.,  2000,  Shao  y

Zhao,   2009).   Estos   elementos   reguladores   son   diferentes   para   cada   m6dulo   de

expresi6n  construido  con  el  objeto  de  evitar  eventos  de  recombinaci6n  que  puedan

llevar a la perdida de uno o mss genes.

Para  la  selecci6n   de  transformantes  se  incorpor6  un   m6dulo  de  resistencia  al

antibi6tico higromicina 8 usando el gen frpfr de E.  co//. (Taxis y Knop, 2006).  Dado que

el  uso  de  antibi6ticos  para  la  producci6n  de  elementos  para  el  consumo  humano  es

cada   vez   menos   aceptada,   se   agreg6   un   par  de   secuencias   repetidas   directas

flanqueando  el  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  8.  Al  quitar  la  presi6n  selectiva

sobre  ]a cepa transformante y luego de mtl]tip]es ciclos de idivisi6n  celular,  en  algunas

celulas   los   repetidos   directos   recombinarian   entre   si,   eliminando   el   m6dulo   de

selecci6n  y  dejando  como  cicatriz  a  uno  de  los  repetidos  en  la  regi6n  de  integraci6n

(Manivasakan y col.,1995, Akada y col., 2006).
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Figura  2.-  Sistema  de  co-transformaci6n  en  S.  cereyJ.s;ae.  Los  n  m6dulos  a  transformar  se

muestran  como  fragmentos  en  azul  con  extremos  rojos  que  representan  los  sectores  hom6logos

necesarios  para   la   recombinaci6n   i.n  v/.vo,   indicados   por  cruces  de  color  negro.   En   negro  se

representa  el  cromosoma  de  la  levadura  dentro  del  que  se  indica  por  un  bloque  verde  el  sitio

seleccionado  para  la   integraci6n  de  los  m6dulos.   Las  regiones  verdes  rotuladas  "up"  y  "dowr}"

corresponden a los extremos rio arriba y rio abajo del sitio de integraci6n,  respectivamente.
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1.8     Hip6tesis Del Trabajo

La   integraci6n   gen6mica   de   m6dulos   de   expresi6n   de   genes   de   la   ruta   de

biosintesis   de   astaxantina   de   X.   dendrowhous   en   S.   cerevt.si.ae   conduciria   a   la

producci6n de P-caroteno y astaxantina en esta dltima levadura.

1.9     0bjetivo General

Construir una  cepa  industrial  de  S.  cerev/.s/.ae  productora  de  carotenoides  mediante

ingenieria metab6lica utilizando genes carotenog6nicos de X. dendrowhous.

1.10   0bjetivos Especificos

1.-Construcci6n  de m6dulos  de  expresi6n  del tipo  promotor-CDNA de  gen-terminador

de los genes.,  crtE,  crtl,  crtYB,  crts y  crtR de X.  dendrorhous y  hph de  E.  coli  (como

marcador  de  selecci6n)  con  diferentes  promotores  y  terminadores  de  S.  cerev/.s/.ae,

para luego clonarlos en el vector pBluescript SK-de E. co//..

2.-Transformaci6n  de   S.  cerev/.sf.ae con distintas combinaciones de los m6dulos;  tryg,

crfE,  crf/, crfyB,   para la producci6n de P-caroteno,  y los m6dulos fryg, crfE, crf/, crfyB,

cris,  crfR  para  la  producci6n  de  astaxantina,  por  co-transformaci6n  de  m6dulos  con

homologia en sus extremos.

3.-   Eliminaci6n   del   marcador   de   selecci6n   de   resistencia   a   higromicina   8   por

recombinaci6n entre repetidos directos en los extremos del m6dulo.

4.-  Analisis   del   contenido  y  composici6n   de  carotenoides   mediante  cromatografia

liquida en fase reversa de las cepas recombinantes de S. cerev/.s/.ae.
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2      MATERIALESYMETODOS

2.1      Cepasy p]asmidos.

Para  los  experimentos  de  transformaci6n  se  usaron  las  cepas  de  S.  cerev/.s/.ae

S288c  (ATCC   204508,   silvestre)  y  256   (cepa   industrial,   Lefersa).   En   el   caso   de

transformaci6n  con  plasmidos  y  su  propagaci6n,  se  utiliz6  la  cepa  de  E.  co/f.  DH5a

(Sambrook  y  Russel,  2001).   Para  el  clonamiento  en  E.   co/t.  se  utiliz6  el  plasmido

pBluescript SK- (PBS).  Las cepas generadas y los plasmidos construidos en esta tesis,

se describen en las tablas 1  y 2, respectivamente.

Tabla 1.-Cepas utilizadas y construidas en este trabajo.

cepa                                           :e::vo:Lp(: o caracteristica                Referencia

E.  co/f. DH5a.

S. cerevisiae s288c

S. cerevisiae 256

S. cerev/.s/.ae SCHYG

S. cerevt.s/.ae Bcarl

S. cerev/.st.ae Bcar4

F-, p80dlaczAM15, A(laczYA-
argF)U 169, deoR, recA1,
endA1, hsdR17(rk-, ink+),
phoA, supE44, A-, thi-1 ,
gyrA96, relAI
MATa, SUC2, gal2, mal, mel,
flol , flo8-1, hapl , ho, biol ,
bio6

Cepa industrial sensible a
higromicina 8, Lefersa

Transformante HygR de cepa
256. Contiene m6dulo de
resistencia a higromicina 8 en
la regi6n YPRCT3.
Transformante HygR de cepa
256 productora de B-caroteno.
Contiene los m6dulos de
expresi6n de los genes orfE,
crf/ y crfyB en la regi6n
YPRCT3.
Cepa 256 HygR segregante de
Bcarl , sobreproductora de 8-
caroteno. Contiene los
m6dulos de expresi6n de los
ger\es crtE, crtl y crtYB en la
regi6n YPRCT3
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Sambrook y Russel, 2001.

Mortimer y Johnston,  1986.
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S. cerevisiae
SCHYG-

Derivada de cepa SCHYG.
sensible a higromicina a por
p6rdida del m6dulo de
resistencia. Contiene una
"cicatriz" de 50 pb en la regi6n

YPRCT3

Esta tesis

Tabla 2.-  Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo. Los CDNA provienen de
X. dendrowhous cepa UCD 67-385 (ATCC 24230).

Plasmido                                      Caracteristica                                                           Referencia

pBluescript SK- (PBS)

pL25

PJI

PXD-mcrtE

pC2

PCXDA.44.29

PMN-hyg

PSC-crtl

PSC-crtYB

PSC-crfE

PSC-cris

PSC-crtR

PSC-hyg

PSC-Updr

PSC-DOWN

ColEl  origen de replicaci6n, Amp

para clonamiento de m6dulos.

PBS con CDNA gen crf/

usado

PBS con CDNA gen crfyB

PBS con CDNA gen crfE

PBS con CDNA gen cris

PBS con CDNA gen crfR

PBS con m6dulo de resistencia a antibi6tico
en X. dendorhous, contiiene el gen hph de E.
co/'.

PBS con m6dulo de expresi6n en S.
cerevisiae de geri crtl
PBS con m6dulo de expresi6n en S.
cerevisiae de gen crtYB
PBS con m6dulo de expresi6n en S.
cerevisiae de gen criE
PBS con m6dulo de expresi6n en S.
cerevisiae de gen crts
PBS con m6dulo de expresi6n en S.
cerevisiae de ger\ crtR
PBS con m6dulo de resistencia a higromicina
8 en S. cerevisiae
PBS con fragmento de 598pb de la regi6n
YPRCT3 de S. cerev/.s/.ae s256c y una
secuencia adicional de 50 pb.
PBS con fragmento de 449pb de la regi6n
YPRCT3 de S. cerev/.s/.ae s256c.

lnvitrogen

Lodato, 2002

Alcaino, 2002

Niklitschek, 2008

Carmona, 2007

Alcaino, 2008

Niklitschek, 2007

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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2.2     0ligonucle6tidos y Acidos Nucleicos.

Los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por A/pAa DNA o lDT

(/nfegrafed DIVA  Techno/og/.es). EI nombre, secuencia y direcci6n de cada uno de ellos

se  indica  en   la  tabla  3.   Como  marcadores  de  peso  molecular  se  utiliz6;  IvfJ/.ndlll

(Fermentas).  La  cuantificaci6n  de  DNA  se  realiz6  por  comparaci6n  de  intensidad  de

banda respecto al marcador IVH/.r}dl ll.

Tabla 3.-OIigonucle6tidos utilizados en este trabajo.

Nombre                   Secuencia (5' a 3')                         DNA Blanco o funci6n                                 Direcci6n

Construcci6n de m6dulos

TDH3p.F

TDH3p-CrH=.R

crtE-TDH3p.F

crtE-TDH3t.R

TDH3t-crtE.F

TDH3t.R

TEFp.F

TEFp-CrtvB.R

CrtyB-TEFp.F

CrtYB-TEFt.R

TEFt-CrtYB.F

TEFt.R

ADHlp.F

ADHip-Crti.R

Crtl-ADHlp.F

Crtl-his3t.R

his3t-Crtl.F

his3t.R

HXT7p.F

HXT7p-Crts.R

Crts-HXT7p.F

Crts-PGKlt.R

PGKlt-crts.F

agttcgagtttatcattatcaatactgc

gcgtaa,tccat(ttgtttgtttatg
aaacaaacaaaatggattacgcgaa
C

agtaaattcactcacagagggatatc

tccctctgtgagtgaatttactttaaatc

atcctggcggaaaaaattcatttg

aagcaacaggcgcgttgg
gag age cgt cat ttt gta att aaa
act tag att
ttt aat tac aaa atg acg got ctc
gca tat tac
tat caa tot cct tac tgc cct tcc
cat cog ctc
gaa ggg cag taa gga gat tga
taa gac ttt tot

aaa aga cca aac ggt gac gtt

actgtagcccgggtagac
ttcttttcccattgtatatgagatagttgatt
9
tctcatatacaatgggaaaagaacaa
gatcag
gcaacaagcttgtcagaaagcaaga
acaccaac
cttgctttctgacaagcttgttgctcgggc
aag

atatgaaatgcttttcttg
ctcgtaggaacaatttcggg

ccaagatgaacattttttgattaaaatt

ttaatcaaaaaatgttcatcttggtcttg

ttcaattcaattcattcgaccggctt

ccggtcgaatgaattgaattgaattg

Promofor TDH3, S. cerevisiae

Promoter TDH3, S. cerevisiae

CDNA dad gen crtE, X. dendrorhous

CDNA del gen crfE, X. dendrorfious

Terrrimador TDH3, S. cerevisiae

Terrriinedor TDH3, S. cerevisiae

Promofor TEF, S. cerevisiae

Promoter TEF, S. cerevisiae

CDNA del gen crfyB, X. dendrowhous

CDNA del gen crtYB, X. dendrorhous

Terrriir\ador TEF, S. cerevisiae

Terminador 7EF, S. cerev/.s/.ae

Promoter ADH, S. cerevisiae

Promoter ADH, S. cerevisiae

CDNA dot gen crtl, X. dendrorhous

CDNA dct gen crfl, X. dendrorhous

Terrriinador his3, S. cerevisiae

Terminador A/.s3, S. cerev/'s/.ae

Promoter HXT7, S. cerevisiae

Promoter HXT7, S. cerevisiae

CDNA del gen cris, X. dendrorf]ous

CDNA del ger\ crts, X. dendrorhous

Term.lnador PGK1, S. cerevisiae
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PGKlt.R
*2pgkl p.f

PGKlp-
CrtR.R2
CrtR-PGKlp.F

CrtR-HXT7t.R

HXT7t-CrtR.F
*HXT7t.R2

21up.F

DR.Pmet.R

PMET.F

DR.21dw.R

21dw.F

21dw.Rb

DRPTDH.R

PTDH.F

tTDH-PTEF.R

tTDH-PTEF.F

tTEF-PADH.R

tTEF-PADH.F

this3.R

this3-21 dw.F

this3.PHXT.F

tpGK1.PPGK.F
2

tHXT-21dw.F

tpGK1.PPGK.R
2

tHXT21dw.R

ggcttcaagcttacacaacacg                Terminador pGK7, S. cerev/.s/.ae
cttcaactcaagacgcacagatat            Promoter PGK/, S. cerev/.s/.ae

agtgtggccattgttttatatttgttg               Promotor pGK7, S. cerev/.s/.ae

aatataaaacaatggccacactctcc        CDNA del gen crfR, X. dendrorf]ous

agttcgcaaactacgaccagacgtc         CDNA del gen chR, X. dendrowhous

tctggtcgtagtttgcgaacacttttatt         Terminador HXT7, S. cerev/.s/.ae

agtttgtagacgtgggtctgcg                   Terminador HX7-7, S. cerev/.s/.ae

Transformaci6n

aaaggaggtgcacgcattat

gactagtgctttgaagtacaatttatact
gctcagaggctcattcgattgcagtcaa
aca
caatcgaatgagcctctgagcag
aatgatttacaatctagtcgcaaaaac
aagtacagtgctgacgtcccatccagt
caaaca
gatgggacgtcagcactgta
cgatttccacatgtgtctca
tatttacgtattctttgaaatggcagtattg
ataatgataaactcgaactcagtcaaa
Ca

agttcgagtttatcattatcaatactgc

gtaaggattcgcggtcctcgaaaatta
aaagtccaacgcgcctgttgcttatcct
ggcgg
tggcttttttttttaaagtttacaaatgaattt
tttccgccaggataagcaacaggcgc
9
gaaacttcgatatgatgatggctatcaa
gtctacccgggctacagtaaaagacc
aaacgg
cttgcctcatagaatttctttctcttaacgt
caccgtttggtcttttactgtagcccggg
atatgaaatgcttttcttgt
taggtggcaagtggtattccgtaagaa
caacaagaaaagcatttcatatgatgg
gacgtc
taggtggcaagtggtattccgtaagaa
caacaagaaaagcatttcatatctcgt
aggaac
gaaggatattatttcgaaataaaccgtg
ttgtgtaagcttgaagcccttcaactcaa
gac
acaaatattccaattttgcctgcagacc
cacgtctacaaagtttgggatgggacg
tcagc
tgcctattgtgcagatgttataatatctgt
gcgtcttgagttgaagggcttoaagctt
ac
gatttacaatctagtcgcaaaaacaag
tacagtgctgacgtcccatcccaaactt
tgtag

