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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura productora de astaxantina, carotenoide

de interés comercial debido a su uso en la industria acuicola y farmacéutica. Actualmente, se

'
conoce la ruta de biosintesis de astaxantina y el perfil de expresién de sus genes. Si bien atin
se desconocen los mecanismos regulatorios de dicho proceso, diversos estudios han
demostrado que la presencia de glucosa reprime la carotenogénesis en X dendrorhous.
Adicionalmente, en nuestro laboratorio se ha caracterizado genética y funcionalmente el
regulador Mig1, comprobandose que éste reconoce secuencias en las regiones promotoras de
algunos genes carotenogénicos. En ofras levaduras, el regulador Mig1 requiere del complejo
co-represor CycB-Tupl para ejercer la represion sobre los genes blanco, siendo este
mecanismo altamente conservado en eucariontes y conocido como represion catabdlica. El
objetivo general de este trabajo fue estudiar el mecanismo de regulacion de la carotenogénesis
por represion catabdlica en X. dendrorhous, enfocandose en la funcién del complejo co-represor
Cyc8-Tupl.

En primera instancia, se caracterizaron los genes CYC8'y TUP1 de X. dendrorhous y se
determiné la secuencia de sus ORFs, Mediante andlisis bioinformatico se determing que
codifican los componentes del complejo Cyc8-Tup1 descrito previamente en otros organismos
como S, cerevisiae. Para estudiar la funcionalidad de los genes CYC8 y TUP1 se obtuvieron
cepas mutantes de dichos genes derivadas de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous
y se evaluo su efecto en el crecimiento, represion mediada por glucosa de la actividad invertasa
extracelular, produccién de carotenoides y en la expresién a nivel de los transcritos de distintos
genes involucrados en carotenogénesis (HMGR, idi, FPS, crif, crtYB, cll, criS y crifR). Como
resultado, se observé que ambas cepas mutantes tienen una tasa méxima de crecimiento
menor que la cepa silvestre y la produccién de carotenoides es un 90% (en mutante cyc8)y
40% (en mutante tup?) mayor en comparacion a la cepa silvestre al cultivarlas con glucosa
como Unica fuente de carbono. En concordancia, se observé que el efecto represor de la

glucosa sobre la sintesis de carotenoides practicamente se pierde en las mutantes cyc8 y tupt.
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Ademas, el efecto de la glucosa sobre los niveles de transcrito de Jos distintos genes estudiados
es diferente en las mutantes en comparacion a la cepa silvestre, destacandose genes
involucrados en la sintesis de precursores de los carotenocides como HMGR, idiy FPS.

Paralelamente, se realizaron ensayos de complementacién heterdloga mediante la
expresion de los genes CYC8 y TUPT de X. dendrorhious en cepas de S. cerevisiae mutantes
de los genes respectivos. Se observd que los genes de X. dendrorhous complementan
parcialmente dichas mutaciones, utilizando como criterio la tasa de crecimiento ¥ la represién
mediada por glucosa de [a actividad invertasa extracelular.

Por otra parte, se realizé un andlisis bioinformatico de los transcriptomas de las cepas
silvestre UCD 67-385, cyc8 y tupT de X. dendrorhous, obtenidos a partir de cultivos en que se
utilizé glucosa, maltosa o succinato como tinica fuente de carbono. De esta manera se
distinguieron 166 y 93 ORFs mayormente representados (basado en su valor de RPKM) en los
transctiptomas de culivos con glucosa de las cepas cyc8 y lup?, respectivamente, en
comparacion a la cepa silvestre. Los genes identificados estarian involucrados principalmente
en procesos de transporte transmembrana, metabolismo de carbohidratos, regulacion de la
transctipcion y metabolismo de lipidos. En concordancia, mediante andlisis bioinformatico se
logré identificar posibles genes que codificarfan los reguladores Rox1, Skn7, Yap8, Cri1, Opil y *
Rgt1 que similar a Mig1, reclutarian el complejo Cyc8-Tup1 a los promotores de los distintos
grupos de genes blanco.

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos, en este trabajo se concluyd que los
genes CYC8 y TUPT de X. dendrorhous identificados, son funcionales y estarian involucrados
en la regulacién de diferentes procesos biolégicos. Mediante su participacién en el mecanismo
de represién catabdlica, los genes CYC8 y TUPT contribuyen en la regulacién de la

carotenogénesis en X. dendrorhious.
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ABSTRACT

Xanthophyllomyces dendrorhous is an astaxanthin producer yeast, a carotenoid of
commercial interest because of its use in aguaculture and pharmaceutical industry. Currently,
the carotenogenic pathway and the expression profile of the genes involved are known. Even
though the regulatory mechanisms of this process are still unknown, several studies have shown
that glucose represses carotenogenesis in X. dendrorhous. Also, in our laboratory the regulator
Mig1 was genetic and functionally characterized, proving that it recognize specific sequences in
the promoter region of some carotenogenic genes. In other yeasts, Mig1 requires the
corepressor complex Cyc8-Tupl to repress the target genes, this mechanism is highly
conserved in eukaryotes and is known as catabolite repression. The general aim of this work
was to study the carotenogenesis regulatory mechanism by catabolite repression in X,
dendrorhous, focusing on the role of the corepressor complex Cyc8-Tup1.

