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RESUMEN

La biosíntes¡s de ¡sopreno, compuesto de cinco carbonos, es esencial para la vida de

eucarionles ya que se utiliza en múltiples func¡ones celulares como la pren¡lac¡ón de proteinas,

síntesis de ubiquinonas y la formación de esteroles. Esta molécula también es ut¡lizada en la

biosíntes¡s de metabolitos secundarios de interés comerc¡al. En eucariontes, el isopreno se

obtiene a partir de la rula del mevalonato, la que ha sido mayormente estudiada en mamíferos

dada su importancia en la sintesis de colesterol. La ruta del mevalonato comprende seis pasos,

cada uno catalizado por una enzima diferente.

Xanthophyltomyces dendrorhous es una levadura que sintetiza carotenoides, derivados del

isopreno, con astaxantina como principal producto. El inlerés en el estudio de esta levadura se

ha desarrollado princ¡palmente debido a la aplicabilidad de los carotenoides como p¡gmentos y

antioxidantes en las ¡ndustrias p¡scícolas y farmacéuticas. Por este motivo, la mayor parte de los

estudios desarrollados en X dendrorhous han sido enfocados en conocer y mejorar las vías de

síntesis de estos p¡gmentos; sin embargo, el conoc¡miento de la síntesis de sus precursores aún

es limitado.

En este lrabajo, los genes de la ruta del mevalonato ERG10B, HMGS, MVK, PMK y MVD,

fueron identificados en el genoma de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, observando que

las proteínas codifcadas por cada uno de ellos mantienen características conseryadas en sus

respectivas fam¡l¡as a n¡vel de secuencia. También se identificó el gen ERG70A, que estarÍa

relacionado evolutivamente con el gen ERG10B, pero formaria parte de la ruta de B-oxidaciÓn

de ácidos grasos.

x



Se confirmó la funcionalidad de los genes ERG1)B, HMGS y MVK por complementación

heteróloga de cepas de S. cereyr.siae mutantes. Las cepas de S. cereylslae portadoras de cada

gen de la ruta del meva¡onalo de X. dendrorhous mostraron un crecimiento sim¡lar a las cepas

parentales y mantuv¡eron la producción de esteroles, ind¡cando que los genes codifican

proteínas con las funciones esperadas.

Se construyó mutantes heterocigotas de X. dendrorhous para evaluar el efecto sobre la

síntesis de p¡gmentos. Para el gen ERG10A tamb¡én se obtuvo una mutante homoc¡gota que

presentó un camb¡o en la proporción de p¡gmentos produc¡dos, produciendo menos astaxantina

que la cepa parental. Se m¡dió la expresión del gen ERGI0B en esta mutante y se encontró que

había 8 veces más transcrilo que en el control, además el nivel de transcrito del gen crts, que

codifca la enzima que cataliza el último paso en Ia síntesis de astaxant¡na, fue 4 veces menor

que el control.

La cepa mutante heterocigota del gen ERG708 no mostró cambios significativos en la

producción de esteroles ni caroteno¡des en comparación con la cepa parental. En cambio, la

cepa mutante heterocigota del gen MVK presentó un cambio en la composición de

carotenoides, exh¡biendo una disminución en el porcentaje de astaxantina. A n¡vel

transcripc¡onal se encontró que la mutación del gen MVK produce una disminuc¡ón de la

cantidad de transcrito de 4 veces en comparación con la cepa parental. Además, se observó

una d¡sminución de 4 veces en Ia cant¡dad de transcr¡to del gen crtR que participa de las rutas

de sÍntes¡s de caroteno¡des y esleroles.

Finalmente se analizó el efecto de la adición de glucosa y etanol a n¡vel transcripc¡ona¡ de

los genes de la ruta del mevalonato en cultivos de X. dendrorhous. La transcr¡pc¡ón del gen

HMGS mostró un aumento en ambos casos que luego de 24 h recuperó las cant¡dades control.

En el caso del gen ERG70A se observó que la cantidad de transcrito d¡sm¡nuye drást¡camente

por la adic¡ón de glucosa a los cultivos, de forma similar a la represión catabólica.
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En un mutante de X. dendrorhous que no produce ergosterol, se encontró una respuesta

común en los genes de la ruta del mevalonato, teniendo un aumento en la cantidad de transcrito

en cultivos en fase estacionaria en comparación con una cepa silvestre. Como parte de este

resultado destacó el gen HMGS, cuyo transcrito aumentó 45 veces en comparación a cultivos

de la cepa conlrol,

En resumen se identificó los genes de la ruta del mevalonato de X. dendrorhous y se

caracterizó funcionalmente los genes ERG10B, HMGS y MVK. En relación a la regulac¡ón de

sus transcr¡tos destaca el gen HMGS, que se vió afectado en todas las condiciones estud¡adas,

sugiriendo que constituye un punto importante en la regulac¡ón de esta ruta que puede ser

utilizado en futuros estudios para mejorar la síntesis de isopreno.
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ABSTRACT

The b¡ological synthesis of isoprene, a C5 molecule, is essent¡al for eukaryotes as it is used

for multiple cellular functions (e.9. prote¡n prenylation, ubiquinone synthesis and sterol

formation). This molecule is also used for producing secondary metabolites of commercial

interest. ln eukaryotes isoprene is synthesized through the mevalonate pathway, which has

been extensively studied because of its importance in cholesterol synthesis ¡n mammals.

Xanthophy omyces dendrothous is a carotenoid-synthesizing yeast that produces

astaxanth¡n as main product. The interest in study¡ng this yeast was developed mostly because

of the applications of carotenoids in f¡sher¡es and pharmaceuticals due to the¡r ant¡ox¡dant and

pigmentation properties. For these reasons, most studies performed w¡th the yeast have focused

on gaining knowledge to ¡mprove p¡gment synthesis, whereas ¡nformation on thelr precursors

product¡on ¡s st¡ll lim¡ted.

ln th¡s work, ERG10B, HMGS, MVK, PMK and MyD genes, controll¡ng the mevalonate

pathway, were identif¡ed in the genome of wild-type X. dendrorhous strain UCD 67-385. It was

noted that sequence features common to the¡r protein families were conserved in proteins

encoded by these genes kept conserved. The gene ERG10A, evolutionarily related to ERG10B,

but part of the fatty acids g-oxidation pathway, was also found.

The functionality of genes ERG1?B, HMGS and MVK was assessed by heterologous

complementation of S. cereylsiae mutant strains. The complemented strains showed similar

growth and sterol production to the parental strain, provid¡ng confirmation that each gene

encodes a protein with the expected activity.



X. dendrorhous' heterozygous mutants were constructed to evaluate the effect of mutat¡on on

carotenoid synthes¡s. A homozygous mutant was also obtained for the ERGI0A gene, which

showed changes ¡n the proport¡on of ditferent carotenoids, mainly a decrease in astaxanthin

amounts. Transcript levels were assesed for th¡s mutant, flnd¡ng a 8-fold increase in the quantity

of ERGlOB transcript compared to the parental strain, Transcr¡pts for crfs were also measured

f¡nding a 4-fold decrease.

The ergl0B- heterozygous mutant showed no s¡gnificant changes in sterol or carotenoid

product¡on as compared to the parental strain. However, lhe mvK heterozygous mutant

presented modifications in p¡gment composition with a decrease of astaxanthin. By measuring

transcript levels it was found that the MyK transcript decreased 4-fold in relation to the parental

strain. Also, a 4-fold decrease for crfR gene transcript, which participates in sterols and

caroteno¡ds b¡osynthesis, was found.

Finally, the effect of glucose or ethanol addition to X. dendrorhous' cultures on transcript

levels of the mevalonate pathway genes was analyzed. HMGS showed a common response for

both compounds, displaying an increase in transcript levels that went back to basal amounts

after 24 h. A decrease in transcripts after glucose addit¡on was found for gene ERGIoA,

behaving similarly to catabolic repression.

Transcr¡pt levels were also measured and compared to a wild-type X. dendrorhous strain that

does not produce ergosterol, The effect of lack of ¡ntracellular ergosterol was similar for all the

mevalonate pathway genes, with an increase in transcripts in stationary-grow¡ng cultures.

Among these results, the HMGS gene outstands by having a 45jold increase in the mutant as

compared to the control stra¡n.

Summarizing, the mevalonate pathway genes of X. dendrorhous were identified and the

functionality of genes ERG10B, HMGS and MVK was assessed. Regarding transcriptional

regulation, it was found that HMGS transcript level was affected in all stud¡ed conditions,

suggesting that this gene represents an ¡mportant regulatory step of the mevalonate pathway ¡n

X. dendrorhous, which could be important in future studies for isoprene synthesis improvement.



l.INTRODUCCION

1. 1 Antecedentes generales

Los isopreno¡des o terpenos son un amplio grupo de moléculas orgánicas que t¡enen

diversos roles fisiológicos dentro de la célula. ESta familia de compuestos es sintetizada usando

como base la molécula de isopreno (C5), que en la célula se encuentra en forma activa como

isopentenil pirofosfato (lPP. C5) y su isómero d¡metilalilpirofosfato (DMAPP, Cs). La

polimerización de estos compuestos origina esqueletos bás¡cos de carbono que permiten

clasificar los terpenos según el numero de unidades de isopreno que los forman clasificándose

así en hemiterpenos (1 unidad, Cs), monoterpenos (C1p), sesquiterpenos (C15), diterpenos (Cro),

triterpenos (C3o), tetraterpenos (C¿o), entre otros. Además, sobre estos esqueletos básicos

ocurren modificac¡ones quÍmicas posteriores, como por ejemplo oxidaciones o ciclaciones que

amplian la divers¡dad de moléculas que comprende esta familia.

La ruta del mevalonato (MVA), a partir de Ia que se originan los precursores para la

formación de ¡soprenoides, incluye los pasos metabólicos que llevan a la síntesis de IPP y

DMAPP desde acetil-CoA. Esla ruta fue descrita por Konrad Bloch hace más de 50 años como

parte de la vía de síntesis de colesterol, descubrim¡ento que le valió el premio Nobel de

Medic¡na o Fisiología junto a Feodor Lynen en el año 1964. Durante cerca de



cuarenta años se pensó que esta ruta era la ún¡ca que l¡evaba a la formación de IPP y DIVAPP.

S¡n embargo, en los años noventa se descr¡bió una ruta allernativa (vía metileriltritol 4-fosfato o

MEP) presente en plást¡dos de plantas y bacterias (Lichtenthaler y col., 1997).

La importanc¡a de esta vía radica en la diversidad de procesos para los que son utilizados

sus productos, que no sólo comprende la síntes¡s de terpenos. El producto principal de Ia ruta,

lPP, t¡ene diversos f¡nes dentro de la célula, como por ejemplo la modificación de tRNAs, la

sÍntes¡s de poliprenoles y formación de dolicoles, Olros compuestos que se forman a partir de ¡a

condensación de IPP y DMAPP, como los terpenos farnes¡l pirofosfato (FPP, C15) y geranil-

geranil pirofosfato (GGPP, Cro), son usados para prenilac¡ón de proteínas (Tsay y Robinson,

l99l ), síntesis de esteroles y formación de otros isoprenoides y metabo¡itos secundarios (Jiang

y col.,2012).

La formación de IPP por la vía MVA se lleva a cabo por Ia acción de 6 enzimas que han sido

estudiadas en diversos organismos entre ellos, la levadura modelo Saccharomyces cerevis¡ae.

Las reacciones catalizadas por estas enz¡mas, su nomenclalura y ei gen que las cod¡fica se

presenta en la Figura 1.

1.2 Enzimas de la ruta del mevalonato

El primer paso de la rula del mevalonato en eucariontes consiste en la condensación de dos

moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA (Fox y col., 2014). Esta reacción es

catalizada por una condensación de tipo Claisen no decarboxilat¡va por una enzima que es

parte de Ia superfamilia tiolasa Ilamada acetil-CoA acetiltransferasa (ACAT) (Jiang y col., 2008).

La superfamilia tiolasa incluye enzimas que poseen diferentes localizaciones celulares y

patrones de expresión dependiendo de la ruta en la que participen. Entre la superfamilia se han

definido tres sub-grupos según propiedades funcionales: PKS (policétidos sintasas), KAS (beta-

cetoacil-ACP sintasas) y otras tiolasas, que difieren en especificidad de sustrato, secuencia y

residuos catalít¡cos del sitio activo. Dentro del grupo otras tiolasas se encuentran dos subgrupos
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Figura l.- Ruia del mevalonato y b¡osíntesis de ergosterol y aslaxantina. A la izqu¡erda de la

figura se muestran los pasos de la ruta y los metabolilos que se forman, donde cada reacc¡ón es

representada por una flecha; en el recuadro se señala la ruta del mevalonato. A la derecha de la f¡gura se

ind¡ca: i) nombre de la enz¡ma que cataliza el paso conespondiente y ¡i) el nombre del gen que codlica la

enzima respectiva en S. cereyr'srae y en paéntesis, el número de acceso en la base de datos genómica

SGD de la levadura. En la parte ¡nfer¡or ¡zquierda se ind¡can los precursores del ergosterol y astaxantina

junto con genes clave en este trabajo (CYP6I y crfs) que participan de su síntesis.
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principales según su sustrato (Haapalainen y co1.,2006):

- Acetil-CoA acetiltransferasa (ACAT, EC 2.3.1.9); tambián conocida como tiolasa de

condensación o tiolasa ll. Esta enzima es la que partic¡pa en Ia ruta MVA y eS específica

para acetil-CoA y acetoacetil-CoA. En S. cerevlslae es una enzima esencial para el

crecimiento y desarrollo celular, por lo que no ha sido posible obtener mutantes nulas del

gen ERGIo que la codifica (Hiser y col., 1994). En levaduras, esta enzima liene una

localización citoplásmica y también ha sido identificada en peroxisomas, dónde permitiría

completar Ia degradación de ácidos grasos (Peretó y co1.,2005).

- 3-cetoacil-CoA tiolasa (ACAA, EC 2.3.1.16); tamb¡én conocida como tiolasa degradativa o

tiolasa l. Parlicipa en la beta-oxidación de ácidos grasos y en levaduras t¡enen una

localización exclusivamente peroxisómica (Peretó y col., 2005). Estas enz¡mas pueden

utilizar ác¡dos grasos de cadena de diferentes largos como sustralo para Ia reacc¡ón.

Dentro del conocimiento de los genes que codifican estas enzimas se ha descrito que

están sujetos a repres¡ón por glucosa, asociada al factor transcr¡pcional UMEO en S.

cerev¡siae, e inducción en presencia de ácidos grasos en el medio de cultivo (E¡nerhand y

col., 1995). Es factible obtener mutantes nulos del gen que codifica esta enzima (POT1 en

S. cerevis/ae). Sin embargo, éstos p¡erden la capac¡dad de crecer con ácidos grasos como

fuente de carbono (lgual y col., '1992a).

En cuanto a estruclura y función, ambos iipos de tiolasas presentan caraclerísticas de

plegamiento sim¡lares, al igual que la conservación de residuos del sitio activo (lgual y col., 1992b).

El segundo paso de la ruta implica la adición de un tercer acetil-CoA, formando 3-hidroxi-3-

melilglutaril-CoA (HIMG-CoA) por la enzima HMG-CoA s¡ntasa (HMGS), que también pertenece a

la superfamilia tiolasa. Entre las sim¡litudes de HMGS y otras tiolasas se encuentra el tipo de

reacción catalizada (condensación de tipo Claisen no decarboxilativa ), el tipo de plegamiento de la

enzima y el posic¡onamiento de los residuos del silio activo (J¡ang, 2008). Las diferenc¡as

contemplan el cambio en el tipo de residuos del sitio catalítico y diferencias en el sustrato usado



para Ia condensación. Además. los parámetros energéticos de la reacción hacen que la

condensación que lleva a la formación de HN,4G-CoA sea irreversibie, a diferencia de otras tiolasas

cuya actividad es reversible (Haapalainen y coi., 2006). En S. cereylslae esta enzima se encuentra

codificada por el gen ERGl3, cuya expresión estaria regulada a nivel transcripc¡onal por un

mecanismo dependiente de los niveles de esteroles disponibles (Goidstein y Brown, 1990).

E¡ siguiente paso en la ruta consiste en la modificación Ce HMG-CoA a MVA por actividad de la

enzima HMG-CoA reductasa (HNIGR), paso que ha sido definido como la etapa lim¡tante en la

biosintesis de esteroles en eucariontes debido a que su expresión es regulada en múltiples niveles

(Goldstein y Brown, 1990). Por este motlvo la enzima ha sido estudiada como un blanco de

tratamientos para reducir el colesterol descubréndose que es sensible a la acción de fármacos

como estatinas (Alberts y col., 1960). En S. cerevlslae, se encontraron dos genes codificanies

HMGl y HMG2, donde la enzima codificada pot HMGl es la que contribuye en mayor grado a la

actividad enzimática de la ruta MVA (Basson, 1986).

El MVA formado previamente es fosforilado de manera secuencial. Primero por la enzima

mevalonato quinasa (MVK). que es codificada por el Een ERG12 que es esencial en S. cereylslae

(Oulmouden y Karst, 1990). Esta enzima estaría sujeta a inhibición por intermediarios de Ia

síntesis de ¡soprenoides como geranii pirofosfato (GPP, Cro) y FPP (Dorsey y col., 1968). Pese a

ello. éste no sería un paso limitante en la vía. ya que la sobreexpresión de ERG12 in viva no

afecta sig n ificativa rn ente ia producción de ergosterol (Oulmouden y Karst, 1990).

Posteriormente, ocurre una segunda fosforilación por acción de la enzima fosfomevalonato

quinasa (PMK) la que en S. cerevlslae es codificada poi" el gen ERGB (Tsay y Robinson, 1991).

Esta es la única proteína de la ruta del f\¡VA que ha mostrado baja identidad entre secuencias

aminoacídicas de mamíferos e invertebrados contra secuencias de plantas, hongos y bacterias,

deíiniendo ambos grupos de proteínas como no ortólogas (Houten y col., 2001; Smit y col., 2000).

Finalmente, la formación de IPP ocurre por la decarboxilación dependiente de ATP del

mevalonato s-difosfato, catalizada por la enzima mevalonato difosÍato decarboxilasa codificada

por el gen MVDl en S. cerevlslae (Toth y Huwlyer, 1996). En Candida alb¡cans, se ha visto que la
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expres¡ón de este gen es mayor en medios que contienen glucosa como fuente de carbono, por lo

que es posible que el gen responda posit¡vamente a la adición de glucosa al medio de cultivo

(Dassanayake y col., 2002).

1.3 Regulación de la ruta MVA

El componente regulatorio más importante de la síntesis de esteroles es el feedóack negativo

por dispon¡bilidad de producto (Goldstein y Brown, 1990). El principal regulador se denomina

SREBP (Stero/ Regulatory Element Binding Protein) y es un factor de transcripción unido a

membrana que determina la sÍntesis y la ¡ncorporación de esterol a la célula (Espenshade y

Hughes, 2007). Los principales estudios de caracterización del sistema se han hecho en

mamíferos, donde la proteína SREBP se encuentra unida a la membrana del retículo

endoplásm¡co (RE) y consiste de un dominio amino term¡nal de unión a DNA y activador de la

transcripc¡ón, y un dominio carboxilo term¡nal que ¡nteractúa con una proteína que une esteroles,

Scap (SREBP c/eavage activating proleln) (Goldstein y col., 2006).

Cuando la membrana del RE es r¡ca en esteroles, el complejo SREBP-Scap se mantiene unido

al RE, ya que Scap interactúa con la proteína lns¡g que también está un¡da al RE (Motamed y col.,

201 1). Ante una baja en la cantidad de esteroles, se produce un cambio conformacional en Scap

l¡berándose de lnsig Io que activa el transporte del complejo hacia el aparato de Golgi dónde

SREBP es cortado por dos proteasas. Estos cortes permiten Ia liberación del factor de

transcripción funcional que se dirige al núcleo y activa la transcripción de genes relacionados con

la sÍntesis de esteroles y otros líp¡dos (Raychaudhur¡ y co|.,2012). En la reg¡ón promotora de

genes blanco de SREBP se encuentra una secuenc¡a denominada SRE (Stero/ Regulatory

Element), que constituye la región reconocida para la un¡ón y act¡vación de la transcripc¡ón por

SREBP (Goldstein y col., 1990). Se ha v¡sto que las funciones de la vía SREBP y algunos genes

homólogos se encuentran conservadas en hongos, incluidos basidiomicetes como Cryptococcus
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neoformans dónde este mecanismo también tendria un rol en la regulación de patogénesis (Chang

y col_, 2009).

1. 4 Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrorhous lex Phaff¡a rhodozyma (Golubev, 1995)j es una levadura basidiomicete que fue

aislada originalmente de regiones frías del hemisfer¡o norte a partir de exudados de arboles (l\¡iller

y col., 1976). Rec¡entemente se han obtenido aislados de esta levadura desde la patagonia

argent¡na (Libk¡nd y col-,2OO7) y del sur de Chile (Weber y col., 2008), además de muestras de

suelo del territorio antártico ch¡leno (Contreras, 2014). La pr¡ncipal caracterist¡ca de esta levadura

es su capacidad de producir compuestos carotenoides, entre ellos el pigmento rojo-anaranjado

astaxantina, de allo interés biotecnológico y altamente valorado en el mercado, espec¡almente en

acu¡cultura por su tonalidad (Schmidt y col., 2011) y en la industria farmacéulica por sus

propiedades antioxidantes, superiores a otros caroteno¡des (Dufossé y col.,2005).

La famil¡a de caroteno¡des comprende un grupo de moléculas quím¡cas que tienen en común

una estructura de cadena lineal de carbonos con una se.¡e de dobles enlaces en su porc¡ón

central. El número de carbonos en esta famil¡a de moléculas varia entre 30 y 50, pero la mayor

parte de ellos, con más de 600 estructuras conocidas, presenta cadenas de 40 carbonos

(Sandmann,2001). Asimismo, los carotenoides se clasifican dependiendo s¡ Son hidrocarburos

puros, denom¡nandos carotenos, o bien, si incluyen átomos de oxigeno en su estructura,

clas¡ficados bajo el nombre de xantóf¡las (Britton, 1995).

En plantas eslos compuestos cumplen un rol fundamental en la fotosínles¡s dependiente de

oxígeno, al absorber energÍa luminica de longitudes de onda entre 400 y 500 nm además de

otorgar coloración a flores y frutos (Britton, 1995). Estos compuestos también pueden ser

producidos por microorgan¡smos como algas, bacter¡as, hongos filamentosos y levaduras. En

general, en animales estos pigmentos no pueden ser s¡nlelizados de novo y deben adqu¡rirse a

través de la dieta (Frengova y Beshkova, 2009). Además de sus propiedades como pigmentos



fotosintéticos, los caroteno¡des tienen funciones de protecc¡ón contra el daño foto-oxidativo por sus

propiedades antioxidantes y son precursores de otros metabolitos como la vitamina A, el ácido

ret¡no¡co (regulador del crecim¡ento celular), retinal (cromóloro de pigmentos visuales) y el ác¡do

abscÍsico (hormona vegetal) (Armstrong y Hearst, 1996, Britton, 1995).

La presencia de carotenoides en X. dendrorhous, especialmente astaxantina, estaría asociada

como una estrateg¡a de protecc¡ón contra las especies reactivas de oxígeno (ROS) y compuestos

antifúngicos presentes en el ambiente nativo de esta levadura (Sieiro y co!.,2003; Blasko y col-,

2008). Entre los mecanismos conocidos de defensa celular ante ROS se encuentran enzimas

como las superóxido dismutasas (SOD), catalasas y glutat¡ón peroxidasa. Según varios estud¡os,

esta levadura carece de algunos de estos mecan¡smos tradicionales de defensa a ROS,

pr¡ncipalmente de las enzimas SOD citosól¡cas (Schoereder y Johnson, 1993; Martinez-Moya y

col., 201 1). Si se ha descrito actividad catalasa intracelular (Liu y Wu, 2006), además de

identificar, mediante proteómica, la presencia de una SOD mitocondrial que presenta una mayor

abundanc¡a en etapas ¡niciales de crecimiento, /ag y exponencial, que en fase estac¡onar¡a

(Martinez-Moya y col., 2011\. Estos hallazgos apoyan la ¡dea que la síntesis de carotenoides

tendría un rol importante en la defesa contra estrés oxidativo en X. dendrorhous.

En la industria, la mayor parte de la producción de astaxantina es a través de síntes¡s química,

una opc¡ón que entrega mayor rend¡miento si se compara con la obtención de este compuesto

desde fuentes naturales, como X. dendrorhous (Schmidt y col., 2011). Entre los esfuerzos que se

han hecho por mejorar d¡rectamente la producción de p¡gmentos en la levadura se pueden

mencionar trabajos de mutagénesis y selecc¡ón de cepas sobreproductoras (An y col., 1989, 1991 ;

Ukibe y co|.,2008; Baeza y col., 2009) y trabajos de ingen¡ería genética en la levadura (Misawa y

Shimada 1997; Verdoes y col., 2003; Contreras y col., 2015). Además, se han realizado estudios

que buscan optimizar las condiciones de cultivo para una mayor producc¡ón de pigmentos

determinando los efectos del pH (Johnson y Lewis 1979; Hu y col., 2006), diferentes fuentes de

carbono y nitrógeno usadas en la fermentac¡ón (Johnson y Lewis 1979; Yamane y col., 1997;

Flores-Cotera y co|.,200'l; Hu y co1.,2005 ), aireación y transferencia de oxígeno (Johnson y



Lewis 1979; Yamane y col., '1997; Liu y Wu 2006) y el efecto de la luz (Johnson y Lewis 1979; An y

Johnson '1990). Estos estudios han aumentado el conocim¡ento de cómo ciertas var¡ables afectan

la producción de astaxant¡na; sin embargo, no han perm¡t¡do mejoras sustanciales en el

rend¡miento. También se ha intentado mejorar el proceso de fermentación (Vazquez y Martin 1998;

Flores-Cotera y col., 2001; de la Fuente y col., 2010), llegando a obtener un máximo de 470 ppm

de astaxantina por litro de cultivo (de la Fuente y col., 2010).

Debido a la capacidad de X. dendrorhous de s¡ntetizar carotenoides como metabolitos

secundarios, se ha propuesto que esta levadura también podría ser utilizada para la producción

heteróloga de otros lerpeno¡des de cadena larga con valor terapéut¡co como artemisina y taxol

(Muntendam y col., 2009; Jiang y col., 2012],. E6la posibilidad ha s¡do explorada al transformar la

levadura con el gen que codifica a Ia enzima pentaleneno sintasa (PSS) de Strepfomyces

UCD5319, ¡nterrumpiendo los genes c¡íE o cftYB (ambos parte de la ruta de síntesis de

carotenoides) o en el rDNA. Las cepas mutantes produjeron el sesquiterpeno pentaleneno,

precursor necesario para la síntesis de antib¡ót¡cos de la famil¡a pentalenolactona (Cane y col.,

'1994), s¡n mostrar diferencias en su tasa de crecimiento respecto a la cepa parental, ¡ndicando así

que X. dendrorhous es un organismo adecuado para ensayar la producción de compuestos

derivados de terpenos (Melillo y co|.,2012). Otra aproximac¡ón al uso de X. dendrorhous como

"factoría celular" corresponde a su transformación con el oDNA del gen CopO de Copr¡nus

c¡nereus, con el fin de obtener o-cupreneno, compuesto base para la formación del compuesto

lagopod¡na A, con propiedades ant¡microbianas. En este caso, la producción del compuesto por

parte de la levadura destacó en comparación con cepas de Escher¡chia co, y S. cerev¡siae

fabricantes del mismo al producir una mayor cantidad (\4elillo y col., 2013). Estos resultados

respaldan el potencial de X. dendrorhous para la producc¡ón heteróloga de terpenos con diversas

funciones biológ¡cas,



'10

1. 4. 1 La ruta del mevalonato y síntesis de carotenoides én X. dendrorhous

El ¡nicio de los estudics Eenéticos en esta levadura estuvo enfocado en la cai'acterización de

genes involucrados en la biosíntesis de pigmenios. Es asÍ como actualmente se conoce la ruta

completa que lleva a la producción de astaxantina a partir de lPP, la que se inicia por la acción de

la enzima IPP isomerasa, producto del gen ldl descrito en X. dendrorhous (Kajiwara y col.. 1997),

que genera D|\4APP, isómero activo del lPP. Ambas moiéculas, IPP y DMAPP, se condensan para

formar un bloque de 10 carbonos, GPP, por la acción de ia enzima farnesil pirofosfato sintasa

(FPS), codificada por el gen FPS. Por acción de la misma enzima se adic¡ona una molécula extra

de lPP, formando FPP (Alcaino y col., 2C14). Luego hay una segunda adición de IPP en una

reacción catalizada por la enzima GGPP sintasa. producto del gen c,,fE para formar GGPP

(Niklitschek y col., 2008). El primer carotenoide en la ruta de síntesis de astaxantina, fitoeno, es

blanco y se forma por la condensac¡ón de dos moléculas de GGPP, formando una cadena de 40

carbonos. Esta reacción es catalizacja por la enzima bifuncional Fitoeno/B-caroteno sintasa (PBS,

phytoene P-carotene synthase), producto del gen crtYB (Verdoes y ccl., 1999a). Posteriormente

ocurre la formación de licopeno con la generación de 4 dobles enlaces carbono-carbono por

acción de la enzima fitoeno desaturasa, codificada por el gen crfl (Verdoes y col., 1999b). La

actividad licopeno ciclasa (B-caioteno sintasa) de Ia enzima bifuncional PBS conduce la formación

de B-caroteno. La formación de astaxantina a partjr de B-caroteno ocurre por la acción de la

enzima astaxantina sintasa (CrtS), codificada por el gen c/ts (Álvarez y col., 2006). que genera

una hidroxilación y la adición de un grupo ceto en ambos aniilos del o-caroteno. Cabe destacar

que la enzima CfiS pertenece a la familia de proteinas citocromo P450, enzimas que requieren de

una enzima auxiliar dadora de electrones para su aciividad, la citocromo P450 reductasa. La

citocromo P450 reductasa de X. dendrorhous se encuentra codificada por el gen c,.fR (Alcaíno )i

col., 2008) y es esencial para la síntesis de astaxantina en X. dendrorhous.

Cuando se planteó este trabajo, el conocimiento scbre la ruta del mevalonato en X.

dendrorhous se encontraba reducido. En relación a secuencias oisponibles en base de datos sólo

se disponía de parte de la secuencra del gen É/MGR (GenBank: AJ884949) y la secuencia de la
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proteína HMGR codificada por este gen (GenBank: CA159574.1). Por otra parte, también existían

algunas secuencias d¡sponibles asociadas a patentes, protegiéndolos en caso de usarse para

producción de isoprenoides, HMGR (GenBank: E50998), HMGS (GenBank: E50999), MVK

(GenBank: E51000) y MyD (GenBank: E51001). En cuánto a evidencia experimental, no se

contaba con estudios funcionales a excepción del gen HMGR, del que se contaba con una

secuencia parc¡al que fue usada para hacer partidores y medir sus niveles de transcrito por RT-

qPCR en cepas mutantes de la ruta de síntes¡s de ergosterol (Loto y col., 2012).

En el año 2014 se publicaron las secuenc¡as de los genes cod¡ficantes de las enzimas

acetoacetiFcoA tiolasa (aca¡ Genbank; 48919149) y enzima HMGS (flmgs; Genbank A8919150)

de la cepa UCD 67-210 (éfCC 24202) al probar el efecto de la sobreexpres¡ón de estos genes en

la misma cepa y evaluar su efecto sobre la producción de caroteno¡des (Hara y col., 2014).

Además, el genoma completo de Ia cepa haploide CBS 6938 (ATCC 96594) fue publ¡cado el año

2015, incluyendo anotaciones de los marcos de lectura abiertos (ORF) ¡dentif¡cados en el mismo

(Sharma y col., 2015). Entre los ORFS ¡dentificados se incluyó a los genes de la ruta del

mevalonato, sin presentar evidenc¡as adicionales de su funcionalidad. El interés y avance en el

conocim¡ento de la ruta MVA en X. dendrorhous se apoyan en la importancia que tendría esta ruta

en el contexto biotecnológ¡co dentro del que se encuentra gran parte de la investigac¡ón actual.

1. 4. 2 Regulación metabólica en X. dendrarhaus

Se sabe que en X. dendrarhaus la carotenogánesis se ve afectada por la fuente de carbono

que use la levadura. Se ha visio que la producción de pigmentos es mayor al cultivar la levadura

en fuentes de carbono no fermentables. corno succinato, que en fuentes fermentables, como

glucosa (Wozniak y col., 2010; l\,4arcoleta y col., 201 1 ). Cuando Ia levadura crece en un rnedio con

glucosa como única fuente de carbono, Ia producción de pigmentos se inicia una vez que la

glucosa del medic ha sido completamente consumida. lo que además coincide con el inicio del

consumo de etanol producto de la fermentación de la glucosa (Lodato y col., 2003, 2007). La

producción de carotenoides comienza antes y es mayor cuando se utiliza una fuente de carbono
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no fermentable ya que se ha visto que en cultivos con succinato como única fuente de carbono. la

sintesis de carotenoides coincide con el crecimiento de la levadura y aumenta sostenidamente

hasta llegar a fase estacionaria (Wozniak y col.,2A11).

Estos antecedentes sugieren que la carotenogénesis en la levadura esiaría sujeta a represión

catabólica. Además, el nivel de transcrito de los genes carotenogénicos crtl, crfYB y crfS

disminuye al agregar glucosa al cultivo (Marcoleta y col., 201 1), lo que probablemente se debe a la

acción de la proteÍna Migl que corresponde a un represor transcripcional involucrado en el

mecanismo de represión catabólica que se une a los promotores de estos genes in vitra (BaYa,

2015). Asimismo, se ha probado que en una cepa de X dendrcrhous mutante rnlgT- la represión

mediada por glucosa sobre la expresión de los genes carotenogénicos se pierde, en conjunto con

un aumento en la producción de carotenoides respecto a Ia cepa silvesire (Bravo, 2015).

En su acción represora, Migl recluta ei cornplejo co-represor CycS-Tup1, e{ que también

interactúa con otros factores transcripciona¡es como Rox1, Skn7, Yap6, Cri1, Opil o Rgt1, en

respuesta a diferentes estímulos. En S. cerevislae, este complejo co-represor está relacionado con

la regulación de alrededor de 180 genes diferentes (Smith y Johnson,2000: Zhang y Reese,

2005). Se ha encontrado que en rnutantes cycS o tupl de X. dendrorhous hay un aumento de

carotenoides producidos en conjunto con una disminución en la tasa de crecimienio de las cepas

con respecto a la cepa silvestre. lnteresantemente. en dichos mutantes tamlrién se pierde el eíecto

represor de la glucosa sobre la síntesis de carotenoides (Córdova, 2016). Además se evaluó el

efecto de ambas mutaciones sobre el efecto de Ia glucosa en los niveles de transcrito de genes de

la ruta del N,4VA, específicamente el gen HMGR, que pasa de ser levemente reprim¡do en ia cepa

silvestre, a ser activado por glucosa en la cepa cyc8-.

Por otra parte, la adición de etanol a cultivos de X. dendrorhous aumenta la producción de

carotenoides, lo que probablemente estaría mediado por la vía del N,4VA, ya que se ha demostrado

que el etano aumenta 1a actividad de la enzima HN/lGR (Gu y col.. 1997). Además, es posible que

al ser metabolizado el etanol conduzca a un aumento del acetato dispon¡ble para la generación de

acetil-CoA, aumentando asi el flujo hacia la vía del MVA (Gu y col., 1997; l\¡arcoleta y coL., 2011).
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Durante la adic¡ón de etanol se observó que los n¡veles de los transcritos de ¡os genes

carotenogén¡cos cñYB y ctts aumentan (Marcoleta y col., 2011), lo que favorecería la síntes¡s de

carotenoides. Este fenómeno de inducción por etanol también se ha observado en la producción

de ergosterol en S. cerevis,ae, donde un aumento del 15 % en la concentración de etanol lleva a

un ¡ncremento del 11 % en Ia producción de ergosterol y escualeno (iniermediario específlco de la

síntes¡s de ergosterol), lo que se debería a un intento de la célula para mantener la ¡ntegridad de

sus membranas (Ciesarová y col., 1996). Considerando estos antecedentes, es ¡nteresante

estudiar cómo varía la expres¡ón de los genes de la ruta del MVA frente a la ad¡c¡ón de etanol a

cultivos a modo de obtener mayores antecedentes respecto a cómo este alcohol puede est¡mular

la síntesis de isopreno¡des derivados de la ruta del MVA.

La expres¡ón de genes de Ia ruta del mevalonato en X. dendrorhous ha s¡do poco estudiada. En

el trabajo de Loto y col. (20121 se observó que la expresión del gen HMGR aumenta hasta 73

veces en cepas mutantes del gen CyP6l respecto a la cepa parental. La mutación de CYP61

genera cepas incapaces de sintetizar ergosterol, sugiriendo que la vía de regulación SREBP

estaría presente en la levadura, lo que a su vez favorecería la síntesis de carotenoides. También

se ha med¡do la expresión de los genes HMGR, HMGS, MVK y MVD en cepas de X. dendrorhous

sobreproductoras de astaxant¡na obtenidas por mutagénes¡s al azar que además producen una

menor cantidad de ergostero¡. En este caso no se observó camb¡os ¡mportantes en los n¡veles de

expresión de estos genes (Miao y col., 201 1). Sin embargo, al ser cepas mutantes al azar puede

haber mutac¡ones que podrÍan Iocalizarse en regiones promotoras o reguladores comunes de los

genes que no pueden ser ident¡ficados a prlorl.

De acuerdo a los antecedentes expuestos, este trabajo pretend¡ó identificar y describir los

genes de la ruta del mevalonato er't X. dendrorhous, probar su funcionalidad por énsayos de

complementación heteróloga en cepas mutantes de S. cerevlslae y estudiar su posible regulación

transcr¡pc¡onal, específicamente por ergosterol, glucosa y etanol. Este conocimiento puede

proyectarse a futuro para complementar la información d¡sponible sobre la sÍntes¡s de
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carotenoides en esta levadura, además de abrir horizontes hacia la producciÓn de otros

isoprenoides de alto interés biotecnológico en la misma.

1.5 Hipótesis y objetivos

1. 5. 1 H¡pótesis

La ruta del mevalonato en X. dendrorhous estarÍa sujeta a mecan¡smos de regulación a nivel

transcr¡pcional por compuestos como etanol, ergosterol y/o glucosa.

1. 5. 2 Objet¡vo general

Estudiar la organización genómica estructural y funcional de los genes ERG10 HMGS y MVK,

responsables de pasos tempranos en la biosintesis de IPP en X. dendrarhous.

1. 5. 3 Objetivos específicos

1. ldentificar por análisis bioinformático del genoma y transcriptoma de X. dendrorhous las

secuencias cod¡ficantes de los homólogos de los genes ERG10, ERG13, ERG12, ERGB y

MVD1 de S. cerevls,ae, involucrados en la ruta de síntesis de mevalonato.

2. Estudiar la funcionalidad de los genes ERG10, HMGS ,v MVK pot ensayos de

complemeniación heteróloga en S. cerevlslae y en mutantes heterocigotas de X.

dendrorhous en cada uno de los genes.

3. Determinar el efecto de etanol, glucosa y de la ausencia de ergosterol a n¡vel transcr¡pcional

sobre los genes de la vía del mevalonato y sobre Ia producción de ergosterol en X

dendrorhous.



2. MATERIALES Y TVIETODOS

2. 1 Cepas y condiciones de cultivo

En este trabajo se utilizó la cepa s¡lvestre de X. dendrorhaus UCD 67-385 y la cepa mutante

homocigota cyp67. descrita previamente (Loio y col.. 2012). A partir de la cepa silvestre,

también se obtuvo los mutantes heterocigotos de genes de la vía del mevalonato (Tabla 1). Las

células de esta levadura se cultivaron a22'C con agitación constante (160 rpm) en med¡o

líquido YI\,4 (0,3 % extracto de levadura, 0.3 % extracto de malta, 0,5 % peptona) suplementado

o no con distintas concentraciones de glucosa. Para los cultivos en placa, se suplementó con

agaragar al 1.5 ak y para la selección de transfomna.rtes se incorpoi'ó el antibiótico higromicina

B ( 15 pg/ml) )i/o zeocina (20 pg/ml).

La cepa s¡lvestre de S. cereylsrae usada en el trabajo correspondió a la cepa S288c. Además,

se usó cepas mutantes heterocigotas detalladas en la Tabla 1. las que fueron adquiricias desde

la colección AfCC (American Type Culture Collect¡on). Para ei cultivo de esia levadura se utilizó

medio completo YEP (1 % extracto de levadura.2 % peptona,2 % glucosa) o rnedio mínrmo

YNB (0,67 o/a yeast n¡trogen base,2 Vo glucosa) suplementado con los aminoácidos urac¡lo (20

pg/ml). histidina (20 pg/ml). lisina (30 Ug/ml), metionina (30 pg/ml) o leucina (f 00 pg/ml), según

corresponda. Los cultivos líquidos se crecieron con agitación constante a 22. 25 a 30 oC. De

acuerdo a la resistencia de las cepas, a los cultivos en placas con agar-agar ai 1,5 % se agregó

geneticina a una concentración final de 200 ¡.lg/ml.

15
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Para procedimientos estándar de biología rnolecular se utilizÓ la cepa DH5a de E. col1, la que

se cultivó en medio completo LB (1 % triptona,0,5 % extracto de levadura, 0,5 % NaCl) a 37 oC

con agitación constante. La selección de transformantes con DNA derivado de pBluescript se

h zo usando ampicilina (100 pg/ml) y X-gal (5-br0m0-4-cl0ro-3-ind0lil-P-D-galactopiranósido 80

Ug/ml).

Tabla 1.- Cepas ut¡l¡zadas y obten¡das en este trabajo.

Cepa Genotipo/Característ¡cas pr¡ncipales Referencia
E. col¡
DHso Cepa utlizada para experimentos de transforn'ración y Sambrook y

replicación cie plasmidios. Russell.200'l

S. cerevlsiae
S288C Hap oide, MATa. genoma completo secuenciado. l\,,]oft mer y

Johnston. 1986
YPL028W 8Y4743 MATa/[/]ATq his3^1/his3^1 leu2^0/leu2^0 lys2^o/+ Giaever y col
(SCAerg7o) met15^0/+ ura3^o/ura3^o Aerg1o. 2AA2

YML126C 8Y4743 [,4ATa/N,4AT0 hjs3^1/his3^1 eu2^0/leu2^0 ys2^0/+ Giaever y col
(ScAhrngs) met15^0/+ ura3^0/ura3^0 Ahmgs. 2002
Y1\IR208W 8Y4743 MATa/IIATo his3^l/his3A1 ]eu2^0/leu2^0 ys2^0/+ Giaever y col.
(SCAmvk) met15^0/+ ura3^o/ura3^o Aerg12. 2002
SCAergTo- Cepa SCAergTo transformada con YEp-c10A. Este trabajo
cERGl0A
Sc^erglo- Cepa SCAergTo transformada con YEp-c108. Este trabalo
)ERGIAB
SCAergl0- Cepa SCAergTo transformada con YEp-ERG7osc. Este trabajo
ERG 7 OSc

SCAhmgs-cHMGS Cepa SCAhmgs transforn'rada con YEp-oHMGS. Esie trabajo
SCLmvk-cl/lVK Cepa SCA¡nvk transformada con YEp-cMyK. Este trabajo
SCA10 108 Segregante haploide de SCLergl0-.ERG10A, Aerg11 Este trabajo

portadora de YEp-c108.
SCA1o-sc Segregante haploide de SCAerglo-ERG 7 0s a, AerglA Esie trabajo

podadora de YEp-ERG l0sc
SC^h/rgs-cHMGS Segregante haploide de SCAh,?gs-cHMGS. /hmgs Este trabajo

portadora de YEp CHMGS.
SCLmvk^cMVK Segregante haploide de SCLnvk-cMVK, Amvk Este trabalo

portadora de YEp-cMYK.
X. dendrorhous
UCD67 385 Cepa silvestre diploide, sensibe a higromicina B y ATCC 24230

zeoc¡na.
385-cyp61(-l ) N,4utante homocgota del gen CyP67 con un alelo Lotoycol.2012

interrumpido por un rnódulo de resistencia a higron'ricina B

y el otro, por un módulo de resistencra a zeoc¡na, obtenida
a partir de a cepa UCD 67 385.

385 ergloA(+l-) Mutante heterocigota de la cepa UCD 67-385 con un Este trabajo
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385-erg10A(-l-)

385 erg10B(+l-)

385-mvk(+ l-)

pr¡nc¡pales Referencia

alelo ERG1AA reemplazado por un módulo de resistenc¡a

a higromicina B.

l\.4utante homoclgota de la cepa UCD 67-385 con Esie trabajo

ambos alelos ERGI0A reemplazados por un módulo de

res stencia a higromlc na B.

l\¡utante heteroclgota de a cepa UCD 67 385 con un Este trabaio

alelo ERG70B reemplazado por un módulo de resistencia
a higronricina B.

N4utante heterocigota de la cepa UCD 67-385 con un Este trabajo
ale a MVK reernplazado por un módulc de resistencia a

hiErornicina B.

2. 2 Plásmidos, ácidos nucleicos y procedimientos tradicionales

de biología molecular

Los procedimientos de bio¡ogía molecular se realizaron de acuerdo a lo indicado en el

manual de clonamiento molecular (Sambrook y Russell. 2001) o por el fabricante del producio.

En reacciones de ligado se usó la enzima14 DNA I¡gasa (Fermentas).

Para el clonamiento de genes se utilizó los plásmidos pBluescript SK- y YEp-NP. El detalle

de todos los plásm¡dos construidos en esie irabajo se encuentra en la Tabla 2. Por otra parte.

los oligonucleótidos utilizados para procedimientos de biologia molecular se sintetizaron en

lntegrated DNA technalog¡es (lDT) y se describen en la Tabla 3. Los oligonucieótidos usados

para PCR cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR) se describen en la Tabla 4.

La visualización y cuantificación de moiéculas de DNA crornosómlcc, plasmídico y productos

de PCR se hizo mediante electroforesis en geles de agarosa en buffer TAE 1x (40 mN,4 Tris-

acetato: 1 mM EDTA; pH 8 0) 0,7 - '1 %, teñidos con bromuro de etidio a 0,5 pg/ml y visualizado

por luz UV en un transiluminador (Arquimed). Las muestras a analizar se mezclaron con buffer

de carga BCP 1x (10 mN,4 rojo cresol (Sigma)i 30 % glicerol). Como marcador de peso molecular

se usó DNA del bacteriófago iarnbda diger¡do con la endonucleasa Ce restricción H¡ndlll

(Fermenias) o GeneRuler '1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). Para la cuantificación se

comparó la intensidad de la banda con aquellas de conceniración conocida del marcador.
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.rabla 2.- PIásmidos construidos y ut¡l¡zados en este trabajo. Todos los fragmentos clonados

corresponden a x, dendrorhous.

PIásmido Descripción Referenc¡a
pBluescript SK- Origen de replicación ColE1, Amp^. Stratagene
(pBS )

YEp-ACT4 Vector de expresión en S. cerevlslae. Amp", LELJ2. origen de Sanchez-
replicación pBR322 y 2p. Torres y col.

1998

YEp NP

YEp-c104

YEp c]0B

Vector de expresión en S. cerevis¡ae derivado de YEp-ACT4, Brcvo.2014
leva promotor ACI4 y term nador fDH3 ambos de S. cerevlsl,?e.

YEp-NP con cDNA de gen ERGlAA de X. dendrorhous entre Este trabajo
promotor ACf4 y tet-rlinador TDH3.

YEp-NP con CDNA de gen ERG11B de X. dendrorhous entre Este trabajo
promotor ACf4 y terminador fDH3

YEp-CH[/]GS YEp-NP con CDNA de gen H/,4GS de X. dendrorhaus entre Este trabajc
promotor ACf4 y terminador IDH3.

YEp c[/VK YEp NP con CDNA del gen MVK de X. dendrorhous entre Este fabajo
promotor AC14 y termlnador fDH3.

YEp-ERG1osc YEp-NP con DNA del gen ERG10 de S. cerevlsiae. Este trabajo
pBS-PT-ERG]0A pBS con 620 pb de DNA rio arriba dei gen ERG1AA y 412 pb rio Este trabajo

abajo del mismo con un siiio de corte S/ral entre ellos
pBS'PT-ERG10B pBS con 559 pb de DNA rio ariba del gen ERGI0B y 560 pb río Este trabaio

abalo del r¡isr¡o con un sit o de corte Smal entre ellos.
pBS-PT Hl\lGS pBS con 479 pb de DNA río arriba del gen HMGS y 494 pb río Este trabajo

abajo del mismo con un sitio de corte S/ral entre ellos.
pBS'PT-IV]VK pBS con 580 pb de DNA río arriba del gen MVK y 547 pb tío Este trabajo

abajo del rnisrfo con un sitio de corte Sffal enire elios.
pBS PHT'l0A pBS PT ERG1oA con módulo de resistencla a hlgromicina en Este trabajo

sitio Smal.
pBS-PHT-108 pBS-PT-ERG1oB con rnódulo de resistencia a higromicina en Este trabalo

sitio Smal.
pBS-PHT-H|\4GS pBS PT HI\,IGS con módulo de resistenc a a h¡gromicina en sitio Este trabalo

Smal.
pBS-PHT-I\¡VK pBS-PT-I\,1VK con módulo de resistencia a higror¡icina en sitlo Este trabajo

Smal
plvlN-hph Plásmido que contiene un módulo de resistencia a hlgromicina B Nlk itschek y

pata X dendrorhou§. co 2008
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Tabla 3.- Oligonucleótidos usados en este trabajo.

Partidor Secuencia 5'-3' Blanco u Objetivo de Uso
[,413.Fw.FP
N¡13. Rv.PUC-40
KanMX4.F2

Kanl\/lX4.R2
H,F

lntHygR
X. dendrarhousl
pEFrev0
gpdTF

GPDHtRev
PEFFoTEV
fhio_genFW
Thio gen RV

fh io2_ñ¡/

Thio2_rv
H[IGS,genFW
H[ilGS genRv
IVIVK gen FW
[./]VK gen RV
UP ergloA Xd

DW erg10A Xd

UP_erg10B_Xd
Dw_erg10B Xd
UP_hmgs_Xd
DW_hmgs_Xd
UP mvk Xd
DW mvk Xd
S. cerevls/ae:
erg 10sc F

erg 10sc R

H¡IGS sc F

HIMGS sc RV

ErgloupF
Erg 10dwR
HMGSUpF

HN/lGSdwR
[/VKupF
I\,4VKdWR

Construcción de mutantes

tgtaaaacgacggccagt
ggaaacagctatgaccatg

ttgtatgggaagcccgatg
gatcctggtatcggtctgc

atgaaaaagcctgaactcacc
cgacctcglattgggaatc

tttgaagctgttcgagatag
acggttctctccaaaccctc
atcatgagagatgacggag
gatatcggctcatcagccgacagtt
atgccatctggaaagtccaag
tcactgctcattcacaaacacc
atgtctg ccg ccttccg tc
ttagagcctctg gatgacgac

atgta cacttcta cta ccg
tcaagcagaagggacctg
atggcattcttgtatttgttggig
tcaagcaaaagaccaacgacc
agcagigttcctcaccttccg
ccttccaaagctcatccaaag
ccatagcaaccgtcaictc
ctcttggatgttacgaaagg
tcactctcgtctcctgac
cttcccaaccgaatgatct
atgicaccatatcttcagcg gc

caaccttg ctattcatcctc

tctagatgtcacagaacgtttatattg
aagcttttaaggcagttgatgtttgct
tctag atg aa a ctctca a ctaagctt
tgttg
aagcttacataaattggctgatattc
cacc
g cactg ctaag cctactcg
ccgaatgttggaacag gtgct
gagtgtgttgaaagtaggctc

ccctcaagaactctcagatg
cttcctggttagctggtgc
ggactccatcgaattatcagcc

gtggaaaggaaaggacgaacg

tgaccacatcgttcgcgttct
ctgaagcttccgatcttgggc
caaagaagcccttcgtcccac
gctcacttgaccaagcggc
ftattaggccagcaggcggc
ctactgctgtcgtcatccag
ggtgag ga gatagttactgac

Región N/]13 del vector YEpNP.
Región lV13 del vecior YEpNP.

Gen karMx (módulo de resistenc a a G-418).

Gen karMx (módulo de resistenc a a G-418).
Gen hph (módulo de res stencia a higromicina B).

Gen hph (nródu o de res siencia a higrornicina B).

Promotor IEF de X dendrorharc.
Ier-nrlaoo- GPD de X. dendra,ltous
Ierninador GPD de x dendtathous
Promotor fEF de X dendrarhous.
Cen ERG10A de X. dendrarhoLts

Ger, ERGlAA de X. dendrorhous.
Gen ERGl08 de x dendrorhous.
Gen ERGI0E de X dendrorhous.
Gen HMGS de X dendrorhous.
Gen HMGS de X. dendrorhaus.
Gen MVK de X. dendrarhaLts.
Gen MVK de X. dendrorhaus.
Río arriba promotor ERG70A.
Río abajo terminadot ERGlOA.
Río affiba promotor ERG70B.
Río abajo terminadot ERGloB.
RÍo afliba promotor HMGS.
Río abajo termlnador HMGS.
Río arriba promotor MVK.
Rio abajo terminador MVK.

Gen ERG70 de S. cercv¡s¡ae.
Gen ERG70 de S. cerev¡s¡ae.

Gen HMGS de S. ce¡evrsiae.

Gen HMGS de S. cerev¡s¡ae.

79 po r o arrioa ge. tRG f0 de S. ce,ev/r/ae.
76 pb rio abajo gen TRC70 de S. (erct¡si6p.
74 pb llo ¿rr'oa ge1 HMGS oe S. ce¡ev,s,ae.
97 pb flo aba_o gen HMGS de S. ce/evls/de
52 pb rio arr ba get MVK de S cerel'sl¿e.
122pbtia abajogen MyKde S cere/¡s¡ae.

Río arriba del gen ERG 701 de X. dendrarhous.
Ríc ariba del gen ERG70A de X. dendrorhous.
Río abalo de gen ERGI0A de X. dendrarhaus.
Río abajo del gen ERG10A de X. dendrarhous.
Río arriba del gen ERGI0B de X. dendrohaus.
Río arriba del gen ERGI0B de X dendrarhoLts

Río abajo del gen ERGlAB de X. dendrorhous.
Río abajo del gen ERG10B de X. dendrarhous.

erg 10a PR Fw
erg1oa PR Rv

erg1oa T Fw
erg1oa T Rv

erg1ob PR Fw

erg 10b PR Rv
erg 10b,T_Fw
erg1ob T Rv
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Pa rtidor Secuencia 5'-3' Blanco u Objetivo de Uso

HN4GS_PR,Fw
H]\/GS PR RV

HiVIGS_T_Fw

HIVGS_T_Rv
II4VK PR Fw

NIVK PR RV

L4VK T FW

L4VK T RV

erg1oa Rv P Sma T

tag gcgagtgag gaagctttg
ggtcgctgitcggtagtagaag

atgtg gcgtcgacagtacaag
gctcagcgcggcatttgct
gtcgtgcclaaagccaitgc
agggtcctcaataccgacac
gatgagctagacagatgggc
gaEgttg gttg gattgtttactg
qqaaqcitcaqcccgggtgacca

catcgttcgcg

qaacqatgtqqtcacccgggctg

aagcttccgatcltgg

cqacaqcaq!? gcccgrgrgttatt

aggccagc

ctqqcctaataacccg99ctactg
ctgicgtcatc

g!clAq ctcatccccaggag g gtc

ctcaataccgac

attqaqqaccctcccggqqatga
gctagacagatgg

Río arriba del gen HMGS de X. dendrohaus.
Rio arlba del gen HMGS de X dendrarhous.
Río abajo del gen HMGS de X dendrarhous.
RÍo abalo del gen HMGS de X dendrarhous.
Río arriba del gen MyK de X dendrohous.
Rio arriba del gen MyK de X dendrarhous
Rlo abajo de gen MVK de X. dendroúaus.
Rio abajo de gen MVK d,e X. dendrorhous.
Para construir pBS-PT ERG70A: 1'1 bases de

terrn¡nador ERG10A de X. dendrcrhous
(subrayado) sitio de resiricción S/ral (curslva) y 17

bases de prornotor ERG 704.

Para construir pBS-PT-ERG70A: 14 bases de
prornotor ERG70A de X. dendrarhaus (subrayado),

sltio de restricción Smal (cursiva) y 19 bases de

terminador ERG 70Á

Para construir pBS-PT-ERGl0B: 12 bases de

ter¡'rinador ERG10B de X. dendrorhaus
(subrayado), sitio de restricclón Smal (cursiva) y 13

bases de promotor ERG70B.
Para construir pBS PT ERG70B: 12 bases de
promotor ERG70B de X dendrorhous (subrayado),

sitio de restriccjón Smal (cursiva) y 17 llases de

tern, inador ERG 708.

Para construir pBS-PT-MyK: 12 bases de
terrninador MVK de X. dendrarhaus (subrayado).

siio de resilicción Smal (cursjva) y 1B bases de

üomolot MVK.

Para constru r pBS-PT MVK: 12 bases de promotor

MVK de X. dendrorhous (subrayado), sitio de

restrlcción Sinal (cursiva) y 18 bases de terminador
t4vK.

erg1oa Fw T Sma P

ero1ob Rv P Sma T

e.o10b Fw T Sma P

[,4VK_Rv_P_Sma T

NIVK_Fw_T_Sma_P
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Tabla 4.- Oligonucleótidos utilizados para RT-qPCR.

Pa rt¡dor Secuencia 5'-3' Gen Blanco Referencia
mActF-RT ccg ccctcgtgattg ataa c ACT l\larcoleta y cal..2A11
mActR-RT tgaccaaggtaggagtcctt
RT ergloa fw tccctcatactgcgtctttg ERG1AA Este trabajo
RT ergloa rv tggttggagagcacatcttc
RT erg1ob ñ/v aggcttcgaccgattctact ERG1AB Este trabalo
RT erg1ob rv aggaaaggagcgttggacat
RT hs fw gitcgccttgaacgctgttt HMGS Este trabalo
RT,hs-rv aaccgtagcaggcattcttg
RT_mvk_f,fl caaatgggcgttcttagatg MVK Este trabajo
RT mvk rv ggatgtgaagctcttgatcg

RT pmk ñ¡r' ttcatcggctEaccctatgl PMK Este trabajo
RT_pmk_rv tcgatcggactgttcatcct
RT_mvd_f,a/ cggtctggagaaactctcal MVD Este trabalo
RT mvd rv ggcagaaccagaaccttgt
HMGR Rea 2 F ggccgatcgctatacatccgttt HMGR Lala y co ..2412
H[,4GRReal2R atccagttgatggcagaaggci
mcrtSF-RT atggctctigcagggtttga c,ts l\,4arco eta y cal..2011
mcrts R-RT tg ctccataagctcg atcccaa
mcrtRR-RT-F cigggaaacaagacctacga c,tR l\,4arcoleta y cal.,2111
mcrtR R-RT-R gg aacctcggttacgacaaa
grg2real FW1 catcaagacctctgtcaccaac grg2 l\/larcoleta y aol.,2111
grg2real RV1 ttggcgtcagacgaggact
lnv real FW1 agaccatctggccitctcaaa INV l\/larcoleta y co1.,2011
lnv real RV1 aggaccgaaactagtggaigtg
pdcreal FWl icaacactgagctgcccacf PDC lvlarcoleta y col., 2011
pdcreal RV1 attccgaatcgggaagcaca
ADH_RT Fw A tgacccagtcggaatcaagl ADH l Este trabajo
ADH RT Rv A taacgtgggcagcgtaaga

2. 3 Obtención de ácidos nucleicos

2.3. I Extracción de DNA genómico de levadura.

La obtención de DNA genómico de levadura, sea S. cerevls,ae o X. dendrorhous, se real¡zó

por ruptura mecánica en la que se mezcló 100 pl de m¡croesferas de vidrio de 0,5 mm de

diámetro (BioSpec) con 600 pl de amortiguador TE (25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0) y

una colonia de células que se tomó desde una placa con un asa estéril. La mezcla se puso 3

min en un moledor de células Mini-Beadbeater-16 (Biospec) y se centrifugó por 5 min a 4.000 x

g para luego traspasar el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. A este tubo se agregó
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un volumen de fenoL: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1), se mezcló en vórtex y centrifugó

'1 min a 18.500 x g en una microcentrífuga. Se recogió la fase acuosa y se traspasó a un tubo

limpio, se agregó un volumen de cloroformo: alcohol isoarnilico (24. 1) paz luego mezclar en

vórtex y centrifugar por 1 rnin a 18.500 x g. Nuevamente, se pasó ei sobrenadante a un tubo

limpio y se agregó dos volúmenes de etanol absoluto frio. Esta mezcla se dejó a -20 "C por t h,

se centrifugó por 10 min a 18.500 x g y se eliminó el sobrenadante por inversión. El precipitado

se suspendió en tampón TE (10 mNl Tris pH 8,0; 1 mNl EDTA).

2. 3.2 Extracción de RNA total de X. dendrorha¿.rs y síntesis de cDl,¡4.

La extracción de RNA de X. dendrorhous se llevó cabo por un protocolo modificado de

Chomczynski y Sacchi (1987). Para exiraer RNA se colectó 2 a 5 ml de culiivo en un tubo de

tapa rosca, se centrifugó a 4.000 x gt por 5 min y se descartó el sobrenadante. El precipitado

celular se congeló en etano¡ a 80 "C y se almacenó a esta tempera'iura hasta su

procesarniento. Al momento de extraer el RNA, se descongeló las células, se agregó 200 Lrl de

buffer de lisis (0,02 M acetato Ce Na, pH 5,5, C,5 % SDS, '1 mM EDTA, en agua 0,1 % DEPC) y

100 pl de microesferas de vidric de 0,5 mm de diámetro (B oSpec). La mezcla se agitó durante

1 min en un moledor de células, se agregó 800 lrl de Trizol y se volvió a dejar durante 1 min en

el moledor. Luego se agregó 200 pl de cloroformo, se agitó manualmente por 30 s, se incubó a

temperaiura ambiente por 6 min y luego se centrifugó por 10 min a 4.000 x E. La fase acuosa se

rescató en un tubo limpio ai que se agregó 1 volurnen de isopropanol frío y 0.5 volumen de

buffer de precipitación (1.2 M NaCl, 0.8 M citrato de Na, en agua 0.1 % DEPC). Poster¡ormente

se incubó a -20 oC pot 45 min y se centrifugó 10 min a 18.000 x g descadando el sobrenadante.

El precipitado se lavó con 1 ml de etanol 75 ya que luego se retiró completarnente mediante el

uso de micropipeta. El pellet se dejó secar por 5 min a temperatura ambiente i/ luego se

suspendió en 30 pi de agua libre de nucleesas.
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La muestra de RNA obten¡da se almacenó a -80 oC hasta su util¡zación. La calidad del RNA

extraído se determinó de acuerdo a la razón DO26e/DO26s y DO26o/DO230 para esl¡mar la

concentración de fenol (Sambrook y Russell , 2001).

La síntesis de cDNA se realizó con 5 pg de RNA total, 1,25 pM de part¡dor oligo-dT, 0,5 UM

de dNTPS y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (lnvitrogen) en un volumen f¡nal de 20 pl, de

acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.

2. 3. 3 Extracción de DNA plasmídico de E, coli.

Para la extracción y purif¡cación de DNA plasmídico de cultivos de E. coli se utilizó los kits

comerciales AxyPreprM Plasmid Miniprep Kit (Axygen) o GeneJET-M Plasmid N4¡niprep Kit

(Thermo Scientif¡c), según las ¡nstrucciones del fabricante.

2. 3. 4 Putificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Para la recuperación de fragmentos de DNA desde geles de agarosa, se cortó un bloque de

agarosa en el que se encontraba el fragmento de inlerés y se pur¡ficó con el kit DNA

UltracleanTM 15 (l\4O BIO), según las ¡ndicac¡ones del fabricante o se utilizó el método de

g/assmilk (Boyle y Lew, 1995). Brevemente, el bloque de agarosa se d¡solv¡ó a 55 oC con 600 pl

de 6 M Kl y luego se agregó 12 pl de glassmilk (dióxido de sílice en 6 M Kl). La mezcla se

incubó en h¡elo por 10 min y luego se centrifugó para elim¡nar el sobrenadante. La sílice se lavó

'l vez con 700 pl de soluc¡ón de lavado (10 mM Tr¡s pH 7,5,50 mM NaCl,25 mM EDTA pH 7,5 y

50 % etanol), y luego de retirar todo el sobrenadante se suspendió en 12 pl de agua. Se incubó

por 10 min a temperatura ambiente se centr¡fugó y se recuperó el sobrenadante.
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2. 4 Reacciones de PCR

2. 4. 1 PCR estándar.

Para el aná¡isis de clones y transformantes cada reacción de PCR se real¡zó con enzima Taq

DNA polimerasa (GenLab). Para la obtenc¡ón de fragmentos (promotor, CDNA de gen y

terminador) y amplifjcación de DNA pare transformación se usó la enzima Pfu DNA polimerasa

(Stratagene).

Las reacciones de PCR con Iaq DNA polimerasa se realizaron en un volumen final de 25 pl.

Esta reacción contenía amortiguador de PCR 1X pH 8,4 (200 mM Tris-HC¡, 500 mM KCI),

amortiguador BCP ('100 mM Rojo cresol, 8,3 % de glicerol), 2 mM MgCl2, 0,2 mM de cada

deoxinucléotido trifosforilado (dNTP), 1 ml\4 de cada part¡dor, entre 10 y 20 ng de DNA molde y

1 unidad de enzima Taq DNA polimerasa. Se utilizó un termociclador 2720 fherrnal Cycler de

Applied Biosystems y el programa fue: desnaturación in¡c¡al a 94 oC por 3 min,35 ciclos de

desnaturación a 94 oC por 30 s, alineamiento de partidores a 55 oC por 30 s y elongación a 72

oC por 3 min, y por último una elongación final a 72 oC por '10 min. Cuando se h¡zo PCR de

colonias en lugar de agregar DNA a la mezcla de reacción se tomó una pequeña cantidad de

células con un mondadienies directamente desde la colonia a analizar.

Las reacciones con Pfu DNA pol¡merasa se realizaron en un volumen f¡nal de 75 pl y se usó

entre 30 y 60 ng de DNA molde, 3 unidades de enzima Pfu DNA polimerasa, amort¡guador de

reacción 1x, una concentración f¡nal de 'l mM para cada part¡dor y 0,2 mM de cada dNTP. El

protocolo de reacción fue mod¡ficado respecto al protocolo para PCR con Iaq DNA polimerasa

reduciendo el t¡empo de elongación a72oC de 3 m¡n a 1 min.

2. 4. 2 PCR de elongación (OE-PCR).

La reacción de PCR de elongación (oveñap extens¡on PCR, OE-PCR) (Higuchi y col., 1988)

se realizó en un volumen f¡nal de 25 ¡.:l e incluyó 20 ng del fragmento más pequeño de DNA y

60 ng del fragmento de DNA más largo a unir, 1 un¡dad de enzima Pfu DNA polimerasa, buffer
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de reacc¡ón 1x y una concentración final de 0,2 mM de cada dNTP. En este reacción no se

agregó part¡dores ya que la elongación ocurre desde los extremos de las hebras unidas en la

h¡bridac¡ón. EI protocolo uiilizado fue de 1 min a 95 "C, 10 ciclos de 1 min a 94 oC, 1 min a 52 oC

y 1 m¡n a 72 oC, con una elongación final de 10 min a 72 "C. Luago, la mezcla de reacción se

amplificó a través de una reacción de PCR eslándar con Pfu DNA polimerasa, siguiendo el

protocolo indicado anteriormente, ut¡l¡zando la mezcta de reacción del OE-PCR como molde.

2. 4. 3 RT-PCR cuantitativo.

La determinación de los niveles de expres¡ón relativa a nivel de mRNA se realizó por RT-

PCR cuant¡tativo en un termoc¡clador de t¡empo real Mx3000P (Stratagene). La mezcla de

reacción se h¡zo con 'l pl de reacción de transcripción reversa, 0,25 pM de cada primer y'10 pl

de kit SensiMix SYBR Green I(Quantace), en un volumen final de 20 pl. Los partidores

utilizados para la determinación de Ios niveles relativos de expresión se encuentran detallados

en la Tabla 3. Para cada part¡dor se hizo tres réplicas técnicas de la muestra. Como

normalizador se utilizó el gen actina (Genbank X89898.1) y el gen PDA (no disponib¡e en base

de datos). Los datos fueron analizados usando método del 2-'dct (Livak y Schmittg en, 2OO1), a

excepción del gen N4VK dónde la ef¡c¡enc¡a del partidor es 92 o/o, por lo que usó la ecuac¡ón;

{1 + EFFbr"n,o)ac'br.".o
LAmbro =' 

(1+EFF.."t..¡)act""t"l

Dónde EFF corresponde a la ef¡ciencia del partidor correspond¡ente y ACt es la diferencia de

Ct entre la condic¡ón A y la condición B.
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2. 5 Transformación por electroporación

2, 5. 1 Electrotransformación de E. coli.

Las células electrocompetentes de E. coli DHSo se obtuvieron según el protocolo descrito

por Sambrook y Russell (2001). En resumen, se inoculó 1 I de medio LB con 100 ml de un

cultivo bacter¡ano saturado y se incubó a 37 oC con agitación constante hasta llegar a fase

exponencial de crecim¡ento (DOeoon. = 0,4 - 0,8). Las células se colectaron por centrifugaclón a

'14.000 x g por 15 min a 4 oC y se lavaron 2 veces con agua destilada fría estéril; el primer

lavado se h¡zo con 'l I de agua y el segundo con 500 ml. Se hizo un lavado final con 20 ml de

glicerol 10 %. Las células tratadas se suspendieron en 2 ml de glicerol 10 % frío y se dividieron

en alícuotas de 40 ¡rl que fueron almacenadas a -80 oC hasta el momento de su ut¡lizac¡Ón. AI

momento de la transformación, se descongeló una alícuota de células electrocompetentes y se

agregó entre 5 y 10 ¡:l de mezcla de ligado, previamente dializado, o '1 ng de vector puro, según

correspondiera. la mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación de 0,2 cm prev¡amente

enfriada y la electroporación se llevó a cabo con un electroporador GenePulser XcellrM

(BioRad). Las condiciones del pulso fueron de 25 pF,200 O y 2,5 KV. Luego del pulso, las

células se suspend¡eron en 1 ml de medio LB e incubaron durante t h a 37 "C. Transcurr'do

este tiempo, se sembraron alícuotas = 80 - '100 pl en med¡o LB-agar suplementado con el

antibiótico ampicil¡na (100 Ug/ml) y X-gal (80 pg/ml), y se ¡ncubaron durante 16 h a 37 "C.

2. 5. 2 Electrotransformación de S. cerevrsiae.

Para la preparación de células de levadura electrocompetentes se sembró una colonia en 30

ml de medio YEP líquido y se incubó durante la noche a 22 oC con agitación constante. A la

mañana siguiente, se agregó 30 ml de medio YEP fresco al cultivo y se incubó por 3 h más. Las

células se recolectaron por centrifugac¡ón a 4.000 x g durante 5 min, se lavaron tres veces con

40 ml de agua destilada estéril frÍa y una vez con 4 ml de sorbitol 1 M. Finalmente, las células

se suspendieron en 0,2 ml de sorbitol 1 M y se dividieron en alícuotas de 40 Ul que se
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almacenaron a 4 oC por un máximo de dos ciÍas. Pera transformar, se agregó 4 pi de DNA

plasmidico, previamente dializado, a una alícuota de células electrocompetentes de S.

cerev¡siae. La mezcla se puso en una cubeta de electroporación de 2 mm y se incubó en hielo

por 5 rnin antes de dar el pulso eléctrico (1,5 kV,25 pF,200 O) con un electroporador

GenePulser XcellrM (BioRad). Posteriormente, las células se suspendiei-on en medio YEP y se

incubaron a 30 oC por t h. Las células se centrifugaron y lavaron con sorbitol 1 l\l a temperatura

ambiente y se suspendieron en i ml de sorbitol 1 N¡. Finalmenie, las células se sembraron en

placas de med¡o minimo suplementadas con los aminoácidos correspondientes.

2. 5.3 Electrotransfofmac¡ón de X. dendrarhaus.

La obtención de células electrocompetentes de X dendrorhous se llevó a cabo seEún el

protocolo descrito por Adrio y Veiga (1995). Brevemente, se sembró 2 ml de un cultivo de 2 días

en 200 ml de medio YM y se dejó üecet a 22 oC con ag¡tación constante hasta una DO6¡¡n, de

2-4 (aproximadamente 24 h). Luego de alcanzat )a DO6¡¡n, deseada, las células se cosecharon

por centrifugación a 4 aC a 14.00A x g por 5 rnin. El sedimento celular se suspendió en 25 ml de

buffer fosfalo de potasio 50 mM (pH 7,0) con 25 mlvl DTT y se incubó por 15 min a 22 "C. A

partir de este paso todos los procedimientos se realizaron a 4 "C con materia¡ enfriado en hielo.

Las células se lavaron 2 veces con 25 ml de solución STI\¡ (270 mM sacarosa. 10 mM Tris-HCl,

pH 7,0, 1 mM l\4gClr) y el sedimento celular se suspendió en 500 pl de solución STM. Para

electroporar se mezcló 60 pl de la suspensión de células electrocompetentes y 10 Ul de DNA

transformante (a una concentración mínima de 'l pg/pl) y la mezcla se transfirió a una cubeta de

electroporación de 0,2 cm enfriada. La electroporación se llevó a cabo con el equipo BioRad

Gene Pulser X Cell balo ias condiciones 125 pF. 600 o y 450 V. Una vez realizada la

electroporación. las células se suspendieron en 1 ml de medio YM y se incubó durante 4 h.

Transcurrido el tiempo de incubación. se sembró alicuotas de 100 fil en medio YM semi-sólido

suplementado con higromicina B y/o zeocina, dependiendo del vector utilizado y de la cepa

transformada. Las p,acas se incubáron a 22 aC pü al menos 2 días y se evaluó la aparición de
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colonias res¡stentes a los antibióticos de selección. Para confirmar el or¡gen de cada

transformante, se secuenc¡ó la región IGS con los part¡dores 55RNA y LR12R (Tabla 3) y se

comparó con la base de datos dispon¡ble en el laborator¡o Ia que posee las secuencias IGS

características de todas las cepas utilizadas en este trabajo y de Ia mayoría de las cepas de x

dendrorhous diaponibles en el laborator¡o.

2. 6 Esporulación de S. cerevisrae y selección de cepas haploides.

Para la esporulación de las transformantes de S. cerevlsrae que portaban los plásm¡dos de

interés, éstas se sembraron sobre placas con medio de pre-esporulac¡ón (5 % glucosa, S %

extracto de levadura, 3 % peptona, 2 o/o asar) y se incubaron a 30 oC por un día. De la placa de

pre-esporulación se tomó una colonia y se sembró sobre una placa con medio de esporulación

(1 % acetato de potasio, 2 oA agar, un cuarto de la Goncentración recomendada de aminoác¡dos

correspondientes) y se ¡ncubó a 22 oC entre 3 y 5 días. La confirmación de la esporulación se

hizo tomando una pequeña cantidad de células con un asa estéril desde la placa y

suspend¡éndolas en una gota de agua sobre un portaobjetos. La suspensión se observó al

microscopio buscando la presencia de ascas en la muestra.

La selección de esporas y ruptura de ascas se real¡zó recog¡endo las células desde la placa

de esporulación y suspend¡éndolas en agua estéril. Posteriormente se agregó un volumen de d¡-

et¡léter y se dejó agitando en vórtex por 30 min. Luego la muestra se centrifugó por 2 min a

14.000 x g y se elim¡nó el sobrenadante siguiendo con un lavado con agua destilada. El pellet

celular se suspendió en 10 pl de sorbitol 1 M estéril, se agregó 10 pl de zymoliasa y se ¡ncubÓ a

temperatura amb¡ente por 2 h. Transcurrido el tiempo, se agregó 600 pl de agua estér¡l y un

volumen equivalente a 100 pl de microesferas de vidrio de 0,5 mm de d¡ámetro (Biospec) para

luego ag¡tar en vórtex por 30 m¡n, La muestra se sembró en placas select¡vas de medio mínimo

suplementado con geneticina a 200 pg/ml y los am¡noácidos correspondientes. Las placas se

incubaron a 30 oC hasta observar el desarrollo de colonias. Estas colon¡as se sembraron por
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duplicado sobre placas select¡vas con o s¡n aminoác¡dos a modo de ¡dent¡f¡car aquellas cepas

auxótrofas para los aminoác¡dos lisina o metionina, las que serían haploides. Se extrajo DNA

genóm¡co de estas cepas y se confirmó por PCR Ia ausencia del gen de interés de S. cerevis¡ae

y la presenc¡a de su homólogo de X. dendrorhous.

2. 7 Secuenciación y análisis de secuencias.

La secuenciación de DNA se realizó en un secuenciador automático ABI PRISM 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) con el kit de terminadores fluorescentes BigDye

Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Se utilizó un mínimo de 200 o 50 ng totales de DNA para

la secuenciación de plásmidos o de fragmentos de DNA ourificados, respectivamente. Para el

análisis de secuencias se utilizaron las herramientas Contig Express y Alignx del paquete de

programas Vector NT Advance \,.11 (lnvitrogen).

La identificación de secuencias desde el genoma y transcriptoma de la cepa UCD 67-385 se

hizo con el programa CLC Genam¡cs Workbench 5. Los genes identificados se confirmaron

mediante comparación con secuencias disponibles en la base de datos de la herramienta

BLAST y también rned¡ante la herramienta SMART BLAST disponibles en lÍnea en ei sitio del

NCBI (/Vafloná/ Cenier for B¡atechnalogy lnfarmation).

El análisis de promotores se hizo utilizando una secuencia de 1.050 pb río arriba del codón

de inicio de Ia traducción de cada ORF con las herramientas TF Search

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.htm ) y PROMO 3.0 (http://alggen.lsi.upc.es/cgi-

bin/promo v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF 8.3), disponibles en línea.
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2. 8 Extracción de compuestos orgánicos y análisis por RP-HPLC

2. 8. 1 Extracción de caroteno¡des.

La extracción de pigmentos caroteno¡des se hizo a partir de alícuotas de cultivo de 25 o 30

ml, basándose en el protocolo descrito para X. dendrorhous por An y colaboradores (1989). Se

tomó un volumen de 1 ml por tr¡plicado para determ¡nar 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 diferenc¡a respecto al tubo vacío. La muestra de cultivo para la

extracción de pigmentos se centrifugó por 5 m¡n a 4.000 x g en una centrifuga Sorvall de

sobremesa. El pellet celular se lavó con 10 ml de agua destilada, se suspendió en 1,5 ml de

agua destilada y se agregó 0,5 ml de microesferas de vidrio de 0,5 mm de diámetro (Biospec).

Posteriormenie, se agitó en moledor de células Mini-Beadbeater-16 (Biospec) por 3 min. Para

extraer los pigmentos, se agregó 2 ml de acetona y se agitó nuevamente en moledor de células

por 3 m¡n, se centrifugó por 5 m¡n a 4.O0O x g para recuperar la fase superior en otro lubo. Este

procedimiento se rep¡t¡ó hasta que los restos celulares quedaron de color blanco. Se midiÓ el

volumen de acetona recuperado y se agregó la quinta parte del volumen de éter de petróleo. La

mezcla se agitó en vortex durante l0 min, se separaron las fases por centrifugaciÓn por 5 min a

4.000 x g y se recuperó la fase superior con Ios pigmentos. Se agregó 1 ml de agua destilada,

se agitó en vortex y se centrifugó nuevamente por 5 min a 4.Q00 x g. Luego se recuperó la fase

superior a un nuevo tubo de vidrio. Para conocer la concentración de caroteno¡des totales, se

calculó el volumen de éter de petróleo recuperado y se m¡dió Ia absorbancia a 474 nm.

El cálculo del contenido específico de caroteno¡des totales (pg de carotenoides / g levadura

seca, ppm) en la muestra se realizó según Ia ecuación 1, donde; E es el volumen de éter de

petróleo recuperado en ml, A corresponde a la absorbancia a 474 nm, D es la diluciÓn usada

para medir, S es el volumen de cult¡vo usado para med¡r peso seco en ml, P es el volumen de

cultivo usado para la extracción de pigmentos en ml y W es el peso seco en g. En la
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cuantificación se consideró

2100 (N4'1cm ').

P¡gmento específico =
(ppm )

el coeficiente de extinción molar correspond¡ente a astaxantina,

ExAxDxSxl00 Ecuac¡ón 1

PxWx21

2.8.2 Extracción de esteroles.

En la extracción de esteroles tota es se usó una muestra de entre 5 y 10 ml de cultivo. A esta

muestra se agregó 4 g de KOH y 16 ml de etanol 60 % y se incubó durante 2 h a 80 oC. Una

'/ez que la mezcla se enfrió, los esteroles se extraleron agregando 10 rnl de éter de petróleo al

tubo, luego se agitó en vórtex y se centrifugó a 4.000 x 9 por 5 min. La fase superior se

recuperó a un tubo de vidrio y se calculó el volumen de éter de petróleo recuperado. Para

cuantificar la cantidad de esteroles en la rnuestra se midió la absorbanc¡a a 280 nm.

El cálculo del contenido específico de esteroles en cada mueslra se realizó según la

ecuación 2, dónde: E es el volumen de éter de petróleo recuperado en ml, A corresponde a la

absorbancia a 280 nm, D es la dilución usada para medir, S es el volumen de cultivo usado para

medir peso seco en ml, P es el volumen de cultivo usado para la extracción de pigmentos en ml,

W es el peso seco en g y 30 corresponde al factor obtenido al dividir el peso molecular de

ergosterol (396,65 g/mol) por el coeficiente de extinción molar del mismo (1 1900 Mrcmr)

(Shang y col. 2006).

Esterol específico =
(mg esterol/ g levadura seca)

ExAxDxS Ecuación 2

PxWx30



2.8.3 Anális¡s de muestras por RP-HPLC

El análisis de la composición de carotenoides y esteroles se realizó por cromatografia líquida

en fase reversa en un equ¡po de HPLC (RP-HPLC) con un detector de arreglo de diodos

Shimadzu SPD-M10A. Para ello, se deló evaporar el éter de petróleo de cada muestra; los

carotenoides se suspendieron en 200 pl de acetona y los esteroles se suspendieron en 200 pl

de metanol y luego se filtraron con un filtro de nylon de 13 mm (N/erck). Para la corrida de

HPLC, se utiizó una columna Lichrospher RPlB 125-4 (Merck): como fase móvil para la

separac¡ón de carotenoides se usó una mezcla de acetonitrilo: rnetanol: isopropanol (85: 10: 5)

y para esteroles. la fase móvil fue metanol: agua (93: 7) con un flujo de 1 ml/min en condiciones

isocráticas. La identificación de caroienoides y de esteroles se realizó comparando con

estándares especificos de acuerdc al tiempo de retención y su espectro de absorción

(l\,4ercadante y Egeland, 2004).



3. RESI.JLTADOS

3. 1 ldentificación por análisis bioinformático del genoma y

transcriptorna de X. dendrorhous de las secuencias codificantes de

los homólogos de los genes ERGIO, ERG13, ERG12, ERGS y frllVDl

de S. cerev¡srae, involucrados en la ruta del mevalonato.

La identif¡cac¡ón de cada uno de los genes se logró a partir de la comparac¡ón de la

secuencia del transcripioma de X. dendrorhous disponible en nuestro laboratorio contra

secuenc¡as de genes homólogos a los que comprenden este estudio que se encuentran en la

base de datos del NCBI. Como también está disponible el genoma de la levadura, fue posible

identificar la secuencia genómica de cada uno de ellos permitiendo conocer su estructura de

intrones y exones. La Tabla 5 presenta las característ¡cas principales de cada uno de los genes

identificados e información sobre Ia proteína que codif¡carían.

Usando la secuencia del oRF identiflcado se procedió a corroborar que las secuencias

traducidas ln s/,co correspondieran a proteÍnas con la función que cada gen debería codificar.

Para esto se usó la aplicación "Conserved Domain Database Search" (CDD Search, NCBI,

Marchler-Bauer y col., 2015) la que compara la secuenc¡a amino acídica ingresada al programa
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Tabla 5.- Características de cada gen en estudio.

Gen Proteína Resultados CDD

Nombre Homólogo en Tamaño DNA Tamaño Número T¡po de dominio
gen S. cerev¡s¡ae genómico (pb) ORF (pb) Exones/lntrones aminoác¡dos Pl - PNI (kDa) (código CD) E-value

ERG1AA ERG1O 1727

ERG1AB ERG1O 2212

HMGS HMGS 2430

MVK ERG13 1279

PMK ERGS 2227

MVD ERG11 1516

¡n¡t¡at¡nq condens¡no
1444 11110 467 5,75 - 50,8 enzymes (cdAO827) 7.17e-61

1212 6/5

1296 8t7

948 5t4

1491 7 t6

1206 3t2

4O3 7,65-42 rhlolase (cd0075'l) 3.53e 178

431 7,65 44,39 thiolase (cd00751, 1 .61e-174

mevalonate k¡nase
315 5,38 - 33,8 (P1N02677) 1.28e-46

phosphomevalanate
k¡nase, ERGB

496 5,37 - 54 (r1GR01219) 3.92e-104
diphosphomevalonate
decarboxylase

401 5,75 - 43.4 (T1GR01240) 2.21e-108
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contra secuencias de dominios proteicos cuya función es conocida. El primer resultado para

cada uno de los genes traduc¡dos se presenta en la Tab¡a 5. Para todos los genes en estudio

los resultados obten¡dos se corresponden con la función esperada y presentan un E-value

menor que E'oo, lo que indica que este resultado no es al azar.

El análisis en esta base de datos se real¡za por alineamiento contra secuencias de función y

estructura ya ¡dentificados proven¡entes de diferentes bases de datos. En los casos en que la

secuencia se encuentra en la base de datos propia del programa (cuyo código de dominio

com¡enza con "cd"), el programa también arroja un alineamiento que muestra residuos del s¡tio

activo y del domin¡o de dimerización (s¡ lo hay) que se encuentran conservados. Las Figuras 2,

3 y 4 presentan las secuencias de la reg¡ón cod¡flcante de los genes ERG12A, ERG11B y

HMGS de X. dendrorhous, respectivamente, y se muestra también el péptido que estaría

codificado por esta secuenc¡a junto con los res¡duos conservados según lo encontrado por CDD

Search. Como se puede ver, las proteinas codificadas por estos tres genes mantienen

conservados residuos del s¡t¡o act¡vo de la proteína, marcados en amarillo, y además muestran

conservac¡ón en los residuos relacionados con la interfaz del dímero.

En el caso de las proteínas codif¡cadas por ERG10A (Figura 2) y ERG10B (Figura 3) ambas

presentan la triada C-H-C que correspondería a los am¡noácidos que interactúan con la

molécula de acetil-CoA durante la catálisis, según se ha observado en los cristales obtenidos de

la tiolasa biosintética de Zoogloea ramigera (código PDB 1DM3, Modis y W¡erenga, 2000). En

esta fam¡lia de enzimas, aquellas de activ¡dad biológica biosintét¡ca y de actividad degradativa

comparten el mismo mecanismo catalít¡co, con un sitio activo formado por cuatro /oops,

aportando cada uno de ellos al sit¡o activo con un residuo catalítico (Haapalainen y col., 2006).

En la tiolasa deducida a partir del gen ERG10A, éstos corresponden a Cys-101, Asn-326,

H¡s-358 and Cys-388 y en aquella deducida a partir de ERG10B a Cys-125, Asn-357, H¡s-389

and Cys-417. Durante la catálisis ocurren dos reacciones pr¡ncipales, pr¡mero una cisteína
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ERGTOA

M?SGKSKILQKNANDVVICSAVRTPIT
l0 20 30 40 s0 60 70

CAGGGCACCA.A.AAGGAGGCTTGAAEGATACGCTTCCGGAAGAÍCTCCTGGTGGCfGEGTTCAAGGCTACGCTCGAGAGAT < 160
R AR I( G G I K D T ], ? E D I, N VA V F K A T I, E R S

90 100 - 110 120 130 140 150

CCAAGGTTGACCCGTCGTTGATTGACqA?ATCGCTGTCGGAAATGTCCTTCCGCCTGGAGGAGGTGCGAACGTGGCTCGA < 2 4 O

K V D P S ]- I D D I A V G N V I P P G G GAI¡ VAR
170 180 - 190 200 210 220 -230

ATGGCTCAGCTTCGAGCAGGGATCCCTCATACTGCGTCTTTGAACACGGTCAACAGACAGTGTTCGTCCÍCTCTCCAAGC < 320
MAQ LR AG 1 P H TA S L N 1tVNRQ C S S S ], QA

z5a 260 2',7j 280- - -29A 300 310

GATCACTCAGATCGCCAACTCGATTGCATGTGGTCAGATCTCTATTGGTATTGGGGCTGGAGTCGAGTCGATGACGACAC < 4OO

I TQ IANS 1 ACGQ I S ] G I GAGVE SMTTII
330 340 350 360 370 380 390

ACTACGGAGCÍGGTGTCCTACCTGAGAJ{GATCTCGGAAGATGTGCTCTCCAACCAGGAAGCCCAGGACGTCTTGATTCCG < 480
Y GAG V]- P E K I S E DV], S N 9E AQ DV I, ] P

410 420 430 440 450 460 4',70

ATGGGGATCACG?CCGAGAACGTTCCGAAAGAGTTTGGAGTGACTAGAAAGGAGCAGGACGAGTTTGCAGCAAAGTCTTA < 560
M G 1 ? S E NV A I( E F G V T RI< E 9 D E ¡ AA I( S Y

490 500 510 520 s30 540 550

TCAGAACGCTTfTGCTGCGAGAAAGGTTGGCCACTTTAAGGAGGACATCGTTCCCGTCAAGACCGAGATTGTTGATCCAA < 6 4 O

VGH¡XEEIVPVKTEIVDPl(
570 580 590 600 610 620 630

AGTCGGGAGAGACAAAGACGGTGCTEGTGCACGAGGATGACGGGATCCGAGATGGGATGACGGCCGAGTCGCTGGCAAAG < 720
SGETKTVLVDEDDGIRDGMTAESf,AK

650 660 670 680 690 700 710

TTGAAGCCGGCGTTCTCGAAGGAGGGAAGCACGCATGCTGGCAACGCGTCCCAGGTATCTGACGGGGCTGCCGCGGTGTT < 8 O O

I,KPAFSKEGSTHAGNASQVSDGAAAVI
730 7A0 750 16A 77A 780 ',794

GCTCGTCCGGCGGGATGTG6CGGAGAAGCTG¿AGCTTCCGATCTTGGGCAAGTTTGTGACGACCGGGTACGCTGGTGTGC < 880
!V RR DVAE K ! I< L P I f, G K F V T T GY AGV?

810 820 830 840 8s0 86T - 8?0 -

CTCCGAAGGTGATGGGGATCGGGCCGGCGGTGGCGATCCCGA¿GGCGTTGGCGAACGCGGGGATCGAGTCTTCGCACGTT < 960
P K VMG I GPAVA I P KAT A!{AG I E S S DV

890 900 910 920 930 - 940 950

GACTTTTGGGAGATCAACGAGGCGTTTGCCTCCCAGGCGGTCTACTC?GTCAAGAAGCTGGGGTTG6ACTTTGAGAAGGT < 1O4O
D ¡'¡IE I N EAF A S QAV Y S VKK L G ], D E E KV

970 980 990 1000 1010 1020 1030

CAACCCTGGGGGAGGGGCGATCGCGCTTGGTCATCCGTTGGGAGCGACCGGGGCGAGACAGGTTGCGACTGCGCTTGCCC < 1 1 2 O

N P G G GA I A], G E P L GA T GAR QVAT ALA H

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

ATGCCAAGCGA?CTGGCGAGAAGGTGTTTGTGACGAGTATG?GCATTGGGTCTGGTATGGGTCTTGCCTCGGTGTTTGTG < 12OO

AKRSGEKVFVTSMCIGSGMGIASVFV
1130 1140 1150 1160 1If0- 1180 1190

AATGAGCAGTGA < 1212
NEQ*

1210

Figura 2.- Secuencia codificante dél gen ERGIoA de x. dendrorhous. En la parte superior se presenta

la secuenc¡a nucleotfdica y baio ella está la secuencia am¡noácidica codificada por ella. En la secuencia del

péptido se marcan en amarillo los residuos conservados del sitio activo de la proteina tiolasa y subrayados,

los que part¡c¡pan de la interfaz del dfmero según lo indicado por el programa CDD Sea/ch.
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ATGTCTGCCGCCTTCCGTCTGACCACCATCAAGATTCACCTTCTCCCAGTCTTTACTATCCG?CCATCTCTTGCTTCCAT < 8 O
M SAAFRLTT I l<I ¡1 L LPVF S I R P SIAS I

10 20 30 40 50 60 ?o

TAGATCGTACTCTAGCATGTCCTCCTTCACTCCCCAGGAAGTCTTCATCGTCTCGGCCGTTCGAACGCCCATCGGAACTC < 160
RSYS §MSSFTPqEVF IVSAVRTP IGTI.

90 100 110 120 130 140 1s0

ACAACGGTGCCC'I]CAAGTCCCAGACTGGTGTCCAETCGGAACCACCGCCGTCAAGGCCGCCATCTCTCGAGCIGGTATC < 2 4 O

N G A L K S Q T G V Q ]- G T T AV K A A I S RA G I
t'70 - 180 190 200 21,0 220 230

GAGCCCAGCCCCGTTGAGGAGCTTTACATGGGACAGGTCATTCAACCCGGAGCCGGACAGTCTCCCGCTCGAC¡¡GTCGC < 320
EPSAVEELYMGQVlQAGAGQ§PARQVA

250 -260 27A 28A 29A 3d0 510

CCTCGCCGCCGGATGCGAGGCTTCGACCGA?TCTACTACCATCAACAAGGTCTGCGCTTCTGGTATGAAGGCCATCACCT < 4OO
1-AAG C E A S T D S A t I NKVCA S G ¡4(A I T L
- 330 340 350 - - 360 - 370 380 - 390

TGGCCGCTCAGGGCATGATGCTTGGTGGTTTCGGAGGTTCCCAGAAGAGGGGAGTCGTCGTTGCCGGTGGAATGGAGAGC < 4 8 O

A A O G ¡4 M L G G F G G S Q K R G VV V A G G M E S
-41tr 420 430 440 450 460 41A

ATGTCCAACGCTCCTTTCCTCGTTCCCCGAGCTGTCCCTGGCTTTGGAGGTTTCCAGACTAAGGACTCTGTCCAGACCGA < 560
M S N A P F l- V P R AV P G F G G F Q T K D S V O T D

- 490 s00 510 520 530 540 s50

TGGTCTTTGGGATGTATCC¡IACAACTTCCCCATGGGTAACTGCC'CCGAGCACATTGCTGCCA¡GTTCTCGATCTCTCGAG < 6 4 O

G L VI D V S NN F P M G N C AE II I AA K F S I S RE
570 580 590 600 610 624 630

AGTCTCAGGACGAGCACGCGCTCGAGTCTTACCGACGAGCAGCCGAGGCCTGGTCTACTGGCAAGTTCGAGGCCGAGATC < 720
s Q D E tlA L E S Y RRAAE Ai.7 S T G K F E AE I

650 660 670 680 690 700 710

GCTCCGGTCACCCTCAAGGGCCCCAAGGGCGAGACCGTTGTGGCTGAGGATGAGGACTACAAGAAGGTCATTCCCTCAAA < AOO

APVTTKGPKGETVVAEDEDYKXVIPSK
730 140 750 760 110 ?80 194

GGTTCCCACCTTGA]\GCCTGTGTTCCAGCGAGAGGGTGGAACCATCACTCCTGCCAACGCCTCGGGTATCAACGACGGTG < 880
V P T L K P V F Q R E G G 1I T P A N A S G 1N D GA

810 A20 830 840 850 860 870

CCAGTGCTGTCGTTTTGATGACCGGAGAGAAGGTTCAC,GAGCACGGAGTCAAGCCTATGGCCAAGATCCTTGGGTTTGCC < 9 6 O

S A V V I- ¡' T G E ¡< V O E H G V K P M A K I L G F A
890 900 9t0 920 930 940 950 -

GACGCTGCCATCGCTCCTATCGAGATCCCCATCGCCCCTACCGTTGCTATCCCCATCGCTfTGA¡AAACGCCGGTOTCTC < 1O4O

DAAI AP I E F P IAP TVA I P TA], KI¡AGVS
- - 97A 980 990 LOOO 1010 1020 - 1030

TGCTGACGATGTCGCGCTCTACGAGATCAACGAGGCTTTCTCAGTCGTTGCCCGGGCTGCCGAGAAGATCCTCA¡CATTG < 1120
A D D V A L Y E I N E A F S V V A RAA E K I I N I D

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

ATCCCTCCAAGTTGAACGTCAACGGAGGAGGTGTCGCTCTTGGTCACCCGATCGGAACGTCTGGATGCCGAATTGTTGTC < 12OO

PSKLNVNGGGVALGHP IGS SGCRIVV
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

TCCCTTGTTCATGCTCTTCAGCCCGGACAGATCGGTGTTGCCGGTATCTGCAACGGAGGAGGAGCCGCTACTGCTGTCGT < 1280
S 1, V Ii A L O P G O I G VA G I C N G G G AA T A V V

12tO t220 1230 L240 12sO - Lz60 ]270

CATCCAGAGGCTCTAA < T296
IQRL*

1290

Figura 3.- Secuencia codif¡cante del gen ERGIoB de X. dendrorhous. En la parte superior se presenta

la secuencia nucleotídica y bajo ella, la secuencia aminoacídica. En la secuencia del péptido, se marcó en

amar¡llo los res¡duos conservados del s¡tio activo de la proteina tiolasa y subrayados, los que participan de la

interfaz del dimero según lo indicado por el programa CDD Searc¡,.
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HMGS

ATGTACACTTCTACTACCGAACAGCGACCTA.AAGATGTTGGAATTCTCGGTATGGAGATCTACTTTCCTCGACGAGCCAT < 8O
¡JY T S T TE Q RPK DVC I ],GME I YFP RRAI

10 20 30 40 50 60 ?o

CGCTCACAAGGATCTCGAGGCTTTTGATGGGGTTCCTTCCGGA¡AGTACACCATCGGTCTCGGCAACAACTTCATGGCCT < 160
A H K D L E A¡ D G V P S GI( Y T I G L GN N FIIA T

90 100 110 \20 I30 140 150

TCACCGACGACACTGAGGACATCAACTCGTTCGCCTTGAACGCTGTTTCCGGTCTTCTATCAAAGTACA.4CGTTGATCCC < 2 4 O
TDDTEDTNSFALNAVSGILSKYNVD?

170 180 190 200 270 22A 230

AAGTCAATCGGTCGA.ATTGATGTCGGAACTGAGTCCATCATTGACA.AGTCCA¡ATCTGTC¡.AGACAGTCCTTATGGACTT < 320
I{S lGRI DVGTE S I ] DXSKSVI<EVLMD1,

25A 260 27A - 28A 29A 300 - 310-

GTTCGAGTCCCACGGCAACACAGATATTGAGGGTATCGACTCCAAGN\TGCCTGCTACGGTTCTACCGCGGCCCTGTTCA < .10 O

F E S H GNT D I E GI D S I<NACY G S TAAI- FN
330 340 - -3sT - - 36'0 370 380 - 390

ATGCCGTCAACTGGATCGAGfCATCCTCTTGGGACGGAAG¡.A.ATGCCATTGfCTTCTGCGGAGACATTGCCATCTACGCC < 4 8 O

AVNW I E S S S IID GRNAI VF C GD I A I YA
-41T 42A 430 440 450 460 470 -

GACGGTGCTGCCCGACCTGCCGGAGGTGCTGGTGCTTGCGCCATCCTCATCGGACCCGACGCTCCCGTCGTCTTCGAGCC < 560
ECAARPAGGAGACAIL IGPDAPVVFEP

490 500 510 520 530 540 550

CGTCCACGGA¡.ACTTCATCACCAACGCTTGGGACTTCTACAA6CCTAATCTTTCTTCTGAATACCCCATTGTCGATGGAC < 640
VH GN F¡{TNA¡.] D F Y( P N], S S E YP MGP

570 - 580- - 590 600 610 62A 630 - -

CTCTCTCCGTCACTTCCTACGTCAACGCCATTGACAAGGCCTATGAACCTTACCGAACAAAGTATGCCAAGCGATTTGGA < 7 2 O

], S V T S YVNA I D KAY E AY R T I< Y AK R F G
650 660 670 680 690 700 710

GGACCCA]\GAC1AACGGTCTCACCAACGGACACACCGAGGTTGCCCGTGTCAGTGCTGCGTCGTTCGATTACCTTTTGTT < 8 O O

G P I(T N GV T N C iI T E VAGV S AA S F D Y l, L F
730 740 750 160 1tO 780 19A

CCACAGTCCTTACGGAAAGCAGGTTGTCA¡¡GGCCATGCCCGACTTTTGTACAi\TGACTTCCG¡.&\CA.\CCCCAACGACC < 8 8 O

¡I S P YG(OVVKG HARLL YN D FRNN PND P
810 820 830 840 850 860 870

CGGTTTTTGCTGAGGTGCCAGCCGAGCTTGCTACTTTGGACATGAAGAAAAGTCTTTCAGACAAGAATGTCGAGA.A.qTCT < 9 6 O

VF A E V PAE LAT ! DM(T S T- S D K N V E K S
890 900 910 920 930 94A 950

CTGATTGCTGCCTCCA.qGTCTTCTTTC¿.SC¡.AGCAGGTTGAGCCTGGAATGACCACCGTCCGACAGCTCGGA¡ACTTGTA < 1O 4 O

L I AAS K S S F N1( QVE P G ¡,1 I f VRQ LGNI, Y
970 980 990 1000 1010 1020 1030

CACCGCCTCTCTCTTCGGTGCTCTCGCAAGTTTGTTCTCTAATGTTCCTGGTGACGAGCTCGTCGGCA.AGCGCATTGCTC < 1 12 O

TASTFGALASIrF SNVPGDELVGKRIAL
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

TCTACGCCTACGGATCTGGAGCTGCTGCTTCTlTCTATGCTCTTAAGGTCAAGAGCTCAACCGCTTTCATCTCTGAGAAG < 12OO
YAYGSGAAAS FYALKVKS S TAF I SEK

1130 - 1140 1150 1160 1170 1180 1190

CTTGATCTCAACT\ACCGATTGAGCAACATGAAGATTGTCCCCTGTGATGACTTTGTCA¡AGCTCTGAAGGTCCGAGAAGA < 12 8 O

L D]-NN RL SNM( I VPC D D FVKAI, KVREE
1210 l22A 1230 t24A 1250 t26A L21o

GACTCACAACGCCGTGTCATATTCGCCCATCGGTTCGCTTGACGATCTCTGGCCTGGATCGTACTACTTGGGAGAGATTG < ] 3 6 O

T H NAV S Y S P I G S L D D L I']P G S Y Y L G E I D

l29A 1300 1310 1320 1330 13,10 1350



39

(continuac¡ón)

Figura 4.- Secuencia cod¡f¡cante del gen HMGS de X- dendrorhous- En la parte superior se

presenta la secuencia nucleotídica y bajo ella, la secuencia de am¡noácjdos codificada. En la secuenc¡a

del péptido se marcan en amar¡llo los residuos conservados del sitio activo de la proteína HN¡G-CoA

sintasa y subrayados, aquellos que participarían de la interfaz del dímero según lo indicado por el

programa CDD Search. Además. en verde se marcan otros residuos correspondientes al sit¡o activo de

esta proteina, encontrados manualmente.

conservada altamente reactiva [PDB: ldm3]) es acetilada, con una segunda c¡steina (Cys-378)

que dona un protón al Co-A saliente. La segunda reacción lleva a la condensación de dos

moléculas de acetil-CoA cuando Ia cisteína cargada desprotona a un segundo acetil-CoA que

recibe el acetilo que se encontraba un¡do a la cisteína 89 (Jiang y col., 2008).

En el caso de la proteína que sería codificadá por el gen HMGS, al revisar el alineamiento

entregado por CDD Search, ésta no mostró la tríada catalítica C-H-E que ha s¡do descrila para

la estructura de HMGS de Staphylococcus aureus (PDB: IXPL, Theisen y col., 2004) y de

Homo sapiens (PDB: 2P8U, Shafqat y col., 2010), si no un mot¡vo C-N-N. Por esla razón se

realizó un alineamiento usando el programa PROMALS3D (Pei y col., 2008) contra las

estructuras disponibles y se buscó manualmente ¡os residuos correspondientes a la t¡iada

catalítica, los que se mueslran en la F¡gura 4.

Como se puede observar en la Tabla 5, solo tres de los seis genes en estudio mostraron

similitud con dominios en la base de datos "cd", por lo que para analizar la conservación de

aminoácidos importantes para Ia función de las proteinas codificadas en los genes MVK, PMKy

MVD fue necesar¡o apoyarse de la ¡nformación disponible en la literatura. En las Figuras 5,6 y 7

se presentan las secuencias codificantes de los genes MVK, PMK y MVD de X. dendrorhous, en

las que también se muestra la secuenc¡a de la proteína que éstos cod¡ficarÍan. Una

característ¡ca común en las proteÍnas codif¡cadas por estos genes, es el uso de ATP en la

reacc¡ón de catálisis. En todas ellas fue posible ¡dentificar la reg¡ón que participarÍa de la unión

de ATP la que se marcó en verde en cada figura (Tsay y Robinson, 1990).
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MVK

ATGGCATTCTTGTATTTGTTGGTGCTATTGAGCAAAGGGAAGCCAAGTGAGCCGTTCGAGTTGACGGCTCGATCTGCGCT < 8 O

¡1 AF! Y I-]-VL! S K GI< P S E P F E L TAR S AL
10 20 30 40 50 60 70

TCCGATGGGAGCTGGTCTGGGTTCATCCGCCGCTCTATCGACCTCTCTCGCCCTAGTCTTTCTTCTCCACTTTTCTCACC < 16 O

PMGA
90

ALSTSLA]-VFLLHFSH!
110 12A 130 140 150

TCAGTCCAACGACGACTGGCAGAGAATCA.qCA.ITCCCCACCGCCGACACAGAAGTAATTGACASATGGGCGTTCTTAGCT < 240
S P T T T G R E S T 1 P T AD T E V I D K !i A F T-A

170 180 190 2AA 27A 22A 230

GA-A¡.AAGTCATCCATGG¡.qATCCGAGTGGGATTGATA.qCGCGGTCAGTACGAGAGGAGGCGCTGTTGCTTTCLA¡.CGAA.A < 320
EKV ] HGNPSGI DNAVSTRGGAVAF(RK

25A 26A 27A 280 290 300 310

GATTGAGGGAAAACAGGBAGGTGG¡.ATGG¡.AGCGATCAAGAGCTTCACATCCATTCGATTCCTCATCACACATTCTCGTA < 4 O O

I EGKQ E GG}l E A I X S E T S l REI I T D S R I
330 340 3s0 360 310 380 390

TCGGAAGGGATACAAGATCTCTCGTTGCAGGAGTGAATGCTCGACTGATTCAGGAGCCAGAGGTGATCGTCCCTTTGTTG < 4 8 O

GRDTRSLVAGVNAR1- I OE PEV IVPL]-
410 42A 430 4,10 450 4 60 47 0

GAAGCGATTCAGCAGATTGCCGATGAGGCTATTCGATGCTTGAA.AGATTCAGAGATGGAACGTGCTGTCATGATCGATCG < 5 6 O

EA l QQ lADEA I RCI, I< D S EME RAV¡1 I DR
490 500 510 52A 530 s40 550

ACTTCAAAACTTGGTCTCCGAGAACCACGCACACCTAGCAGCACTTGGCGTGTCCCACCCATCCCTCGAAGAGATTATCC < 6 4 O

L QN],VS ENHAH LAALGVS H P S LE E I I R

570 580 590 600 610 624 630

GGATCGGTGCTGATAAGCCTTTCGAGCTTCGAACAAAGTTGACAGGCGCCGGTGGAGGTGGTTGCGCTGTAACCCTGGTG < 7 2 O

I GA D K P F E ]- R T K L T G A G G G G C AV T ], V
650 660 610 680 690 700 710

CCCGATCACTTCTCGACTGAAACCCTTC-A.AGCTCTTATGGAGACGCTCGTTCAATCATCCTTCGCCCCTTATATTGCCCG < 8 O O

PDDF STETI,QA]-METLVQS S FAPY IAR
730 ',74A 15A 760 110 780 194

AGTGGGTGGTTCAGGCGTCGGATTCCTTTCATCfuqCTAAGGCCGATCCGGAAGATGGGGAGAACAGACTTAAAGATGGGC < 880
VGG S GVGF]- S S T KAD P E D G E N RLKD G!

810 820 830 840 850 860 870

TGGTGGGA.ACGGAGATTGATGAGCTAGACAGATGGGCTTTGA¡.{ACGGGTCGTTGGTCT!TTGCTTGA < 948
V G T E I D E L D RIIAI- K A G ilN S F A *

890 900 910 920 930 940

Figura 5.- Secuencia codificante del gen MyK de X. dendrorhous. En la parte superior se presenta

la secuencja nucleotídica y bajo ella, la secuenc¡a de aminoácidos. En la secuencia del péptido, se

destaca en verde a reglón que interactúa con el ATP durante la catálisis y en amanllo, los residuos que

serían parte del sitio activo de esta proteína (Nl z orko, 2011).
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A'I'GACCGCTATAGCCACCACCGCTATATCCTCCCCAGGAAAGGTTCTCCTAGCAGGTGGATACCTTGTGCTAGACCCAGT < 8O

MT A 1 A I T A I S S PGKVI, LAGG YLVL D P V
lo 2a 30 40 50 60 la

CCACACAGGTCTCGTGGTTTCGACCTCATCCAGCTTCTACACTGTTATTCGATCTCTTCCGCCTTCTTCCTCCTCGACAT < 16 L)

HTGLVVSTSSRFYTVIRSLPPSS S STS
90 100 110 120 130 140 150

CCACGAAÍACTATAGTTGTTCAATCTCCCCAGTTCGAATCAGCTCA4TGGAGATATCA.ATTCGACCATGTTTCAGGGAGG < 2,10
TN T I V V Q S P Q F E S AOIiRY Q ¡ D HV S G R

170 180 190 2AA 27A 22A 230

ATTACCGAGATGGA¿.AATGATTTGCACGCTGGAACTGGACGAAATAAATTTGTGTTGATCGCGCTTGAGAAGACGATCAG < ] 2 O

I T E M E N D L H A G T G R N K I- V L I A L E 1( T I R

25A 26t 21A 280 290 300 310

AGTCGCCGGAGAGTTGATAGGTTGGGALAAGGTCAATGAATCTCTT¡.\AGATGGATGGGTCA'TCGTTATCGTAGGAGACA < 4.)O
VAG E L I GlI E K VN E S L( D GIdV I V 1 V G DN

3:0 340 350 360 31t) :80 390

ATGATTTCTATTCACAGCGAAAACAGCTTGAATTCCGTGGGCTTCCTCTCTCCTTTGACTCTCTCGCCCATCTTCCGCCA < 4 8 O

DFYSORKQLEFRGLPLSFDSLAHLPP
410 42A 430 440 .150 460 410

1'1'CTCG¡A¡ACA¡.CTG¡.qTCACTCGCCAACGTGCATAAAACTGGCCTCGGA!CCTCTGCCGCTCTCATCACTTCTCTCTG < 5 6 O

FSKTNESIANVH¡T
490 500 510 520

LITS!C
0 550

TGCCGCTCTTCTTCTCCACCTCGGGGCGGTCTCTCCCCTCATCTTC¡-{ACCTTCATCGGCTGACCCTATGTCAGAAGA-AA < 6 4 O

AALLLHLGAVSPLIFI<FSSADPMSEER
570 580 590 600 610 624 630

GA.AGAGAGATGAGATTGGTACACAACGTCGCTCAGTATGCTCATTGTTTGGCCCAGGGCAAAGTCGG-A-AGTGGATTCGAC < 720
RE 11 RL VHNVAQ YAH C LAOG RVGS G F D

650 660 614 680 ri90 1AA 710

GTAAGCAGTGCGGTGTGGGGAAGTCAGATCTACAGGAAATTTGAA,\AGGATGCGTTGGA.CGAGCTTATGGAGGATGAACA < 8 .) L)

V S S AVT,IG S O I Y R ( F E ( D AL E E L¡4E D E 8
730 74A 750 ',76A 17A 780 794

GTCCGATCG¡-qCATTGGTCCCAACCCTGTCGCCTGAGA.qCCCGAGATGGACCAACCAGGTCACTCCGTTCTCCTTTCCAC < 8 8 O

S D RTL VP TL S PE N P RlNT N8V T P F S F P P

810 820 830 840 850 860 870

CTCGTTTCAGGTTGCTTCTGGCCGACGTCGACGCTGGAAGCGACACGCCTTCCCTTGTTGGAAAGCTTCTTAAATGGA.AA < 960
R F RLLLADV D A G S D T P S LVG KVL KhT K

890 900 910 920 9:0 940 950

AAGGACAACCCTTCACAAGATTCTTGGTCGACCATTGATGGGTTCAAIGAII'GACCTCGCTTCCCAGATTAGAGCTCTTGG < 1()4[)
«DNPSQDSWSTIDGFNDDLASQIRALG

97A 980 990 1000 1010 1A2A 1030

TCGATTAGCCGCTTCTGATCCTGTATCGTACGAGACAGCTGTCCAGGACTTCATTCGAAAACCTGCAGA-CCCTTCATCGA < 1120
RLAASDPVSYETAVQDFIRI<PAEP S SS

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

GCAATTCTCAGCCGTTAA'ICAAGATCTTCCAATCTATTC¡.CGCCGCAAGCCAATClATCCGACGATCAATGÁ-q-CTTGATG < 12OO

NSSP F I KI F OS I OAASQ S I RRSM(L¡4
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

GGAGAATCAGCCGGCGTACCTATTGAGCCTGATGAGCAAACGGAAT'IGC1I'IGACA,LATGCCAGACTCTACCTGGTGTCTT < 1280
GE SAGVF I EP DEQTELLD(CQTLPGVL

tzlo l22o 1230 724A 1250 126A l21A

GGGTTGTGGAGTACCCGGAGCGGGAGGATACGATGCCCTGTGGGTCCTCATTCTCGATACCCCCTCCTCGTCGACAGCAC < I36O
G C GV P GAGGY DALiNVI. I L D T P S S S AAQ

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

AAGTTGTAGAGAAGACATGGACGGAACACACAGGTCTATCTGl'TTGTCCTCTTCTCGCACATGAGGATCCGATGGGTGGT < 1440
VVE K TIT T E ]1 T G L S VC P L LAII E D P M GG

137A 1380 1390 1400 1410 l42A 1430



( contioua )

CTTCAAATTCATGATGTAGATCATGTCACCGGTTTGAGGGAATGTCTGIAG < 1491
LQIHDVDI]VTGLRECI*

1450 1460 1470 1480 1490

Figura 6.- Secuenc¡a codificante del gén PMK de X. dendrorhous. En la parte superior se presenta la

secuencia nucleotídica y bajo ella, Ia secuencia de aminoácidos. En la secuencia del péptido se destacan

regiones conservadas entre Ia proteína PIMK de X dendrorhous y pErgS de S. cerevls,ae y de

Schizosaccharomyces pombe según lo estudiado por Houten y Waterham (2001). En amarillo se destacan

aquellas reg¡ones conservadas entre diversas proteÍnas con actividad quinasa y en verde se indica el motivo

de ¡nteracc¡ón con ATP.
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MVD

ATGGTTCATATCGCTACTGCCTCCGCTCCCGTTAACATTGCGTCTATCAAGTACTGGGGTA.AACGGGATACCAAGTTGAT < 8 O

}¡ V H I A T AS A P V N I A C I K Y'N G K R D T 1( L I
10 20 30 40 50 60 70

TCTCCCTACAS.qCTCCTCCTTGTCTGTCACTCTCGACCAGGATCACCTCCGATCGACGACGTCTTCTGCTTGTGACGCCT < 16 O

LPTN S SLSVTLDODHLRSTTSSACDAS
90 100 110 12A 130 140 150

CGTTCGAGAAGGATCGACTTTGGCTTAACGGGATCGAGGAGGAGGTCAAGGCTGGTGGTCCGTTGGATGTCTGCATCAAC < 2 4 O

F E(DRLtII, NG I E E EVfi AGGRLDVC I K

170 180 190 200 274 224 230

GAGATGAAGA.AGCTTCGAGCGCAAGAGG¡-AGAG,A.{GGATGCCGGTCTGGAGAAACTCTCATCTTTC¡ACGTGCACCTTGC < 3 2 O

E I,1 KK!RAQE E EKD AGL E KL S S FNVH!A
254 260 274 2AA 290 300 310

GTCTTACAAC¡ACTTCCCGACTGCCGCTGGACTTGCTTCCTCCGCTTCCGGTCTAGCTGCGTTGGTCGCCTCGCTCGCCT < 4 O O

SY LAALVASLAS
70 380 390

CGCTCTACAACCTCCCAACGAACGCATCCGAACTCTCGCTCATCGCCCGACAAGGTTCTGGTTCTGCCTGCCGATCGCTC < 4 8 O

]- YN! P TNAS EL S I, I AROG S GSAC RSI-
410 120 430 440 450 164 474

TTCGGCGGGTTCGTTGCTTGGG}.SCAGGGC-A.qGCTTTCCTCTGGLACCGACTCGTTCGCTGTTCAGGTCGACCCCAGGGA < 560
EGGFVAWEQGKl, S S GTDSFAVQVEPRE

490 500 510 524 530 540 550

ACACTGGCCCTCACTCCACGCGCTGATCTGTGTAGTTTCCGACGAGA.A.A.A,AGACGACGGCCTCGACGGCAGGCATGCAAA < 640
H W P S L H Af, 1 C V V S D E ltK T T A S T AG ¡I O T

574 580 590 600 610 620 630

CCACGGTGA.CCACCTCGCCTTTGCTCCAACACCGAATCGAACACGTCGTTCCACCCCGGATGGAGGCCATCACCCAGGCG < 7 2 O

TVNT S ? L LQ HR I E HVVPAR}l EA ] T QA
650 660 670 680 694 700 7 LA

ATCCGGGCCA.{GGATTTCGACTCGTTCGCA¿AGATCACCATGAAGGACTCCAACCAGTTCCACGCCGTCTGCCTCGATTC < 8 O O

I RAX D F DS FA( I TMI{D SNQF HAVC L D S

730 744 754 760 110 780 ',194

GGAACCCCCGATCTTTTACCTCA.ACGATGTCTCCCGATCOATCATCCATCTCGTCACCGAGCTCAACAGAGTGTCCGTCC < 880
E P P I E Y!N DVSR S I I 11 LVT E T,NRV S VO

810 820 830 8.{0 850 860 A7A

AGGCCGGCGGTCCCGTCCTTGCCGCCTACACGTTCGACGCCGGGCCG¡T\CGCGGTGATCTACGCCGAGGAATCGTCCATG < 960
AGGPV]-AAY T F DAGP NAV ] YAE E S S¡4

890 900 910 924 930 940 950

CCGGAGATCATCAGGTTAATCGAGCGGTACTTCCCGTTGGG-A.CCGGCTTTCGAGAqCCCGTICGGGGTTAACACCGAAGG < 1O 4 O

P E 1f RI, I ERY F P LGTAFENPT GVNTE G

910 980 990 1000 1010 1020 1030

CGGTGATGCCCTGAGGGAAGGCTTTAACCAG¿.ACGTCGCCCCGGTGTTCAGGAAGGGAAGCGTCGCCCGGTTGATTCACA < 1120
GDA!REGFNONVAPVFRRGSVARL I HT

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

CCCGGATCGGTGATGGACCCAGGACGTATGGCGAGGAGGAGAGCCTGATCGGCGAAGACGGTCTGCCAAAGGTCGTC-{CG < 12 O O

R I GD G P RT Y GE E E S L I GE D G1- P KVVK
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

GCTTAG < 1206

F¡gura 7.- Secuencia codificante del gen MyD de X. dendrorhous. En la parte superior se presenta la

secuencia nucleotídrca y bajo ella, la secuencia de aminoácldos. En amarillo se destacan residuos que

serÍan parte del sitio activo (Krepkiy y i\,'liziorko, 2004) y en verde, la porción que nteractúa con el ATP

(Cordier y col.. 1999).
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Entre las estructuras resueltas de la enzima MVK se encontró que los residuos Lys-13, Ser-

146, Glu-193 y Asp-204 (numeración según MVK de rata, PDB: lKVK, Fu y col., 2002) son

importantes para la función del sit¡o activo. Estos residuos se encuentran conseNados en las

secuenc¡as de las proteinas de Methanocaldococcus jannaschii (PDB: lVlS) y Methanosarc¡na

mazei (PDB'.4HAC). S¡n embargo, sólo se encontró tres de ellos en la secuencia de X

dendrorhous, tal como se puede apreciar en la Figura 5, marcados en amarillo, a excepc¡ón de

la Ser-146 que es parte de la región de unión a ATP y se encuentra en verde.

Las proteínas con actividad quinasa que tienen fosfomevalonato como sustrato (PMK) han

s¡do clasifcadas en dos grupos no ortólogos que debido a la gran diferencia a nivel de

secuencia entre ellas. La secuenc¡a del gen PMK de X. dendrorhous codificaría una proteína

homóloga al grupo de proteínas PMK de plantas, hongos y bacterias, con una estructura que las

hace pertenecer a la familia de GHMP quinasas (galactoquinasas, homoserina quinasa,

mevalonato quinasa, "phospf, omevalonate" quinasa) (Miziorko,2011'). En la Figura 6 se resaltÓ

regiones mencionadas por Houten y Waterham (2001) como conservadas dentro de e§te grupo

de proteínas, incluyendo la región de unión a ATP marcada en verde. Entre estas regiones

conservadas se encuentran las que conformarían el surco del sitio activo de Ia proteína,

observadas en el cristal de la proteína PMK de S. pneumon¡ae (PDB: 1K47, Romanowski y col,

2002).

Para la proteína MVD se han encontrado los residuos del s¡tio activo por mutagénesis sitio

d¡rig¡da de la proteína de S. cerevlslae (Krepkiy y Miziorko, 20041 y a part¡r del estud¡o de las

estructura de la proteína humana (PDB: 3D4J, Voynova y co|.,2008) y de S. epldermrdrs (PDB:

3QT5, Barta y col., 2011). Estos residuos se marcan en amarillo en la Figura 7. Además,

estudios de alineamiento de secuencias entre proteínas con la misma funciÓn han descr¡to

regiones conservadas comunes ¡ncluyendo el péptido de interacción con ATP marcado en verde

(Cordier y col., 1999).
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En resumen, los genes que codifican las enzimas de la ruta MVA en X dendrorhous tuercn

identificados en el genoma de la levadura y se pudo conocer su estructura génica, además de

identificar característ¡cas conservadas importantes para Ia función a nivel de proteína.

3. 1. I Caracterizac¡ón bioinformática de t¡olasas

Las enz¡mas con act¡vidad tiolasa han sido d¡v¡didas en dos grupos principales: (i) T¡olasas

de tipo I o 3-cetoac¡l-CoA tiolasas, ¡nvolucradas en funciones catabólicas y (¡i) Tiolasas tipo ll o

acetil-CoA acetiltransferasas, que partic¡pan de procesos anabólicos (Peretó y co1.,2005). De

éstas, solo las tiolasas de t¡po ll están involucradas en la ruta del mevalonato. Para identificar

que tipo de t¡olasa codiflcaría cada uno de los genes ERGIo identif¡cados, se ut¡l¡zó la

herramienta BLASTp y se evaluó el porcentaje de ¡dentidad entre las proteínas posibles de cada

gen con los d¡ferentes tipos de tiolasas en la base de datos (Tabla 6).

Tabla 6.- Resultados de BLASTp entre tio¡asas (porcentaje de ident¡dad entre proteínas).

X. dendrorhous

Organismo Proteina codificada Ergl0Ap Ergl0Bp
S cerevls/ae

S. cerevisiae

Danio rer¡o

D. rcr¡o

MLts musculus

M. musculLts

3-celoacil CoA t¡olasa (NP 012106.1)

Acet¡l-CoA acetiltransferasa (NP_01 5297. 1 )

3-cetoacil-CoA t¡olasa, peroxisomal
(NP_001 002207.1 )

Acetll-CoA acei¡transferasa, precursor
mitocondrial (NP 001003746 1)

3-cetoacil CoA tiolasa B, precursor peroxisomal
(NP_666342.1)

s70/o 34%

34a/a 53%

50./.

360/o

55%

360/o

32%

48./"

330/"

55./.

Acetil-CoA acet¡ltransferasa, precursor
mitocondr¡al (NP 659033.1 )

mayor en se muestra el código

de cada proteína.

Para apreciar mejor estos resultados se construyó un árbol f¡logenético (Figura 8) usando

secuencias aminoacídicas de tiolasas con diferentes funciones y localización celular (Gómez,

2016). Los alineamientos se hicieron con el programa Clustalw 2.1 y el árbol filogenético se
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x. de¡rlrchous fERcloBl

F¡gura 8.- Árbol filogenético dé las tiolasas codificadas por ERGIOA y ERGIOB comparadas con

otros organismos. El árbol fue construido en |\4EGA 6.0 usando el método de ne¡ghbor joiníng con las

siguientes secuencias de aminoácidos: Tiolasa mitocondrial/acetil-CoA c-acetiltransferasa: B. taurus

INP_001039540.11, H. sap¡ens [8AA01387.1], C. tupus fam¡l¡ads [XP_546539.2], R. norveg¡cus

INP_058771.21, G. ga us [NP_001264708.1]. Tio¡asa citoplasmica/ acetil-CoA c-acetiltransferasa: S.

pombe [Q9UQW6.1], B. gram¡n¡s f. sp. tr¡t¡c¡ 96224 lE?Q61678.11, S. cerev¡siae [P41338.3], N. tabacum

[AAU95618.1], Z. mays INP_001266315.11, A. thal¡ana fQgFlK7.11. Tiolasa milochondrial/ 3-cetoacil-CoA

t¡olasa: B. faur¿ls [N P_001 030419.1], M. muscul¿/s [NP,803421.11, R. norveg¡cus [NP_569117.1]. T¡olasa

peroxisomal/3-cetoacil-CoA tiolasa: S. cereyls/ae \CAA37472.11, Y. l¡polyt¡ca [005493.1], c. gallus

INP_001184217.11, M. musculus [NP_570934.1], E. caballus [XP_001488609.1], C. lupus fam¡t¡ais

IXP_534222.21. B. taurus INP 001029491.1], H. sapiens [NP_001598.1]. X. dendrorhous lERc10All
tiolasa codificada por el gen ERG10A. X. dendrorhous IERG10Bl. tiolasa codificada por el gen ERGl0B.

Los números de acceso están ¡nd¡cados en paréntesis. Los números de cada nodo ind¡can el porcentaje

de apoyo para el nodo correspondiente luego del análisis de '1.000+epl¡ca bootstrap (Adaptado de Gómez,

20't6).

t eEl,s@e,,i
t. upotylco ,- i ' t' ttootvt¡co :
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1ür j 
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h¡zo ut¡lizando el programa MEGA 6.0 con el método de Ne¡ghbor Jo¡ning con 1.0OO replica-

bootstrap. Estos resultados sug¡eren que el gen ERG70A codif¡caría una tiolasa con actividad 3-

cetoacil-CoA tiolasa, de localizac¡ón perox¡somal, y el gen ERG70B una enzima de tipo acetil-

CoA C-acetiltransferasa.

3. 1. 2 Análisis de regiones promotoras.

Se h¡zo una anál¡sis de las zonas promotoras (cons¡deradas arbitrariamente 1.050 pb río

arr¡ba del codón de inic¡o de traducción de la proteína cod¡f¡cada por el gen) que se presenta en

la Figura 9. La búsqueda de posibles cajas TATA, las que se ¡nd¡can en color rojo, se hizo

manualmente. Como uno de los mecanismos regulatorios más estudiados de la ruta del

mevalonato es Ia vía SREBP, se buscó posibles sitios SRE de unión a SREBP en las regiones

promotoras con la herram¡enta TF Search (http://v\ ,vw.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html). De

esta forma fue posible identif¡car posibles sitios SRE rÍo arr¡ba de los genes ERG10A, HMcS y

PMK.

Según estudios hechos por Marcoleta y col. (2011) y Bravo (2015), la síntesis de

carotenoides en la levadura X. dendrorhous estaria regulada por represión catabólica mediada

por M¡g'1. Si b¡en en organismos modelo se ha visto que esta regulación ocurre sobre vías de

utilización de fuentes de carbono, en X. dendrorhous se descr¡bió por primera vez la presencia

de regulación por este factor transcripc¡onal sobre vías de síntesis de metabolitos secundarios

(Bravo, 2015). Por este mot¡vo se optó por evaluar la presencia de s¡t¡os de unión de Mig1

usando el programa PROMO 3.0 (http://alggen.ls¡.upc.es/cgi-

bin/promo_v3/promo/promoinit.cg¡?dirDB=TF_8.3).

El programa ¡dentificó s¡tios de unión de Migl en los promotores de los genes ERG10B,

MVK, PMKy MVD; sin embargo, en ¡os tres primeros estos s¡t¡os se encuentran río abajo de las

pos¡bles cajas TATA de los genes, sugiriendo que no serían func¡onales. Siguiendo este criterio,

el único sit¡o de un¡ón de factores transcripcionales de aquellos que fueron identificados que
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ERGlOB

MVD

¡ÍATA SREBP .' vigr

F¡gura 9.- Esquema de zonas promotoras. En azul se ilustra el DNA genómico de X. dendrorhous

que comprende 1.050 pb rio arriba del codón de inicio de la traducción. En rojo se marcan pos¡bles cajas

TATA, en verde pos¡bles s¡t¡os de unión SREBP y en v¡oleta los posibles s¡tios de unión de ¡/ig1. +1 indica

el ¡nicio de la traducción (ATG) y la barra en la esquina super¡or-derecha representa el largo de 100 bp de

secuencia.

100 bp

+1
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sería funcional es el sitio SRE que se encuentra río arr¡ba de la posible caja TATA del gen

HMGS.

3. 2 Estudio de la funcionalidad de los genes ERGI0, HMGS y

MVK, por ensayos de complementación heteróloga en S. cereyrsrae

y en mutantes heterocigotas de X. dendrorhous.

3. 2. 1 Complementación heteróloga en S. cerevisiae.

Para Íealizar la caracterización funcional de los genes ERG10A, ERG10B, HMGS y MVK

de X. dendrorhous se planteó realizar ensayos de complementac¡ón heteróloga en S. cerevlslae

utilizando cepas mutantes heterocigotas de los distintos genes. Estas cepas son diploides y

llevan un módulo de resistencia a G4'18 que reemplaza uno de los alelos de los genes a

estudiar. Además, estas cepas son auxótrofas para leuc¡na, urac¡lo e h¡st¡dina (leuz/leu2-, ura3

/ura3' e hisg/his3-) y heteroc¡gotas lys2'/LYS2 y met15/MET15, genes involucrados en la

síntesis de lisina y metionina, respect¡vamente. La estrategia experimental para realizar la

complementac¡ón cons¡stió en transformar la cepa mutante heteroc¡gota de S. cerevlslae para el

gen de interés con un vector de expres¡ón que porta el gen homólogo de X. dendrorhous.

Luego, la cepa portadora del vector se hizo esporular con el fin de obtener una cepa haploide,

mutante del gen en estudio de S. cerevlslae y portadora del vector de expresión con el gen

homólogo de X dendrorhous.

Para llevar a cabo esta estrategia, se construyó vectores de expres¡ón portadores del ORF

del gen de interés de X. dendrorhous utilizando el vector de expres¡ón YEp-NP, que contiene

como regiones reguladoras al promotor ACT4 y el terminador IHD3, ambos de S. cerevisrae.

Los vectores construidos fueron secuenciados para conf¡rmar su estructura y se denominaron

YEp-c10A, YEp-cl08, YEp-cHMGS y YEp-MVK de acuerdo al ORF que porlan. Además,

considerando la posibilidad que los genes ERG10A y ERG10B codifiquen enzimas tiolasas que
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participan en rutas metabólicas diferentes, se construyó un vector control ad¡cional para la

complementac¡ón del gen ERGIo el cual porta el ORF del gen ERG70 de S. cereylsiae

denom¡nado YEp-ERG1 Osc.

Debido a que los genes de la ruta l\4VA son esenciales y no es posible obtener mutantes

nulas de ellos, fue necesario primero transformar la cepa heteroc¡gota de S. cerevls¡ae con el

plásmido para la complementación y de manera poster¡or a ello, mediante esporulación, obtener

las cepas mutantes nulas del gen endógeno de S. cerevlslae correspondiente. Esta condición a

nivel genético se confirmó por PCR uti¡izando partidores adecuados para cada gen, La

obtención de la cepa haploide mutante del gen correspondiente evidencia que existe

complementación funcional, considerando que las cepas nulas no podrÍan crecer si no existiera

complementación funcional del gen de X. dendrorhous. Adicionalmente, se realizaron

extracciones de esleroles totales con el f¡n de cuantificar si existían diferencias entre las cepas

donde hubo complementación y sus respectivos controles.

En el caso de la cepa mutante del gen ERG70 (SCAe¡970) la transformac¡ón con los

plásmidos YEp-ERG'1osc, YEp-ERG10A y YEp-ERG10B se hizo en paralelo, al igual que la

selección de transformantes y la ¡nducción de esporulac¡ón. En las tres cepas transformadas se

observó la formación de ascas y cada una se trató por separado para su ruptura, sembrado en

placas YEP y posterior selecc¡ón por resistencia a G418 y auxotrofía de met¡onina y l¡s¡na. De

las colonias obten¡das se extrajo DNA total al que se hizo PCR para confirmar: la pérdida del

gen ERG10 de S. cerevislae, usando partidores externos a la región codificante del gen; la

presencia del gen con el que se complementó y la resistenc¡a a G418, como se muestra en la

Figura 'l 0. Cabe destacar que en las complementac¡ones con los genes ERG10 de S. cereylslae

y ERG10B de X. dendrorhous, el protocolo de esporulación y selección solo se realizó una vez,

obleniendo las cepas SCA1o-sc y SCA'I0-'108. En el caso de los ensayos de complementac¡ón

con el gen ERG10A de X. dendrorhous, no fue posible encontrar colonias haploides en las que
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F¡gura 10.- Anál¡sis por PCR de cepas haploides mutantes del gen ER6r0 de S- cereyisiae,

Las cepas SCA1o-sc y SC^10-108 portadoras del plásmido YEp-ERG1osc y YEp-ERG1oB,

respectivamente, fueron analizadas por PCR para confirmar su genot¡po. Se ¡ncluyó como control DNA

de las cepas UCD 67-385 de X. dendrorhous (carril '1), S288c (carril 2) y SCAergTo (carril 3) de S.

cerev¡s¡ae además de un control negativo s¡n DNA molde (carr¡l 6). El DNA de las cepas SCA1o-sc

(carr¡l 4) y SC^10-108 (carril 5) fue analizado para evaluar: A) ausenc¡a de la copia cromosómico del

gen ERGIo de S. cerey¡slae (partidores ergloscF y ergloscDWR), B) presencia del gen de resistencia

a kanamicina, KanMX (partidores KanMXF2 y Kan¡/XR2), C) presencia del gen ERGTO de S.

cerevis¡ae (partidores ergloscF y ergloscR) y D) presencia del gen ERG70 de X. dendrorhous

(partidores Thio2Fw y Thi02Rv). Se usó los marcadores de peso molecular Lambda DNtuHmdlll (Carril

banda en kb). A la derecha se muestra un esquema en el que se indica la ubicación de los partidores,

marcados como flechas negras, en los amplificados correspondientes. La letra sobre el partidor indica

el panel al que coffesponde. UP y DOWN, en azul, corresponden a las reg¡ones cromosómlcas

ub¡cadas alrededor de 300 pb río arriba y río abajo del gen ERGIo de S. cereyisiae; KanMX4

corresponde al módulo dé res¡stenc¡a a genetic¡na y pACT4, en rojo, y ITDH3, en verde, corresponden

a las regiones del promotor y terminador en el vector YEp-NP, respectivamente.
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hub¡ese complementación funcional del gen ERG10 de S. cereylslae, pese a que los

experimentos se rep¡tieron tres veces totalizando 500 esporas sembradas por duplicado en

placas SD suplementadas con uracilo-histidina y placas suplementadas con uracilo-h¡st¡d¡na-

lisina-met¡onina y 30 colon¡as analizadas por PCR s¡n obtener resultados positivos. Esto ind¡ca

que el gen ERG10A no complementa funcionalmente al gen ERGI0 de S. cereyislae.

Para las cepas SCA1o-sc y SCAI0-10B se analizó la cantidad de esteroles totales

producidos luego de 48 h de cultivo a con agitación a 30 "C en med¡o YEP. En la Figura '11 se

presenta la curva de crecimiento correspond¡ente (Figura 11 A) y la cuantificac¡ón de esteroles

específ¡cos obtenidos desde el cultivo para las tres cepas en estudio (F¡gura 11 B). Cabe

destacar que es posible observar que las cepas en las que hay complementación funcional

producen una mayor cantidad de esteroles totales que la cepa control, probablemente por la

expresión desregulada del gen ERGI0 en el plásmido YEp-NP.

Para comprobar la funcional¡dad del gen HMGS de X. dendrorhous se transformó la cepa

SCAhmgs con el plásmido YEp-GHMGS. Se hizo la selección de transformantes, inducción de

esporulac¡ón y selección de esporas obteniendo la cepa SCAl,rngs-cHMGS. Se extrajo DNA

total desde esta cepa y se confirmó el genotipo de la misma por PCR con parejas de part¡dores

adecuados (Figura 12).

Para esta cepa, tamb¡én se anal¡zó la cant¡dad de esteroles totales produc¡dos luego de 48 h

de cult¡vo con agitación a 30 'C en medio YEP. En la F¡gura 13 se presenta la curva de

crecimiento correspondiente (Figura 13 A) y la cuantificación de esteroles específicos obtenidos

desde el cult¡vo para las cepas mutantes del gen HMGS en estud¡o (Figura '13 B). En relac¡ón a

la cantidad de esteroles producidos por las cepas, sólo hay una diferencia s¡gnificativa entre la

cantidad producida por la cepa S288c y la cepa haplo¡de SCAñmgs-cHMGS. Esto indica que la

complementación fue efectiva, confirmado la funcional¡dad del gen HMGS de X. dendrorhous-
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cepa haplo¡de SCAhngs-cHMGS, poladora del plásm¡do YEp-CHMGS (can¡l 4). Como control se

incluyó las cepas S288c de S. cereyisiae (carril l), la cepa mutante d¡ploide SCAñmgs (cÁt 2\ y la
cepa d¡ploide SCAh¡ngs transformada con el veclor YEp-CHMGS (carril 3). Como control negativo no

se agregó ONA molde en la reacción de PCR (carril 5). El DNA de las cepas fue analizado para

confirmar: A) ausencia del gen HMGS de S. cerey,s,ae (part¡dores HMGS_SC,F y HMGS sc_RV), B)

presencia del gen de resistenc¡a a kanam¡cina, KanMX (partidores KanMXF2 y KanMXR2), C)

presencia del oDNA del gen HMGSde X. dendrcrhous (patlidores HMGS_genFW y HMGSjenRV). El

marcador de peso molecular (carril M) usado fue Lambda DNAJHindlll (iamaños: 23, 9,4, 6,6,4,4, 2,3,

2 y 0,6 kb). Bajo cada gel se muestra un esquema en el que se ind¡cá la ubicación de los parl¡dores,

marcados como flechas negras, en los ampl¡ficados conespondientes. La letra sobre el partidor ind¡ca

el panel al que corresponde. UP y DOWN, en azul, corresponden a las regiones cromosóm¡cas

ub¡cádas alrededor de 300 pb río ar¡ba y río abajo del gen HMGS de S. cerev¡s¡ae, KanMX4

corresponde al módulo de resistencia a geneticina y pACT4. en rojo, y ITDH3, en verde, conesponden

a las regiones del promotor y term¡nador en el vector YEp-NP, respeclivamente.

B
M

c
M

H

M

:
=

!¡t qt



A
16

14

12

-o- S288c

-0-SCAhmgs

-+-SCAhmgs-cHMGS

20 30

Tiempo (h)

SCAhmgs SCAhmgs-cHMGS

F¡gura 13,. Crecim¡ento y producción de esteroles de cepas mutantes del gen HMGS de S.

cerevis¡ae. A) Las cepas usadas en la complementación funcional del gen HMGS y los controles
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de esteroles totales medidos por espectrofotometría a 280 nm, normalizados por g de biomasa seca. Cada

punto representa el promedio de tres cultivos independientes y las barras corresponden a la desviación

estándar (prueba T de student, t p<0,05).
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La complementación func¡onal del gen MyK se hizo en la cepa SCAmvk la que fue

transformada con el vector YEp-oMVK. Se procedió de igual manera que en las

complemenlaciones de los genes ERG70 y HMGS y se obtuvo la cepa haploide SCLmvk-

CMVK. Se extrajo DNA total desde esta cepa y se confirmó el genot¡po de la m¡sma por PCR

con parejas de part¡dores adecuados. Para esta cepa también se analizó la cantidad de

esteroles totales producidos luego de 48 h de cultivo a con agitación a 30 "C en med¡o YEP. En

la Figura l4 se presenta la curva de crecimiento correspondiente (Figura 14, A) y la

cuantificación de esteroles específicos obtenidos desde el cultivo para las cepas mutantes del

gen MVK en estudio (Figura 14, B). En relación a la cantidad de esteroles producidos por las

cepas no se encontró una diferencia significativa entre la cepa haploide SCArnvk-cMVK y la

cepa parental d¡ploide SCAmvk.

En resumen, por medio de estos ensayos de complementación heteróloga se evaluó la

funcionalidad de los genes ERG10B, HMGS y MVK, los cuales efectivamente tendrÍan la

función esperada en X. dendrorhous. En el caso del gen ERG70A no hubo complementación

funcional con la cepa de S. cerevls,ae mutante del gen ERG70, lo que sugiere que este gen

codiflcaría una enz¡ma de diferente actividad a la de S. cerev¡s¡ae analizada.

3. 2. 2 Obtenc¡ón de mutantes de X. dendrorhous-

Para evaluar Ia funcionalidad de los genes e identificar su efecto sobre la ruta en estud¡o, se

tomó una segunda aproximación mediante la construcc¡ón de mutantes de X. dendrorhous

derivados de la cepa diploide UCD 67-385 (Miller y col., '1976). La obtención de estos mutantes

se h¡zo por recombinac¡ón homóloga, por lo que primero se debió construir módulos para

reemplazar por recombinación homóloga cada gen en esludio por un módulo que confiere

resistencia a antibiótico (Niklitschek y col., 2008). Los módulos de transformación se

construyeron de manera que lleven un fragmento de DNA obten¡do desde la región rio arriba del

gen que se quiere reemplazar, luego el módulo de resistencia (en este caso a higrom¡cina B) y
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finalmente otro fragmento de DNA proveniente de la reg¡ón río abajo del gen blanco a

reemplazar.

Se construyó un total de 3 vectores paru rcalizat las transformaciones de los genes ERG7oA,

ERG10B y MVK. El procedimiento para su construcción fue s¡milar en todos los casos variando

princ¡palmente los partidores utilizados según el gen que se quiso mutar. Para la construcción

de los vectores se comenzó amplificando por PCR independientes la región río arriba y la región

rÍo abajo del gen que se quería mutar utilizando partidores específicos según lo indicado en la

sección "Construcción de mutantes" de la Tabla 3. Los fragmentos fueron purificados desde

ge¡es de agarosa y re-amplificados con partidores diseñados para perm¡tir la unión de

fragmentos y purificados desde gel nuevamente. Los fragmentos de la región río arriba y río

abajo del gen de ¡nterés se unieron por OE-PCR, cuyo producto se purificó desde un gel de

agarosa y se insertó en el s¡t¡o Smal del vector pBluescriptsK-. Entre los fragmentos de DNA río

arriba y río aba.¡o del gen de ¡nterés se agregó un sitio de corte Smal, en el que posteriormente

se insertó el módulo de resistencia a higrom¡c¡na B digerido con la enzima EcoRV desde el

vector pMN-Hyg. De esta forma se obtuvo finalmente a los vectores pBS-PHT-10A, pBS-PHT-

108, pBS-PHT-MVK (Figura 15 A y B), en los que el módulo de resistencia se encuentra

flanqueado por secuencias genómicas que rodean el gen que se quiere reemplazar. El inserto

de los vectores se usó para transformar la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous y las

transformantes fueron seleccionadas por resistencia a higrom¡cina B. por este método se

obtuvo las mutantes heterocigotas de los genes ERG11A, ERGI)B y MyK denominadas 385-

ergl 0A(+l-1, 385-erg1 0B(+l-) y 385-mvk(+ l-\, respectivamente.

Debido a que los genes de la ruta del mevalonato son esenciales, no se esperaba obtener

mutantes homocigotas, a excepc¡ón de los genes ERG10A y B, ya que si cod¡f¡caran enzimas

con la misma función podrian complementar entre ellos. Por este motivo se probó el método del

doble recombinante (DRM, Niklitschek y col., 2008) que cons¡ste en aumentar gradualmente la

pres¡ón select¡va sobre la cepa heterocigota con el f¡n de favorecer la selección de mutantes

homocigotos con una doble dos¡s génica del módulo de resistencia a antibiótico generado por
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Figura '15.- Obtención de mutantes de X. dendrorhous A) Esquema tipo del vector construido para la

transformación de la cepa UCD 67-385. En azul se indican resistencias a antibiótico§. en blanco promolor y

termanador del rnódulo de res¡stencia a higromicina B y en verde regiones de recombtnación UP y DOWN

correspondienles a las regiones rio arriba y rio abajo al gen de interés (GDI). B) Representación de la

ubicación del módulo de resistencia a h¡gromrcina B en el genoma de X. dendrorhous luego de la

transformac¡ón, las flechas representan los pa¡tidores util¡zados en el análisis de PCR mostrado en el panel

C. C) Análisis genómico mediante PCR de los mutantes heterocigolos y homocigotos del gen ERGI0A. Se

usó como conlrol DNA de la cepa parental UCD 67-385 (canil '1) y un control negativo sin DNA molde (carril

5). Se utilizó DNA de la cepa 385-ergl0A(+l-) lcaffal 2) y de dos colon¡as obtenidas mediante DRIV de la

cepa 385 erg10A(-l-) (carril 3 y 4). Las cepas fueron anal¡zadas para identillcar; (l) presencia del gen

ERG70A (partidores ThiogenFw y ThiogenRv), (ll) presencia del módulo de resistenc¡a a h¡gromicina B,

HPH, correctamente integrado (partidores uP ergloA Xd e lntHygR) y (lll) la región rÍo abajo del gen

(part¡dores TGPDF y Dw_erg1oA_Xd). El marcador de peso molecular (carril l\,.4) usado fue Lambda

DNA,/Hrrdlll (tamaños: 23,9,4,6,6, 4,4, 2,3, 2 y 0,6 kb).
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recomb¡nac¡ón homóloga entre ambos alelos del /ocus en estudio. Así se obtuvo una cepa

mutante homocigota del gen ERG10A, llamada 385-erg 10A(-l-\, lo que fue confirmado

realizando PCR con DNA extraido de esta cepa (Figura'15 C). Esta cepa presenta diferencias

en el fenotipo comparada con la cepa parental, principalmente en relación a la pigmentaciÓn de

la misma, como se aprecia en la Figura 16, A. El crecimiento en medio completo YM a 22 'C no

muestra diferencias comparado con la cepa parental (Figura 16 A). Al extraer esteroles y

carotenoides totales desde una muestra de cultivo en fase eslacionar¡a (96 h), se observa que

no existen diferencias s¡gn¡ficativas en cantidad de ambos t¡pos de metabol¡tos. Respecto a la

composición de carotenoides, esta cepa presenta una coloración más pálida que, de acuerdo a

los anál¡s¡s cuantitativos, se debería a una dism¡nución en la proporción de astaxantina (de 80 a

50 % del total de carotenoides totales producidos) en comparación con la cantidad de beta-

caroteno y otros intermed¡arios (Figura '16). Este cambio en la proporc¡ón de pigmentos sugiere

que podría existir alguna diferencia en la expresión de genes carotenogénicos en las mutantes,

especialmente en los que participan de las etapas finales de síntesis de astaxantina, como los

son los genes crfs y crfR (Figura I).

Finalmente, se extrajo RNA total desde muestras obtenidas de las tres cepas y se sintetizó

CDNA para realizar ensayos de RT-qPCR en que se midió los niveles de transcrito de los genes

ERG10A, ERG10B, crts y criR. El valor Ct (threshold cycle) obtenido corresponde al ciclo a

pártir del cual el blanco de la ampl¡ficación alcanza una cantidad definida. Los Ct obtenidos

para cada muestra se analizaron usando el método de ddct (Schmittgen y Livak, 2008)

normalizando respecto al Ct del gen actina y luego, respecto a la cepa s¡lvestre UCD 67-385

(Figura 17). Se obtuvo que la cantidad de transcrilo del gen ERGI0A en la cepa 385-erg10A(+/-

)disminuyó 2,5 veces en relación a la cepa parental, s¡endo este gen el único que cambia de

manera s¡gn¡ficat¡va en esla cepa de los 4 anal¡zados. En la mutante homocigota, 385-erg10A(-

l) no se detectó transcrito del gen ERG70A, como era esperable, y se constató un aumento en

la cant¡dad de transcrito del gen ERG7oB de más de 8 veces en relac¡ón a la cepa parenlal,

posiblemente para compensar la d¡sm¡nución en la cantjdad de acetil Co-A d¡sponible por la
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Figura 16.- Caracter¡zación de cepas mutantes del gen ERGr0A. A) Pigmentación de cepas

mutantes obtenidas en este trabajo. El gen mutado en cada cepa se ind¡ca sobre la misma. B) Curva de

crecimiento de cepas mulantes del gen ERG10A y la cepa parental UCD 67-385 crec¡das con agitación

constante en medio YM a 22'C. Cada punto corresponde al promedio de tres muestras independientes.

C) Cantidad de esteroles y pigmentos carotenoides en muestras obtenidas a las 96 h de cultivo (fase

estac¡onar¡a)t entre paréntes¡s se ¡nd¡ca la desviac¡ón estándar del promedio de tres muestras

independ¡entes. D) Composición de p¡gmentos obtenidos desde muestras en fase estacionaria (96 h de

cultivo). Cada barra representa el promedio de tres muestras independientes, las barras indican desviac¡ón

estándar (prueba T de student; . p<0,01).
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¡nierrupción del proceso de beta-oxidación de ácidos grasos. La disminución en la cant¡dad

detectada de transcrito del gen crfs (casi 5 veces menos que en la cepa parental) también

podría estar asociado a este fenómeno ya que ex¡stiria una disminución en la cantidad de IPP

para ut¡lizar en la sínlesis de pigmentos, metabolitos que no son esenciales para X,

dendrorhous, que finalmente se ve refle.iado como el cambio observado en la composición de

carotenoides.

La cepa mutante en el gen ERG10B, 385-erg10B(+l-) no mostró diferencias fenotípicas de

color en comparación con la cepa parental UCD 67-385 que se pudieran observar a simple vista

al crecer en placas (Figura 16 A). Al realizar la curva de crecimiento, esta cepa mutante no

mostró d¡ferencias de crecimiento en comparación con la cepa parental UCD 67-385 en med¡o

Yl\l al ser crec¡da a 22 'C con ag¡tación constante (Figura 18 A). A part¡r de una muestra crecida

por 96 h bajo las condiciones descritas se extrajo esteroles y caroteno¡des totales (Figura '18 B)

en los que no se encontró diferenc¡as signif¡cativas en relación a las cantidades produc¡das por

cada cepa. En relación a la composic¡ón de carotenoides sólo se encontró diferenc¡as

signif¡cativas en la canlidad de inlermed¡ar¡os monocíclicos acumulados (Figura 18 C), s¡n

mostrar diferencias significativas en la cant¡dad de astaxantina acumulada por cada cepa.

La cepa mutante en el gen MVK, 385-mvk(+l-), presentó una diferencia de color en

comparación con la cepa parental UCD 67-385, que se observó a simple vista al crecer en

placas (Figura 16 A). Esta cepa mutante no mostró diferenc¡as de crec¡miento en comparac¡ón

con la cepa parental UCD 67-385 en medio YM al ser crecida a 22 "C con agitación constante

(Figura 19 A). Se tomó muestras de cultivo en fase exponencial de crec¡miento (24 h) y en fase

estacionaria (72 h) a las que se extrajo carotenoides y esteroles totales. En relación a éstos, no

se encontraron cambios s¡gnificativos en la cantidad produc¡da (Figura 19 B). Cuando se analizó

la composic¡ón de caroteno¡des por RP-HPLC, se encontró que ex¡stía una diferenc¡a

significativa en la proporción de carotenoides e intermediarios producidos en fase estacionaria

de crec¡miento, observándose una disminuc¡ón de la proporción de astaxant¡na y un aumento

de los intermediarios (Figura 19 C y D). Al comparar la composición de muestras lomadas en
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Figura 18.- Caracterización de la cepa mutante en el gen ERGr0B. A) Curva de crecimiento de
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cultivo). Otros bicíclicos incluye la suma de; fenicoxantina, cantaxantina, equinenona e hidroxi-equinona.
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fase exponencial y estac¡onaria de las cepas 385 y 385-mvk(+/-), presenladas en la Figura 19 C

y D, se puede notar que en fase exponencial de crecimiento sólo existe diferenc¡a s¡gnificativa

en la proporción de beta-caroteno presente en las muestras ('l'1,3 % en la cepa parental contra

16,7 o/o en la mutante). Sin embargo, en fase estac¡onaria se observan diferencias significativas

ad¡cionales: la proporción de astaxantina producida en la mutante se reduce cons¡derablemente

respecto a la cepa parental. También hay un aumento de casi 5 veces de la proporción de beta-

caroteno en la cepa mutante. Por lo tanto, las d¡ferenc¡as de color entre las cepas, se deben a

un cambio en la composición debido a la acumulación de ¡ntermed¡arios de la síntesis de

astaxantina.

Para identificar si la cepa con la mutación de un ale¡o del gen MVK presentaba una menor

cantidad de transcrito se extrajo RNA total desde muestras en fase estacionaria de esta cepa y

de Ia cepa parental UCD 67-385 para sintetizar oDNA. Se realizó un ensayo de RT-qPCR en

que se midió los niveles de transcrilo de los genes MVK, ctls y crrR. Los Ct obtenidos se

anal¡zaron usando el método de ddct (Schmittgen y Livak,2008), normalizando respecto al Ct

del gen acl¡na y luego, respecto a la cepa silvestre UCD 67-385 (Figura 20). Se observó que en

la cepa mutante 385-mvk(+l-) hubo una disminución en la cantidad de transcrito del gen MyK

de 4 veces en relac¡ón a la cepa parental. Además, se observó una disminución en la cantidad

de transcrito del gen crfR de 4 veces en relación a la cepa parental, lo que podría explicar los

camb¡os en Ia composición de pigmentos producidos. En relac¡ón a la cantidad de transcr¡to que

se midió para el gen crfs, no se encontró una diferenc¡a sign¡ficativa entre las mueslras.

En resumen, las mutantes de X. dendrorhous obtenidas muestran diferencias en relación a

su cepa parental. Las princ¡pales d¡ferencias se encuentran relacionadas con cambios en la

p¡gmentación de las cepas debido a un cambio en la composición de carotenoides, mostrando

un aumento en los ¡ntermed¡ar¡os de la b¡osíntesis de astaxant¡na.
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Figura 20.- Reaultados de RT-qPCR de muestras de cepas mutantes en el gen MyK, El cambio en

la cantidad relativa de transcrito de cada gen estudiado, obtenido a partir del Ct de cada reacción, se

indica junto a la barra correspond¡ente. Los resultados se presentan como el cambio en la cantidad de

transcrito medido en la cepa estud¡ada respeclo a la cantidad relaliva de transcr¡to del mismo gen en la

cepa UCD 67-385, . p<0,05 en prueba T de Student. Cada barra representa el promedio de tres muestras

independienies.
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3. 3 Determinación del efecto a nivel transcripcional sobre los

genes de la vía del MVA y sobre la producción de esteroles y

carotenoides en X. dendrorhous, luego de la adición de glucosa o

etanol al medio de cultivo, o la falta de ergosterol intracelular.

3. 3. 1 D¡seño y prueba de partidores específicos para RT-qPCR.

Cuando se comenzó el presente trabajo no existian antecedentes sobre los genes

estudiados, por lo que fue necesario diseñar partidores especificos para los genes ERG10A,

ERG10B, HMGS, MVK, PMK, MVD y ADH1 (utilizado como control de inducción por etanol).

Para esto se utilizó el software Amplifx (Jullien, 2007) el que considera una serie de parámetros

como la longitud de los partidores, tamaño deseádo del amplicón (entre 150 y 200 pb en este

caso), contenido GC de los m¡smos y la pos¡bil¡dad de formación de dímeros de partidores. Con

eslos parámetros, el software añaliza la secuencia de DNA entregada por el usuar¡o y entrega

posibles parejas de partidores que cumplan con los requisitos. Además de esto, se definió que

la secuencia ampl¡ficada debía encontrarse como máximo 1.000 pb río arriba del codón de

término de la traducción para evilar pos¡bles errores debido a la diferenc¡a en la eficiencia de

amplificación del cDNA entre distintos genes. Similarmente, para evitar la amplificación de DNA

genóm¡co contam¡nante se consideró que al menos un partidor estuviera sobre una unión exón-

exón o bien, que al menos existiera un intrón dentro del amplificado para así deteclar una

diferencia de tamaño en el amplificado en caso de contaminación con DNA al extraer RNA. Los

partidores diseñados se encuentran en la Tabla 4.

En primer lugar se evaluó la eficienc¡a de amplificación de cada pare¡a de partidores para lo

que se llevó a cabo una primera reacción de RT-qPCR en RNA total de la cepa UCD 67-385 y

la pareja de partidores a probar. El producto de esta reacción se usó para hacer diluciones

seriadas (l/10) que fueron usadas como blanco en una segunda ronda de amplificación. Los
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valores de Cl obtenidos de esta amplificación se graficaron en el software del equipo (MxPro

Mx300P v3.20) bajo los parámetros de Sfandard Curve lo que considera el c¡clo en el que se

alcanzó el umbral de amplif¡cación (Ct) contra el logaritmo del factor de dilución in¡cial de DNA.

Para calcular la eficienc¡a de amplificación (E) se h¡zo una regresión l¡neal y se calculó la

pend¡ente (p) y el coeficiente de correlación (R2) en las gráficas menc¡onadas prev¡amente.

Luego, de acuerdo a la ecuación E = (101/p/2"100) (Livak y Schmittgen 2oo1), se obtuvo el valor

de la eficienc¡a como porcentaje (Tabla 7). Se consideraron adecuados los partidores que

presentaron una diferencia de efic¡encia máxima de un 5 % (eflciencia de entre 95 % y 105 %).

En el caso particular de los partidores para el gen MVK, cuya ef¡ciencia es menor a la

considerada adecuada, los cálculos de resultados se hic¡eron considerando la eficiencia de los

partidores.

Tabla 7.- Ef¡c¡encia de partidores diseñados en este trabajo y usados para RT-qPCR.

Gen E e/"1 Rz

0,999

0,999

1

0,999

0,998

1

1

3. 3. 2 Efecto de la adición de glucosa.

En el trabajo realizado por Marcoleta y col. (201 1) se encontró que la transcripc¡ón de genes

de la ruta de sintesis de carotenoides disminuía ante la adic¡ón de glucosa al cultivo, lo que

ERG1OA 98

ERG1OB 101

HMGS 103

MVK

PMK

MVD

ADHl

92

99

99

estaría relacionado con el fenómeno de represión cataból¡ca mediado

transcripcional lVligl (Bravo, 2015). Dado que la ruta del MVA produce

p0r

los

el represor

precursores

necesar¡os para la biosintes¡s de astaxantina en x. clendrorhous, se quiso conocer si existía
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represión catabólica sobre ésta. En el análisis del efecto de glucosa, los genes mostraron

diferentes comportamientos. De acuerdo a los anlecedentes, existen cambios en los niveles de

expresión de genes carotenogénicos en X. dendrorhous en presencia o ausencia de glucosa.

Estos cambios ocurren dentro de las primeras 6 h luego de la adición del azúcar, luego hay un

pérdida del efecto regulatorio y a las 24 h post-tratamiento ya no se observa diferencias entre

los niveles de expresión de los genes (Marcolela y col.,2011).

Para determinar si hay algún efecto relacionado con la inducción por glucosa sobre la

transcripción de los genes de la rula l\4VA, Se realizó el experimento con la cepa s¡lvestre UCD

67-385. Para ello se creció cultivos de X. dendrorhous en medio liquido YM sin glucosa. Luego

de 72 h de cultivo (fase exponencial de crec¡miento), el cultivo se separó en dos matraces: a

uno de ellos se agregó glucosa a una concentración flnal de 20 g/l (cultivo tratado) y al otro se

mantuvo sin tratamiento (cultivo conlrol). Ambos cultivos se dejaron cÍecer po¡ 24 h más a 22 oC

y se tomaron muestras a distintos tiempos post-tratamiento (0, 1, 2, 4, 6, 10 y 24 h, donde la

muestra del tiempo 0 se obtuvo desde el cultivo inicial) las que se congelaron a -80'C. Para

cuantif¡car glucosa residual en el medio, se separó el sobrenadante del prec¡pitado de células y

se congeló a -20'C. De las muestras que fueron congeladas se extrajo RNA total que se usó en

ensayos de RT-qPCR para determinar los niveles de lranscr¡to de los genes de la ruta del MVA.

El consumo de la glucosa adicionada al cult¡vo produjo un aumento en la biomasa como se

puede apreciar en la Figura 21, A. En relación a la producción de caroteno¡des se pudo ver que

la cantidad de caroteno¡des totales en el cult¡vo no cambió al agregar glucosa (Figura 21 B) y al

normal¡zar por la biomasa seca se pudo notar que hay una disminución en la cantidad de

carotenoides especÍficos (Figura 21 C). El mismo fenómeno se encontró para la producción de

esteroles, donde no hubo un cambio sign¡ficativo en la cantidad de esteroles totates extraídos

desde los cultivos (Figura 21 D), pero si una disminución en la canlidad especifica debido al

aumenlo en Ia biomasa (Figura 21 E).

Los resultados del ensayo de RT-qPCR se muestran en la F¡gura 22. Los controles utilizados

mostraron cambios de acuerdo a lo esperado; un aumento en la cantidad de trascr¡to detectado
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F¡gura 21.- Efecto de la adic¡ón de glucosa sobre el crec¡m¡ento, sintesis de carotenoides y de

esteroles en la cepa UCD 67-385. En todos los paneles, los sfmbolos negros representan los resultados

luego del tratamiento con glucosa y los símbolos blanco, la condic¡ón control. A) Crec¡m¡ento de cult¡vos

(círculos, DOooo) y glucosa residual (cuadrados, g/l). Carotenoides (triángulos): B) totales (Ig de

carotenoides/ ml de cultivo) y C) específicos (pg de carotenoides/ g de levadura seca). Esteroles (rombos):

D) totales (mg de esleroles/ ml de cult¡vo) y E) específ¡cos (mg de esteroles/ g de levadura seca). Cada

punto corresponde al promedio de muestras de tres cultivos independientes y las barras indican la

desv¡ac¡ón estándar respectiva.
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Figura 22.- Efecto de la adic¡ón de glucosa sobre la exprss¡ón a n¡vel de mRNA de genes de la ruta

MVA en cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. Se presenta la cinética de los niveles de transcrito medidos

mediante RT-qPCR y normalizados primero según la cant¡dad de transcrito detectado para los genes control

aclña y PDA y luego en relación con el cambio en la cantidad de transcrito detectado en el cultivo s¡n inducir en

muestras tomadas a d¡ferentes tiempos después de la adic¡ón de glucosa (concentrac¡ón inal 20 g/l). Los genes

usados como control c¡rresponden a Al PDC (control de ¡nducción) y B) gr92 (control represión). Los genes de

la ruta MVA corresponden a Cl ERG12A, D) ERGío8, E) HMGS, F\ HMGR, G) Mvr(, H) PMK e ll MVD. Los

datos corresponden al promedio de tres experimentos independientes y las barras representan el error estándar
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en el tiempo del gen PDC (Figura 22 A) que se debería al tratamiento con glucosa y la

dism¡nución en la cantidad de transcrito detectada del gen grg2 (F¡gura 22 B). Para los genes

en estudio en este trabajo, el gen ERG7oA presenta una repres¡ón importante al agregar

glucosa, disminuyendo su expresión hasta 120 veces respecto a la condición sin glucosa en el

medio (Figura 22 C). El gen ERG10B no muestra cambios significativos entre el control y el

cultivo tratado con glucosa en las primeras horas post-tratamiento, y sólo se observa una

disminución s¡gn¡f¡cativa en la cantidad de transcrito detectado en la muestra a la que se agregó

glucosa luego de '12 h, que se mantiene hasta 24 h después del tratamiento (Figura 22 D). La

expresión del gen HMGS se ve mayormente ¡nducida por la ad¡c¡ón de glucosa al med¡o de

cultivo, el cual aumenta la cantidad de transcrito hasta 15 veces luego de 4 h (Figura 22 E).

Para el gen HMGR se observó una pequeña disminución en la cantidad de transcrito 2 h

después del tratamiento con glucosa; sin embargo, esta se encuentra más marcada a las 12 h y

24 h post-tratamiento (Figura 22 F).

Para el gen MVK no se observó cambios que puedan considerarse s¡gnificalivos, ya que son

menores a 2 veces de cambio, sea en d¡sminución o aumento de la cant¡dad de transcrito

(Figuta 22 G). Los genes PMK y MVD (Figuta 22 H e I, respectivamente) muestran un aumento

que se mantiene incluso después de las 12 h.

En los genes ERG11B, HMGR, PMKy MyD los cambios se dan o se mantienen después de

más de transcurridas '12 h desde el tratam¡ento, por lo que no se pueden considerar como un

efecto directo de la adición de glucosa al cultivo.

3. 3. 3 Efecto de la adición de etanol.

En trabajos previos se había estudiado el efecto de etanol sobre la síntesis de carotenoides

encontrando que en X. dendrorhousla Síntesis de estos pigmentos va a la par con la producción

de etanol cuando la levadura crece en un med¡o con glucosa como fuente de carbono (Wozniak

y col., 2010). Además, se había observado que la adición de etanol a un cultivo produce un

aumento en la transcr¡pción de genes de la ruta de carolenogénesis (Marcoleta y col.,20'l'l).
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Para determ¡nar s¡ además ex¡ste algún efecto act¡vador del etanol sobre la transcripción de

genes de la ruta MVA, se realizó un diseño exper¡mental sim¡lar al de inducción por glucosa.

Brevemente, un cult¡vo de la cepa UCD 67-385 en fase estacionaria de crecimiento se divid¡ó en

dos partes iguales: una se dejó como control y a la segunda se agregÓ etanol a una

concentración final de 2 g/1, repl¡cando las concentraciones de etanol que la levadura produce

por la fermentación de la glucosa (Lozano, 2011). De ambos cull¡vos se tomó muestras a

diferentes tiempos para extraer carotenoides, esteroles y RNA.

El crecim¡ento de los cultivos se s¡gu¡ó mid¡endo la DO del cultivo a 600 nm y se observó que

Ia adición de etanol causa un aumento en la cantidad de células, posiblemente debido a su uso

como fuente de carbono (F¡gura 23 A). La cantidad de carotenoides totales en el cultivo

aumenta cuando se ha agregado etanol al cult¡vo en relación al control sin tratar (Figura 23 B).

Este aumento en los caroteno¡des acompañaria el crec¡miento celular ya que al compárar la

cant¡dad de caroteno¡des producido por biomasa a las 24 h del tratamiento no hay diferencias

significativas entre el cultivo tratado y el control (Figura 23 C). En relación a la cantidad de

ergosterol producido en el cultivo no se observa gran diferenc¡a entre el control y la muestra

inducida con etanol (Figura 23 D); sin embargo, cuando se cons¡deran los esteroles específicos

(normalizados por peso seco de levadura) se tiene que hay una dism¡nución en la cantidad de

esteroles en relación al control (Figura 23 E).

Para tener un gen control al evaluar los cambios en los niveles de transcrito de cada gen

blanco, se ¡dentificó en la base de datos del transcr¡ptoma de X. dendrorhous la posible

secuencia del gen codificante de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y se diseñó

part¡dores para medir sus niveles de transcr¡to por RT-qPCR. Como se puede apreciar en la

Figura 24, A, ante la adición de etanol la cantidad de lranscrito aumenta hasta un máximo de 16

veces más que el control y transcurridas 24 h, los niveles de transcrilo vuelven a condic¡ones

"normales". Los transcritos de los genes ERG10A y ERGl0B (Figura 24 B y C,

respectivamente), muestran una tendencia similar: inic¡almente, hay una leve dism¡nución que
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Figura 23.- Efecto de la ad¡c¡ón de etanol sobre el crecimiento, s¡ntesis de carotenoides y de

esteroles en la cepa UCD 67-385. En todos los paneles, los símbolos negros representan los resultados

luego del tratamiento con etanol y los símbolos blanco, la condición control. A) Crecimiento del cultivos

luego de agregar etanol a una concentración final de 2 g/l al medio (círculos, DO6oo). Carotenoides

(triángulos): B) totales (pg de carotenoides/ ml de cultivo) y C) específicos (pg de carotenoides/ g de

levadura seca). Esteroles (rombos): D) totales (mg de esteroles/ ml de cultivo) y E) especÍficos (mg de

esteroles/ g de levadura seca). Cada punto corresponde al promedio de muestras de tres cult¡vos

independientes y las barras indican la desviación entandar respectiva.
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persiste hasta las 12 h, momento en el que se tiene la mayor disminución de transcrito (3 veces

menos que el control paru ERG10A y 4 veces menos, para ERG10B). Para el gen HMGS se

observa que el n¡vel de transcrito aumenta alrededor de 10 veces a las 4 h y a las 24 h vuelve a

mostfar cantidades similares al control (Figura 24 D). En la Figura 24 E, se puede observar que

el gen HMGR presenta un decaim¡ento gradual en la cant¡dad de transcrito que probablemente

no tenga relación con el efecto directo del etanol ya que se mant¡ene entre 12 y 24 h post

¡nducc¡ón. En el caso de MVK, no hay cambios importantes al inic¡o del experimento, pero se

observa una d¡minución s¡gn¡ficativa (7 veces menos transcrito) entre las 12 y las 24 h (Figura

24 F). Pafa el gen PMK no se observó camb¡os que sean s¡gn¡ficat¡vos durante el transcurso del

experimento, leniendo un aumento en los niveles de transcr¡to de 2 veces en relac¡ón al control,

durante las primeras 6 h del experimento (Figura 24 G). Para los transcritos del gen MyD, se

observa que presentan un leve aumento en el ¡nicio del exper¡mento (cerca de 3 veces), pero

disminuye 5 veces luego de 24 h (Figura 24 H).

Los cambios en tiempos finales del experimento (12 y 2a il que se ven para los transcr¡tos

de los genes HMGS, MVK y MVD pueden ser consecuenc¡a del metabol¡smo del etanol y no de

una acc¡ón directa del compueslo a nivel lranscripcional.

3. 3. 4 Efecto d€ la falta de ergosterol.

Para estud¡ar el efecto de la falta de ergosterol en la célula sobre la expres¡ón de los genes

de la ruta MVA se usó las cepas de X. dendrorhous UCD 67-385 y la cepa mutante que no

produce ergosterol 385-cyp61(-/-) (Loto y col., 2012). Se construyó curvas de crecimiento en

paralelo para ambas cepas bajo las mismas condiciones; medio compleio yM y ag¡tación

constante a 22 "C. De eslos cultivos se tomó muestras a dos tiempos de cultivo d¡ferentes (24 y

120 h)para exlracción de RNA total, esteroles y carotenoides.

En la Tablá I se presentan las cantidades de esteroles y carotenoides tolales producidos por

las cepas a diferentes tiempos. Como era esperable, la cepa 385-cyp61(/-)produce una mayor

cantidad de ambos (Loto y col., 2012). Para el análisis de cambios en los niveles de transcritos,
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medidos por Rf-qPCR, pr¡mero se normal¡zó Ia expresión de cada gen respecto a la expresión

del gen de act¡na y luego respecto a la cant¡dad de transcr¡to del m¡smo en la cepa s¡lvestre

UCD 67-385, dando como resultado el valor que corresponde al ddCt (Schmittgen y Livak,

2008). Este valor ¡ndica el número de veces que cambia la cantidad de transcr¡to del gen en

estud¡o entre dos condic¡ones, en este caso se comparan las condic¡ones en que la levadura no

produce ergosterol (cepa 385-cyp6lc/-)) respecto a cuando sí lo hace (parental silvestre UCD

67-385).

Tabla 8.- Producción de esteroles y astaxantina por las cepas UCD 67-385 y 385-cyp6lJ-.

Tiompo (h) UCD 67-385 385-cyp6l-/-

Esteroles (mg/g peso seco) 24"

120-

Carotenoides (pS/S

seco)
120.

en pare ras Para la

cepa UCD 67-385 y de tres, para la cepa cyp61'/'. (prueba T de student: - p<0,05. El asterisco marca los

tiempos en que se enconiró diferencias significativas en la producción de ambos tipos de metabolitos).

Se encontró que a las 24 h de cultivo hay un aumento estadísticamente significativo en la

cantidad de transcrito de los genes ERGl0A, ERG10B, HMGS, HMGR y MVD (Figura 25 A). De

éstos, solo el aumento de los cuatro últimos genes mencionados es mayor a dos veces

respecto al control, lo que se considera un aumento mayor que los márgenes de error y permite

concluir que hay un aumento en la cant¡dad de transcrito para estos genes en condiciones en

las que no se produce ergosterol. A las 120 h de cultivo (Figura 25 B), se observó una mayor

diferencia en los cambios de expres¡ón entre ambas cepas para todos los genes estudiados

excepluando ERGlOA, que no muestra diferencias significativas. Cabe destacar espec¡almente

el aumenlo en la expresión del gen HMGS, que incrementa " 45 veces la cantidad de transcrito

respeclo a la cepa control.

Estos resultádos indican que el aumento en la cantidad de esteroles y pigmentos que

presenta la cepa 385-cyp61 (/-) en comparación con la cepa parental se debería a un aumento

P""o 24.

9,9 (1,6) 22,7 (4,11

5,16 (0,01) 7,6 (0,45)

5,5 (0,7) 48,5 (13,7)

136,6 (29,2) 352,6 (3,7)
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Figura 25.- Camb¡o en la cantidad de transcrito de genes de la ruta MVA en la cepa 385-cyp6l(J-)

respecto a la cepa s¡lvestre UCD 67-385. Niveles relativos de fanscritos de genes de la ruta del MVA en A)

l\¡uestras tomadas a las 24 h de cultivo, fase exponencial. B) Muestras obten¡das a las 120 h de cultivo, fase

estacionaria. Los resultados del gen HMGS se muestran en la esquina superior con una escala diferente. El

cambio en la cantidad relativa de transcr¡to de cada gen estud¡ado, obtenido a partir del Ct de cada reacción,

se indica junto a la barra correspondiente. Los resultados se presentan como el cambio en la cantidad de

transcr¡to med¡do en la cepa estudiada respecto a la cant¡dad relativa de transcrito del mismo gen en la cepa

UCD 67-385. Los resultados fueron obtenidos a partir del promedio de tres muestras independientes y las

barras representan la desviación estándar (prueba T de student: . p< 0,05)
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general en los n¡veles de transcrito de los genes de la ruta MVA, que llevaría a tener una mayor

cantidad de precursores disponibles para Ia síntesis de esteroles y caroteno¡des.

En resumen la adición de fuentes de carbono como glucosa o etanol a los cult¡vos generan

camb¡os no heterogéneos en la transcripción de los genes de la ruta MVA. Un caso particular es

el del gen HMGS, cuyos transcritos aumentan de manera significativa como respuesta a la

ad¡c¡ón de ambos compuestos. En el caso de la cepa que no produce ergosterol, se puede

notar que los transcr¡tos de los genes aumentan en diferentes cantidades, nuevamente

destacando el gen HMGS que presenta un aumento mayor en sus niveles de transcr¡to que los

otros genes de la ruta respecto a la cepa silvestre.

Finalmente, los resultados presentados en este trabajo descr¡ben la secuencia y estructura

de los genes de la ruta MVA de x dendrorhous y presentan ev¡dencia de la funcionalidad de los

genes ERGI0, HMGS y MyK de esta levadura. Además de ello, se muestra que en las

condiciones estud¡adas, ¡a expresÍón de los genes de la ruta MVA es afectada pr¡ncipalmente

por la ausencia de ergosterol en la célula.



4. DISCUSION

En este trabajo se caracterizó los genes de la ruta MVA que no habían sido descr¡tos previo

al inicio de esta Tesis, obteniendo las secuencias de los genes ERGl0A, ERG10B, HMGS,

MVK, PMK y MVD. De estos genes se caracterizó funcionalmente, mediante complementación

heteróloga en S. cerevlslae, los genes ERG1OB, HMGS y MyK confirmando que su

funcionalidad se encuentra conservada entre levaduras. Además, la func¡onalidad del gen

ERG10A fue caracterizado en X. dendrohous por la obtención de una mutanle nula.

4. 1 Los genes ERGI0Ay ERGÍ0B codifican enz¡mas de diferente

función en X. dendrorhous
En el análisis bio¡nformático del genoma de la levadura se identif¡có dos posibles genes de

enzimas de t¡po tiolasa (Tabla 5). Dado que la supelamilia tiolasa incorpora enzimas que

partic¡pan en múltiples rutas metabólicas (Haapalainen y co|.,2006), fue necesario profundizar

en el anál¡s¡s con el fin de determ¡nar cuál de las enz¡mas participaria directamente de la ruta

del MVA.

Las posibles proteínas codificadas por cada gen: ErgloAp y Erg10Bp, presentan los

mismos residuos catalíticos conservados del sit¡o act¡vo, por lo que se analizó la relación entre

ambas pos¡bles proteínas y otras t¡olasas de func¡ón y localización celular conocidas, por

porcentajes de identidad (Tabla 6) y un árbol filogenético (Figura 8) incluyendo acelil-CoA C-
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acetiltransferasas que participan de la ruta MVA y 3-cetoacil-CoA tiolasas que catal¡zan el último

paso en la B-oxidac¡ón de ác¡dos grasos en el peroxisoma. De este análisis se encontró que

ErglOAp presenta una mayor similitud con 3-cetoacil-CoA tiolasas y Erg1oBp con acet¡l-CoA

acetiltransferasas, sug¡riendo que ERGI0B codificaría la tiolasa que participa de la ruta MVA.

Además, un trabajo publicado durante el desarrollo de esta Tesis mencionó el gen que

codificaría una acetil-CoA acetiltransferasa en X. dendrorhous denom¡nado acaf (GenBank:

A8919149, Hara y col., 2014), el que presenta un 98 % de identidad de secuencia con un 91 o/o

de cobertura comparado con el gen ERG10B ident¡ficado en nueslro lraba.io.

En la complementación funcional en S. cerevlslae sólo se obtuvo resultados en la

complementac¡ón del gen ERGl0B, pese a que los experimentos para ¡ntentar obtener una

cepa en la que complementara el gen ERG10A se repitieron varias veces, incluso en paralelo

con la realizac¡ón de un control hecho con el gen ERGI0 de S. cerevlslae. En estos intentos se

sembraron por duplicado alrededor de 500 colon¡as y de éstas, 30 colonias fueron analizadas

tamb¡én por PCR buscando alguna cepa haplo¡de de S. cerevlslae que no tuviera el gen ERGI0

endógeno, sin resultados pos¡t¡vos. Las cepas en las que se observó complementación

funcional, SCAIo-sc y SCAI0-108, produjeron mayor cantidad de esteroles totales que la cepa

parental diploide SCAerg70. Esto último puede deberse a que el gen en estudio se encuentra

en un plásmido episóm¡co, de alto número de cop¡as, regulado por un promotor distinto que el

gen homólogo en el cromosoma, lo que podría llevar a mayores cantidades de lranscrito

disponibles. Los resultados de complementación heteróloga en S. cerevlsrae ¡ndican que el gen

ERG10B codifica una acetil-CoA acetiltransferasa, por lo que la secuencia correspondienle se

subió a GenBank con el código KX267759. En el caso del gen ERG7oA, éste no codificaría una

enzima con activ¡dad acetil-CoA aceliltransferasa si no, probablemente, una 3-cetoacil-CoA

tiolasa.

En relación a las mutantes de X. dendrorhous, se obtuvo cepas heterocigotas para la

mutac¡ón de ambos genes que no mostraban diferencias fenotíp¡cas de pigmentac¡ón a simple

vista. Pese a que se ha descrito que los genes de la ruta MVA son esenciales para la viabilidad
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celular, s¡ ambos genes ERG10 codificaran enz¡mas con la misma función complementarian

entre ellos y sería posible obtener mutantes nulas de uno de ellos, tal como se hizo para los

genes codificantes de HMGR, HMG1 y HMG2, de S- cerev,siae (Basson y col., '1986). Por este

motivo se hizo un ensayo de DRM (Niklitschek y col.,2008) para cada una de las mutantes

heterocigotas. Se seleccionó algunas colon¡as en la máxima concentración de antibiót¡co en el

que hubo crec¡miento que fueron analizadas por PCR para definir si se había perdido el alelo

del gen luego del tratamiento. No se encontró mulantes homocigotos a partir de la cepa 385-

erg10B(+l-\, además que no creció a concentraciones superiores a 200 Ug/ml de higromicina B.

En el caso de la cepa 385-erg10A(+l-\, los cultivos en medio líquido resistieron hasta 400 pgi ml

de antibiótico, la concentrac¡ón máx¡ma que se probó. De estos cultivos, se obtuvo colon¡as con

un fenot¡po pál¡do y más br¡llantes que la cepa parental (Figura 16 A) y se confirmó la pérdida

de ambos alelos del gen ERG10A por PCR.

Se tomó una segunda aproximación para obtener mutantes homocigotas del gen ERGIoB

transformando la cepa 385-erg10B(+/.) con un segundo módulo de transformación que contenía

resistencia a zeocina. La selección de transformantes se hizo usando placas suplementadas

con higromicina B y zeocina a modo de seleccionar dobles mutantes, pero no se encontró

colonias resistentes a ambos antibióticos luego de varios intentos. Esto sugiere que una

mutante homoc¡gota del gen ERGIoB no seria viable, ¡o que se espera si ERG70B codificase ¡a

única enzima con act¡v¡dad acetil-CoA acetiltransferasa en X. dendrorhous.

Las cepas mutanles de los genes ERG10 no presentaron diferencias significativas en la

cantidad de esteroles totales ni pigmentos totales producidos por cada cepa. En el caso de la

mutante homocigota 385-erg10A(-l-), la cepa mostró un cambio significat¡vo en la composición

de pigmentos al presentar una disminuc¡ón en la proporción de astaxant¡na producida.

Dado el fenotipo pálido de las cepa 385-erg10A(1-), se hizo un análisis por RT-qPCR

comparando la cant¡dad de lranscrito de los genes ERG10A, ERG10B,6rfs y crtR, ya que estos

dos últimos controlan las etapas fináles en la biosíntesis de astaxantina donde .iustamente se

encontró diferencias en la proporción de carotenoides (Figura 1). En la cepa heterocigola, el
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transcrito del gen ERGI0A es el único que cambia de forma s¡gn¡f¡cativa disminuyendo a la

mitad en comparac¡ón con la cepa parental UCD 67-385. En la mutante nula no se detectó

transcr¡to del gen ERG70A, demostrando que la cepa no tiene copias de este gen que sean

transcr¡tas. En la misma cepa, los niveles de transcrito del gen ERG70B aumenlan alrededor de

I veces en comparación con la cepa parental, sugiriendo que habria alguna forma de

compensación por la pérdida de ERG10A. Tal como se indicó anteriormente, ERG10A 
^o

codificaría una enzima de la ruta del MVA, si no una 3-cetoaciFcoA tiolasa involucrada en la B-

oxidac¡ón de ácidos grasos. De esta manera, ErgloAp podría influir sobre la disponibilidad de

suslrato para la ruta l\4VA, ya que incide sobre la cantidad de acetil-CoA producido dentro del

peroxisoma que luego es transporlado a la mitocondr¡a para producir energía mediante el ciclo

del ácido tricarboxílico (Tang y col., 2015\. Paru mantener la disponibilidad de acetil-CoA a nivel

mitocondrial sería necesario aumentar el transporte de acet¡l-CoA desde el citoplasma,

reduciendo la cantidad dispon¡ble a ser util¡zada en la ruta MVA. Entonces, un mayor n¡vel de

transcrito del gen ERGl08 conllevaría a mayor cantidad de ErgloBp y permit¡ría captar mayor

cantidad de sustrato para mantener el flujo de acet¡l-CoA citoplásmico hacia la ruta MVA. De

esta manera se evitaria una reducc¡ón del flujo de aceti¡-CoA hacía la ruta, manteniendo la

síntesis de esteroles necesarios para Ia replicación celular (Figura 26).

Los camb¡os en la composición de pigmentos entre la mutante nula del gen ERG10A y la

cepa parental se deberia a una disminución de 5 veces en la cantidad de transcr¡to del gen crfs,

que codifica una enzima citocromo P450 (Álvarez y col., 2006). Estas enzimas requieren de una

enzima dadora de electrones, citocromo P450 reductasa, que en X dendrorhous esla codificada

por el gen crfR y que es esencial para la síntesis de astaxantina (Alcaíno y col., 2008). No se

observó camb¡os en la cantidad de transcrito del gen crfR, probablemente porque la citocromo

P450 reductasa tamb¡én está involucrada en la b¡osintesis de ergosterol, vía en la que

participan dos c¡tocromos P450 (Loto 2012, l.eiva 2015). Asi, la dlsminución de los lranscritos

de crÍS reduc¡rían la actividad caÍotenogénica, pero se mantendría el flujo hacia la síntesis de

ergoslerol.
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Figura 26.- Esquéma que representa el transporte de acetil-CoA entre compartimentos celulares.

En color rojo se indica el acetil-CoA que puede ser movilizado desde el citoplasma a la mitocondria (en

azul) o al peroxisoma (en violeta) o utilizado en la ruta del mevalonato al ser sustrato de la enzima

codiflcada por el gen ERG70B. En el recuadro verde se ¡ndican los sustratos a partir de los que se obt¡ene

acetil-CoA citoplásmico. El último paso de la B-oxidación de ácidos grasos, del que participaría la enzima

codificada por el gen ERG70A se encuentra representado.

Por otra parte, se ha descrito que los genes que codifican 3-cetoacil-CoA tiolasas se

encuentran sujetos a repres¡ón catabólica (Einerhand y col., 1995). En el experimento de

inducción por glucosa, el gen ERGIaA mostró una fuerte represión debido a la adición de

glucosa a¡ cult¡vo al d¡sm¡nuir cerca de 120 veces la cant¡dad de transcrito detectado en

comparación con el control (Figu"a 22 C). La forma mostrada en Ia curva es sim¡lar a la del

control de represión por glucosa grg2, recuperando la cantidad de transcr¡to una vez que la

i{{u¿o
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glucosa en el medio se agota. Si bien no se encontró sitios de unión de Migl en el análisis del

promotor de este gen, en otras especies de levadura se ha descrito que la represión por

glucosa estaría asociada a otros factores transcripcionales como UME6, ABFI y RP-A

(Einerhand y col., '1995),

En resumen, la evidencia experimental ind¡ca que el gen que cod¡fica la enzima acetil-CoA

aceiiltransferasa en X. dendrorhous corresponde a ERG10B y que este gen esterÍa regulado a

nivel transcripcional por la cantidad de ergosterol d¡sponible en la célulá. Por otra parte, el gen

ERG10A codificarÍa la enz¡ma 3-cetoacil-CoA t¡olasa que participa de la degradac¡ón de ác¡dos

grasos en el peroxisoma, cuya expresión es regulada por glucosa.

4. 2 El gen HMGS codifica una HMG-CoA s¡ntasa y es un punto de

activación de la vía MVA.

El gen HMGS de X. dendrorhous fue identificado en el genoma y transcriptoma de la cepa

UCD 67-385 de la levadura. Está compuesto de 11 exones y '10 intronesi su ORF es de 1.404 b

y codificaría una proteína de 467 aminoácidos (Tabla 5). Para identif¡car los aminoácidos

conservados del sit¡o activo se realizó un al¡neamiento con otras secuenc¡as de enzimas HMGS

y se identificó los residuos pertenecientes a la tríada catalítica; Glu-92, Cys-126, His-271 en X

dendrorhous que se corresponden con los residuos Glu-95, Cys-129 e His-264 en la estructura

de la proteína HMGS c¡tosólica de H- saplens (2P8U, Shafqat y col., 2010).

Para evaluar la funcionalidad de dicho gen, se realizó un ensayo de complementación

heteróloga en una cepa mutante del gen homólogo de S. cereyls,ae. Como la mutación f,mgs'

en S. cerevislae no es viable, fue necesario primero transformar con el plásm¡do que portaba el

gen de X dendrorhous y luego obtener la cepa mulante hmg§ de S. cerevis¡ae a partir de una

cepa diploide portadora del plásmido. La cepa obtenida en la complementación, no presenta

mayores diferencias en el crecimiento al ser comparada con la cepa parental o con la cepa tipo

S288c, pero sÍ produce una cantidad de esteroles totales s¡gn¡f¡cat¡vamente menor que la

segunda (Figura '13).
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Entre los antecedenles de regulación de la expresión de este gen se había descrito que en

an¡males es regulada a nivel lranscripcional por los niveles de esteroles por el mecanismo

SREBP (Goldstein y Brown, '1990). En el análisis b¡oinformático de promotores (Figura 9) se

encontró un s¡tio SRE alrededor de 1 kb río arriba del codón de inicio de la traducción del gen.

Los resultados obten¡dos al medir el camb¡o en los niveles de transcrito de los genes en

ausencia de ergoslerol sugieren que esie s¡tio sería funcional, ya que la cantidad de transcrito

HMGS aumenta alrededor de 45 veces en la cepa cyp61' que no produce ergosterol en

comparac¡ón con la cepa parental. En general, la mayor parte de los estudios sobre regulaciÓn

en la ruta MVA se encuentran enfocados en el gen HMGR ya que está regulado a mÚltiples

niveles (Goldstein y Brown, 1990); sin embargo, en el caso de la regulación por ergosterol a

nivel transcripcional en X. dendrorhous, el gen HMGR no sería tan importante como HMGS

considerando que muestra un aumento de sólo 5 veces en comparación con la cepa parental en

Ias condiciones estudiadas.

La importanc¡a del gen HMGS a nivel transcripcional para la regulación de la ruta también

fue observada en los ensayos de inducción por glucosa (Figüa 22 E) y etanol (Figura 24 D). En

la inducción por glucosa los niveles de transcrito de este gen mostraron un comportam¡ento

similar a los del gen control de inducción por glucosa, PDC (Figura 22 A). la cantidad de

lranscr¡to del gen HMGS aumentó 15 veces respecto al control sin glucosa y este aumento se

atenuó en el tiempo a medida que la glucosa fue consumida. En la inducción por etanol se

observó un fenómeno s¡milar con un aumento en la cantidad de transcrito de l0 veces

comparado con el control (F¡gura 24). Es importante destacar que de los genes estudiados,

HMGS es el único que presenta este comportamiento. En el hongo carotenogénico Phycomyces

blakesleeanus se ha visto que factores que afectan síntesis de p¡gmentos a nivel transcripcional

de sus genes como la luz azul y la interacción sexual, no mod¡f¡can los niveles de transcrito del

gen HMGS respectivo (Almeida y Cerdá-Olmedo, 2008), lo que sería una diferencia con lo que

se observa en X. dendrorhous, dónde factores que afectan la expresión de genes
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carotenogénicos como etanol y glucosa (Marcoleta y col., 2011)también t¡enen un efecto sobre

la transcr¡pción de este gen.

En otros estudios se ha visto que el gen HMGS de X, dendrorhous podría ser un paso

l¡mitante en la ruta, ya que al evaluar el efecto de la sobreexpresión de este gen sobre la

producción de pigmentos se encontró que producÍa un aumento en la cantidad de pigmentos y

además el cult¡vo alcanzaba una mayor DO que la cepa control (Hara y col., 2014). Los camb¡os

significativos a los que está sujeta la transcripción del gen HMGS anle el efecto de estímulos en

X. dendrorhous ¡ndican la posibil¡dad que sea un punto de regulación importante de la ruta del

MVA de esta levadura.

4. 3 Las quinasas de la ruta MVA presentan caracteristicas

comunes conseryadas.
EI grupo de proteínas conformado por MVK, PN/K y MVD pertenecen a la familia de

proteínas GHI\4P qu¡nasas (galactoquinasas, homoserina quinasa, mevalonato quinasa,

"phosphomevalonafe" qu¡nasa), compartiendo una serie de caracteres comunes que permiten

su func¡onal¡dad (Bork y col., 1993). Los genes correspondientes a estas quinasas de la ruta

MVA de X dendrorhous fueron ¡dentificados.

En primer lugar se encontró el gen MyK de X. dendrorhous el que indicó que el ORF del gen

es de 948 b y la proteína codificada por el mismo estaría formada por 315 am¡noácidos. Dentro

de esta proteína se ¡dentif¡có los residuos Glu-82 y Asp-93 que corresponderían al sitio catalÍtico

en el homólogo de R. norvegicus (PDB: IKVK) además de e¡ sitio de unión de ATP que

comprende los res¡duos entre Gly-32 y Ala-37 (Fu y co|.,2002).

La segunda quinasa de la ruta MVA corresponde a PMK. En X, dendrorhous el gen que

cod¡f¡ca la proteína tiene un ORF de 1.491 b codif¡cando una proteína de 496 aminoác¡dos. En

esta secuencia también fue posible encontrar los res¡duos conservados en varias regiones,

siguiendo lo indicado por Houten y Waterdam (2001), incluyendo el péptido de interacción con



89

ATP mencionado previamente por Tsay y Robinson (1991)que se encuentra entre Gly-177 y

Ala-183.

Por últ¡mo, el gen que codifica la enzima l\4VD también fue ident¡ficado én X. dendrorhous

con un ORF de 1.206 b y una prote¡na de 401 am¡noácidos. En esta proteína se encontró los

res¡duos Asp-309 y Arg-160, que serían muy ¡mportantes para la catális¡s ya que en mutantes

de S. cerevlslao en que se afectan eslos residuos no se logró medir las constantes cinéticas, a

diferencia de la proteína silvestre (Krepkiy y M¡zirko,2004). También se encontró en la proteina

de X. dendrorhous el /oop de interacción con ATP, entre los residuos Gly-1 18 y Gly-1 25.

En relación a su funcionalidad sólo se hizo experimentos con el gen MVK, el qúe se usó en

ensayos de complementación heteróloga en una cepa mutante del mismo gen de S. cerevis/ae,

Tal como en el caso de otros genes de la ruta del MVA, la mutación rnvk en S. cerevlslae no es

viable. Por ello, primero se transformó una cepa mutante diplo¡de y heteroc¡gota con el plásmido

que portaba el gen de X. dendrorhous y luego se obtuvo la cepa mutante haploide mvk de S,

cerev¡s¡ae, portadora del plásmido con el gen MVK de X. dendrorhous. La cepa obtenida en la

complementac¡ón no presentó diferencias en el crec¡miento al ser comparada con la cepa

parental, ni tampoco presentó diferencias significativas en la cantidad de esteroles totales que

produce (Figura 14).

Por otra parte, también se construyó una cepa mutante de una copia del gen MyK de X.

dendrorhous derivada de la cepa UCD 67-385, la cual es diploide. Esto se hizo mediante

reemplazo por recombinación usando un módulo de resistencia a higromic¡na B flanqueado por

secuencias ampl¡f¡cadas desde el genoma de X. dendrorhous correspondientes a las regiones

río arriba y rio abalo del gen MVK. La cepa mutante obtenida 38s-mvk(+/-) mostró diferencias

fenotípicas en cuanto a p¡gmentación, presentando un color más amarillo que la cepa parental

(F¡gura 16 A). Al comparar la composición de pigmentos en la cepa mutante se encontró que

efectivamente producía una menor proporción de astaxantina que la cepa parental,

acompañado con una mayor proporción de intermediarios de la ruta carotenogénica (Figura 19

C y D). Pese a ello, la cepa no presentó diferencias en su crecimienlo al compararla con la cepa
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parental, ni en la canlidad total de carotenoides y esleroles producidos. A nivel de transcritos,

medidos por RT-qPCR, ¡a cantidad de transcrito del gen MVK efectivamente disminuye como

consecuenc¡a de la mutac¡ón de uno de sus alelos. Además hay una disminución en la cantidad

de transcrito del gen ódR, necesario para la síntesis de astaxantina a part¡r de beta-caroteno,

siendo posiblemente la causa del cambio en la composición de carotenoides de Ia levadura.

Estas características se han observado en olros mutantes de genes que participan de la

producción de precursores de pigmentos, como es el caso de los genes crfE y FPS, cuyas

mutantes heterocigotas también t¡enen una menor proporción de astaxantina y una disminución

en la cant¡dad de transcrito detectada para el gen crfR en la cepa mutante (Alcaíno y col.,

2014). Por otra parte el efecto fenotípico sobre la levadura debido a la disminuc¡ón en la dosis

gén¡ca de MyK sug¡ere que puede ser un punlo de regulación importante de la via del MVA. Se

ha descrito que la enzima estaría regulada negat¡vamente por ¡ntermed¡arios de isoprenoides

como geranil p¡rofosfato (GPP), FPP y GGPP, y que esta inh¡bición ocurrirÍa exclusivamente

sobre la enzima MVK y no sobre las otras quinasas de la ruta (Hinson y col., 1997).

En atención a la regulación transcripc¡onal de estos genes hay diferenc¡as entre MVK, PMK

y MVD. Ante la falta de ergosterol intracelular, a las 24 h de crecimienlo no hay cambios

significativos en la cantidad de transcritos de los genes MVK y PMK, en cuanto al transcr¡to de

MVD, la canlidad de transcr¡to detectada es el doble en comparación con la cepa parental. En

fase estacionaria de crec¡miento hay un aumento en la cantidad de transcrito detectado para los

tres genes dándose un incremento de 6 veces para MVK y de 4 veces para PMK y MyD. Si bien

no hay estud¡os particulares sobre la regulación de eslos transcritos por esteroles en levaduras,

se ha visto que en hígado de ratón estos genes están regulados por SREBP-2, ya que sus

transcritos aumentan en ratones knockout del gen de dicho regulador (Horton y col., 2003). Por

otra parte, se vió que en S. pomóe, la regulación por SREBP actúa como un sensor de oxígeno

permitiendo la adaptación a cambios en su concentración y que en condiciones de anaerobios¡s

habría un aumento significat¡vo en la cantidad de trascr¡to del homólogo del gen MyK (Todd y
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co|.,2006). En esta cond¡ción también se encontró un aumento en la cantidad de transcrito de

PMK y MVD en microarreglos; sin embargo, estos no fueron sign¡ficativos.

En ¡os experimentos de inducción por glucosa y etanol la cant¡dad de transcrito de los genes

PMK y MVD presentó c¡néticas similares para ambos. En la inducción por glucosa se encontrÓ

un aumento en la cantidad de estos transcritos de alrededor de 5 veces respecto al control que

no dism¡nuye al reducirse la cant¡dad de glucosa en el medio, lo que sugiere que no se debe a

un efecto directo de la glucosa sobre la transcripc¡ón de estos genes. Para el transcrito del gen

MVK, los camb¡os identificados no fueron significat¡vos.

Al agregar etanol al cultivo se encontró que los niveles de transcr¡tos de los genes

cod¡ficantes de quinasas de la ruta MVA no presentaban cambios s¡gn¡ficat¡vos en las primeras

'12 h luego de la inducción. Sin embargo, se encontró una disminución de más de 5 veces luego

de 24 h desde la inducción en la cantidad de transcrito de los genes MVK y PMK. Deb¡do a la

diferencia en tiempo enfe la adición de etanol al cultivo y el cambio observado, es ¡mprobable

que el cambio se deba a un efecto directo del etanol, más bien es pos¡ble que este dado por

algún subproducto del metabolismo del compuesto.

4. 4 Efecto de la glucosa y el etanol en la ruta MVA de X.

dendrorhous.
El metabolismo en X. dendrorhous es un proceso complejo que ha sido caracter¡zado

principalmente en función de los procesos asociados a la biosíntesis de carotenoides. El

conocimiento aclual sobre el efecto de la fuente de carbono indica que en X. dendrorhous la

síntesis de pigmentos disminuye en presencia de glucosa, lo que se debería a la represión

transcripc¡onal de ¡os genes asoc¡ados a la carotenogénes¡s mediado por Mig'1 (Bravo, 2015).

La excepción a ello es el gen crtE, e¡ cual exper¡menta una disminución en la cantidad de

transcrito debido a la adición de glucosa que se mantiene aún en mutantes de Mig'f (Bravo,

2015). Pese a ello, existen antecedentes que ind¡can que genes relacionados con la síntesis de

precursores de carotenoides, específicamente idi y FPS son inducidos ante la adición de
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glucosa al medio (Marcoleta,2011). En general, los genes de la ruta del MVA analizados en

este trabajo no muestran una lendencia común en el cambio en los niveles de transcritos. Sí se

observó un aumento relac¡onado con la adición de glucosa de los transcr¡tos del gen HMGS, el

cual posiblemente es un paso limitante dentro de la ruta, cons¡derando que cataliza el primer

paso irreversible dentro de ésta (J¡ang y co|.,2008). Si bien no se encontró un aumento en la

cantidad de transcrito del gen HMGR como respuesta a la adición de glucosa, ex¡sten

antecedentes que ind¡can que hay regulación a nivel de proteína en este paso. En S. pornbe, la

adición de glucosa suprime la fosforilación de la proteína lo que evitaría una dism¡nución en su

actividad (Burg y Espenshade, 201'l ).

A nivel general, la adición de glucosa a los cultivos induciría la ruta del MVA para la

producc¡ón de IPP y DMAPP. Sin embargo, estos precursores serian usados preferencialmente

en procesos celulares esencia¡es en lugar de la sintesis de carotenoides, ya que esta sería

sujeta a represión catabólica (Marcoleta y col., 20 1 1).

El efecto del etanol sobre la célula se debe principalmente a un efecto indirecto sobre rutas

metabólicas debido a la necesidad de metabolizar el etanol (Jones, 1989). También ex¡stiría un

efecto físico sobre la membrana celular, deb¡do a la capacidad del etanol de ¡nteractuar con los

líp¡dos de membrana, que puede verse reflejado como cambios fisiológicos de la misma. En

general, la capacidad de la levadura para tolerar el etanol dependeria de su capacidad de

producir ergosterol, considerando que la viabilidad de mutantes de levaduras que no producen

ergosterol, pero si otros ¡ntermed¡ar¡os, se reduce durante la fermentación y además producen

cantidades menores de etanol que aquellas cepas que producen ergosterol (crunwald-Raij y

Margalith, 1990).

En X. dendrorhous se ha observado que la producción de etanol depende de la cant¡dad de

glucosa adicionada al medio de cultivo, llegando a producir 2 g/l de etanol al crecer en medio

mín¡mo suplementado con glucosa al 2 o/o, sin que esto afecte el crecim¡ento de la célula

(Lozano,2011). En levaduras que son tolerantes a etanol no se observa inhib¡c¡ón del



crecimiento en concenlraciones de etanol bajo los '10 a 20 g/l (Jones, 1989), por lo que la

concentración de etanol utilizada en este trabajo no afectaria el crecim¡ento de x dendrorhous.

En este trabajo se observó que ante la adición de etanol a cultivos de X. dendrorhous se

produjo un aumento en la cantidad de transcr¡to del gen HMGS en las primeras horas luego de

la adición. Luego se observó una d¡sminución en Ia cant¡dad de transcr¡to en forma sim¡lar a lo

que ocurrió con el control ADH, que se deberla al agotam¡ento del etanol en el medio. Este

fenómeno no se observó para los otros genes estudiados.

A diferencia de lo que ocurre cuando se agrega glucosa a los cullivos, la adición de etanol

estimularÍa la sÍntes¡s de pigmentos al aumentar los niveles de transcrito de los genes crtyB y

crfs, ambos necesarios para la biosíntesis de astaxantina (l\4arcoleta, 201 '1 ). En este caso, el

crec¡miento de Ia levadura estaria acompañado por la producción de carotenoides, manteniendo

la cantidad específica de pigmentos sim¡lar a la condición control Iuego de 24 h del tratamiento.

Esto no ocurre con los esleroles producidos por la levadura, cuya cant¡dad total en el cultlvo se

mantiene, pero al normalizar por peso seco se tiene una disminución en comparación con el

control (Figura 23). Esto podría expl¡carse porque la incorporac¡ón de etanol y su uso como

fuente de carbono llevan a una mayor producción de acetiFcoA en el citoplasma, que estaria

d¡sponible para el uso en la vía de¡ MVA; s¡n embargo, en este trabajo no se encontró que

exisliera un aumento general en los transcritos de la vía del l\4VA como respuesla a la adición

de etanol. Esto sugiere que la síntesis de novo de caroteno¡des observada en el trabajo de

Marcoleta (201 1) estaría mayormente relacionada con las diferencias en los niveles

transcrito de genes carotenogánicos, más que con un camb¡o en la disponibilidad

precursores.

En síntesis, este trabajo identificó los genes de la rula del MVA en X. dendrorhous y además

se obtuvo evidenc¡a de la func¡onal¡dad de los genes ERG10B, HMGS y MVK, que catal¡zan las

pr¡meras etapas de esta ruta.junto con HMGR. Además, se describ¡ó funcionalmente el gen

ERG11A que si bien no partic¡pa en la ruta del MVA, su mutación afecta la sintesis de

de

de
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carotenoides en X. dendrorhous. Finalmente, se encontró que a n¡vel transcripcional el gen

HMGS sería un punto ¡mportante en la regulación de la via ante la adición de glucosa o etanol,

además de presentar un gran aumento en la cantidad de transcr¡tos en condic¡ones donde la

célula no produce ergosterol.



5. CONCLUSIONES

. Se ¡dentificó las secuencias de los genes ERG11B, HMGS, MVK, PMK y MVD de la ruta

del mevalonato de X. dendrorhous en el genoma de la levadura, además se obtuvo las

secuenc¡as de los ORFs correspondientes. También se ident¡f¡có el gen ERG70A que sería

homólogo a POT1 de S. cerevlslae y participaría de la B-ox¡dac¡ón de ácidos grasos.

. Los genes ERG10B, HMGS y MVK de X. dendrorhous identificados son funcionales, lo

que fue probado mediante complementación heteróloga en cepas mutantes de S. cerev¡s/ae. El

gen ERG10B codifica una acet¡l-CoA acetiltransferasa, el gen HMGS, la enz¡ma 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA sintasa y el gen MyK codifica una mevalonato kinasa.

. Ante la falta de ergosterol intracelular, los transcritos de los genes de la ruta del MVA de

X. dendrorhous aumentan. Este aumento es espec¡almente fuerte para el transcr¡to del gen

HMGS.

. La adición de glucosa y etanol a cultivos de X. dendrorhous no tiene un efecto global a

nivel transcr¡pc¡onal sobre los genes de la ruta del MVA. Sólo el transcrito del gen HMGS

muestra una respuesta común en ambos casos que corresponde a un aumento en la cantidad

de lranscrito detectado. El efecto que estos compuestos t¡enen sobre la síntesis de pigmentos

en la levadura se debe a los cambios que producen en la transcr¡pción de genes

carotenogén¡cos y no en un efecto sobre los precursores de su sintesis.
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