Fragmento up

Afiade a fragmento up cola hom6Ioga
a m6dulo HyG

Promoter m6dulo crfE
Afiade a m6dulo de resistencia a
higromicina 8 cola hom6[oga a
fragmento down
Fragmento down

Fragmento down
Afiade a m6dulo de resistencia a
higromicina 8 cola hom6Ioga a
m6du[o crfE
M6dulo crfE

Afiade a m6dulo crfE cola hom6Ioga a
modulo crfyB

Afiade a m6dulo crfyB cola hom6loga
a modulo crfE

Afiade a m6dulo crfyB cola hom6loga
a modulo crf/

Afiade a m6dulo crfl cola hom6loga a
modulo crfyB
M6dulo crf/

Afiade a fragmento down cola
hom6Ioga a m6dulo crf/

Afiade a fragmento down cola
hom6loga a m6dulo crfR

Afiade a m6dulo crfR cola hom6Ioga
a modulo cris

Afiade a fragmento down cola
hom6Ioga a m6dulo crfR

Afiade a m6dillo cris cola hom6loga a
modulo crfR

Afiade a m6dulo crfR cola hom6loga
a fragmento down
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Analisis de transformantes

ATG cp r                    atg g ccaca ctctccgat

cpr7b                        gaacaccacggtgtgga ata

crt I. F2                        ccgttggtgttcttg ctttc

I nt21 dw. rb               cctctttacaa g cgg ag ctta

crtYB. F IV                 gcttccattagtcg ccta cg

crtl. R 1                       tgaga atcgata cccgttcc

lntHyg. F                   gtgtcacgttgca aga cctg

crtE. R                       agaggagacg gatgattgaag

crtE. F                       ctcatcg aga ctcgtcatca

crtYB rev 1. r              cgcatgtag a ag tagtg atctgt

I ntH yg. R                   cgacctcgtattggga atc

lnt21 UPF                   aatacgaggcgaatgtctagg

CDNA del ger\ crtR, X. dendrorhous

cDNA` del gen crtR, X. dendrorhous

CDNA clel gen crtl, X. dendrorhous

Zona rio abajo a sitio de integraci6n

CDNA del gen crtYB, X. dendrorhous

CDNA dad gen cril, X. dendrorhous

Regi6n intema gen hpA, E. co//.

cDNA` del geri crtE, X. dendrorhous

CDNA del gen crtE, X. dendrorhous

CDNA del ger\ crtYB, X. dendrorhous

Regi6n interna gen frph,  E.  co//.

Zona rio arriba a sitio de integraci6n

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Reverso

Directo

* Oligonucle6tido utilizado para construcci6n de m6dulos y analisis de transformantes.

2.3     Cu[tivo de microorganismos.

2.3.1    S. cerevisiae

Los  medios  para  el  cultivo  de  levadura  corresponden  a  YM  (0,3  %  extracto  de

levadura, 0,3 0/a extracto de malta, 0,5 % peptona) y YEP (1  % extracto de levadura, 2

% peptona, 2 % glucosa). Para cultivos en placa se agreg6 bacto-agar al  1,5 °/o. Para la

selecci6n  de transformantes  que  derivan  de  las  cepas  S288c o  256  se  agreg6  a  las

placas  el  antibi6tico   higromicina   8   a   una  concentraci6n  final   de  50   o   100   ug/ml,

respectivamente.  Los  cultivos en  placa se incubaron a 30 °C y los cultivos  liquidos se

crecieron a 22 °C o 30 °C con agitaci6n constante.

2.3.1.1    Eliminaci6n del marcador de selecci6n y replica de placas.

Para   la   eliminaci6n   de[   m6dulo   de   resistencia   a   higromicina   8   (marcador  de

selecci6n),  se  creci6  la  cepa transformante en  medio liquido YEP  a 22 °C  sin  presi6n
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selectiva.  Diariamente  se  inocul6  50  ml  de  medio  fresco  con  1  ml  de  cultivo  del  dia

anterior, esto se repiti6 durante 14 dias.

Para hacer replica de placas se tom6 una muestra del cultivo de intefes y se diluy6

de tal manera de obtener colonias aisladas al sembrar en placas YEP-agar. Las placas

se incubaron por un dia a 30 °C y al dia siguiente, se realizaron feplicas de la placa en

placas YEP y YEP-higromicina  100 ug/ml utilizando un pafio de terciopelo esteril sobre

el que se presion6 primero la placa con colonias y luego cada una de las placas sobre

las  que  se  hizo  las  replicas.   Las  replicas  se  incubaron  por  un  dia  a  30  °C  y  se

compararon  visualmente  seleccionando  aquellas  colonias  que  no  crecieron  en  medio

con antibi6tico.

2.3.1.2    Curvas de crecimiento.

Se caracteriz6 el crecimiento de las cepas transformantes SCHYG,  Bcar4 y la cepa

silvestre 256 de S. cerev/.s/.ae elaborando una curva de crecimiento en medio YM con o

sin    suplemen{ar   el   antibi6tico   higromicina    a.    Se   dej6    un   cultivo   en    el    medio

correspondiente durante 30 h del que se tom61,5 ml para inocular un volumen de  150

ml   de   medio   con   o   sin   suplementar.   Los   cultivos   se   hicieron   por  triplicado  y  se

incubaron a 30 °C con agitaci6n constante. Se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm en un

espectrofot6metro de doble haz Shimadzu UV150-02 a diferentes tiempos de cultivo.

2.3.2    E.coli

Para  el  cultivo  de  E.  co//. se  utiliz6  medio  LB  (Luria  Betrani)  que  contiene  1  %  de

triptona, 0,5 % de extracto de levadura y 0,5 % de Nacl. En el caso de cultivo en placa

se   agreg6   al   medio   Bacto-Agar   al    1,5   a/o.   Para   el   reconocimiento   de   clones

transformantes,  que  poseen  el  plasmido  PBS  recombinante,  el  medio  se  suplement6
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con  ampicilina  (100  ug/ml)  y X-Gal  (30  ug/ml)  (Sambrook y  col.,  2001).  Las  placas  se

incubaron  a  37  °C  y  los  cultivos  liquidos  se  crecieron  a  37  °C  durante   18  h  con

agitaci6n constante.

2.4     Purificaci6n de acidos nucleicos.

2A.1     DNA plasmidial.

La  extracci6n  de  DNA  plasmidial  desde  E.  co//. se  realiz6  segdn  lo  descrito  por

Sambrook  y  cols.   (2001).   EI   DNA   plasmidial   utilizado   para   secuenciar  se   obtuvo

mediante   el   kit   de   extracci6n   de   DNA   Plasmidial   (Axygene),   de   acuerdo   a   las

recomendaciones  del  fabricante.  EI  DNA  obtenido  se  almacen6  a  -20  °C  hasta  su

utilizaci6n.

2A.2    DNA gen6mico de s. cerevisiae.

La obtenci6n  de DNA gen6mico de levadura se realiz6 por ruptura  mecanica en  el

que  se  mezcl6  100  lil  de  microesferas  de  vidrio  de  0,5  mm  de  diametro  (Biospec

Products  lnc.,  USA)   con  600  lil  de amortiguador TE  (25  mM  Tris-Hcl,10  mM  EDTA,

pH  8.0)   y una colonia de c6lulas que se tom6 desde una placa con  un  asa est6ril.  La

mezcla  se  puso  3  min  en  un  moledor  de  c6lulas  Mini-Beadbeater-16  (Biospec)  y  se

centrifug6  por  5  min  a  4.000  g   para  luego  traspasar  el  sobrenadante  a  un  tubo

Eppendorf de  1,5  ml.  A este tubo se agreg6  un volumen  de fenol:  cloroformo:  alcohol

isoamilico   (25:24:1),  se  mezcl6  por  v6rtex  y  centrifug6   1   min   a   18.500  g  en   una

microcentrifuga. Se recogi6 el sobrenadante y se traspas6 a un tubo limpio, se agreg6

un  volumen  de  cloroformo:  alcohol  isoamilico  (24:1)  para  luego  mezclar  en  vortex  y

centrifugar  por  1  min  a  18.500  g.  Nuevamente,  se  pas6  el  sobrenadante  a  un  tubo

limpio y se agregaron dos voldmenes de etanol absoluto frio. Esta mezcla se dej6 a -20
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°C  por  1   h,  se  centrifug6  por  10  min  a  18.500  g  y  se  elimin6  el  sobrenadante  por

inversi6n. EI DNA se dej6 secar a 37 °C por 5 min y se suspendi6 en 50 ul de agua.

2A.3    Purificaci6n defragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Para  la  recuperaci6n  de fragmentos  de  DNA desde geles  de  agarosa,  se cort6 el

fragmento  de  inter6s  y  se  purific6  con  el  kit  DNA  UltracleanTM 15  (MO  810)  o  Wizard

SV Gel and PCR cleanup System (Promega), segt]n las indicaciones del fabricante.

2.5     Reacciones de PCR.

2.5.1    PCR esfandar.

Se  realiz6  reacciones  de  PCR  con  enzima  Taq  DNA  polimerasa  (purificada  en

Laboratorio  de  Genetica)  para  analisis  de  clones y transformantes.  Para  la  obtenci6n

de  fragmentos  (promotor,  CDNA  de  gen  y terminador),  y  amplificaci6n  de  DNA  para

transformaci6n   se   uso   la   enzima   Pfu   DNA   polimerasa   (Pfuu/fraTM    11    HS   DNA

po/ymerase de Stratagene).

Las reacciones de PCR con  raq DNA polimerasa se realizaron en un volumen final de

25 ul.  Esta reacci6n contenia amoriiguador de PCR  IX pH  8,4  (Tris-Hcl 200  mM,  Kcl

500  mM),  amortiguador BCP  (100  mM  Rojo cresol,  8,3  0/o  de glicerol),  2 mM  de  Mgc12,

0,2  mM  de cada deoxinucleotidos trifosforilados  (dNTP),  1  mM  de cada partidor,  entre

10  y 20 Tig  de  DNA  molde y  1  unidad  de  enzima  Taq DNA polimerasa.  Se  utiliz6  un

termociclador   2720   Thermal   Cycler   de   Applied   Biosystems   y   el   programa   fue:

desnaturaci6n  inicial a 94  °C  por 3  min,  35 ciclos de:  desnaturaci6n  a 94  °C por 30 s,

alineaci6n de partidores a 55 °C por 30 s y elongaci6n a 72 °C por 3 min, y por tlltimo

una  elongaci6n final  a  72 °C  por 10  min.  Cuando se hizo  PCR de colonia en  lugar de
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agregar DNA a la mezcla de reacci6n se {om6 una pequefia cantidad de c6lulas con un

mondadientes directamente desde la colonia a analizar.

Las reacciones con Pfu DNA polimerasa se realizaron en un volumen final de 75 ul y

se  uso  entre  30  y 60 Tig  de  DNA molde,  3  unidades  de7Tenzima  Pfu DNA polimerasa,

amortiguador de reacci6n lx,   una concentraci6n final de 1  mM para cada partidor y 0,2

mM  de cada dNTP. El protoco-lo de reacci6n fue modificado respecto al protocolo para

PCR con  Taq DNA polimerasa reduciendo el tiempo de elongaci6n a 72 °C de 3 min a

1  min.

2.5.2    PCR de elongaci6n (OE-PCR).

La  reacci6n  de  PCR  de  elongaci6n  ("over/ap  exfensi.on  PCR",  OE-PCR)  (Higuchi,

1988)  se  realiz6  en  un  volumen  final  de  25  L]l  e  incluy6  20  Tig  del  fragmento  mas

pequefio de DNA y 60 Tig del fragmento de DNA mas largo a unir,  1  unidad de enzima

Pfu DNA polimerasa, amortiguador de reacci6n  lx y una concentraci6n final de 0,2 mM

de  cada  dNTP.,  En  este  reacci6n  no  se  agregaron  partidores  ya  que  la  elongaci6n

ocurre desde los extremos de las hebras unidas en la hibridaci6n. EI protocolo utilizado

fue de  1  min  a  95  °C,10  ciclos de;  1  min  a  94  °C,1  min  a 52 °C y  1  min  a 72 °C,  con

una  elongaci6n  final  de  10  min  a  72  °C.  Luego,  Ia  mezcla  de  reacci6n  obtenida  se

amplific6  a  traves  de   una   reacci6n   de   PCR  estandar  con   Pfu  DNA  polimerasa,

siguiendo el protocolo indicado anteriormente, utilizando la mezcla de reacci6n del OE-

PCR como molde.
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2.6     AnalisisdeDNA.

2.6.1    Electroforesis en geles de agarosa.

Para   visualizar   y   cuantificar   los   productos   de   PCR,   DNA   plasmidial   y   DNA

gen6mico  se agreg6 a la muestra el amortiguador de carga BCP (100 mM Rojo cresol,

8,3 °/o glicerol). La muestra se corri6 en gel de agarosa a una concentraci6n entre 0,7 y

1  % al que se agreg6 bromuro de etidio (0,5 ug/ml) y amortiguador TAE (44,5 mM Tris,

44,5 mM acido b6rico,  1  mM EDTA pH 8.0), siendo este tlltimo tambien el amortiguador

de corrida.

2.6.2    Digesti6n con endonucleasas de restricci6n.

El   vector   PBS   se   lineariz6   incubando   con   la   enzima   ECoRV   (Fermentas)   en

amortiguador 10 mM Tris-Hcl,10 mM Mgc12,100 mM  Kcl y 0,1  mg/ml BSA, pH 8,5. Se

utiliz6 1 U de enzima por cada ug de DNA a digerir.

2.8.3    Secuenciaci6n de DNA.

Las reacciones de secuenciaci6n se realizaron en un secuenciador automatico ABI

PRISM   3100   Genetic   Analyzer   (Applied   Biosystems)   con   el   kit   de   terminadores

fluorescentes    BigDye   Terminator   v3.1    (Applied    Biosystems)   de   acuerdo    a   las

instrucciones  del  proveedor.  Las  secuencias  se  analizaron  con  el  programa  Con£/.g

Express del paquete de programa Vector NTI vl .0.

2.7     Transformaci6n gen6tica por electroporaci6n.

2].1     LigadodeDNA.

Las   reacciones   de   ligado   se   realizaron   siguiendo   las   recomendaciones   del

proveedor de  la  enzima T4  DNA ligasa  (Fermentas).  Se  utiliz6  el  DNA a  ligar en  una
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proporci6n  molar  3:1   respecto  del  vector  PBS,  con  5U  de  T4  DNA  Iigasa,  buffer  de

reacci6n  lx,  polietilenglicol  (PEG) 4.000 al  10  a/o y  10 mM de ATP   en  un volumen final

de  20   LIl.   La   reacci6n   se  incub6  a  22  °C   por  1   h,   se  dializ6  durante   10   min   en

membranas  de  nitrocelulosa  (Millipore)  contra  agua  destilada y se almacen6  a -20  °C

hasta su utilizaci6n.

2].2    Electrotransformaci6n de E. coli.

Las celulas electrocompetentes de E.  co//. DH5 Ci se prepararon inoculando 5 ml de

un cultivo de  12 h en 500 ml de medio LB con acido nalidixico (15 Lig/ml) que se incub6

a 37°C con agitaci6n constante hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm entre 0,4

y  0,6  (fase  exponencial  temprana  media).  Luego,  se  centrifug6  a 4.000  g  durante  15

min  a  4  °C  para  colectar  las  c6lulas  y  se  elimin6  el  sobrenadante.  Las  celulas  se

lavaron dos veces con agua destilada esferil y fria,  con  1  I y 500 ml respectivamente, y

una vez con 20 ml de glicerol al  10 % (v/v). Finalmente, las c6lulas se suspendieron en

3 ml de glicerol al  10 %  (v/v) y se tomaron alicuotas de 40  ul en tubos Eppendorf para

almacenarlas a -80 °C hasta su utilizaci6n.

Para la transformaci6n se descongel6 una  de las alicuotas y se le agreg6 4  ul  de

DNA    transformante,     manteniendo    la    mezcla    en    hielo.     Las    condiciones    de

electroporaci6n  fueron:  25  prF,  200  a  y 2,5  kv en  una  cubeta  de 2  mm.  Luego,  a  la

suspensi6n  de  celulas  se  le  adicion6  1   ml  de  medio  LB  y  se  transfiri6  a  un  tubo

Eppendorf que se incub6 a 37 °C por 1  h. Se sembraron alicuotas de  100 Lil en placas

con  LB-ampicilina- X-Gal  y  se  incubaron  a  37  °C  hasta  el  desarrollo  de  colonias.  Se

seleccionaron   las   colonias   blancas,   las   que  fueron   analizadas   mediante   PCR  de

colonia.
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2].3    Electrotransformaci6n de s. cerevisiae.

Para  la  preparaci6n  de  c6lulas  de  levadura  electrocompetentes  se  sembr6  una

colonia  en  30   ml   de  medio  YEP  liquido  durante  la  noche  a  22  °C  con  agitaci6n

constante. A la mafiana siguiente, se agreg6 al cultivo 30 ml de medio YEP fresco y se

incub6 por 3 h mas. Las celulas se recolectaron por centrifugaci6n a 4.000 g durante 5

min, se lavaron tres veces con 40 ml de agua destilada esteril fria y una vez con 4 ml

de sorbitol  lM.  Finalmente,  las c6lulas se suspendieron  en  0,2 ml  de sorbitol  lM  y se

dividieron en alicuotas de 40 ul que se almacenaron a 4 °C por un maximo de dos dias.

La   preparaci6n   del   DNA   para   transformar   S.    cerev/.s/.ae   se   hizo   mezclando

fragmentos   de   DNA,   obtenidos   previamente   mediante   PCR  y   purificados,   en   las

siguientes  cantidades:  250  ng  de  los  fragmentos  hom6Iogos  al  sitio  de  blanco  de

integraci6n y 350 ng de cada m6dulo de expresi6n. La mezcla total de DNA se precipit6

agregando  2  voldmenes  de  etanol  absoluto  e  incubando  durante  16  h  a  -20  °C.  Se

centrifug610 min a  18.500 g, se elimin6 el etanol por inversi6n y se dej6 secar a 37°C

por 5 min. EI DNA seco se suspendi6 en 4 ul de agua.

Para transformar, se agreg6 a una alicuota de c6lulas competentes de S. cerev/.s/.ae

los  4   ul   de  DNA  preparado   previamente.   La  mezcla  se  puso  en   una   cubeta  de

electroporaci6n de 2 mm y se incub6 en hielo por 5 min antes de dar el pulso electrico

(1,5 kv, 25 uF, 200 Q) en electroporador Genepulser XcellTM  (BioRad). Posteriormente,

Ias c6Iulas se suspendieron en medio YEP y se incubaron a 30 °C por 1  h. Las c6Iulas

se centrifugaron y lavaron con sorbitol  1 M  a temperatura ambiente y se suspendieron

en   1    ml   de   sorbitol   lM.   Se   sembraron   fracciones   de   100   ul   en   placas   YEP

suplementadas con  higromicina  8  a 50  ug/ml  para la cepa S288c o  100  ug/ml  para la

cepa 256, y se incubaron a 30°C por dos dias.
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2.8      Extracci6n de pigmentos y RP-HPLC

La extracci6n de pigmentos se hizo desde cultivos de 50 ml incubados durante 72 h

a 22  °C con  agitaci6n  constante,  o  bien,  desde alicuotas tomadas  desde  la curva  de

crecimiento  de  la  cepa  correspondiente,  basandose  en  el  protocolo  descrito  para X.

dendrorf]ous  por  An  y  colaboradores  (1989).  Se  tom6  un  volumen  de  4  o  5  ml  por

triplicado  para  determinar  el  peso  seco  en  un  tubo  Eppendorf de  1,5  ml  previamente

masado.   Estas   muestras  se  dejaron  secando  a  80  °C  por  24   h  y  se   masaron,

nuevamente,  para calcular la  diferencia  respecto al tubo vacio.  Por otro lado,  se tom6

otro volumen de cultivo para extracci6n de pigmentos y se centrifug6 por 5 min a 4.000

g en  una centrifuga Sorvall  de sobremesa.  El  pellet celular se lav6 con  10 ml  de agua

destilada,   se   suspendi6   en   1,5   ml   de   agua   destilada   y   se   agreg6   0,5   ml   de

microesferas   de   vidrio   de   0,5   mm   de   diametro   (Biospec   Products   lnc.,   USA).

Posteriormente,  se  agit6  en  mo]edor  de  celulas  Mini-Beadbeater-16  (Biospec)  por  3

min. Para extraer los pigmentos, se agreg6 2 ml de acetona y se agit6 nuevamente en

moledor de c6lulas por 3  min, se centrifug6 por 5 min a 4.000 g para recuperar la fase

superior en  otro tubo.  Este  procedimiento  de  extracci6n  por acetona  se  repiti6  hasta

que los restos celulares quedaron de color blanco.  Finalmente, se midi6 el volumen de

acetona recuperado y se agreg6 Ia quinta parte de 6ter de petr6leo. La mezcla se agit6

en v6rtex durante 10 min, se separaron las fases por centrifugaci6n por 5 min a 4.000 g

y se  recuper6  la  fase  superior con  los  pigmentos.  Para  conocer la  concentraci6n  de

carotenoides totales,  se calcul6 el volumen de 6ter de petr6leo recuperado y se midi6

la absorbancia a 474 nm.

EI calculo del contenido total de carotenoides (en partes por mill6n) en la muestra se

realiz6 segdn la ecuaci6n  1, donde; A corresponde a la absorbancia a 474 nm,  E es el
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volumen de 6ter de petr6Ieo recuperado en ml,  D es la diluci6n usada para medir, S es

el volumen de cultivo usado para medir peso seco de levadura en  ml,  P es el volumen

de  cultivo  usado  para  la  extracci6n  de  pigmentos  en  ml  y  W  es  el  peso  seco  de

levadura en gramos.

C:cn`ode9roi,des-_
E x A x D x f x 100

P x TI, x 21
Ecuaci6n 1

EI   analisis   de   la  composici6n   de   pigmentos   se   realiz6   mediante   cromatografia

liquida en fase reversa en  un  equipo de  HPLC  (RP-HPLC) con  un  detector de arreglo

de  diodos  Shimadzu  SPD-M10A.  Para  ello,  se  dej6  evaporar  el  6ter  de  petr6leo  de

cada  muestra  y  los  pigmentos  se  suspendieron  en  1  ml  de  acetona  al  momento  de

cargar  la  muestra  en   el   equipo.   Se  utiliz6  una  columna   Lichrospher  RP18   1254

(Merck)  y  como  fase  m6vil  una  mezc]a  de  ace{onitrilo:metanol:isopropanol  (85:10:5),

con  un flujo de  1  ml/min  en  condiciones  isocraticas.  La identificaci6n  de pigmentos se

realiz6 por comparaci6n con estandares especificos de acuerdo al tiempo de retenci6n

y su espectro de absorci6n.
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3      RESULTADOS

3.1     Construcci6n de m6dulos de expresi6n de genes de carotenog6nesis para

S. cerevisiae.

3.1.1    Amplificado e hibridaci6n de fragmentos.

Para  la  construcci6n  de  cada  m6dulo  de  expresi6n   primero  se  amplific6  cada

fragmento,  es decir,  promotor,  CDNA de cada gen y terminador por PCR con  Pfu DNA

polimerasa,  para evitar errores, de acuerdo a lo indicado en tabla 4.  Los promotores y

terminadores  se  amplificaron  desde  DNA  gen6mico  extraido  de  la  cepa  S288c  de  S.

cerev/.s/`ae,  y  los  CDNA  de  los  genes  carotenog6nicos  desde  los  vectores  PXD-mcrtE

(gen chE/, pC2 (gen nhs/ y PXDA.44.29 (gen crfRJ (tabla 1). En cada reacci6n de PCR

se  us6   partidores  especificos,   segdn   se  indica  en   la  tabla  4,   que  permitieran   la

hibridaci6n entre los fragmentos adyacentes en el respectivo m6dulo.  Los productos de

PCR  se  separaron  mediante  electroforesis  en  gel  de  agarosa  y  luego  se  purificaron

desde  el  mismo.  La  uni6n  de  fragmentos  se  hizo  mediante  PCR  de  elongaci6n  (OE-

PCR) y el  producto de la reacci6n  de elongaci6n se purific6 desde un  gel de agarosa.

En  la  figura  3  se  muestra  un  esquema  de  cada  uno  de  los  m6dulos  construidos  y

clonados en el vector PBS.
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Tab]a 4.-Fragmentos amplificados para la construcci6n de cada m6du]o y partidores

usados en cada reacci6n.

Fragmento
M6dulo                          amplificado (tamafio      Partidor directo            Partidor reverso

pb)

crtE
Promotor
TDH3 (680)

Gen chE (1131 )

Terminador TDH3
(300)

TDH3p.F                             TDH3p-CrtE.R

CrtE-TDH3p.F                  CrtE-TDH3t. R

TDH3t-CrtE.F                   TDH3t. R

crtYB
Promotor
TEF1  (500)

Gen crfyB (2022)

Terminador TEF1
(300)

TEFp.F TEFp-CrtYB.R

CrtYB-TEFp. F                  CrtYB-TEFt.R

TEFt-CrtYB.F                   TEFt. R

crtl
Promotor
ADH1  (503)

Gen crf/ (1749)

ADHl p.F                            ADHl p-Crtl.R

Crtl-ADH 1 p.F                     Crtl-his3t.R

Terminador his3 (301)       his3t-Crtl.F                         his3t.R

cris
Promotor HXT7 (391)        HXT7p.F                            HXT7p.Crts.R

Gen cris (1674)

Terminador PGK1
(332)

Crts-HXT7p.F                 Crts-PGKl t.R

PGKlt-Crts.F                  PGKlt.R

crtR
Promotor pGK1  (762)       2pgklp.f                            PGKlp-CrtR.R

Gen crfR (2241 )

Terminador HXT7
(299)

Cr[R-PGKl p.F                 CrtR-HXT7t.R

HXITt-CrtR. F                   HXT7t. R2
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a
100 pb

EcoRV (698)

rep

Figura 3.-Construcciones de DNA hechas en este trabajo. A) Esquema de m6dulos de expresi6n en  S.

cerev/.s/.ae  mencionados  en  este  trabajo.   El  nombre  de  cada  m6dulo  se  muestra  al  costado  izquierdo

precedido por una  in,  promotores  se encuentran  en  color azul,  genes  en violeta y terminadores en  verde.

Sobre las figuras se indica la escala en pb.  a) Mapa del plasmido pBluescript SK-, en que se insertaron  los

m6dulos usados en este trabajo, en color rojo se indica la regi6n codificante para el gen de la  a-lactamasa

que confiere resistencia a ampicilina, en azul se muestra la region rep, que corresponde al  replic6n pMBl  y

permite  la  replicaci6n  del  plasmido  y  en  verde  muestra  la  region  codificante  /acz  que  codifica  para  una

porci6n  de la enzima  B-galactosidasa.  Como lineas violeta se indica  la  posici6n  de  los sitios de  hibridaci6n

de   los   partidores   universales   M13F   y   M13R,   y   en   rojo   en   lugar  en   que   se   insert6   cada   m6dulo,

correspondiente al sitio de corfe con la endonucleasa de restricci6n EcoRV.
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A modo de ejemplo, en la figura 4 se muestra la migraci6n en un gel de agarosa de los

fragmentos  obtenidos  para  la  construcci6n  del   m6dulo  de  expresi6n   del  gen   crfE

(GenBank:  DQ012943) y  .  En  el  gel  se  muestran  los  amplificados  de  PCR  para  cada

uno  de  los  componentes  del  m6dulo  y se  indican  sus  respectivos tamafios;  promotor

del   gen   de   la   enzima   gliceraldehido   3-fosfato-dehidrogenasa   (TDH3p,   Gene   lD:

853106), CDNA del  gen  crfE y terminador del gen TDH3  (TDH3t). Ademas se muestra

el  producto de la  uni6n  crfE-TDH3t y la  union  de  crfE-TDH3t con TDH3p,  formando  el

m6dulo completo.