First, the X. dendrorhous CYC8 and TUP1 genes were characterized and their ORFs
sequences were identified. By bioinformatic analysis, it was determined that these genes encode
the components of CycB-Tup1 complex previously described in other organisms like S.
cerevisiae. To evaluate the CYC8 and TUPT genes functionality, mutant strains deriving from
the wild-type strain UCD 67-385 of X. dendrorhous of the corresponding genes were
constructed. The effect of these mutations on growth, extracellular invertase activity repression,
carotenoid production and the expression of different genes involved in carotenogenesis
(HMGR, idi, FPS, crE, crtYB, crtl, criS y crtA) at their transcripts level, was evaluated. Both
mutant strains had a slower growth rate than the wild-type and carotenoid production was 90%
(in the cyc8 mutant) and 40% (in the tup?” mutant) higher compared to wild-type when culture
with glucose as sole carbon source. Accordingly, it was observed that the repressive effect of
glucose on carotenocid synthesis was practically lost in the cyc8 and fupT mutants. Furthermore,
the effect of glucose on the transcript levels of the studied genes was different in the mutants

strains compared to wild-type, particularly in those genes involved in the synthesis of

caroienoids precursors such as HMGR, idi and FPS.

| Xiv



In parallel, heterologous complementation assays were performed by expressing the X
dendrorhous CYC8 and TUP1 genes in S. cerevisiae mutants strains of the corresponding
genes. It was observed that both X. dendrorhous genes partially complement the corresponding
mutations, using as a criterion the growth rate and the extracellular invertase activity glucose
mediated repression,

Moreover, the transcriptomes of the wildtype (UCD 67-385), tup? and cyc8 X.
dendrorhous strains, obtained from cultures using glucose, maltose or succinate as the sole
carbon source, were analyzed. By this way (based on RPKM value), 166 and 93 ORFs were
mainly represented in the cyc8 and tup? strains transcriptomes, respectively, compared to the
wild-type when cultured with glucose. The identified genes are principally involved in
transmembrane ftransport, carbohydrate metabolism, regulation of transcription and lipid
metabolism. Accordingly, by bicinformatic analysis it was possible to identify potential genes
encoding the Rox1, Skn7, Yap6, Crt1, Opi1 and Rgt1 regulators, which Itke Mig1, would recruit
the CycB-Tup1 complex to the promoter region of the different groups of target genes.

Finally, in this work we were able to conclude that the identified CYC8 and TUPT X.
dendrorhous genes are functional and involved in the regulation of different biological processes.

These genes participate in the catabolite repression mechanism and in this way, they contribute

to the X. dendrorhious carotenogenesis regulation.




1. INTRODUCCION

1.1 Xanthophyilomyces dendrorhous: aspectos generales.

X. dendrorhous es una levadura carotenogénica basidiomicete aislada otiginalmente en la
década del 60 de exudados de érboles en regiones frias de Japdn y Alaska (Phaff y col., 1972;
Libkind y col., 2007). Mas recientemente fue encontrada en la Patagonia argentina en cuerpos
fructiferos de Cytlaria hariotii asociados a drboles del género Nothofagus (Libkind y cal., 2007;
Libkind y col., 2008). También se ha encontrado asociada a hojas de eucatiptus en el sur de
Chile (Weber y col., 2008) y en muestras de suelo de la regién antartica Chilena (Contreras y
col., 2015). X. dendrorhous ha sido estudiada durante décadas, principalmente por su
capacidad de producir carotenoides (Frengova y Beshkova, 2009; Schmidt y col,, 2011). A lo
anterior se suma un reciente interés por el potencial de esta levadura como una “fabrica celular’
para la produccion de otros isoprenoides dado el elevado flujo metabdlico hacia su ruta nativa
de produccién de terpenos (Melillo y col., 2013; Hara y col., 2014).

Los carotencides son compuestos organicos derivados del isopreno {terpenos) que estén
formados por cadenas de dobles enlaces conjugados y en ocasiones contienen uno o dos
anillos terminales. Estos compuestos son producidos naturalmente por plantas, algas, algunas
bacterias y hongos, cumpliendo diversas funciones tales como pigmentos fotosintéticos
accesorios, antioxidantes (proteccién contra fotooxidacion y radicales libres), precursores de
otros metabolitos esenciales como la vitamina A o participar en la atraccién visual de animales
polinizadores (Frengova y Beshkova, 2009).

