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RESUMEN

La levadura basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous sintetiza
carotenoides, principalmente la xantofila astaxantina que presenta un gran interés
biotecnolégico debido a su uso como suplemento alimenticio en la industria acuicola y

por sus propiedades antioxidantes.

En esta levadura, en la formaciéon de astaxantina a partir de beta-caroteno
participa una sola enzima; la astaxantina sintasa o CrtS (codificada por el gen crtS) que
pertenece a la familia de las proteinas citocromo P450 monooxigenasas (P450), las que
requieren de la citocromo P450 reductasa (CPR) como donador de electrones. En esta
tesis se aislé y caracterizé por primera vez el gen crtR de la CPR de X, dendrorhous. Se
determin6 su organizacion estructural, su ubicaci6n en el cariotipo electroforético de la
levadura y ademas se construy6 un modelo tridimensional de la proteina que codifica.

Asimismo, se comprobd que este gen estd involucrado en la biosintesis de astaxantina.

La funcionalidad de dicho gen se demostré mediante experimentos de
transformacién de X. dendrorhous. De esta manera se obtuvieron dos mutantes; CBSTr
y T13, por reemplazo de una porcién del gen crfR por un médulo de resistencia a
higromicina B. CBSTr, proveniente de la cepa silvestre CBS-6938, forma colonias de
color amarillo, ya que no puede producir astaxantina y acumula beta-caroteno y T13 es

un transformante heterocigoto que forma colonias palidas, debido a que produce menos
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astaxantina y mds beta-caroteno en relacién a su cepa parental UCD 67-385. Los
resultados de esta tesis permitieron determinar por primera vez que el producto génico

de crtR es esencial para la biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous.

Adicionalmente, se estudi6 la expresién génica de los genes crtS'y ¢rfR (a nivel
de sus RNA mensajeros) a lo largo del crecimiento de un cultivo de la levadura silvestre
en un fermentador. A pesar que ambos genes codifican proteinas que participan en una
misma etapa de la ruta de biosintesis del carotenoide, se observé que su patron de

expresién es distinto, por lo que probablemente su regulacion también es diferente.

La biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous es un proceso complejo que
podria estar regulado en distintos niveles. Sin embargo, para poder comprender la ruta
de biosintesis es importante conocer todos los genes estructurales de las enzimas que
participan en esta via. De esta manera, el aislamiento y caracterizacién de un gen que
aun no ha sido descrito es una gran contribucién para el conocimiento de la

carotenogénesis de X, dendrorhous.

Xiv




l

ABSTRACT

The basidiomycete yeast Xanthophyllomyces dendrorhous synthesizes
carotenoids, primarily astaxanthin. Astaxanthin is a xanthophyll with a huge commercial
interest due to its use as a nutritional supplement in the aquaculture industry and its

antioxidant properties.

Recently, it has been published that for the astaxanthin formation from beta-
carotene in this yeast, a single astaxanthin synthase enzyme or CrtS, encoded by the cr1S
gene, is required. This enzyme belongs to the cytochrome P450 monooxygenase protein
family (P450), which requires the cytochrome P450 reductase (CPR) as an electron
donor. In this thesis the cfR gene, which encodes for CPR from X, dendrorhous, was
isolated and characterized for the first time. Its structural organization and its location in
the yeast electrophoretic karyotype were determined. Also a three dimensional model of
CrtR was constructed and the involvement of this protein in the astaxanthin biosynthesis

was determined.

Additionally, the functionality of crfR was demonstrated through X. dendrorhous
transformation experiments. By this way two mutants; CBSTr and T13, were obtained
by replacing a portion of the crfR gene with a hygromicin B resistance cassette. CBSTr,
which comes from the wild type strain CBS-6938, forms yellow colonies as it can not

produce astaxanthin and accumulates beta-carotene and T13 is a heterozygote
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transformant that forms pale colonies, because it produces less astaxanthin and more
beta-carotene in relation to its parental strain UCD 67-385. The results of this thesis
revealed for the first time that the crR gene product is essential for in X, dendrorhous

astaxanthin biosynthesis.

Moreover, the expression of genes crtS and crfR was studied at the messenger
RNA level along the growth curve of the wild type yeast culture in a fermenter. Despite
the fact that both genes encode proteins involved in the same stage of the carotenoid
biosynthetic route, it was noted that their expression pattern was different, suggesting a

different regulation for each gene.

Astaxanthin biosynthesis in X. dendrorhous is a complex process that could be
regulated at different levels. However, in order to understand the biosynthetic route is
important to know all the structural genes of the enzymes involved in this path. Thus, the
isolation and characterization of a new gene involved in carotenogenesis is a significant

contribution to the knowledge of this process in X dendrorhous.
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INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos naturales de los cuales se han descrito mas de
600 estructuras quimicas diferentes y se ha estimado una produccién anual superior a las
100 millones de toneladas (Fraser y Bramley, 2004). Estos pigmentos pueden ser
sintetizados por plantas, algas, hongos y bacterias, sin embargo, los animales no pueden
sintetizarlos de novo, por lo que deben adquirirlos a través de su dieta. En animales, los
carotenoides son acumulados en algunos de sus tejidos proporcionandoles el color

caracteristico a muchas aves, invertebrados marinos y peces (Armstrong, 1994).

Los carotenoides son moléculas que tipicamente estan formadas por un esqueleto
hidrocarbonado de cuarenta atomos de carbonos (C40) y forman parte del grupo de
compuestos llamados isoprenoides o terpenoides. Estos pigmentos pueden presentar
algunas modificaciones quimicas tales como la ciclacién de uno u ambos extremos, nive]
de hidrogenacién y la incorporacién de grupos funcionales oxigenados (Britton, 1995).
Segun su estructura quimica se clasifican en dos grupos: los carotenos que no presentan
grupos funcionales que contienen dtomos de oxigeno y las xantéfilas que si los poseen.
Su largo esqueleto hidrocarbonado puede presentar numercsos dobles enlaces
conjugados responsables de las distintas propiedades espectrales de estos pigmentos, los
que absorben la luz dentro de la regién visible del espectro entre 400 y 500 nm

otorgandoles sus caracteristicos colores amarillos, naranjos y rojos (Britton, 1998). Enel




caso de algunos crusticeos, estos pigmentos pueden formar complejos con proteinas

extendiendo asi su rango de coloracién a verde, morado y azul (Britton, 1998).

Actualmente, estos pigmentos reciben una considerable atencién debido a sus
numerosas propiedades, usos y especialmente, sobre sus efectos potencialmente
beneficiosos para la salud humana (Paiva y Russell, 1999). En plantas, ellos contribuyen
a la maquinaria fotosintética y las protegen contra el dafio foto-oxidativo. En animales,
los carotenoides son por ejemplo, la fuente principal de vitamina A, ya que el beta-
caroteno es su precursor. En los tltimos afios, sus propiedades anti-oxidantes han sido
relacionadas con la reduccion de la incidencia de muchas enfermedades tales como;
enfermedades cardiovasculares, cancer (pulmén, mamas, préstata y colorrectal) y su
funcién como reguladores del sistema inmune ha sido estudiada (Fraser y Bramley,
2004). Los carotencides también han sido utilizados como colorantes y como
suplemento alimenticio de animales en cautiverio, especialmente salménidos y

crustaceos (Johnson y col., 1977; Johnson y Lewis, 1979).

En este sentido, la astaxantina (3,3’-dihidroxi-B-B-caroten-4,4’-diona) es una
xantofila que actualmente incita un gran interés para su estudio por su enorme utilidad
biotecnoldgica. Este pigmento es el responsable del color caracteristico de la came de
truchas y salmones requerido por los consumidores (Johnson y col., 1977; Johnson y
Lewis, 1979; Visser y col., 2003), que ademds es esencial para el crecimiento adecuado
y reproduccion de los peces. Asimismo, se ha reportado que sus propiedades
antioxidantes son ain mayores que las reconocidas en el beta-caroteno y el alfa-

tocoferol. Posee beneficios para la salud humana como por ejemplo, en la prevencion de




enfermedades cardiovasculares, favorece la respuesta del sistema inmune, tiene
bioactividad contra Helicobacter pylori y accién preventiva de cataratas (Higuera-

Ciapara y col., 2006).

En la actualidad, se estima que el mercado mundial de la astaxantina corresponde
a los 150 - 200 millones de délares, abarcado principalmente por su sintesis quimica
(Higuera-Ciapara y col., 2006). De esta manera, nuestro pais estd claramente
involucrado, ya que se considera como el segundo productor mundial de salménidos. En
Chile, entre los afios 2000 y 2005, la exportacién nacional de salménidos practicamente
se duplico alcanzando las 383.704 toneladas (Aguila, 2006), y junto con ello el gasto en
astaxantina. En relacién a esto, el alto costo de los pigmentos sintéticos y la creciente
demanda por productos naturales, es que la buisqueda de fuentes naturales de astaxantina

ha cobrado una gran importancia (Iiguera-Ciapara y col., 2006).

La biosintesis de astaxantina se limita exclusivamente a microorganismos y
algunos ejemplos son las bacterias marinas Agrobacterium aurantiacum y Alcaligenes
sp. cepa PC-1, la microalga Haematococcus pluvialis y la levadura basidiomicete
Xanthophyllomyces dendrorhous (Andrewes y col., 1976; Fraser y col., 1997). No
obstante, s6lo la produccién de astaxantina por H. pluvialis y X. dendrorhous podrian

competir econémicamente con la astaxantina sintética (Dominguez-Bocanegra y col.,

2007).

A pesar que la microalga es la fuente natural con el mds alto confenido de

astaxantina conocido hasta el momento, el interés para la explotacién comercial de estos




organismos no ha sido suficiente debido a los altos indices de contaminacién con
protozoos y a un menor desarrolio de las tecnologias de cultivo, en comparacién con
organismos heterotréficos como las levaduras. Adicionalmente, existen otras diferencias
importantes entre la astaxantina producida por H. pluvialis y X dendrorhous. La
astaxantina producida por H. pluvialis presenta un elevado porcentaje de esterificacion
lo que reduce su bioabsorcién (Schietd y col., 1985; Sommer y col,, 1991). En este
sentido, la astaxantina producida por la levadura X. dendrorhous, es 100 % libre (no
esterificada) (Andrewes y col., 1976), lo que le otorga grandes ventajas comparativas

sobre la producida por la microalga.

El contenido de astaxantina en las cepas silvesires de X dendrorhous es
alrededor de los 200-400 pg por gramo de levadura seca, lo cual es bajo para su
explotacién industrial (Visser y col., 2003). Por esta razén, muchas investigaciones se
enfocaron en el mejoramiento de la produccién de astaxantina. Como primera
aproximacion, fue el manejo de las condiciones ambientales y medios de cultivo que
favorecen su sintesis. En este sentido, se ha estudiado por ejemplo; el efecto de la luz
(An y Johnson, 1990), el tipo de fuente de carbono (Meyer y du Preez, 1994 a), las
concentraciones de glucosa y oxigeno (Yamane y col., 1997), como también el uso de
medios de cultivo de bajo costo como; jugos de uva (Meyer y du Preez, 1994 b) y détiles
(Ramirez y col., 2000), hidrolizados de eucaliptos (Parajo y col., 1998) y molazas (Any
col., 2001). Una segunda aproximacion fue la obtencion de cepas de X, dendrorhous con
un mayor contenido de astaxantina por mutagénesis al azar. A pesar que no se lograron

obtener cepas con los niveles apropiados para su comercializacién (An y col., 1989), la




obtencion de mutantes fue de gran utilidad para el estudio de la ruta de biosintesis de
astaxantina en la levadura (Girard y col., 1994; Retamales y col.,, 1998). Finalmente,
debido al desarrollo de técnicas apropiadas de biologia molecular, la carotenogénesis en
X. dendrorhous puede ser mejorada mediante la ingenieria metabélica de su ruta de

biosintesis (Visser y col., 2003; Ojima y col., 2006).

La biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous (Figura 1), al igual que la
sintesis del resto de los isoprenoides, se caracteriza por iniciarse con el compuesto
isopentenil-pirofosfato (IPP) que es una molécula de cinco atomos de carbono (Britton,
1998). En eucariontes el IPP se sintetiza preferentemente por la via del mevalonato
(MVA) que luego se isomeriza en dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) por el producto del
gen idi (Kajiwara y col.,, 1997). La extensién del esqueleto hidrocarbonado de los
carotenoides se inicia con la condensacién de una molécula de IPP con una de DMAPP
lo que forma un compuesto de diez diomos de carbono, geranil-pirofosfato (GPP, C10).
Posteriormente, éste se condensa con una nueva molécula de IPP y se forma farnesil-
pirofosfato (FPP, C15), que es la molécula precursora del escualeno, Seguidamente, al
FPP se le adiciona una tercera molécula de IPP lo que resulta en la formacién de
geranilgeranil-pirofosfato (GGPP, C20). La adici6n secuencial de las tres moléculas de
IPP a una de DMAPP, en X. dendrorhous participaria la enzima GGPP sintasa que esta

codificada por el gen crtk (Niklitschek y col., 2008).

El primer paso especifico de la biosintesis de carotenoides corresponde a la
formacién de fitoeno (C40, que es incoloro) a partir de la condensacion de dos

moléculas de GGPP. Este paso se cataliza por la enzima fitoeno sintasa, que en
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Figura 1. Ruta de biosintesis de astaxantina. Principales pasos de la ruta de biosintesis
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X. dendrorhous es una enzima bifuncional que ademés presenta actividad licopeno
ciclasa. Por esta razon se le llamé fitoeno-beta-caroteno sintasa y es codificada por el
gen crtYB (Verdoes y col., 1999 a; Alcaino, 2002). Posteriormente, el fitoeno sufre
cuatro reacciones sucesivas de desaturacién por el producto del gen cr7, produciendo de
esta manera licopeno (Verdoes y col., 1999 b; Ledn, 2000). La ruta de biosintesis de
carotenoides se ramifica a este nivel en los distintos organismos carotenogénicos, lo que

genera la enorme diversidad de este tipo de pigmentos encontrada en la naturaleza

(Britton, 1998).

A continuacién, en la biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous, ambos
extremos del licopeno son ciclados por la actividad licopeno ciclasa de la enzima
bifuncional fitoeno-beta-caroteno sintasa formando asi beta-caroteno que es el precursor

de astaxantina.

Esta tesis se enfoco en la formacion de astaxantina a partir de beta-caroteno, lo
cual requiere de dos actividades enzimaticas: cetolasa, que incorpora un grupo ceto en
las posiciones 4 y 4’ de la molécula de beta-caroteno e hidroxilasa, que introduce un
grupo hidroxilo en las posiciones 3 y 3’ del beta—aroteno (Cunningham y Gantt 1998;
Linden 1999). A diferencia de otros organismos, en donde participan dos genes
independientes en este paso, en X. dendrorhous se aislé un gen c¢rtS que codifica la
enzima astaxantina sintasa (CrtS) (Hoshino y col., 2000; Ojima y col., 2006; Alvarez y
col., 2006). Este tiene la capacidad de complementar una mutante que acumula beta-
caroteno en X. dendrorhous (Alvarez y col., 2006), lo que demostré que participa en la

ultima etapa de la sintesis de carotenoides de la levadura. Sin embargo, posteriormente




se sugirié que la enzima CrtS requeriria de un gen adicional que tendria un posible rol
auxiliar (Martin y col., 2008). EI andlisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica
deducida del gen c¢rfS indicé que la enzima astaxantina sintasa de X, dendrorhous

pertenece a la familia de proteinas citocromo P450 monooxigenasas o P450 (Ojima y

col., 2006).

En este sentido, las enzimas citocromo P450 monooxigenasas son hemo-
proteinas que participan en la biosintesis de compuestos intracelulares como esteroides y
acidos grasos (Bernhardt, 2006), y en la sintesis de metabolitos secundarios en plantas,
insectos y hongos (Estabrook, 2003). Ademés estdn involucradas en el metabolismo de
xenobidticos tales como drogas y toxinas, que al ser oxidados se hacen més polares y
son més facilmente secretados (Porter y Coon, 1991). La reaccion general catalizada por

estas enzimas es la siguiente, en donde R representa al sustrato:
RH + NAD(P)H + H" + 02 — ROH + NAD(P)" + [1,0

Para la oxidacion del sustrato las enzimas P450 requicren de un sistema donador
de electrones, que en eucariontes es una enzima citocromo P450 reductasa o CPR {van
den Brink y col., 1998). Las CPRs son flavoproteinas que contienen un mol de cada
cofactor: FAD (flavin adenina dinucleétido) y FMN (flavin mononucleétido) por cada
mol de proteina. Estas consisten de una regién pequefia de transmembrana y una regién
hidrofilica citoplasmatica mayor que interactia con la enzima citocromo P450,
NAD(P)H, y los cofactores FAD y FMN. Los cofactores son necesarios para el flyjo de

clectrones que van desde el NAD(P)H a FAD a FMN y finalmente a la enzima




citocromo P450 (van den Brink y col., 1998). A diferencia de las enzimas citocromo
P450 en que se ha observado que en un organismo pueden existir varios genes para
enzimas citocromo P450 diferentes, sélo un gen codifica una CPR tnica en la mayoria
de las especies, salvo algunas excepciones observadas en plantas y algunos zigomicetes
que conticnen dos o tres CPRs (Malonek y col., 2004; Lah y col., 2008). En relacién a
esto es posible pensar que dado que la enzima astaxantina sintasa pertenece a la familia
de enzimas citocromo P450, la reaccién catalizada por ella necesariamente debe requerir

de la asociacién de una CPR que aun no ha sido descrita.

De acuerdo a lo anterior, en el afio 2006 se describi6 un trabajo en el cual se
transformo una cepa de Escherichia coli con 3 plasmidos compatibles entre si, uno de
ellos contenia los genes necesarios para la sintesis de beta-caroteno, otro contenia el gen
crtS de X. dendrorhous y el tercero contenia el gen de la CPR (cpr) de Saccharomyces
cerevisiae (Ojima y col., 2006). Mediante este sistema sélo fue posible obtener
derivados oxigenados de beta-caroteno en muy bajas cantidades, pero no astaxantina.
Este resultado sugiere la necesidad de contar con una enzima CPR adecuada para
complementar la ruta biosintética en el sistema utilizado, implicando también la
participacion de un nuevo gen en la sintesis de astaxantina a partir de beta-caroteno. En
este sentido, hasta el momento no se ha identificado atin el gen que codifique a una
citocromo P450 reductasa en X. dendrorhous y no se ha demostrado su posible

participacién en la biosintesis de astaxantina.

Debido a que la biosintesis de astaxaniina de X. dendrorhous, es un proceso

complejo que podria estar regulado en distintos niveles, es importante conocer todos los
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genes estructurales de las enzimas que participan en esta via para su comprensién. De
esta manera, debido a las evidencias que la enzima astaxantina sintasa es necesaria en el
iiltimo paso de la via y que pertenece a la familia de enzimas citocromo P450, esta tesis
planted la participacion de una enzima citocromo P450 reductasa en la sintesis de
astaxantina. Se propuso ¢l clonamiento y caracterizacién del gen de la enzima citocromo
P450 reductasa (gen crtR) de X dendrorhous, como también el andlisis de su
funcionalidad mediante la construccién de cepas mutantes de la levadura en este gen
para poder estudiar su efecto en la sintesis de astaxantina. Finalmente, también se
realizaron experimentos para el andlisis de la expresion a nivel de mRNA de Jos genes
criR 'y crtS en distintas etapas de la curva de crecimiento de una cepa silvestre de X,

dndrorhous.

Hipétesis.

La enzima citocromo P450 reductasa (CrtR, producto del gen crtR) participa en
la formacion de astaxantina a partir de beta-caroteno en la levadura Xanthophyllomyces
dendrorhous y su papel seria el de un dador de electrones. Estos son requeridos para la
actividad de la enzima astaxantina sintasa (producto del gen crtS) que pertenece a la

familia de las citocromo P450 monooxigenasas.
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Objetivo general.

Estudiar 1a participacion de un gen auxiliar en la formacién de astaxantina a

partir de beta-caroteno en X, dendrorhous.

Objetivos especificos.

1. Aislar y caracterizar el gen crfR que codifica la enzima citocromo P450

reductasa de X. dendrorhous en su versién genémica y de ¢cDNA.

2. Expresar los. genes crtS y crtR de X. dendrorhous en una cepa de E. coli que

produce beta-caroteno.

3. Construir mutantes de delecién del gen crfR en cepas silvestres (UCD 67-385 y

CBS-6938) de X. dendrorhous y estudiar su fenotipo productor de pigmentos.

4. Estudiar la expresién de los genes crtS y crtR en distintas etapas de la curva de

crecimiento de la levadura silvestre (UCD 67-385).




MATERIALES Y METODOS

1 Materiales.

1.1 Cepas, plasmidos, librerias genémicas y de ¢DNAs. Las cepas bacterianas y de X,
dendrorhous (Phaff y col., 1972; Miller y col., 1976; Golubev y col., 1995) utilizadas y
modificadas en esta tesis se indican en la Tabla 1 y los plasmidos utilizados y
construidos en este trabajo se describen en la Tabla 2. Se utilizé a la cepa UCD 67-385
de X dendrorhous como levadura silvestre la cual se obtuvo desde la coleccion
“American Type Culture Collection” (ATCC). En este irabajo se utilizaron dos librerias
genémicas y una libreria de cDNAs de la cepa UCD 67-385 (Tabla 1). La busqueda del
gen criR en las librerfas genomicas y de cDNA se realizo de acuerdo a Barahona y col.,

2001.

1.2 Enzimas. Las endonucleasas de restriccién, DNA ligasa del bacteriéfago T4, DNA
polimerasa de Thermus aguaticus, transcriptasa reversa de M-MLV, Klenow, DNasa,
RNasaA, etc. se adquirieron de las compafiias Promega, BioLabs y Gibco-BRL, U.S.A.,
y se usaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Las enzimas novozima,
proteinasa K y lisozima, se adquirieron de Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri,

U.S.A. y Gibco-BRL, U.S.A.
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Tabla 1. Cepas y genotecas usadas en esta Tesis

13

Cepa Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia

E. coli

DH-50 F* @®80d lacZAMISA(lacZY-argF)U169 deoR Sambrook y
recAl endAl hsdR17(r" mi") phoA supE44l- thi- Russell, 2001,
1 gyrA96 relAl.

DSIB Cepa productora de beta-caroteno con fenotipo Niklitschek y
amarillo. Corresponde a la cepa BL21 de E coli col., 2008.
con pDS1B.

DS1C Cepa BL21 de E. coli con pDSIBAX::RBSXertS, Esta Tesis.

DS1D Cepa BL2] de E. coli con FEsta Tesis,
pDSIBAXt::RBSXcrsS.

X. dendrorhous

UCD 67-385 ATCC 24230, cepa silvestre. ATCC

CBS-6938 ATCC 96594, cepa silvestre. ATCC

T13 (crtRAP Wm0 RYY. Transformante heterocigoto FEsta Tesis.
de la cepa UCD 67-385. Contiene una copia
silvestre y una con una delecién en gen criR.

(BsiWI) y una insercién del médulo de resistencia
a higromicina B.

CBSTr (crtR*NHPhy  Transformante de la cepa CBS- Esta Tesis,
6938 que acumula beta-caroteno. Contiene una
delecién en gen crfR (Ndel) y una insercién del
modulo de resistencia a higromicina B.

Genotecas

YIp5/BamHI Compuesta por 65 mezclas (PR1 a PR65) con 100  Niklitschek y
clones recombinantes cada una portadores de col., 2008.
DNA genémico parcialmente digerido con la
endonucleasa BamHI y clonado en el sitio BamHI
del vector Ylp5.

pBS/Sall Compuesta por 10 mezclas (CPRA a CPRJ) de 52 Esta Tesis.
clones recombinantes cada una, portadores de
fragmentos entre 5,0 y 6,0 kb de DNA gendmico
digerido con la endonucleasa de restriccion Sall y
clonados en el pldsmido pBluescript SK-.

cDNA Compuesta por 5 mezclas (cXDA a ¢cXDE) de Marcoleta,
5.000 clones cada una. Se construyé con el kit 2007.

“pBluescript II XR c¢DNA library construction
kit” de Stratagene.




Tabla 2. Plismidos utilizados en esta Tesis

Plasmido Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia

pBluescript SK- ColE1 ori; Amp"; Vector de clonamiento. Stratagene

pPBAD33 p15 ori; Cam®; Vector de clonamiento. Beckwith

Lab.

YIps pPMB1 ori; Amp®; TET®; URA3. Vector de ATCC
clonamiento de S. cerevisiae/E. coli.

PET101/D-TOPO  Vector de expresién. ColE1 ori; Amp". Invitrogen

pPR52.P.44 YIp5 con un inserto de 12,8 kb que contiene al gen Esta Tesis.
criR desde la base n° 88 del exon 1.

pCPR1.3 pBluescript SK- con un fragmento de DNA entre Esta Tesis.
los sitios BamHI 4.529 y 9.895 (Figura 5, Figura
9). A partir de pCPR1.3 se construyeron las
deleciones del gen creR.

pCPR1.5 pBluescript SK- con un fragmento de DNA BamHI Esta Tesis.
de 4,4 kb proveniente de pPR52.P.44 (Figura 5).

PCPR2.7 pBluescript SK- con un fragmento de DNA BamHI Esta Tesis.
de 0,9 kb proveniente de pPR52.P.44 (Figura 5).

pCPR3.4 pBluescript SK- con un fragmento de DNA BamHI Esta Tesis.
de 0,8 kb proveniente de pPR52.P.44 (Figura 5).

pCPR4.8 pBluescript SK- con un fragmento de DNA BamHI Esta Tesis.
de 0,4 kb proveniente de pPR52.P.44 (Figura 5).

pcXDA.44.29 pBluescript SK- con el ¢DNA del gen crfR. El Esta Tesis.
cDNA mide 2.680 pb.

PPR32.AA 51 YIp5 con un inserto de 4,5 kb que contiene hasta la  Esta Tesis.
base n° 87 del exon 1 del gen crR.

pCPRB6 pBluescript SK- con un inserto de 5,9 kb que FEsta Tesis.
contiene la versién gendmica completa del gen
criR. Aislado desde genoteca parcial Sall.

pBS-Erw Genes carotenogénicos crtE, criB, crtl, crtY y crtX Esta Tesis.
de Erwinia uredovora en pBluescript SK-. En
pBS-Erw se realizaron las modificaciones del gen
crtX y luego se clonaron en pBAD33.

pDS1B Genes carotenogénicos crtE, crtB, crtl, crtY y crtX Niklitschek y
de Erwinia uredovora en pBAD33. col., 2008.

pDSIBAX pDS1BAcrzX. La delecién del gen crtX es parcial v Esta Tesis.
fue producida digiriendo pBS-Erw con las enzimas
BstEIl y AflII. Luego el inserto se clond en
pBAD33.

pDSIBAX::RBSX pDS1BAcrtX con el ¢cDNA del gen crtS de X. Esta Tesis.

crtS

dendrorhous bajo el RBS de crtX en la delecién
del gen crtX. Luego el inserto se clond en
pBAD33,
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Plasmido Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia

pDS1BAXt:RBS  EI gen crtX fue totalmente reemplazado por el gen Esta Tesis.

XertS crtS bajo el RBS de crtX. Luego el inserto se clond
en pBAD33.

pET-criS+crtR c¢DNAs de genes crtS y crtR de X. dendrorhous FEsta Tesis,
clonados en pET101/D-TOPO.

pET-criR ¢DNA de gene criR de X. dendrorhous clonado en Esta Tesis.
pET101/D-TOPO.

pBsiWlAcrtR::hph  pCPR1.3 con una delecién BsiWI e insercion del Esta Tesis.
modulo Aph.

pNdelAcrtR::hph  pCPR1.3 con una delecién Ndel e insercion del Esta Tesis.
madulo Aph.

p5C2 pBluescript SK- con un fragmento de DNA de Esta Tesis.
aproximadamente 5,0 kb obtenido al digerir DNA
gendémico de la cepa CBSTr con Pstl y Xhol.

p5D18 pBluescript SK- con un fragmento de DNA de Esta Tesis.
aproximadamente 5,0 kb obtenido al digerir DNA
genomico de la cepa CBSTr con Pstl y Xhol.

pBS+Ura3GAC7  pBluescript SK- portador del gen ura3 de S. Esta Tesis.

cerevisiae, interrumpido por el gen de resistencia a
G418 y la regién codificante de los genes crtS' y
crtR bajo el control del promotor TEF del hongo
Ashbya gossypii y el terminador de Ia
transcripcién CYCI de S. cerevisiae cada uno,
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1.3 Acidos nucleicos y oligonucleétidos. Los marcadores de tamafio molecular de DNA
como; el DNA del bacteriéfago lambda digerido con la endonucleasa de restriccién

HindIIl y 100 bp se adquirieron de BioLabs Inc. U.S.A.

Los oligonucledtidos se sintetizaron por Alpha-DNA, Montreal, Canadd y se
ilustran en la Tabla 3. Estos se utilizaron para la amplificacién de fragmentos de DNA,
secuenciacion, andlisis de transformantes por PCR, RT-PCR y union de fragmentos de

DNA por PCR.

1.4 Medios de cultivo y reactives quimicos. Todos los reactivos quimicos y
componentes de los medios de cuitivo utilizados fueron los de uso general y frecuente en
un laboratorio de microbiologia y biologia molecular, Se adquirieron de las compaiifas
Merck Quimica Chilena Soc. Ltda., Sigma Chemical Co. ST. Louis, Missouri, U.S.A. y

Difco Laboratories, Detroit, Michigan U.S.A.
2 Métodos.
2.1 Cultivo y mantencion de microorganismos.

2.1.1 Bacterias. Las cepas de E. coli se crecieron en el medio de cultivo Luria Bertani
(LB) (triptona 1 %; extracto de levadura 0,5 % y NaCl 0,5 %) a 37 °C con agitacién
constante o en medio sélido en placas LB-agar al 1,5 %. Las cepas portadoras de
plasmidos se crecieron en medio LB suplementado con el antibiético que permite la

seleccion plasmidial segin las instrucciones de su proveedor. La mantencion de cepas




Tabla 3. Principales oligonucledtidos utilizados en éste estudio
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Nombre Secuencia (5’a 3%) Orientacion
CPR 1 aagytgcagccycgctactaytesatcte Directo
CPR 2 cttccaytertccttgtasargaartecte Reverso
CPR 3 caractggkacdgchgargatt Directo
CPR 4 caaactggtacggcetgaagatt Directo
CPR 5 wggdccratcatgayractgg Reverso
CPR 6 aggtccaatcatgacgactgg Reverso
CPR 7 crgtaccwggdccratcatga Reverso
CPR 8 ccagtaccaggtccaatcatga Reverso
CPR 9 ggatccgegacategaagagtatgac Directo
CPR12 ggatcccticcaagegaggtagtett Reverso
CPR 3A tacaacgtcgtcggtagaca Directo
CPR3D ggteteactictccagagaa Directo
CPR 56 tegttgtgttattgctattcg Reverso
CPR 13 agaagactgigcegatcgtet Directo
CPR 7A tattccacaccgtggtgttc Reverso
CPR 31 tcaagcaattggtgttggtc Reverso
CPRfwdC geacaggaagttggttggat Directo
CPRI1ExC gccacactctecgatettgt Directo
CPR3D ggtcteacttefccagagaa Directo
ARC-crtS5° atgttcatcttggtcttgcteac Directo
ARC-creS3° igtggccatagetgtectecttcattegaceggcettgacet Reverso
ARC-crtR5’ gtcgaatgaaggaggacagcetatggecacactctcegatct  Directo
ARC-crtR3’ ctacgaccagacgtccatca Reverso
crtSRBSX taaggatgcetgcatgticatcttggtetig Directo
criSstop tcattcgaccggettgacctg Reverso
CLUSerw-F ggatccggtaccgeacggtetgecaat Directo
crtE(c)ertS-R gatgaacatgcagcatcettaactgacgge Reverso
criS(c)crtE-F ccgtcagttaaggatgctgeatgttcatctigg Directo
crtS(c)ertY-R ggttgcatageegetcecacttatcattcgacegg Reverso
crtY(c)crtS-F cgaatgataagtgggagcggctatgcaacc Directo
mediocrtl-R ggatcceccgeagceitgiagacgaattgee Reverso
Pef fwd gatatcggctcatcagecgac Directo
gpd rev atgagagatgacggagatg Reverso
HR ctattcetttgeceteggac Reverso
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Nombre Secuencia (5’a 3%) Orientacion
HF atgaaaaagcctgaactcace Directo
HygSecR gtatigaccgattccttgeg Reverso
HygSecF tegecaacatcettcttetgg Directo
ACT3 actcctacgttggtgacgag Directo
ACT4 tcaagtctcgaccggecaag Reverso
AST1 cafcctetcagetegtacagg Directo
AST2 gictcegtttcatagticgg Reverso
MI13R ggaaacagctatgaccatg Reverso
MI3F tgtaaaacgacggccagt Directo
ProTEFBam-F gegggatecgacatggagocccagaat Directo
Ast(c)ProTEF-F acataaacaaccatgttcatcttggtcttgctcac Directo
TermCYC(c)Ast-F cggtcgaatgaatcatgtaattagttatgtcacge Directo
ProTEFSpe-F tgegactagtgacatggagecccagaat Directo
ProTEFXba-F gegtctagagacatggaggeccagaat Directo
CPR(c)ProTEF-F acataaacaaccatggccacactctcegat Directo
TermCYC(c)CPR-F gtetggtegtagatcatgtaattagtiatgtcacge Directo
TermCYCSpe-R gegactagtgeaaattaaagecttcgageg Reverso
CPR(c)TermCYC-R taattacatgatctacgaccagacgtccat Reverso
ProTEF(c)CPR-R gagtgtggccatggttgtitatgttcgoatgtgat Reverso
TermTEFXba-R tgegtctagacagtatagegaccageattc Reverso
TermCYCBam-R gegggatcegeaaattaaagecttcgagegt Reverso
Ast(c)TermCYC-R taattacatgattcaticgaccggcttgac Reverso
Ast{c)ProTEF-R caagatgaacatggtigtitatgttcggatgt Reverso
Ura3 Notl-F tgeggeggecgeggptaataactgatataatiaaa Directo
Ura3 Notl-R tgcggeggecgeatgtcgaaagetacatataag Reverso
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se realizé mezclando 1 ml de un cultivo saturado con 298 ul de glicerol al 87 % y se

congeld a — 80 °C,

2.1.2 Levaduras. Las cepas de X. dendrorhous se crecieron en medio YM (glucosa 1 %;
extracto de levadura 0,3 %j; extracto de malta 0,3 % y peptona 0,5 %) a 22 °C con
agitacion constante. Para los experimentos que requerian formacién de protoplastos la
levadura se crecié en medio minimo MMy + 2 % glucosa (Retamales y col,, 2002). Los
cultivos en medio s6lido se realizaron en placas con agar al 1,5 %. Para la fermentacién
de la cepa UCD 67-385 se utilizé un fermentador de 12 1 (New Brunswick) con 8,8 1 de
MMy + 2 % glucosa con temperatura controlada a 22 °C + 1 °C, agitacién de 300 pm y
se inyecto aire estéril a una velocidad de 13 I/min. Se adicion6 el agente antiespumante

(1520 US, Dow Corning) cuando éste era requerido (Wozniak, 2008).
2.2 Purificacion de dcidos nucleicos.

2.2.1 DNA plasmidial. El DNA plasmidial de los cultivos bacterianos se purific por el
método de la lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979; Sambroock y Russell, 2001). Para
ello, las cepas bacterianas se crecieron en medio LB suplementado con el antibiético
indicado. Las células de 3 ml de cultivo se recolectaron por centrifugacién a velocidad
mdxima en una microcentrifuga por 1 min y luego se resuspendieron en 100 pl de
solucién I (glucosa 50 mM; EDTA 10 mM y Tris-HCI 25 mM pH 8.0) con lisozima a 4
mg/ml. La mezcla se incubé por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agrego 200 pl de solucion II (NaOH 0,2 N y SDS 1 %), se mezclé suavemente y se dejo

la mezcla en hielo por 5 min. Finalmente, se agregé solucion I1I (acetato de potasio 5 M)




20

y se incubd por otros 5 min en hielo. La mezcla se centrifugd a velocidad méxima en
una microcentrifuga por 10 min. El sobrenadante se extrajo dos veces con 1 volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una vez con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). El DNA se precipité con 2 volimenes de ctanol absoluto frio,
manteniéndolo por un tiempo minimo de 30 min a — 20 °C y luego se centrifugs.
Finalmente, el DNA se solubilizé en 50 pl de amortiguador TE (Tris-HC1 10 mM pH 8,0
y EDTA 10 mM) con RNasa A a una concentracion de 30 pg/ml. La mezcla se incubd

durante 30 min a 37 °C y Iuego el DNA se guard a -20 °C hasta su posterior utilizacién.

En el caso de requerir DNA plasmidial de una mayor calidad, se utilizaron
sistemas comerciales para su purificacién; “AxyPrep'™ Plasmid Miniprep Kit” y
“AxyPrep™ Plasmid Midiprep Kit”, los cuales se adquirieron de Axygen Biosciences,

U.S.A.

2.2.2 DNA genémico de X. dendrorhous. El DNA genémico de X. dendrorhous se
obtuvo a partir de protoplastos de la levadura. La obtencién de protoplastos se realiz6
por el método desarrollado en nuestro laboratorio (Hermosilla y col., 1995; Retamales y
col., 1998). Para ello, la levadura se crecid en 500 ml de MMy a 22 °C con agitacion
constante hasta saturacién y las células se lavaron 2 veces con KCI 0,8 M. Luego, éstas
se suspendieron en 4 ml de KCI 0,8 M y se les agregé novozima a una concentracion
final de 4 mg/ml, completando un volumen final de 5 ml. La mezcla se incubd con
agitacién suave por un tiempo minimo de 12 h a 22 °C. Los protoplastos se lavaron tres
veces con KCl 0,8 M centrifugando a 1.935 x g (Rotor: $S-34, Sorvall) por 10 min cada

vez y se suspendieron en 5,4 ml de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 vy EDTA 20 mM.
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Posteriormente, se agregd 0,6 ml de SDS 10 % y se incubd a 37 °C por 10 min. A
continuacion se agregé 50 pl de proteinasa K a una concentracién de 20 mg/ml y la
mezcla se incubd a 55 °C por 1 h. La mezcla se centrifugd a 1.935 x g (Rotor: S8-34,
Sorvall) por 5 min y el sobrenadante se extrajo tres veces con un volumen de fenol
saturado en amortiguador Tris-HCl pH 7,4, dos veces con fenol:cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y una vez con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Durante los
lavados, las fases se separaron por centrifugacién a 1.935 x g (Rotor: SS-34, Sorvall) por
10 min. E1 DNA se precipit6 con dos voliimenes de etanol absoluto frio y luego se lavé
con etanol al 70 %. Finalmente, el DNA se solubilizé en 500 pl de amortiguador TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA 10 mM) y se almacené a -20 °C hasta su posterior

utilizacion.

2.2.3 Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa. Para la exiraccion de DNA a
partir de geles de agarosa se utiliz6 el método de las perlas de silica descrito por Boyle y
Lew, 1995. Los fragmentos de DNA se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
0,8 % en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM pH 8.0). La zona
del gel o la banda de interés se corté con un bisturi visualizando al DNA bajo luz UV en
un trans-iluminador. El trozo de gel se deposit6é en un tubo Eppendorf y se agregd 3
volimenes de Nal 6 M (de acuerdo al peso del trozo de gel en gramos). La mezcla se
incub6 por 10 min a 55 °C o hasta que la agarosa se disolvié completamente. Luego, se
agregd 7 pl de perlas de silica suspendidas en Nal 3 M y se incub6 por 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, la resina con el DNA unido se precipité por

centrifugacion a velocidad méaxima en una microcentrifuga por 5 s. El sobrenadante se
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eliminé y la resina se lavé tres veces con 500 pl de solucién “NewWash™ (Tris-HCI pH
7,5 10 mM; NaCl 50 mM; EDTA 2,5 mM y etanol 50 % v/v) centrifugando 10 s a
velocidad méxima en una microcentrifuga cada vez. Finalmente, el DNA se eluyo de la
resina agregando 15 pl de agua estéril e incubando por 10 min a 55 °C. El DNA
suspendido se recuperd por centrifugacion a velocidad méxima en una microcentrifuga
por 30 s y se deposité en un tubo Eppendorf limpio y estéril. E1 DNA se guardo a -20 °C

hasta su posterior utilizacion.

2.2.4 Extraccién de RNA de X. dendrorhous. La extraccion de RNA total se realizd de
acuerdo a un método modificado de Chomeczynski y Sacchi para X. dendrorhous
(Chomczynski y Sacchi, 1987; Lodato y col., 2004). Para evitar contaminacién con
RNasas se utiliz6 el inhibidor dietilpirocarbonato (DEPC), el cual se agregé al agua con
la que se prepararon las soluciones y se lavo el material previ6 a ser ufilizado. Para la
extraccién del RNA total, a las células provenientes de 40 ml de cultivo de X,
dendrorhous se les agreg6é 5 ml de solucién Ch-P (Chomezynski. y Sacchi, 1987y y 1
volumen de perlas de vidrio de 0,5 mm. La mezcla se agitd en vértex a maxima
velocidad durante 5 min y luego el homogeneizado se incubd por 10 min a temperatura
ambiente, Posteriormente, se agregé 1 ml de cloroformo y se agité en forma manual por
5 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé a 12.100 x g (Rotor: SS8-34,
Sorvall) por 15 min a 4 °C. Se deposité la fase acuosa (superior) en un nuevo tubo y se
lav6 2 veces con 2,5 ml de fenol:CH;Cl 1:1, centrifugando a 12.100 x 2 (Rotor: SS-34,
Sorvall) por 15 min a 4 °C. Finalmente, el sobrenadante se lavé con 2,5 ml de

isopropanol y se incub6 por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, ¢l RNA se
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precipité por centrifugacién a 12.100 x g (Rotor: SS-34, Sorvall) por 10 min a 4 °C y se
lav6 con 1 ml de etanol 75 %. El RNA se dejé secar, se solubilizo en agua tratada con

DEPC y se incubd a 55 °C. EI RNA se almacené a -20 °C hasta su posterior utilizacion.
2.3 Anilisis de DNA.

2.3.1 Mapas de restriccion y geles de agarosa. Las digestiones de DNA plasmidial y

gendmico, se realizaron de acuerdo a las instrucciones de su proveedor.

Las muestras de DNA se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 -
3,0 % en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM pH 8,0)
suplementado con bromuro de etidio a una concentracién final de 0,5 pg/ml. El DNA se
visualiz6 con luz UV con un trans-iluminador (Sambroock y Russell, 2001). El DNA se
cuantificd con los programas Kodak 1D o Image J version 1,40. Como estandar de
tamafio molecular se utilizé los marcadores: DNA del bacteriofago lambda digerido con

la endonucleasa de restriccion HindIl y/o 100 bp.,

2.3.2 Secuenciacién y andlisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas. La
secuenciacion de DNA se realiz6 en un equipo ABI 3.100 Avant Genetic Analyzer y se
utilizé6 el sistema DYEnamic ET terminator Kit de Amersham Bioscience. Las
secuencias de DﬁA se analizaron con el paquete de programas Vector NTI Suite v.10
(Informax) y programas en linea como CLUSTAL W

(hitp://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) y BLAST

{(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Para el analisis de la secuencia aminoacidica se utilizaron los programas
disponibles en linea; InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) y TMPRED

(http://www.ch.embnet.or/software/ TMPRED form.html). El andlisis filogenético se

realizé con lo programas BioEdit 7.0.0 y Treecon 1.3b.

La proteina CrtR se modeld utilizando como templado las estructuras con codigo
PDB: 1AMO, 1TLL y 2BF4. Inicialmente, se generd un alineamiento por superposicion
estructural de  estas  proteinas  utilizando el  programa  CE-MC

(http://pathway.rit.albany.edu/~cemc), el cual se refiné manualmente. Posteriormente, la

secuencia problema se aline6 sobre este perfil con el programa Clustal X

(http://bioinformatics.ubc.ca/resources/tools/clustalx). 30 modelos se construyeron desde

el residuo 61 utilizando el programa Modeller 9. Estos modelos se evaluaron mediante

ProQ (http://www.sbe.su.se/~bjomw/ProQ/ProQ.html) y Verify3D

(http://nihserver.mbi.ucla.eduw/Verify 3D/) y la calidad estereoquimica de ellos se

verificéd utilizando el programa Procheck (Laskowski y col., 1993). El modelo se editd

con ¢l programa VMD 1.8.6.

2.3.3 Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR). Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un volumen final de 25 pl que contenia amortiguador de PCR 1X pH 8,4
(Tris-HCI 200 mM y KCl 500 mM), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada uno de los cuatro
desoxinucledtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 uM de cada partidor, enire 10 y 100
ng de DNA molde y entre 0,2 y 0,5 unidades de 7ag polimerasa. Se utiliz6 un
termociclador Perkin Elmer 2.400 utilizando el siguiente programa: denaturacion inicial

a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de denaturacién a 94 °C por 30 s, alineacion de los
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partidores a 55 °C por 30 s y elongacion a 72 °C por 3 min. Finalmente, la mezcla se
dejo por 10 min a 72 °C para una elongacion final y luego se mantuvo a 4 °C hasta su

andlisis.

2.4 Transcripcion Reversa acoplada a la reaccion de la polimerasa en cadena (RT-
PCR). La determinacion de los niveles relativos de los mRNAs de los genes crtS'y crtR
se realizd de acuerdo a un método de RT-PCR semi-cuantitativo. Para ello, las
intensidades de los amplificados de los genes crtS y crfR se normalizaron con la
intensidad del amplificado del gen de actina (Wery y col., 1996; Ngiam y col., 2000;
Lodato y col., 2003, 2004). Los niveles relativos de los mRNAs de los genes crtS' y crtR
se¢ determinaron como una relacién entre las intensidades de sus amplificados y la

intensidad del amplificado del gen de actina.

2.4.1 Sintesis de ¢cDNA (reaccién RT). Las muestras de RNA se trataron previamente
con 10 U de DNasa (Roche) y la reaccién RT se realizé con transcriptasa reversa M-
MLV (Promega). En un volumen total de 11 pl se mezcld 3 pg de RNA total, partidor
oligo-dT15 (25 pM) y agua destilada estéril. La mezcla se incubd a 70 °C durante 5 min
y luego se dejé en hielo por 3 min. A la mezcla se le agregé 4 pl de amortiguador M-
MLV 5X, 2 pl de ANTP’s 10 mM, 2 pl de H;0 y se incubé a 37 °C por 5 min.
Finalmente, se agregaron 200 U de M-MLV RT en 1 pl y la reaccion se incubd por 1 ha
42 °C y luego se calent6 a 70 °C por 10 min. Las muestras se mantuvieron a — 20 °C

hasta su posterior andlisis.

2.4.2 PCR. La reaccién de PCR se efectud en un volumen final de 25 ud en la mezcla de
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reaccién que contenia 2,5 pl de amortiguador 7ag polimerasa 10X, 0,5 pl de dNTPs 10
mM, 1 ul de MgCl, 50 mM, 1 pl de cada partidor 25 pM, 2 pl de reaccion RT, 1 U de
Tagpol y H30. El programa que se utilizé fue el siguiente: 95 °C por 3 min, 28 ciclos de
94 °C por 30's, 55 °C por 30 s y 72 °C por 3 min, extensién final a 72 °C por 10 min y
luego la reaccién se mantuvo a 4 °C. El niimero de ciclos utilizado corresponde al

numero estandarizado que permite realizar un PCR semi-cuantitativo (Lodato, 2002),

2.5 Cariotipo electroforético.

2.5.1 Preparacién de DNA cromosémico intacto de X. dendrorhous. Para los analisis
de electroforesis de campo pulsado se preparé DNA cromosémico intacto de la levadura
mediante Ia técnica descrita por Cifuentes y col., 1997 basada en Schwartz y Cantor,
1984, Para ello, se colectaron las células provenientes de 100 ml de un cultivo en fase
estacionaria de X, dendrorhous crecido en MMy. Estas se lavaron dos veces con EDTA
50 mM pH 8,0 y luego se suspendieron en una solucién de EDTA 50 mM pIl 8,0 con 10
mg/ml de novozima. Posteriormente, se les agregd 3 ml de agarosa de bajo punto de
fusion al 1 % en EDTA 125 mM pH 8,0, precalentada a 42 °C y la mezcla se distribuyo
en moldes de 100 pl. La gelificacion de los bloques se realiz6 a 4 °C y luego éstos se
sumergieron en 5 ml de amortiguador LET (EDTA 500 mM; f-mercaptoetanol 7,5 % y
Tris-HCI 10 mM pH 7,5) que contenia 0,4 mg/ml de novozima y se incubaron a 37 °C
por 24 h. Transcurrida la incubacién, los bloques se lavaron dos veces con EDTA 50
mM y luego se sumergieron en 5 ml de solucion NDS (EDTA 500 mM; N-
lauroylsarcosina 1 % y Tris-HCl 10 mM pH 7,5} que contenia 1 mg/ml de proteinasa K

y se incubaron a 55 °C por 24 h. Finalmente, los bloques se lavaron dos veces con
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EDTA 50 mM y se dejaron en la misma solucién a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

2.5.2 Electroforesis de campo pulsadoe. La electroforesis de campo pulsado se realizo
en un sistema CHEF 1I y CHEF III de BioRad (Chu y col., 1986) en geles de agarosa al
0,9 % en amortiguador TBE 0,5X (Tris-borato 45 mM y EDTA 1 mM pH 8,0) a 14 °C.
Las condiciones oOptimas utilizadas para la separacion de las bandas de DNA
cromosémico de X. dendrorhous fueron las descritas por Cifuentes y col., 1997. Los
geles se tifieron con bromuro de etidio 1 pg/ml por 6 h y luego se lavaron con agua
destilada por 3 a 4 h. Las bandas cromosomicas se visualizaron con un trans-iluminador

con radiacién UV.

2.6 Hibridacion DNA-DNA. Los experimentos de hibridacion se basaron en las

técnicas desarrollas por Southern, 1975 y descritas por Sambrook y Russell, 2001.

2.6.1 Marcacion radio activa de dcidos nucleicos. I.a marcacién radio activa de las
sondas se realiz6 con el sistema “Prime-a-Gene Labeling system” de Promega de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. a-[*’P]-dCTP, que se adquirié de
PerkinElmer. Las sondas se lavaron en columnas de Sephadex G-50 estéril en jeringas

de tuberculina.

2.6.2 Preparacion de las membranas. Para transferir el DNA desde un gel de agarosa a
una membrana luego de realizar la electroforesis en el gel de agarosa, éste se fotografié
junto a una regla como registro de la migracién del DNA. El gel se sumergio en HCI 0,2
N por 15 min con agitacién suave para depurinar el DNA y se enjuagé con agua

desionizada. Posteriormente, el gel se sumergi6 en una solucién de NaCl 1,5 M y NaOH
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0,5 N, por 45 min a temperatura ambiente y agitacién suave para denaturar al DNA, A
continuacion el gel se lavé con agua desionizada y se neutralizé dos veces por sumersion
en una solucion de Tris-HCL 1 M pH 7,4 y NaCl 1,5 M, primero por 30 min y luego por
15 min a temperatura ambiente y agitacion suave. El DNA se transfirié a una membrana
de nylon PALL BIODYNE B segiin Sambrook y Russell, 2001, utilizando una solucion
SSC 10X (SSC 20X= NaCl 3 M y citrato de sodio 0,3 M pH 7,0) como amortiguador de
transferencia. La transferencia se realizé durante toda la noche y para fijar el DNA a la

membrana de nylon, ésta se calentd a 80 °C por 15 min.

2.6.3 Prehibridacién e Hibridacion. Las membranas se lavaron con SSC 2X y luego se
depositaron en botellas de hibridacién con 10 mi de solucion de hibridacion (Na;HPO;
0,5M pH 7,2 y SDS 7 %). La membrana en la botella se incubd por 5 min a 65 °C en un
homo de hibridacion Hybrilinker HL-2000 de UVP Laboratory Products.
Posteriormente, se agregé la sonda (desnaturada por ebullicion y mantenida en hielo) a
la botella de hibridacion con la membrana totalmente empapada con la solucién de

hibridacion y se dejé por 16 h a 65 °C con agitacion suave en el horno de hibridacion.

2.6.4 Lavados. Las membranas se lavaron cuatro veces en las botellas de hibridacion.
Los lavados consistieron en dos lavados con 10 ml de una soluciéon de Na,HPO, 40 mM
pH 7,2 y SDS 5 % y dos lavados con 10 ml de una solucién compuesta por Na,HPO4 40
mM pH 7,2 y SDS 1 %. En cada lavado la membrana se mantuvo entre 30 y 60 min a 65
°C con agitacion suave con la solucién de lavado correspondiente. Posteriormente, las

membranas se retiraron de las botellas de hibridacién y se depositaron sobre un soporte

cubierto por plastico. Las membranas sobre el soporte también se recubrieron con
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pléastico y se depositaron en “cassettes” que Iuego en la oscuridad se pusieron sobre ellas
placas autoradiograficas. Los “cassettes” con las membranas y placas autoradiogréficas
se mantuvieron a -80 °C por tiempos variables antes de revelar la placa autoradiografica

en un equipo Curix 60 de AGFA.

2.7 Transformacion genética por electroporacion.

2.7.1 Escherichia coli. La células clectrocompetentes se prepararon a partir de 1 1 de un
cultivo de E. coli DHS5 o con una DOsgoym entre 0,5 y 0,8, el cual se enfrié en hielo
durante 15 a 30 min y luego se centrifugd a 4.080 x g (Rotor: GSA, Sorvall) por 15 min
a 4 °C. Las células colectadas se lavaron una vez con 1 1 de agua destilada estéril y fria,
una vez con 500 ml de agua destilada estéril y fria y una vez con 20 mt de glicerol al 10
Y% estéril y frio, centrifugando a 4.080 x g (Rotor: GSA, Sorvall) por 15 min a 4 °C cada
vez. Las células se suspendieron en 3 ml de glicerol al 10 % estéril y frio, se pusieron
alicuotas de 50 pl por tubo Eppendorf y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.
Para cada transformacion de E. coli, se tomo un tubo Eppendorf con los 50 pl de células
electrocompetentes que se descongelaron en hielo y luego se les agregd el DNA
transformante en un volumen no mayor de 10 pl. La mezcla se deposito en una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm (Bio Rad) y se utilizd un equipo Gene Pulser Bio Rad para
generar el siguiente pulso: 25 pF, 200 Q y 2,5 kV. Luego de aplicar el pulso, se agrego 1
ml de medio LB precalentado a 37 °C y las células se incubaron a 37 °C por 1 h.
Finalmente, se sembraron alicuotas de 100 pl de células en placas con medio LB-agar
1,5 % suplementadas con el antibidtico adecuado y se incubaron a 37 °C por toda la

noche.
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Cuando se utilizé al plasmido pBluescript SK- como vehiculo de clonamiento, la
seleccion de transformantes se realizé en placas con medio LB-agar 1,5 %
suplementadas con 100 pg/ml ampicilina y 32 pg/mi de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D galactopirandsido). El pldsmido pBluescript SK- confiere resistencia a
ampicilina a las células que lo contienen y por lo tanto, la presencia de ampicilina en el
medio selectivo permite que solo crezcan aquellas bacterias que hayan incorporado al
plasmido. La seleccion de Jos clones portadores de plasmidos que contienen un inserto
se realiz6 por el color de la colonia. El sitio de clonamiento muiltiple del pléasmido
pBluescript SK- interrumpe al gen JacZ que codifica a la enzima B-galactosidasa. La
enzima f-galactosidasa actiia sobre el sustrato cromogénico X-gal, proporcionando el
color azul a la colonia. Por lo tanto, las colonias azules son portadoras del pldsmido pero
no contienen inserto y no asf las colonias blancas cuyo color se debe a la interrupcion

del gen JacZ (Sambrook y Russell, 2001).

2.7.2 X. dendrorhous. Las transformaciones de X. dendrorhous se realizaron por
electroporacion de acuerdo a Adrio y Veiga, 1995 y Kim y col,, 1998. Las células
electrocompetentes se prepararon a partir de cultivos en medio YM en fase exponencial
con una DOgoonm= 1,2 (Niklitschek y col.,, 2008). Las células se cosecharon por
centrifugacion a 4.080 x g (Rotor: GSA, Sorvall) durante 5 min, se suspendieron en 25
ml de amortiguador BD (amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 y ditiotritol
[DTT] 25 mM) y se incubaron a 22 °C por 15 min. Las células se lavaron dos veces con
25 ml de amortiguador STM (sacarosa 270 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y MgCl> 1

mM) frio y finalmente se suspendieron cn 1 ml de amortiguador STM. 60 il de células
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electrocompetentes se mezclaron con 10 a 20 pg de DNA transformante en un volumen
de 5 pl, se depositaron en una cubeta de electroporacion y se electroporaron con un
equipo BioRad Gene Pulser X Cell bajo Ias condiciones de: 125 pF, 600 Q y 0,45 kV.
Posteriormente las células se suspendieron en 1 ml de medio YM liquido, se incubaron a
22 °C por 5 h y se sembraron en placas con medio YM-agar al 1,5 %. Para la seleccion
de transformantes de X. dendrorhous, se utilizé un modulo de resistencia al antibidtico
higromicina B. El médulo consisti6 en el gen hph de E. coli bajo el control del promotor
del factor de elongacién EF-la y el terminador de la transcripcién del gen
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Niklitschek, 2007). La seleccion se realizé en
placas YM suplementadas con 10 pg/ml de higromicina B. Los transformantes se
identificaron como X. dendrorhous por amplificacién de las secuencias de DNA: ITS1,

el gen del IRNA de 5,8 e ITS2 (Reyes y col., 2004).

2.8 Ensayos de complementacion en E. coli. Para los ensayos de complementacidn se
crecié una colonia transformante en 10 ml de medio LB suplementado con los
antibidticos cloramfenicol (CM: 34 pg/ml) y ampicilina (Amp: 100 pg/ml) por 5 h con
agitacion a 37 °C. Con este pre-indculo, se inoculd 160 ml de LB suplementado con
ambos antibidticos y se dejé a 37 °C hasta alcanzar una DOsgynm de 0,6 a 0,8. El culiivo
se dividié en dos y uno de ellos se indujo agregando IPTG a una concentracién final de 1
mM. Los cultivos se dejaron a 30 °C con agitacién constante por 3 dias para luego
extraer los pigmentos producidos. El medio LB ademas fue suplementado con hemina
(10 uM) y 4cido-5-aminolevulinico (o ALA, 0,5 mM) que son precursores del grupo

prostético hemo (Guengerich y col., 1996; Ojima y col., 2006).
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2.9 Extraccion de carotencides y RP-HPLC. Los carotenoides se extrajeron de
acuerdo al método de extraccién con acetona a partir de precipitados celulares (An y
col., 1989). Los carotenoides se cuantificaron de acuerdo a su absorbancia a 465 nm y se
utiliz6 un coeficiente de extincion 1 % = 2.100 (An y col., 1989). Los pigmentos se
normalizaron en relacién al peso seco de la levadura y los ensayos se realizaron por
triplicado. Los carotenoides se separaron por HPLC utilizando una columna de fase
reversa RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck) con la fase mévil de acetonitrilo: metanol:
isopropanol (85:10:5 v/v) con un flujo de Iml/min bajo condiciones isocraticas. Los
espectros de elusién se registraron con un detector de arreglo de diodos. Los
carotenoides se identificaron de acuerdo a su espectro de absorcién y tiempos de

retencion,




RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacion del gen crfR que codifica la enzima citocromo P450
reductasa de X. dendrorhious en su versién genémica y de ¢DNA. Mediante el
alineamiento y comparacion de las secuencias codificantes (CDS) del gen cpr de las
citocromo P450 reductasas provenientes de tres especies de hongos (Cunninghamella
echinulata: zigomicete, Saccharomyces cerevisiae: ascomicete y Rhodotorula minuta:
basidiomicete, cuyos niimeros de acceso en la base de datos GenBank son; AF195660,
ND13788 y ABO055119, respectivamente) y utilizando métodos bioinformaticos
(programa: Clustal W), se identificaron regiones conservadas en las tres especies. Con
base en ellas se disefiaron partidores semi-degenerados (Figura 2 y Tabla 3) para la
busqueda del gen crtR de X. dendrorhous mediante PCR utilizando su DNA genoémico
como molde. Al utilizar la pareja de partidores CPR3 y CPR7 se obtuvo un amplificado
de aproximadamente 1,6 kb (Banda A, Figura 3), el cual se purificé a partir de un gel de
agarosa y posteriormente se secuencid. El fragmento de DNA correspondiente a la banda
A se denominé como SEQ3-7 y su secuencia se analizdé con el programa BLAST,
observandose que es homéloga a genes de citocromo P450 reductasa. El gen se designo
como crtR, con el objetivo de mantener la nomenclatura definida para los genes de la

carotenogénesis (crf) y debido a que éste codifica una citocromo P450 Reductasa.
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Figura 2. Comparaciéon de secuencias nucleotidicas de genes de citocromo P450
reductasa. Se alinearon y compararon las secuencias del gen cpr de C. echinulata
(zigomicete, GenBank: AF195660), S. cerevisiae (ascomicete, GenBank: D13788) y R.
minuta (basidiomicete, GenBank: AB055119). En amarillo se destacan aquellas regiones
conservadas utilizadas para el disefio de los partidores CPR3, CPR4, CPRS, CPRS,
CPR7 y CPRS8, que permitieron amplificar parte del gen crtR de X. dendrorhous. La

numeracion de las secuencias coincide con su CDS en GenBank,
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Tamario
Molecular g\ 7 3 > 9 10 11 12 100
bp

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) de los productos de PCR al
utilizar DNA gendémico de X. dendrorhous como molde y distintas mezclas de
partidores. Como estdndar de tamafio molecular, se utilizé el DNA del bacteriéfago
lambda digerido con la enzima Hindlll (MHindIll) y a 100 bp. Cada carril es una
reaccion de PCR en que se utilizo el (los) siguiente(s) partidor(es): Carril 1: CPR1, 2:
CPRI1+CPR2, 3: CPRI+CPRS, 4: CPRI+CPR6, 5: CPRI+CPR7, 6: CPR1+CPRS, 7:
CPR3, 8: CPR3+CPR2, 9: CPR3+CPRS5, 10: CPR3+CPR6, 11: CPR3+CPR7, 12:
CPR3+CPRS, 13: CPR4, 14: CPR4+CPR2, 15: CPR4+CPR5, 16: CPR4+CPR6, 17:
CPR4+CPR7, 18: CPR4+CPRS8, 19: CPR2, 20: CPRS, 21: CPR6, 22: CPR7 y 23: CPRS.
Las bandas A, B y C corresponden a los amplificados que se purificaron y secuenciaron.
Se determiné por medio de herramientas bioinformaticas que la secuencia de la banda A
(SEQ3-7) es homologa a genes cpr de otros organismos.
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A continuacion, a partir de la secuencia de SEQ3-7 sc¢ disefiaron partidores
especificos para el gen crfR (Tabla 3) para buscar su versién genémica. Los partidores se
utilizaron en reacciones de PCR usand(? como molde DNA de la genoteca Ylp5 de X.
dendrorhous (Tabla 1). La genoteca estaba compuesta por 65 mezclas (denominadas
PR1 a PR65) de aproximadamente 100 clones recombinantes cada una. Al utilizar la
pareja de partidores CPR9 y CPR12, cuyo producto de amplificacién es de un tamafio
esperado de aproximadamente 500 pb, se obtuvo un resultado positivo en la mezcla
PR52. Posteriortnente, se formaron 26 submezclas (PR52.A a PR52.Z) por duplicado
(replicas A y B, respectivamente) en placas que contenian 52 clones diferentes cada una.
La replica A de cada duplicado se utiliz6 para purificar DNA plasmidial y la replica B se
almaceno a 4 °C. Posteriormente, a partir del DNA plasmidial de la submezcla PR52.P,
se logré la amplificacion de un fragmento de 500 pb. Luego, a partir de la replica B de la
placa PR52.P se realiz6 una reaccion de PCR con cada una de sus 52 colonias, utilizando
la misma pareja de partidores. Como resultado se logré identificar a la colonia
PR52.P.44 como portadora del gen crtR (Figura 4). El DNA plasmidial de la colonia
PR52.P.44 se purificé y analizd por mapeo de restriccién. Al ser digerido con BamHI se
obtuvieron 5 fragmentos de tamafios aproximados; 5,4 kb, 4,4 kb, 0,9 kb (doblete), 0,8
kb y 0,4 kb. Luego, los 5 fragmentos de pPR52.P.44 se sub-clonaron en el plismido
pBluescript SK- (Figura 5). Los plasmidos de los sub-clones se nombraron como
pCPR1.3, pCPR1.5, pCPR2.7, pCPR3.4 y pCPR4.8, que contienen los insertos de 5,4
kb, 4,4 kb, 0,9 kb, 0,8 kb y 0,4 kb, respectivamente, y se secuenciaron completamente en

ambas direcciones.
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Tarnafin

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) de los productos de PCR al
utilizar DNA de la genoteca YIpS5 de X. dendrorhous. Cada carril es una reaccion de
PCR con la pareja de partidores CPR9 y CPR12, en que se utilizé como DNA molde a:
carril 1: control positivo corresponde a DNA de la cepa UCD 67-385, 2: control
negativo corresponde a H,O, 3: PR52, 4: PR52.P, 5: PR52.P.44 (colonia N° 44 de la
sub-mezcla PR52.P) y 6: control negativo (H,O). A: Estindar de tamaiio molecular
(MHindIIl). La flecha a la derecha sefiala la banda de DNA amplificada del gen crtR.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) del DNA plasmidial de los
subclones derivados de pPR52.P.44 digerido con BamHI. Digestiones con BamHI de:
carril(es) 1: pCPR1.5; 2: pCPR1.3; 3 y 4: pCPR2.7; 5 y 6: pCPR3.4; 7: pCPR4.8; 8:
PR52.P.44; 9: pBluescript SK-y 10: YIp5. A: Estandar de tamafio molecular (\/HindIlI).
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El analisis de las secuencias de los subclones indicé que el gen ¢rfR se ubica en
un extremo del fragmento de 54 kb en el plismido pCPRI1.3. No obstante, la
comparacién de la secuencia del inserto de pCPR1.3 con genes de CPRs de otros
organismos y la bisqueda de un marco de lectura abierto, indicé que la secuencia del
gen crtR no estaba completa, pues faltaba parte de su primer exén y la regién promotora,

indicando que el gen cr¢R estaria interrumpido por un sitio BamHI en su secuencia.

Es por ello que para poder aislar un clon que contenga la regién que falta del gen
crtR, se procedi6 a clonar el cDNA a partir de su mRNA y para conocer la secuencia rio
arriba del sitio BamHI de éste. Para identificar un clon independiente que contenia al
cDNA del gen crfR de X. dendrorhous, se utilizé la misma estrategia descrita para la
busqueda de su versién gendmica, pero esta vez se utilizé una genoteca de cDNAs como
DNA molde (Marcoleta, 2007). Como resultado se identificé al clon cXDA.44.29 como
¢l portador del cDNA de este gen (Figura 6). El inserto de ¢cDNA de este clon se
secuencié completamente en ambas direcciones y correspondié a un segmento de 2.680

pb.

Posteriormente, a partir de la secuencia del ¢cDNA del gen crtR se disefiaron
partidores, cuyo producto de amplificacién era de 130 pb, que permitieron buscar el clon
gendémico que contenia Ia parte que faltaba del gen en Ia genoteca YIp5. Como resultado
se aisl6 un clon denominado PR32.AA.51, portador de un inserto de 4,5 kb que contenia
la zona faltante del gen (Figura 7). El DNA inserto de este nuevo clon se secuencid
completamente en ambas direcciones e indicé que la regién 5° del gen creR se ubica en

un extremo del fragmento BamHI. Virtualmente se unieron las secuencias de los insertos
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (2,5 %) de los productos de PCR al
utilizar DNA de una genoteca de cDNAs de X. dendrorhous como molde. Cada carril
es una reaccion de PCR con la pareja de partidores CPR9 y CPR12, en la que se utilizd
como DNA molde a: Carril 1: DNA de la cepa UCD 67-385, 2: mezcla cXDA (DNA
plasmidial de mezcla de 5.000 clones), 3: cXDA.44 (DNA plasmidial de sub-mezcla de
200 clones), 4: ¢cXDA.44.29 (DNA plasmidial de colonia N° 29), 5: control negativo
corresponde a H,O. 100 bp: Estindar de tamafio molecular. La flecha a la derecha sefiala
la banda amplificada obtenida a partir del cDNA del gen crtR, que es de menor tamafio
al amplificado obtenido a partir del DNA gendmico, ya que probablemente las zonas con
las que aparean los partidores CPR9 y CPR12, estén interrumpidas por un intrén.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa (2,5 %) de los productos de PCR al
utilizar DNA de la genoteca YIp5 de X. dendrorhous. Cada carril es una reaccion de
PCR con los partidores CPREx1fwdb, CPRExIrev y DNA molde Carril 1: DNA
gendmico cepa UCD 67-385, 2: PR32: (DNA plasmidial de mezcla de 100 clones), 3:
PR32.AA: (DNA plasmidial de sub-mezcla de 52 clones), 4: Control negativo (H;0) y
5: PR32.AA.22: colonia N° 22. La flecha sefala el amplificado obtenido.
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de los plasmidos pPR32.AA.51 y pPR52.P.44, y se elabord su mapa de restriccién in
silico. De esta forma, se determind que la enzima Sa/l no corta al gen crtR de X,
dendrorhous y que ademds genera un fragmento de aproximadamente 5,9 kb que lo

contiene integramente.

Paralelamente, se realizé una hibridacién del DNA gendémico de la cepa UCD
67-385 de X. dendrorhous, digerido con distintas enzimas de restriccion, utilizando un
fragmento de 1,6 kb de DNA del gen cr¢R como sonda (Tabla 4 y Figura 8). Con estos
resultados, se construyé un mapa de restriccion genoémico y se confirmé que el gen criR

se encuentra completo en un fragmento Sall de aproximadamente 5,9 kb (Figura 8).

Debido a estos resultados, se construyd una genoteca parcial en el sitio Sall del
plasmido pBluescript SK- utilizando fragmentos Sa/l de aproximadamente 5,9 kb de
DNA genomico de la cepa silvestre UCD 67-385 de X dendrorhous. Los clones
recombinantes de la genoteca se agruparon por duplicado en placas, que contenian 50
colonias y se analizaron por PCR utilizando a la pareja de partidores CPR9 y CPR12. De
esta forma se identificd al clon CPRB6 como portador del gen crfR en el fragmento Sall
de 5,9 kb. El inserto del DNA plasmidial del clon CPRB6 se secuencié completamente y

su andlisis confirmo que contiene al gen creR.

Adicionalmente, la comparacién de las secuencias obtenidas del ¢cDNA y del
DNA genomico del gen crfR, permitio determinar la organizacién de exones e intrones.
El gen crtR esta compuesto por 3 exones de 222, 317 y 1.702 pb y 2 intrones de 240 y

138 pb (Figura 9). Una vez identificado el marco de lectura correcto, mediante analisis
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Tabla 4. Resultado hibridacién de DNA cepa UCD 67-385 digerido con varias
enzimas de restriccion y sonda creR.

Carril N° Enzima de Restriccion kb

1 EcoRI 18,8

2 EcoR1 + Pstl 10,8

3 EcoRI+Smal 12,1

4 EcoRI+HAIIT 9,8

5 Pstl 10,8

6 Smal 12,1

7 HJII 9,8

8 Xhol 32y2,6
9 Xhol +Xbal 2,6 y14
10 Xbal No corto
11 Neol 4.9

12 Xmal 10,8

13 Sall 5.8
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Figura 8. Hibridacién y mapa gendémico de la cepa diploide UCD 67-385. A:
Digestiones en gel de agarosa 0,8 %. Carriles: 1: EcoRIl, 2: EcoRl + Psil, 3:
EcoRI+Smal, 4. EcoRI+HdII, 5: Pstl, 6: Smal, 7: Hdlll, 8: Xhol, 9: Xhol +Xbal, 10:
Xbal, 11: Ncol, 12: Xmal y 13: Sall. B: Autorradiografia de hibridacién. C: Mapa de
restriccion genomico deducido. Se esquematiza el fragmento de DNA que contiene al
gen crtR (bloque rojo) en ambos cromosomas y la posiciéon de la sonda crtR (en
naranjo).
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bioinforméticos del cDNA del gen crfR, se realizé una traduccién virtual a amino4cidos
de Ia secuencia obtenida. Se determin6 que el gen crfR de la cepa UCD 67-385, codifica
a una proteina de 746 aminoacidos de un tamafio molecular estimado de 81,9 kDa.
Ademds se reconocio los dominios conservados en enzimas citocromo P450 reductasas
tal como una pequefia regiéon de transmembrana que se identificé con el programa
TMpred (Figura 10). Los dominios conservados en CPRs se determinaron mediante el
programa InterProScan. Este programa compara la secuencia aminoacidica de una
proieina desconocida con la base de datos InterPro que esta constituida por familias de
proteinas, dominios, repetidos y sitios que identifican caracteristicas encontradas en
proteinas conocidas. De esta manera se identificé los dominios de unién a FMN, FAD y

NAD(P)H (Tabla 5).

Adicionalmente, a partir de la estructura primaria de CrtR, se construyeron 30
modelos tridimensionales desde el residuo 61 utilizando el programa Modeller 9. Ellos
se evaluaron mediante ProQ y Verify3D y su calidad estereoquimica se verificé con el
programa Procheck (Tabla 6). En la evaluacion Procheck, se observé que en promedio
los modelos presentan un 86,8 % de sus residuos en las regiones mds favorecidas en el
grafico de Ramachandran, valor comparable a la evaluacion obtenida por las proteinas

templados (PDB: lamo, 1tll y 2bf4),

Respecto al estadigrafo ProQ, los modelos se clasificaron como buenos ya que
presentaron un LGscore mayor que 3,0 y un MaxSub mayor que 0,5, y los modelos
incorrectos presentan puntajes bajo 1,5 y 0,1, respectivamente (Wallner y Elofsson,

2003). Fimnalmente, la evaluacién por Verify3D indicé una buena calidad de las
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Figura 10. Resultado de TMpred. El programa TMpred sugiere la existencia de una
hélice de transmembrana hidrofébica entre los aminodcidos 1 y 22. El programa predice
las regiones de transmembrana con base al andlisis estadistico de la base de datos
TMbase que se compone de proteinas de transmembrana. En el eje de las ordenadas se
grafica el indice de hidropatia (“score™), en donde los valores negativos indican
caracteristicas hidrofilicas y valores positivos indican caracteristicas hidrofébicas. En el
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Tabla 5. Resultados de InterProScan

InterPro Esquema y nombre de motivo o dominio identificado en proteina CrtR

(IPR) N° (746 aa). (e-value) [aa].

IPR0O01094 o—8—8-10
FLAVODOXINA. (1.5e-21) [79-92]; (1.5e-21) [131-142]; (1.5e-21) [168-
178]; (1.5e-21) [192-211].

IPR0O01433 —
Dominio de union a NAD(P)H. (7.8e-23) [582-709].

IPR003097 N———
Dominio de unién a FAD 1.6e-67 [275-512].

IPRO15702 s e
NAD(P)H CITOCROMO P450 REDUCTASA. (3.9¢-243) [80-414]; ( 3.9¢-
243) [436-518]; (3.9e-243) [557-745].

No IPR

PEPTIDO SENAL. [1-19]

Tabla 6. Evaluacién de los modelos tridimensionales de CrtR generados

Proteina Procheck ProQ Verity3D

“Core”  Permitido  Generalmente  No LG- MaxSub
permitido permitido  Score

lamo 86,3 13,7 0 0 / / /

1tll 84,8 14,5 0,5 0,2 / / /

2bf4 85,8 13,2 0,7 0,4 / / /

CrtR* 86,8 + 10,1 + 19+0,2 09+0,2 589 = 0,619+ 0394 <+
0,4 0,9 0,05 0,006 0,004

% Valor promedio de los 30 modelos generados.
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estructuras generadas, ya que el promedio de los 30 modelos fue mayor que 0,2 y

mientras mas alto el valor, mejor es la calidad del modelo (Liithy y cols., 1992).

La estructura tridimensional de CriR (Figura 11) se compone de cuatro dominios
estructurales, que desde el amino al carboxilo-terminal son; (I) dominio de unién a
FMN, (II} dominio conector, (III} dominio de unién a FAD y (IV) dominio de unién a
NAD(P). Los dominios de unidén a FMN y a NAD(P)H consisten en una sdbana beta
de 5 hebras paralelas rodeada por 5 hélices alfa cada uno, estructura conocida como
plegamiento de Rossmann caracteristico en proteinas que unen nucleétidos (Creighton,
1999). El dominio de unién a FAD se compone por un barril beta de 6 hebras
antiparalelas (Figura 11). El dominio conector, se sita entre los dos dominios de unién
a flavinas (FMN y FAD) desde los residuos 247 a 239 y 327 a 467. Este tltimo dominio
se compone principalmente por hélices alfa y seria el responsable de acercar a las dos

flavinas para modular la transferencia de electrones entre ellas (Wang y col., 1997).

Adicionalmente, mediante la superposicién del modelo tridimensional de CrtR y
la estructura tridimensional de la CPR de rata que fue determinada experimentalmente
por cristalografia de rayos x con una resolucién de 2,6 A (PDB: lamo, Wang y col,,

1997), se incluyeron los cofactores FMN, FAD y NAD(P)H en el modelo (Figura 12).

De igual importancia, a partir del alineamiento de las secuencias aminoacidicas
de proteinas citocromo P450 reductasas, se identificaron tres regiones conservadas en
cada uno de los dominios de unién de los cofactores, FMN, FAD y NAD(P)H, que

probablemente participarian en su unién (Yadav y Loper, 2000 a y b; Ichinose y col.,
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Figura 11. Modelo tridimensional de CrtR. A: CrtR. En amarillo: dominio de unién a
FMN, blanco: domino conector, verde: dominio de unién a FAD y azul: dominio de
union a NAD(P)H. B: Dominio de uniéon a FMN. C: Dominio de unién a FAD. D:
Dominio de uniéon a NAD(P)H.
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Figura 12. Modelo tridimensional de CrtR y cofactores. A: CrtR y cofactores FMN,
FAD y NAD(P)H. B: CrtR y cofactores FMN, FAD y NAD(P)H. Se incluyen las
cadenas laterales de aminoacidos conservados en los dominios de unién a FMN (cadenas
naranjas), FAD (cadenas rosadas) y a NAD(P)H (cadenas verdes). En amarillo: Dominio
de unién a FMN, blanco: domino conector, verde: dominio de unién a FAD y azul:
dominio de unién a NAD(P)H. La flecha roja indica una estructura de “bisagra” entre los
dominios de unién a FMN dominio conector.
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2002). Estas regiones también se identificaron en CrtR (Figura 13) y los
residuosmconservados en las seis secuencias analizadas en estas regiones se localizaron
en el modelo tridimensional de CrtR (Figura 12). Se observé que la gran mayoria de
estos residuos se localizan en la cercania de los cofactores (Figura 12). También se
identificaron dos regiones (P450-1 y P450-2) de CrtR que posiblemente estarian
involucradas en al union al citocromo P450 (Yadav y Loper, 2000 a y b; Ichinose y col.,

2002), (Figura 13).

Finalmente, con el objetivo de estudiar la organizacion genomica del gen crtR, se
determind su ubicacion en el cariotipo electroforético de la cepa silvestre UCD 67-385
de X. dendrorhous (Figura 14). Para ello se realiz6 una electroforesis de campo pulsado
para separar las bandas cromosdmicas de la cepa silvestre UCD 67-385 y se realizé una
hibridacién DNA-DNA. Como sonda se utilizo un fragmento de DNA correspondiente a
parte del gen crR que hibridé con las dos primeras bandas cromosomicas del cariotipo
electroforético de la levadura, las cuales estan constituidas por tres cromosomas cada

una (Cifuentes y col., 1997).

Expresion de los genes creS y crfR de X. dendrorhous en una cepa de E. coli que
produce beta-caroteno. En trabajos previos y con el objetivo de producir astaxantina,
se transformé una cepa de E. coli con 3 plasmidos compatibles entre si, de los cuales
uno contenia los genes necesarios para la sintesis de beta-caroteno de Erwinia

uredovora, otro contenia el gen crtS de X. dendrorhous y el tercero contenia un gen de la
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Figura 14. Ubicacién del gen crfR en el cariotipo electroforético de la cepa silvestre
UCD 67-385 de X. dendrorhous. A: CHEF de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous.
Se utilizaron pulsos de 90 s por 24 h, seguidos por pulsos de 120 s por 24 ha 6 V/cm. B:
Autorradiografia al realizar una hibridacién con la sonda crtR.




58

citocromo P450 reductasa de S. cerevisiae (Ojima y col., 2006). Como resultado se
observé muy bajas cantidades de los derivados oxigenados de beta-caroteno, pero no
astaxantina. A partir de este dato es posible inferir la necesidad de contar con la
adecuada secuencia de citocromo P450 reductasa para complementar la ruta biosintética
en el sistema utilizado. Asi, en esta tesis se disefiaron tres estrategias (Figura 15, Tabla
2) para determinar si el producto del gen crfR participa en la ruta desde beta-caroteno
hasta astaxantina en el sistema heterélogo de E. coli. Cada estrategia se componia por
una cepa de E. coli que producia beta-caroteno, ya que contenia a los genes
carotenogénicos de la bacteria E. uredovora clonados en el plasmido pBAD 33,
complementada con los genes c#tS y crtR de X. dendrorhous clonados en el plasmido de
expresion pET-TOPO (estrategia 1). Alternativamente se tenia una cepa de E. coli que
contenia a los genes carotenogénicos de E. uredovora clonados juntos a crtS en pBAD
33 complementada con el gen crfR clonado en pET-TOPO (estrategias 2 y 3). Los

pigmentos totales producidos se separaron por RP-HPLC para su identificacion.

Inicialmente, se clond el cluster de carotenogénesis de E. wredovora en el
plasmido pBluescript SK- (pBS-Erw). Este cluster contiene los genes crtE, criX, crtY,
crtl 'y crtB. El gen criX no es requerido para la sintesis de beta-caroteno ya que codifica
una glicosidasa que modifica al beta-caroteno, por lo tanto es necesario bloquearlo o
eliminarlo para realizar estos ensayos. En algunos casos (estrategias 2 y 3), el gen crtX
se remplazd por el gen crtS de X. dendrorhous. Las modificaciones generadas en el gen
crtX se desarrollaron en pBS-Erw, posteriormente el inserto modificado de pBS-Erw se

liber6 mediante digestion con las enzimas Hindlll y Smal y ligados a pBAD33.
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Figura 15. Construcciones desarrolladas en la tres estrategias de produccion de
carotenoides en E. coli. ].os genes carotenogénicos se representan como flechas; azules:
genes crtE, crt, crtl y crtB de E. uredovora con sus respectivos RBS; verde: crtX de E.
uredovora; amarillo: crtS de X. dendrorhous y rojo: crtR de X. dendrorhous. En flechas
blancas figuran los elementos propios de los vectores pBAD33 y pET-TOPO. Se sefialan
los sitios de restriccidn Smal y HindlIll: con los cuales se liberd el inserto desde pBS-
Erw, AfII1 y BstEIL: con los que generd una delecion en crtX, y SnaBI y PfIMI: con las
cuales se reemplazo crtE, crtXy crtY, por crtE, criS'y crtY.




61

Estrategia 1: pDS1BAX + pET-crtS+crtR. Se disefiaron partidores que permitieron la
union de la region codificante de los cDNAs de los genes cr£S y crtR incluyendo un sitio
de unién a ribosoma (RBS) entre ambas mediante la técnica de PCR (partidores: ARC-
crtS5’, ARC-crtS3’, ARC-crtR5’, ARC-crtR3’ en Tabla 3; Figura 16). El amplificado
obtenido se secuencié completamente y se insertd en el plasmido de expresién pET-
TOPO de E. coli (pET-crtSt+crtR), (Figura 15). Con este plasmido se transformé la cepa
DS1B de E. coli (Tabla 1) ya que contiene a pDSIBAX (Tabla 2). Al separar los
pigmenios producidos por RP-HPLC, se observé que sélo sintetiza beta-caroteno.

Debido a este resultado, se disefi6 una segunda estrategia.

Estrategia 2: pDS1BAX::RBSXcrstS + pET-crtR. Mediante la técnica de PCR
(partidores crtSRBSX y criSstop, (Tabla 3), se generd un fragmento de DNA compuesto
por la region codificante del gen cr£S bajo el RBS del gen ¢r2X y se cloné junto a los
genes carotenogénicos de E. uredovora. Para ello, pBS-Erw se digeri6 con las enzimas
de restriccion BstEIl y AfIIl generando una delecion en el gen crtX que se rellené con la
polimerasa Klenow para posibilitar el ligado del fragmento de DNA portador del gen
crtS cuyos extremos son romos. De esta forma se generé un plasmido que contenia al
cluster de E. uredovora con el gen crtS de X. dendrorhous en una delecion del gen creX
(Figura 15). En esta estrategia sc mantuvieron las primeras 98 pb del gen crtX rio arriba
del gen crtS y las Gltimas 16 pb del gen ertX rio abajo de crtS. El inserto se liberd
digiriendo con las enzimas Hindlll y Smal, se ligé al plismido pBAD33
(pDS1BAX::RBSXe¢r1S) y posteriormente se transformé E. coli credndose la cepa DS1C

(Tabla 1). Este pldsmido fue complementado con el pldsmido pET-crtR en E. coli
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Figura 16. Técnica de union de fragmentos de DNA mediante PCR. En amarillo:
CDS de crtS, rojo: CDS de crtR y en azul: RBS. En primer lugar, se amplificé por PCR
independientemente el CDS de los genes crtS y crtR con los partidores adecuados que
permitieran su posterior unién. Luego, ambos amplificados se unieron por denaturacion
de las hebras de DNA para a continuacion permitir su alineamiento. Finalmente, por
polimerizacion desde su extremo 3°, se generd un fragmento de DNA compuesto por el
CDS de crtS'y crtR, ademds de un sitio de union a ribosoma entre ambos.
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(Tabla 2). Al extraer los pigmentos producidos y separarlos por RP-HPLC para su
identificacion, se observé que sélo se produce beta-caroteno. Debido a este resultado, se

disefié una tercera estrategia.

Estrategia 3: pDSIBAXt::RBSXcreS + pET-crfR. En esta tercera estrategia, se
reemplazé completamente al gen crtX por criS. Para ello se disefiaron partidores que
permitieron la unién mediante PCR de los genes crtE, crtS (con el RBS de crtX), crtY 'y
crtf (partidores CLUSerw-F, crtE(c)crtS-R, criS(c)ertE-F, crtS(c)ertY-R, crt¥(c)crtS-F y
mediocrtl-R en Tabla 3. Los genes crtE, crtY y crtl de E. uredovora mantuvieron sus
propios RBS. El fragmento generado se digirié con las enzimas SnaBI y PAIMI y se ligd
al plasmido pBS-Erw digerido con las mismas enzimas para reemplazar al gen crtX por
crtS. El inserto se liber6 cortando con las enzimas Hindlll y Smal, y se ligd al plasmido
pBAD33 (Figura 15). De esta manera, se gener6 el plasmido pDS1BAXt::RBSXcrtS con
el que se transformé E. coli credndose la cepa DSID (Tabla 1). Este plasmido se
complementd con el plasmido pET-crtR (Tabla 2) en E. coli. El andlisis de los

pigmentos producidos, indic6 que sélo se produce beta-caroteno.

Puesto que con ninguna de las construcciones generadas se produjo astaxantina u
otra xantéfila en E. coli, se disefio un método para la produccién de carotenoides en un
sistema eucaridtico, utilizando como modelo a la levadura no carotenogénica S
cerevisiqe. Para ello, se construyé al plasmido pBS+Ura3GAC7 (Figura 17) compuesto
por pBluescript SK- portador del gen ura3 de S. cerevisiae, el cual permitird la
integracién en el genoma de la levadura. El gen wra3 se interrumpi6 por el gen de

resistencia a G418, que permitird la seleccion de los transformantes y la region
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No, Stul Notl
A (882 pb)

Xbal Xbal
B ]’.p—pqmsm

BamHI BamHI

»| 75 :>gnmg{ (2267 pb)
Spel Spel
[ > T cyc| (2534 po)

Noti

Not

pBS+Ura3GAC7

10352 bp

Figura 17. Construccion de pBS+Ura3GAC?7. A: Gen ura3 de S. cerevisiae con sitios
de restriccion Nofl en sus extremos. Se clond en el plasmido pBluescript SK-. B: Gen
resistencia a G418 bajo el promotor (P tef) y terminador de la transcripcion (T tef) TEF
de A. gossypii, con sitios de restriccion Xbal en sus estremos. Region codificante de los
genes crtS y crtR unidos al promotor TEF y Terminador CYC (T cyc) con sitios de
restriccion BamHI y Spel, respectivamente. Las tres construcciones se clonaron en
pBluescript SK- en el siguiente orden estricto: G418 en Xbal, crtS en BamHI y criR en
Spel.C: El inserto de la construccién generada en B, se liberé mediante la digestiéon con
las enzimas Smal y Notl, se rellené con la polimerasa Klenow para generar extremos
romos y se insertd en el sitio Stul del gen wra3 de la construccién generada en A. El
insert6 de pBS+Ura3GAC7 puede ser liberado mediante digestion con Notl.
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codificante de los genes cr£S'y criR bajo el control del promotor TEF del hongo Ashbya
gossypii (que demostrd ser funcional en S. cerevisiae) (Wach y col., 1994) y el
terminador de la transcripcion CYC1 de S. cerevisiae. Para la unién de los promotores y
terminadores a los genes se utiliz6 la técnica de PCR con partidores que se disefiaron
especificamente para permitir dicha unién (Tabla 3). Este vector quedara disponible para
futuros experimentos, ya que para intentar producir astaxantina u otra xantéfila en S.
cerevisiae, antes es necesario construir una cepa de la levadura productora de beta-

caroteno.

Construccién de mutantes de delecién del gen crzR en cepas silvestres (UCD 67-385
y CBS-6938) de X. dendrorhous. Para demostrar la importancia del gen crfR en la ruta
biosintética de astaxantina de la levadura X. dendrorhous, se construyeron mutantes por
delecion del gen crtR en cepas silvestres de X. dendrorhous y se comparé el fenotipo de
las mutantes con respecto a su cepa parental. Con este fin, se desarrolld una construccién
en la cual se reemplazé un fragmento de DNA que contenia al gen crtR por un médulo
de resistencia al antibiético higromicina B (Niklitschek, 2007). Las construcciones
(Figura 18) se generaron a partir de pCPR1.3 (Tabla 2), que se digeri6 con las
endonucleasas de restriccion BsiWI o Ndel para generar una delecién en el gen crfR. Los
extremos de los fragmentos generados (que contienen la delecién crfR), se rellenaron
con la polimerasa Klenow para posibilitar el ligado del médulo de resistencia cuyos

extremos son romos. De esta manera se obtuvieron dos plasmidos: pBsiWIAcrtR::hph y
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Figura 18. Construcciones diseiiadas para obtener la delecién del gen crtR en las
cepas silvestres UCD 67-385 y CBS-6938 de X. dendrorhous. Las deleciones del gen
criR se generaron a partir de pCPR1.3 digerido con las enzimas BsiWI o Ndel. Luego se
inserté un modulo de resistencia a higromicina B (P: promotor EFla, hph: gen hph de E.
coli, Term: terminador de transcripcién de gliceraldehido 3-deshidrogenasa). 1, 2, 3:
Exones 1, 2 y 3 de gen creR, pBS: pldsmido pBluescript SK-, p: sitio de unién y
nombre del partidor correspondiente. De esta manera se obtuvieron dos clones:

pBsiWIAcrtR::hph y pNdelAcrtR::hph.
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pNdelAcrtR::hph (Figura 18 y Figura 19.).

Por medio de electroporacion, se transformaron dos cepas silvestres de X
dendrorhous, especificamente UCD 67-385 (con pBsiWIAcrtR::hph lineal) y CBS-6938
(con pNdelAcrtR::hph circular). Mediante eventos de recombinacién homologa, se
intercambi6 el gen cr¢R silvestre por el fragmento de DNA que contenia la delecion y el

marcador de resistencia en las cepas silvestres mencionadas anteriormente.

A través de este experimento se obtuvieron cepas de X dendrorhous
transformantes resistentes a higromicina B, una de color amarillo (CBSTr, que deriva de
la cepa silvestre CBS-6938) y la otra de color rojo-anaranjado palido (T13, que deriva de
la cepa silvestre UCD 67-385) (Figura 20). El color es un indicador de una alteracién en
la sintesis de astaxantina, la cual es de color rojo-anaranjado fuerte. Cabe hacer notar
que se ha demostrado que existe un alto nivel de polimorfismo cromosémico en distintas
cepas silvestres de X dendrorhous (Nagy y col., 1994) y que la cepa UCD 67-385 es
diploide (Hermosilla y col., 2003). Sin embargo, se desconoce el nivel de ploidia de la
cepa CBS-6938, aunque los resultados experimentales de transformacién con genes de
carotenogénesis (Verdoes y col., 2003) sugieren de que esta cepa es haploide. Debido a
esto, es necesario confirmar las deleciones generadas para determinar la posible
existencia de alelos silvestres ademas de los mutantes del gen crfR en las cepas

transformantes.

Para estudiar la delecién en el gen crfR a nivel gendmico de las cepas

mencionadas anteriormente, se analizo el locus afectado mediante la técnica de PCR
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %), de los fragmentos de DNA
utilizados para la construcciéon de los plismidos pBsiWIAcriR::hph vy
pNdelAcrtR::hph. Carriles 1: pCPR1.3; 2: pCPR1.3 digerido con Ndel; 3: fragmento de
4,8 kb de (pCPRI1.3 digerido con Ndel) purificado; 4: médulo hph purificado; 5:
pNdelAcrtR::hph; 6: pNdelAcrtR::hph digerido con Smal y Spel; 7: pCPR1.3; 8:
pCPR1.3 digerido con BsiWI; 9: fragmento de 7,2 kb de (pCPR1.3 digerido con BsiWI)
purificado; 10: médulo Aph purificado; 11: pBsiWIAcrtR::hph y 12: pBsiWIAcrtR::hph
digerido con Smal y Spel. \: Estindar de tamafio molecular (A HindIII).
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A UcD67-385

CBB 6938 T13

CPRiwdC CPR13 CPR3A

B = alelo silvestre

y d Jé
CPRT7A CPR56 CPR31

CPRfwdC CPR13 CPR3A gpd rev

= alelo AcrtR/BsiW1::hiph

CPRwdC CPR13. pef fwd HygSec F

D {; 2 5 Ty P oI = alelo AcrtR/Ndel::hph

HygSec R gpd rev] CPR31

el Ndel**

Figura 20. Fenotipo y estructura de los alelos silvestres y mutantes del gen crtR en
las cepas UCD 67-385, CBS-6938, T13 y CBSTr. A: Cultivo en placa las cepas
silvestres (UCD 67-385 y CBS-6938) y transformantes (T13: que derivé de UCD 67-385
y CBSTr: que derivo de CBS-6938). B: Estructura de alelo crtR silvestre. C: Estructura
de alelo AcrtR/BsiWI::hph. Delecién creada en la cepa silvestre UCD 67-385. D:
Estructura de alelo AcrtR/Ndel::hph. Delecion creada en la cepa silvestre CBS-6938.
Modulo de resistencia a higromicina B: P: promotor EFla, Aph: gen hph de E. coli,
Term: terminador de transcripcién de gliceraldehido 3-deshidrogenasa.l, 2, 3: Exones 1,
2y 3 de gen crtR, p: sitio de unién y nombre del partidor correspondiente.
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utilizando como DNA molde al DNA gendmico de las cepas silvestres parentales (UCD
67-385 y CBS-6938) y de los transformantes. El sitio de reconocimiento y orientacion
de los partidores utilizados se ilustran en la Figura 20. Las parejas de partidores
utilizadas junto con los tamafios de los amplificados esperados y obtenidos (Figura 21)

se muestran en la Tabla 7 y Tabla 8.

Los resultados de las reacciones de PCR indicaron que en la cepa T13 hay un
alelo silvestre y uno mutante (AcrtR::hph), por lo tanto es heterocigota para el gen crtR.
A pesar que se realizaron varios intentos para obtener un transformante homocigoto
mutante del gen crtR derivado de la cepa UCD 67-385 mediante ensayos de
transformacion, no se obtuvo uno con estas caracteristicas. En varios intentos para re-
transformar a la cepa T13 con un fragmento de DNA portador de una delecion en el gen
crfR y una insercién de un moédulo de resistencia al antibidtico G418, el analisis
gendmico de los transformantes resistentes a G418 indicé que la inserciéon ocurrié de
manera aleatoria y no en el locus crfR. Adicionalmente, con el fin de producir la
homocigotizacion de la mutacién del gen crtR, se hicieron ensayos de DRM (Double
Recombinant Method, Niklitschek y col., 2008) con la cepa T13. El método DRM se
caractetiza por favorecer el crecimiento de los transformantes que por eventos de
recombinacion mitética, hayan adquirido una segunda copia del médulo de resistencia
cuando el transformante heterocigoto se crece en altas concentraciones de higromicina B
y por lo tanto, se produce la homocigotizacién de la mutacién del gen crzR. Sin
embargo, tampoco se obtuvo una cepa doble mutante para el gen criR a través de este

método, el cual si ha funcionado para otros genes carotenogénicos de X. dendrorhous
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %), de los productos de PCR al
utilizar DNA gendémico de las cepas silvestres y transformantes de X. dendrorhous
como molde. A: Estdndar de tamafio molecular (\/HindlIII). Cada carril: DNA molde,
pareja de partidores. A: Carriles 1: CBS-6938, CPRfwdC + CPR7A; 2: CBSTr,
CPRfwdC + CPR7A; 3: H,O, CPRfwdC + CPR7A; 4: CBS-6938, CPR13 + CPR7A,; 5:
CBSTr, CPR13 + CPR7A; 6: H,O, CPR13 + CPR7A; 7: CBS-6938, CPRfwdC +
HygSecR; 8: CBSTr, CPRfwdC + HygSecR; 9: H,O, CPRfwdC + HygSecR; 10: CBS-
6938, HygSecF + CPR31; 11: CBSTr, HygSecF + CPR31; 12: H,O, HygSecF + CPR31.
B: Carriles 1: UCD 67-385, CPR56 + gpd rev; 2: T13, CPR56 + gpd rev; 3: H,O,
CPR56 + gpd rev; 4: UCD 67-385, pef fwd + CPR3A; 5: T13, pef fwd + CPR3A; 6:
H,0, pef fwd + CPR3A; 7: UCD 67-385, CPR3A + CPR56; 8: T13, CPR3A + CPR56;
9: H,O, CPR3A + CPR56; 10: UCD 67-385, CPR3A + CPR7A; 11: T13, CPR3A +
CPR7A; 12: H,0, CPR3A + CPR7A.
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Tabla 7. Tamaifio de amplificado esperado (kb) al amplificar alelos silvestres o
mutantes AcrtR::hph.

Partidores Alelo Alelo Alelo
silvestre AcrtRINdel::hph AcrtR/BsiWI::hph
CPR3A + CPR7A 0,8 ) )
CPRfwdC + CPR7A 2,3 ) )
CPR13 + CPR7A 1,1 ) )
CPR3A + CPR56 1,8 ) 2,5
CPRfwdC + HygSecR (=)} ©23 6
HygSecF + CPR31 ) 1,0 {-)
pef fwd + CPR3A ) () 2,1
CPR56 + gpd rev {-) (-) 2,3

(9)': No se espera amplificado.

Tabla 8. Tamaiio de amplificado obtenido (kb) al amplificar alelos silvestres o
mutantes AcriR::hph de las cepas silvestres y transformantes.

Partidores UCD 67-385 T13 CBS-6938 CBSTr
CPR3A + CPR7A 0,8 0,8 0 ()
CPRfwdC +CPR7TA  ()' )] 2,3 )
CPR13 + CPR7A 0 ) 1,1 1,1
CPR3A + CPR56 1,8 1.8 1,8 1,8
CPREwdC + HygSecR (/) G Q) 2,3
HygSecF + CPR31 G )] - 1,0
pef fwd + CPR3A )’ 2,1 Q) )
CPR56 + gpd rev S 2,3 0] )

(/)': No se realizé Ia reaccién de PCR correspondiente; (-)%: No se obtuvo amplificado.
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(Niklitschek y col., 2008).

Por otra parte, los resultados del andlisis genémico del transformante CBSTr
sugieren la existencia de dos copias del gen crfR mutantes; en donde una de ellas
corresponde a la delecion del gen crtR (AcrtR::hph) y otra copia que posee una mutacién
en la region 5° de dicho gen. Esta afirmacién se debe a que s6lo se obtuyo un
amplificado al usar la pareja de partidores CPR13 + CPR7A, pero no con la pareja
CPRfwdC + CPR 7A, en donde el partidor CPRfwdC aparea con secuencias de DNA rio
arriba de la zona de reconocimiento del partidor CPR13 (Figura 20). Adicionalmente, las
deleciones en el gen crfR a nivel gendémico también se analizaron por ensayos de
hibridacion DNA-DNA de diferentes digestiones del DNA genémico de las cepas
parentales y sus mutantes. Como sonda se utiliz6 un fragmento de DNA especifico para
el gen crtR y otro para el gen siph. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 9 y

Tabla 10.

Con el objetivo de identificar el tipo de mutacion en la regién 5° del gen crtR en
la cepa transformante CBSTr, se construyé una genoteca parcial digiriendo el DNA
gendmico de la cepa CBSTr con las enzimas PsfI y Xhol, y se seleccionaron aquellos
fragmentos de aproximadamente 5,0 kb, de acuerdo a los resultados de la hibridacion
anteriormente descrita. Estos fragmentos de DNA se ligaron al plasmido pBluescript
SK- digerido con las mismas enzimas y el clon portador de la regién 5° mutante del gen
crtR, se identificé mediante PCR utilizando una pareja de partidores que hibridaba con

esa region. De esta manera se identificaron dos clones cuyos plasmidos (pSC2 y p5D18)
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Tabla 9. Resultado de la hibridacién de digestiones de DNA genémico de las cepas
silvestres (UCD 67-385 y CBS-6938) y sus derivados transformantes (T13 y CBSTT,
respectivamente. Sonda crrR.

Enzima de Tamaiio de las bandas de hibridacién (kb) sonda cr¢R
digestion (valores aproximados)

UCD 67-385 TI13 CBS-6938  CBSTr
HindlIl 10,4 10,4; 6,3 10,4 9,7, 4,4
BamHI -)* ¢ 5.4 54;2,2
Xhol 3.4;27 6,8;3.4;2,7 34,27 53;44;3.4
Sall 6,0 6,0; 4,2 6,0 7,7,4,2; 2,5
Pstl 10,5 10,5 -) (-)
Smal (-) () 12,9 12,9; 8,1
Xbal 6,8 6,8 ) )
Pst] + Sall 3,3; 2,5 3,6;3,3;2,5 () )
Pst] + Hindlll 5,6; 4.6 4,6; 5,6 ) )
Pstl + Xbal 5,6; 1,3 6,6;5,6; 1,3 (-) -)
Hindlll + Xhol ¢-) () 3.4, 2,7 42:34,2,6
Hindll + Sall ) ) 6,0 7.7,4,2; 2,5
Hindlll + Smal - ) 6,9 6,4; 4,8
Sall + Smal ) ) 5,1 6,4;4,2; 2.5

(-)*: Digesti6én no realizada.
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Tabla 10. Resultado de la hibridacién de digestiones de DNA genémico de Ias cepas
silvestres (UCD 67-385 y CBS-6938) y sus derivados transformantes (T13 y CBSTr,
respectivamente. Sonda hph.

Tamaiio de las bandas de hibridacién (kb) sonda Aph
(valores aproximados)

Enzima de digestién T13 CBSTr
Hindlll 6,3 2,8
BamHI OF 2,2;1,8

Xhol 6,9 52

Sall 4,2 2,0

Pstl 11,5 -)
Smal ) 16,8
Xbal 7,5 )

Pst] + Sall 3,8 ()
Pstl + Hindlll 5,7 ()
Pstl + Xbal 6,1;1,3 (-)
Hindlll + Xhol () 2,0
HindIl + Sall ) 2,0
Hindlll + Smal -) 2,9
Sall + Smal ) 2,0

(-)*: Digestion no realizada.
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eran portadores de la regién de interés, Los insertos de ambos plasmidos se secuenciaron
completamente y su andlisis indicé que en la regién 5° del gen crfR se insertd el
plasmido pBluescript SK-, proveniente del DNA transformante pNdelAcriR::hph,
utilizado en la transformacion de la cepa CBS-6938. Este resultado se apoyd por las
evidencias obtenidas desde los experimentos de hibridacion DNA-DNA y confirmado
por medio de la técnica de PCR, donde se utilizé DNA genomico de la cepa CBSTr
como molde y partidores que hibridizan con el gen crfR, el médulo de Apk y con el
plasmido pBluescript SK- (Figura 22). Los amplicones se secuenciaron completamente
para confirmar su origen. De esta manera, junto con los resultados de los ensayos de
hibridacién, se construyd un mapa genémico que representa al locus cr¢R en las cepas

parentales (UCD 67-385 y CBS-6938) y sus transformantes (T13 y CBSTr) (Figura 23).

Finalmente, con el objetivo de conocer la composicion de los carotenoides se
extrajeron los pigmentos totales de las dos cepas silvestres y de las dos cepas
transformantes. La identificacion de los picos obtenidos al separar los carotenoides
totales mediante RP-HPLC confirmd los resultados por inspeccion visual de las
colonias. Se observé que la composicion de carotenoides en las cepas transformantes era
completamente distinta en relacion a la de las cepas silvestres de las cuales provienen.
Asi, el transformante T13 redujo su produccion de astaxantina a costa de un aumento en
la produccién de beta-caroteno que es el precursor de la astaxantina y por lo tanto las
colonias que forma son palidas con respecto a su cepa parental silvestre (Figura 24,
Figura 25 y Tabla 11). Por otra parte, €l transformante CBSTr forma colonias amarillas

ya que acumula beta-caroteno y no produce astaxantina (Figura 24, Figura 25, y
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0,6 —

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %), de los productos de PCR al
utilizar DNA genémico de la cepa CBSTr como molde. A: Estindar de tamafio
molecular (MHindlll). Partidores de la reaccion de PCR: Carriles 1 y 2: CPRfwdC +
HygSecR; 3 y 4: HF + CPR31; 5 y 6: HygSecF + M13F; 7 y 8: M13R + CPR7A; 9y 10:
CPR3D + CPR56; 11 y 12: CPR13 + CPR56.
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Figura 23. Mapa de restriccién de la regién cromosémica en donde se ubica el gen
crtR en las cepas silvestres (UCD 67-385 y CBS-6938) y en sus transformantes (T13
y CBSTr). En esta figura se esquematiza la ubicacion del gen crtR en una seccién del
genoma de X. dendrorhous en las cuatro cepas; UCD 67-385, CBS-6938, T13 y CBSTr.
En rojo: gen crtR, naranjo: sonda crtR, negro: plasmido pBluescript SK-, azul: gen Aph,
celeste: sonda kph, verde: promotor Pef del modulo de resistencia a higromicina B y
gris; terminador de GPDH del mddulo de resistencia a higromicina B. La barra
representa a 1,0 kb.
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Figura 24. Fenotipo y cromatogramas (465 nm) de las levaduras silvestres (UCD
67-385 y CBS-6938) y transformantes (T13: que derivé de UCD 67-385 y CBSTr:
que derivé de CBS-6938). Cromatogramas por RP-HPLC (465 nm). Los numeros en
los cromatogramas representan los siguientes carotenoides; 1: astaxantina; 2:
fenicoxantina; 3: cantaxantina; 4: hidroxy-keto-y-caroteno; 5: keto-y-caroteno; 6:
hidroxy-equinenona; 7: equinenona; 8: licopeno; 9: neurosporeno; 10: y-caroteno y 11:
B-caroteno.
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CBSTr: que derivé de CBS-6938).
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Tabla 11. Composicion de carotenoides de las cepas silvestres y transformantes de
X. dendrorhous en ppm.

Carotenoide UCD 67-385 TI13 . CBS-6938 CBSTr
(CrtRABSiWI::hph l (crtRANdCI::hph)
crtRY)

astaxantina 102,0+(4,8) 24,0£(3,6) 152,0+(8,5) ND

fenicoxantina 7,0 £ (0,4) 8.0+ (0,4) 8,0 £(0,5) ND

cantaxantina 1,0 £(0,1) 3,00 + (0,06) 1,0 £ (0,1) ND

OH-K-y- 6,0 & (0,2) 1,00 = (0,06) ND ND

caroteno

OH-K-toruleno ND? ND 6,0+ (1,1) ND

K-y-caroteno 9,0+ (0,7) 11,0+ (0,7) 8,0 + (1,2) 1,0 £ (0,3)

OH- ND ND 2,0+ (0,4) 1,0 := (0,4)

equinenona

equinenona 5,0 +(0,6) 16,0 = (0,5) 5,0+ (0,7) 8,0+(1,2)

licopeno ND 1,0 & (0,01) ND ND

neurosporeno  ND 1,00 (0,02) ND ND

y-caroteno 1,0 £ (0,1) 2,00 + (0,05) L,0£ (0,1 3,0+ (0,2)

B-caroteno 9,0 (1,7) 50,0+ (3,7) 9,0 (1,5) 114,5 + (6,6)

fitoeno 0.4 +(0,3) 4,2 %(1,9) 3,3+(1,2) 1,0 £ (0,4)

NI (25 min)® ND 1,0 +(0,1) ND 1,0 + (0,1)

NI (34 min)* ND 2,00 £ (0,04) ND 4,0+ (0,9)

Carotenoides 139,0£(3,2) 1228 (8,0) 1953 £(8,0) 131,9+(7,5)

totales

% No detectado.

b. Carotenoide no identificado, probablemente es un isémero de gama-caroteno, segin su
espectro de absorcion.

¢ Carotenoide no identificado, probablemente es un isémero de beta-caroteno, segin su
espectro de absorcion.

Los valores en la tabla, son el promedio de tres experimentos independientes. OH: grupo
hidroxile, K: grupo ceto.
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Tabla 11). Més atin, se observé que la produccién de carotenoides totales en la cepa
CBSTr se redujo en un 30 % aproximadamente respecto a su cepa parenial. Cabe
destacar que los resultados del andlisis de los carotenoides separados por RP-HPLC se
obtuvieron a partir de al menos tres extracciones de carotenoides totales independientes

para cada una de las cuatro cepas analizadas.

Expresién de los genes crtS'y criR en distintas etapas de la curva de crecimiento de
Ia levadura silvestre (UCD 67-385). Para estudiar la expresion de los genes crtS'y criR
a nivel del mRNA, se hizo crecer a la cepa silvestre UCD 67-385 en un fermentador en
MMy suplementado con glucosa al 2 %. Se tomaron muestras en distintas etapas de la
curva de crecimiento y se extrajo RNA para determinar los niveles de los mRNAs de los
genes crtS'y crtR mediante RT-PCR, normalizados respecto al del gen de actina (Lodato,
2002; Lodato y col., 2004). Los niveles relativos de cada transcrito corresponden a la
relacién entre las intensidades de los amplificados de los genes criS o criR y la
intensidad del amplificado del gen de actina (crtS o crtR/actina) (Figura 26). Cada
transcrito se amplificé con los partidores AST1 y AST2 (gen cr1S), CPRIEXC y CPR12

(gen crtR) y ACT3 y ACT4 (gen de actina) (Tabla 3), respectivamente,

Como resultado se observé que el nivel del mRNA del gen cr#S tiene un maximo
a las 66 h de cultivo, lo que coincide aproximadamente con la mitad de la fase

exponencial de crecimiento. A diferencia, los niveles de mRNA del gen crfR se
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa (2,5 %), de los productos de RT-PCR de
los genes actina, crtS y crtR, en distintos puntos de la curva de crecimiento de la
levadura. 100 bp: Estindar de tamafio molecular. Carriles 1 a 6: actina (a 41,4; 51,5,
66,0; 75,7; 92,1 y 116,5 h de cultivo respectivamente) amplificado con partidores ACT3
y ACT4; 7 a 12: crtS (a 41,4; 51,5; 66,0; 75,7, 92,1 y 116,5 h de cultivo
respectivamente) amplificado con los partidores AST1 y AST2; 13 a 18: criR (a 41,4,
51,5; 66,0; 75,7; 92,1 y 116,5 h de cultivo respectivamente) amplificado con CPR1ExC
y CPR12.
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mantienen constantes (Figura 27). A pesar que ambas proteinas participarian en la
misma etapa de la carotenogénesis, no existe una misma tendencia en la expresion de sus

genes a nivel de mRNA.
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Figura 27. Expresion relativa de los genes criR y crtS a lo largo de la curva de
crecimiento de X. dendrorhous. La cepa silvestre UCD 67-385 se crecié en MMy + 2
% glucosa en un fermentador a 22 °C. (A): Expresion relativa criS, (A): Expresion
relativa ¢riR y (O): n° células por ml. La expresion relativa se determind como el
cuociente entre la masa del amplificado de los genes crtS o crfR y la masa del
amplificado del gen de actina. Los valores graficados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes.




DISCUSION

El clonamiento de las versiones gendmicas y de cDNA del gen crtR, permiti6
determinar su estructura de exones e intrones y se comprob6 que codifica una proteina
CrtR de 746 aminoacidos. Esta proteina posee 22 aminoacidos hidrofobicos en su
extremo amino-terminal, el cual no es conservado entre las citocromo P450 reductasas
en cuanto a su secuencia, pero si es un tipico segmento de transmembrana presente en
todas ellas permitiendo su anclamiento en la membrana del reticulo endoplasmatico en
la célula (Yadav y Loper, 2000 a). De esta manera, se asegura la interaccién espacial
apropiada para la transferencia de electrones desde la CPR a las citocromo P450. En
ausencia de esta regién hidrofobica, la region soluble de las CPRs es capaz de transferir
electrones a citocromo ¢, €l cual no es su sustrato natural, peroc no es capaz de

transferirlos a las citocromo P450 (Wang y col., 1997).

También se distinguié los dominios conservados en CPRs tales como: los
dominios de union a FMN, FAD y NAD(P)H (Figura 28). El dominio de unién a FMN
se identificé como la estructura tipica encontrada en flavodoxinas. Estas sélo se han
encontrado en algunas bacterias y algas, sin embargo, el dominio de unién a FMN de las
CPRs es homélogo a las flavodoxinas bacterianas (Porter y Kasper, 1986). En otros
trabajos sc identificaron por medio de herramientas bioinforméticas, dos regiones ricas

en residuos acidos que probablemente estarian involucrados en la uni6én a la enzima
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Figura 28. Secuencia de aminodcidos deducida a partir de la regién codificante del
gen crtR. A: Representacion gréfica de los dominios conservados de CPRs en CrtR de
X. dendrorhous. B: Secuencia aminoacidica deducida de la proteina CrtR. Los dominios
conservados se han destacado en amarillo: dominio de unién a FMN, verde: dominio de
unién a FAD y en celeste: dominio de unién a NAD(P)H. En cursiva y minisculas se
indica la region de transmembrana. Ademas se ilustran dos regiones acidicas (P450-1 y
P450-2) que estarian involucradas en la unién de citocromo P450.
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citocromo P450 (regiones P450-1 y P450-2, Figura 28) (Yadav y Loper, 2000

a y b; Ichinose y col.,, 2002). Las correspondientes regiones en CriR también se
caracterizaron por la presencia de aminodcidos 4cidos en donde los residuos de acido
aspartico en las posiciones 210, 211 y 218 son extremadamente conservados en todas las
CPRs (Yadav y Loper, 2000 a y b). Las regiones de union a citocromo P450 estan
situadas en el dominio de unién a FMN, lo que es coherente con el flujo de electrones
desde el NAD(P)H a FAD, luego a FMN Yy, por ultimo, a la enzima citocromo P450

monooxigenasa,

En relacion a lo anterior, la generacion del modelo tridimensional de CriR,
permitid localizar estas dos regiones (P450-1 y P450-2) en la estructura terciaria de la
proteina y se observé que ambas regiones se encueniran en distintas caras de la
superficie de CrtR (Figura 29). Ademds, se observd que la regién P450-2 coincide
espacialmente con la zona de unién a FMN por lo que posiblemente es més importante
para la union con citocromo P450 que la region P450-1. Esto concuerda con los
resultados experimentales obtenidos por experimentos de entrecruzamiento entre la CPR
de rata y citocromo ¢ de caballo, en donde se observé que la regidn correspondiente a
P450-2 se unié covalentemente con citocromo ¢ (Nisimoto, 1986). Posteriormente,
mediante experimentos de mutagénesis sitio dirigida en la region P450-2 de la CPR de
rata, se demostrd la importancia de los residuos acidicos de esta region en la actividad
reductasa (Shen y Kasper, 1995), especialmente el residuo D%, que corresponde a D*!!

en CriR.

También se realiz6 un analisis filogenético con las secuencias aminoacidicas de
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proteinas CPR de hongos disponibles en las bases de datos mediante el método de
“Neighbor Joining” y 1.000 repeticiones de “Bootstrap” (Figura 30). El érbol
filogenético demostré la relacion evolutiva de CriR y se observo la diferenciacion de los
tres grupos de hongos; Basidomycota, Zygomycota y Ascomycota. La proteina CrtR de
X. dendrorhous se relaciona principalmente con las CPR de los basidiomicetes C.
versicolor y P. chrysosporium, con porcentajes de identidad de 60,2 % y 58,3 %,

respectivamente.

En cuanto al estudio de formacién de astaxantina desde beta-caroteno en el
sistema heterdlogo bacteriano en la presencia del producto génico del gen crR, no se
logré formar astaxantina. A diferencia de los resultados obtenidos por otro grupo de
trabajo, no se produjo xantofilas en la bacteria. Aunque, en el trabajo de Ojima sdlo
lograron producir cantaxantina (B-caroteno-4,4’-diona), ésta fue en muy bajas
cantidades. En su sistema, ellos utilizaron al gen de la CPR de S. cerevisice y
concluyeron que las astaxantina sintasa de X. dendrorhous presenta muy baja actividad
en E. coli (Ojima y col., 2006). Respecto a este punto, es importante tener en cuenta que
tanto CrtS como CrtR son proteinas de membrana y consecuentemente el sistema de
expresion heterdlogo procarionte no seria el mas adecuado para su funcionalidad. De
igual manera, recientemente se reportd que en varios intentos por producir carotenoides
de manera heter6loga en E. coli utilizando los genes carotenogénicos de X. dendrorhous,

resultaron en una pobre expresion de las enzimas y en la produccion de carotenoides

(Verwaal y col., 2007).

Por estas razones para producir astaxantina, un sistema eucaridtico seria maés
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Figura 30. Arbol filogenético de citocromos P450 Reductasas. El analisis de las
distancias y la construccion del arbol se realizo a través del método “Neighbor Joining”.
Los niimeros en cada nodo indican el porcentaje de apoyo de cada nodo, luego de 1.000
repeticiones de andlisis de “bootstrap”. La escala de barras indica un 10 % de cambio
estimado. Entre paréntesis se ilustra el porcentaje de identidad con la proteina CrtR de X.
dendrorhous. Los ntimeros de acceso a la base de datos del GenBank son: Neurospora
crassa: XP_964443; Gibberella fujikuroi: AJ576025; Cochliobolus Ilunatus:
ABWB86977; Coccidioides immitis: XP_001246449; S. cerevisiae: D13788; Candida
tropicalis: M35199; Rhodotorula minuta: AB055119; Xanthophyllomyces dendrorhous:
EU884134 y EU884133; Coriolus versicolor: AB065368; P. chrysosporium: AF193060;
Cunninghamella elegans: AF195659; Rhizopus stolonifer: AF290425; A. thaliana:
A75959.
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apropiado debido a que presentaria un ambiente celular similar al de X. dendrorhous
para intentar la expresion de sus genes carotenogénicos. En relacion a esto, se construyd
una cepa de la levadura S. cerevisiae productora de beta-caroteno, que contiene los
genes crtk, crtl y crtYB de X. dendrorhous (Verwaal y col., 2007). Sin embargo, atn no
se ha podido producir astaxantina en esta levadura, ya que probablemente todavia no se
ha publicado la secuencia del gen crfR identificado en esta tesis. Sin duda alguna, este
trabajo deja una puerta abierta para intentar producir astaxantina en S. cerevisiae lo cual

seria muy interesante desde el punto de vista biotecnolégico.

Por otro lado, la obtencién de dos mutantes (T13 y CBSTr), que derivan de dos
cepas silvestres (UCD 67-385 y CBS-6938, respectivamente) de la levadura, en los que
se reemplazd una porcion del gen crfR por un modulo de resistencia a higromicina B
mediante recombinacion homoéloga, permitié demostrar la importancia del gen crfR en la

biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous.

En relacién a estos mutantes, la cepa UCD 67-385 es diploide (Hermosilla y col.,
2003) y los resultados sugieren que el mutante T13 es heterocigoto para el gen criR, ya
que se identificé un alelo silvestre y uno mutante que se generd por un evento de doble
recombinacion homologa. Debido a esto, es posible atribuir un efecto de dosis génica
como la razén por la cual este transformante es pélido, ya que producirfa menos enzima
CrtR que su cepa parental silvestre cuyos dos alelos cr¢R son silvestres. Esta hipotesis se
sustenta con el hecho de que el gen crR se encuentra en al menos dos cromosomas de la

cepa silvestre UCD 67-385, ya que la sonda del gen c¢rtR hibridé con dos bandas

cromosémicas del cariotipo electroforético de la cepa. No obstante, la relacion genética
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de estos dos cromosomas ain no ha sido determinada, pero es posible interpretar este
resultado por la existncia de dos cromosomas homoélogos polimérficos ya que esta cepa
es diploide. De hecho, se ha encontrado quediferentes cepas de X. dendrorhous
presentan un elevado polimorfismo cromosomico (Nagy y col., 1994). Por consiguiente,
es posible especular que estos dos posibles cromosomas homoélogos han sufrido algiin

tipo de reordenamiento genético que explicaria la diferencia en sus tamafios.

En contraste, el nivel de ploidia de la cepa CBS-6938 es desconocido. Sin
embargo, resultados no publicados de nuestro laboratorio sobre ensayos de mutagénesis
al azar con mutagenos fisicos y quimicos, como también los experimentos de
transformacion con genes carotenogénicos (Verdoes y col., 2003), indican que esta cepa
es haploide. Por lo tanto, se postula que en el transformante CBSTr, que se obtuvo por
un evento de recombinacién homdéloga simple, la nica copia del gen crtR muté y por
esta razon fue incapaz de producir la enzima CrtR. Como consecuencia, no produce

astaxantina y acumula beta-caroteno.

Con los resultados obtenidos, se construyé un modelo de los eventos de
transformacion por recombinacion homéloga ocurridos en las cepas silvestres UCD 67-

385 y CBS-6938 (Figura 31).

Con respecto a las mutaciones creadas en el gen de la citocromo P450 reductasa
de otros organismos, la supresion del gen cpr de S. cerevisiae no fue letal y los autores
sugirieron la existencia de un donador de electrones alternativo como seria el caso de

una enzima citocromo b5, codificada por el gen cytb5 (Truan y col., 1994). En ese
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Figura 31. Eventos de mutacién del gen crfR por recombinacion homéloga en las
cepas silvestres UCD 67-385 y CBS-6938 de X. dendrorhous. A: Transformacion de la
cepa UCD 67-385: La cepa UCD 67-385 se transformé con un fragmento de DNA lineal
que contiene la delecion del gen cr¢R y al mddulo de resistencia a higromicina B. Este
fragmento se obtuvo a partir de la digestion de pBsiWIAcrtR::hph con las endonucleasas
Smal y Spel. Por un evento de doble recombinacién homdloga, un alelo del gen crfR de
la cepa UCD 67-385 se reemplazé por la delecion, obteniéndose una cepa heterocigota
para el gen crtR (cepa T13). B: Transformacion de la cepa CBS-6938: La cepa CBS-
6938 se transformo con pNdelAcrtR::hph (DNA circular) que contiene la delecion del
gen ¢rtR y al médulo de resistencia a higromicina B. Por un evento de recombinacién
homoéloga, ¢l gen crtR de la cepa CBS-6938 se interrumpio por el pNdelAcriR::hph,
obteniéndose una cepa mutante para el gen cr¢R (cepa CBSTr). Mdédulo de resistencia a
higromicina B; P: promotor EFla, Aph: gen hph de E. coli, Term: terminador de
transcripeion de gliceraldehido 3-deshidrogenasa. 1, 2, 3: Exones 1, 2 y 3 de gen crtR,
pBS: pBluescript SK-.
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trabajo, se observé que la supresion del gen cyth5 en la levadura silvestre, no generaba
un nuevo fenotipo. Sin embargo, fue letal cuando los genes cpr y cyth5 se suprimieron
simultaneamente. Este resultado demostré que mutaciones en los genes cpr o cytb5 de
manera independiente, pueden complementar funcionalmente entre si (Truan y col.,
1994). Del mismo modo, la interrupcién del gen cpr en el G. fijikuroi tampoco fue letal,
demostrando la existencia de otro posible donante de electrones (Malonek y col., 2004).
Estas evidencias y el alto nivel de polimorfismo en diferentes cepas de X. dendrorhous
(Nagy y col., 1994; Cifuentes y col., 1997; Hermosilla y col., 2003), sugieren que las
cepas silvestres UCD 67-385 y CBS-6938 pueden presentar un fondo genético diferente.
En relacion a esto, probablemente en la cepa CBS-6938 existe un donador alternativo
como una enzima citocromo b5, ya que la mutacion del gen crfR no fue letal, pero este
donador alternativo serfa incapaz de asistir la sintesis de astaxantina. Este no seria el
caso en la cepa UCD 67-385, debido a la imposibilidad de obtener un mutante

homocigoto mutante del gen crzR, sugiriendo que esta situacion podria ser letal.

En cuanto al andlisis de la composicién de carotenoides en las dos cepas
silvestres y las dos cepas transformantes, se observd que efectivamente la sintesis
carotencides en las cepas transformantes estaba afectada. De esta manera,
aproximadamente un 90 % de los carotenoides del transformante CBSTr, corresponde a
beta-caroteno y éste es incapaz de producir astaxantina. A diferencia de los mutantes
para el gen crtS (Ojima y col., 2006; Carmona, 2007), CBSTr si produce, aunque en

muy bajas cantidades, algunas xantofilas, principalmente equinenona. Esta podria ser

generada en respuesta a una baja actividad astaxantina sintasa, que podria ser originada
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por la presencia de una enzima donadora de electrones alternativa en la célula. Sin
embargo, esta enzima alternativa seria incapaz de sustentar la sintesis de astaxantina. En
el caso de la cepa T13, ésta disminuyé notablemente su produccion de astaxantina y su
porcentaje de beta-caroteno es mayor con respecto a su cepa parental. La produccion del
resto de los carotenoides de T13 es similar la cepa silvestre UCD 67-385, no obstante, se
observd un leve aumento en la produccidon de equinenona, el cual es el primer
intermediario entre beta-caroteno y astaxantina. Esto podria deberse a una disminucion
en la actividad astaxantina sintasa producto de una menor concentracion de la proteina

CrtR que seria su donador principal de electrones.

Finalmente, el estudio de la expresion del gen ¢rtR revelé que su patron de
expresion a nivel de mRNA es diferente con respecto al de otros genes carotenogénicos.
En otro estudio, la expresion de los genes idi, crtE, crtYB, crtl y crtS en la cepa silvestre
UCD 67-385, mostrO un aumento en la etapa temprana del crecimiento (fase
exponencial) y se postuld que en este periodo ocurriria el ensamblaje de los complejos
enzimaticos involucrados en la carotenogénesis (Lodato y col., 2007). En una segunda
etapa al entrar en fase estacionaria, los recursos que inicialmente estaban destinados al
aumento de la biomasa, se redireccionarian hacia estos complejos iniciandose de esta
manera la carotenogénesis. Adicionalmente, se observo también que los niveles de los
transcritos crtYB, crtl 'y crtS (genes exclusivamente carotenogénicos), disminuyen
drasticamente durante la fase estacionaria, lo que no seria el caso de los genes idi y crtE.

El nivel del transcrito idi, mostré una suave disminucion durante la fase estacionaria y el

del gen crtE se mantuvo constante en esta etapa, sugiriendo la presencia de mayores
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niveles de las enzimas IPP isomerasa y GGPP sintasa en esta etapa lo que permitiria el
flujo de los precursores de los isoprenoides hacia la carotenogénesis como también a
otras vias metabdlicas como la biosintesis de ergosterol (Lodato y col.,, 2007).
Similarmente, la inexistencia de una relacion entre el patron de expresion del gen crfR y
el de los otros genes carotenogénicos, sugiere la participacién de la enzima CrtR en otras

vias metabdlicas existentes en la levadura.

De esta manera, no es de extraiiar que a pesar que las proteinas codificadas por
los genes crtS y crtR estan involucradas en la misma etapa de biosintesis de astaxantina,
éstos se regulen’ de manera diferente. Tal como se mencioné con anterioridad, en un
organismo pueden existir muchos genes para proteinas citocromo P450 diferentes, pero
generalmente existe un solo gen para una CPR tnica. Por lo tanto, una compleja
regulacion para la expresion de la citocromo P450 reductasa, es necesaria para adaptar
los niveles de actividad CPR en la célula con los distintos niveles de proteinas citocromo

P450 diferentes.

Con relacion a la regulacion de un sistema P450-CPR, en un trabajo previo se
estudio la hidroxilacion del antiséptico benzoato por un sistema P450-CPR en
Aspergillus niger (van den Brink y col., 2000). Los autores destacaron que la expresion
de los genes bphA y cprA, que codifican a la citocromo P450 y CPR, respectivamente, es
inducible por benzoato. Sin embargo, se observé que la expresion de la CPR es

particularmente compleja, ya que ademdas de la induccién por benzoato a mnivel

transcripcional, existirian otros mecanismos regulatorios como; uso diferencial de
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promotores y regulacion a nivel post-traduccional. En este sentido, el desacoplamiento
de un sistema P450-CPR significaria una liberacién de electrones al citoplasma lo que
podria formar moléculas activas de oxigeno, entonces, una estricta regulacion de la CPR

es de vital importancia para la célula (van den Brink y col., 2000).

La biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous es un sistema muy interesante,
complejo y existen muchas diferencias con respecto a otros organismos carotenogénicos.
Hasta el momento, es el organismo en cuya via de sintesis de astaxantina esta el menor
nimero de protefnas implicadas, siendo la via mas econémica para la célula. Por
ejemplo, existe un s6lo gen (crtYB) que codifica para una proteina que presenta dos
actividades enzimaticas; fitoeno sintasa y licopeno ciclasa (Verdoes y col., 1999 b;
Alcaino, 2002). Ademads, solo una proteina astaxantina sintasa, CrtS, es capaz de formar
astaxantina a partir de beta-caroteno. Esto no es asi en otros organismos que requieren
de dos enzimas: hidroxilasa y cetolasa para catalizar este paso, Méas ain, CrtS es una
enzima citocromo P450 (Alvarez y col., 2006; Ojima y col., 2006; Carmona, 2007), lo
que es muy ventajoso para la célula, ya que como se menciond, en la mayoria de los
organismos existen varias proteinas citocromo P450, pero todos ellas son sustrato de un

unico donante de electrones: la enzima citocromo P450 reductasa (van den Brink y col.,

1998).

Actualmente, se han clonado todos los genes que participan en la ruta de

biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous. Sin embargo, en esta tesis se demostrd que

existe otra proteina, CrtR, que también participa en esta via y que si bien tiene un rol
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auxiliar, su participacion es esencial, dado que su ausencia afecta dicho proceso
metabdlico. En relacién a esto, en nuestro laboratorio se han obtenido dos cepas
mutantes (ATX5 y ATX10) de la levadura que son incapaces de sintetizar astaxantina y
que acumulan beta-caroteno. Sin embargo, el andlisis molecular por clonacion y
secuenciacion de los dos posibles genes candidatos, crtS y crtR, indicoé que en la cepa
ATX10 no hay cambios en ninguno de ellos. Adicionalmente, la secuencia del gen crtR
de la cepa ATXS5 es idéntica a la de la cepa UCD 67-385 y en el gen ¢S hay un cambio
que reemplaza una Gly por Asp en la posicién 60 de la proteina CrtS. Mas ain, el
mRNA del gen crtR se detecté en ambas cepas mediante RT-PCR, pero este ensayo aiin
no se ha realizado para el gen crtS. Estas son evidencias de la posible existencia de un

tercer gen que podria estar participando en esta etapa de la biosintesis.

Para concluir, la informacion adquirida en esta tesis tal como; el aislamiento,
caracterizacién y demostracion de la funcionalidad de un nuevo gen que participa en la
ruta de biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous, es un gran aporte para el
conocimiento de la carotenogénesis de la levadura, el cual es proceso biolégico muy
atractivo. Luego de conocer todos los genes que participan y de comprender la
regulacion de la sintesis de astaxantina, la construccién de cepas de X. dendrorhous o de

otras levaduras sobreproductoras del pigmento mediante ingenieria metabdlica serd

posible, las cuales tendran un gran atractivo biotecnologico.




CONCLUSIONES

En esta tesis, se aislo por primera vez al gen crfR de la levadura X. dendrorhous,
se caracterizé vy se demostré que es fundamental para la biosintesis de astaxantina. Se
concluye que este gen codifica la proteina CrtR, la cual presenta un rol auxiliar a la
enzima astaxantina sintasa (gen crtS), ya que participaria en la transferencia de
electrones desde el NAD(P)H necesarios para la oxidacion del beta-caroteno. La
regulacion de la expresion de los genes crtS y crtR a nivel de sus mRNAs es diferente,
siendo éste un primer antecedente para la comprension del control de este sistema

citocromo P450-citocromo P450 reductasa de X. dendrorhous.
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PROYECCIONES

El aislamiento del gen cr¢R y la demostracion de su participacion en la sintesis de
astaxantina de X dendrorhous, es un gran aporte para el conocimiento de la
carotenogénesis de esta especie de levadura, Teniendo en cuenta que la astaxantina es un
pigmento que representa un gran interés desde el punto de vista biotecnoldgico, los
genes de las enzimas que participan en la via de sintesis en microorganismos
productores naturales, tal como X. dendrorhous, podrian ser modificados. De esta
manera, construir cepas de levadura con un mayor contenido de carotenoides,
especialmente astaxantina, constituirfa un interesante aporte desde el punto de vista
biotecnolégico. En este contexto, nuestro grupo de trabajo presenté una solicitud de
patente para el uso del gen crfR en la produccion de astaxantina (Alcaino y Cifuentes,
2008).

Debido a que la sintesis de carotenoides de X. dendrorhous es un proceso
complejo que podria estar regulado a distintos niveles, el estudio de los aspectos
moleculares de su regulacion sera un paso importante para su comprension. De acuerdo
a lo anterior, una proyeccién natural de este trabajo es el estudio de los posibles
elementos reguladores en la region promotora del gen criR. De éste, se espera que
presente un mecanismo complejo de regulacion ya que también podria estar involucrado

en otros procesos biolégicos. En atencién a que se ha demostrado que el tipo de fuente

de carbono afecta la carotenogénesis, el estudio de la expresion del gen crfR comparada
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con la de los otros genes carotenogénicos, tanto a nivel de mRNA como de proteina, en
distintas etapas del crecimiento de la levadura y en distintas fuentes de carbono
(fermentables o no fermentables), serd un gran aporte para el conocimiento y
comprension de la regnlacion de la carotenogenésis en esta levadura. Adicionalmente, la
sintesis de anticuerpos contra CrtR, como también de otras proteinas carotenogénicas,
permitird estudiar los tiempos de vida media, el momento de inicio de su sintesis, los
niveles de éstas proteinas en los distintos mutantes carotenogénicos, etc.

Para concluir, los resultados obtenidos en esta tesis oforgan herramientas
conceptuales y técnicas que permitirdn la transformacién de microorganismos, ya sea
potenciando su capacidad natural de producir astaxantina o creando nuevas rutas
metabdlicas en otros organismos no carotenogénicos para permitir la produccién de este
pigmento. En este sentido, se propone la expresion de los genes carotenogénicos de X.
dendrorhous en la levadura S, cerevisiae, la cual presenta ventajas tales como; el gran
conocimiento de su genética, variadas herramientas moleculares para su modificacién

genética y el gran conocimiento de las condiciones Optimas que favorecen su

crecimiento. Es asi como, el vector pBS+Ura3GAC7 fue construido como un primer

paso para la transformacién y produccién de astaxantina en S. cerevisiae, luego de

obtener una cepa de la levadura productora de beta-caroteno.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencia completa del fragmento de DNA de cepa UCD 67-385 que
contiene al gen crtR. Los tres exones del gen crfR se encuentran destacados en amarillo.
Los sitios dadores y receptores para procesos de empalme se encuentran en negritas y
subrayados. Se indican algunos sitios de restriccién en cursiva y colores que se
utilizaron en esta Tesis: BamHI: ggatcc, Sall: gtcgac, BsiWI: cgtacg, Ndel: catatg.

Anexo 2. Secuencia completa del cDNA del gen creR. En letras cursivas y mintisculas:

exon 1 gen crfR, mayusculas y subrayadas: exon 2 gen ¢7fR y mayusculas y en negritas:
exon 3 gen criR.
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