Los   m6dulos   de   expresi6n   de   los   genes   cris   (GenBank:   DQ002006/   y   crfR

(GenBank:  EU884133)  se  construyeron  de  la  misma  manera,  siguiendo  los  tamaFios

esperados de cada fragmento y luego de la uni6n de ellos.  EI m6dulo cris comprende

la  uni6n  del  promotor del transporiador de hexosa 7  (pHXT7,  Gene  lD:  851943) de  S.

cerev/.s/.ae,   de   391    pb,   con   el   CDNA   del   gen   cris   (astaxantina   sintasa)   de   X.

dendrowhous  de  1.674  pb  y  el  terminador  PGK1   (3-fosfoglicerato  quinasa,  Gene  lD:

850370)  de  S.  cerev/.s/.ae  con  un  tamafio  de  332  pb.  En  su  construcci6n,  en  primer

lugar  se  obtuvo  el  fragmento  pHXT7-cris  de  2.065  pb  y  luego  el  m6dulo  completo

(pHXT7-crts-tpGK1)  con  un  tamafio  de  2.397  pb.  El  m6dulo  crfR  se  form6  al  unir  el

promotor PGK1  (762  pb)  de  S.  cerev/-s/.ae con  el  CDNA del  gen  crfR  (citocromo  p450

reductasa   de  X.   dendrowhous,   2.241   pb)  y   el   terminador   HXT7   (299   pb)   de   S.

cerevi.si.ae.  Para su construcci6n primero se gener6 el fragmento pPGK1-crtR de 3.003

pb al que se uni6 el terminador, obteniendo el m6dulo final con un tamafio de 3.302 pb.

Los m6dulos expresi6n de los genes hpA (que confiere resistencia a higromicina 8),

crf/ (GenBank:  DQ028748) y crfve (GenBank: DQ016503) se construyeron en paralelo

por Dony Septilveda, siguiendo la misma metodologia.

32



Tamafio 1        2      3       4        5

Figura 4.-   Resultados PCR de elongaci6n del  m6dulo crtE. A la izquierda se presenta una

imagen de un gel de agarosa con los fragmentos utilizados para la construcci6n del  m6dulo.  Se

muestra el  marcador DNA bacteri6fago lambda digerido con  Hi.ndlll,  carriles;  7) promotor TDH3

(TDH3p.F y TDH3p-crtE.R,  680  pb),  2) terminador TDH3  (TDH3t-crtE.F y TDH3t.R,  300  pb),  3)

CDNA crfE (crtE-TDH3p.F y crtE-TDH3t.R,1131  pb),  4) crfE +terminador TDH3  (crtE-TDH3p.F y

TDH3t.R,   1431   pb),   5)   m6dulo   crfE  completo,   promotor  TDH3   +   crfE  +  terminador  TDH3

(TDH3p.F  y  TDH3t.R,  2111   pb).  A  la  derecha  se  muestra  un  esquema  representando  cada

fragmento  amplificado  con  un  ntlmero  correlativo  a  su  carril  en  el  gel  de  agarosa.  En  rojo  se

muestra el promotor TDH3, en azul el CDNA del gen crtE y en verde el terminador TDH3.
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Para la construcci6n del m6dulo de resistencia a higromicina 8 se uni6 el promotor del

gen  de la enzima  L-homoserina-O-acetiltransferasa  (pMET2,  Gene  lD:  855444) con  el

gen hph de E.  co//. y el terminador del gen de la citocromo C isoforma  1  (tcYC1,  Gene

lD:  853507).  El  m6dulo  del  gen  crf/ se  construy6  uniendo  el  promotor  de  la  enzima

alcohol deshidrogenasa  1  (pADH1,  Gene  lD: 854068) con el CDNA para el gen crf/ y el

{erminador   de    la    enzima    [midazolglicerol-fosfato   deshidratasa    (tHis3,    Gene    [D:

854377).  EI  m6dulo del  gen  crfYB se fabric6 con  el  promotor del factor de elongaci6n

traduccional  1  (pTEF1,  Gene  lD:  856195),  el CDNA del gen  crfyB y el terminador TEF1

(tTEF1).

3.1.2    Clonado de m6dulos en vector pBIuescript sK.

Cada   m6dulo   de   expresi6n   construido   se   lig6   independientemente   al   vector

pBIuescript   SK   (PBS)   digerido,   previamente,   con   la   endonucleasa   de   restricci6n

EcoRV. La figura 3 8 muestra un esquema de este vector y se indica con color rojo el

sitio  de  corte  reconocido  por  EcoRV  donde  se  lig6  cada  m6dulo.  EI  producto  de  la

reacci6n   de   ligado  se  transform6   en   celulas   electrocompetentes   de  E.   co//.  y  se

seleccionaron   colonias   de   color   blanco   resistentes   al   antibi6tico   ampiciljna.   Para

confirmar  la  presencia  del  m6dulo  en  las  colonias  transformantes,  se  hizo  PCR  de

colonias con partidores especificos de cada m6dulo.

En  la figura  5 se  muestra  como  ejemplo  la detecci6n  del  m6dulo  de expresi6n  del

gen  crfR  en  las  colonias  transformantes  de  E.  co/i..  Primero  se  analizaron  varias  de

estas   colonias   para   chequear  la   presencia   del   gen   crfR  usando   partidores   que

amplifican  un  fragmento  interno  de  alrededor  de   1,4  kb  de  dicho  gen  (partidores

ATGcpr.F y cpr7b) (figura 5, A). Se obtuvo un resultado positivo en las colonias 1, 4,10
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A                   1        I       3      4        S       6        7       8       9      10     11      12     13     14     15     16     17       +

1            ,           . I:JIIIIIII ±tlr-
dr

3 Ill-';JIIIIIIIIIIIId!tli

Figura 5.-   PCR para  identificar clones de E.  co//. con  el  m6dulo  crtR en  PBS. A) Amplicones

obtenidos luego de realizar reacciones de  PCR con  partidores internos para CDNA del gen  crfR en

17  colonias transformadas  con  el  m6dulo crff3 en  el  vector PBS,  se  observan  4  colonias  positivas

con  un  amplificado de aproximadamente  1,4  kb,  usando  los  partidores ATGcpr.F  (directo) y cpr7b

(reverso).  Estas  colonias  corresponden  a  las  indicadas  con  los  ntlmeros  1,  4,10  y  16,  sobre  el

carril   respectivo.   8)  Amplificaci6n   por  PCR  utilizando  como  molde  el   DNA  plasmidial   extraido

desde  la  colonia  4  para  confirmar  la  presencia  del  m6dulo  completo  en  el  plasmido;  carriles  1:

m6dulo   completo   (partidores   2pgklp.F   y   HXT7t.R,   tamaFio  aproximado   de   3,3   kb),     2:   gen-

terminador    (ATGcpr,    HXT7t.R,    2,5    kb),        3:    amplificado    entre    regiones    M13    del    vector,

correspondientes a DNA del vector mss el  inserto (M13F,  M13R, 3,5 kb) y 4: control de amplificado

en  PCR  de  colonia  (ATGcpr  y  cpr7b,1,4  kb).  A  la  derecha  se  esquematiza  la  posici6n  de  los

amplificados  respecto  al  m6dulo.  En  ambos  geles  el  primer  carril  lleva  el  marcador  de  tamafio

molecular,  DNA bacteri6fago lambda digerido con H/.ndlll.
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y   16.   De  manera  aleatoria  se  seleccion6  la  colonia  4  de  la  cual  se  extrajo   DNA

plasmidial  y  se  analiz6  por  PCR  es{andar  para  confirmar  la  presencia  y  correcta

estructura del m6dulo dentro del vector (figura 5, panel 8 y C). El plasmido derivado de

PBS  que  contiene  el  m6dulo  crfR  se  denomin6  PSC-crtR.  De  la  misma  forma,  se

procedi6 con los otros m6dulos para obtener los plasmidos PSC-HYG,  PSC-crtE,  pSC-

crtYB, PSC-crtl y PSC-crts (tabla 5).

Cada  inserto  de  estos  plasmidos,  correspondientes  a  los  m6dulos  de  expresi6n

para  los  genes  de  carotenog6nesis  de X.  dendrowhous y  del  gen  hph  de  E.  co//.,  fue

secuenciado completamente para confirmar su correcta construcci6n.

3.2     Transformaci6n de s. cerey/.si.ae

3.2.1     Cepa resistente al antibi6tico higromicina B

Con  el  fin   de  uti]izar  como   marcador  de  selecci6n   la   resistencia  al  antibi6tico

higromicina  8  se  analiz6  cualitativamente  la  resistencia  al  antibi6tico  de  las  cepas

S288c y 256.  Para  ello  se  prepararon  placas YM-agar suplementadas  con  diferentes

concentraciones  de  antibi6tico  (entre  4  y  50  ug/ml)  y  se  evalu6  el  crecimiento  de

colonias de levadura en la placa luego de incubar por 2 dias a 30 °C. Se determin6 que

la    concentraci6n    de    higromicina    8    a    utilizar   para    la   selecci6n    en    placa    de

transformantes que derivan de la cepa S288c es de 50 Llg/ml, ya que no se observ6 el

crecimiento de colonias a esta concentraci6n. Para la cepa 256 se decidi6 usar el doble

de concentracj6n, es decir 100 LIg/ml ya que mostr6 mayor resistencia al antibi6tico que

la cepa anterior.  Para evaluar el sistema de transformaci6n,  por DIVA assemb/er, y de

selecci6n,  inicialmente  se  transform6  la  cepa  256  introduciendo  solo  el  m6dulo  de

resistencia a higromicina 8, segtln el esquema presentado en la figura 6, d6nde se
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Tabla 5.- Combinaciones de partidores usadas para la amp]ificaci6n de fragmentos para

cada transformaci6n.

M6dulo o

Transformaci6n      :r:gpT::::o     ::ar:=#[rfi:caadr°    Partidor directo      Partidor reverse
(tamajio pb)
Up (598)               PSC-UP                       21 up.F                            DRpmet.R

HygR                               in-Hyg (1874)     PSC-Hyg                     pmet.F                            DR21 dw.R

Down (449)         PSC-DOWN               21dw.F                           21dw.Rb

B-caroteno

Up (598)

in-Hyg (1874)

in-crtE (2111 )

in-crtYB
(2822)
in-crtl (2553)

Down (449)

PSC-UP

PSC-Hyg

PSC-crtE

PSC-crtyB

PSC-crtl

PSC-DOWN

21up.F

pmet.F

PTDH.F

tTDHPTEF.F

tTEFPADH.F

this3-21dw.F

DRpmet.R

DRPTDH.R

tTDHPTEF.R

tTEFPADH.R

this3.R

21dw.Rb

Astaxantina

Up (598)
in-Hyg (1874)

in-crtE (2111 )

in-crtYB
(2822)
in-crtl (2553)

in-crts (2397)
in-crtR (3302)

Down (449)

PSC-UP
PSC-Hyg

PSC-cr[E

PSC-cr[YB

PSC-crtl

PSC-crts
PSC-crtR

PSC-DOWN

21up.F

pmet.F

PTDH.F

tTDHPTEF.F

tTEFPADH.F

this3.PHXT.F

tpGK1.PPGK.F2

tHXT21dw.F

DRpmet.R
DR21dw.R

tTDHPTEF.R

tTEFPADH.R

this3.R

tpGK1.PPGK.R2

tHXT21dw.R

21dw.R
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Figura  6.-  Esquema  de   pasos   para  transformaci6n   de   S.   cerevi.si-ae  resistente   a
higromicina  8.  En  naranjo se  muestran los segmentos de DNA (UP y DOWIV) usados  para
dirigir  la  integraci6n  del  m6dulo  en  el  cromosoma,  en  violeta  el  m6dulo  de  resistencia  a
higromicina 8, en celeste los repetidos directos (DR) usados posteriormente para  la escisi6n
del   m6dulo   y   en   azul   se   representa   el   cromosoma   de   la   levadura.   Se   incluye   en   la
representaci6n una segunda copia del cromosoma de la levadura, sin embargo, no se conoce
cuantas  copias  se  encuentran  en  la  cepa  utilizada.  A)  Amplificado  por  PCR  de fragmentos
para la transformaci6n usando partidores que incluyen una region  hom6loga al  DNA con que
se  quiere   unir.   Los   partidores   se   representan   por  flechas  del   color  del   fragmento  que
amplifican.  8)  Eventos  de  recombinaci6n  hom6loga  que ocurririan  en  la  transformaci6n.  Los
fragmentos  amplificados  previamente  son  co-transformados  en   S.   cerev/.s/.ae  donde  hay
recombinaci6n,  indicado por lineas punteadas, entre segmentos hom6Iogos y con uno de los
cromosomas  de  la  levadura.  C)  Resultado  esperado  del  ensamblaje  de  fragmentos  en  el
cromosoma de la levadura.
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muestra  el  sitio  de  integraci6n  y  el  orden  de  los  fragmentos  una  vez  ensamblados  e

integrados.  Ademas  se  amplificaron  los  fragmentos  necesarios  para  la  integraci6n

dirigida  del  m6dulo.  Estos fragmentos corresponden  a una  regi6n  de 598  pb rio arriba

del  sitio  de  integraci6n  (up)  y  una  regi6n  de  449  pb  rio  abajo  al  sitio  de  integraci6n

(dowr]J,  a  estas  regiones  se  agreg6  una  secuencia  de  50  pb  a  modo  de  repetidos

directos (DR) que permitiran la escisi6n del m6dulo por recombinaci6n entre ellos.