Debido a las condiciones del habitat naturat de X. dendrorhous (exudados de arboles) rico
en especies reactivas de oxigeno (ROS) y sustancias antifingicas, se postula que los
carotenoides cumplirian un rol protector en la levadura compensando la baja actividad o
ausencia de algunas enzimas antioxidantes (Schroeder y Johnson, 1993). El principal
carotenoide producido por X. dendrorhous es la astaxantina, que pertenece al grupo de las

xantofilas (carotenoides oxigenados), cuyos grupos funcionales 3-hidroxilo y 4-ceto en los
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anillos B-ionona terminales le confieren atributos particulares como una mayor polaridad y
actividad antioxidante que la de otros carotenoides como el B-caroteno, luteina, zeaxantina y
cantaxantina (Schroeder y Johnson, 1993; Schroeder y Johnson, 1995; Schmidt y col., 2011).
Debido a la elevada actividad antioxidante de [a astaxantina, se le atribuyen variadas
propiedades beneficiosas para el ser humano y entre ellas destacan sus propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, inmunoestimulantes, fotoprotectoras, neuroprotectoras y
anticancerigenas (Frengova y Beshkova, 2009; Schmidt y col., 2011). Por otra parte, este
pigmento se utiliza en acuicultura como suplemento alimenticio que otorga el color rojo-
anaranjado caracteristico a la carne de peces salmoénidos y ademés, constituye un nutriente
necesatio para el crecimiento y reproduccién de las especies en cautiverio (Higuera-Ciapara y
col., 2006).

En la actualidad, la mayoria de la oferta comercial de astaxantina corresponde a
astaxantina sintética (Schmidt y col., 2011); sin embargo, su uso prevalente en las industrias
alimenticia, acuicola y farmacéutica, junto a la creciente demanda por productos naturales, el
alto costo de los pigmentos sintéticos y la pobre absorcion de éstos en la carne de peces
salmonidos (Osterlie y col., 1999; Bjerkeng, 2000), ha estimulado la bisqueda de fuentes
naturales del pigmento como sistemas alternativos de produccién y X. dendrorhous representa
un buen candidato ya que exhibe una serie de ventajas. Entre ellas, X. dendrorhous produce
astaxantina no modificada como carotenoide principal, no requiere luz para su crecimiento y
pigmentacién, puede utilizar variadas fuentes de carbono bajo condiciones tanto aerdbicas
como anaerdbicas y presenta un crecimiento relativamente répido (Frengova y Beshkova,
20089). Sin embargo, la produccién especifica de astaxantina en cepas silvestres de la levadura
es muy baja para ser una fuente comercialmente competitiva (Schmidt y col., 2011}. Por esto,
diversos trabajos han intentado mejorar su produccién, entre los que destacan: la optimizacion
de las condicicnes de cuitivo (Yamane y col., 1997; Hu y col., 2006), suplementacién de
distintos aditivos o quimicos estimulantes al medio de cultivo (Gu y col,, 1997; Wang vy col,,

2006; Kim y col., 2007), métodos cldsicos de mutagénesis quimica y fisica (Ukibe y col., 2008;



Rodriguez-Saiz y col., 2010) e ingenieria metabdlica (Verdoes y col., 2003). A pesar que aun no
se han obtenido resultados satisfactorios, dichos estudios han contribuido al conocimiento de la
biologia de la levadura y del proceso de biosintesis de carotenoides y es asi como actualmente
se conoce la mayor parte de [a ruta de carotenogénesis incluyendo las enzimas involucradas y
los genes que las codifican (Loto y col., 2012).

1.2 Biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous.

Al igual que en ofros eucariontes no fotosintéticos, la sintesis de carotencides en X,
dendrorhous deriva de la ruta del mevalonato la que a partir de acetil-CoA, genera isopentenil
pirofosfato (IPP, Cs) que es el precursor general de todos los isoprenoides (Sandmann, 2001:
Schmidt y col., 2011) (Figura 1). En la sintesis de carotenoides (Figura 1), el IPP es isomerizado
a dimetitalil pirofosfato (DMAPP) por accién de la enzima IPP isomerasa codificada por el gen
idi (Kajiwara y col., 1997). En los pasos siguientes se genera geranilgeranil pirofosfato (GGPP,
Cz0) a partir de IPP y DMAPP por la accién de enzimas prenil transferasas como famesil
pirofosfato (FPP, C,s) sintasa y geranilgeranil pirofosfato (GGPP) sintasa codificadas por los
genes FPS y criE, respectivamente (Alcaino y col.,, 2014), Posteriormente, por accién de la
enzima fitoeno-B-caroteno sintasa (PBS; codificada por el gen crtYB) se condensan dos
moléculas de GGPP dando origen a fitoeno (Cy), el primer carotencide de la via (Verdoes y
col., 1999a). Luego, el fitoeno sufre cuatro desaturaciones catalizadas por la enzima fitoeno
desaturasa (PDS; producto del gen crtl) formando licopeno (Verdoes y col., 1999b; Schmidt y
col,, 2011). Este dltimo es convertido en B-caroteno por la actividad licopeno ciclasa de la
enzima PBS. Finalmente, el B-caroteno es oxidado mediante la incorporacion de un grupo
hidroxilo en las posiciones 3 y un grupo ceto en las posiciones 4 de ambos anillos B-ionona del
B-caroteno generando astaxantina como producto final. Este tiltimo paso es llevado a cabo por
la enzima astaxantina sintasa (CrS; codificada por el gen crtS), una citocromo P450
monooxigenasa (Ojima y col., 2006) que requiere la accién de una enzima citocromo p450
reductasa, codificada por el gen crfA, la cual provee los electrones necesarios a la enzima

astaxantina sintasa para la oxigenacion del sustrato (Alcaino y col., 2008).




