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RESUMEN

Los terpenos son una amplia familia de moléculas orgénicas caracterizadas por su
diversidad estructural y funcional, asf como por su biosintesis, la cual comienza con la
sintesis del isopentenil pirofosfato (IPP) (6C) y su isémero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) (5C). Estos son condensados para formar el primer terpeno, el geranil
pirofosfato (GPP) (10C). Luego, la adicion secuencial de moléculas de IPP al GPP dan
lugar al famesll pirofosfato (FPP) (15C) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (20C).
Condensaciones y otras modificaciones generan los distintos grupos de terpenos,
como los pigmentos carotenoides. Entre ellos destaca la astaxantina un pigmento que
es sintetizado por unos pocos organismos, particularmente por la levadura
basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous. En esta los estudios han sido
enfocados principalmente a la sintesis del pigmento. Sin embargo, los pasos
tempranos del proceso carotenogénico, no han sido estudiados con mayor énfasis.
Recientemente, se ha descrito la existencia del gen famesil pirofosfato sintasa (FPS)
en el genoma de la levadura, el cual codificaria para una enzima farmnesil pirofosfato
sintasa, la cual participaria en etapas tempranas de ia carotenogenesis, sintetizando
FPP a partir de IPP y DMAPP, producto que luego seria usado como sustrato por la

enzima codificada por el gen criE, para formar el GGPP.

En esta tesis se estudié ia participacién del gen FPS en la carotenogénesis en X.
dendrorhous. Para ello, se obtuvo una cepa mutante heterocigota para gen el FPS y
mediante el método del doble recombinante también se intentd obtener una cepa
mutante homocigota pero sin éxito, sugitiendo que este gen cumpliria una funcién
esencial en la levadura. La cepa mutante heterocigota se creci6 para determinar la

cantidad y composicién de pigmentos, en comparacién con la cepa de silvestre. La




cepa mutante presentd una disminucién en la cantidad de pigmentos totales,
especialmente en etapas iniciales del crecimiento. Ademés, mostré una reduccién en la
proporcién de astaxantina en favor de otros carotenoides, particularmente el -
caroteno. De esta manera, las alteraciones observadas en la composicién y la
cantidad de pigmentos producidos por la cepa mutante para el gen FPS, sugieren la

participacién de este gen en Ia biosintesis de astaxantina.




ABSTRACT

Terpenes are a broad family of organic molecules characterized by their structural
and functional diversity, as well as biosynthesis, which begins with the synthesis of
isopentenyl pyrophosphate (IPP) (5C) and its isomer dimethylalil pyrophosphate
DMAPP (5C). These are condensed fo form the first terpene, the geranyl
pyrophosphate (GPP) (10C). Then, the sequential addition of IPP to GPP molecules
give rise to the faresyl pyrophosphate (FPP) (15C) and geranylgeranyl pyrophosphate
(GGPP) (20C). Condensation and other modifications generate the different groups of
terpenes, such as carotenoids. Among them the pigment astaxanthin is synthesized by
a few agencies, particularly the basidiomycete yeast Xanthophyllomyces dendrorhous.
In it, studies have been primarily focused on the synthesis of the pigment. However, the
early steps of the carotenogenic process have not been studied with greater emphasis.
Recently the existence of the famesy! pyrophosphate synthase (FPS) gene in the yeast
genome, which encode for an enzyme famesyl pyrophosphate synthase was described,
which participate in early stages of carotenogenesis, synthesizing FPP from IPP and
DMAPP, a product that would later be used as substrate for the enzyme coded by the

criE gene, to form GGPP.

In this thesis we studied the involvement of the FPS gene in carotenogenesis in X.
dendrorhous. To this end, we obtained a mutant strain heterozygous for the FPS gene
and by double recombinant method we also tried to obtaln a homozygous mutant strain
,but without success, suggesting that this gene may play an essential role in yeast. The
heterozygous mutant strain was grown to determine the amount and composition of
pigments, in comparison with the wild strain. The mutant strain showed a decrease in

the amount of total pigments, especially in early stages of growth. It also showed a

xi




reduction in the proportion of astaxanthin in favor of other carotencids, particularly the
B-carotene. Thus, the observed alterations in the composition and amount of pigments
produced by the mutant strain for the FPS gene suggest the involvement of this gene in

the biosynthesis of astaxanthin.
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1. INTRODUCCION

Los terpenos son una familia de moléculas orgénicas hidrocarbonadas que
contienen mas de 30.000 compuestos, los cuales han sido aislados principalmente a
partir de plantas y microorganismos. Su funcion biolégica es variada, siendo utilizados
en la naturaleza, como pigmentos, hormonas, agentes defensivos, agentes
fotoprotectores, constituyentes de la membrana celular, entre ofras muchas funciones

(Sacchettini y Poulter, 1997).

A pesar de su gran variedad, todos los terpenos son formados a partir de la
condensacién de moléculas de 2-metil-1,3-butadieno, una molécula de 5 atomos de
carbono también denominada isopreno. La condensacion de las moléculas de isopreno
se realiza a través de sus formas activadas dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e
isopentenil pirofosfato (IPP), pudiendo ocurmir de 2 formas distintas, 1 - 4 (cabeza —

cola) 0 4 ~ 4 (cabeza — cabeza). (Ruzicka, 1994; McGarvey y Croteau, 1995).

La elongacion de la cadena de terpenos se puede producir por la adicién sucesiva
de moléculas de IPP, o por la condensacion de terpenos de mayor tamafio. No
obstante, e independientemente del modo en que se generen los terpenos, éstos se
clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que componen la molécula.
Es asf como se pueden distinguir los hemi- (5C), mono- (10C), sesqui- (15C), di- (20C),
tri- (30C), tetra- (40C) y otros terpenos de cadena mas larga. La cadena de terpenos

puede sufrir modificaciones posteriores como hidroxilaciones, metilaciones o

14




ciclaciones. Cuando esto sucede, la molécula resultante se denomina terpenoide. Sin
embargo, por motives de simplicidad también se llama terpenos a este conjunio de

moléculas.

La biosintesis de los terpenos se puede dividir en 4 etapas: (1) En la primera etapa
se sintetiza el [PP y su isdmero DMAPP. (2) Luego, se realiza la elongacién de la
molécula, mediante la adicion sucesiva de moléculas de IPP. (3) Posteriormente,
continua con la condensacién, alquilacién o ciclado de los terpenos que han sido
generados en las etapas previas. (4) Finalmente, se realizan distintas modificaciones a
la cadena de isoprenos, tales como oxidaciones, reducciones, isomerizaciones entre

otras, las cuales confieren las distintas caracteristicas y funciones a estas moléculas.

En la primera etapa, se conocen 2 vias para la sintesis del IPP: la via del acido
mevalonico (MVA), presente en arqueas, hongos, plantas y animales, y la via de la
deoxi xilulosa 5-fosfato o DOXP/MEP descrita para bacterias y plastidios de plantas.
(Lichtenthaler, 2000; Lee y Schmidt-Dannert, 2002). En hongos filamentosos y
levaduras, se ha descrito que la sintesis del IPP ocurre a través de la via mevalénica
(Lange y cols., 2000), v que éste es isomerizado por la enzima isopentenil difosfato
isomerasa (IDi) para dar lugar al DMAPP. Posteriomente ambas moléculas, IPP y
DMAPP, son utilizadas para sintetizar el geranil pirofosfato (GPP). Luego, adiciocnes
sucesivas de IPP llevan a ia formacion de famesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil
pirofosfato (GGPP). Para la sintesis de esta dltima molécula se ha descrito la
existencia de 2 sistemas, los cuales difieren entre sf en el numero de enzimas que

participan (Liang y cols., 2002) (Figura 1).
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Meodificado de Niklitschek, 2008

Figura 1: Rutas de biosintesis del GGPP.

Esquema de la biosintesis del GGPP. Esta puede ocurrir de 2 modos distintos. 1) Por la accién
de una enzima GGPS que es capaz de catalizar todos los pasos desde el IPP y DMAPP hasta
GGPP, 2) por la accién conjunta de las enzimas FPS y GGPS, donde la primera sintetiza el FPP
que es tomado por la segunda para generar GGPP. Adicionalmente se ha descrito un tercer
sistema 3) donde se encuentran los 2 mecanismos previamente mencionados en un Unico
organismo, sintetizando el GGPP en forma paralela.




En el sistema |, el GGPP es sintetizado por accion de la enzima geranilgeranil
pirofosfato sintasa (GGPS), la cual cataliza todos los pasos desde la condensacion del
IPP con DMAPP hasta la sintesis de GGPP (Ohnuma y cols., 1994). En comparacién
en el sistema ll, la sintesis del GGPP es llevada a cabo por la accitn conjunta de dos
enzimas: la enzima famesil pirofosfato sintasa (FPS) y la GGPS. En este sistema, la
primera enzima genera el FPP, sustrato de la enzima GGPS que le adiciona una
molécula de IPP para producir GGPP (Okada y cols., 2000; Niklitschek, 2008)).
Adicionalmente existe un sistema hibrido donde el GGPP es sintetizado en paralelo por
ambos sistemas mencionados (Saito y cols., 2007). A continuacién, los terpenos que
se han generado, pueden ser utilizados en 4 procesos distintos: (1) Elongacidn
adicional de la cadena mediante adicion secuencial de moléculas de IPP, (2)
condensacion de los terpenos generados para formar terpenos de mayor tamario, (3)
ciclamiento de uno o ambos extremos de la cadena hidrocarbonada y (4) prenilacién de
proteinas. Finalmente se observa una etapa que comprende una serie de
modificaciones tales como oxidaciones, reducclones, isomerizaciones u ofras las

cuales producen la diversidad de caracteristicas de estas moléculas.

En las Ultimas etapas se sintetizan los carotenos. Estos comprenden a un conjunto
de tetraterpenos, que se originan a partir de la union de 2 moléculas de GGPP. En su
estructura quimica poseen un alto nimero de enlaces conjugados que confieren a
estas moléculas la particularidad de absorber la luz visible en un rango que va de los
400 a 500 nm de longitud de onda, razén por la cual los carotenocides presentan una
coloracion amarilla, naranja o roja. (Britton, 1995). Sus funciones son variadas pero
destacan entre ellas su participacién como pigmentos accesorios en la fotosintesis y su

poder antioxidante (Naguib, 2000). Entre los carotencides se puede destacar la




astaxantina, una xantéfila con una coloracién rojo:anaranjado que posee un alto poder
antioxidante. El numero de organismos que son ceipaces de sintetizar este pigmento es
reducido, entre ellos destaca la levadura basidiomicete X. dendrorhous. Esta es capaz
de sintetizar una amplia variedad de carotenos entre los cuales se encuentra el
licopeno, el B-caroteno y el fitoeno por nombrar algunos. Sin embargo, la astaxantina
ocupa un lugar privilegiado constituyendo entre un 83 - 87 % de los pigmentos totales
de la célula. Por ésta razon la levadura ha sido objeto de estudios biotecnoldgicos

dirigidos al esclarecimiento de la ruta de biosintesis y la sobreproduccion de la

astaxantina (An y cols., 1989).

Los estudios realizados en X. dendrorhous han conducido a conocer los genes y
enzimas involucradas en este proceso (Figura 2). Este comienza con Ia condensacion
cabeza/cabeza de 2 moléculas de GGPP formando fitoeno, reaccién que es catalizada
por una enzima bifuncional fitoeno-B-caroteno-sintasa (McCarthy y cols., 2004). Esta
enzima, tiene actividades fitoeno sintasa y licopeno ciclasa (Verdoes y cols., 1998;
Alcaino, 2002) y esta codificada en el gen crtYB, con una secuencia de 2,3 kb,

interrumpida por 4 intrones.

El siguiente paso corresponde a la sintesis de licopeno. Para ello, 4
desaturaciones consecutivas son catalizadas por la enzima fitoeno desaturasa, la cual
se encuentra codificada en el gen crt/ de X, dendrorhous (Verdoes y cols., 1999). La
region codificante de este gen en la levadura ha sido dilucidada y tiene una longitud de
2,8 kb, interrumpido por 11 intrones. Luego, el licopeno es ciclado en ambos extremos

dando lugar al B-caroteno, por la actividad licopeno ciclasa de la enzima fitoeno-p-

caroteno-sintasa.
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Figura 2: Ruta de biosintesis de la astaxantina.

Esquema simplificado de la ruta de biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous. Se muestra
los pasos en los que se encuentran involucrados los distintos genes de carotenogénesis.




El dltimo paso consiste en la hidroxilacién y adicién de grupos ceto a los extremos
del p-caroteno, para dar lugar a la astaxantina. En X. dendrorhous se ha reportado que

esle paso seria catalizado por una tnica enzima bifuncional codificada en el gen crtS.

A pesar de existir numerosos estudios dirigidos al andlisis de la ruta de biosintesis
de los carotenos, existen pocos estudios enfocados a los pasos previos a ésta,
especificamente en lo que refiere al ingreso de carbono a la via. En X. dendrorhous,
para la segunda etapa de sintesis de terpenocs, en la sintesis de GGPP, se ha
identificado la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa codificada en el gen crtE, el
cual tiene una region codificante con una longitud de 2 kb y esta interrumpido por 8
intrones. Cepas mutantes para el gen c¢riE mostraron una disminucion en la cantidad
de pigmentos producidos, sin una alteracibn en la composicion de estos.
Adicionalmente en X. dendrorhous, se ha descrito la presencia del gen FPS el cual
codificaria para una enzima con actividad famesil pirofosfato sintasa (Niklitschek,
2008). La presencia de los genes crtE y FPS sugiere que el GGPP serfa producido en
2 etapas (sistema Il), por la accion conjunta de las enzimas FPS y GGPS. Sin
embargo, cabe considerar la posibilidad de un sistema hibrido, donde se sintetizaria el
GGPP por ambos sistemas, existiendo 2 vias paralelas conducentes a un mismo

producto.

La enzima FPS cumple un rol importante en los organismos, dado que sintetiza el
FPP. Esta molécula es utilizada en un proceso llamado prenilacién de proteinas. Esto
consiste en la adicién de FPP o0 GGPP a algunas proteinas las cuales se ha reportado
necesitan la adicién de dichas moléculas para tener actividad bioldgica (Schafer y Rine,

1992), El FPP también es precursor del escualeno, el cual a su vez es precursor del




fitosterol, colestero! y ergosterol en plantas, animales y hongos, respectivamente (Rees
y cols., 1968; Nes y cols., 1978; Doy cols., 2009). Dichas moléculas son constituyentes
esenciales de la membrana celular determinando la fluidez de esta. Por tiltimo, el FPP

es precursor del GGPP el cual da lugar a los carotenos.

La secuencia del gen que codifica la enzZima FPS es conocida para muchos
organismos. La comparacion de secuencias aminoacidicas ha pemmitido encontrar 7
regiones conservadas y dentro de eétas, 2 motivos FARM (first aspartate rich motif) y
SARM (second aspartate rich motif) los cuales se han relacionado con la determinacion
del largo de la cadena de terpenos sintetizada por la enzima (Ashby y Edwards, 1990:

Koyama y cols., 1993).

Actuaimente no existen estudios en X. dendrorhous dirigidos a determinar la
funcién de la enzima FPS en la carotenogénesis o a dilucidar cuél de los sistemas para
ia sintesis del GGPP se encuentra presente este organismo. Tampoco se conoce si su
funcion es esencial, y por lo tanto intrinsecamente requerida para la viabilidad de las
células de la levadura. Tomando en cuenta lo recién descrito, se ha propuesto que
alteraciones en el gen FPS provocarian cambios en la cantidad de pigmentos vy,
posiblemente, alteraciones en el crecimiento de la levadura. Por ello en esta tesis se
estudio la participacion del gen en la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous,

mediante la generacion de cepas mutantes para este gen.




Los objetivos especificos de este trabajo son:
* Obtencién de una cepa de X. dendrorhious mutante para el gen FPS.

* Determinacion cuantitativa y cualitativa de los pigmentos de las cepas mutantes

de X. dendrorhous cobtenidas.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas y plasmidos

En este trabajo se utilizé la cepa DH5u de E. cofi para el clonado y replicacion

plasmidial.

Para X. dendrorhous se utilizé la cepa silvestre UCD67-385. A partir de ésta se

generd la cepa mutante de delecién para el gen FPS, denominada FPS-H.

Los nombres y descripciones de las cepas y plasmidios utilizados en este trabajo

se encuentran en la Tabla 1.

2.2, Condiciones de cultivo
2.2.1. Cultivo de E. coli
Los cultivos de E. coff se realizaron a 37 °C en tubos de 15 mi con 7 ml de medio
Luria-Bertani (Sambrook y Russell, 2001) compuesto de 1% triptona, 0,5% NaCl y
0,5% extracto de levadura. Los cultivos se crecieron durante la noche (12-16 h) en
agitador a 200 rpm. Para cultives en medio sélido se agregé 1,5% de agar - agar como

L)

agente gelificante.

2.2.2. Cultivo de X, dendrorhous

El cultivo de X. dendrorhous se realizé a una temperatura de 22 °C en matraces de
250 ml con 50 - 100 m! de medio (YM) para levaduras {(An y cols., 1989) compuesto de
1% glucosa, 0,5% peptona, 0,3% extracto de malta y 0,3% extracto de levadura, Los
cultivos se crecieron durante 3 — 5 dfas en agitador a 150 rem. Para cultivos en medio

solido se agregd 1,5% de agar-agar como agente gelificante.

10
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Tabla 1: Cepas y plasmidios utilizados en este trabajo.

Cepas
Nombre Genotipo / Caracteristicas relevantes Fuente / refere?c-ia
Fop80dlacZAM15A(lacZYA
. argF)U169deoRrecA
E. colf DH5a endA1hsdR17(rk’,mk")phoAsupE44X GIBCO BRL.

thi"1gyrA96reiAT

X. dendrorhous UCDG7- . s American Type Culture
385 Silvestre, Hyg Collection. EE,UU.

Transformante heterocigoto para el
gen FPS (FPS/ips::hph), obtenido por
X. dendrorhous FPS-H transformacion de la cepa silvestre Este trabajo.
UCD67-385 con el plasmidio pFPS-H.
Pigmentacion palida. HygR

Transformante heterocigoto para el
gen critl {crtl/cril::hph), obtenido por Centro de Biotecnologia,

X. dendrorhous tCIH transformacion de la cepa silvestre A .
UCD67-385 con el plasmidio ptctH, ~ Universidad de Chile
Pigmentacion palida, HygR

Plasmidios
Nombre Genotipo / Caracteristicas relevantes Fuente / referencia
pBluescript SK” Vector de clonamiento. Amp®. Stratagene

pBluescript que porta el ORF del gen  Centro de Biotecnologia,

PFPS FPS, con un tamafio de 2.635 pb. Universidad de Chile.
MN-H pBluescript portador del modulo de Centro de Biotecnologia,
P vg resistencia a higromicina B. Universidad de Chile
Derivado de pFPS portador de una
g delecion Bgifl-EcoRV de 2.038 pb y .
PFPS-H portta el modulo de resistencia a Este trabajo.

higromicina
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2.3. Técnicas de biologia molecular

2.3.1. Disefio de partidores

Los partidores utilizados en esta investigacion se disefiaron a partir de secuencias
conocidas del gen FPS presenies en la base de datos GenBank o de secuencias
cbtenidas en nuestro laboratorio. Los nombres y descripcién de los partidores

utilizados en este trabajo se encuentran en la Tabla 2.

2.3.2. Amplificacion del DNA por PCR

El chequeo de clones y transformantes se realizé mediante amplificacion del DNA
de la regién en estudio con la enzima DNA polimerasa Tag {(obtenida en nuestro
laboratorio). La reaccién de PCR se realizd en un volumen final de 25 Kl de una
solucién de Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM, MgCl, 2 mM, desoxirribonucleotidos
dATP, dGTP, dCTP, dTTP a una concentracion de 0,4 mM cada uno, partidores a 1 M
cada uno, DNA molde 10 - 50 ng y 1 unidad enzimatica de DNA polimerasa Tag. La
reaccion de amplificacién se realizd en un termociclador Applied Biosystems 2720,
utilizando un periodo de denaturacion inicial a 95 °C por 3 min (o0 5 min para PCR de
colonias), 35 ciclos con denaturacién a 95 °C por 30 s, unién de partidores a 55 °C por
30 s y elongacién de la cadena a 72 °C por 3 min y por Gltimo una elongacién final de

la cadena a 72 °C por 10 min y mantencion de la reaccién a 4 °C hasta ser chequeada.

2.3.3. Digestiones enzimaticas
Las digestiones se realizaron utilizando las soluciones tampén y condiciones
especificadas por los proveedores de las enzimas (New England Biolabs®, Fermentas,

Invitrogen).
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Tabla 2: Partidores utilizados en este trabajo

Partidores
Nombre Secuencia 5'- 3’ Ubicacion en el gen Direccion
Chequeo PCR
FPSnewF CTATGTCGﬁ\TCTGCTAGAGC {FPS)913-932> Directo

FPSnewR TCGAGCACATCATCCTGAAC (FPS) € 1472 - 1491 Reverso

FPS-01R TTACTTGCTTCGCTTATAGACC (FPS) < 2030 - 2051 Reverso
HF ATGAAAAAGCCTGAACTCACC (FPS-H) 1438 - 1458 > Directo
HR CTATTICCTTTGC CCTCGG AC  (FPS-H) € 2538 - 2557 Reverso

Secuenciacion

FPSsecFor1 ACTATCTTCCCTGCGTGTCATC 521-542 > Directo
FPSsecFor2 TCATCCCGATGGGTGAATAC 1446 - 1465 > Directo
FPSsecRevl AGCTTGGAGCTACCATCCGAG € 606 -626 Reverso

FPSsecRev2 ACAGAACGTAGAAGGAAGGAAC €< 1551 - 1572 Reverso
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2.3.4. Extraccion de DNA plasmidial de E, cofi

La extraccion de DNA plasmidial de £. coli se realiz6 a partir de un cultivo crecido
con el antibidtico de seleccion (generalmente ampicilina a 100 ug/ml) a 37 °C, con
agitacién constante a 200 rpm durante la noche. En caso de ser necesario obtener
plasmidos con alto grado de pureza se utilizé los kits Axygen AxyPrep™ Plasmid
Miniprep Kit o AxyPrep™ Plasmid Midiprep Kit, dependiendo de la cantidad de DNA

plasmidial que se desease obtener.

2.3.5. Extraccion de DNA gendémico de X. dendrorhous

La extraccion de DNA gendmico se realizé segin el método de perlas de vidrio
(Sambrook y Russell, 2001), modificado para X. dendrorhous (Niklitschek, 2008). Se
colecté un cultivo de 2 dias, a partir de placas o medio liquido, en un tubo eppendorf, El
precipitado obtenido se resuspendié en 500 pl de tampon Tris-EDTA (Tris 25 mM pH
8.0, EDTA 10 mM) y se realizé rompimiento mecanico mediante agitacién, con perlas
de vidrio, en vortex. Luego, se lavd dos veces con fenol : cloroformo : alcohol
isoamilico (25:24:1) y una vez con cloroformo : alcohal isoamilico (24:1). Se recuperd el
sobrenadante, se agregd 2 voliimenes de etanol absoluto y se dejo precipitar el DNA
durante la noche a -20 °C. Posteriormente, se centrifugé el DNA eliminandose el etanol
y finalmente el precipitado de DNA seco se resuspendio en Tris-EDTA (10 mM: 1 mM)

con RNasa A o agua bidestilada estéril.

2.3.6. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA extraido, amplificado o digerido se sometid a electroforesis en geles de
agarosa para su chequeo y purificacion en caso de ser necesario. Estos fueron

preparados a una conicentracion de 0,7-1% de agarosa, dependiendo del tamafio del




e,
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DNA a visualizar, y tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 Hg/mi.
Como estandar de peso molecular se usé DNA del fago iambda digerido con la enzima

de restriccion Hindlil (Lambda DNA/Hindlll Marker 2, de fermentas).

2.3.7. Purificacion de DNA desde geles de agarosa

El DNA sometido a electroforesis, para su visualizacion y analisis, se purificé a
partir del gel utilizando diéxido de silicio (Sigma S-5631) (Boyle y Lew, 1995). Para ello,
se cortd un bloque de agarosa que contuviera el DNA, y se deposito en un tubo
eppendorf, luego se agregd 3 volumenes de KI 6M, respecto al blogque extraido y se
incubd a 55 °C hasta que el bloque se disolviese por completo. Posteriormente, se
agregd al tubo 10 pl de glassmilk (diéxido de silicio en KI 6M a una concentracién de
100 pg/ul). Se agité e incubé a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se
centrifugé el tubo a 14.000 x g por 1 minuto, eliminandose el sobrenadante. Luego, se
lavé el precipitado obtenido 3 veces, con salucién “New wash” (Tris-HCI pH 7,5 10 mM,
NaCl 50 mM, EDTA pH 7,5 2,5 mM, EtOH 50%). Finalmente, se elimind el
sobrenadante, se dejé secar el precipitado, se resuspendié en agua bidestilada y se

incubd a 55 °C durante 15 minutos para eluir el DNA,

2.3.8. Cuantificacién y determinacién de tamario del DNA

La cuantificacién y determinacién del tamario de las bandas observadas mediante
electroforesis se realiz6 por comparacion de intensidad y migracién de las bandas de
DNA, respecto al estandar de peso molecular utilizado. El andlisis se realizo a través

del programa “Kodak® 1D Analysis Software”.
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2.3.9. Ligado de DNA

Para el ligado de DNA se utiliz6 la enzima T4 DNA ligasa Invitrogen®. La reaccién
se realizé segun lo indicado por el fabricante, con una relacién molar inserto:vector 3:1

y 2,5 U de ligasa en un volumen final de reaccién de 20 pl.

2.3.10. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

Se realiz6 un cultivo de E. colf en medio LB con acido nalidixico (15 pg/ml) durante
la noche (12-16 h). Se inoculd 5 ml de éste, en un matraz con 500 m! de medio LB con
acido nalidixico (15 pug/ml). Se crecié el cultivo a 37 °C, con agitacién a 200 rpm, hasta
alcanzar una D.O.go0nn de 0,5 - 0,8. Se colectd las células mediante centrifugacion a 4
°C y 4.000 x g por 15 min. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado celular se lavé 2
veces, la primera con 500 ml y luego con 250 ml de agua estéril fria. Luego del
segundo lavado, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en 20 ml
de glicerol 10% (v/v), se centrifugaron vy se elimind el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 2-3 ml de glicerol 10% (v/v). La suspensién se dividié en alicuotas

de 40 il cada una y se almacend a -80 °C para su posterior utilizacion.

2.3.11. Transformacion de E. coli mediante electroporacion

La transformacién de E. coli se realizd mediante electroporacion en un
electroporador Bio Rad, Genepulser Xcell™. Para ello, se mezcid el DNA
transformante con 40 pl de células electrocompetentes en una cubeta de
electroporacion fria de 2 mm de aperiura. Los pardmetros de electroporacion fueron
2,5 kV, 25 pF y 200 . Luego de la electroporacién se agregd 1 ml de medio LB a la

cubeta de electroporacion y se traspasé el contenido a un tubo eppendorf nuevo estéril.
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Este se incubd a 37 °C durante 1h. Luego de ello, se procedid a sembrar las células en

placas LB con el antibidtico de seleccidon adecuado.

2.3.12, Preparacion de células electrocompetentes de X, dendrorhous

Las células electrocompetentes de X. dendrorhous fueron preparadas segun fue
descrito previamente {Adrio y cols., 1995). Para ello, se inoculd un matraz con 200 ml
de medio YM, con un cultivo de X. dendrorhous de 48 h a una dilucién de 1:100 y se
crecid a 22 °C con agitacién constante hasta una D.O.go0nm de 4 — 5. Se colectaron ias
células por centrifugacion a 4.000 x g durante 5 min y se resuspendié en 25 ml de
tampdn fosfato de potasio 50 mM, pH 7.0 y 25 mM ditiotreitol (DTT). Se incub6 a 22 °C
por 10 minutos. Luego, se lavd las células 2 veces con tampdn STM frio compuesto de
270 mM Sacarosa, 10 mM Tris-HCL pH 7.5, 1 mM MgCl,. Finalmente, se resuspendi6

en 500 pl de tampon STM frio y las células se mantuvieron en hielo hasta su utilizacion.

2.3.13. Transformacién de X. dendrorhous

60 pi de células electrocompetentes de X. dendrorhous se mezclaron con 10 - 20
Hg de DNA transformante y se depositaron en cubetas de electroporacién frias de 2
mm de apertura. Los parametros de electroporacién fueron 450 V, 125 pF, 600 Q.
Luego de electroporar, se agregd 1 ml de medio YM y se transfirié a un tubo eppendor.
Se incubd a 22 °C por 6 horas y se sembrd entre 100 - 200 pl en placas YM con

higroricina-B (12,5 pug/ml).

2.4. Extraccion y analisis de pigmentos

2.4.1. Extraccién de pigmentos

La extraccion de pigmentos se realizé segln el protocolo descrito previamente (An

y cols., 1989), madificado en nuestro laboratorio (Niklitschek, 2008). Se colectd las
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células, provenientes de 50 ml de cultivo de X, dendrorfious, mediante centrifugacion a
4.000 x g durante 5 minutos. Posteriormente se lavé 1 vez el precipitado celular con
agua destilada y se resuspendi6 en 1 ml de agua destilada. Luego, se realizé el
rompimiento celular mediante agitacion en vértex, con 0,5 ml de perias de vidrio de
0,5mm. A continuacidn, se agreg6 1 mi de acetona y se agité en vértex 5 minutos mas.
Se centrifugd el tubo a 4.000 x g por 5 minutos y el sobrenadante se transfirid a un
nuevo tubo. Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas, con 2 ml de
acetona, hasta que los restos celulares quedaron blancos. El sobrenadante obtenido
en cada extraccion se adicioné al tubo donde se colecté la primera extraccién. Luego, a
este tubo se le adiciono 1/5 del volumen colectado de éter de petrdleo, se agitd en
vortex por 5§ minutos y se centrifugé a 4.000 x g por 5 minutos. Finalmente, la fase

superior se recuperd en un tubo iimpio.

2.4.2, Analisis de pigmentos

2.4.2.1. Cuantificacion de pigmentos por espectrofotometria

Los pigmentos se cuantificaron por espectrofotometria en cubetas de infrasil
utilizando un espectrofotometro de doble haz Shimadzu UV-150-02. Para ello, se
determind el volumen de éter de petroleo en el cual se extrajeron los pigmentos y se
midid su absorbancia a una longitud de onda de 474 nm. La cantidad de carotenoides

obtenidos se determind mediante la siguiente formula:

Abs x volumen eter (ml) x 10* )

Carotencides totales (g de pigmentos / g de muestra) = ( cem x g de celulas

Donde:

Abs = Absorbancia medida a 474 nm

10* = Constante de conversién de unidades Kg/fg
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cem = Coeficiente de extincion molar de astaxantina (2.100).

2.4.2.2. Analisis de composicion de pigmentos por cromatografia
liquida de fase reversa

Los pigmentos disueltos en éter de petrdleo se secaron a temperatura ambiente,
resuspendidos en 100 pl de acetona y separados en un equipc de HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography), con una columna de fase reversa RP-18
Lichrocart 125-4 (Merck), utilizado acetonitrilo: metanol: isopropanol (85:10:5 viv) como
fase movil, con un flujo de 1 mi/min a temperatura ambiente y en condiciones
isocraticas. Los espectros de cada maximo de elucién se obtuvieron utilizando un
detector con arreglos de diodos. Los carotencides se identificaron de acuerdo a sus
espectros de absorcidn, tiempos de retencidon y comparacién con estandares

especificos.

2.5. Analisis de secuencias

Las secuencias nuclectidica se determinaron mediante el uso del kit “BigDye®
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit" de Applied Biosystems y anélisis con un
secuenciador ABI 3100 Avant. El procesamiento de los datos se realizd con los
programas Chromas version 1.43 y Sequencing andlisis V 3.7, El empalme de
secuencias, alineamiento y andlisis posterior se realizd con los programas
contigexpress 20086, alignX 2006 y vector NTI 10.3, los cuales forman parte del paquete
de programas Vector NTI 10.3. Para una mayor exactitud se realizé ajustes manuales a

los empalmes y alineamientes realizados.
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2.6. Obtencion de cepas mutantes homocigotas de X. dendrorhous

La obtencion de cepas mutantes homocigotas, a partir de cepas mutantes
heterocigotas de X. dendrorhous, se realizd mediante el método del doble
recombinante (MDR) (Niklitschek, 2008). Para esto, se inoculé la cepa mutante
heterocigota en 5 ml de medio YM con higromicina B y se incubo durante 2 dias a 22
°C con agitacién. Luego, se inoculdé 100 ul de este cultivo en 5 ml de medio YM con
higromicina a una concentracién mayor y se incubd durante 2 dias a 22 °C con
agitacion. Se repitid estos pasos partiendo de una concentracién de 10 pg/ml de
higromicina-B hasta una concentracién final de 800 pg/mi. Adicionalmente,' 100 pl de
las diluciones -2 y -3 de cada cultivo realizado se sembraron en placas YM con
higromicina B y crecidas durante 3 dias. Aquellas colonias que presentaron diferencias
fenotipicas, por ejemplo ser mas pélidas, se tomaron y rayaron en placas YM

higromicina para posterior analisis.




3. RESULTADOS
3.1. Secuenciacion del gen FPS de X. dendrorhous

En trabajos anteriores se determind la presencia del gen FPS en X. dendrorhous
{Niklitschek, 2008). Se buscé la existencia del gen FPS de la levadura en las bases de
datos existente, sin resultados positivos. Posteriormente, se comparé la secuencia
aminoacidica de la proteina FPS de Saccharomyces cerevisiae con la de ofros hongos
basidiomicetes filogenéticamente relacionados y a partir de éstas se obtuvo a una
secuencia consenso a partir de la cual se disefiaron partidores, los cuales se utilizaron
para amplificar un pequefio fragmento del posible gen FPS en X. dendrorhous. El
amplificado obtenido se secuencid y comparé con otras secuencias existentes en las
bases de datos mediante la herramienta BLAST. En la base de datos de patentes se
encontraron aciertos con una identidad de 100%, correspondientes a “produccion
mejorada de isoprencides en Phaffia rodozyma” y una patente para X. dendrorhious
(NA: AX012404.1), ninguna de las cuales nombraba de alguna manera al gen obtenido.
Posteriormente, el marco abierto de lectura (ORF) de este gen se cloné en el plasmido
pBluescript SK', amplificando el gen completo de 2635 pb mediante PCR vy
posteriormente ligando al vector en el sitio EcoRV, el cual se pierde al ligar el gen

(Niklitschek, resultados no publicados)(Figura 3).

En este trabajo el gen se secuencié en su totalidad. Para ello, se utilizaron los
partidores FPSsecFor1, FPSsecFor2, FPSsecRevl, FPSsecRev2, proporcionando
cobertura total del gen FPS. Al comparar las secuencias de X. dendrorhous ya
mencionadas con la secuencia obtenida revelé muy pocas diferencias. Se analizaron 3

sustituciones nucleotidicas encontradas en la region codificante del gen FPS. La
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Figura 3: Mapa del plasmidio pFPS.

origen f1 ()
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Esquema del plasmidio pFPS, el gen FPS, con 2.635 pb se encuentra clonado en un

sitio de restriccion EcoRV.
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traduccién de la secuencia nucleotidica reveld que de las 3 sustituciones encontradas,
2 implican sustituciones aminoacidicas respecto a la secuencia de referencia (NA:

AX012404.1). Las sustituciones encontradas fueron 149Q->E y 221E->D.

La secuencia de las zonas FARM y SARM, las cuales se ha descrito que son
fundamentales en la determinacién del largo de la cadena sintetizada, fue comparada
respecto a ofros organismos como S. cerevisiae y Bacillus stearothermophiilus. Se
observo que la secuencia FARM es idéntica a la de S. cerevisiae. En confraste &l
motivo SARM presenta un cambio imporiante en la secuencia aminoacidica,
observandose una susticidén V->Y. Esto supone un cambio mayor en el tamafio del

residuo aminecacidico.

3.2. Obtencidn del plasmido con el gen FPS interrumpido por el médulo
de resistencia a higromicina

El plasmido pFPS se digirié simultaneamente con las enzimas de restriccién Bglll y
EcoRYV, escindiéndose un fragmento de 2,03 kb del gen FPS. El plasmido digerido se
purificé y se sometid a una reaccién con el fragmento Klenow de la enzima DNA
polimerasa ! de E. coli (Fermentas), para dejar los extremos romos. Luego, se volvio a
purificar el DNA a partir de gel y se realizé una reaccion de ligamiento con un maodulo
que confiere de resistencia a higromicina-B a las cepas que lo portan (Figura 4). El
ligado se utiizd como DNA para transformar E. coli por electroporacion. La
transformacion se sembro en placas LB con ampicilina y se incubé durante la noche a
37 °C. Posteriormente, las colonias transformantes se sembraron en placas LB
ampicilina con gradilla para 50 colonias cada una. Se realiz6 PCR de colonias de cada
placa, utilizando los partidores HF/HR, para determinar la presencia del plasmido

portador del gen FPS interrumpido por el modulo de resistencia a higromicina-B.
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pFPS

a) m Mg FPS | m
2 ¢
Bglll EcoRV

b)  [Eaal sres yrps fpBs

d) 5'FPS Hig 3'FPS

pFPS-H

Figura 4: Obtencién de gen FPS mutante mediante delecion parcial del gen e insercion de
un moédulo de higromicina.

a) El plasmido pFPS se digirié con las enzimas de restriccion Bglll y EcoRV. b) Debido a que la
enzima Bglll deja extremos cohesivos se rellend el extremo, para dejarlo romo, con el fragmento
Klenow de la enzima DNA polimerasa. ¢) Se inserté el modulo de resistencia a higromicina
mediante una reaccion de ligado con la enzima T4 DNA ligasa d) Obtencion de plasmido con el
gen FPS interrumpido por el médulo de resistencia a higromicina. En verde se representa el gen
FPS. En azul se representa el plasmidio pBluescript. En amarillo se representa el médulo de
resistencia a higromicina.
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Finalmente, las colonias positivas para el PCR de colonias se inocularon en 5 ml de
medio LB con ampicilina y se crecieron durante la noche, para realizar extracciéon de

DNA plasmidial.

A cada cultivo se le realizé extraccién de DNA plasmidial mediante kit de miniprep.
Los plasmidos se analizaron mediante enzimas de restriccién, para determinar si los
fragmentos generados son los esperados para el plasmido con el modulo de
resistencia a higromicina-B (Figura 5). Una vez comprobado que el plasmidio con el
fragmento clonado presenta el patron de restriccion esperado, se secuencié

confirméndose la obtencion de éste, el cual se denomind pFPS-H.

3.1. Obtencidén de cepas mutantes del gen FPS de X.
dendrorhous

Las cepas mutantes para el gen FPS se obtuvieron mediante recombinacion y
reemplazo de este gen por la version interrumpida con el médulo de resistencia a

higromicina (Figura 6).

3.1.1. Transformacién de X. dendrorhous y seleccién de transformantes

Se purificd el plasmido pFPS-H mediante kit de midiprep, a partir de 100 ml de un
cultivo de E. cofi portadora del plasmido. Se transformé la cepa UCD67-385 de X,
dendrorhous mediante electroporacién con 20 pg de DNA linearizado previamente con
la enzima Aval, enzima que permite la liberacién del gén FPS del plasmido. Una vez
aplicado el pulso de electroporacién e incubadas en medio YM, las células se

sembraron en placas YM con higromicina-B.
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Figura 5: Chequeo de pFPS-H mediante digestion con enzimas de restriccion.

a) