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RESUMEN

X. dendrorhous es una levadura con la capacidad de sintetizar astaxantina a partir de
la metabolizacion de diversos azicares. La astaxantina es un compuesto carotenoide
que posee un gran interés comercial, debido a que es el ingrediente alimentario de
mayor costo en la industria de la salmonicultura, ademas de poseer muiltiples efectos
beneficiosos sobre la salud humana. Distintos esfuerzos e investigaciones han
procurado aumentar el rendimiento carotenogénico de esta levadura, de modo que
constituya una fuente natural de astaxantina econémicamente atractiva. Sin embargo,
dichos esfuerzos han sido dificultados por los escasos conocimientos que se tienen
tanto sobre aspectos biologicos basicos de esta levadura como sobre los mecanismos
que subyacen la regulacion de la biosintesis de carotenoides. Al respecto, estudios
previos han mostrado una asociacion entre la sintesis de pigmentos y la fuente de
carbono presente en el medio, aunque no se ha podido establecer la naturaleza

molecular de dicho fenémeno.

En este trabajo se estudié el efecto de la fuente de carbono sobre la expresion de los
genes involucrados en la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous. De esta manera
se determind que la glucosa inhibe completamente la sintesis de novo de pigmentos,
reprimiendo de forma paralela la expresion de los genes crtE, crtYB, crtl y crtS,
responsables de la sintesis de astaxantina a partir de GGPP. Dicha respuesta resulté
ser dependiente de la normal sintesis de pigmentos, dado que no fue observada en
cepas mutantes incapaces de sintetizar astaxantina. Adicionalmente, se clond y

caracterizé un homologo al represor catabélico Mig1 de S. cerevisiae, y se aportaron
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evidencias que apoyan la participacion de dicho factor en la regulacion por glucosa de
la sintesis de pigmentos en X. dendrorhous. Por otra parte, se determiné que el etanol
posee un efecto inductor de la sintesis de pigmentos, el cual se correlaciona con un
aumento en los niveles de expresion de los genes crtYB y crtS. El presente trabajo
constituye el primer reporte donde se demuestra la regulacién transcripcional de la
ruta de biosintesis de astaxantina en esta levadura, y su asociacién con la fuente de

carbono presente en el medio.
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ABSTRACT

X. dendrorhous is a yeast with the ability to synthesize astaxanthin from the
metabolization of several sugars. Astaxanthin is a carotenoid pigment with a strong
commercial interest, because it is the most expensive food ingredient in the
salmoniculture industry, and has multiple beneficial effects on human health. Several
efforts have been made to improve the carotenogenic yield of this yeast, in way to
develop an economically attractive source of natural astaxanthin. However, these
efforts have been hampered by a poor knowledge of the yeast biology and the
regulation of carotenoid biosynthesis. In this regard, previous studies had shown a
correlation between the pigment production and the carbon source in the growth
medium. Nevertheless, no molecular explanation has been established for such

phenomenon.

In this work we studied the effect of the carbon source on the expression of most of the
genes involved in the carotenoid biosynthesis in X. dendrorhous. Thus, we determined
that glucose inhibits de novo synthesis of pigments decreasing the mRNA levels of crtE,
crtYB, crtl and crtS genes, which are responsible of the astaxantin synthesis from
GGPP. Such transcriptional response was dependent on the normal pigment synthesis,
since it was completely altered in mutant strains unable to produce astaxanthin.
Additionally, we cloned and characterized a potential homolog of the Mig1 catabolic
repressor described in S. cerevisiae, and provided evidence supporting the participation
of this factor in the glucose regulation of the carotenoid biosynthesis in X, dendrorhous.
On the other hand, we showed that ethanol acts inducing the pigment biosynthesis,

which correlates with an increase of crtYB and crtS gene expression. Importantly, this is




the first study that demonstrates the transcriptional regulation of the biosynthetic

pathway of astaxanthin in the yeast, and its association with the carbon source in the

culture medium.




1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales.

Xanthophyllomyces dendrorhous (ex Phaffia rhodozyma) es una levadura
basidiomicete inicialmente aislada a partir de exudados de arboles caducifolios en
regiones montafiosas de Japon y Alaska, por Herman Jan Phaff y colaboradores a
fines de la década del 60 (Phaff y col. 1972). Esta levadura posee la particular
capacidad de producir compuestos carotenoides a partir de la fermentacion de diversos
azucares, siendo el principal el pigmento de color rojo-anaranjado denominado
astaxantina (Andrewes y Starr 1976). La astaxantina es un carotenoide natural
producido por un limitado numero de especies de microalgas, bacterias marinas y
hongos (Johnson y Schroeder 1996). Este pigmento posee un particular interés
comercial dado que es uno de los principales aditivos alimentarios utilizados en la
industria de la salmonicultura, ademas de presentar diversos efectos beneficiosos
sobre la salud humana (Palozza y Krinsky 1992; Iwamoto y col. 2000; Guerin y col.
2003; Hussein y col. 2006). Tradicionalmente la produccién de astaxantina se ha
efectuado por sintesis quimica. Sin embargo, ademéas de la desventaja de su alto
costo, tanto los consumidores como las autoridades sanitarias coinciden en evitar
aditivos quimicos en alimentos, por lo que se ha incentivado la investigacion en el
desarrollo de alternativas biolégicas para la produccion del pigmento. Los organismos
que han mostrado un mayor atractivo para la produccién industrial de astaxantina son
X. dendrorhous (Andrewes y Starr 1976; Bjerkeng 2007) y la microalga
Haematococcus pluvialis (Lorenz y Cysewski 2000; Garcia-Malea y col. 2009), los

cuales se encuentran en diferentes etapas de desarrollo comercial.




Las principales limitaciones para la produccion industrial de pigmentos a partir de
sistemas biolégicos suelen ser el bajo rendimiento de cepas silvestres y de la mayoria
de sus cepas mutantes, ademas de costosos métodos de extraccién y purificacion del
metabolito de interés (An y col. 1991; Canizares-Villanueva y col. 1998). A la fecha, se
han utilizado variadas aproximaciones para aumentar el rendimiento carotenogénico de
X. dendrorhous, incluyendo la optimizacién de metodologias de fermentacién (Vazquez
y Martin 1998; Flores-Cotera y col. 2001; Lu y col. 2008), mutagénesis y seleccién de
sobre-productores (An y col. 1989; An y col. 1991; Ukibe y col. 2008; Baeza y col.
2009), y elementos de ingenieria metabdlica-genética (Misawa y Shimada 1997;
Verdoes y col. 2003). Sin embargo, estos esfuerzos se han visto dificultados por el
escaso conocimiento que se tenia hasta hace unos afios sobre aspectos biolégicos y
geneticos del microorganismo. Investigaciones relativamente recientes han permitido
establecer, entre otras cosas, la composicién cromosémica de cepas silvestres y
mutantes (Adrio y col. 1995; Cifuentes y col. 1997), la identificacion de los genes que
participan en la biosintesis de astaxantina (Verdoes y col. 1999; Verdoes y col. 1999;
Alvarez y col. 2006; Alcaino y col. 2008; Niklitschek y col. 2008), el hallazgo de
procesamiento alternativo de los mRNAs de al menos dos de estos genes (Lodato y
col. 2003), y el desarrollo de sistemas relativamente eficientes de transformacién
genética y mutacion sitio-dirigida para esta levadura (Wery y col. 1997; Martinez y col.

1998; Niklitschek y col. 2008).

A pesar de los avances en el estudio de X. dendrorhous, aun siguen siendo
insuficientes los conocimientos que se tienen sobre los mecanismos de regulacion de
la ruta de biosintesis de astaxantina. El entendimiento de dichos mecanismos resulta

indispensable para disefiar estrategias racionales de optimizacion de la produccién de




astaxantina en dicha levadura. El presente trabajo tuvo como objetivo principal aportar
nuevos antecedentes respecto a los procesos regulatorios que controlan la biosintesis

de carotenoides en Xanthophyllomyces dendrorhous.
1.2 Carotenoides: generalidades.

Los carotenoides son un grupo de pigmentos ampliamente distribuidos en la
naturaleza y que pueden encontrarse casi en todas las formas de vida. Sin embargo,
solo algunos organismos son capaces de sintetizarlos naturalmente, entre los que se
encuentran algunas plantas, bacterias, algas, hongos filamentosos y levaduras

(Frengova y Beshkova 2009).

La gran mayoria de los carotenoides poseen una estructura de 40 atomos de carbono
derivada del isopentenil pirofosfato (IPP), con una larga cadena de dobles enlaces
conjugados que le otorgan sus propiedades como cromoforos (Figura 1a). Esta
estructura basica puede ser modificada ya sea por la formacién de ciclos en uno o
ambos extremos, el cambio en el nivel de saturacion, o bien por la adicién de grupos
funcionales oxigenados (Britton 1995). Aquellos carotenoides que poseen uno o mas

atomos de oxigeno en su estructura se denominan xantofilas.

Debido al isomerismo en torno a los dobles enlaces C=C, los carotenoides pueden
existir en distintas configuraciones. Estas constituyen distintas estructuras moleculares
que pueden ser aisladas como compuestos separados. En principio, cada doble enlace
de la cadena hidrocarbonada puede existir en dos configuraciones denominadas cis o
trans. Esto da origen a un enorme numero tedrico de isdbmeros, aunque en realidad
naturalmente se encuentran algunos pocos de ellos. Normalmente la presencia de un

doble enlace en configuracion cis origina un gran impedimento estérico entre atomos
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Figura 1. Estructura quimica de algunos carotenoides. (A) Se presenta la estructura quimica
de distintos carotenoides y del isopentenil pirofosfato (IPP), su unidad estructural basica. (B)
Principales isdmeros de la astaxantina.




de hidrégeno o grupos metilo adyacentes, por lo que en general los isémeros cis son
menos estables termodinamicamente que los isdbmeros trans. De esta manera, la
mayoria de los carotenoides encontrados en la naturaleza son de la forma all-trans, es
decir, con todos sus dobles enlaces en configuracion trans. Debido a su estructura, los
carotenoides son moléculas bastante hidrofébicas con una muy baja o nula solubilidad
en agua. Por esto, comunmente se encuentran en areas hidrofébicas de las células
como las membranas lipidicas, o bien asociadas a proteinas que permiten su acceso a
ambientes acuosos. Evidentemente, la presencia de grupos funcionales polares altera

sus propiedades de solubilidad y de interaccién con otras moléculas.

Desde el punto de vista funcional, los carotenoides son mucho mas que otro grupo de
pigmentos naturales. Son de hecho sustancias con propiedades muy especiales que
no poseen otros grupos de compuestos, y que son la base de sus diversas funciones
en todos los dominios de la vida. Entre estas ultimas podemos mencionar, por ejemplo,
su rol ancestral como componentes esenciales de organismos fotosintéticos. Sin los
carotenoides, la fotosintesis y toda la vida en la atmésfera de oxigeno seria imposible
(Britton 1995; Frengova y Beshkova 2009). Estos pigmentos ademas poseen diversas
propiedades antioxidantes, son precursores de la vitamina A, dan coloracién a gran
cantidad de organismos y estan implicados en la prevencién o proteccién contra
enfermedades humanas graves como el cancer y los trastornos coronarios, entre otras
(Rao y Rao 2007; Frengova y Beshkova 2009). Por lo anterior, estas sustancias

poseen una gran relevancia bioldgica.




1.3 Astaxantina, un carotenoide con gran interés comercial.

1.3.1 Propiedades generales.

La astaxantina es un carotenoide que pertenece al grupo de las xantéfilas, y posee
la denominacion semisistematica 3,3'-dihidroxi-B,B’-caroteno-4,4'-diona (Figura 1b). Se
encuentra estrechamente relacionada al B-caroteno, la luteina y la zeaxantina,
compartiendo con ellos muchas de las funciones metabédlicas y fisiolégicas atribuidas a
los carotenoides. Adicionalmente, su estructura molecular le otorga propiedades
quimicas Unicas. La presencia de grupos hidroxilo (OH) y ceto (C=0) en cada anillo
terminal le confieren la capacidad de ser esterificada, una gran actividad antioxidante y
una naturaleza mas polar que el resto de los carotenoides. En su forma libre es
considerablemente inestable y particularmente susceptible a la oxidacién. Debido a
esto, en la naturaleza se encuentra ya sea conjugada con proteinas (como en el
musculo del salmén o en el exoesqueleto de la langosta) o esterificada por una o dos
cadenas de acidos grasos, las cuales estabilizan la molécula (Higuera-Ciapara y col.
2006). Ademas de la existencia de isbmeros geométricos cis o trans, la astaxantina
presenta 3 isomeros configuracionales: dos enantiomeros (3R, 3'R y 3S, 3'S) y una
forma meso (3R, 3'S), producto de la existencia de dos centros quirales en los
carbonos 3 y 3’ (Higuera-Ciapara y col. 2006) (Figura 1b). De todos estos isdbmeros, el

mas abundante en la naturaleza es el 3S, 3'S.

1.3.2 Astaxantina en la industria de la acuicultura.

La astaxantina corresponde al principal carotenoide presente en la mayoria de los
crustaceos y salmoénidos, siendo el responsable de su pigmentacion roja-anaranjada

caracteristica. Dicha coloracién es percibida como un indicativo clave de calidad por




parte de los consumidores, por lo que es un atributo que es materia de preocupacién
en la produccion industrial de este tipo de alimentos marinos. En el ambiente acuatico,
la astaxantina es sintetizada principalmente por microalgas, la cual es consumida por el
zooplancton, insectos o crustaceos, y posteriormente es ingerida por los peces,
quienes la acumulan en su musculatura adquiriendo su color natural (Lorenz 1998). Sin
embargo, los peces y crustaceos criados en cautiverio no tienen acceso a fuentes
naturales de astaxantina, por lo que ésta ltima debe ser afiadida como aditivo en su
programa de alimentacion. De hecho, la astaxantina constituye uno de los ingredientes
alimentarios de mayor costo en la industria de la acuicultura, y actualmente no sélo es
usada por sus propiedades como pigmento, sino ademas como un nutriente necesario
para el adecuado crecimiento y reproduccion de estas especies de interés econémico

(Higuera-Ciapara y col. 2006).

1.3.3 Propiedades antioxidantes y beneficiosas sobre la salud

humana.

La energia requerida por las células de organismos aerébicos es generada mediante
multiples reacciones oxidativas, las cuales originan una gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Dichas especies pueden reaccionar con distintos
componentes celulares como proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA, causando lo que
se conoce como estrés oxidativo (Di Mascio y col. 1991). Dicho estrés ha sido
relacionado con una serie de enfermedades tales como retinopatias, carcinogénesis,
arteriosclorosis, Alzheimer y enfermedades cardiovasculares (Hussein y col. 2006).
Con el objetivo de controlar el dafio oxidativo, las células generan sus propios
antioxidantes, que pueden ser enzimas como la superéxido dismutasa o la catalasa, o

bien otros compuestos de naturaleza no proteica. Un antioxidante es una molécula que




posee la habilidad de remover ROS de un sistema, ya sea reaccionando con ellos
dando origen a compuestos inocuos, o bien interfiriendo en las reacciones de oxidacién
(Britton 1995). Recientemente se ha demostrado que la astaxantina posee una
actividad antioxidante hasta 10 veces mayor que otros carotenoides como la
zeaxantina, luteina, cantaxantina y B-caroteno; y 100 veces mayor que la del a-
tocoferol (Higuera-Ciapara y col. 2006). Diversos estudios han relacionado la gran
actividad antioxidante de la astaxantina con variados efectos beneficiosos sobre la
salud humana. Estos incluyen un efecto anticancerigeno, propiedades antiinflamatorias
e inmunoestimulantes, efectos beneficiosos sobre la salud cardiovascular y
propiedades neuroprotectoras, entre otros (Higuera-Ciapara y col. 2006; Hussein y col.
2006; Pashkow y col. 2008). Lo anterior ha provocado un incremento explosivo de la

demanda de astaxantina por parte de la industria nutracéutica.

1.4 Xanthophyllomyces dendrorhous, una levadura carotenogénica.

1.4.1 Aspectos biolégicos generales.

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura perteneciente al grupo de los
basidiomicetes que fue aislada originalmente desde regiones bastante acotadas del
hemisferio norte (Johnson 2003). Sin embargo, recientemente se han obtenido aislados
procedentes de distintos puntos de la Patagonia argentina (Libkind y col. 2007) y del
sur de Chile (Weber y col. 2008). Esta levadura ha sido objeto de un gran interés
biotecnolégico debido a su capacidad de sintetizar astaxantina, lo que ha motivado el
desarrollo de diversas investigaciones sobre su biologia y su desarrollo como un

microorganismo industrial para la produccién del pigmento.




Debido a que el habitat natural de X. dendrorhous suele ser exudados de arboles
caducifolios ricos en sustancias antifiingicas y especies reactivas de oxigeno, se cree
que la principal funcién de los pigmentos producidos por esta levadura es otorgarle
proteccion contra dichos agentes. Esta hipétesis es avalada por evidencia experimental
que muestra que cepas mutantes incapaces de sintetizar astaxantina presentan un
crecimiento menor que las silvestres en medios que contienen ROS (Schroeder y
Johnson 1995). Otras evidencias sugieren que los pigmentos podrian compensar la
inusualmente baja actividad catalasa medida en X. dendrorhous, ademas de la
carencia de algunas clases de superéxido dismutasas presentes en la mayoria de las

levaduras (Schroeder y Johnson 1993; Johnson 2003).

El desarrollo de X. dendrorhous como fuente natural de astaxantina se ha visto
dificultado por el bajo rendimiento carotenogénico de las cepas silvestres. Diversas
aproximaciones se han utilizado para mejorar la produccién. Una de ellas ha sido la
obtencion de cepas sobreproductoras por tratamiento con mutidgenos quimicos o
fisicos (An y col. 1989; Lewis y col. 1990; An 1997; Retamales y col. 1998). Sin
embargo, la mutacién al azar ha generado efectos no deseados como inestabilidad
geneética, falta de reproducibilidad en fermentaciones industriales, y una menor
produccion de biomasa de las cepas sobreproductoras en comparacién con las cepas
silvestres (Johnson y Schroeder 1995). Otra aproximacién ha sido la optimizacién de
las condiciones de cultivo, donde se ha determinado el efecto sobre la produccién de
pigmentos del pH del cultivo (Johnson y Lewis 1979; Hu y col. 2006), la fuente de
carbono y nitrégeno (Johnson y Lewis 1979; Yamane y col. 1997; Flores-Cotera y col.
2001; Hu y col. 2005 ), aireacion y transferencia de oxigeno (Johnson y Lewis 1979;

Yamane y col. 1997; Liu y Wu 2006), ademas del efecto de la luz (Johnson y Lewis
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1979; An y Johnson 1990). Si bien estos estudios han sido una gran contribucién al
entendimiento de la biologia de la levadura, no han resultado completamente

satisfactorios desde el punto de vista productivo.

La identificacion y caracterizacion de los genes que codifican para las enzimas que
participan en la biosintesis de astaxantina, junto con el desarrollo de métodos de
mutacion sitio-dirigida (Niklitschek y col. 2008), han permitido el desarrollo de nuevas
aproximaciones para la mejora del rendimiento carotenogénico de X. dendrorhous
basadas en elementos de ingenieria genética y metabdlica (Misawa y Shimada 1997;
Verdoes y col. 2003). Sin embargo, la falta de estrategias eficientes de expresion
génica ademas del escaso conocimiento sobre los mecanismos regulatorios que
controlan la sintesis de pigmentos, han limitado enormemente el éxito de dichas
aproximaciones. Por lo anterior, resulta de gran importancia dirigir los esfuerzos a
entender los mecanismos regulatorios que subyacen la biosintesis de pigmentos en

esta levadura.

1.4.2 Metabolismo del carbono y biosintesis de pigmentos.

X. dendrorhous es capaz de crecer en diversas fuentes de carbono, entre las cuales
se encuentran glucosa, sacarosa, maltosa, xilosa, almidén, succinato, glicerol y etanol
(Vazquez y col. 1997; Neubohn y col. 2000; Johnson 2003; Marin y col. 2006). De
hecho, X. dendorhous es la Unica especie de levaduras carotenogénicas capaz de
fermentar azicares eficientemente. Todo el resto de levaduras carotenogénicas
conocidas poseen un metabolismo estrictamente aerébico. Diversos estudios han
mostrado que existe una relacion directa entre la fuente de carbono utilizada por la

levadura y la biosintesis de carotenoides. Este efecto se observa tanto en la cantidad
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de pigmentos totales como en su composicién, es decir, la cantidad relativa de
astaxantina y los distintos intermediarios que se producen en la ruta de
carotenogénesis (Vazquez y col. 1997; Flores-Cotera y col. 2001; Johnson 2003:

Wozniak y col. 2011).

Dependiendo de la fuente de carbono disponible en el medio, X. dendrorhous al igual
que ofras levaduras aerobias, es capaz de llevar a cabo basicamente dos tipos de
metabolismos. Una de las alternativas consiste en la oxidacién de aziicares como
glucosa u otras, que son finalmente convertidas en esta Ultima a través de la via
glicolitica. Como producto de la glicdlisis se obtiene principalmente piruvato, el que
luego de una reaccion de decarboxilacién y reduccién mediada por NADH, es
convertido en etanol (Jones y col. 1992; Gancedo 1998). La produccién de etanol
permite la sintesis de ATP por medio de fosforilacién a nivel de sustrato (de manera
independiente de oxigeno) y la regeneraciéon del NAD" convertido en NADH durante la
glicolisis. A este conjunto de procesos que comprenden la oxidacién glicolitica seguida
por fermentacion alcohdlica se les denomina de manera genérica metabolismo

fermentativo (Figura 2).

Por otra parte, fuentes de carbono no fermentables tales como succinato y etanol no
son sustrato de la via glicolitica y son incorporadas al metabolismo a nivel del ciclo de
Krebs. A pesar que luego de muiltiples reacciones el producto final obtenido a partir de
este tipo de fuentes de carbono también es piruvato; por mecanismos regulatorios atn
en parte desconocidos, este ultimo es destinado mayoritariamente a la formaciéon de
acetil CoA y no a la produccién de etanol. La acetil CoA producida es luego distribuida

entre el ciclo de Krebs (que permite la generacion del poder reductor requerido para la
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Figura 2. Metabolismo del carbono y biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous.
Representacion esquematica de la asimilacion de distintas fuentes de carbono (fermentables y
no fermentables) en la levadura.
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sintesis de ATP por fosforilacion oxidativa), y las enzimas que sintetizan los
precursores necesarios para la carotenogénesis. La asimilacién del carbono mediada
por los procesos anteriormente descritos recibe el nombre de metabolismo aerobio o
no fermentativo (Figura 2) (Jones y col. 1992; Gancedo 1998). Cabe destacar que lo
anteriormente descrito corresponde a conocimientos obtenidos de estudios en otras
levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, y son extrapolados a X.

dendrorhous en base a observaciones experimentales.