Previo a la transformaci6n, Ios fragmentos se amplificaron desde DNA plasmidial por

PCR usando Pfu DNA polimerasa,  con los partidores y plasmidos indicados en la tabla

2,  y  luego  fueron  purificados  desde  gel  de  agarosa.  Los  partidores  utilizados  en  la

amplificaci6n  de cada fragmento incluyen  una regi6n  de 50 pb hom6loga al fragmento

aledafio con el  que se desea ensamblar en la transformaci6n.  Se tom6 250 ng de los

fragmentos  up  y  down,  y  350  ng  del  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  a  y  se

precipitaron   en   conjunto.   Con  la  mezcla  de  fragmentos,   se  transformaron   celulas

electrocompetentes  de  la  cepa  256  de  S.  cerev/.s/.ae  y  las  c6lulas  transformadas  se

seleccionaron  en  placas  YEP  suplementadas  con  higromicina  a.  De  es{a  manera  se

obtuvo 3 transformantes resistentes a  higromicina,  que se aislaron  para luego extraer

su DNA cromos6mico.

La incorporaci6n del m6dulo en la ubicaci6n esperada se evalu6 por PCR estandar

sobre  DNA gen6mico  de  la  levadura transformante,  usando  diferentes  combinaciones

de   partidores   y   comparando   los   amplificados   obtenidos   con   el   control   de   DNA

gen6mico de la cepa parental sin transformar. Como se puede observar en la figura 7,

las  cepas  amplifican  para  la  regi6n  de  inserci6n  mostrando  una  banda  de  1,8  kb

(partidores  lnt21up.F e  lnt21dw.Rb,  panel A).   La presencia de esta  banda en  la cepa

transformante   no   corresponde   al   tamafio   esperado   para   la   regi6n   luego   de   la

integraci6n del m6dulo de expresi6n del gen frpA. Sin embargo, las cepas
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Figura  7.-  Resultados  de  PCR  para  cepas transformadas  con  m6dulo  de  resistencia  a
higromicina 8. Amplicones obtenidos desde cepas transformantes resistentes a higromicina 8
(scHYG1,  2,  3),  se  indican  como  1,  2 y  3 sobre  el carril  respectivo.  El  carril  4 corresponde  al
resultado obtenido  desde  la  cepa  SCHYG-,  en  la  que  se  escindi6  el  m6dulo  de  resistencia  a
higromicina 8.  Con el  ndmero 5, se indica la cepa silvestre (256) y con el 6 el control  negativo
sin  DNA. A) Amplificado de la regi6n gen6mica en la que se insert6 el  m6dulo de resistencia a
higromicina,  analizada usando los partidores lnt21up.F e  lnt21dw.Rb. A la derecha se presenta
un   esquema   de   las   regiones   amplificadas   silvestre   y   luego   de   escindido   el   m6dulo   de
resistencia a  higromicina  8.  8) Amplificado de  la  porci6n  anterior del  m6dulo de  resistencia  a
higromicina  usando  los partidores lnt21up.F e  lntHyg.R. A la derecha  se  muestra  un  esquema
de  la  region amplificada.  Junto a cada serie se cargo marcador de tamafio  DNA bacteri6fago
lambda digerido con Hi.ndlll.
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transformantes,  indicadas  como  1,  2  y  3,  amplifican  el  fragmento  correspondiente  al

m6dulo de resistencia a higromicina con parte del sitio de inserci6n rio arriba dando un

fragmento  de  alrededor de  1,9  kb  (lnt21up.F,  lntHyg.R,  panel  8).  Esto  indicaria  que  la

cepa  utilizada en  la transformaci6n es aneuploide o bien tiene mss de  una copia de la

regi6n  de  integraci6n.  De  las  cepas obtenidas  se  seleccion6  la transformante  ntlmero

1, a la que se referifa como cepa SCHYG.

3.2.1.1    Escisi6n del m6dulo de resistencia a higromicina B

La  escisi6n  del  m6du[o  de  resistencia  a  higromicina  8  se  logr6  cultivando  [a  cepa

SCHYG  en  medio  YEP  liquido  sin  presi6n  selectiva  con  agitaci6n  a  22  °C  durante  14

dias.  El  cultivo se refresc6 diariamente y se sembr6  una alicuota  del  cultivo  en  placas

YEP-agar de tal manera de obtener colonias independientes.  Las placas se incubaron

a   30   °C   por   un   dia   y   luego   se   realiz6   una   replica   de   placas   con   medio  YEP

suplementado con antibi6tico (higromicina 8,100 ug/ml) y sin suplementar, que fueron

incubadas durante otro dia. Se seleccionaron  aquellas colonias sensibles al antibi6tico

y se extrajo DNA gen6mico para analizar por PCR estandar la ausencia del m6dulo de

resistencia a higromicina.

En  el  carril  4  del  panel  A  de  la  figura  7  se  muestra  el  cambio  en  el  patr6n  de

amplificaci6n  de  DNA de  la cepa sensible  (cepa SCHYG-)  a  higromicina  8  debido a  la

escisi6n  del  Tii6du[o de resistencia al  antibi6tico.  Se observa  un  amplificado de  1,5  kb

para   la   regi6n   de   integraci6n   del   m6dulo   (partidores   lnt21up.F   e   lnt21dw.Rb)   a

diferencia de un amplificado de 1,9 kb en las cepas resistentes. Ademas se observa la

presencia de una banda adicional con  menor intensidad y de un tamaFio cercano a las

1,7  kb.  Dado  que  la  levadura  transformada  es  aneuploide,  existiria  mas  de  un  sitio

sobre el  cual  puede haber recombinaci6n,  lo que en  este caso explica  la  aparici6n  de
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esta banda adicional.   Por otra parte se confirm6 Ia perdida del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 ya que no se observan amplificados al utilizar parfidores especificos para

dicho  m6dulo  (carril  4,  figura  7  panel  8).  El  amplificado  de  1,5  kb  de  la  regi6n  de

integraci6n de la cepa SCHYG- se purific6 desde el gel y se secuenci6 para corroborar

la p6rdida del m6dulo completo. Al analizar la secuencia se confirm6 que efectivamente

el  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  8  se  escindi6,  dejando  como  evidencia  de  su

anterior presencia la secuencia de un repetido directo (DR) en el sitio de inserci6n.

3.2.1.2   0btenci6n de cepa sobreproductora de B-caroteno

Para  obtener  una  cepa  industrial  de  S.  cerev/.s/.ae  productora  de  a-caroteno  se

transform6  Ia  cepa  256  mediante  el  m6todo  DIVA  assemb/er  con  los  m6dulos  de

expresi6n   para   los   genes   hph,   crfE,   crfyB   y   crf/,   determinando   como   sitio   de

integraci6n  el  /ocus YPRCT3.  El  procedimiento  para  dicha  transformaci6n  y  el  orden

esperado para la integraci6n de los genes se esquematiza en la figura 8.

De    esta   transformaci6n    se    obtuvo    una    colonia    transformante    resistente    a

higromicina 8 que present6 un fenotipo de color anaranjado, denominada Bcarl . Como

se mencion6 previamente,  la cepa 256 seria aneuploide para el sitio de integraci6n en

el genoma, por lo que se puede esperar la aparici6n de colonias segregantes en cepas

transformantes.  Esto se observ6  al  rayar la cepa  Bcarl  en  placas de agar,  donde se

encontraron  algunas  colonias  segregantes  que  mostraban  diferente fenotipo  (figura  9

A).  En  la figura  9  8  es  posible  observar la variedad  de tonalidades  que  muestran  las

colonias segregantes en un rayado de la cepa Bcarl , dentro de un recuadro se indican

tres colonias adyacentes que muestran diferente pigmentaci6n entre si.
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Figura    8.-    Esquema    mostrando   el    orden    de    inserci6n    de    m6dulos    para    la
transformaci6n de S. cerevri.si.ae productora de  B-caroteno.  En  naranjo se muestran  los
segmentos  de   DNA  (UP  y  DOWIV)  usados  para  dirigir  la   integraci6n  del   m6dulo  en   el
cromosoma,  en  violeta  el  m6dulo de  resistencia a  higromicina  8,  en  rojo el  m6dulo  crfE,  en
verde el  m6dulo crfYB, en celeste el m6dulo crf/ y en azul se representa el cromosoma de la
levadura. Se incluye en la representaci6n una segunda copia del sitio de integraci6n dado que
no se conoce cuantas copias se encuentran en la cepa utilizada. A) Amplificado por PCR de
m6dulos  para  la  transformaci6n  usando  partidores  que  incluyen  una  regi6n   hom6loga  al
fragmento con que se quiere unir. Los partidores se representan por flechas del color del DNA
que amplifican mas una cola del color del fragmento con el que quiere ensamblar. 8) Eventos
de recombinaci6n hom6loga que ocurririan en la transformaci6n llevando al ensamblaje de los
m6dulos  entre  si  y  con  el  cromosoma.  Los  fragmentos  amplificados  previamente  son  co-
transformados  en  S.  cerevt.si.ae  donde  hay  recombinaci6n,  indicado  por  lineas  punteadas,
entre   segmentos   hom6logos   y   el   cromosoma   de   la   levadura.   C)   Resultado   final   del
ensamblaje de fragmentos en el cromosoma de la levadura mostrando el orden esperado.
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Fjgura 9.-Fenotipo de cepas productoras de P¢aroteno. A) Cepa Bcarl  en placa YEP,  la
flecha   indica   una   colonia   segregante   blanca.   8)   Rayado   derivado   de   cepa   Bcarl    en
higromicina 500 LIg/ml, dentro del cuadro se muestran tres colonias de tonalidad diferente,  una
de color naranjo, la siguiente de color blanco y la tercera de color rojo. C) Cepa Bcar4 en placa
YEP higromicina 500 ijg/ml. D) Rayados de las cepas Bcarl , a la izquierda, 256, en el centro, y
Bcar4, a la derecha,  en placa YEP, en el que se puede apreciar la diferencia en pigmentaci6n
de cada cepa luego de dos dias de incubaci6n a 30 ®C.
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Con  el  prop6sito  de  incrementar  la  producci6n  de  pigmentos  en  la  levadura,  se

seleccionaron por inspecci6n visual colonias segregantes con mayor pigmentaci6n que

la cepa parental Bcarl . Para ello se tom6 una colonia de la cepa Bcarl  y se ray6 sobre

placas   de   agar  suplementadas   con   concentraciones   de   antibi6tico   mayores   a   la

utilizada   para   la   selecci6n   de   transformantes   (100    ug/ml)   hasta   llegar   a   una

concentraci6n  de 500  Hg/ml.  Estas placas se incubaron  por 2 dias a 30 °C y luego se

seleccion6 Ia colonia que mostr6 mayor pigmentaci6n y estabilidad, nombfandola como

Bcar4 (figura 9 C).

En  la  figura  9  D  se  puede  comparar  la  pigmentaci6n  de  las  cepas  Bcarl,  256  y

Bcar4  rayadas  sobre  una  misma  placa.   Es  posible  observar  que  la  cepa  256  no

produce  pigmentos,  mostrando  un  color blanco.  En  cambio  las  cepas  Bcarl  y  Bcar4

presentan    pigmentaci6n    de   tonalidad    anaranjada    con    diferente    intensidad    de

coloraci6n.

Se extrajo DNA gen6mico desde ambas cepas transformantes el que se analiz6 por

PCR  para  confirmar la  inserci6n  de  los  m6dulos  en  el  orden  esperado  (figura  10).  A

pariir de los amplificados obtenidos se observa que los cuatro m6dulos de expresi6n de

los genes, hph,  crfE,  crf/ y crfyB, estan presentes.  No se observ6 un amplificado para

la  uni6n  de  los  m6dulos  crfyB  y  crf/  (figura  10,  panel  A),  sin  embargo,  Ios  demas

fragmentos analizados amplifican  acorde al tamafio  esperado,  esto es;  2,2  kb para  la

uni6n  del  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  8  con  el  m6dulo  crfE (figura  10,,  panel

C),1,6  kb  para la combinaci6n  de m6dulos  crfE y crfyB (figura  10,  panel  D), y 0,8  kb

para   el   m6dulo   crf/  con   el   fragmento   down   (figura   10,   panel   8),   que   indica   la

incorporaci6n  del  m6dulo  con  la  regi6n  esperada  rio  abajo.  Las  bandas  observadas

indican que efectivamente fragmentos de DNA se ensamblaron e integraron en el sitio
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Figura  10.-  PCR  para  comprobar  ]a  integraci6n  de  m6du[os  en  cepas  productoras  de  C-

caroteno.  Se  analiz6  la  cepa  Bcarl,  en  carril  1,  cepa  Bcar4,  en  carril  2,  DNA  gen6mico  de  S.

cerev/.s/.ae 256,  carril  3 y  control  negativo  con  agua  en  carril  4.  A) Analisis  de  uni6n  entre  m6dulos

crfyB  y  crf/  (crtYB.FIV  y  crtl.R1),  donde  no  se  encuentra  el  amplificado  esperado  de  1,5  kb.  8)

Analisis de union m6dulo crf/ con regi6n gen6mica rio abajo, representado por un amplificado de  0,8

kb  (crtl.F2  e  lnt21dw.Rb).  C) Analisis de  uni6n  m6dulo  resistencia a  higromicina 8  con  m6dulo  crfE,

con  un amplificado de 2,2 kb  (lnthyg.F y crtE.R).  D) Union de  m6dulos  crfE con  crfYB,  representada

por un amplificado de 1,6 kb (crtE.F y crtYBrevl .R). Junto a cada serie se carg6 marcador de tamafio

DNA lambda digerido con fJ/.ndlll. A la derecha de cada panel se muestra un esquema de integraci6n

esperada para m6dulos, donde se indica por flechas los sitios de uni6n de partidores.
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dirigido,     confirmando     la    funcionalidad    del     m6todo    DIVA     assemb/er    para     la

transformaci6n de cepas industriales.

3.2.1.3    Extracci6n y analisis de pigmentos.

Con  el  fin  de  comprobar que  la  coloraci6n  en  las  colonias transformantes  Bcarl  y

Bcar4  de  S.  cerev/.s/.ae  se  debe  a  la  producci6n  de  a-caroteno,  se  analizaron  sus

pigmentos.   Ademas   se   determin6   el   efecto   del   tipo   de   medio   de   cultivo   en   la

producci6n  de carotenoides.  Por ello, se creci6 la cepa Bcar4 en  los  medios de cultivo

YEP  (1%  extracto  de  levadura,  2%  peptona,  2%  glucosa)  o  YM  (0,3%  extracto  de

levadura, 0,30/o extracto de malta, 0,5% peptona) y se compar6 tambi6n el efecto de la

adici6n de antibi6tico al cul{ivo  (higromicina 50  ug/ml).  La cepa Bcarl  se crecj6 solo en

medio YEP  ya  que se esperaba que  produjera  una  menor cantidad  de pigmentos en

comparaci6n  a  la  cepa  Bcar4.  En  este  ensayo  se  cultiv6  una  colonia,  tomada  desde

placa,  en  50  ml  de  medio  liquido  con  agitaci6n  constante  a  22  °C  duran{e  3  dias.

Desde este cultivo se colect6 una muestra de 5 ml para determinar la biomasa medida

como  peso  seco  de  la  levadura.  Los  pigmentos  se  extrajeron  a  partir  de  32  ml  de

cultivo.  La coloraci6n de los diferentes 4 cultivos analizados se muestra en la figura  11

y se observa  que en todas las condiciones se  producen  pigmentos.  Sin  embargo,  los

niveles  de  pigmentos  en  cada condici6n  son  diferentes  como  lo muestra  la intensidad

del color que se observa en los matraces.

La composici6n de los pigmentos obtenidos desde estos cultivos se analiz6 por

cromatografia   liquida   en   fase   reversa   en   un   equipo   de   HPLC   (RP-HPLC).   Los

pigmentos  se  identificaron  de  acuerdo  a  estandares  segtln  tiempo  de  retenci6n  y

espectro de absorci6n. Los resultados se resumen en la tabla 6. En fodos los casos
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Figura  11.-Cultivos  usados  para  extracci6n  de  pigmentos.  Los  cultivos  se  crecieron  con

agitaci6n  a  22°C  por 3  dias,  en  la  imagen  se indican  el  medio de cultivo  y  la  cepa  utilizada.  A

partir de estos cultivos se extrajeron pigmentos y se determin6 su concentraci6n y composici6n.
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Tabla 6.- Resultados de cuantificaci6n de pigmentos tota]es y de B-caroteno de cultjvos

tlnicos crecidos a 22°C por tres dias.

Cepa                Medio          t:::::i:°psm)     :e.P::t::::iije        Pi::o:;no

Bcarl                        YEP                           413,0                         87 0/o                         359,3

Bcar4                        YEP                           1233,7                      73 0/a                         900,6

Bcar4                        YEP-H *                   3288,6                      60,7 %                      1996,2

Bcar4                        YM 5586,1                       65,5 0/a                      3658,9

*YEP suplementado con higromicina a una concentraci6n final de (50ug/ml).
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hubo  producci6n  de  P-caroteno  como  pigmento  principal.  Sin  embargo,  su  proporci6n

respecto  a  los  pigmentos  {otales  fue  diferente  segdn  el  medio  utilizado  (tabla  6).  Los

resultados  indican  que  la  cepa  Bcar4  produce  cerca del triple de  pigmentos  (totales y

de  P-caroteno)  que  la  cepa  Bcarl   bajo  las  mismas  condiciones  en  cultivo  en  medio

YEP. Tambi6n se observa que al crecer la cepa Bcar4 en un medio suplementado con

higromicina  a  (50  Hg/ml)  se  produce  una  mayor  cantidad  de  pigmentos  totales  y  8-

caroteno que en medio sin antibi6tico. Ademas se obtuvo que en medio YM se produce

alrededor de 4,5 veces mas pigmentos que en  medio YEP.  Por otra parte,  se aprecia

que el  porcentaje de B-caroteno respecto a pigmentos totales varia con  las diferentes

condiciones    de    cultivo,    disminuyendo    a    mayor   cantidad    de    pigmentos    totales

producidos.

3.2.1.4   Curva de crecimiento y producci6n de pigmentos en e] tiempo.

Para evaluar si la inserci6n de los m6dulos de expresi6n en el genoma de las cepas

transformantes  tiene  algdn   efecto  sobre  el   crecimiento  de  6stas,  se  construyeron

curvas  de crecimiento de la  cepa  Bcar4 en  comparaci6n  con  la cepa silvestre 256  en

medio  YM,  ya  que  segtln  lo  observado  en  la  tabla  6  en  este  medio  se  produce  una

mayor cantid.ad  de pigmentos. Tambien  se analiz6 el  crecimiento de la cepa  Bcar4 en

medio YM  suplementado con  higromicina  8  (50  ug/ml), comparando en  este caso con

]a cepa  SCHYG,  la  cual  es  resistente  a  higromicina  8,  pero  no  muestra  pigmentaci6n,

de este modo es posible determinar si la producci6n de carotenoides tiene algdn efecto

sobre el crecimiento de la levadura.

En la figura 12 se ilustran las cuatro curvas de crecimiento a 30°C y se observa que

en  medio  YM  sin  suplementar  antibi6tico,   Ia  cepa  transformante  Bcar4  y  la  cepa

silvestre 256 no presentan diferencias significativas en su crecimiento indicando que la

51



18

16

14

12

ilo
a
EL

98

6

4

2

0
0                               10                             20                             30                             40                             50                             60                             70                             80

Tiempo (horas)

Figura  12.-Curva de  crecjmiento a 30°C  de cepas transformantes en  medio YM  o YM  suplementado con

higromicina 8 (50 ug/ml). Azul; cepa Bcar4 en medjo YM, verde; cepa control 256 en medio YM, rojo; cepa Bcar4

en   medio   YM   suplementado   con   antibi6tico,   violeta;   control   cepa   resistente   a   higromicina   8   en   medio

suplementado con higromicina 8. Cada punto representa el promedio de tres cultivos independientes.

52



inserci6n de los m6dulos de expresi6n en la regi6n YPRCT3 no altera el crecimiento de

la   levadura   bajo   las   condiciones   utilizadas.   De   igual   manera,   no   se   observaron

diferencias  en  el  crecimiento  de  las  cepas  Bcar4  y  SCHYG  cultivadas  en  medio  YM

suplementado con  higromicina  8  (50  Llg/ml),  por lo que la producci6n de carotenoides

no afectaria e] crecimiento de la levadura. Al comparar las cuatro curvas de crecimiento

existe   una   diferencia   entre   las   cepas   cultivadas   sin   y   con   suplementaci6n   de

antibi6tico, [o que se refleja por un crecimiento mss lento de las cepas en presencia de

antibi6tico.

Paralelamente,  se  evalu6  la  producci6n  de  pigmentos  a  lo  largo  de  la  curva  de

crecimiento para lo cual se tomaron muestras de 30 ml de cultivo en diferentes tiempos

la  que  se  dividi6  en  fracciones  de  4  ml  para  medir  biomasa  como  peso  seco,  por

trip[icado, y 18 m[ para extracci6n y analisis de pjgmentos.

Los pigmentos totales obtenidos para las diferentes cepas se muestran  en la tabla

7.  Las  cepas  control,  256  y  SCHYG,  no  producen  pigmentos.    Esto  se  comprob6  al

realizar su extracci6n y medir directamente la absorbancia de las muestras a 474 nm y

tambi6n  al  analizar  las  mismas  por  RP-HPLC,   donde  no  se  distinguieron   picos  a

longitudes de onda que absorben los carotenoides.

Como  se  puede  observar  en  la  tabla  7,  la  producci6n  de  pigmentos  de  la  cepa

Bcar4 crecida en  un medio suplementado o no con antibi6tico, no muestra variaciones

significativas  entre  las  36 y 48  horas de  cultivo,  sin  embargo,  si  presenta  un  aumento

importan{e  a  las  72  horas  de  cultivo.  Pese  al  aumento  en  carotenoides totales,  el  P-

caroteno  no  increment6  en  el tiempo  en  igual  proporci6n  y su  porcentaje  respecto  al

total de pigmentos producidos disminuy6.

Se analiz6 el cambio en la composici6n de pigmentos en la cepa Bcar4 cultivada en

medio YM y en medio YM suplementado con higromicina 8. Los porcentajes respecto

53



Tab[a 7.- Produccj6n de pigmentos a 30 °C en e] tiempo per las cepas Bcar4, 256 y SCHYG
en medio YM con o sin higromicina 8 (50 |Jg/m[) .

YM                                       YM Higromicina

Tiempo                                                                Bcar4                 256                 Bcar4                SCHYG
Pigmentostotales (ppm)    318,9 (±33,2)    4,5 (±3,2)      647(±33,5)         1,8 (±1,5)

36 h                  % a-caroteno                       84,7                   ND                  84,2                     ND

P-caroteno (ppm)            270,1 (E8,1 )           ND          544,8(E28,2)             ND
Pigmentostotales(ppm)        268(±12)        1,9(±1,3)        713(±22)        0,52(±0,74)

48 h                  % B-caroteno                        83,9                   ND                   75,1                      ND

P-caroteno (ppm)              224,8(±10)             ND           535,5(±14,1 )              ND
Pigmentostotales (ppm)      1800 (±383)     2,6 (E,3)       2719(±77)         0,4 (±0,5)

72 h                  % B-caroteno                        13,4                   ND                   24,4                     ND

P-caroteno (ppm)            241,2(±51,3)            ND             663(±18,8)               ND

I  ND: no detectado en RP-HPLC.  Promedios obtenidos desde tres cultivos independientes,

entre par6ntesis se indica la desviaci6n estandar para cada dato.
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al total de pigmentos para cada intermediario identificado se presentan en la figura  13.

Se   observ6   un    aumento   en    los   intermediarios   de   la   sintesis   de    B-caroteno,

especialmente y- caroteno y licopeno, a las 72 h de cultivo.

3.2.2    Sistema de transformaci6n para cepa productora de astaxantina.

Con la intenci6n de producir astaxantina en S.  cerev/.s/.ae, se construyeron m6dulos

de expresi6n  de los genes carotenog6nicos crfE,  crf/,  crfyB,  crfs y crfR,  Ios que junto

con  el m6dulo de resistencia a higromicina a y los fragmentos up y dour permitirian la

transformaci6n  de  la  levadura.  Siguiendo  el  sistema  de transformaci6n  probado  en  la

cepa 256,  los  partidores y plasmidos  para la amplificaci6n  de cada  m6dulo  se indican

en  la  tabla  2.   De  este  modo  queda  programado  el  modelo  a  seguir  para  futuras

transformaciones que permitan obtener una cepa productora de astaxantina.
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Figura  13.-  Proporci6n  de  intermediarios  de  la  ruta  de  sintesis  de  carotenoides  a
diferentes tiempos de cultivo. Se analiz6 la composici6n de pigmentos producidos por la
cepa  Bcar4 en  36, 48 o 72  horas de cultivo. A)  Composici6n de  pigmentos producidos por
cepa  Bcar4 cultivada en  medio YM   8) Composici6n de carotenoides  producidos por cepa
Bcar4  cultivada  en  medio  YM  suplementado  con  higromicina  8    (50  ug/ml).  Cada  barra
corresponde al promedio de tres muestras independientes.
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4      DISCUS16N

4.1     Construcci6n de m6dulos de expresi6n en s. cerev/.s/.ae.

En  este  trabajo  se  construyeron  m6dulos  de  expresi6n  en  S.  cerev/.s/.ae  para  los

genes de X. dendrowhous crfE, cris y crfR. Para esto se amplific6 cada componente, es

decir, promotor, CDNA del gen, y terminador por separado los que luego fueron  unidos

usando PCR de  elongaci6n.  Los m6dulos fueron clonados en  el vector pBluescript-SK

y transformados en E. co//..

Si  bien  la construcci6n  de  los m6dulos fue un  proceso complejo,  su  obtenci6n  abre

la  posibilidad  de  realizar  diversas  transformaciones,  ya  sea  combinando  diferentes

m6dulos de expresi6n  y/o  modificando  el  orden  de  integraci6n  de 6stos.  Ello  se  logra

solamente  cambiando  los  partidores  usados  para  amplificar  cada  m6dulo  desde  su

plasmido,   previo   a   la  transformaci6n,   de   esta   manera   se   obtienen   m6dulos   con

regiones  de  homologia  que  permiten  nuevas  combinaciones.  Al  no  depender  de  un

vector  para  la  transformaci6n  en  la  levadura  tambien  es  posible  construir  y  agregar

nuevos m6dulos para genes no considerados en este trabajo,  como por ejemplo FPS

(farnesil pirofosfato sintasa) e r.d/. (isopentenil difosfato isomerasa),  combinandolos  con

los   m6dulos   ya   construidos.   Esta   alternativa   permitiria   mejorar   la   producci6n   de

pigmentos  en  las  cepas  al  aumentar  la  disponibilidad  de  precursores  de  su  sintesis,

Tambi6n se podria incrementar la producci6n de a-caroteno el integrar y sobreexpresar

un  m6dulo que contenga  parte  del  gen hmgR correspondiente al  dominio catalitico de

la enzima  HMG-CoA reductasa,  a modo de aumentar los precursores disponibles,  o al

agregar copias adicionales del gen crf/ overwaal y col., 2007). Existen otras enzimas de

la via del mevalonato que tambi6n podrian ser sobreexpresadas, como por ejemplo la

mevalonato quinasa (MVK), fosfomevalonato quinasa (PMVK) o mevalonato pirofosfato
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decarboxilasa   (MVD).   Una   de  las  ventajas  del   metodo  de  transformaci6n   es  que

permite la inserci6n de mdltiples genes a ]a vez, lo que inc]uso permitiria incorporar una

copia extra de la via del mevalonato completa en cepas ya transformadas,  usando un

segundo marcador de selecci6n.

La  selecci6n  de  promotores  y  terminadores  se  hizo  considerando  que  estos  ya

hubiesen  sido  utilizados  satisfactoriamente  en  S.  cerev/.s/.ae  en  la  expresi6n  de  otros

genes involucrados en  rutas metab6licas ex6genas a dicha especie de levadura.  Para

ello  se  evalu6,  principalmente,  los  promotores  utilizados  por  Shao  y  Zhao.   (2009),

quienes transformaron  S.  cerev/.s/.ae con  m6dulos de expresi6n  de genes que llevaron

a la obtenci6n de una ruta funcional para la expresi6n de varios genes carotenogenicos

de  E.   uredovora  en   S.   cerev/.s/.ae.   Ademas,   en   este  trabajo  se   evit6   el   uso  de

promotores y terminadores de un  mismo gen en la construcci6n de un m6dulo, ya que

podria  ocurrir  recombinaci6n  entre  el  m6dulo  construido  y  el  gen  end6geno  de  S.

cerevisiae.

4.2     Transformaci6n de s, cerev/.s/.ae resistente a higromicina B.

Se utiliz6 el m6todo DIVA  assemb/er (Shao y Zhao., 2009) para transformar la cepa

256 de S.  cerevi.s/.ae utilizando tres fragmentos de DNA;  regi6n  rio arriba  (up),  m6dulo

de  resistencia  a  higromicina  8  y  regi6n  rio  abajo  (down).   La  obtenci6n  de  cepas

transformantes y su analisis por PCR permiti6 confirmar que esta tecnologia es efectiva
I

en  nuestra  cepa  industrial  de  S.  cerev/.s/.ae.  Como  resultado  se  consiguieron  clones

recombinantes que contenian el m6dulo de resistencia a higromicina 8 integrado en el

/ocus esperado. Asi tambien se comprob6 Ia funcionalidad  del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 en S. cerev/.s/.ae.
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Al analizar por PCR el amplificado para el /ocus YPRCT3, correspondiente al sitio de

integraci6n,  se  not6 que tanto  en  la  cepa  silvestre,  como  en  cepas transformadas  se

amplific6  una  banda  de  1,8  kb  correspondiente  al tamafio  de  la  regi6n  silvestre.  Esto

indica   que   la   cepa  seria  aneuploide,   o   bien,   que  tiene   mas  de   una   copia   de   la

secuencia sobre la que se produce recombinaci6n. Vale recordar que el origen del sitio

de integraci6n corresponde a un transposon, el que se puede encdntrar repetido en el

genoma, por lo que este resultado no es de extrafiar.

El  que  la  regi6n  de  integraci6n  corresponda  a  un  transposon  puede  constituir  una

desventaja  en  el  sistema  ya  que  podrian  ocurrir  eventos  de  transposici6n  e  incluso

recombinaci6n hom6Ioga entre repeticiones del transposon que se encuentren en otros

lugares   dentro   del   genoma   de   la   levadura.   Sin   embargo,   el   sitio   seleccionado

corresponde a una transposon que presenta un bajo ntimero de copias y del que no se

han  podido  documentar  eventos  de  transposici6n  (Hug  y  Feldmann,  1996).  Ademas

presenta  como  ventaja   el   hecho   que  se   conoce   que  este  sitio  es  transcrito   en

proporci6n  suficiente  para  permitir  la  expresi6n  de  vias  ex6genas  a  la  levadura  (Bai

Flagfeld{ y col., 2009). Si se hubiese realizado el trabajo utilizando algdn otro sitio de la

levadura habria sido necesario, primero, definir si la integraci6n de material genetico en

el  sitio  afecta  el  crecimiento  y  metabolismo  de  la  levadura.  En  segundo  lugar  seria

necesario   determinar  si   el   organismo  expresa  los   genes   integrados  en   ese  sitio,

considerando que en eucariontes la cromatina puede encontrarse en distintos estados

de compactaci6n que afectan la expresi6n de genes.

Por  otra  parte,  que  exista  mss  de  una  copia  del  sitio  de  integraci6n  permitiria

aumentar el  nt]mero  de  copias  de  los  m6dulos  integrados,  abriendo  la  posibilidad  de

aumentar la producci6n  de pigmentos.  El  incremento de la dosis  g6nica se ha logrado

en X.  dendrowhous al  usar el  metodo de doble recombinante  (Niklitschek y col., 2008),
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que  consiste  en  aumentar la  presi6n  selectiva  sobre  una  cepa  heterocigota  con  el  fin

de  obtener y  favorecer  el  crecimiento  de  cepas  recombinantes  homocigotas  para  el

marcador  de  selecci6n.  Esta  metodologia  tambien  se  ha  probado  en  cepas  de  X.

dendrowhous  transformadas  por  el  metodo  DAVA  assemb/er,  logrando  obtener  cepas

homocigotas  a partir de heterocigotas que sobreexpresan  los  genes  crf/,  crfyB y cris

(Contreras, 2012).

En   cada   extremo   del   m6dulo   de   resistencia   a   higromicina   8   se   afiadi6   una

secuencia  de  50  pb  (repetido  directo)  con  e[  fin  de  permitir  la  escisi6n  de[  m6dulo

desde  el  genoma  de  la  levadura  por  recombinaci6n  entre  ellos  (Langle-Rouault  y

Jacobs,  1995).  Segtm  lo  esperado,  el  m6dulo  se  escindi6  desde  el  genoma  dejando

una   secuencia   del   repetido   directo   como   cicatriz   en   el   sitio   d6nde   se   integr6

inicialmente.  Dado  que  en  este trabaj6  se  utiliz6  una  cepa  de  aplicaci6n  industrial,  la

posibilidad de eliminar el marcador de selecci6n y asi evitar el uso de antibi6ticos en el

cultivo   de   la   [evadura   permitiria   que   la   comercializaci6n,   ya   sea   del   extracto   de

levadura o del  pigmento puro,  sea  mejor recibida  por el  consumidor.  Por otra  parte,  la

presencia de la "cicatriz" dejada por la escisi6n del m6dulo puede ser utilizada como un

identificador  de  la  cepa  en   caso  que  6sta  fuera  empleada  sin  autorizaci6n  de  la

empresa.

4.3     Transformaci6n de s. cerev/-sJ.ae para la producci6n de B-caroteno.

La transformaci6n de S. cerev/.s/.ae con los m6dulos de expresi6n de los genes crfE,

crf/ y crfyB,  ademas del  m6dulo  de resistencia a higromjcina  8,  permiti6 obtener una

cepa productora de a-caroteno con genes carotenogenicos integrados en su genoma.

Uno de los principales desafios en el trabajo con cepas industriales de S. cerev/.s/.ae

es    la    alta    diversidad   y    polimorfismos    a    nivel    cromos6mico,    ademas    de    ser
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geneticamente  ines{ab]es.  Estas  caracteristicas  dificultan  la  aplicaci6n  de tecnicas  de

biologia molecular (Attfield y Bell, 2003).  La metodologia usada para la transformaci6n

con  estos  genes  marca  una  nueva  aproximaci6n  a  la  ingenieria  metab6lica  de  S.

cerev/.s/.ae para la producci6n de carotenoides dado que en trabajos previos (Verwaal y

col.,  2007,   Ukibe  y  col.  2009,   Lange  y  Steinbuchel,  2011)  la  transformaci6n  de  S.

cerev/.s/.ae ha sido mediada por vectores episomales o integrativos. El uso de vectores

constituye  una  limitaci6n  respecto  al  nt]mero  de  genes  que  se  puede  incorporar a  la

levadura debido al tiempo que toma la construcci6n de los vectores, el uso de enzimas

de  restricci6n  para  la  construcci6n  de  6stos y a  la  necesidad  de  usar marcadores de

selecci6n diferentes para cada uno de ellos.

La funcionalidad de los m6dulos de expresi6n y el exito de la transformaci6n  pudo

comprobarse  inicialmente  por  la  obtenci6n  de  una  colonia  pigmentada  de  tonalidad

anaranjada,  llamada  Bcarl.  Esta  cepa  mostr6  ser  inestable  al  ser  sembrada  sobre

placas,   generando colonias segregantes de diferentes coloraciones. Esto corresponde

al  hecho  que  la  cepa  seria  aneuploide,  Io  que  permitiria  la  recombinaci6n  entre sitios

de integraci6n con inserto y silvestres, generando inestabilidad fenotipica de la cepa.

A  partir  de  estas  colonias  segregantes  se  pudo  seleccionar por  inspecci6n  visual

colonjas  que  mostraron  un  fenotipo  pigmentado  mss  intenso.  De  esta  selecci6n  se

obtuvo  la  cepa   Bcar4,   Ia  que  mostr6  ser  mss  estable  al  observarse  una  menor

aparici6n  de  colonias  segregantes  que  la  cepa  parental.  EI  analisis  por  PCR  de  la

integraci6n  de  los  genes  en  ambas  cepas  confirm6  que  los  m6dulos  de  expresi6n

utilizados en la transformaci6n se encuentran integrados en el genoma de la levadura y

en  el  orden  esperado,  a  excepci6n  de  la  conexi6n  entre  los  m6dulos  crfYB-crf/.  Esta

union  de m6dulos  no pudo ser detectada por PCR,  posiblemente debido a problemas

con  la  reacci6n.  Se  puede  inferir que  ambos  m6dulos  estan  en  el  lugar esperado ya
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que,  por PCR,  se identific6  que el  m6dulo crfYB esta contiguo al  m6dulo  crfE y que el

m6dulo  crf/  se  encuentra  rio  arriba  de  la  regi6n  de  integraci6n  DOWIV.  Ademas,  se

pudo  comprobar  funcionalmente,  por  producci6n  de  pigmentos,  que  los  m6dulos  se

expresan y traducen correctamente.

4.3.1    Producci6n de pigmentos y curva de crecimiento

La  diferencia  en  la  pigmentaci6n  de  colonias  de  las  cepas  Bcarl  y  Bcar4  puede

deberse  a  la  cantidad  total  de  pigmentos  o  bien  a  una  diferencia  en  la  proporci6n  de

intermediarios  de  la  via.   Luego  de  crecer  las  cepas  en  cultivo  liquido,   realizar  la

extracci6n y analizar  pigmentos se confirm6 que la desigualdad de coloraci6n se debe

a  que  la  cepa  Bcarl  produce  una  menor cantidad  de  pigmentos totales  que  la  cepa

Bcar4   (413   ppm   contra   1.234   ppm).   Adicionalmente,   tambi6n   hay  cambios   en   la

composici6n  de carotenoides en ambas cepas, siendo el porcentaje de a-caroteno en

relaci6n  a  pigmentos  totales  mayor  en  la  cepa  Bcarl  (87°/o  contra  73%).  Atln  asi,  la

cepa Bcar4 produce una mayor cantidad de P-caroteno,  por lo que se seleccion6 para

continuar el trabajo.

Como  Bcar4  posee  resistencia  al  antibi6tico  higromicina  8  se  evalu6  si  el  uso  de

antibi6tico  en  el  cultivo  afecta  la  producci6n  de  a-caroteno  y tambien  si  el  medio  de

cultivo  usado  altera  la  cantidad  de  pigmento  producido.   Para  ello,  se  compar6  la

cantidad  y  proporci6n  de  carotenoides  en  tres  condiciones  de  cultivo;  medio  YEP,

medio YEP suplementado con  higromicina  a  (50 iJg/ml) y medio YM.  Bajo los mismos

parametros  de  crecimiento  la  producci6n  de  P-caroteno  fue  de  3.659  ppm  en  medio

YM,  contra  901  ppm  en  medio YEP,  lo  que  indica  que  el  medio  adecuado  para  una

mayor producci6n  de pigmentos es el  primero.  Por otra parte,  Ia adici6n  de antibi6tico

al  cultivo  favoreceria  la  sintesis  de  carotenoides,  ya  que  la  cantidad  de  B-caroteno
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obtenida es mss del doble. El aumento en la productividad al agregar antibi6tico puede

deberse a que al mantener la presi6n de selecci6n, la perdida por recombinaci6n de los

genes  integrados  resulta  letal,  por  lo  que  se  mantiene  una  poblaci6n  productora  de

pigmentos en el cultivo.

Verwaal  y  col.  en  el  afro  2007,  generaron  cepas  de  S.  cerev/.s/.ae  que  llevaban

diferentes genes de X. dendronf]ous, tanto en vectores episomales, como integrados en

el genoma. A modo de referencia, los autores lograron producir 141  ppm de P-caroteno

al  integrar  los  genes  crfE,  crf/  y  crfyB  de  X.  dendrowhous  en  el  /ocus  ura3-52  del

genoma de  S.  cerev/.s/.ae.  Esta extracci6n de pigmentos se hizo luego de cultivar a 30

°C por 72 h en medio yeast n/.frogen base (YNB,  Difco) suplementado con glucosa 2°/o

y uracilo. Los genes integrados en esta cepa son los mismos usados en la cepa Bcar4,

de la que se obtuvo 900 ppm  de P-caroteno, al cultivarla a 22°C en medio YEP por 72

h. Si bien las condiciones de cultivo no son iguales a las usadas en este trabajo, son la

referencia mas cercana para realizar comparaciones.   La cepa Bcar4 proviene de una

cepa  parental  industrial,  mientras  que  la  cepa transformada  por Verwaal  y col.  deriva

de  un  parental  de  uso  en  laboratorio.   El  tener  una  cepa  industrial  productora  de

carotenoides  abre  la  posibilidad  de  realizar fermentaciones de  prueba y probar el  uso

de medios de cultivo complej.os que permiten proyectar su aplicaci6n a la industria.

El maximo de P-caroteno obtenido por Verwaal y col. fue de 5.900 ppm al expresar

los tres genes mencionados previamente,  mas una copia extra gel gen  crf/   integrada

en el locus /eu2,3-772 y un fragmento del gen hmgR7 que codifica el dominio catalitico

de la enzima HMG-CoA reductasa, integrada en el /ocus fxp7-289. Sin embargo, para el

crecimiento de aquella cepa, fue necesario suplementar el medio con uracilo,  leucina y

tript6fano,  por lo que su  uso a nivel industrial se hace poco viable debido al costo que

implica  el  uso  de  suplementos  en  cultivos  a  gran  escala.  La  cepa  que  se  obtuvo  en
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este trabajo  puede  crecer y  pigmentar sin  que  se  agregue  higromicina,  por lo  que  no

requiere suplementos para su cultivo.  Esto la hace adecuada para pruebas industriales

y  proyecciones  para  mejorar  su  producci6n  de  pigmentos  al  seguir  lo  hecho  por  los

autores  citados anteriormente y agregar una copia  extra  del  m6dulo de expresi6n  del

gen crf/ y expresar el dominio catalitico de la enzima HMG-CoA reductasa.

Para  evaluar si  la  integraci6n  de  m6dulos  de  expresi6n  en  el  /ocus seleccionado

afecta  el  crecimiento  en  las  cepas  transformantes  en  relaci6n  a  la  cepa  parental,  se

construy6  una  curva  de  crecimiento  y  ademas  se  extrajo  pigmentos  a  diferentes

tiempos  de  cultivo.  La  curva  de  creciiniento  se  hizo  a  30  °C,  temperatura  cercana  al

6ptimo de crecimiento de S.  cerev/.s/.ae (Salvad6 y col., 2011). Mediante la construcci6n

de la curva fue posible determinar que la integraci6n de los m6dulos y su expresi6n no

afectan el crecimiento de la cepa Bcar4 en  relaci6n a su  parental 256. Asi tambien se

compar6  el  crecimiento  de  la  cepa  Bcar4  en  medio  suplementado  con  higromicina  8

con la cepa SCHYG, notando que el crecimiento es similar en ambos casos.

Como es de esperar, Ia cepa parental no produce pigmentos durante su desarrollo,

Io  que  se  comprob6  al  someter a  cultivos  de  las  cepas  256  y SCHYG  al  protocolo  de

extracci6n  de  pigmentos.  En  ambos  casos,  los  extractos  presentaron  absorbancia  a

474 nm muy baja que principalmente se debe al ruido del sistema. Adn asi cada uno de

los  extractos  se  analiz6   por  RP-HPLC   para   confirmar  que   no   existen   picos   con

espectro  de  absorci6n  caracteristico  de  carotenoides,  permitiendo  confirmar  que  los

pigmentos obtenidos desde las cepas Bcar 1  y Bcar4 son producidos por efecto de los

genes integrados en su genoma.

La  producci6n  de  pigmentos  en  la  cepa  Bcar4  crecida  a 30  °C vari6 en  el tiempo,

sin  mostrar diferencias  significativas  entre  las  36  y 48  h  de  cultivo,  pero aumentando

mss de 5 veces a las 72 h. Pese al aumento en carotenoides totales, el contenjdo de P-
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caroteno no aument6 en el tiempo de igual manera,  alcanzando,  en este ensayo,  una

producci6n  de 241±51  ppm  en  medio YM  y 663±19  ppm  en  medio YM  suplementado

con higromicina 8 a las 72 h.

Es  importante  destacar  que  la  producci6n  de  pigmentos  Gambia  al  modificar  la

temperatura a la que se crecen los cultivos. Al cultivar las cepas a 30 °C en lugar de 22

°C, hay una disminuci6n en la cantidad y proporci6n de pigmentos producidos luego de

72   h,   esto   podria   deberse   a   diferencias   en   el   metabolismo   fermentativo   de   S.

cerevt.sf.ae que es mas activo a 30 °C reduciendo la disponibilidad de precursores para

iniciar  la  sintesis  de  carotenoides  y  afectando  las  concentraciones  de  glucosa  en  el

medio y la cantidad de etanol producido por el cultivo (Ruohonen y col.,  1995).

Se analizaron  los precursores de  P-caroteno presentes en  las diferentes muestras

de Bcar4 obtenidas a lo largo de la curva de crecimien{o,  existiendo un aumento en el

porcentaje  de  precursores  producidos  entre  las  48  y  72  h,  especialmente,  licopeno.

Segdn  la via  de sintesis  de carotenoides  (figura  1)  Ia  sintesis  de este  compuesto  es

catalizada  por  el   producto  del   gen   crf/.   La  expresi6n   de  este  gen   en   el  m6dulo

construido  se  encuentra  regulada  por  un  promotor  ADH7  de  alrededor  de  500  pb.

Segtln  lo indicado por Ruohonen y col.  (1995),  la  regulaci6n  del  promotor ADfJ7 varia

segtln el tamafio de este y por la concentraci6n de etanol en  el medio.  En  los cultivos

de  S.  cerev/.s/.ae  habria  un  aumento  en  la  concentraci6n  de  etanol  en  el  medjo  por

procesos fermentativos, lo que en este caso podria aumentar la expresi6n del gen  crf/

debido  a  la  regulaci6n  de  su  promotor.  Como  consecuencia  de  este  cambio  en  los

niveles de expresi6n del gen habria un aumento en la cantidad de licopeno, pero no de

a-caroteno.  Tambien es posible que hayan cambios en la expresi6n de los genes crfE,

controlado por el promotor TDH3, y crfYB, controlado por el promotor 7EF7, ya que se
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ha  reportado  que  el  nivel  de  expresi6n  por estos  promotores  puede  variar segtin  las

concentraciones de glucosa disponibles en el medio de cultivo (Partow y col. 2010).

Finalmente,  es  posible  indicar que  los  pafametros  6ptimos  para  la  obtenci6n  de  8-

caroteno   en   condiciones   de   laboratorjo   utilizando   la   cepa   Bcar4   seria   cultivar  la

levadura en  medio YM  a 22°C  con  agitaci6n  durante  80  h.  Bajo  estas  condiciones se

observ6  la  maxima  producci6n  tanto  de  pigmentos  totales  (5.586  ppm),  como  de  8-

caroteno (3.659 ppm).

A  futuro  es  necesario  probar  medios  de  cultivo  que  sean  mas  econ6micos  para

proyectar  el   uso  de   esta   levadura   en   fermentaciones  y  asi   evaluar  su   potencial

aplicaci6n   a   nivel   industrial.   Estudios   realizados   en   X.   dendrowhous   en   nuestro

laboratorio han  mostrado que el  uso de medios industriales,  en  esta levadura,  permite

obtener mayor cantidad  de  pigmentos  que  medios  de  laboratorio,  por lo  que  existe  la

posibilidad que la producci6n de pigmentos en S. cerev/.s/.ae incremente.

4.4     Sistema de transformaci6n de s. cerev/-s/-ae para la producci6n de

astaxantina.

En este trabajo se establecieron las condiciones para futuras transformaciones de S.

cerev/.s/.ae con  el fin  de obtener cepas  productoras de astaxantina.  Estas  condiciones

se  basan  en  los  resultados  positivos  obtenidos  en  la  transformaci6n  para  obtener

cepas  productoras  de  B-caroteno,  ademas  de observaciones  respec{o  a factores  que

pueden ser mejorados en pr6ximos experimentos.

Los   m6dulos   de   expresi6n   de   los   genes   crfE,   crfYB   y   crf/  demostraron   ser

funcionales  en  S.   cerev/-s/.ae,  ademas  se  comprob6  que  la  levadura  es  capaz  de

sintetizar los  precursores  de sintesis  de  astaxantina.  Con  el  fin  de  obtener una  cepa

que  sintetice  astaxantina,  deben  ser  integrados  m6dulos  de  expresi6n  de  los  genes
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cris  y  crfR,  que  fueron  construidos  en  este  trabajo.  Para  que  sea  posible  obtener

astaxantina estos genes deben ser expresados y sus enzimas, funcionales dentro de la

celula.

Shao   y   Zhao   (2009)   observaron   que   el   ntlmero   de   fragmentos   de   DNA   co-

transformados  en  la  levadura  influye  sobre  la  eficiencia  de  la  transformaci6n;  a  un

mayor   ntlmero   de   fragmentos   de   DNA   a   ensamblar,   disminuye   la   cantidad   de

transformantes que se obtienen. Lo anterior tambi6n se observ6 en este trabajo, ya que

para obtener una cepa productora de P-caroteno se usaron 6 fragmentos de DNA en la

{ransformaci6n  (ap,  in-HYG,  in-crtE,  in-crtl,  in-crtYB  y  down)  y  se  obtuvo  solo  una

colonia   transformante.   En   cambio,   en   la   transformaci6n   para   obtener   una   cepa

resistente  a  higromicina  8,  d6nde  se  usaron  3  fragmentos  (up,  in-HYG  y  down),  se

obtuvieron   tres   transformantes   que   presentaban   el   m6dulo   integrado   en   el   sitio

esperado.   En   el   caso   de   la   transformaci6n   para   obtener   cepas   productoras   de

astaxantina  se  deben  usar  al  menos  7  fragmentos  de  DNA  (up,  in-HYG,  in-crtl,  m-

crtYB,    in-cris,    in-crtR   y   down),    lo   que   disminuiria   [a    probabilidad   de   obtener

transformantes.

Por  otra  parte,  existen  aspectos  relativos  a  la  t6cnica  utilizada  que  pueden  ser

mejorados  para  aumentar  la  eficiencia  de  pr6ximas  transformaciones.  EI  metodo  de

transformaci6n  se  basa  en  la  recombinaci6n entre extremos  hom6Iogos  de diferentes

fragmen{os  (figura  2),  por  lo  que  la  longitud  de  la  region  hom6Ioga  incluida  en  los

extremos influye en  el  exito de la transformaci6n.  Esto fue destacado por Shao y col.

(2009) quienes observaron que la eficiencia de la transformaci6n  por integraci6n  en  el

cromosoma   de   la   levadura   aumenta   al   agregar   regiones   hom6logas   de   mayor

extensi6n en cada extremo. Segdn lo indicado por estos autores, el largo de los sitios

hom6logos  entre fragmentos seria un factor critico a medida que aumenta  el  ndmero
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de m6dulos que se co-transforman.  En  el  caso de las transformaciones  realizadas en

este trabajo  las  regiones  de  homologia afiadidas por partidores a cada fragmento son

de 46 pb, quedando en total 92 pb hom6logos entre fragmentos. Sin embargo, no todos

los fragmentos llevaron ambas regiones (Figura 8) debido a que al amplificar el m6dulo

con   los  partidores  aparecieron  bandas  inespecificas  como  producto  de  PCR.   Por

ejemplo  el  m6dulo  crf/  se  amplific6  con   los  partidores  tTEFPADH.F,  que  amplifica

desde  el  extremo  5'  del  m6dulo  y  le  agrega  una  cola  de  46  pb  hom6loga  al  m6dulo

crfyB,  y  el  partidor this3.R,  que  amplifica  desde  el  extremo  3'  del  m6dulo  y  no  lleva

cola. Al co-transformar los fragmentos el extremo 3' de 6ste m6dulo recombinafa con el

fragmento hom6logo de 46  bp que lleva el segmento  DOWN,  a diferencia del extremo

5`que   recombinafa   con   el   m6dulo   crfYB   que   tambi6n   lleva   una   cola   hom6loga,

sumando  92  pb  de  homologia  entre  ambos.  Si  bien  para  que  la  transformaci6n  sea

exitosa no es necesario que las zonas hom6logas sean del mismo tamafio, el tener una

mayor cantidad de pares de bases en comdn favorece la recombinaci6n exitosa entre

fragmentos.   Para  asegurar  la  obtenci6n  de  transformantes  a  futuro,  es  necesario

considerar  un  mayor  largo  de  las  regiones  de  homologia  en  los  extremos  de  los

fragmentos que se co-{ransformara.
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5      CONCLUSIONES

•     Utilizando  la  metodologia  DIVA  assemb/er se transform6  Ia  cepa  industrial  256

de  S.  cerev/.s/.ae  para  hacerla  resistente  al  antibi6tico  higromicina  8  al  integrar

un m6dulo de expresi6n del gen hpfr de E. co//-en la regi6n YPRCT3 del genoma

de  la  levadura,  generando  la  cepa  sc-HYG.   Fue  posible  comprobar  que  la

metodologia   de   transformaci6n   propuesta   no   s6Io   sirve   para   cepas   de

laboratorio    de    S.    cerev/.s/.ae,    si    no   tambi6n    es    posible    aplicarla   en    la

transformaci6n de cepas industriales.

•     Fue  posible  eliminar  el  marcador  de  selecci6n  integrado  en  el  genoma  de  la

cepa sc-HYG,  mediante la  recombinaci6n  entre repetidos  directos situados  en

los extremos del m6dulo de resistencia a higromicina 8. Esto permitiria reutilizar

el marcador de selecci6n en transformaciones sobre la  misma cepa y tambien

retirar el gen de resistencia a antibi6tico para el uso de la cepa en la industria.

•     Se obtuvo una cepa industrial de S.  cerev/.s/.ae productora de B-caroteno, Bcarl,

al  integrar en  el  genoma de la  levadura  m6dulos de expresi6n  para  los  genes

crfE,  crf/ y crfyB de X.  dendrowhous. Al aumentar la presi6n de selecci6n sobre

la  cepa  Bcarl   fue  posible  obtener  la  cepa  Bcar4  que  produce  una  mayor

cantjdad de pigmentos,

•     La integraci6n de los m6dulos de expresi6n y la producci6n de carotenoides en

la cepa Bcar4 no afecta el crecimiento de la  levadura comparada con su  cepa

parental.  Esto indica que la cepa puede ser ensayada en medios industriales y

en  fermentaciones  a  pequefia  escala  para  evaluar  su  viabilidad  como  una

fuente  natural  productora  de  B-caroteno.  Asi  tambi6n  sienta  un  precedente
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favorable   a   investigaci6n   futura   para   desarrollar   cepas   industriales   de   S.

cerevi.sf.ae productoras de astaxantina.

6      PROYECCIONES

•     Utilizar   la   metodologia   desarrollada   en   este   trabajo   para   realizar   la

transformaci6n    para    obtener    una    cepa    productora    de    astaxantina,

agregando los m6dulos cris y crfR.

•     Ensayar  la  producci6n  de  pigmentos  en  medios  industriales  a  modo  de

conocer  si   la  levadura   mantiene  su   productividad   en   medios  de   menor

costo.

•     Probar la producci6n de pigmentos en fermenfaciones pequefias a modo de

comprobar  sj  la  productividad  de  la  cepa  se  mantiene  en  voltimenes  de

cultivo mayores.
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