idi (isopentenilpirofosfato isomerasa)
Acetil-CoA == Mevalonato == IPP %% DMAPP
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(equinenona) crS. crtR

(hidroxiequinenona) | (astaxantina sintasa, citocromo p450 reductasa)
(fenicoxantina)

Astaxantina

Figura 1. Diagrama de la ruta de biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous. La ruta de
sintesis de astaxantina desde IPP es controlada por siete genes (subrayados) que codifican las
enzimas que catalizan cada paso (indicadas en paréntesis a la derecha de la ruta). A la izquierda
se muestran en paréntesis algunos de los intermediarios que se generan entre un metabolito y el
siguiente. Los principales pigmentos producidos son xantdfilas, de las cuales la astaxantina
representa un 83-87 % del total de carotenoides, seguida por fenicoxantina (5-7 %), equinenona
(3-4 %) y B-caroteno (2-2,5 %). Adaptado de Wozniak y col., 2011. Abreviaturas: IPP: isopentenil
pirofosfato, DMAPP: dimetilalil pirofosfato, FPP: farnesil pirofosfato, GGPP: geranilgeranil
pirofosfato.




1.3 Regulacién de la carotenogénesis en X. dendrorhous: represién por glucosa

A pesar que tanto las enzimas que participan en la sintesis de carotenoides como los
genes que las codifican en X. dendrorfious se han descrito y caracterizado, el conocimiento
respecto a la regulacion de esta via es mas bien escaso. Diversos estudios han mostrado que
existe una relacion entre la fuente de carbono utilizada por la levadura y la sintesis de
carotenoides. Respecto a lo anterior, se ha demosirado que la produccién de carotenoides es
menor al cultivar la levadura en presencia de fuentes de carbono fermentables como glucosa o
iructosa y aumenta al utilizar fuentes de carbono no fermentables como succinato y etanol
(Wozniak y col.,, 2011; Marcoleta, 2011a). Se ha observado que al cuitivar la levadura con
glucosa como Unica fuente de carbono, la sintesis de carotenocides sélo se inicia cuando el
azucar se ha agotado en el medio de cultivo. Mientras que en cultivos utilizando succinato como
unica fuente de carbono, se observd que la produccion de carotenoides coincide con el
crecimiento de la levadura, aumentando sostenidamente hasta llegar a fase estacionaria. Esto
demuestra que la produccién de carotencides comienza antes y es mayor cuando se utiliza una
fuente de carbone no fermentable (Wozniak y col., 2011).

Por ofra parte, estudios de los transcritos de los genes carotenogénicos (crtl, crtYB y ertS),
muesiran que sus niveles alcanzan su méximo valor en la fase exponencial tardfa de
crecimiento, lo que coincide con la induccidn de la carotenogénesis, con el agotamiento de la
glucosa del medio y con el comienzo del consumo del etanol producido por la fermentacién del
azucar (Lodato y col., 2007; Wozniak y col., 2011}, También se ha observado que [a adicién de
glucosa al medio de cultive disminuye los niveles de los transcritos de los genes criYB, cril y
crtS, lo que se correlaciona con una inhibicidn completa de la sintesis de pigmentos (Marcoleta,
2011a). De acuerdo a estos antecedentes, es claro que la glucosa causa represion de la
carotenogénesis en X. dendrorhous.

La glucosa es la fuente de carbono preferida por la mayoria de los microorganismos
incluyendo las levaduras; generalmente, cuando este azicar esta presente en el medio de

cultivo se reprime la expresion de genes involucrados en el metabolismo de fuentes de carbono



alternativas a la glucosa y en el metabolismo secundario (Gancedo v cal., 1998}. Este fendmeno
se conoce como “represion catabdlica” o “represion por glucosa” (Schilller, 2003) y podria ser
responsable de la represion de los genes carotenogénicos en X. dendrorfious durante el
metabolismo fermentativo, Cabe destacar que no existen precedentes que muestren gue la
fuente de carbono regule la carotenogénesis en otros organismos, por lo que resulta muy
interesante estudiar este aspecto en X. dendrorhous.

1.4 Represion catabdlica y sus principales componentes.

En los microorganismos de vida libre, la disponibilidad de nutrientes se encuentra en
constante cambio y es el principal factor de regulacidn de su crecimiento y desarrollo. Para las
levaduras, como para muchos otros microorganismos, la glucosa es la fuente de carbono y
energia preferida. Por ello, no es extrafio que la glucosa ademés de su funcién como nutriente,
cumpla un rol regulatorio muy importante en el metabolismo de los microorganismos. Es asf que
una alta concentracion de glucosa en el medio indica condiciones éptimas de crecimiento a la
maquinaria celular y causa la induccién de variadas vias de transduccién de sefales vy la
activacion o inactivacién de diversas proteinas. El papel regulador de la glucosa es mas
prominente a nivel de la transcripcion y el mecanismo mas general de represion catabdlica
involucra una disminucion paralela de los niveles de franscritos de los genes blanco vy
consecuentemente, de las proteinas que codifican (Gancedo y col., 1998; Rolland y col., 2002).
Generalmente, los genes que estdn bajo la regulacién por represidén por glucosa codifican
enzimas que estan involucradas en gluconeogénesis, ciclo de Krebs, ciclo del glioxilato,
respiracion, desarrollo mitocondrial, utilizacién de fuentes de carbono alternativas a la glucosa y
de transportadores de glucosa de alta afinidad (Meijer y col., 1998; Rolland y col., 2002). Por
otra parte, genes que codifican una variedad de activadores transcripcionales, tambign son
reprimidos por glucosa. Finalmente, destaca un gran grupo de genes de proteinas involucradas
principalmente en a respuesta a varios tipos de estrés, que se caractetizan por tener elementos
STRE (stress response element) en sus promotores y que también son reprimidos en presencia

de giucosa (Rolland y col., 2002).



En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la principal via de represion es a nivel
transcripcional y tiene como componente fundamental el regulador Mig1, una proteina de unién
a DNA que reconoce y se une a secuencias especificas denominadas cajas Migi en los
promotores de los genes blanco. Una vez que Mig1 se une a la region reguladora de ellos,
recluta a un complejo co-represor compuesto por las proteinas Cyc8 y Tup1. Se ha demostrado
que este complejo es el que finalmente lleva a cabo [la represion (Trumbly, 1992; Smith y
Johnson, 2000; Schilller, 2003) (Figura 2).

La funcién de Mig1 estd determinada principalmente por su localizacion subcelular. En
presencia de altos niveles de glucosa (sefial de represicn), el factor Mig1 migra al nticleo y se
une a los promotores de los genes blanco. Mientras que en ausencia de ella, se activa el
complejo quinasa Snf1 que fosforila a Mig1 perdiendo su capacidad de interactuar con el
componente Cyc8 del complejo co-represor (Wong y Struhl, 2011; Roy y col., 2014) y
posteriormente, mediante su interaccion con la exportina nuclear Msn5, es trasladado hacia el
citoplasma (Trumbly, 1992; Rolland y col., 2002; Schiiller, 2003). Por otra parte, en presencia de
glucosa, la proteina fosfatasa 1 (Glc7) antagonista de Snf1, desfosforila a Mig1 permitiendo su
transporte hacia el nticleo desde el citoplasma (Schiiller, 2003).

Genes homologos a MIG1 se han identificado en las levaduras Kiuyveromyces lactis, K.
marxianus, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans y en el hongo ascomicete
Aspergillus nidufans (Gancedo y col., 1998). Recientemente, se identificé un gen homdlogo a
MIG1 en el genoma de X dendrorhous. Adicionalmente, por andlisis bioinformatico, se
identificaron posibles cajas Mig1 en las regiones promotoras de los genes carotenogénicos criE,
cril, crtYB y criS, justamente aquellos en que también se observé un efecto represor de la

glucosa a nivel transcripcional (Marcoleta y col., 2011b).
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En concordancia, experimentos de retraso en la movilidad electroforética (EMSA) revelaron
que la proteina Migi de X. dendrorhous se une de manera especifica a regiones en los
promotores de los genes carotenogénicos que contienen las potenciales cajas Mig1. También
se evidencié que una cepa mutante mig?” de X. dendrorhous muestra una mayor produccion de
carotenoides que la cepa silvestre y pérdida de la represion por glucosa de la expresién de los
genes carotenogénicos (Bravo, 2015). Ademds, en nuestro laboratorio se identificé un gen
homodlogo a CYC8 en X. dendrorhous y se observd que mutantes cyc8 producen mas
carotenoides que cepas silvestres, principalmente en etapas tempranas de crecimiento cuando
la concentracion de glucosa en el medio de cultivo es alta (Cérdova, 2012). Estos antecedentes
sugieren que tanto el factor Mig1 como el represor Cyc8 tendrian un rol en la regulacién de la
carotenogénesis en X. dendrorhous mediante el mecanismo de represién catabdlica.

1.5 Complejo co-represor Cyc8- Tup1.

Las proteinas Cyc8 y Tup1 pertenecen a familias de proteinas conservadas evolutivamente
y se sugiere que tanto levaduras como lombrices, moscas y mamiferos, poseen represores que
se asemejan a Cyc8 y Tup1, no sdlo en secuencia sino también en funcion (Smith y Johnson,
2000). En la levadura S. cerevisiae el complejo CycB-Tupl reprime mds de 180 genes
regulados por diferentes vias y por ende, es considerado un co-represor global de la
transcripcion. Este complejo no es capaz de unirse directamente al DNA, pero es dirigido a los
diferentes promotores por represores de union a secuencias especificas de DNA. Por ejemplo,
los genes reprimidos por glucosa, inducides por dafios en el DNA o regulados por oxigeno, son
reconocidos por las proteinas de union a DNA Migl, Crt1 y Rox1, respectivamente (Smith y
Johnson, 2000; Zhang y Reese, 2005). En S. cerevisiae, la eliminacion de los genes CYC8 yio
TUP1 no es letal para las células, pero tiene efectos pleiotrépicos originando diversos fenotipos
como crecimiento lento, floculacién, baja esporulacién y pérdida de ciertos aspectos de la
represion por glucosa (Gancedo y col., 1998; Smith y Johnson, 2000).

Cyc8 y Tup1 se asocian en un complejo de alto peso molecular compuesto por una unidad

de Cyc8 y cuatro de Tupti. La protefna Tup1 en su regién amino terminal posee un dominio

o
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conservado denominado TupN que es necesario para la tetramerizacién de las protefnas Tup1y
también para la interaccion del tetrdmero con la proteina Cyc8. Por ofra parte, en su regién
carboxilo terminal contiene siete copias de un motivo WD40, las que son necesarias para la
funcién represora de la proteina (Zhang y col., 2002). Sobre la proteina Cyc8, se sabe que en
su exiremo amino terminal contiene 10 copias de un motivo de 34 aminodcidos, el repetido
tetratricopéptido (TPR), que son requeridas para la interaccion con Tupi y los distintos
reguladores de unién a DNA (Schuller, 2003; Palaiomylitou y col., 2008),

Una cantidad considerable de trabajos han propuesto diversos mecanismos de represion
no excluyentes entre si (Figura 3). El primero de ellos corresponde a un modelo de represién
mediada por Cyc8-Tupi que posiciona y estabiliza a los nucleosomas en el promotor de
distintos genes blanco; incluso se ha demostrado que Tup1 interactia directamente con las
histonas H3 y H4 en su estado desacetilado (Zhang y Reese, 2005; Chen y col.,, 2013). Un
segundo modelo de represion complementario al anterior, implica el reclutamiento de enzimas
modificadoras de histonas. El complejo Cyc8-Tup1 interactiia con las histonas desacetilasas:
Rpd3, Hos1, Hos2 y Hdal que promueven la hipoacetilacién de histonas en promotores de
genes blanco favoreciendo un mayor grado de compactacién de la cromatina lo que inhibe a la
transcripcion (Davie y col., 2002; Wong y Struhl, 2011}, Ademés de los mecanismos de
represién asociados a remodelacion de la cromatina, el complejo Cyc8-Tup1 también puede
funcionar bloqueando activadores e intetfiriendo directamente con la maquinaria de
transcripcién. Se ha determinado la existencia de interacciones entre Tupl y varias
subunidades de complejo mediador de la holoenzima de la RNA polimerasa Il y se ha
observado que mutaciones en componentes del complejo causan la desrepresion de genes

regulados por Cyc8-Tup1 {(Parnell y Stillman, 2011)}.
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Por ofra parte, un modelo mds reciente propone que Cyc8-Tup1 regularia la transcripcion
principalmente mediante el enmascaramiento de los dominios de activacién de las distintas
proteinas de union a DNA que reclutan el complejo a los promotores de los genes blanco. En
este caso, el regulador de unién a DNA seria un represor-activador y su funcién como activador
estarfa siendo contrarrestada al interactuar con el complejo Cyc8-Tup1, impidiendo el
reclutamiento de co-activadores como los complejos remodeladores de cromatina SAGA o
SWI/SNF entre otros (Wong y Struhl, 2011; Parnell y Stillman 2011).

Sobre la base del conjunto de antecedentes expuestos y considerando que el mecanismo
de represion catabdlica se encuentra ampliamente conservado en eucariontes y es uno de los
circuitos regulatorios mas importantes en levaduras, resulta apropiado pensar que este
mecanismo también puede regular el proceso de carotenogénesis. Es importante destacar que
el efecto represor que tiene la glucosa sobre la carotenogénesis en X. dendrorhous es un
fendmeno sin precedentes, ya que no se ha descrito otro caso en que la fuente de carbono
disponible tenga un papel regulatorio en la biosintesis de carotenoides. Es por esto que resulta
interesante estudiar el posible mecanismo y los distintos componentes que median este efecto
represor en X. dendrorhous. Asi, en este trabajo se propuso determinar el rol de algunos

factores involucrados en represion por glucosa en la regulacion de la carotenogénesis.



13

1.6 Hipotesis y objetivos

1.6.1 Hipdtesis de trabajo

La biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous estaria regulada por la fuente de
carbono, siendo reprimida en presencia de glucosa mediante el mecanismo de represion
catabdlica donde la participacion del complejo co-represor Cyc8-Tupi seria esencial para la

represion de la expresion de los genes carotenogénicos a nivel de su transcripcion.

1.6.2 Objetivos.

Objetivo general

Estudiar el mecanismo de regulacién de la carotenogénesis por represion catabélica en
cepas silvestres y mutantes desreguladas (sobreproductoras de carotenoides) de X
dendrorhous enfocandose en el rol del complejo co-represor Cyc8-Tup1 en dicho mecanismo.

Obijetivos especificos

I.  Aislary caracterizar los genes CYC8y TUP1 de X. dendrorhous.

Il.  Determinar el efecto de la glucosa sobre la expresién de genes involucrados en
carotenogénesis en las cepas mutantes cyc8 y tup1 (derivadas de la cepa silvestre UCD 67-
385) de X. dendrorhous.

Ill.  Estudiar el efecto de la glucosa sobre la produccién de carotenoides en las cepas
mutantes cyc8 y tup1 (derivadas de la cepa silvestre UCD 67-385) de X. dendrorhous.

IV. Identificar genes regulados por glucosa y genes de reguladores que interactian con el
complejo Cyc8-Tup1 y comparar su expresion mediante analisis bioinformatico comparativo en
transcriptomas de las cepas silvestre UCD 67-385 y las mutantes cyc8 y tup? de X
dendrorhous cultivadas en distintas fuentes de carbono.

V. Evaluar si el fendmeno de represion por glucosa se encuentra afectado en cepas

desreguladas sobreproductoras de carotenoides obtenidas por mutagénesis al azar.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas, mantencién y condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas y de levadura utilizadas y construidas en este trabajo se describen
en la Tabla 1. Los cultivos en medio semi-sélido se realizaron con agar al 1,5 %. Las cepas de
E. coli se cultivaron a 37 °C en medio completo LB (extracto de levadura 10 g/, triptona 5 gfl,
NaCl 5 g/l) (Sambrook y Russell, 2001). En el caso de cepas portadoras de pldsmidos con
resistencia a antibiético, el medio se suplementd con ampicilina (100 ug/ml). Las cepas de X.
dendrorhous se cultivaron a 22 °C en medio completo YM (extracto de levadura 3 g/l, extracto
de malta 3 g/l y peptona 5 g/l) suplementado en algunos casos con glucosa 10 g/l 0 en medio
minimo Vogel (MMy) suplementado con glucosa al 1 % 0 2 %, maltosa 2 % o glicerol 1 %
(Wozniak y col., 2011). Las cepas de levadura resistentes a antibiético se cultivaron en medio
YM suplementado con higromicina B y/o zeocina a una concentracién final de 15 pg/ml y 20
pg/ml, respectivamente. Las distintas cepas de S. cerevisiae se cultivaron a 22 o 30 °C en
medio rico YEP (extracto de levadura 10 g¢fl, bacto peptona 20 g/, glucosa 20 g/l) o medio
minimo SD [Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7 gfl y glucosa 20 g/l] suplementado con uracilo (0,02
g/l), histidina (0,02 g/l), metionina (0,02 g/l) o leucina (0,1 g/l) seglin correspondia.

Las cepas de E. coli se conservaron en glicerol estéril al 50 % en tubos Eppendorf a -80 °C
y las de levadura de acuerdo a lo descrito previamente (Baeza y col., 2008). Brevemente, la
cepa a conservar se cultivé en medio YM semi-sélido a 22 °C y luego se tomd las células
frescas con un asa y se mezclaron con 500 pl de medio YM. Se agregd 500 ul de gelatina
estéril tibia (20 %), se homogeneizd y se depositaron gotas sobre parafina sélida contenida en
la tapa de una placa de Pelri. Luego que la gelatina gelificd, se agregé silica gel con indicador
de humedad en la base de la placa y se invirti¢ la tapa de ésta dejandoe la parafina con las gotas
de gelatina en la parte superior. La placa se selld con PARAFILM y se dejé a temperatura
ambiente hasta que las gotas de gelatina se deshidrataron completamente las que luego se

depositaron en tubos de ensayo que contenian algoddn sobre silica gel que se sellaron con

PARAFILM.




Tabla 1. Cepas bacterianas y de levadura utilizadas en este trabajo.
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Cepa Caracteristicas Fuente/Referencia
E. coli
DHS5a Amp® Sambrook y Russell, 2001

X. dendrorhous

UCD 67-385

385.T2ZecR3 o
cyc§

TupiZH o tupT

atxS1

atxs2

AVHN2

AVHN2.4.8

RV4

RV4_M1

Cepa silvestre, diploide (Hyg® y Zeo®).

Mutante homocigoto (cyc8/cycd). Hyg", Zeo", que
deriva de UCD 67-385. Un alelo del gen CYC8
interrumpido por un médulo que confiere resistencia
a higromicina B y el otro por un mdédulo que confiere
resistencia a zeocina.

Mutante homocigoto (tup7/tupt). Hyg", Zeo", que
deriva de UCD 67-385. Un alelo del gen TUP?
interrumpido por un médulo que confiere resistencia
a higromicina B y el otro por un médulo que confiere
resistencia a zeocina.

Cepa mutante obtenida por mutagénesis al azar con
NTG que denva de la cepa silvestre UCD 67-385.
Hyg®, Zeo®.

Cepa mutante obtenida por mutagénesis al azar con
NTG que deriva de la cepa silvestre UCD 67-385.
Hyg®, Zeo®.

Cepa nativa silvestre (Hyg® y Zeo®).

Cepa mutante sobreproductora de astaxantina
obtenida en el laboratorio por mutagénesis al azar
quesderlva de la cepa chilena silvestre AVHN2. Hyg®,
Zeo®.

Cepa nativa silvestre (Hyg" y Zeo®).

Cepa mutante sobreproductora de astaxantina
obtenida en el laboratorio por mutagénesis al azar
que deriva de la cepa chilena silvestre RV4. Hyg®,
Zeo®

Miller, 1976; ATCC 24230

Cordova, 2012

Este trabajo

Cifuentes y col., 1997

Lodato y «col, 2004;
Lodato y col., 2007

Laboratorio de Genética,
Faculitad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Laboratorio de Genética,
Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Laboratorio de Genética,
Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

Laboratorio de Genética,
Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.



Tabla 1 {continuacion)

S. cerevisiae
S288c

YBR112C BY4741
{o Sccyc8)
Sceyc8-YEpNP-
cycs

YCR084C BY4741
(o Sctup’t)

SctupT-YEpNP-
TUP1

Cepa haploide silvestre

Cepa haploide mutante cyc8, derivada de la cepa
5288c.  Genotipo MATa  his3deltal  leu2delta0
met15delta0 ura3delta0 deltaCYC8.

Cepa Scecyc8 que expresa el gen CYC8 de X,
dendrorhous, ya que porta el vector YEpNP-CYCS.

Cepa haploide mutante tupT, derivada de la cepa
5288c. Genotipo MATa his3deltal Ileu2delfa0
met15delta0 ura3delta0 deftaTUP1

Cepa Sctupt? que expresa el gen TUPT de X
dendrorhous, ya que porta el vector YEpNP-TUP1.

i6

ATCC 204508
Winzeler, 1999
ATCC 4007161

Este trabajo

Winzeler, 1999
ATCC 4007198

Este trabajo

Amp®: sensible a ampicilina; Hyg®: sensible a higromicina B; Hyg™ resistente a higromicina B;
Zeo®: sensible a zeocina; Zeo™ resistente a zeocina. ATCC: American Type Culture Collection.




17

2.2 Determinacidn del crecimiento celular y biomasa.

El crecimiento celular se determiné midiendo la densidad dptica del cultivo a 600 nm
(DOggo) con un espectrofotémetro de doble haz Jazco V-630 y las curvas de crecimiento se
realizaron por triplicado. En el caso de X. dendrorhous, se inocularon matraces con el medio de
cultivo correspondiente a partir de un cultivo en fase exponencial tardia o fase estacionaria
{DOgoo: 8-10), dejando una DOgy, inicial de ~0,1. Luego se incubé con agitacién constante a 22
°C y se registré la densidad optica cada 6-12 h durante al menos 5 dias. En el caso de S.
cerevisiae, también se utilizé una DOgy inicial de ~0,1 y luego se incubd a 22 o 30 °C
registrando la DOgyo cada 3-12 h durante al menos 3 dias.

Los parametros de crecimiento como la tasa de crecimiento méaxima {(|) y ei tiempo
generacional (), fueron estimados en base al modelo de crecimiento microbiano de Gomperiz
(Zwietering y col., 1990), utilizando un minimo de cinco datos a lo largo de la curva en cada
caso.

Adicicnalmente, el crecimiento se analizé en cultivos en medios semi-sélido YM (22 °C, X.
dendrorhious) o SD suplementado con aminodcidos (22 o 30 °C, S, cerevisiae) tomando un
registro fotogréfico cada 1 o 2 dias de cultivo.

Para la deterrinacion de pigmento especifico, se cuaniificé la biomasa mediante la
medicion del peso seco correspondiente a una alicuota de 1 ml de cultivo en una balanza

analitica (Shimadzu). Se tomaron tres medidas independientes para luego obtener un promedio.

2.3 Determinacién de glucosa en el medio extracelular.

Para la determinacion de glucosa en el medio exiracelular, se utilizé el método DNS
descrito previamente (Miller, 1959; Fajarde y Sarmiento, 2007). Este (ltimo es un método
colorimétrico que se basa en la capacidad de la glucosa de reducir el dcido 3,5-dinitrosalisilico
{DNS) lo que bajo ciertas condiciones, produce una coloracién que se hace mas intensa a
mayor concentracion de azucar. Para esio, se mezcl6 la muestra problema con el reactivo DNS
{DNS 1 %, NaOH 1,6 % vy tartrato