Un caso particular ocurre cuando X. dendrorhous es crecida en glucosa como Unica
fuente de carbono. En estas condiciones, la levadura comienza a consumir el azicar
por medio de los procesos del metabolismo fermentativo, que culminan con la
produccion de etanol y su paulatina acumulacion en el medio. Una vez que la glucosa
se ha agotado, ocurre un cambio metabdlico y comienza el consumo del etanol
anteriormente producido, dando paso al metabolismo no fermentativo (Lodato y col.
2004). Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que el agotamiento de la
glucosa y el comienzo del consumo de etanol coinciden con un aumento abrupto en la
sintesis de carotenoides (Lodato y col. 2007). Este momento del crecimiento de X.
dendrorhous en glucosa recibe el nombre de fase de induccién de la carotenogénesis,
la que coincide con la entrada del cultivo en fase estacionaria. Bastante distinta es la
situacion observada cuando se utiliza succinato como unica fuente de carbono. Bajo
dichas condiciones, la biosintesis de pigmentos es constante a lo largo del tiempo y
comienza en etapas tempranas del cultivo, no observandose la fase de induccién
(Wozniak y col. 2011). Las evidencias anteriormente mencionadas sugieren la
existencia de mecanismos regulatorios de la biosintesis de carotenoides, de alguna

manera relacionados con la transicién entre el metabolismo fermentativo y el aerobio.
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1.4.3 Biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous.

La biosintesis de carotenoides requiere, como sustrato principal, isopentenil
pirofosfato (IPP), el cual en hongos es sintetizado a partir de acetil-CoA en una serie de
pasos denominados via del mevalonato (Sandmann 2001). En una etapa intermedia,
previa a la ruta de carotenogénesis, el IPP es susceptible de ser convertido en su
isomero activo dimetilalil pirofosfato (DMAPP), por la enzima Isopentenil pirofosfato
isomerasa, producto del gen idi descrito en X. dendrorhous (Kajiwara y col. 1997)
(Figura 3). Luego, se lleva a cabo la condensacién de una molécula de IPP con otra de
DMAPP originando geranil pirofosfato, el que luego de la sucesiva adicion de dos
moléculas de IPP forma geranilgeranil pirofosfato (GGPP). La produccién de GGPP a
partir de IPP y DMAPP es catalizada por la geranilgeranil pirofosfato sintasa, producto
del gen crtE de X. dendrorhous (Niklitschek y col. 2008), aunque recientemente en
nuestro laboratorio fue descrito un gen FPS que codifica para una posible farnesil

pirofosfato sintasa que podria estar involucrada en este paso (Romero 2010).

En X. dendrorhous, la biosintesis de carotenoides propiamente tal comienza con la
condensacion de dos moléculas de GGPP para dar origen a una molécula de cis-
fitoeno; en una reacciéon catalizada por la actividad fitoeno sintasa de la enzima
bifuncional Fitoeno/B-caroteno sintasa, producto del gen crtYB (Verdoes y col. 1999)
(Figura 3). El siguiente paso involucra 4 reacciones de desaturacién (formacién de
dobles enlaces C-C) catalizadas por la enzima fitoeno desaturasa (producto del gen
crtl), las que conducen a la formacion de licopeno (Verdoes y col. 1999). EI licopeno es
posteriormente convertido en B-caroteno por la actividad licopeno ciclasa del producto

del gen crtYB (Verdoes y col. 1999). Finalmente, luego de dos hidroxilaciones y dos
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[1): Isopentenil pirofosfato isomerasa (idi)

(2): Farnesil pirofosfato sintasa (FPS)

(3): Geranilgeranil pirofosfato sintasa (crtE)

4: Dominio fitoeno sintasa de la enzima PBS (crtYB)
(51 Fitoeno desaturasa (crtl)

). Dominio licopeno ciclasa de la enzima PBS (crtYB)
(7): Astaxantina sintasa (crtS)

(2): Citocromo p450 reductasa (crtR)

Figura 3. Biosintesis de astaxantina a partir de IPP en X. dendrorhous. La biosintesis de
astaxantina a partir de IPP en X. dendrorhous involucra 8 actividades enzimaticas codificadas
por 7 genes (mostrados entre paréntesis en la leyenda).
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adiciones de grupos ceto, el B-caroteno es transformado en astaxantina por la
astaxantina sintasa (producto del gen crtS) (Alvarez y col. 2006; Ojima y col. 2006), en
una reaccién donde ademas es requerida la actividad auxiliar de una enzima citocromo
p450 reductasa, codificada por el gen crtR (Alcaino y col. 2008). Resulta interesante
notar que con solo 4 genes la levadura produce sobre 15 carotenoides diferentes, cuya

composicion en la célula depende de las condiciones de crecimiento.

1.4.4 Regulacion de la ruta de biosintesis de carotenoides en X.

dendrorhous.

Los mecanismos que subyacen la regulaciéon de la biosintesis de astaxantina en X.
dendrorhous permanecen en gran medida desconocidos. Diversos estudios han
logrado identificar multiples factores que influyen sobre la cantidad y composicién de
los carotenoides producidos por la levadura, lo que ha llevado a proponer mecanismos
regulatorios relacionados con la fuente de carbono presente en el medio (Gu y col.
1997; Vazquez y col. 1997; Flores-Cotera y col. 2001; Johnson 2003), la presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Schroeder y Johnson 1995; Liu y Wu 2007) y la
inhibicion por producto (Schroeder y Johnson 1995), entre otros. Dichas evidencias

sugieren que la regulacion podria darse a distintos niveles.

El supuesto rol protector de los carotenoides contra especies reactivas de oxigeno ha
llevado a investigar si este tipo de compuestos poseen un efecto regulador sobre la
produccion de pigmentos. Al respecto, se ha determinado que el singulete de oxigeno
('02) aumenta la produccion de pigmentos (Schroeder y Johnson 1995), al igual que el
tratamiento con peréxido de hidrogeno (H20;) (Liu y Wu 2006; Liu y Wu 2007). Aunque

no esta claro a qué nivel estas especies actuarian induciendo la carotenogénesis, se
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ha propuesto que podria ser a mediante mecanismos de regulaciéon transcripcional

(Schroeder y Johnson 1995).

Otro posible mecanismo de regulacion estaria dado por el hallazgo de procesamiento
alternativo de los transcritos primarios de los genes crtYB y crtl, a partir de los cuales
se originan mensajeros con codones de término en los tres marcos de lectura, y que
por lo tanto producirian proteinas truncas (Lodato y col. 2003). En dicho estudio se
observo que la relacion mRNA maduro/mRNA alternativo de los genes crtYB y crtl no
es constante durante el crecimiento, y que se relaciona de alguna manera con el

contenido celular de carotenoides.

Por otra parte, se ha observado que los niveles de mRNAs de los genes de
carotenogénesis varian segun las distintas etapas de crecimiento y la fuente de
carbono disponible, lo que sugiere la existencia de mecanismos de regulacién
transcripcional (Lodato y col. 2004; Lodato y col. 2007). El hallazgo de posibles
elementos reguladores en los promotores de los genes crtYB, crtl y crtS apoyarian esta
hipotesis (Alvarez y col. 2006; Wozniak y col. 2011). Dentro de estos elementos se
encuentran sitios de union al regulador transcripcional Mig1, el cual media la represién
por glucosa de diversos genes en S. cerevisiae (Klein y col. 1998; Kuchin y Carlson
2003). Por otra parte, la sobreexpresion de los genes crtYB y crt/ causa la alteracién de
la cantidad y composicién de los pigmentos producidos, lo que demuestra la
importancia de la regulacién de la ruta de carotenogénesis a este nivel (Visser y col.

2003).

Diversas investigaciones han permitido concluir que la fuente de carbono utilizada

influye tanto en la cantidad total de pigmentos producidos como en la cantidad relativa
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de los distintos subproductos de la via. Dentro de las observaciones mas relevantes, se
establecié que en concentraciones de glucosa mayores a 15 g/l la pigmentacion se
reducia drasticamente, al igual que el contenido relativo de astaxantina, en
comparacion a lo registrado en otras fuentes de carbono (Johnson y Lewis 1979:
Vazquez y col. 1997; Visser y col. 2003). Por otra parte, se observé que la adicion de
etanol y de compuestos que son sustrato de la biosintesis de IPP, tales como el
mevalonato, causa un aumento significativo de la produccién de pigmentos (Calo y col.
1995; Gu y col. 1997). Finalmente, cuando X. dendrorhous es crecida en glucosa como
unica fuente de carbono, la induccion de la carotenogénesis coincide con el
agotamiento del azicar y la méaxima concentracion de etanol producido por la

fermentacion del carbohidrato.

Las evidencias anteriormente presentadas sugieren la existencia de un posible sistema
de represion catabdlica por glucosa y/o de induccion por etanol de la expresion de los
genes de la ruta de biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous. De acuerdo a dichos

antecedentes se plantea la siguiente hipé6tesis de trabajo.

1.5 Hipétesis

La glucosa y/o el etanol poseen un efecto regulador sobre la expresién de uno o méas
genes que codifican a las enzimas que participan en la biosintesis de carotenoides en

X. dendrorhous, y por lo tanto, sobre la produccion de pigmentos.
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1.6 Objetivo general

Caracterizar el rol que posee el etanol y la glucosa sobre la sintesis de carotenoides

en X. dendrorhous.

1.7 Objetivos especificos

1.- Determinar los niveles de expresién de genes implicados en la carotenogénesis en
la cepa silvestre UCD 67-385 y en cepas mutantes incapaces de sintetizar astaxantina,

durante el crecimiento en medio completo suplementado con glucosa.

2.- Evaluar y caracterizar el efecto de la glucosa sobre la expresién de los genes idi,
FPS, crtkE, crtYB, crtl y crtS, implicados en la biosintesis de carotenoides en X.

dendrorhous.

3.- Determinar el efecto del etanol sobre la expresién de los genes idi, FPS, crtE, crtYB,

crtly crtS.

4.- Estudiar el efecto de la glucosa y el etanol sobre la produccién de carotenoides en

X. dendrorhous.

5.- Analizar y caracterizar las regiones promotoras de los genes crtE, crtYB, cril y crtS,

realizando una busqueda de posibles elementos reguladores.

6.- Clonar y caracterizar un posible homélogo al represor catabélico Mig7 de S.

cerevisiae en X. dendrorhous.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Cepas y condiciones de cultivo.

Para todos los experimentos presentados en este trabajo se utilizé como cepa
silvestre de X. dendrorhous la cepa UCD 67-385. A menos que se especifique lo
contrario, las células de la levadura fueron crecidas a 22 °C con agitacién constante
(180 rpm/min), en medio liquido YM (0,3 % extracto de levadura, 0,3 % extracto de
malta, 0,5% peptona) suplementado o no con distintas concentraciones de glucosa o

etanol segln corresponda.

Las cepas incapaces de sintetizar astaxantina empleadas corresponden a los mutantes
homocigotos T-YBHH2 (crtYB/crtYB), T-I21H1H (crtffertl) y T-SHH2 (crtSicrtS )
obtenidas a partir de la cepa parental UCD 67-385, y que fueron descritas en un trabajo

previo (Niklitschek y col. 2008).
2.2 Determinacion de crecimiento celular y cantidad de biomasa.

La cuantificacion del crecimiento celular se realizé midiendo la densidad éptica a 600
nm (DOgg) en un espectrofotometro de doble rayo Shimadzu UV-150-20. Para la
determinacion de pigmento especifico se cuantificd la biomasa mediante la medicién
de peso seco, a partir de alicuotas de 10 ml de cultivo, en una balanza analitica

(Shimadzu).
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2.3 PCR, clonamiento y otros procedimientos rutinarios de biologia

molecular.

Las reacciones de PCR convencional, digestiones con enzimas de restriccion,
reacciones de ligado y transformacion de E. coli, fueron realizadas de acuerdo a los
protocolos estandar descritos en el manual de clonamiento molecular (Sambrook vy
Russell 2001). Para el clonamiento y replicacion de moléculas de DNA en E. coli se
utilizé el vector pBluescript SK+ y se seleccioné los transformantes en medio LB
suplementado con ampicilina y X-gal. La cuantificacién de DNA se realizé comparando
de las intensidades de las bandas de cada muestra con estandares de concentracion
conocida, en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio fotografiados sobre un

transiluminador de luz UV.
2.4 Extraccion de DNA genémico de X. dendrorhous.

Para extraer DNA genomico se centrifugaron 20 ml de cultivo a 4000 g durante 5
min, eliminando posteriormente el sobrenadante. Luego, las células fueron
resuspendidas en 500 ul de tampén de lisis (10 mM Tris-HCI pH=7,5; 20 mM EDTA) y
se agregaron 300 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm. Posteriormente se agité la mezcla
en vortex a maxima velocidad durante 5 min, y se incub6 en hielo durante 2 min,
repitiendo luego los pasos de agitacion en vértex y enfriamiento. Después, se
adicionaron 400 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agité la mezcla
en vortex durante 1 min y se centrifugé a 14000 g durante 5 minutos. La fase acuosa
obtenida fue traspasada a un tubo limpio y se repitié la extraccién fendlica. Luego, la
fase acuosa fue traspasada a un tubo limpio y se le agregaron 400 pl de

cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité en vortex durante 30 s y se centrifugd a
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14000 g durante 5 min. Posteriormente la fase acuosa fue traspasada a un tubo limpio,
se le agregaron 800 ul de etanol absoluto y se incub6 la mezcla a -20 °C durante 2 h,
luego de lo cual ésta fue centrifugada a 14000 g durante 10 min. Después de eliminar
el sobrenadante, el precipitado fue resuspendido en tampén TE (10 mM Tris pH=8,0;

1mM EDTA).

2.5 Extraccion de RNA de X. dendrorhous y sintesis de cDNA de hebra

simple.

Para extraer RNA a partir de las muestras obtenidas en las distintas condiciones
ensayadas se colectaron alicuotas de cultivo, se centrifugaron a 4000 g durante 5 min
y se descartaron los sobrenadantes. Los sedimentos celulares fueron congelados en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacién. La extraccion de RNA
total a partir de los sedimentos se realizé por medio de ruptura mecanica de las
células, agregando entre 2 y 4 ml de Tri-Reagent (Ambion) y agitando en vértex con
perlas de vidrio de 0,5 mm (BioSpec) durante 10 min. Posteriormente se incubd el
lisado durante 10 min a temperatura ambiente, se agregaron 150 pl de cloroformo por
ml de Tri-Reagent usado y se centrifugé la mezcla durante 5 min a 4000 rpm. Luego,
se recuperaron las fases acuosas y se transfirieron a tubos limpios libres de RNAsa.
Luego de 2 pasos sucesivos de extraccion con fenol &cido:cloroformo (1:1) y
centrifugacion a 4 °C durante 5 min, el RNA fue precipitado agregando 2 volumenes de
isopropanol e incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Una vez precipitado,
el RNA fue lavado con etanol 75 %, resuspendido en agua libre de RNAsa y
cuantificado por medio de la determinacién de la absorbancia a 260 nm en un

espectrofotometro de doble rayo Shimadzu UV-150-20.
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La sintesis de cDNA se realiz6 usando 5 pg de RNA total, 1,25 uM de primer oligo-
dT™, 0,5 uM de dNTPs y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) en un
volumen final de 20 pl, de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante de la

enzima.
2.6 RT-PCR cuantitativo.

La determinacion de los niveles de expresion relativa mediante RT-PCR cuantitativo
fue realizada en un termociclador de tiempo real Mx3000P (Stratagene), usando 1 pl de
reaccion de transcripcion reversa, 0,25 pM de cada primer y 10 ul de kit SensiMix
SYBR Green | (Quantace) en un volumen final de 20 pl. Los partidores utilizados para
la determinacién de los niveles relativos de expresién se encuentran detallados en la
Tabla I. Todas las parejas de partidores utilizados para la amplificacién de cada gen
poseen una eficiencia mayor al 95 %, determinadas en curvas estandar con un

coeficiente de correlacion R?= 0,996.

Los valores de Ct obtenidos en cada condicién fueron normalizados por el respectivo
valor del gen B-actina de X. dendrorhous (act), y posteriormente expresados en funcién
de la condicién control, usando el algoritmo del AACt (Livak y Schmittgen 2001), o bien

simplemente en veces con respecto al gen normalizador.
2.7 Ensayos de Northern blot.

Para la determinacion de la expresion relativa mediante ensayos de northern blot, 10
Hg de RNA total de cada muestra fueron mezclados con 2 pl de MOPS 10X (0,2 M

MOPS pH=7, 20 mM acetato de sodio, 10 mM EDTA pH=8), 10 pl de formamida, 4 1]




Tabla I. Partidores usados en este trabajo.
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Partidor Gen Direccién Secuencia (5’ a 3’) Ubicacién
mactF-RT — D CCGCCCTCGTGATTGATAAC Uniénexén 2y 3
mactR-RT R TCACCAACGTAGGAGTCCTT Unidnexén4y 5
mcrtEF-RT cHE D TGTTGGCATGCTACATACCG Union exén 6y 2
mcrtER-RT R GTTGGGCGAAGCTTGAAGAT Exoén 4
mmcrtYBF2-RT crtYB(m) D TCGCATATTACCAGATCCATCTGA Union ex6n 1y 2
mmcrtYBR2-RT R GGATATGTCCATGCGCCATT Exén 2
amcrtYBF-RT D GTGTGCATATGTGTTGCAACCA Unién ex6n1 e intrén 2
amcrtYBR-RT crYa(a) R AGAAGGTGCCTAGTTGCCAAGA Exo6n 3
mmcrtlF-RT crti(m) D CATCGTGGGATGTGGTATCG Unién exén 1y 2
mmcrtiR-RT R GGCCCCTGATCGAATCGATAA Unidn exén 3,4y 5
amcrtiF-RT D CGTGGTTTAATCCGTATCAGC Unién exén 1 e intrén1
amcrtiR2-RT crika) R TCTCGAACACCGTGACCT Exén 2

midif-RT idi D TCCGAACCGAAGGACTCAGTTT  Exén 1

midir-RT R GGACATCAAGTGGCAGGTCT Unién exén 2y 3
mfpsf2-RT EPS D TGGTACAAAGTTGAGGGAGTGTC Union exén 3y 4
mfpsr2-RT R AGCGGTCAACAGATCGATGAG Exén 5

grg2real FW1 D CATCAAGACCTCTGTCACCAAC Unién exén 1y 2
grg2real RV1 R TTGGCGTCAGACGAGGACT Exo6n 3

grgFW1 9rg2 D GGATCCTCTAGACTGTGAGC Region promotora
grgRV1 R GGATCCTATTTGCTTCTCTAG 3'UTR

pdcreal FW1 D TCAACACTGAGCTGCCCACT Unidn exén 5y 6
pdcreal RV1 PDC R ATTCCGAATCGGGAAGCACA Exon 6

pdcatg D ATGCCTGCCGCCTACCCTGA Coddn de inicio
pdcstop R TTAACTAGAGTTGGCGTTCGAG Codén de término
mcrtSF-RT D ATGGCTCTTGCAGGGTTTGA Uniénexén 6y 7
mcrtSR-RT R TGCTCCATAAGCTCGATCCCAA Uniénexén 8y 9
pcrtS1FW D CATCCATCAGAGGTGCAGCC

pcrtS1RV R CATTCAACCGGTCGAATAGG

pcrtS2FwW D GAAGATGATGCGGCGGCAAC

pcrtS2RV crtS R GATGCATCACCTGCTGCTC

pcrtS3FW D CCAAGCCGAACAATCCTGG Regibi profmoton
pcrtS3RV R GTGGTCCGTAGTATCATCA

pcrtS4FW D CTCTACATTGAATGTTTACCG

pcrtS4RV R TCGTTCGGCCTCGGCGTTC

pcrtS5FW D CGAAAATCAGGGCACCGATC

pcrtS5 RV R ATGGAGAAAGTAGGTGGCAAG

D: Directo, R: Reverso; (m): transcrito maduro, (a): transcrito alternativo; 3' UTR: Regién no
traducida rio abajo del gen. Contintia en la siguiente pagina.




Tabla | (continuacién)
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Partidor Gen Direccién Secuencia (5’ a 3’) Ubicacién
Mig1crtSemsaib D CTGGACGAGGTGGGGCCTCAAC

Mig1crtSemsa2b R TGGTTGAGGCCCCACCTCGTCC .
MigicrtSemsatc O D  GTTCTGGGCTGGGGAACACCC Regin ook
Mig1crtSemsa2c R TAGGGTGTTCCCCAGCCCAGA

Mig1cDNAFW4 Mig1 D CTTTCTTCCCTCGACATTCAC 5 UTR
Mig1cDNARV7 R TAAATCCTATCAATATGCTGTCA 3'UTR

D: Directo, R: Reverso; (m): transcrito maduro, (a): transcrito alternativo; 3'/5° UTR: Regién no
traducida rio abajo/arriba del gen.
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de formaldehido 6,6%, 1 pl de bromuro de etidio (200 pg/ml), y H,O libre de RNasa
hasta un volumen final de 19 pl. Posteriormente las mezclas fueron incubadas a 55 °C
durante 10 min y en hielo durante 10 min. Finalmente, se agregaron 2 HL de tampoén
formaldehido 10X (50 % glicerol, 10 mM EDTA pH=8, 0,25 % p/v azul de bromofenol,
0,25 % p/v xylene cyanol). Luego, las mezclas fueron cargadas en un gel denaturante
de agarosa-formaldehido (1,5 % agarosa, 1X MOPS, 6,7 % formaldehido, H,O libre de
RNasa), el cual fue situado en una camara de electroforesis con tamp6n MOPS 1X
ajustada para entregar una diferencia de potencial de 5V/cm, mantenida hasta que el

azul de bromofenol alcanzé el extremo del gel .

Una vez terminada la electroforesis, el gel fue fotografiado sobre un transiluminador de
luz ultravioleta de modo de visualizar las bandas correspondientes a los RNAs
ribosomales (utilizados como control de carga). Luego, el gel fue lavado con H,O libre
de RNasa y se mantuvo sumergido en NaOH 0,05 M durante 20 min. Posteriormente,
se eliminé la solucion de NaOH, se lavé con H,O libre de RNasa y se incub6 en
tampon 20X SSC (3 M NaCl, 0,3 M citrato de sodio) durante 40 minutos. Luego, el RNA
fue transferido por capilaridad desde el gel a una membrana de nitrocelulosa colocada
justo encima de este Ultimo, cubriendo la membrana con 2 piezas de papel whatman y
sobre éstas una cantidad adecuada de toalla absorbente de papel, de acuerdo al
protocolo descrito por Sambrook (Sambrook y Russell 2001). El tampén utilizado para
la transferencia fue SSC 10X. Luego de aproximadamente 6 horas de transferencia, la
membrana fue lavada con tampén SSC 6X durante 5 min, secada sobre papel
whatman y fijada con calor por 30 min a 80 °C y luego por irradiacién con luz UV (254

nm) durante 1 min.
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Para la hibridacién, las membranas fueron incubadas a 68 °C durante 2 horas en
solucion de pre hibridacién (0,5 M Na,HPO, pH=7,2; 7 % SDS). Posteriormente, se
agrego la sonda marcada y se incubé durante aproximadamente 16 horas a 68 °C. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacién, la membrana fue lavada dos veces con
tampoén de lavado 1 (40 mM Na;HPOQ,, 5 % SDS), y dos veces con tampén de lavado 2
(40 mM Na;HPO,, 1 % SDS). Luego, la membrana fue secada sobre papel whatman y
colocada en un casete para peliculas de rayos X con pantalla amplificadora, donde se

dejé exponiendo a -80 °C entre 24 y 120 horas segUn fue necesario.
2.8 Preparacion de sondas para hibridacién.

Para la preparacion de las sondas se amplificaron por PCR fragmentos de
aproximadamente 1 kb de cada gen a estudiar, a partir de cDNA de la cepa UCD 67-
385. Una vez finalizada la reaccién de PCR, las mezclas fueron sometidas a
electroforesis en gel de agarosa (0,8%) preparado con tampén TAE (40 mM Tris, 40
mM acetato, 1 mM EDTA, pH=8,0), y se purificaron las bandas obtenidas en cada caso
usando el kit Wizard™ SV Gel and PCR Clean-Up (Promega). 25 ng de cada fragmento
fueron utilizados como sustrato para la reaccién de marcaje por el método de random
primers con el kit Prime a Gene (Promega), empleando 25 uCi de [a-*?P]dCTP (3000
Ci/mmol). Una vez terminado el marcaje, los nucleétidos no incorporados fueron
removidos por cromatografia de exclusion molecular utilizando microcolumnas de

Sephadex G50 (lllustra MicroSpin G-50, GE Healthcare).
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2.9 Secuenciacion de DNA.

La secuenciacion de DNA se realizé en un secuenciador automatico ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), utilizando el kit de terminadores fluorescentes

BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).
2.10 Preparacion de extractos nucleares de X. dendrorhous.

Para la preparacion de extractos nucleares, se inocularon 500 ml de medio YM-
glucosa (20 g/l) a partir de un cultivo saturado de X. dendrorhous (72 h) a una dilucién
de 1:100, incubando con agitacién a 22 °C hasta una DOsg entre 3 y 4. Luego, se
cosecharon las células por centrifugacion a 5000 g durante 5 min, se lavaron con 40 ml
de KCI 0,8 M estéril y se resuspendieron en 20 ml de solucién de degradacién de la
pared celular (0,8 M KCI; 15 mg/ml glucanex, Sigma). Luego de incubar con agitacion
suave a 22 °C durante 16 horas (se comprob6 la formacién de protoplastos observando
una alicuota del cultivo en el microscopio), se centrifugé la mezcla a 4000 g durante 5
min y se resuspendieron las células en 10 ml de tampén de lisis (50 mM Tris-HCI
pH=7,5; 10 mM MgSQ,, 1 mM EDTA pH=8, 10 mM KCH3;COO, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF) pre-enfriado a 4 °C. Manteniendolas en hielo, las células fueron lisadas
suavemente utilizando un homogenizador manual de tubo de vidrio, presionando y
jalando el émbolo alrededor de 10 veces. Posteriormente, se centrifugo el
homogenizado a 2000 g durante 10 min en frio (4 °C), se colecté el sobrenadante y se
centrifugd a 5000 g durante 20 min (4 °C). Luego, el pellet celular fue resuspendido en
5 mi de tampén de extraccion nuclear frio (20 mM HEPES pH=7,9; 20 % glicerol, 400
mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF) y se incubé en hielo

durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd la mezcla a
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8000 g durante 20 min (4 °C), y el sobrenadante fue dialisado en frio contra 50
volimenes de Tampén D+ (20 mM HEPES-KOH pH=7,9; 20 % glicerol, 0,1 M KCI, 0,2
mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT) durante 5 h con agitacion. Luego de la didlisis,
el extracto fue alicuotado, congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -80 °C hasta

su utilizacion.

La cuantificacion del extracto nuclear se realiz6 mediante el método de Bradford,
utilizando el kit Pierce 660 nm protein assay (Thermo Scientific). La integridad del
extracto fue visualizada mediante SDS-PAGE, en un gel bipartito con una zona
concentradora al 5 % (Tris-HCI pH=6,8) y una zona separadora al 12 % (Tris-HCI
pH=8,8), sometido a electroforesis en tampén Tris-Glicina, y posteriormente tefido con

azul de coomassie.
2.11 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA).

Para los ensayos de cambio en la movilidad electroforética se procedié como se
describe a continuacion. En tubos eppendorf de baja union (maximum recovery,
Axygen), se mezclaron aproximadamente 6 ng de DNA marcado, entre 0 y 20 ug de
extracto nuclear, 1 pug del competidor inespecifico poli(dl-dC) y Tampén D+ hasta
completar un volumen final de 10 pl. Las mezclas de reaccién se incubaron en hielo
durante 1 h y luego se cargaron en un gel de poliacrilamida TBE 0,5X - glicerol (45 mM
Tris-borato, 1 mM EDTA, 1% glicerol) al 4,5 % (para fragmentos de aproximadamente
200 pb) o al 5,5% (para oligonucledtidos), en una camara fria para mantener la
temperatura entre 0 y 4 °C. Una vez cargado el gel, fue sometido a electroforesis a
baja temperatura y corriente constante (10 mA), durante aproximadamente 1,5 h. Al

finalizar la electroforesis, el gel fue puesto sobre papel whatman y secado al vacio en
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un secador de geles a 60 °C durante 2 h, luego de lo cual fue situado en un casete
para peliculas de rayos X con pantalla amplificadora, donde se dejoé exponiendo a -80

°C entre 24 y 48 horas segun fue necesario.

2.12 Preparacion de fragmentos de DNA marcado para ensayos de

cambio en la movilidad electroforética.

2.12.1 Preparacién y Marcaje de fragmentos de DNA del promotor del

gen crtS.

Cada fragmento del promotor crtS fue amplificado por PCR a partir de un trozo de
DNA genémico que contiene el gen crtS, y que fue clonado previamente en
pBluescript. Para ello se utilizé una pareja de partidores especificos en cada caso,
denominados pcrtS(1-5) seglin amplifiquen los fragmentos 1 al 5 (Tabla 1). Luego, cada
reaccion fue sometida a electroforesis en gel TAE-agarosa, y la banda obtenida fue
purificada usando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up (Promega). Para la
reaccion de marcaje se usaron 300 ng de cada fragmento, los cuales fueron mezclados
con 10 pl de tampon para transferasa terminal 5X (Roche), 5 yl de CoCl, 25 mM
(Roche), 25 uCi [a-*P]dCTP (6000 Ci/mmol), 400 U transferasa terminal recombinante
(Roche) y H,0 hasta un volumen final de 50 pl. Cada mezcla de reaccién se incubé a
37 °C durante 30 min. Posteriormente se detuvo la reaccién agregando 10 pl de EDTA
0,2 M (pH=8) e incubando a 70 °C durante 10 min. Una vez terminado el marcaje, los
nucledtidos no incorporados fueron removidos por cromatografia de exclusién
molecular utilizando microcolumnas de Sephadex G50 (lllustra MicroSpin G-50, GE

Healthcare).
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2.12.2 Preparacion y marcaje de oligonucleétidos que forman los

sitios Mig1 del promotor del gen crtS.

Los oligonucleétidos que forman los sitios Mig1 del promotor del gen crtS fueron
sintetizados por la empresa Alpha DNA, y se denominaron Mig1crtSemsa(b-c) segun
correspondan al sitio Mig1 “b” o al sitio “c” (Tabla 1). 2,5 pmol de cada oligonucleétido
(directo y reverso) fueron mezclados con 2 pl de tampén de reaccion A (Fermentas), 50
uCi [y-*PJATP (6000 Ci/mmol), 10 U T4 polinucleétido kinasa (Fermentas) y H,O hasta
un volumen final de 20 pl. Luego, la reaccion fue incubada a 37 °C durante 45 min, y
fue detenida agregando 1ul de EDTA 0,5 M (pH=8) y calentando a 75 °C durante 10
min. Posteriormente, se separaron los oligonucledtidos de los nucleétidos no
incorporados por precipitacion, agregando 40 ul de H,0, 200 pl de acetato de amonio 5
My 750 pl de etanol absoluto frio, e incubando a -20 °C durante 1 h. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugé a 14000 g durante 20 min a 4 °C. El
sedimento fue lavado con 500 pl de etanol 80 % y luego fue resuspendido en 50 ul de

tampdn TE (pH=7,6).
2.13 Extraccion y Analisis de pigmentos.

Para la extraccién de pigmentos se colectaron alicuotas de cultivos celulares en las
distintas condiciones ensayadas, las cuales fueron centrifugadas a 4000 g,
descartando posteriormente el sobrenadante. El sedimento celular fue resuspendido en
2 ml de una mezcla acetona:agua (1:1) y se le agregaron 500 ul de perlas de vidrio de
0,5 mm. Luego de 10 min de agitacién en vortex la mezcla se centrifugd a 4000 g
durante 3 min. Posteriormente el sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y al

sedimento se le agregaron 2 ml de acetona, se agité en vértex por 3 min y se
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centrifugé a 4000 g durante 3 min, colectando el sobrenadante y mezclandolo con el
obtenido anteriormente. Estos pasos fueron repetidos hasta que el sobrenadante
recuperado fuese totalmente incoloro. Luego, a la coleccion de sobrenadantes se le
agregaron 0,25 volimenes de agua y 0,25 volimenes de éter de petroleo, se mezcl6 y
se centrifug6é por 3 min a 4000 g. Posteriormente se recuperd la fase superior (éter de
petroleo) y se determind su absorbancia a 465 nm para cuantificar los pigmentos
extraidos, calculando su concentracion usando el promedio entre los coeficientes de

extincion molar de astaxantina y B-caroteno, correspondiente a 2346.

La composiciéon de pigmentos fue determinada mediante cromatografia liquida en fase
reversa, usando una columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y como fase moévil una
mezcla de acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5), con un flujo de 1 ml/min. en
condiciones isocraticas. Cada pigmento fue identificado comparando con estandares
especificos determinando su tiempo de retencion y su espectro de absorcién, usando

un detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD-M10A.

2.14 Cuantificacion de glucosa en el medio extracelular

La cuantificacion de la glucosa remanente en el medio extracelular se realizd
determinando el aumento de la absorbancia a 340 nm, debida a la produccion de
NADPH como producto de la oxidacion de la glucosa presente, usando el kit D-
Glucosa/D-fructosa (Megazyme). Se procedié de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.
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2.15 Prediccion de posibles sitios de union de factores de transcripcion

en regiones promotoras.

El andlisis bioinformatico para buscar sitios de unién a factores de transcripcién en
los promotores de los genes de carotenogénesis se realizé usando la aplicacién
PROMO 3.0 (http:/alggen.Isi.upc.es/cgi-bin/proma_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3), la
cual emplea las matrices de secuencia consenso de los sitios de unién depositadas en
la base de datos de factores de transcripcion TRANSFAC version 8.3 (Messeguer y
col. 2002; Farre y col. 2003). El codigo TRANSFAC del factor de transcripcion Mig1 es
TO0509. Adicionalmente se realiz6 una busqueda manual utilizando la secuencia

consenso establecida para Aspergillus nidulans por Cubero y Scazzoccio (Cubero y

Scazzocchio 1994), la cual fue definida como (G/C)(C/T)GG(A/G)G.

2.16 Prediccion de ORFs, biusqueda de genes homdlogos y alineamiento

multiple de secuencias.

Las predicciones de ORFs se realizaron utilizando la aplicacion “ORF finder”
(www.nebinimonih.goviprojects/gori/). Las busquedas de genes homélogos en bases de
datos publicas como GenBank, los calculos de identidad y la busqueda de dominios
conservados se hicieron utilizando la aplicacion BLAST, en sus distintas versiones
segun fue requerido (hitp:/blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi). Los alineamientos multiples de
secuencias fueron realizados con la aplicacion clustalW (www.ebiac uk/clustalw), y su
edicion se realiz6é usando la aplicacion Jalview (Waterhouse y col. 2009), descargable

gratuitamente en la web www jalview org.
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3. RESULTADOS

3.1 Estudio de la expresiéon de los genes de carotenogénesis de X.
dendrorhous durante el crecimiento en medio completo suplementado con

glucosa.

3.1.1 Estandarizacion del protocolo de medicion de expresion relativa

por RT-PCR cuantitativo (QRT-PCR).

Debido a que la mayoria de las medidas de expresion relativa presentadas en este
estudio fueron realizados mediante qRT-PCR fue necesaria una estandarizacion previa
de la técnica, la cual consistié en el disefio de partidores, eleccion del método 6ptimo
de cuantificacion de RNA, determinacién de la cantidad 6ptima de RNA inicial, eleccion
de transcriptasa reversa, cantidad de cDNA inicial y kit de PCR en tiempo real éptimos,

etc.

Para el disefio de partidores se utilizo el software AmplifX (Jullien 2007), el cual analiza
la secuencia de DNA que se quiere amplificar buscando la mejor pareja de partidores
para ello, considerando parametros aportados por el usuario como la longitud de los
oligonucledtidos y tamafio del amplicon; y parametros determinados por el programa
como el contenido GC y la posibilidad de formacion de dimeros de partidores o de
horquillas intramoleculares. Adicionalmente, para el disefio de los partidores se
establecieron 3 condiciones adicionales. En primer lugar, se fijé el tamafio del amplicon
entre 150 y 200 pb segln la recomendacion del fabricante del equipo de PCR en
tiempo real (Stratagene). En segundo lugar, para evitar la amplificacion no deseada de

DNA gendmico que pudiese estar presente en las muestras de RNA, al menos uno de
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los partidores para cada gen se disefi® sobre una unién exén-exén. En tercer lugar,
dentro de lo posible, todos los partidores fueron disefiados para amplificar una region
situada aproximadamente 1000 pb rio arriba del codén de término, de modo de
minimizar posibles diferencias en la eficiencia de sintesis de cDNA de los distintos
genes. Las secuencias y principales caracteristicas de los partidores usados en este

estudio se muestran en la Tabla I.

Una vez disefiados los partidores se procedié6 a determinar el método 6ptimo de
cuantificacion de RNA. Con este propésito se probé la cuantificacion en un
espectrofotometro UV, en un espectrofotometro nanodrop y por medio de medicién de
fluorescencia usando el kit Ribogreen (Molecular Probes). La técnica que dio mejores
resultados fue la cuantificacion en espectrofotometro UV en cubetas de 1 ml.
Posteriormente se estandarizaron los factores restantes como tipo de transcriptasa
reversa, cantidad de cDNA y variedad de kit de PCR en tiempo real, llegando a las

condiciones 6ptimas detalladas en la seccién de materiales y métodos.

Una vez estandarizadas las condiciones de gRT-PCR se procedié a determinar las
eficiencias de amplificacion de los partidores disefiados para cada gen. Para esto se
hicieron diluciones seriadas (1/10) de una muestra de DNA previamente amplificado
por PCR con los partidores a los cuales se quiere determinar su eficiencia. Cada una
de las diluciones fue usada como DNA blanco para una reaccién de PCR en tiempo
real, y posteriormente se grafico el logaritmo de la concentracion inicial de DNA versus
el ciclo en el cual se alcanzé el umbral de amplificacion (Ct). A partir de las gréaficas se
hizo una regresion lineal y se calculé la pendiente (p) y el coeficiente de correlacion
(R?). Luego, se calculd la eficiencia de amplificacién (E) expresada en porcentaje de

acuerdo a la ecuacién E = (107"°/2*100) (Livak y Schmittgen 2001) (Figura 4). Todas
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Figura 4. Curvas de calibracion de los partidores utilizados para la determinacion de la
expresion relativa de los genes de carotenogénesis mediante qRT-PCR. Ct: Ciclo al cual se
alcanza el umbral de amplificacion; [DNA];: concentracién inicial de DNA blanco; p: pendiente de
la recta trazada a partir de la gréfica; R% coeficiente de correlaciéon; E: eficiencia de
amplificacion.
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las curvas mostraron un buen coeficiente de correlacién (20,996), y los valores de
eficiencia para cada pareja de partidores fueron en todos los casos superiores al 95%,
por lo que cumplen con los requisitos para su uso posterior. Finalmente se comprobé a
través de la realizacion de curvas de melting que ninguna de las parejas de partidores
usadas dieran lugar a la formacién de dimeros de partidores ni amplicones

inespecificos.

3.1.2 Estudios de expresion en la cepa silvestre UCD 67-385.

Un primer paso en la caracterizacion de la expresion de los genes de
carotenogénesis y su rol en la regulacion de la biosintesis de pigmentos, fue
determinar los niveles de mRNA de estos Ultimos a lo largo de la curva de crecimiento
en medio completo suplementado con glucosa. Para esto, células de X. dendrorhous
fueron crecidas a 22 °C en matraces con medio YM suplementado con 20 g/l glucosa y
agitacion constante. El aumento de la biomasa fue seguido midiendo la densidad Optica
a 600 nm, colectando alicuotas de cultivo en 5 etapas del crecimiento,
correspondientes a la fase exponencial temprana, fase exponencial media, fase
exponencial tardia, fase estacionaria temprana y fase estacionaria tardia (Figura 5). A
partir de dichas alicuotas se extrajo RNA total, el que fue usado posteriormente para
determinar la expresion relativa de los genes idi, FPS, crtE, crtYB (maduro y
alternativo), crf/ (maduro y alternativo) y crfS, mediante RT-PCR cuantitativo. Los
valores de expresion fueron calculados en nimero de veces con respecto al gen que
codifica para B-actina (act) de X. dendrorhous, el cual ha sido previamente validado
como gen normalizador en estudios de expresion génica en esta levadura, tanto en
nuestro laboratorio como por otros grupos de investigacion (Lodato y col. 2003; Lodato

y col. 2004; Lodato y col. 2007; Miao y col. 2011).
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Crecimiento de cepa silvestre UCD67 385
en YM glucosa
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Figura 5. Crecimiento de X. dendrorhous (cepa silvestre) en medio completo
suplementado con glucosa. Células de X. dendrorhous fueron crecidas en medio YM
suplementado con glucosa (20 g/l final), registrando el aumento de densidad 6ptica a 600 nm,
con el transcurso del tiempo. En rojo se indican los tiempos en los cuales se colectaron
muestras para determinar la expresion relativa de los genes de carotenogénesis. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar entre experimentos independientes (n=3).




39

Al analizar los resultados (Figura 6) se puede ver que la expresion del gen idi es
practicamente constante a lo largo de todo el crecimiento, dado que los valores de
expresion se encuentran acotados entre 15 y 28 moléculas de mRNA de idi por cada
1000 moléculas de mRNA de actina (variacibn maxima menor a 2 veces). Una
situacion similar ocurre en el caso del gen FPS, cuyos valores de expresion se
encuentran acotados entre 110 y 150 moléculas de mRNA de dicho gen por cada 1000
moléculas de actina. La expresion constitutiva de ambos genes es esperable
considerando que participarian tanto en la generacién de moléculas esenciales para el
crecimiento y la generacion de biomasa, como en la sintesis de precursores de

metabolitos secundarios tales como los carotenoides.

Con respecto al gen criE, éste presenta una expresion constante durante las primeras
4 fases de crecimiento (en torno a 10 moléculas de mRNA por cada 1000 moléculas de
actina), registrando un ligero aumento de aproximadamente 3 veces en fase
estacionaria tardia. Dicho incremento al final del crecimiento resulta inesperado si se
tiene en cuenta que la actividad del gen crtE es requerida al comienzo de la sintesis de
pigmentos, la cual ocurre entre la fase exponencial tardia y la fase estacionaria

temprana (Figura 6).

En el caso del gen crtYB existe una cinética de expresion diferencial para las versiones
madura y alternativa. En el primer caso se registré un aumento gradual de los niveles
de mRNA con el paso del tiempo, alcanzando un maximo en fase estacionaria
temprana (3 veces superior a los niveles iniciales), retornando posteriormente a su
condicion basal. A diferencia de lo visto con el gen crtE, el maximo de expresion de la
version madura de este gen coincide con la etapa de induccion de la carotenogénesis.

En el caso de la version alternativa, ésta presenta una expresion relativamente
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Figura 6. Cinética de expresion de los genes de carotenogénesis y de sintesis de
precursores a lo largo del crecimiento de X. dendrorhous (cepa silvestre) en medio
completo con glucosa. La expresion relativa fue determinada en distintas fases del
crecimiento: exponencial temprana (1), exponencial media (2), exponencial tardia (3),
estacionaria temprana (4) y estacionaria tardia (5). mm: mensajero maduro, am: mensajero
alternativo. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar entre experimentos
independientes (n=3).
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constante a lo largo del crecimiento, registrando una variacién menor a 2 veces en todo
el intervalo temporal analizado. A partir de los datos obtenidos se pudo constatar que
ambas versiones del transcrito presentan niveles de expresion situados en un rango
similar (entre 5 y 14 moléculas por cada mil moléculas de actina en el caso de
mmertYB, y entre 3 y 5 moléculas por cada mil moléculas de actina en el caso de

amcrtYB) (Figura 6).

Al estudiar la expresion del gen crt/, se pudo determinar que los niveles de transcrito
maduro presentan un ligero aumento en la fase exponencial tardia, disminuyendo
posteriormente. Por otra parte, los niveles de transcrito alternativo aumentan al final de
la fase estacionaria, llegando a ser 5 veces mayor que al inicio del crecimiento. A
diferencia del gen crtYB, la version alternativa del gen crt/ se expresa bastante menos
que la versién madura en todas las fases de crecimiento. Importantemente, se observé
una disminucién de la proporcion de mensajero maduro respecto al alternativo a
medida que el cultivo envejecia, fenébmeno que ha sido reportado previamente y que
podria tener algun tipo de implicancia en la regulacion de la ruta (Lodato y col. 2003).
En el caso del gen crtS, su expresion resulté ser relativamente constante durante las
cuatro primeras fases de crecimiento, presentando una disminucion de hasta 5 veces

al final de la fase estacionaria (Figura 6).

En general, los resultados indican que los niveles de expresion de los genes
analizados presentan una variacion relativamente acotada en las distintas fases de
crecimiento. Adicionalmente, salvo en el caso de la version madura del gen crtYB, los
maximos niveles de expresion de los genes de carotenogénesis no coinciden en el

tiempo con la fase de induccion de la sintesis de pigmentos. Considerando lo anterior,
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no fue posible establecer una relacién directa éntre los niveles de expresion de dichos

genes y la cantidad de pigmentos sintetizados, al menos en esta escala temporal.

3.1.3 Estudios de expresion en cepas mutantes incapaces de producir

astaxantina.

Una vez caracterizado el patron de expresion a lo largo del crecimiento de la cepa
silvestre en medio YM-glucosa, se quiso comparar lo observado con lo que ocurre en
cepas mutantes de la ruta de carotenogénesis que son incapaces de sintetizar
astaxantina, de modo de determinar si la falta de expresion de alguno de los genes, o
el cambio en la composicion de pigmentos, tienen un efecto observable sobre el patrén
general de expresion del resto de los genes estudiados. Para esto, se utilizd una
estrategia idéntica a la usada con la cepa silvestre, pero ahora creciendo las cepas
mutantes homocigotas crtYB/crtYB, crilicrtl y crtS/crtS’, colectando alicuotas del
cultivo en las distintas fases de crecimiento (Figura 7). A cada alicuota se le extrajo
RNA, a partir del cual se determinaron los niveles de expresion relativa a actina de los
genes idi, FPS, crtE, crtYB, cril y crtS, mediante qRT-PCR (Figura 8). El analisis
general de los resultados indica que en la mayoria de los genes estudiados, el patron
de expresion a lo largo del crecimiento en las cepas mutantes es similar al observado
en la cepa silvestre, aunque existen diferencias puntuales en determinadas fases de
crecimiento. En el caso del gen idi (Figura 8a), sus niveles de expresién en las cepas
mutantes es ligeramente mayor que en la cepa silvestre en las primeras dos fases de
crecimiento. Durante la fase exponencial tardia la expresiéon de dicho gen resulté ser
similar en todas las cepas. Un fendmeno similar se registré en la fase estacionaria
temprana, excepto por la mutante del gen crtS, en la que se registré un nivel de

expresion cerca de dos veces mayor al resto. Durante la fase estacionaria tartdia, la
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Crecimiento de cepas incapaces de producir
astaxantina en YM glucosa
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Figura 7. Crecimiento de cepas mutantes de X. dendrorhous incapaces de sintetizar
astaxantina en medio completo suplementado con glucosa. Cepas mutantes de la ruta de
biosintesis de astaxantina de X. dendrorhous fueron crecidas en medio YM suplementado con
glucosa (20 g/l final), registrando el aumento de densidad 6ptica a 600 nm, con el transcurso del
tiempo. La mutantes utilizadas fueron: crtYB/crtYB (@).criffcrtl (V) y crtSlertS ().
Adicionalmente se presenta como referencia el crecimiento de la cepa silvestre (®). En rojo se
indican los tiempos en los cuales se colectaron muestras para determinar la expresién relativa
de los genes de carotenogénesis. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar
entre experimentos independientes (n=3).
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Figura 8. Cinética de expresion de los genes de carotenogénesis en cepas de X.
dendrorhous incapaces de producir astaxantina. Se determin6 la expresién relativa en
distintas fases del crecimiento: exponencial temprana (1), exponencial media (2), exponencial
tardia (3), estacionaria temprana (4) y estacionaria tardia (5), para las cepas mutantes crtYB -/-
(®), crtl-/- (7) y crtS-/- (). mm: mensajero maduro, am: mensajero alternativo. Los valores de
la cepa silvestre (@) fueron tomados de la Figura 6, e incluidos como referencia. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar entre experimentos independientes (n=3).
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Unica cepa que mostr6 diferencias fue la mutante del gen crtl/, en la cual los niveles de
expresion del gen idi fueron cerca de dos veces menores que en el resto de los casos.
Para el gen FPS (Figura 8b), los niveles de expresién resultaron ser similares en todas
la cepas, durante las primeras cuatro fases de crecimiento. Sin embargo en la fase
estacionaria tardia se registré una gran variacion entre las distintas cepas. Lo anterior
también es valido para el gen crtE (Figura 8c), donde s6lo en la Gltima fase se aprecian
mayores variaciones, siendo la mutante del gen cri/ la que presentd menores niveles
de expresion. Cabe destacar que tanto el gen fps como el crtE mostraron un nivel
anormalmente alto en la mutante del gen crtS, en la fase estacionaria tardia. Lo
anterior sugiere que la acumulacién de beta caroteno podria ser una sefial que active
la expresion de dichos genes. Una situacion distinta ocurre con el gen crtYB (Figura
8d), donde el aumento en los niveles de expresion de la versién madura en la fase
estacionaria temprana resulté ser menor en la mutante del gen crtS. Lo anterior
constituye una evidencia adicional al posible rol regulador del B-caroteno, el que en
este caso actuaria ejerciendo un feedback negativo sobre la expresion del gen que
cataliza su sintesis. Por otra parte, el mensajero alternativo del gen crtYB (Figura 8e) y
el mensajero maduro del gen crt/ (Figura 8f) presentaron un nivel ligeramente menor en
las mutantes incapaces de sintetizar astaxantina, durante las primeras 4 fases de
crecimiento. En el caso del mensajero alternativo del gen crt/ (Figura 8g) sélo se
observaron diferencias mayores en la fase estacionaria tardia, donde presenté un nivel
cerca de 7 veces menor en la mutante que acumula B-caroteno. Finalmente, en el caso
del gen crtS (Figura 8h), su expresion fue similar en todas las cepas durante las
primeras 4 fases de crecimiento. Sin embargo, durante la fase estacionaria éste
presentd un nivel de expresion entre 5 y 10 veces mayor en la mutante del gen crtYB.

En resumen, se observaron diferencias en la expresion de los genes estudiados entre
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las distintas cepas analizadas, lo que sugiere que la capacidad de sintetizar
astaxantina, o bien la proporcion de intermediarios de la ruta presentes en la célula,
influyen sobre dicha expresion. Si bien las diferencias encontradas son dificiles de
interpretar, en general parece ser que la acumulacién de B-caroteno causa una
disminucion en los niveles de expresion de los genes crtYB y crtl, y un ligero aumento
en los niveles de expresion de los genes FPS y crtE, principalmente en fase

estacionaria.

3.2 Efecto de la glucosa sobre la expresion génica en X. dendrorhous.

3.2.1 Obtencion y caracterizacion de genes que puedan ser utilizados

como controles de represion e induccion por glucosa.

Hasta la elaboracién de este trabajo nunca se ha estudiado el efecto de glucosa
sobre la expresiéon de ningin gen de X. dendrorhous, por lo que no se han reportado
genes de esta levadura que sean inducidos o reprimidos por glucosa, que puedan ser
usados como control para validar el disefio experimental a utilizar. Por este motivo
decidimos buscar genes cuyos ortélogos de especies filogenéticamente relacionadas

sean normalmente regulados por glucosa.
3.2.1.1 Glucose repressible gene (grg2)

En una primera instancia, la busqueda en la base de datos de genes identificados de
X. dendrorhous permiti6 hallar una secuencia anotada como glucose repressible gene
2 (grg2, namero de acceso AJ291824), obtenido a partir de la cepa silvestre CBS 6938.
Al traducir el marco abierto de lectura (ORF) y analizarlo mediante BLASTp pudimos

constatar que presenta homologia con proteinas codificadas por genes reprimidos por
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glucosa de diversos hongos. Ademas, el analisis de su regiéon promotora reveld la
presencia de sitios de union al represor Mig1 similares a los encontrados en el
promotor del gen crtS. De esta manera, el gen grg2 resulté ser un buen candidato para
comprobar si su expresion efectivamente es reprimida por glucosa. Considerando Io
anterior, decidimos clonar, secuenciar y caracterizar el gen grg2 de la cepa UCD 67-
385. Para ello se disefiaron partidores utilizando la secuencia de grg2 disponible en la
base de datos (grgFW1 y grgRV1, Tabla 1), de modo de amplificar dicho gen por PCR a
partir de DNA gendémico de la cepa UCD 67-385. Luego de amplificar por PCR, la
banda correspondiente fue purificada, clonada en el vector pBluescript y
posteriormente secuenciada. La secuencia obtenida (Figura 9a) fue depositada en Ia
base de datos GenBank (nimero de acceso JN043364). La reciente secuenciacion del
genoma de X. dendrorhous impulsada por nuestro laboratorio permitié posteriormente

ampliar la regidn de secuencia conocida donde se situa este gen.

El analisis de secuencia reveld que el gen grg2 de la cepa UCD 67-385 es idéntico a su
contraparte de la cepa CBS 6938 y posee una regioén codificante de 222 pb, la cual a
su vez serfa traducida en una proteina de 73 aminoacidos. Adicionalmente, al analizar
la region promotora se comprobé que los potenciales sitios de union al regulador Mig1
presentes en la cepa CBS 6938 también estdn presentes en la cepa UCD 67-385
(Figura 9a). Al analizar la estructura ex6n-intrén se determiné que el gen grg2 consta
de3 exones y 2 intrones (Figura 9b). Finalmente, al traducir la region codificante y
compararia con la base de datos mediante la aplicacién Blastp, se pudoconstatar que
presenta una alta identidad con proteinas codificadas por genes reprimidos por glucosa

de diversos organismos {Figura Sc).




a. Secuencia DNA genomico

AGGGAAGCGCCTCGTATGCGGGTGTGTGTACGTGTACCTGTACGCGTATGTACGTGAGCGAGCGCGCTCGAG
GTATATGCGTTCCGCGAACTL
CTTAGATGAGCGATCGATATGATGACGGCGTCTGTGCCTTGTGCCTTGTTCCTGACCGGGCTCGACTGTCGA
ACGAGCGGACCAGAGATGCCGGCGAGATGGGCTGAGCTGTGACGACACGETGGGACACGTTGAAGATTGACA
GGGGTTTTTTCCTCCTTCGTCTGCTATATAAGAAGGCCGGC TGGATGACATTGGGATTCGCTTCTTCTTCCC
TCTCACACACARAGCAATTCTCACTCTTCACTCTACTCTCAACCAAACCAACCACCCCAAACARAACACCAAT
CTTTCACAATGGAGTCCATCAAGGTTCGTTCTTCTCTCCATCCTATCTCATTCGTTGGATCCCTTCTTCATC
CACCCACCTATCCATCCTTTCAGCCTCCTTGTGTAGGT TGGTCGTGTGCTTACCTTTTATC TACTCTCTTTC
TATAGACCTCTGTCACCAACGCCGCCAACTACGTCGCCGAGACCGTCAACTCTGCCACCGCCACCACTTCCA
AGGAGGCCAACAAGGAGGTTGCCAAGGACTCGTAAGTATCT TTTTTCCCATCTCCACCAGCACAGCTCCGTT
CTATATACACGCGAACGTCCATTCTGACTCTTCTGTTCACTTTTTCTCATTCATTAGTAACGCCGGAGTTGG
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ATATCTATATGACAATACCTTGAACTCATTTTCGTCGCCAACGTTCCGCATGCCTARAACACATTCACCAAA

b. Estructura Exon-Intrén
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¢. Busqueda de genes ortélogos mediante blastX (region codificante)

Nombre de la secuencia Score Identidad E-value
Grg2 protein [Xanthophyllomyces dendrorhous] 104 100% 3e-21
Grg1 protein [Xanthophyllomyces dendrorhous) 95.5 87% 2e-18
Grg1 protein [Sclerotinia sclerotiorum) 72.4 74% 2e-1
Glucose-repressible gene protein [Verticillium albo-atrum) 70.9 72% Be-11
Glucose-repressible gene-1 protein [Sordaria macrosporal 67 4 68% 6e-10
Glucose-repressible gene protein [Bolryotinia fuckeliana) 67.4 68% 6e-10

Figura 9. Caracterizacién estructural del gen grg2 de X. dendrorhous (cepa UCD 67-385).
A: Secuencia de la region promotora y la regiéon codificante del gen grg2 (los exones se
encuentran subrayados). El codén de inicio (ATG) se presenta en rojo, mientras que los sitios
Mig1 predichos se muestran encuadrados. B: Estructura exén-intron determinada al comparar
las secuencias de DNA gendmico y cDNA. C: Genes ortélogos con mayor identidad al gen grg2
de X. dendrorhous presentes en la base de datos no redundante, encontrados usando la

aplicacion BlastX.
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3.2.1.2 Gen que codifica para la enzima Piruvato decarboxilasa

(PDC).

Ademas de un control de represion por glucosa, quisimos contar con un control de
induccién por el mencionado carbohidrato. La busqueda en la base de datos de genes
publicados de X. dendrorhous no permiti6 encontrar ningin gen con estas
caracteristicas. Sin embargo, previamente en nuestro laboratorio se construyé una
genoteca de cDNA de la levadura crecida en glucosa como Unica fuente de carbono, a
partir de la cual se identificaron cerca de 50 genes no descritos hasta ese entonces
(Marcoleta 2007). Entre ellos, se encontré el gen PDC que codifica para la enzima
glicolitica piruvato decarboxilasa, la cual participa en el proceso fermentativo de
produccion de etanol a partir de piruvato. Diversos estudios han demostrado que la
expresion de dicho gen es inducida por glucosa en distintos hongos filamentosos y
levaduras (Kellermann y Hollenberg 1988; Pronk y col. 1996; Skory 2003; Fredlund y
col. 2006), por lo que decidimos caracterizar el gen PDC de X. dendrorhous para su
utilizacién como control en el estudio del efecto de la glucosa sobre la expresién
génica. Para ello, se us6 la secuencia de cDNA obtenida anteriormente para disefiar
partidores que permitieran amplificar el gen PDC a partir de DNA gendmico de la cepa
UCD 67-385 (PDCatg y PDCstop, Tabla I). Luego de la amplificacion por PCR se
obtuvo una banda de 2,2 kb, la cual fue clonada en el vector pBluescript y
posteriormente secuenciada. Luego, cuando la secuencia del genoma estuvo
disponible, se amplié la regién de secuencia conocida donde se sitia este gen y se
publicé en la base de datos GenBank (nimero de acceso HQ694557). El analisis de la
secuencia de DNA gendmico y la comparacion con la secuencia de cDNA permitieron

determinar que el gen PDC posee una region codificante de 1,8 kb (Figura 10a), consta
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a. Secuencia region codificante (n? acceso Genbank HQ694557)

. CCCGAGOTCT
Tamaiio: 1,8 kb

b. Estructura Exén-Intron

=
-

T L] L)
1 300 600 900 1200 1500 1800 2100 pb

¢. Busqueda de genes ortdélogos mediante blastX (region codificante)
Nombre de la secuencia Score Identidad E-value
Pyruvate decarboxylase [Cryptococcus neoformans) 564 49% 2e-158
Pyruvate decarboxylase isozyme [Saccharomyces cerevisiae] 511 47% 1e-142
Pyruvate decarboxylase [Candida glabrata] 506 46% 4e-141
Pyruvate decarboxylase [Schizosaccharomyces japonicus) 504 46% 2e-140
Pyruvate decarboxylase [Pichia jadinii] 501 46% 1e-139
Pyruvate decarboxylase 2 [Scheffersomyces stipitis] 497 45% 2e-138

Figura 10. Caracterizacion estructural del gen PDC de X. dendrorhous. A: Secuencia de la
region codificante del gen PDC. B: Estructura exén-intron determinada al comparar las
secuencias de DNA genomico y cDNA. C: Genes ortélogos con mayor identidad al gen PDC de
X. dendrorhous presentes en la base de datos no redundante, encontrados usando la aplicacion
BlastX.
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de 5 intrones y 6 exones de tamario variable, siendo el ultimo particularmente extenso
(Figura 10b). La traduccion de la region codificante y la subsecuente comparacion de la
proteina deducida con la base de datos (mediante la aplicacién Blastp) indicaron que
posee hasta un 49% de identidad con enzimas piruvato decarboxilasas provenientes
de organismos filogenéticamente relacionados (Figura 10c), ademas de compartir los
dominios caracteristicos de este tipo de enzimas como son el dominio de unién a

pirimidinas y el dominio de unién al cofactor tiamina pirofosfato (TPP).

3.2.2 Efecto de la glucosa sobre la expresion de genes
relacionados con la carotenogénesis en X. dendrorhous: ensayos de

northern blot.

Inicialmente, cuando se decidi6 comenzar los estudios del efecto de la glucosa
sobre la expresion de los genes de carotenogénesis, no se contaba con un equipo de
PCR en tiempo real, por lo que la técnica elegida para llevar a cabo dichas
investigaciones fue la de northern blot. Debido a lo laboriosa que resultd ser esa
metodologia, en un comienzo se planed estudiar solo el caso del gen crtS, por ser el
que codifica para la enzima que cataliza uno de los pasos mas importantes de la ruta
de biosintesis de carotenoides. De esta manera, se disefi6é una estrategia experimental
para evaluar el efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes crtS, grg2 y PDC
de X dendrorhous. Para esto, células de la cepa silvestre UCD 67-385 fueron crecidas
en medio liquido YM sin glucosa, de modo que no exista produccion de etanol, dado
que este Ultimo podria influir sobre el fenémeno que se quiere estudiar. Una vez que el
cultivo alcanzé la fase estacionaria fue dividido en dos, y a una de las mitades se le
agrego6 glucosa hasta una concentracién final de 20 g/l, mientras que la otra mitad no

recibié tratamiento (control) (Figuras 11a, 12a y 13a). Una variacién de esta estrategia
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Figura 11. Evaluacién por northern blot del efecto de la glucosa sobre la expresion del
gen grg2. (A) Cultivos de X. dendrorhous (cepa silvestre) fueron crecidos en YM sin glucosa
hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una mitad se le agregé glucosa (20
g/l final, 0) y la otra no recibié tratamiento (control, ®). (B) Cultivos de X. dendrorhous fueron
crecidos en medio minimo suplementado con 20 g/l glucosa hasta fase estacionaria.
Posteriormente las células fueron cosechadas, lavadas y resuspendidas en medio fresco con 20
g/l (0) 0 0,5 g/l (@) de glucosa. En ambos casos se colectaron alicuotas de células en cada
condicion a lo largo del tiempo, determinando la expresion relativa a actina mediante northern
blot. Como control de carga se muestran las bandas de los rRNAs tefiidas con bromuro de

etidio.
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Figura 12. Evaluacion por northern blot del efecto de la glucosa sobre la expresion del
gen PDC. (A) Cultivos de X. dendrorhous (cepa silvestre) fueron crecidos en YM sin glucosa
hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una mitad se le agregé glucosa (20
g/l final, 0) y la otra no recibié tratamiento (control, ®). (B) Cultivos de X. dendrorhous fueron
crecidos en medio minimo suplementado con 20 g/l glucosa hasta fase estacionaria.
Posteriormente las células fueron cosechadas, lavadas y resuspendidas en medio fresco con 20
g/l (0) o 0,5 g/l (@) de glucosa. En ambos casos se colectaron alicuotas de células en cada
condicién a lo largo del tiempo, determinando la expresion relativa a actina mediante northern
blot. Como control de carga se muestran las bandas de los rRNAs tefiidas con bromuro de
etidio.




54

A Northern blot Cuantificacién relativa
Tiempo(h) 0 2 4 6
Glucosa - # - + = +
3 0.7 ]
E e I
crtS 5 T T
2 0.6 L’ "\
o
act g \ \ \,
-_E 0.5 \
H \ \
\ P e
c 0.4 \ T
2 T ~~0
4 \
=
g 03 v
w
28S 0.2
0 2 4 6

188 Tiempo después del tratamiento (h)

B Northern blot Cuantificacion relativa
Tiempo(h) 0 2 4 6
Glucosa (%) 0,05 2 0,05 2 0,05 2
o 2 ) . w
£
°
@
©
(1]
>
b
1]
[
c
hel
@
[
8
. 5 *
T w
285 » RO O a0
“ ” ” i B 0 2 a 6

Tiempo después del tratamiento (h)

5] %

Figura 13. Evaluacion por northern blot del efecto de la glucosa sobre la expresién del
gen crtS. (A) Cultivos de X. dendrorhous (cepa silvestre) fueron crecidos en YM sin glucosa
hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una mitad se le agregé glucosa (20
g/l final, 0) y la otra no recibié tratamiento (control, @). (B) Cultivos de X. dendrorhous fueron
crecidos en medio minimo suplementado con 20 g/l glucosa hasta fase estacionaria.
Posteriormente las células fueron cosechadas, lavadas y resuspendidas en medio fresco con 20
g/l (0) 0 0,5 g/l (®) de glucosa. En ambos casos se colectaron alicuotas de células en cada
condicién a lo largo del tiempo, determinando la expresion relativa a actina mediante northern
blot. Como control de carga se muestran las bandas de los rRNAs tefiidas con bromuro de
etidio.
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consistio en crecer la levadura en medio minimo suplementado con 20 g/l de glucosa
hasta fase estacionaria, luego de lo cual las células fueron cosechadas, lavadas y
posteriormente resuspendidas en medio minimo fresco suplementado con 0,5 g/l 0 20
g/l de glucosa (Figuras 11b, 12b y 13b). Posteriormente, ambas condiciones fueron
incubadas a 22 °C con agitacion constante, tomando muestras de células luego de 0,
2,4y 6 horas después de realizado el tratamiento. A partir de dichas muestras se
extrajo RNA total, evaluando posteriormente la expresiéon relativa a actina mediante
northern blot, usando sondas especificas para cada gen estudiado. Como control de

carga se utilizaron las bandas correspondientes a los RNAs ribosomales 18 y 28 S.

En el caso del gen grg2, se pudo comprobar que la adicion de glucosa causa una
disminucién de sus niveles de expresion en relaciéon a actina, la cual fue estimada en
cerca de 4 veces (Figura 11a). Un fenémeno similar se observa cuando X. dendrorhous
es crecida en presencia de glucosa y luego se realiza un cambio de medio. En este
caso, en la fraccién de células incubadas en medio con baja concentracién de glucosa
(0,5 g/l), la expresion del gen grg2 fue mayor que en la condicion con alta
concentracion de glucosa (20 g/l), alcanzando una diferencia maxima de cerca de 5

veces luego de 4 horas de realizado el cambio de medio (Figura 12b).

El gen PDC, tal como se esperaba, mostré un aumento en sus niveles de expresién al
agregar glucosa al medio. Dicho incremento alcanzé un maximo estimado en 3 veces
luego de 4 horas después de agregado el aztcar (Figura 12a). Similarmente, al lavar e
incubar las células en medio fresco, se observé que los niveles de expresion eran

cerca de 4 veces mayores en alta concentracion de glucosa (Figura 12b).
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Finalmente, en el caso del gen crtS pudimos constatar que la adicién de glucosa (20 g/l
final) causa una disminucién de cerca de 3 veces de su expresion relativa, alcanzando
la maxima diferencia luego de 2 horas de agregado el azdcar (Figura 13a). De manera
similar, al realizar el cambio de medio se observdé que en altas concentraciones de
glucosa la expresion del gen crtS era cerca de 3 veces menor que en bajas

concentraciones de glucosa (Figura 13b).

Aunque las dos aproximaciones experimentales usadas para evaluar los efectos de la
glucosa entregan resultados cualitativamente similares, hay algunas particularidades.
Una de ellas es la gran diferencia en los niveles de expresion registradas entre el
tiempo 0 y el tiempo 2 en los experimentos de cambio de medio. Esto podria deberse a
que en este disefio experimental, el lavado de las células y la posterior resuspension
en medio fresco supone una gran cantidad de estimulos no controlados para las
levaduras. De esta manera, con esta aproximacion se estan introduciendo variables no
deseadas a la medicion, y por lo tanto consideramos que no es la mejor forma de
evaluar el efecto de la glucosa. Adicionalmente, al crecer las células en medio minimo
con glucosa hay produccion de etanol, la cual puede tener un efecto propio sobre la
expresion de los genes evaluados. Por lo anterior, para el resto de los experimentos
decidimos usar exclusivamente la primera aproximacion experimental, ésta es crecer
las células hasta fase estacionaria en medio YM sin glucosa y posteriormente agregar

el carbohidrato.

Si bien estos experimentos sirvieron como una primera evidencia para demostrar el
efecto represor (para grg2 y crtS) e inductor (en el caso de PDC) de la glucosa, por
varios motivos estos resultados no fueron suficientemente concluyentes. En primer

lugar, debido a las limitaciones de la técnica no seriamos capaces de detectar con




57

precision pequeiias diferencias en los niveles de expresién, como las observadas en el
caso del gen crtS. En segundo lugar, diferencias tan grandes en las manchas
observadas al revelar las membranas de northern como las registradas en el caso del
gen grg2 (Figura 11a), dieron lugar a pequefias diferencias en la cuantificacién por
densitometria. Este fendmeno acota alin mas el rango de diferencias en los niveles de
expresion que es posible resolver con esta técnica. En tercer lugar, dado que la adicién
de glucosa solo tuvo un efecto moderado sobre la expresion del gen crtS,
consideramos que seria conveniente evaluar el efecto del azucar sobre la expresiéon de
otros genes de la ruta de carotenogénesis, y por lo tanto se requiere una técnica que
permita realizar un mayor nimero de ensayos con alta precision. Por los motivos
anteriormente planteados decidimos complementar los resultados obtenidos por

northern blot con mediciones usando RT-PCR cuantitativo.

3.2.3 Estudio del efecto de la glucosa sobre la expresiéon de genes de

carotenogénesis en X. dendrorhous mediante qRT-PCR.

3.2.3.1 Estudios en la cepa silvestre UCD 67-385.

La posibilidad de utilizar ensayos de gqRT-PCR permiti6 la realizacién de un estudio
mucho méas completo sobre la regulacion de la ruta de carotenogénesis a nivel de la
expresion génica. La rapidez de las mediciones realizadas con esta técnica permitié no
solo analizar la expresién de muchos méas genes, sino ademas ensayar un mayor
numero de variables y condiciones. Considerando lo anterior, decidimos incluir la
medicién de los niveles de expresion luego de 24 horas después de realizado el
tratamiento, de modo de contar con informacién sobre qué sucede con la respuesta a

mas largo plazo.
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Antes de realizar las mediciones fue necesario disefiar partidores para amplificar los
genes control (grg2 y PDC). Para ello se utilizé la misma estrategia que para el resto
de los partidores empleados en los ensayos de qRT-PCR. Sus principales
caracteristicas se encuentran resumidas en la Tabla | (grgreal, PDCreal). Luego, se
realizaron las curvas estandar de amplificacion para determinar la eficiencia de cada
pareja de partidores (Figura 14) y se comprobd la no formacién de dimeros de
partidores analizando las curvas de melting. Tanto los partidores para grg2 como los
para PDC resultaron tener una buena eficiencia de amplificacion (93% y 95%,

respectivamente), y en ninguno de los dos casos se observé formacion de dimeros.

Una vez caracterizados los oligonucleétidos para amplificar los genes control, se
procedi6 a determinar el efecto de la glucosa sobre sus niveles de mRNA. Para ello se
utilizé una estrategia similar a la empleada en los ensayos de northern blot. Asi,
cultivos de X. dendrorhous (cepa silvestre) fueron crecidos en medio YM sin glucosa
hasta fase estacionaria, y posteriormente divididos en dos. A una de las fracciones se
le agregé glucosa (20 g/l final) y la otra no recibié tratamiento (control). Luego de eso,
las células fueron incubadas con agitacion constante a 22 °C, colectando alicuotas
luego de 2, 4, 6 y 24 horas después de efectuado el tratamiento. A partir de estas
alicuotas se extrajo RNA y se determiné la expresion relativa al control (normalizada
por la expresion de actina) mediante gRT-PCR, usando el algoritmo del AACt (Livak y
Schmittgen 2001). Al evaluar de esta manera la expresién de los posibles controles
comprobamos que glucosa causa una disminucién de ~130 veces en los niveles de
mRNA de grg2 con respecto a la situacion control, luego de 4 horas después de
agregado el azicar (Figura 15). Una vez transcurridas 24 horas post tratamiento, el

efecto represor no fue observado. Por otra parte, de acuerdo a lo esperado, la adicién
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Figura 14. Curvas de calibracién de los partidores utilizados para la determinacién de la
expresion relativa de los genes control mediante qRT-PCR. Ct: Ciclo al cual se alcanza el
umbral de amplificacién; [DNA];: concentracién inicial de DNA blanco; p: pendiente de la recta
trazada a partir de la grafica; R coeficiente de correlacion; E: eficiencia de amplificacion.
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Figura 15. Determinaciéon por qRT-PCR del efecto de la glucosa sobre la expresién de los
genes grg2 y PDC. Cultivos de X. dendrorhous (silvestre) fueron crecidos hasta fase
estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una parte se le agreg6 glucosa (20 g/l final, 0)
y la otra no recibié tratamiento (control, ®). Se determinaron los niveles de mRNA en glucosa
con respecto al control de los genes grg2 y PDC. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar (n=3). Los valores negativos en el eje de las ordenadas denotan una
disminucién con respecto al control.
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de glucosa causdé un aumento de ~30 veces de los niveles de mRNA de PDC,
alcanzando un maximo de induccién luego de 4 horas de agregado el azicar (Figura
15). De esta manera demostramos que la expresion de grg2 es reprimida por glucosa,
mientras que la expresion de PDC es inducida en respuesta a la adicion del azucar al

medio.

Una vez que se caracterizé la expresion de genes que puedan ser usados como
controles, determinamos el efecto de la adicién de glucosa sobre la expresion de los
genes de carotenogénesis crtE, crtYB (alternativo y maduro), crt/ (alternativo y maduro)
y crtS; y de biosintesis de precursores de carotenoides idi y FPS. Para esto se utilizd

una estrategia idéntica a la usada para los genes control.

Al determinar la expresion relativa al control mediante qRT-PCR, pudimos constatar
que los niveles de mRNA de los cuatro genes de carotenogénesis analizados
disminuyen significativamente al agregar glucosa al medio (Figura 16). En el caso del
gen crtE, la disminucion en los niveles de mRNA es de cerca de 10 veces, luego de 2
horas de tratamiento (Figura 16c¢). La represiéon cesa lentamente y es observada aun
despues de 24 h, aunque con menor intensidad. Con respecto al gen crtYB, tanto para
el transcrito maduro como para el alternativo, el efecto represor es maximo luego de 4
horas de agregado el azlcar, y desaparece dentro de las 24 horas posteriores,
mostrando incluso un ligero aumento (Figura 16d). Curiosamente, el efecto de la
glucosa es significativamente mayor sobre el mensajero alternativo (~18 veces) que
sobre el mensajero maduro (~6 veces), lo cual resulta interesante considerando que
ambos mensajeros son transcritos a partir del mismo promotor. Una situacién similar
ocurre en el caso del gen crtl, donde la disminucién en los niveles de mRNA de la

version alternativa (~40 veces) es muy superior a la observada en el caso de la version
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Figura 16. Determinaciéon por qRT-PCR del efecto de la glucosa sobre la expresién de
genes relacionados con la carotenogénesis en X. dendrorhous. Cultivos de X. dendrorhous
(silvestre) fueron crecidos hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una
parte se le agregé glucosa (20 g/l final, O) y la otra no recibié tratamiento (control, ®). Se
determinaron los niveles de mRNA en glucosa con respecto al control de los genes de
carotenogénesis crtE (c), crtYB (d, mensajero alternativo: ¥; mensajero maduro: 0), cril (e,
alternativo: ¥v; maduro: 0) y crtS (f), y de los genes de biosintesis de precursores de
carotenoides idi (a), y FPS (b). Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).
Los valores negativos en el eje de las ordenadas denotan una disminucién con respecto al
control.
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madura (~6 veces) (Figura 16e). Para ambos transcritos el efecto represor desaparece
rapidamente, y no es detectable luego de 24 horas de la adicién del azicar. En el caso
del gen crtS, el efecto de la glucosa es menor, alcanzando una disminucién de los
niveles de mRNA de ~4 veces luego de 2 horas después del tratamiento (Figura 16f).
Interesantemente luego de 24 horas de agregado el azucar la expresiéon del gen crtS

aumenta significativamente (~10 veces).

Al analizar el efecto de la glucosa sobre los genes de sintesis de precursores de
carotenoides pudimos constatar que, a diferencia de lo visto con los genes de
carotenogénesis, tanto el gen idi como el FPS son inducidos por glucosa (~12 y ~5
veces, respectivamente), recuperando sus niveles de mRNA normales luego de 24
horas (Figuras 16a y 16b), lo cual es esperable considerando que la expresion de
ambos genes seria requerida para el metabolismo primario y la generaciéon de

biomasa.

Un fendmeno comin en todos los casos estudiados es el rapido retorno de los niveles
de mRNA a su condicion basal. Dicha observacién podria ser explicada por el
agotamiento de la glucosa agregada al medio y la consecuente disminucion del efecto
represor causado por dicho agente. Para evaluar esta posibilidad, se determiné la
cantidad de aziucar remanente a lo largo del tiempo en el experimento anterior (Figura
17, m). Los resultados indican que el consumo de glucosa muestra una cinética mucho
mas lenta que el retorno de los niveles de mRNA a su condicién basal. En la mayoria
de los genes estudiados, se observa que la respuesta a la adicion de glucosa (20 g/I
final) transcurre principalmente dentro de las 6 primeras horas después del tratamiento,
lapso en el cual se ha consumido solo una quinta parte de ésta, quedando aln en el

medio de cultivo aproximadamente 16 g/l de glucosa. Considerando lo anterior,
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Figura 17. Cuantificacion de la glucosa remanente en el medio extracelular en los
experimentos de dosis-respuesta a glucosa. Se cuantifico la glucosa remanente en el medio
extracelular en los experimentos de dosis-respuesta a glucosa (Figura 19) luego de dar un pulso
de glucosa de 20 (W), 10(¥), 5( )y 1 g/i(®), ademas de la situacién control (®) que no recibié
tratamiento. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=3).
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evaluamos si concentraciones menores de glucosa eran capaces de generar una
respuesta de represion. Para esto, se determiné la expresion relativa de los genes de
carotenogénesis luego de adicionar glucosa hasta una concentracion final de 10, 5y 1
g/l, comparado con la situacién control. En el caso de los genes control (Figura 18a), la
respuesta de represion fue observable incluso al agregar glucosa a una concentracion
de 1 g/l final, aunque ésta resulté ser de una magnitud inferior a la registrada con
mayores concentraciones del aztcar. En el caso de los genes idi y FPS (Figura 18b),
se observé que la respuesta de induccién es apenas detectable a la concentracion de
glucosa minima ensayada (1 g/l). Mientras que para el gen idi se observé que la
magnitud maxima de represion es proporcional a la concentracién de glucosa, para el
gen FPS todas las concentraciones sobre 1 g/l mostraron un efecto de magnitud

similar.

Al estudiar este fendmeno sobre los genes de carotenogénesis (Figura 19), se observé
una clara proporcionalidad entre la concentracion de azicar y la magnitud maxima del
efecto represor. Sin embargo, para todas las concentraciones de glucosa analizadas, la
cinética de la respuesta se mantuvo practicamente invariable, al igual que en el caso
de los genes control y de los genes de sintesis de precursores de carotenoides (Figura
18). Por otra parte, al usar una concentraciéon de 1 g/l de glucosa, la expresién de los
genes de carotenogénesis no varié en comparacion a la situacién control, a diferencia
de lo observado con la induccién del gen PDC y la represion del gen grg2 (Figura 18a).
De este modo, fue posible establecer que la concentraciéon umbral de glucosa para que
el efecto represor de dicho agente sobre los genes de carotenogénesis sea observable

se encuentra en torno a 1 g/l.
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Figura 18. Efecto de la concentracion de glucosa sobre la respuesta transcripcional
causada por este agente en los genes grg2, PDC, idi y FPS. Cultivos en matraces de la cepa
UCD 67-385 fueron crecidos hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en cinco. A
cada alicuota se le agregé glucosa hasta una concentracion final de 20 (W), 10 (v),5( )y 1
g/l (@), ademas de la condicion control que no recibié tratamiento (®). Posteriormente se
determiné la expresion relativa de los genes control grg2 y PDC (a), y de los genes de sintesis
de precursores de carotenoides idi y FPS (b), luego de 2, 4, 6 y 24 h después del tratamiento.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3). Los valores negativos en el
eje de las ordenadas denotan una disminucién con respecto al control.
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Figura 19. Efecto de la concentracion de glucosa sobre la respuesta transcripcional
causada por este agente en los genes de carotenogénesis. Cultivos en matraces de la cepa
UCD 67-385 fueron crecidos hasta fase estacionaria y posteriormente divididos en cinco. A
cada alicuota se le agreg6 glucosa hasta una concentracion final de 20 (W), 10 (¥v), 5( )y 1
g/l (®), ademas de la condicién control que no recibié tratamiento (®). Posteriormente se
determind la expresion relativa de los genes crtE (a), crtYB (b,c), crtl (d,e) y crtS (f), luego de 2,
4, 6 y 24 h después del tratamiento. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar
(n=3). Los valores negativos en el eje de las ordenadas denotan una disminucion con respecto
al control.
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El hecho de que la cinética de la respuesta transcripcional de todos los genes no varie
al cambiar la concentracion de glucosa adicionada inicialmente, sugiere que el retorno
a la condicion basal de expresion es independiente de la cantidad de azlcar
remanente en el medio de cultivo. Para indagar mas al respecto se determiné la
concentracién de glucosa extracelular a distintos tiempos en todas las concentraciones
iniciales del azucar estudiadas (Figura 17). De esta manera observamos que luego de
6 horas después del tratamiento ain queda mas del 60% de la glucosa agregada en
todos los casos. Asi, una vez que la glucosa ha causado la disminucion de los niveles
de mRNA, el retorno a los niveles iniciales de expresién no depende completamente de

la cantidad de glucosa remanente en el medio de cultivo.

3.2.3.2 Efecto de glucosa sobre la expresion de los genes de
carotenogénesis en cepas mutantes de la ruta de biosintesis de

astaxantina.

Los resultados anteriormente descritos muestran que la completa inhibicién de la
sintesis de novo de pigmentos causada por una alta concentracién de glucosa,
coincide temporalmente con la disminucion en los niveles de expresion de todos los
genes que participan en la carotenogénesis. Por otra parte, reportes previos indican
que la carotenogénesis podria estar regulada por algun tipo de mecanismo de
feedback donde la proporcion relativa de astaxantina modularia la cantidad total de
carotenoides sintetizados (Schroeder y Johnson 1995). Considerando ambas
observaciones, es posible entonces que este mecanismo de feedback de la
astaxantina sobre la ruta de biosintesis de carotenoides involucre también mecanismos
de regulacion a nivel transcripcional. Por este motivo, quisimos determinar si la

presencia y composicion de pigmentos afecta la respuesta transcripcional
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desencadenada por la adicién de glucosa al medio. Para esto se realizaron ensayos de
adicion de glucosa similares a los mostrados anteriormente, utilizando las cepas
mutantes crtYB/crtYB, crtl/cril y crtS/criS™ que acumulan distintos intermediarios de la
via. Los resultados obtenidos indican que la respuesta a glucosa de la expresion de los
genes grg2 y PDC es similar a la silvestre en todas las cepas estudiadas, y por lo tanto
no depende de la sintesis de pigmentos (Figura 20a). Un fenédmeno similar se observd
al estudiar el efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes de biosintesis de
precursores de carotenoides idi y FPS en las cepas incapaces de sintetizar
astaxantina, donde la respuesta de represion es también bastante similar a la
observada en la cepa silvestre (Figura 20b). Sin embargo, una situacion bastante
distinta ocurre con 3 de los genes de la ruta de carotenogénesis. En el caso del gen
crtYB, la represion de aproximadamente 6 veces del mensajero maduro observada en
la cepa silvestre desaparece completamente, siendo reemplazada por una ligera
induccion, tanto en la mutante que acumula fitoeno (cri//crtl’) como en la que acumula
B-caroteno (crtS/crtS") (Figura 21b). Por otra parte, los niveles de transcrito alternativo
en ambas cepas mutantes presentan una disminucién mediada por glucosa bastante
menor a la observada en la cepa silvestre (Figura 21c). Un fendmeno similar se
observé para el gen crtl donde, tanto en la mutante incapaz de sintetizar carotenoides
(crtYBlcrtYB') como en la que acumula B-caroteno (crtS/crtS’), se observé la completa
desaparicion de la represion por glucosa del transcrito maduro (Figura 21d), y una
respuesta muy disminuida de los niveles de transcrito alternativo (Figura 21e).
Finalmente en el caso del gen crtS, la ligera represiéon por glucosa observada en la
cepa silvestre es reemplazada por una ligera induccion en las mutantes crtYB/crtYB y
crtf/ertl” (Figura 21f). Curiosamente, en este caso el gen crtE tuvo un comportamiento

distinto al resto de los genes de carotenogénesis, en cuanto a que la respuesta a
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Figura 20. Efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes grg2, PDC, idi y FPS en
cepas de X. dendrorhous incapaces de sintetizar astaxantina. Se determiné la expresién
relativa de los genes control grg2 y PDC (A) y de los genes de biosintesis de precursores de
carotenoides idi y FPS (B), luego de agregar glucosa hasta una concentracién final de 20 g/l. El
ensayo fue realizado utilizando cepas mutantes incapaces de sintetizar astaxantina: crtYB-/-
(0), crtl-I- (¥) y crtS-I- (») y la cepa silvestre UCD 67-385 (®). Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar (n=3). La linea punteada corresponde al valor control de expresion
(=1). Los valores negativos en el eje de las ordenadas denotan una disminucién con respecto al
control.
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Figura 21. Efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes de carotenogénesis en
cepas de X. dendrorhous incapaces de sintetizar astaxantina. Se determiné la expresion
relativa de los genes crtE (a), crtYB (b,c), crtl (d,e) y crtS (f), luego de agregar glucosa hasta
una concentracion final de 20 g/l. El ensayo fue realizado utilizando cepas mutantes incapaces
de sintetizar astaxantina: crtYB-/- (), crtl-/- (¥) y crtS-/- (») y la cepa silvestre UCD 67-385 (e).
Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=3). La linea punteada
corresponde al valor control de expresion (=1). Los valores negativos en el eje de las ordenadas
denotan una disminucién con respecto al control. mm: mensajero maduro, am: mensajero

alternativo.
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glucosa observada en la cepa silvestre no se vié alterada en las mutantes. Los
resultados anteriores indican que la respuesta a la adicion de glucosa de la expresién
de los genes crtYB, crtl y crtS depende, al menos en parte, de la normal biosintesis de
astaxantina o de la presencia de este compuesto en la célula. Visto de otro modo, la
ausencia de astaxantina liberaria parcialmente la ruta de carotenogénesis de la

represion catabdlica por glucosa en las condiciones ensayadas.

3.3 Efecto del etanol sobre la expresion de los genes de

carotenogénesis en X. dendrorhous.

Tal como se indicd en un comienzo, reportes previos indican que la adicién de etanol
al medio de cultivo provoca un aumento en la biosintesis de pigmentos en X.
dendrorhous. Adicionalmente se sabe que cuando la levadura es crecida en glucosa
como unica fuente de carbono, la induccién de la carotenogénesis coincide en el
tiempo con la maxima concentracién de etanol (~2 g/l) producido a partir de la
fermentacion del azicar (Lodato y col. 2007). Considerando lo anterior quisimos
evaluar si el etanol posee un efecto a nivel de la expresién de los genes de
carotenogénesis. Para esto se utilizé un disefio experimental similar al utilizado en el
caso de la glucosa, pero ahora agregando al medio de cultivo etanol hasta una
concentracion final de 2 g/l y midiendo la expresion relativa de los genes de
carotenogénesis dentro de las 24 horas posteriores a la adicion del alcohol. Los
resultados indican que al agregar etanol, la expresion del gen idi presenta una ligera
variacion que resultd ser menor a 2 veces en el intervalo estudiado (Figura 22a). De
manera similar, la adicién de etanol no causé una variacién significativa de los niveles
de mRNA del gen FPS (Figura 22b). Curiosamente en el caso del gen crtE, la adicién

de etanol causa una ligera disminucion de sus niveles de mRNA, llegando a ser cerca
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Figura 22. Efecto del etanol sobre la expresion de los genes idi, FPS, crtE, crtYB, crtl y
crtS de X. dendrohous. Cultivos de X. dendrorhous (silvestre) fueron crecidos hasta fase
estacionaria y posteriormente divididos en dos. A una parte se le agregé etanol (2 g/l final, 0) y
la otra no recibi6 tratamiento (control, ®). Se determinaron los niveles de mRNA en etanol con
respecto al control de los genes de carotenogénesis crtE, crtYB (mensajero alternativo: v;
mensajero maduro: 0), crt/ (alternativo: ¥; maduro: 0) y crtS, y de los genes de biosintesis de
precursores de carotenoides idi, y FPS. Las barras de error corresponden a la desviaciéon

estandar (n=3). Los valores negativos en el eje de las ordenadas denotan una disminucién con
respecto al control.
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de 3,5 veces menor que el control luego de 2 horas, y manteniéndose en torno a 2
veces menos dentro de las 24 horas posteriores al tratamiento (Figura 22c).
Interesantemente, la adicion del alcohol causa un aumento de aproximadamente 5,5
veces en los niveles de mRNA del mensajero maduro del gen crtYB, y no posee efecto
significativo sobre la expresion del mensajero alternativo de dicho gen (Figura 22d). En
el caso del gen crt/, el etanol no posee efecto significativo sobre la expresion del
mensajero maduro, y causa una disminucién de hasta 5 veces de su mensajero
alternativo, retornando a los niveles basales luego de 24 horas (Figura 22e).
Finalmente, la adicién de etanol causa un aumento de hasta 4 veces en los niveles de
mRNA del gen crtS, el cual alcanza su maximo de inducciéon luego de 4 horas de
realizado el tratamiento (Figura 22f). En resumen, la adicién de etanol causa la
induccién de dos de los genes clave de la ruta de biosintesis de astaxantina, fenémeno
que podria contribuir al aumento en la sintesis de pigmentos causado por esta fuente

de carbono.

3.4 Efecto de la glucosa y el etanol sobre la sintesis de pigmentos en X.

dendrorhous.

Una vez determinado el efecto de la glucosa y el etanol sobre la expresion de los
genes de carotenogénesis, evaluamos como influian dichos agentes en la produccion
de pigmentos. Para ello se crecieron células de X. dendrorhous en medio YM sin
glucosa hasta 24 horas después de alcanzada la fase estacionaria, momento en el cual
los cultivos fueron divididos en tres. A una de las partes se le agregé glucosa hasta una
concentracion final de 20 g/l, a otra parte se le agreg6 etanol hasta una concentracién
final de 2 g/l, y la parte restante no recibi6 tratamiento (control). Posteriormente se

colectaron alicuotas de los cultivos luego de 2, 4, 6 y 24 horas después de realizado el
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tratamiento, a partir de las cuales se determiné la produccion de biomasa y la cantidad
y composicion de carotenoides presentes en cada muestra. De esta manera se
encontré que la adicion de glucosa causé un importante incremento en la biomasa, el
cual fue notablemente mayor que el observado al agregar etanol luego de 24 horas
después de realizado el tratamiento (Figura 23a). Sin embargo, al analizar la cantidad
total de carotenoides por volumen de cultivo (Figura 23b), se observé que en la
situacion donde se agregd glucosa, no se registré6 produccién de pigmentos incluso
luego de 24 horas después de realizado el tratamiento. Por el contrario, la adicion de
etanol caus6 un aumento de aproximadamente 1,8 veces en la cantidad de pigmentos
con respecto al control, 24 horas después del tratamiento (Figura 23b). En este caso, a
pesar de que también se observé un incremento en la biomasa, dicho aumento estuvo

acompaniado de la produccion de pigmentos.

Al analizar la cantidad especifica de carotenoides, se observé que la adicion de
glucosa causé una disminucion progresiva de la cantidad de pigmentos producida por
unidad de biomasa (Figura 23c), la cual fue detectable incluso 2 horas después de la
adicion del azucar, alcanzando un nivel 3 veces menor que el control después de 24 h.
Esta disminucion estaria explicada principalmente por incremento en la biomasa y la
ausencia de sintesis de pigmentos. Por otra parte, luego de la adicion de etanol, la
cantidad de pigmentos por unidad de biomasa se mantuvo relativamente constante
durante el intervalo de tiempo estudiado, debido al aumento conjunto de la biomasa y

la cantidad de carotenoides (Figura 23c).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio indican que a medida que cultivos
de X. dendrorhous envejecen, la proporcion de intermediarios de la ruta de

carotenogénesis presentes en las células disminuyen. Lo anterior va acompafiado por
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Figura 23. Efecto de la glucosa y el etanol sobre la produccién de carotenoides en X.
dendrorhous. Cultivos de X. dendrorhous fueron crecidos hasta fase estacionaria y
posteriormente divididos en tres alicuotas. A una de ellas se le agregé glucosa (20 g/l final, v),
a otra se le agreg6 etanol (2 g/l final, m) y la otra no recibi6 tratamiento (control, ®). Se
determiné el crecimiento celular (a), la cantidad total de carotenoides por volumen de cultivo (b),
la cantidad de pigmento por unidad de biomasa (c) y el contenido relativo de astaxantina con
respecto al total de carotenoides detectados por cromatografia liquida en fase reversa (d). Las
barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=3).
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un aumento en la cantidad relativa de astaxantina, explicado por el cese de la sintesis
de novo de pigmentos y la conversién de todos los intermediarios en el producto final
de la ruta. En base a esto, una forma de evaluar si hay sintesis de novo de pigmentos
es determinar la proporcion de intermediarios versus la cantidad de producto final
(astaxantina) a lo largo del tiempo. Segln lo anterior, analizamos mediante
cromatografia liquida en fase reversa la composicion de carotenoides presentes en las
muestras estudiadas previamente y se determiné el contenido relativo de astaxantina
con respecto al total de pigmentos detectados en cada muestra (Figura 23d). Asi, se
encontré que en la situacion control el contenido de astaxantina se mantuvo invariable
en torno al 75% dentro de las 24 horas analizadas, indicando que no hubo generacion
de intermediarios. Una situacion muy similar se observé al agregar glucosa, donde la
proporcién de astaxantina se mantuvo igual al control en todos los tiempos analizados.
Un fenébmeno totalmente distinto se observé al agregar etanol al medio. En este caso,
luego de 24 horas después de la adicién de la fuente de carbono, se registré una
disminucion significativa de la cantidad relativa de astaxantina, producto de la
generacion de intermediarios de la ruta de biosintesis. Junto con la determinacion de la
cantidad de pigmentos totales, estos resultados indican que la adicién de etanol causa
un incremento en la cantidad de carotenoides promoviendo la sintesis de novo de
pigmentos, dentro de las 24 horas posteriores al tratamiento. Por el contrario, cuando
se agrega glucosa al medio se produce una inhibicion de la sintesis de pigmentos, que

se mantiene durante todo el intervalo temporal analizado.
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3.5 Caracterizacion de las regiones promotoras de los genes de

carotenogénesis reprimidos por glucosa.

3.5.1. Prediccion bioinformatica de posibles elementos reguladores.

Los resultados presentados anteriormente indican que la expresiéon de los cuatro
genes involucrados en la sintesis de astaxantina a partir de geranilgeranil pirofosfato es
reprimida en respuesta a la adiciéon de glucosa. Sin embargo, los mecanismos y
posibles factores que intervienen en este proceso permanecen desconocidos. Al
respecto, un antecedente relevante es el hallazgo de posibles sitios de unién al
regulador Mig1 en la regién promotora del gen crfS (Alvarez y col. 2006). Dicho
regulador es un factor transcripcional que media la represion catabolica por glucosa de
diversos genes en S. cerevisiae y ofras levaduras y hongos. La presencia de
potenciales sitios Mig1 en la region promotora sugiere que la represion por glucosa del
gen crtS podria estar mediada por este factor. Considerando lo anterior, se realizé un
analisis de las regiones promotoras del resto de los genes de carotenogénesis, con el
fin de determinar si también poseen sitios de unién al regulador Mig1. Para esto se
utilizaron dos aproximaciones. En primer lugar, se us6 el software PROMO (versién
3.0), el cual realiza una prediccién de sitios de unién a factores de transcripcion,
basada en matrices de secuencias consenso almacenadas en la base de datos
TRANSFAC. En este caso se empleé la matriz correspondiente al regulador Mig1
(codigo TRANSFAC: T00509). Una segunda aproximacion consisti6 en la busqueda
manual de sitios Mig1 segun la secuencia consenso establecida por Cubero y
Scazzoccio en el hongo Aspergillus nidulans, definida como (G/C)(C/T)GG(A/G)G, y
que corresponderia al sitio minimo de unién (Cubero y Scazzocchio 1994). Esta Gltima

aproximacion fue la usada para encontrar los sitios Mig1 del gen crtS (Alvarez y col.

& K
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2006). Con ambas aproximaciones, se analizaron las regiones promotoras (definidas
arbitrariamente como 1000 pb rio arriba del codén de inicio de la traduccién) de los
genes crtE, crtYB, crtl y crtS, ademas de la region promotora del gen grg2. De esta
manera, se encontr6 que todos los genes de carotenogénesis poseen al menos un sitio
Mig1 en su region promotora, identificado ya sea por una o ambas aproximaciones
(Figura 24). El analisis con PROMO revel6 la existencia de un posible sitio 94 pb rio
arriba del codon de inicio del gen crtE, el cual sin embargo no se ajusta a la secuencia
consenso definida en Aspergillus. Importantemente, en los promotores de los genes
crtYB y crtl se encontr6é un sitio cuya ubicacién es bastante similar (774 y 777 pb rio
arriba del codén de inicio, respectivamente). Estos sitios tampoco se ajustan a la
secuencia consenso definida en Aspergillus. En el caso del promotor del gen crtS, el
analisis usando PROMO permiti6 identificar dos sitios ubicados a 749 y 609 pb rio
arriba del codén de inicio. Cabe notar que el primero de estos sitios se encuentra en
una posicion bastante similar a los encontrados en los genes crtYB y crtl. Estos sitios si
se ajustan a la secuencia consenso de Aspergillus, y coinciden con dos de los cuatro
sitios encontrados por Alvarez y cols. (Alvarez y col. 2006). Usando dicha secuencia
consenso no se encontraron sitios adicionales a los hallados utilizando PROMO en los
promotores de los genes crtE, crtYB y crtl. En el caso del gen grg2, en cambio, se
encontraron dos sitios que se ajustan a la secuencia consenso pero que no habian sido

detectados con PROMO (342 y 214 pb rio arriba del cod6n de inicio) (Figura 24).

El hallazgo de sitios Mig1 en las regiones promotoras de los genes de
carotenogénesis, y la conservacion de la ubicacion en algunos de ellos, plantea la

posibilidad de que existan otros elementos de secuencia comunes. Para evaluar esta
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Figura 24. Potenciales sitios de unién al regulador Mig1 presentes en genes reprimidos
por glucosa de X. dendrorhous. Se realiz6 un analisis bioinformatico de las regiones
promotoras de los genes reprimidos por glucosa de X. dendrorhous con la aplicacion PROMO
3.0 (ver referencias) usando la base de datos TransFac v8.3, encontrando posibles sitios de
unioén al regulador Mig1 (recuadros rojos). Adicionalmente se muestran los sitios Mig1 predichos
usando la secuencia consenso establecida por Cubero y Scazzocchio, 1994 (recuadros
amarillos). Los recuadros bicolores representan aquellos sitios predichos por ambas
aproximaciones.
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hipétesis se realiz6 un alineamiento de las regiones promotoras de los genes crtE,
crtYB, crtl y crtS. Al realizar la comparacién base a base de las secuencias no fue
posible encontrar elementos ni regiones conservadas, ni tampoco patrones evidentes
que sean comunes a 2 o mas genes (Figura 25). Al realizar un alineamiento multiple
que permita la introduccion de gaps y el acomodamiento de la posicion de una
secuencia con respecto a las otras (usando clustalW), tampoco fue posible identificar

elementos conservados.

Estudios previos sugieren que el contenido GC de las regiones adyacentes a los sitios
Mig1 podria ser importante para la funcionalidad de dichos elementos. Estudios en A.
nidulans (Cubero y Scazzocchio 1994) y en S. cerevisiae (Griggs y Johnston 1991;
Nehlin y col. 1991) han reportado que frecuentemente los sitios Mig1 funcionales son
precedidos por zonas ricas en AT. Para determinar si las regiones previas adyacentes
de los potenciales sitios Mig1 de los promotores de los genes estudiados presentan un
patron de este tipo, se determiné el contenido GC de 10 pb rio arriba de cada sitio,
ademas del contenido GC total de las regiones promotoras. Al comparar el contenido
GC de la region previa adyacente a los posibles sitios Mig1, se pudo constatar que éste
es menor que el contenido total sélo en los casos de los genes crtE y crtl (Tabla Il).
Ademas, no se observé un patrén evidente comparando las zonas adyacentes a los
sitios Mig1 de las distintas regiones promotoras, ni tampoco comparando los distintos
sitios Mig1 predichos para el promotor del gen crtS. Con respecto a este ltimo, se
observa un contenido GC particularmente alto en las regiones adyacentes de los sitios
B y D (80%/70% y 90%/80%, respectivamente), contribuyendo al relativamente alto

contenido GC de esta regiéon promotora,
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GAAGATGAGTTGATTGAGTAAGGGCTTAATTTTECTCTTCBACCTTBCCTRCTTRCACCGGAAGTABETCATCTCCTG
GAAGATGGGTCCACCGATAGT GGT TTGAAAGGAGATGGGT GGAATABAGACAAATGGGGAATTCCABTTTTGCCTTTG
TTCCTCCTTCTCTICCATTCATTCTACTCAAGABT TAAACCATACCAAGCTTACHTAAATTCCAACCEACTTTTACAA
TCGARACCTGGGCTGACTCGGCCOTCGARACCCEGGGTGABCTCAGET TCTTCABCGACAACTACGBETGTCGAGAGT

BITTEGCTGTCTTCAACGATCTBT GAGTGTAGATCGTTCTBBGAGCTCGTCTETGETT CGACCGAABAACKRACAAAAGC
B1ACBAGAAAGGACACT GGGT TBGAAAGAGAAGAT GGTACGBT TCTTCTCCACETTGAATBTGTTGCTTABTAGRCATGTTTG
81ATCCECAACTCATCTCAACAT CCGAACTAAGCAGACCBCCCGAAAGT CEACBGGABGAAAGGCT CBCC AGCAGCT
81 GGBCLGGCTGGTAGAACACGBGCGGCGGCTGLBACGG TGCGGCTTTAGGECCTBCAACT GCGT BT GGRGCAAGT GC

1B TTCTGGCGTTCGTTGTACGTATGATGT TTATTIRAGCTTTATCBABGAATBCATCT T TGACGAT T1T1GAARTCGGTTBTCT

161ACACGCTAATGCATTICTTTCCAGT TTGABTTTRGAACTATGGT GGTTGGECCATICCECAAART CAIT TAGCTTCTACTTC
161 CGCTACCAAGGCT GCCCGAAAGACGCGCTCETGC RGCTGGAGGT GTCAAGAAGCCCCACAGATACAGGTTAGTCTITGGAT
181 TGECACT GAGBECGCTGTGGCATCACCGGEGATRAAAGGCGCGGCEGGCGBACCATCEAT CAGAGGT GCAGCCGCTBCTG
241 TCGCTTATGACA TCAGACGGGGAGCGACAGAGT GCCT cBBGGETGATCAACATGAGETTCCGAATTBAAGCTACEA

241AGCTCATTACCTCGATCTEATCTTACTACCAGGTGTT TTRTCACCTACGGCCTCTTCTITGTTCTCTEGACT GGGEC
2 TTATTCAACTTITTITTITTCCTGCTCAGAATAAGCT TAAART GA 3TGECTCTGCGGTGCTCETCTACAGACBCGBAACAGT
241 GACGAGGTGGGGLCTCGACCAGGGGT GCTAGAGGT GGABGG CGACGACATTATTCGBAGGTGCACTGGGT AAAGEC

321GAGT GCCCBAGACTTATCTTCCCTGTACGTGTET TGAGCT TGAACTETGAACCGABCTAGATATCGBATCCTGACCATTT
321ATGGAAAABGATATTACGATAAATACAT CACTCAGTATCBGTCGATETGT BCAGGBAAGAATCGACECBGT CCGAAGETG
321CGCTCTTCBAGAGATCCGACGATACCAGAAGTEGACCBABCTCCTCATCCBAAAGRT CCCCTTCCAGEBACTCGT TCGAG
321CAGGCAAGT GBAACGGGCACAAAACGAGCTCGACCGGAABATGATGEGBCBGCAABT GOT TCTGGGET BGGGAACACCCT

401GTTGTTEAACTATGARCACTTECCTCBTEGAAAGCT TEGCACACATGT TTCAATACGCTCTBCTTGEBCTAGBTATAGATE
401AGTAC TCTTCTCRTTTCTEOATABCEAACGGACGETATTTTGTGACAGAABGAT GAGACTATCBAACABCT CAAACA
401AGATCGEBCCAGGACT ECAAGACTGATETCAGAT TCCAGTCTTCAGCCGT CATGBCCCTCCABGAGGETTCCBAGGCTTAR
401ATTCGABCGGTTGAARGAGT CACAATEGGCCGGCAGCECTGCTGCABGCACCGBCGCAAGT BGCTCBGGACCGAAGCCTE

481 AAAGACAGT GCTTCAGAAAAAGET TGAAGAGGCGCTCACGAT GAGECAGGGT TTCOBGCTEAAATAGRTATCTTGTT
481AACTAACBCTCTRGATTAATCABCCGETCAACTTATTGCTCAACTCABT TBBACT GCTGAAAGARCAGTTCTTA
481CTTGTETCTCTCRT TGAGGACABCAACT T GGETGCTATT CACGCCAABCGAGT GACBATCBAGCCTARGGATCTCCA
481 GCCAGCAGT T GARCAAGCGAACBAAGCCGAACAATCCTGGCGCGCET BGAGBBAGT GEGGGAGGAGCAGCAGGT

00

561CTGTCATTGTATBCATTGTTTCTTTATTCTCCTATCTCRATAATTATCTGT TTCTBTACCAGACTGT TCATACATGTCCA
561AAAGACATGGTCBCTATAGGAGAATGBGGATGT GGATCTGGATGAAGTGT TGBT TGBAGAT CACGTGAGGACATTATCCGA
561CGCTCGACBACTBCGAGGAGAGCBAGCATAAGCGCCTGTCCGTAGAGAGGABAAGT AGTAGTGTTT CCTGGATCAGT TGC
561GCATCGGGT GGABAGAATCAGTAGTGTGTGTGTATGIGIGTAGT GTAGT TGEGTTBT CCCATGTGCTTCTTCTTATCATC

641 TCGTGTCGATATATAGAATCCCTTRTTAATGACTCETGCCGGCBATT ACTTACG'I.'A)_ATTGCGG'TCAATCCGGCGGTTG
641GGACAATTAACTACT TAAGATATARACATGATITATGT CGATCBGCARCCAGCCGGGGAT TGATBGGC TGAT GGCCGGAA
641 CAGTTGTACAACCCTGTACCAATARCGT FATATAATCAATTTATCCARCCATTCTCTGAAACATEACATCAAAATGATTG
B4TATCATTTCTTTARAATCTCTACATRGAATGT TTACCGGAACGGBCT TRGATGATACTACGGACCACGT EGTGTAACCAGT

T21AAATCTCTTTGCCEBAGCECCGLCCGGT TCOGAGGTGBT TEBGABCTBGT TCGATGGCCGGCBGACTFGGCEGAT CGGBACGG
721ATGTGATGATGGT CIBA ACTCGATBTCTCTTTTT!TGTTE:' TCTCATCCCTCTTCTCTCTTICTAGTAACATECATC
721CCGACAAGATAACABCAAGT TGCACAAAAGACACGTBAG CABCACGTGACATTGCTGATATAAGCGACGATAAGAT
721 TCGATTGAGATTACIBAT TAGATAGECGATCCGTCGATCAGATET CBATCTAGAGCGACATCTGGCTCGATCGGT CETTGC

B01CCTTGCGTGTTCTCCTGGETTCTCEATCTCGCTCGATCGTTTTTCATCTGGT TCGBAAGATACGAT GAACCAGAA TA
B01TCCAACTGTCTAGAT CAGTTCGBAAACAAGAAGT GGACACAGAGAGATCTTTGCT GAAGAGT TGTA T TECAGAAABGGAA
801 CAGACGGCCGATCGAGATGAAT BACTGGGCATAGATCGTATCAACATCGTCGATCGGCCAAAAT TGGGEGAGAT GRCCGA
801CGAAAAT CAGGGCACCGATCAGGGCAGAGGAACGCCGAGGCCGAACGAGACAGACACACCATCATCATBAGCCATEBTCTT

881 CTCGACCAGCATATALCCH ATCGEACACGTAGEATABACCCAATTTAAAGTGCABTCAGCCATAGCTAACAE
881 AACAAAGGAAAGAAGCGBCGAAGCACAT CACBAACTTCAGEAAGECGGTCCAGCBCGATET CGGATAGACATCATCTTAG
831ACACCTTGATTTITIGT TEBGGCGATCAAACT TETCGRTCTTEGTTETTGITTGCACTTCEETTECACCTCTTCCACCCTTG

B3I TTTTGTGATCGTTTITTABATACTACCCGTCGATTCRAACCTTCTTTCTICTTCTETTGCBATET TTGCATTICTCRATCTE

961 ACAGAABTACACATACATACACTCATCCGGAACACATAG
951 CEAACTEBGTATCATCECCAACAGATAGAGT TTRTGTEGCA Codéndeiricio
951 CCGAAT AACTTGACACATAACTCTAGTATCF«AIA‘TC
961GTGTAABATCGATCCGAT TCT TGCCACCTACTRTCTECAT
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Figura 25. Alineamiento de las regiones promotoras de los genes crtE, crtYB, crtl y crtS.
Se alinearon las regiones promotoras de los genes de carotenogénesis reprimidos por glucosa
de X. dendrorhous de modo de evaluar posibles elementos de identidad de secuencia o
patrones comunes. La intensidad del color es proporcional a la identidad nucleotidica entre las
cuatro secuencias. Se presentan ademas los potenciales sitios Mig1 predichos por la aplicacion
PROMO 3.0 (recuadros rojos), los predichos segun la secuencia consenso establecida por
Cubero y Scazzocchio, 1994 (recuadros amarillos), o por ambas aproximaciones (recuadros
bicolores).
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Tabla Il. Contenido de GC de las zonas adyacentes a los potenciales sitios Mig1
presentes en promotores de genes regulados por glucosa de X. dendrorhous.

Promotor Region Sitio A Sitio B Sitio C Sitio D p;‘:::of

o W m em

e Em

TS e

s WA : 3 o
Previa 60% 80% 50% 90%

oS Po::rior 6% 70% a0% 80% i

El porcentaje mostrado equivale a la cantidad de guaninas y citosinas presentes en una zona de 10 pb rio
arriba (previa) o rio abajo (posterior) de los sitios Mig1.
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comparado con el contenido GC total de los promotores del resto de los genes

estudiados.

3.5.2. Estudios de union DNA-proteina en el promotor del gen crtS.

Si bien la presencia de los potenciales sitios Mig1 en las regiones promotoras de los
genes de carotenogénesis sugiere la participacion de un posible homélogo al factor
Mig1 en la regulacién de su expresién, es necesario recopilar mas datos sobre la
funcionalidad de dichos elementos. Se sabe que la accién del regulador Mig1 requiere
de la union directa de este factor a los sitios diana presentes en la regién promotora en
todos los organismos donde ha sido estudiado. Considerando lo anterior, una forma de
evaluar la funcionalidad de los sitios es estudiar si son capaces de unir la
correspondiente proteina. Lamentablemente a la fecha no se cuenta con la proteina
Mig1 purificada, de hecho hasta las Ultimas etapas de la realizacién de esta tesis ni
siquiera se conocia si en X. dendrorhous existe un homélogo de dicho factor. Debido a
esto, no es posible evaluar directamente si los sitios Mig1 de X. dendrorhous unen la
mencionada proteina. Sin embargo, como una aproximacién alternativa, se utilizaron
extractos de proteinas nucleares para estudiar si existia union entre distintos
segmentos de la region promotora y alguna proteina presente en el extracto, evaluando
la formacion de complejos DNA-proteina que presenten una migracion electroforética
retardada con respecto al DNA libre. Se tomé como modelo la regién promotora del
gen crtS dado que posee varios sitios Mig1, dos de los cuales (sitios B y C) fueron
predichos tanto por el analisis PROMO como por el uso de la secuencia consenso de
Aspergillus. Como primer paso fue necesario estandarizar un protocolo de preparacién
de extractos nucleares de X. dendrorhous, dado que es la primera vez que se hace

este tipo de ensayos en dicha levadura. La intenci6n original era conseguir extractos en
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dos condiciones distintas, especificamente en presencia y ausencia de glucosa, de
modo de comparar la union detectada en ambas condiciones. Sin embargo, la
preparacion de extractos nucleares requiere una lisis controlada y suave de las células,
la cual, debido a la dureza de la pared celular de X. dendrorhous, s6lo puede
conseguirse habiendo primero formado protoplastos, los cuales ademas son bastante
labiles. Actualmente no existen cocteles enzimaticos comerciales que degraden
eficientemente la pared celular de este organismo, por lo que la formaciéon de
protoplastos requiere la incubacién durante aproximadamente 16 horas. El largo
periodo de incubacion hizo poco controlables las condiciones en que las células se
encontraban al momento de la realizacion de la extraccién, por lo que finalmente sélo
fue posible la preparacion de un extracto Unico. Para esto se crecieron células de X,
dendrorhous en medio YM-glucosa (20 g/l) hasta fase exponencial (DOgp=3-4), las
cuales fueron posteriormente transformadas en protoplastos, a partir de los cuales se
prepararon los extractos de acuerdo a lo descrito en la seccién de materiales y
métodos. Una vez finalizada la preparacion, los extractos fueron cuantificados y
visualizados por SDS-PAGE de modo de verificar la ausencia de degradacion (Figura

26b).

Los fragmentos de DNA usados fueron de dos tipos. En primer lugar, con el objetivo de
realizar un analisis global de la region promotora del gen crtS, ésta fue subdividida en 5
fragmentos de aproximadamente 200 pb (denominados S1 al S5, Figura 26a), los
cuales fueron amplificados por separado mediante PCR, purificados y marcados
radioactivamente. En segundo lugar, se sintetizaron oligonucleétidos de hebra simple
complementarios que al hibridar forman un segmento de DNA de doble hebra de

aproximadamente 25 pb que contiene, ya sea el sitio Mig1 B o el
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C. (continuacién) S5
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Figura 26. Ensayos de unién DNA-proteina en el promotor del gen crtS. Se dividi6 el
promotor del gen crtS en distintos fragmentos (a), los cuales fueron marcados e incubados con
cantidades crecientes de extracto nuclear de X. dendrorhous en presencia, y luego separados
por electroforesis en geles TBE-acrilamida (geles de retardo), de modo de evaluar su
capacidad de unir posibles proteinas reguladoras. (b) SDS-PAGE representativo de los
extractos nucleares utilizados. (c) Geles de retardo con los fragmentos S1-S5 del promotor crtS.
(d) Geles de retardo con los oligonucleétidos de aproximadamente 20 pb que contienen los
sitios Mig1 B o Mig1C. Las flechas indican las bandas retardadas correspondientes a complejos
DNA-proteina.
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sitio Mig1 C (Mig1crtSemsaB/C, Tabla ). Los oligonucleétidos fueron disefiados de
manera que al hibridar queden extremos 5’ de simple hebra que favorezcan el marcaje
con [y-**PJATP usando la enzima polinucledtido kinasa. Una vez obtenidos los
fragmentos marcados, estos fueron incubados con cantidades crecientes de extracto
nuclear, en presencia o en ausencia del competidor no especifico poly(dl:dC), el cual
es un polimero sintético de DNA que ayuda a disminuir la unién inespecifica entre DNA
y proteinas. Luego de la incubacion, las muestras fueron separadas en geles de TBE-
poliacrilamida, los cuales fueron luego secados sobre papel y usados para exponer una
pelicula de rayos X. Al analizar los distintos fragmentos del promotor del gen crtS se
observo la formacion de complejos DNA-proteina con 4 de las 5 secciones (Figura
26c). En el caso del fragmento S1, que contiene los sitios Mig1 B y Mig1 C, se
observaron dos bandas retardadas, las cuales corresponderian a dos complejos de
diferente peso molecular, los cuales aumentan en proporcion al DNA libre a medida
que se incrementa la cantidad de extracto nuclear usado (Figura 26¢). En el caso del
fragmento S2 que incluye los sitios C y D, se detect6 la formacién de un complejo
retardado representado por una banda bastante tenue. Una situacion similar se
observo con el fragmento S3, aunque en este caso se detecté ademas una segunda
banda de menor peso molecular. Al analizar el fragmento S4 se observé que éste
también es capaz de formar complejos DNA-proteina en presencia del extracto nuclear,
aunque dicho fragmento no incluye ningun sitio Mig1. Posiblemente la formacion de
complejos DNA-proteina con este fragmento se deba a la presencia de otro tipo de
regiones reguladoras tales como la caja TATA. A diferencia del resto del promotor
analizado, la zona incluida en el fragmento S5 no mostré formaciéon de complejos DNA-
proteina (Figura 26c), sugiriendo que en ese segmento no se unen proteinas

reguladoras, al menos en las condiciones ensayadas.
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Al realizar los ensayos de retardo con los oligonucleétidos que contienen los sitios
Mig1, se observé claramente la formacion de complejos DNA-proteina con el
oligonucledtido Mig1 B (Figura 26d). En el caso del oligonucleétido Mig1 C, se observé
una banda muy tenue, la cual no podria ser interpretada con seguridad como un
complejo retardado. Cabe destacar que por razones desconocidas este oligonucleétido
quedo con una marca radioactiva mucho menor que el resto de los fragmentos de DNA

utilizado, lo que podria dar cuenta de lo tenue de la supuesta banda retardada.

Aunque los resultados presentados anteriormente sugieren que los sitios Mig1 son
capaces de unir algun tipo de proteina presente en el extracto nuclear, la prueba
definitiva para asociar estos elementos a la regulacién por glucosa requiere de la
realizacion de este tipo de ensayos utilizando la proteina Mig1 purificada. Con esa
perspectiva en mente, y si bien queda mucho para llegar a ese objetivo, este trabajo
contribuye con el clonamiento y la caracterizacién del potencial homoélogo a Mig1 de X.

dendrorhous, tal como se describira a continuacion.

3.6 Clonamiento y caracterizacién de un posible homélogo al gen Mig1

de S. cerevisiae en X. dendrorhous.

A lo largo de este trabajo se han discutido diversos indicios que sugieren que un
homoélogo del gen Mig1 podria estar implicado en la represién transcripcional de los
genes de carotenogénesis mediada por glucosa en X. dendrorhous. Sin duda un paso
clave en la comprobacion de dicha hipétesis es determinar si existe un homélogo de
dicho gen en esta levadura. Para responder esa interrogante, se probaron diversas
estrategias para conseguir aislar un posible gen Mig1 de X. dendrorhous, entre las

cuales estuvieron el disefio de partidores degenerados a partir de alineamientos
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multiples de secuencias aminoacidicas de proteinas Mig1 de organismos
filogenéticamente relacionados, y su posterior utilizacién para intentar amplificar por
PCR a partir de DNA genémico; para buscar en distintas genotecas de cDNA y DNA
genomico, etc. Lamentablemente ninguna de estas estrategias fue fructifera, y no fue
hasta la secuenciaciéon del genoma de X. dendrorhous, impulsada por nuestro
laboratorio, que finalmente se logré encontrar el gen buscado. Una vez que la
secuencia del genoma estuvo disponible, se inicié el proceso de anotacién por medio
de la comparacién con la base de datos, y la busqueda de diversos genes de interés
para nuestro grupo, entre ellos el posible homoélogo a Mig1. Asi, en la regién central de
un segmento de aproximadamente 13 kb se identificaron zonas que al ser traducidas
presentaban homologia con proteinas Mig1 de otros hongos. Luego de realizar
comparaciones segmento a segmento con la base de datos mediante Blast, fue posible
acotar el gen, determinar el posible sitio de inicio de la traduccién y tener una
aproximacion de las posibles regiones exdnicas. Con esta informaciéon se disefiaron
partidores que permitieran amplificar este gen a partir de cDNA de la cepa UCD 67-
385, y asi, luego de secuenciar las bandas obtenidas, poder determinar con exactitud
la region codificante. En total se utilizaron cerca de 12 partidores distintos para obtener
la secuencia completa, siendo los partidores Mig1cDNA FW4 y Mig1cDNA RV7 (Tabla
), ubicados en las regiones 5' y 3' UTR, respectivamente, los que delimitan la regién
de mayor tamafio que se logré amplificar a partir de cDNA. El analisis de la secuencia
de cDNA revel6 la presencia de un marco abierto de lectura de 2592 pb, el cual fue
traducido virtualmente originando una proteina de 863 aminoacidos, con un peso
molecular calculado de 92,24 kDa (Figura 27a). Al comparar la secuencia de cDNA con
la de DNA gendémico se identificaron tres intrones, ubicados hacia el extremo 5' de la

region codificante, siendo el Gltimo ex6n mas de un tercio del ORF (Figura 27b). Al
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L ¥ NGLV G S GNUILGGULS I GNOQMGT FNUPOQOQOQOQGOQTL
TTGTACAATGGACTGGTCGGAAGTGGAAACCTCGGCGGTCTCTCGATCGGTAACCAGATGGGGT TCARCCCACAGCAACAGCAACAGCTT

Q QL Q QL OQNAHUOQ®QTIOQSIO QP RS F*R*H*R*S $ L P Y A F
CAACAACTCCAACAGCTCCAGAACGCTCATCAGCAGATTCAATCTCAACCCCGTTCATTCCGACATCGATCGTCTCTGCCTTATGCGTTC

T S A EA S HQUPS P A S S ES S DS FNUDUDZPMGT FOGQOQV
ACGTCGGCCGAGGCATCCCACCAGCCATCACCCGCGTCATCGGAATCT TCAGATTCGTTCAACGACGACCCGATGGGCTTCCAACAGGTC

G N TG F EF TP S TS P VL GUP L*R*™®*™M*S I F P QMMWMNT N
GGTAACACCGGTTTCGAGTTCACGCCCTCAACCTCGCCCGTGCTTGGTCCGTTGAGARACATGAGCATTTTCCCCCAGATGARCACGAAC

G L P F G6Y G PLGLGNGGTGTTGTTSAUVT S P AOQ §*E
GGGCTGCCCTTTGGATATGGTCCCCTCGGACTAGGCAACGGTGGAGGAACAGGTACGACGAGTGCGGTCACTAGTCCGGCCCAGAGCAGA
VEH *S 'R *A*S *s P V N H F G G S G GMDTODGOQSGUHTG GV G S KN
GTTCATTCAAGGGCGAGCAGCCCGGTGAACCATTTTGGTGGATCTGGTGGAATGGATACCGATCAGGGACACGGTGTCGGTTCGAAGAAT

H HHHTIEKHI RS HPYPNA AFNUBHTFEFINNDNTIWNTTSSOQOQ A
CACCATCACCACACTAAGCATCGATCACATCCATATCCTAACGCGTTTAACCACTTTAACAACATAAACACGACCTCGTCACAACAGGCT

AL QN OQTIFOQOQOOQO0O0O00Q 0000000 KOQQOQoeOQOQQCOoQOoeoeo
GCCCTCCAGARCCAGATCTTTCAGCAGCAACAACAACAGCAACAACAGCAACAGCAGCAGCARCAAAAGCAGCAACAACAGCAGCAGCAG

Q 0000 Q Q00 0Q0Q0QQ0Q0QC00Q0QO0 000 QHKNSO GQSUGQZPRM
CAACAACAGCAGCAACAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAACAACAGCAACAACAGCAACAACAACACAAAAATCAATCCCAACCGCGGATG

S FPGRMSUPPRSTMSSTSASTLAST FOQO QO OTLA AG BAH
TCCTTCCCGGGTCGAATGTCACCCCCTCGATCGACCATGTCTTCTACCAGCGCTTCCTTGGCGAGCTTTCAGCAGCAGTTGGCCGCTCAC

Q 0V QAV QI QQAQALA MAMRABAGQI OMNMNSSU®RIOQSUVETDI
CAACAGGTTCAAGCCGTTCAAATTCAACAAGCTCAGGCCCTTGCCCGAGCTCAGCAGATGAATTCGAGCAGACAATCGGTTGAAGATATC

L NAS PLP S HNGS5PAGS S NULNGT S SV P S G AA AN
CTCAATGCTTCGCCTCTTCCGTCTCACAACGGATCGCCCGCAGGTTCATCCAACCTARACGGT TCCTCAGTCCCGAGCGGAGCCGCCAAT
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VG666 6 6R S 666G GG AP S G DGRUHULA APZPUWVGSATF P G
GTTGGCGGTGGTGGTCGGTCGGGTGGAGGAGGTGCACCATCAGGGGACGGTCGACACCTCGCTCCCCCTGTTGGATCTGCCTTCCCAGGT

Y P T 58 A S A S T QN S P G T S *R *A *5 +* P T G T K P K S G P
TATCCGACTTCCGCCTCGGCTTCCACTCAAAACTCACCGGGTACTAGCAGAGCGTCATCTCCTACGGGAACGAAACCTAAGTCAGGACCG

G DHLTAO QO QNS SQLA ARSUVQARAMTFGTIOGSETGUINTS S L
GGTGATCATTTGACGGCTCAGCAGAACTCACAGCTTGCCAGATCTGTTCAAGCCGCATTTGGGATTGGCTCAGAAGGAAATTCCTCGTTA

A N 58 I BE G S P*R*L*Q0*S S R O Q Q Q Q@ Q@ Q@TVTQTOGQSGQ
GCAAATTCGATAGAAGGCAGTCCACGACTTCAATCGAGCAGGCAGCAACAACAGCAGCAGCAACAAACTGTAACCCAAACTCAGGGTCRG

V@ T Q GQ S E S P Q K Y P S NG S GGNUGENSMMUVNE D
GTTCAGACACAAGGACAATCGGAAAGCCCGCAARAAGTATCCCTCGAATGGCTCGGGCGGTAATGGAGAGAACTCGATGGTCAATGAAGAT

G S 8§ N E*R*S*R*S G Q TEA AGA AG S DAMUV S§ -
GGATCGTCCAATGAACGATCCAGGTCGGGCCAGACAGAAGCCGGAGCGGGTTCAGACGCAATGGTTAGC

b. Estructura Exon-Intron

T J 1 T T L] T

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 pb

c. Busqueda de genes ortélogos mediante blastX (regién codificante)

Nombre de la secuencia Cobertura Identidad E-value
DNA binding protein Cre-1 [Cryptococcus neoformans) 33% 52% 9e-71
Mig2 protein [Puccinia graminis] 1% 61% 3e-28
DNA binding protein Cre-1 [Neurospora crassal 10% 67% 3e-26
DNA binding protein CreA [Paracoccidioides brasiliensis] 8% 74% 5e-26
Catabolite repressor CreA [Ajellomyces dermatitidis] 6% 86% 1e-25
Putative Mig1p [Pichia angustal 9% 64% 2e-25
C2H2 transcription factor (Crea) [Trichophyton verrucosum] 10% 61% 4e-25

Figura 27. Caracterizacion estructural del gen Mig1 de X. dendrorhous. (a) Secuencia
nucleotidica de la region codificante y de la estructura primaria de la respectiva proteina
deducida mediante traduccion in silico. El codén de inicio y el codén de término se encuentran
coloreados en rojo. Los dedos de zinc del dominio de unién a DNA (N-terminal) y el dominio
efector se muestran subrayados. Los potenciales sitios de fosforilacién por la proteina Snf1
(motivos RXXS) se muestran coloreados en verde y marcados con asteriscos. (b) Estructura
exon-intrén del gen Mig1 de X. dendrorhous. E: exén. (c) Genes ortélogos con mayor identidad
al gen Mig1 de X. dendrorhous presentes en la base de datos no redundante, encontrados
usando la aplicacion BlastX.
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comparar la secuencia de la proteina deducida con la base de datos no redundante
mediante BLAST, se comprob6 que posee identidad con proteinas Mig1 de especies
filogenéticamente relacionadas, principalmente en su extremo N-terminal (Figura 27c).
El alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos con otras proteinas Mig1 de
especies relacionadas mostro diferentes regiones con alta identidad de secuencia, las
cuales han sido identificadas en otros organismos como relevantes para su funcién
(Figura 28). Entre ellas se encuentran dos dedos de zinc tipo C;H,, entre las posiciones
46 y 100 (Figura 28a), los cuales constituyen el dominio de unién a DNA tipico de los
factores Mig1 y otras proteinas de la familia del factor de transcripcion IlIA (requerido
para la transcripcion de genes de rRNA 5S) (Nehlin y Ronne 1990). La potencial
proteina Mig1 posee ademas 8 motivos RXXS (Figura 27a), los cuales son sitios de
fosforilacion por la kinasa Snf1p en S. cerevisiae, la cual actia regulando la ubicacion
subcelular de Mig1. Cabe destacar que el tercero de estos sitios se encuentra en el
potencial dominio efector, y estd conservado en basidiomicetes (Figura 28d). Otra
region conservada corresponde a una zona rica en aminoacidos basicos, ubicada justo
al lado de los dedos de zinc (Figura 28b). Entre los residuos 280 y 299 hay otra region
conservada entre basidiomicetes, la cual posee funcién desconocida (Figura 28c). Una
cuarta region conservada fue localizada entre los residuos 428 y 444 (Figura 28d), la
cual corresponderia al dominio efector descrito originalmente en S. cerevisiae. En
dicha levadura, tanto este dominio como los dedos de zinc son necesarios y suficientes
para mediar la represion (Ostling y col. 1996). Es importante notar que en X.
dendrorhous y otros basidiomicetes se encontr6 un segmento conservado previo al
dominio efector descrito en otras levaduras (Figura 28d, residuos 428-434), lo que

sugiere que este dominio podria ser ligeramente distinto al presente en ascomicetes.
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Dedo de zinc 1 Dedo de zinc 2

K.Marxianus

X.dendrorhous (106-125) xsHcBoeoffloserkabx
C.tropicalis K BENENQDL VERTBMNVE
S.cerevisiae KKKVVESBINSASS

Klactis xuln.\nunl
K.Marxianus KKK TIAREKEL

4056654443344224

d.

Ascomycetes

Basidiomycetes

Figura 28. Dominios conservados de la proteina Mig1 de X. dendrorhous. Alineamiento
multiple de las regiones conservadas de la proteina Mig1 de X. dendrorhous y de otros hongos
y levaduras. Los residuos se muestran coloreados segln su similitud. Se muestra ademas la
conservacion en cada posicion (escala de 0 a 10). (a) Dominio de unién a DNA. Los residuos de
cisteina e histidina que forman los dedos de zinc se muestran encuadrados. (b) Regién basica.
(c) Region conservada en basidiomicetes. (d) Dominio efector. El extremo amino propio de
basidiomicetes se muestra encuadrado en negro, mientras que el potencial sitio de fosforilacién
por Snf1 se muestra encuadrado en verde.
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En resumen, el andlisis de la secuencia de la potencial proteina Mig1 de X
dendrorhous permitié identificar todas las secuencias habitualmente conservadas entre
este tipo de proteinas provenientes de organismos relacionados, y que son relevantes

para la funcién propia de este regulador.

Actualmente nuestro laboratorio se encuentra trabajando en demostrar la funcionalidad
de la proteina Mig1 de X. dendrorhous, resultados que formaran parte de futuros

estudios.
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4. DISCUSION

4.1 Expresion de los genes de carotenogénesis durante el crecimiento
en glucosa en la cepa silvestre y en cepas mutantes de la ruta de

biosintesis de astaxantina.

Al analizar la expresion de los genes de carotenogénesis durante el crecimiento en
medio suplementado con glucosa se observaron variaciones acotadas entre las
distintas fases. En concordancia con lo reportado previamente mediante ensayos de
RT-PCR semicuantitativo, la expresion de los genes idi y crtE se mantiene
relativamente constante durante el crecimiento (Lodato y col. 2007). De manera similar,
también hay concordancia con la expresion de la version madura del gen crtYB, la cual
alcanza un maximo al principio de la fase estacionaria (Lodato y col. 2007), aunque no
se observa el mismo fendmeno para la version alternativa. Por otra parte, la expresion
registrada para el gen cril confirma el aumento de la proporcion de mRNA
alternativo/maduro a medida que el cultivo envejece reportada previamente (Lodato y

col. 2003), aunque este efecto es menos evidente en la mutante criS-/-.

En general se pudo observar que los patrones de expresion de los genes de
carotenogénesis en la cepa silvestre son bastante similares a los determinados en

cepas mutantes incapaces de sintetizar astaxantina.

Considerando el acotado rango de variacion de los niveles de expresion de los genes
durante el crecimiento, no fué posible establecer una correlacion directa entre el patron
de expresion y la cinética de sintesis de pigmentos comunmente observada al crecer la

levadura en glucosa.
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4.2 Influencia de la fuente de carbono en la regulacién transcripcional
de la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous: efecto de la glucosa y el

etanol.

La carotenogénesis en X. dendrorhous es un proceso complejo, cuyos mecanismos
regulatorios no han sido dilucidados completamente. Sin duda, un aspecto clave en la
produccion de pigmentos es el papel que juega la fuente de carbono en el cultivo de la
levadura. Asi, diversos estudios han reportado que la cantidad y composicién de
carotenoides se ve ampliamente modificada dependiendo de la fuente de carbono
utilizada por X. dendrorhous (Johnson y Lewis 1979; Gu y col. 1997; Vazquez y col.
1997; Flores-Cotera y col. 2001; Johnson 2003). Una observacién comin en estos
estudios es que la sintesis de pigmentos es particularmente baja en presencia de
glucosa a concentraciones mayores a 15 g/l (Johnson y Lewis 1979; Vazquez y col.
1997; Visser y col. 2003). Sin embargo, hasta el presente estudio no se contaba con
ningun dato respecto a de qué manera la glucosa podria ejercer su efecto represor

sobre la carotenogénesis.

Los resultados obtenidos en este trabajo, tanto mediante los ensayos de northern blot
como los de qRT-PCR, muestran que en X dendrorhous, al igual que en otras
levaduras, la glucosa posee un efecto represor o inductor de la expresion de diversos
genes. Asi, se demostré que los niveles de mRNA del gen grg2 disminuyen
drasticamente al agregar glucosa al cultivo. Complementariamente, se comprobé que
el gen PDC es inducido por glucosa, al igual como ocurre en la mayoria de los
organismos filogenéticamente relacionados (Kellermann y Hollenberg 1988; Pronk y

col. 1996; Skory 2003; Fredlund y col. 2006). Los resultados anteriores permitieron
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validar el modelo experimental utilizado y contar con un control para el resto de los

ensayos de expresion relativa realizados.

Al estudiar el efecto de la glucosa sobre los genes de sintesis de precursores de
carotenoides se observo que tanto el gen idi como FPS son inducidos al agregar dicho
agente. Estudios en E. coli que portan distintos clusters carotenogénicos, indican que
el aumento en la expresion de dichos genes y otros implicados en la biosintesis de
precursores de la ruta, se correlaciona con un incremento en la cantidad de
carotenoides sintetizados (Albrecht y col. 1999; Sedkova y col. 2005; Yoon y col. 2006).
En este caso, si bien se observd un aumento en la expresion de dichos genes mediada
por glucosa, esta no se correlaciond con un aumento en la sintesis de pigmentos,
probablemente debido a la represion de los genes de carotenogénesis y a la inhibicion
global del metabolismo aerobio observada normalmente en aerobios facultativos
crecidos en presencia de altas concentraciones de glucosa (efecto crabtree). Lo
anterior concuerda con el rol dual de estos genes, donde los compuestos que
sintetizan no sélo son precursores para la carotenogénesis, sino que ademas son
utilizados para la sintesis de componentes celulares esenciales como ergosterol,
dolicoles (implicados en la modificacion postraduccional de proteinas), quinonas
(componentes de la cadena respiratoria mitocondrial) y otros terpenoides necesarios
para la generacion de biomasa y el metabolismo primario en general (Sacchettini y
Poulter 1997). Considerando el importante aumento en la biomasa observado al
agregar glucosa, resulta razonable que estos genes sean inducidos en presencia del

carbohidrato.

Al estudiar el efecto de la glucosa sobre la expresion de los genes de carotenogénesis,

se demostrd que la adicién de ésta causa una disminucion de los niveles de mRNA de
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todos los genes implicados en la sintesis de astaxantina a partir de farnesil pirofosfato.
En la mayoria de estos, el efecto de la glucosa resulté ser maximo entre 2 y 4 horas
después del tratamiento, restableciéndose los niveles normales luego de 24 horas. La
magnitud de la represion ademas resulté ser dosis dependiente, teniendo un umbral de
respuesta a concentraciones de glucosa entre 1 y 5 g/l. El retorno a los niveles basales
de expresion resultd ser mucho mas rapido que el consumo de la glucosa. De hecho,
luego de 6 horas de agregar glucosa hasta una concentracién final de 10 g/l, los
niveles de mRNA de los genes crtE, amcrtYB, mmcrtl y crtS ya habian retornado al
valor basal (Figura 19a,c,d,f), quedando adn en el medio de cultivo cerca de 7 g/l de
glucosa (Figura 20, ¥). Sin embargo, una concentracién de 5 g/l final resulté6 ser
suficiente para desencadenar una respuesta represora de una magnitud maxima
ligeramente menor a la registrada con 10 g/l. Lo anterior indica que si bien la magnitud
maxima de represion es dependiente de la concentracién de glucosa agregada
inicialmente, el retorno a los niveles normales de expresién no depende totalmente de
la cantidad del carbohidrato remanente en el medio. Lamentablemente en la mayoria
de los estudios publicados a la fecha sobre efecto de la fuente de carbono en la
expresion génica, no se analiza la cinética de la respuesta ni tampoco el curso
temporal del consumo de la fuente de carbono agregada, y generalmente sélo se mide
la expresion luego de un tiempo determinado (entre 2 y 6 horas después del
tratamiento). Debido a esto, los factores y mecanismos implidados en el retorno a los
niveles basales de expresién permanecen desconocidos. De todos modos, hay algunos
trabajos donde, al igual que en este estudio, se ha reportado que la represion o
induccion génica mediada por glucosa es una respuesta transiente (desarrollada
principalmente dentro de las 4 a 6 horas posteriores al pulso de glucosa) (McNally y

Free 1988; Fredlund y col. 2006).
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Interesantemente, el efecto represor que tiene la glucosa sobre los genes crtYB y crtl
se manifiesta de manera diferencial sobre las versiones madura y alternativa de estos.
Si consideramos que ambas versiones de cada gen provienen de una Unica unidad
transcripcional, entonces su expresion diferencial sugiere la participacion de
mecanismos post-transcripcionales de regulacion. Asi, el efecto diferencial podria
deberse a la modificacion de los factores que controlan el procesamiento alternativo de
estos genes. Lo anterior se suma a observaciones previas que indican que la cantidad
de mRNA maduro y alternativo de ambos genes varia durante el crecimiento de la
levadura, dependiendo de la fuente de carbono utilizada, la edad del cultivo y del
contenido de carotenoides (Lodato y col. 2003). Alternativamente, puede ser que la
glucosa actiue aumentando la degradacion de los mRNAs, modificando su vida media
(que puede ser distinta para cada version), tal como se ha observado en multiples
casos de represion por glucosa en S. cerevisiae (Lombardo y col. 1992). Esta hipétesis
concuerda con la rapida disminucién de los niveles de mRNA observada en respuesta
a la adicion del carbohidrato. Futuros estudios permitiran indagar mas acerca de la

naturaleza e importancia de este fendémeno.

Un hecho importante que observamos es que la represién mediada por glucosa de los
genes crtYB, crtl y crtS se ve seriamente comprometida en cepas mutantes incapaces
de sintetizar astaxantina. Esto concuerda con observaciones previas donde la
disminucion de la cantidad de astaxantina causa un aumento en la cantidad total de
carotenoides y que sugieren que dicho compuesto podria tener un efecto de feedback
negativo sobre la sintesis de pigmentos (Schroeder y Johnson 1995). Nuestros
resultados indican que la incapacidad de sintetizar astaxantina causaria una

desregulacion de la expresion de gran parte de los genes que participan en etapas
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tardias de la ruta, liberandola de la represién por glucosa e incluso aumentando la

disponibilidad de los mensajeros necesarios para la sintesis de pigmentos.

Al estudiar el efecto del etanol sobre la sintesis de pigmentos se pudo constatar que la
adicion al medio de cultivo de dicho agente causa la induccién de los genes crtYB y
crtS, dos genes claves de la ruta. En el caso del primer gen, la induccién sélo se
observé para el mensajero maduro, mientras que los niveles de mensajero alternativo
no variaron. De esta manera, nuevamente se observé un efecto diferencial sobre
ambos tipos de mensajeros, cuyo significado es dificil de interpretar con la informacién
disponible actualmente. El rol fisiolégico de las versiones alternativas de los genes
crtYB y crtl aln se desconoce, aunque se sabe que dichas versiones poseen codones
de término prematuros en todos los marcos, y que por lo tanto no originarian proteinas
activas (Lodato y col. 2003). De acuerdo a esto, el aumento en los niveles de mRNA
del mensajero maduro del gen crtYB seria suficiente para obtener una mayor cantidad
de proteina crtYB activa. Un reporte previo indica que la sobreexpresion del gen crtYB
causa un aumento en la cantidad de pigmentos producidos y la acumulacién de B-
caroteno y equinenona (Visser y col. 2003). Lo anterior sugiere que la induccién del
gen crtYB mediada por etanol podria tener un efecto significativo sobre el incremento
de la sintesis de pigmentos observado al agregar esta fuente de carbono. Por otra
parte, la acumulacién de carotenoides no oxigenados observada al sobreexpresar el
gen crtYB, sugiere que las reacciones de oxidacién catalizadas por la enzima
astaxantina sintasa (crtS) constituyen un paso limitante en la sintesis de este
carotenoide (Visser y col. 2003). De acuerdo a esto, el aumento en los niveles de
mRNA del gen crtS observada al agregar etanol podria tener una especial relevancia

en la induccién de la carotenogénesis. Inesperadamente y a diferencia de lo observado
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con los genes crtYB y crtS, la adicién de etanol causé una ligera disminucién de los
niveles de mRNA del gen crtE. El significado de dicho hallazgo requiere un mayor

estudio para poder ser interpretado.

Finalmente, es importante destacar que la regulacién por fuente de carbono de la
sintesis de carotenoides es algo poco usual entre otros hongos capaces de sintetizar
este tipo de compuestos. Los estudios sobre carotenogénesis en hongos han sido
desarrollados principalmente en los organismos Neurospora crassa, Fusarium
fujikuroi, Mucor circinelloides y Phycomyces blakesleeanus (los dos primeros
pertenecientes a la division ascomicetes y los 2 restantes a la divisién zigomicete),
siendo X. dendrorhous la uUnica levadura basidiomicete descrita capaz de sintetizar
carotenoides. En dichos organismos también se ha correlacionado la variacion de los
niveles de expresion de los genes de carotenogénesis con la cantidad de pigmentos
producidos, pero los estimulos que generan dichas variaciones son completamente
diferentes y en general no guardan relacién con la fuente de carbono utilizada.
Especificamente, los principales factores que influirian sobre la regulaciéon de la
biosintesis de carotenoides en los 4 organismos mencionados son la exposicién a luz
azul y la actividad sexual ligada a la produccion de feromonas (Navarro y col. 2001:

Youssar y col. 2005; Almeida y Cerda-Olmedo 2008; Rodriguez-Ortiz y col. 2009).
4.3 Efecto de la glucosa y el etanol sobre la sintesis de pigmentos.

Al estudiar los efectos sobre la pigmentacion en nuestro modelo experimental,
demostramos que la adicién de glucosa a un cultivo en fase estacionaria promueve una
importante generacién de biomasa, la cual sin embargo esta acompafada de una nula

produccion de pigmentos dentro de las 24 horas posteriores al tratamiento. En dicho
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lapso de tiempo las células han consumido cerca del 70% del aztcar agregado, y el
analisis de los pigmentos producidos indica la ausencia de carotenoides sintetizados
de novo. La inhibicion de la sintesis de pigmentos se correlaciona, al menos
temporalmente, con la disminucién en los niveles de expresion de los genes de
carotenogénesis estudiados. Tal como se ha discutido anteriormente, diversas
evidencias indican que existe una relacién directa entre los niveles de expresién génica
y la sintesis de pigmentos. Sin embargo, no es posible establecer a priori si la
inhibicion de la sintesis de pigmentos a causa de la adicién de glucosa se debe
Unicamente a la disminucion de la expresion de los genes de carotenogénesis. Es bien
sabido que la glucosa posee un efecto global sobre el metabolismo celular, causando
la induccion de genes relacionados con la glicdlisis y en general con metabolismo
fermentativo, y reprimiendo muchos de los genes que participan en el metabolismo
secundario y en la utilizacion de fuentes de carbono alternativas (Gancedo 1998). La
induccion del gen PDC y la represion del gen inv (Linde y col. 2009), que codifica para
la enzima invertasa (datos no publicados), en respuesta a la adicién de glucosa, son un
indicio que esta situacion también esta ocurriendo en X. dendrorhous. De este modo, la
inhibicion de la sintesis de pigmentos en glucosa podria ser consecuencia también de
una inhibicion de componentes del metabolismo respiratorio, que controlan la

disponibilidad de los sustratos de la ruta de carotenogénesis.

Por ofra parte, a diferencia de lo que ocurre con glucosa, las fuentes de carbono no
fermentables en general causan un aumento en la sintesis de pigmentos en X.
dendrorhous (Johnson y Lewis 1979; Vazquez y col. 1997). Asi, los resultados
obtenidos indican que la adicién de etanol causa un aumento en la cantidad total de

carotenoides luego de 24 horas después del tratamiento. AGn cuando se registra un
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aumento en la biomasa, el etanol induce la sintesis de novo de pigmentos, evidenciado
por un aumento en la cantidad relativa de los carotenoides intermediarios de la via.
Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Gu y cols. donde la
adicion de etanol en diferentes etapas del crecimiento causa un aumento de la
cantidad total de carotenoides (Gu y col. 1997). En dicho trabajo se proponen 2
mecanismos por los cuales el etanol induciria la biosintesis de pigmentos. En primer
lugar el etanol y su posterior conversion en acetato por la accién de la enzima aldehido
oxidasa produciria radicales superoxido y estos a su vez serian los causantes de la
induccién, lo que concuerda con el efecto inductor de algunas especies reactivas de
oxigeno sobre la carotenogénesis (Schroeder y Johnson 1993; Schroeder y Johnson
1995; Liu y Wu 2006). Una segunda alternativa es que el acetato prosiga su
metabolismo hacia la generacion de acetil coenzima A y ésta sirva de sustrato para la
posterior sintesis de isoprenoides a través de la via del mevalonato, lo cual concuerda
con las evidencias que indican que la adicién de mevalonato causa un aumento en la
pigmentacion en X. dendrorhous (Calo y col. 1995), y que la adicién de etanol causa un
aumento en la actividad hidroximetil glutaril CoA reductasa (Gu y col. 1997). Este
mecanismo esta apoyado ademas por las observaciones de que no solo el etanol, sino
varias otras fuentes de carbono no fermentables causan un aumento en la
pigmentacion (referencias aniela) (Johnson y Lewis 1979; Flores-Cotera y col. 2001),
probablemente a causa de su conversion en precursores de isoprenoides. Nuestros
resultados sugieren que existiia un tercer mecanismo posible consistente en el
aumento en la expresion de los genes crtYB y crtS causada por la adicién del alcohol.
Probablemente el aumento en la sintesis de pigmentos mediada por etanol se deba a

la contribucion de estos y quiza mas factores aln no descritos.
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4.4 Caracterizacion de las regiones promotoras de los genes de

carotenogénesis reprimidos por glucosa.

La respuesta global de los genes de la ruta ante el efecto de la glucosa puede
correlacionarse, al menos en parte, con el hallazgo de sitios de uni6n al regulador Mig1
en las regiones promotoras de los genes crtE, crtYB, crtl y crtS. Dichos sitios resultaron
estar presentes también en la regién promotora del gen grg2, y sugieren que la glucosa
podria estar actuando por medio de la accién del mencionado represor. Un primer
punto a discutir al respecto tiene que ver con la cantidad de sitios encontrados en cada
region promotora. De acuerdo a los resultados obtenidos, la cantidad de sitios
presentes no seria proprocional a la magnitud de la represiéon observada. Esto se ve
claramente al comparar la represion observada en el caso del gen grg2
(aproximadamente 130 veces, Figura 16) versus la registrada para el gen crtS
(aproximadamente 5 veces, Figura 17f), considerando que en el primer caso se
predijeron 2 sitios y en el segundo 4 (Figura 25). Esto concuerda con lo descrito en S.
cerevisiae donde se ha visto en los distintos genes regulados por Mig1, la magnitud del
efecto represor estaria mas bien relacionado con la secuencia del o los sitios presentes
mas que con la cantidad de estos Ultimos (Nehlin y col. 1991; Wu y Trumbly 1998). Un
hecho curioso es la coincidencia en la ubicacion de los sitios Mig1 encontrados en los
genes crtYB, crtl y crtS (sitio B), aunque su significancia fisiologica es cuestionada por
la muy disimil ubicacién de los sitios encontrados en los genes crtE y grg2.
Adicionalmente, al analizar diversos casos de genes regulados por este represor, se
puede constatar que la ubicacién de los sitios de union es altamente variable y parece
no tener una relacion estrecha con su funcionalidad (Nehlin y col. 1991; Hu y col. 1995;

Klein y col. 1998).
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Reportes previos indican que ademas del sitio consenso, la unién productiva del factor
Mig1 requiere de la presencia de una regién rica en AT de entre 8 y 10 pb (Lundin y
col. 1994). Sin embargo, el andlisis del contenigo GC de las secuencias aledafias a los
sitios Mig1 predichos en los promotores de los genes de carotenogénesis y del gen
grg2, indicé que sélo en el caso del gen crtE se cumple esta condicién (Tabla 1I).
Adicionalmente el estudio de la region promotora del gen inv que codifica para la
invertasa de X. dendrorhous, un ejemplo clasico de represién mediada por Mig1 en
otras levaduras (Lutfiyya y Johnston 1996; Klein y col. 1998), revelé la presencia de 2
sitios de unién al regulador, los cuales tampoco estan precedidos por una region rica
en AT (datos no publicados). Esto sugiere que, o bien los sitios predichos no son
funcionales, o el potencial regulador Mig1 de X. dendrorhous se une a sitios
ligeramente distintos a los descritos en ascomicetes. Dado que al comparar las
secuencias de los promotores de los genes de carotenogénesis no se encontrd ningtn
otro elemento ni patrén comun (Figura 26), si los sitios Mig1 no son funcionales no
habria otra similitud evidente que permitiera explicar la respuesta global de represion

de los genes que participan en la ruta.

El estudio de la funcionalidad de los sitios Mig1 se ve enormemente dificultado por no
contar con el factor purificado, de modo de realizar ensayos de unién DNA-proteina o
footprinting que permitan determinar con exactitud si el mencionado represor se une o
no a los promotores de los genes de carotenogénesis y dénde (sobretodo
considerando las posibles diferencias de los sitios de X. dendrorhous con los
consensos establecidos en ascomicetes). Sin embargo, como una primera
aproximacion se determiné la capacidad de distintos fragmentos del promotor del gen

crtS para unir proteinas presentes en un extracto nuclear de células crecidas en
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glucosa. Los resultados obtenidos indicaron que los 4 primeros fragmentos (de 5’ a 3)
unen una o mas proteinas presentes en el extracto nuclear, al igual que el
oligonucledtido que contiene el sitio Mig1 B, y posiblemente el que contiene el sitio
Mig1 C. Aunque esto constituye un indicio de que los sitios Mig1 o sus secuencias
aledafias son capaces de unir proteinas, lamentablemente no es posible saber cuéal o
cuales factores son los que se estan uniendo. Por otra parte, debido a limitaciones
técnicas en la preparacion de los extractos nucleares, no fue posible comparar la unién
registrada en condiciones distintas (presencia y ausencia de glucosa), lo que
probablemente hubiese brindado mayor informacion. Otra aproximacién para
demostrar la funcionalidad de los sitios que se intenté originalmente consistié en la
mutacién puntual de estos, y la posterior evaluacion de la respuesta transcripcional a
glucosa, usando como modelo el gen crtS y su promotor o bien dicho promotor
fusionado a un gen reportero. Sin embargo, las limitadas herramientas de
transformacién genética y seleccion de transformantes desarrolladas a la fecha para X.
dendrorhous, ademas de la falta de genes reporteros cuya expresion sea faciimente
cuantificable hicieron esta estrategia inviable. Probablemente el camino mas directo
para solucionar este dilema es el clonamiento del gen que codifica para el potencial

Mig1 y la posterior expresion y purificacion de la proteina correspondiente.

4.5 Caracterizacién de un posible homélogo al regulador Mig1 de X.

dendrorhous y su potencial rol en la sintesis de pigmentos.

Los resultados presentados y discutidos en este trabajo sugieren que la represién por
glucosa de los genes de carotenogénesis podria estar mediada por el regulador Mig1,
motivo por el cual se realizaron diversos intentos por encontrar un homoélogo a dicho

factor en X. dendrorhous. El candidato hallado result6 ser una proteina de 863
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aminoacidos, que present6 una alta identidad con proteinas Mig1 de diversos hongos
(Figura 28), principalmente en el dominio de unién a DNA (formado por 2 dedos de
zinc, Figura 29a). Fuera de ese dominio se observé una baja conservacion, tal como se
ha descrito para este tipo de proteinas (Nehlin y Ronne 1990). Sin embargo, se
encontaron otras regiones conservadas ademas de los dedos de zinc, las cuales serian
importantes para su funcionalidad. En primer lugar, se encontraron diversos motivos
RXXS (Figura 28a), los cuales serian sitios de fosforilacion por un homélogo a la
kinasa Snf1 descrita en S. cerevisiae. Dicha kinasa es un complejo proteico que es
inhibido en presencia de glucosa (Westholm y col. 2008). Cuando hay bajas
concentraciones del carbohidrato, el complejo Snf1 fosforila a Mig1, lo que causa la
exclusion nuclear de este ultimo (De Vit y col. 1997), previniendo de esta manera que
Mig1 reclute al complejo co-represor remodelador de cromatina Cyc8-Tup1
(Papamichos-Chronakis y col. 2004), causando la desrepresién de los genes
reprimidos por glucosa. Adicionalmente, se encontré un posible dominio efector, el cual
junto al dominio de unién DNA seria suficiente para obtener un represor funcional
(Ostling y col. 1996). Dicho dominio mostré ser ligeramente diferente a los reportados
en ascomicetes, y posee una regién previa conservada en basidiomicetes que no esta
presente en los primeros (Figura 29d). La diferencia mencionada anteriormente se
suma a otras particularidades de las potenciales Mig1p de basidiomicetes, como lo son
el tamario total de la proteina (alrededor de 500 aminoacidos en ascomicetes versus
cerca de 800 en basidiomicetes), la ubicacién relativa del dominio efector (C-terminal
en ascomicetes, central en basidiomicetes) y la existencia de la una regién conservada
que no esta presente en ascomicetes (Figura 29¢). Lamentablemente a la fecha se han

descrito muy pocas proteinas Mig1 de basidiomicetes, por lo que es necesario contar
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con un mayor numero de secuencias para establecer la generalidad de estas

diferencias.

Si bien la presencia de regiones conservadas de importancia funcional son un indicio
de que el potencial homélogo a Mig1 de X. dendrorhous cumple un rol fisiolégico
analogo a dicho represor, ain es necesaria la demostracion de esta hipétesis. Lo
anterior puede abordarse mediante ensayos de complementacién heteréloga en cepas
mutantes Mig1” de S. cerevisiae, tal como se ha hecho con proteinas Mig1 de otras
levaduras (Delfin y col. 2001; Carmona y col. 2002). Un antecedente adicional que
apoya la existencia del sistema de represiéon general por glucosa mediado por Mig1 es
el reciente aislamiento en nuestro laboratorio de homélogos a las proteinas Cyc8 y

Tup1.
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5. CONCLUSIONES

- La expresion de los genes de carotenogénesis y de sintesis de precursores de
carotenoides presenta una variacion acotada durante el crecimiento en medio completo
suplementado con glucosa en la cepa silvestre. Dicho patrén de expresién no se ve

mayormente alterado en cepas incapaces de sintetizar astaxantina.

- La glucosa posee un efecto represor global sobre los genes de biosintesis de
carotenoides, cuya magnitud maxima es dependiente de la concentracién del

carbohidrato, y es detectable en concentraciones sobre 1 g/l.

- La respuesta de represion por glucosa de los genes crtl, crtYB y crtS requiere de la
sintesis normal de astaxantina o de la presencia de este compuesto, sugiriendo que el

pigmento puede tener un efecto de feedback sobre la expresion de dichos genes.

- La glucosa posee un efecto inhibitorio de la sintesis de pigmentos observable incluso
hasta 24 horas después de su adicién al medio y coincide temporalmente con la

represion de los genes de carotenogénesis.

- El etanol posee un efecto inductor de la sintesis de pigmentos, el cual esta
acompafado de un aumento en la expresion de los genes crtYB y crtS, considerados

como criticos para la ruta.

- Se han aportado indicios de que la represion global de los genes de carotenogénesis
puede ser asociada a la presencia de sitios de unién al regulador Mig1 en sus regiones

promotoras, y por lo tanto que se expresion estaria controlada por este factor.
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- Se cloné y caracterizé un potencial homélogo al regulador Mig1 de X. dendrorhous, el
cual posee todos los dominios y regiones conservadas entre organismos

filogenéticamente relacionados y consideradas funcionalmente importantes.
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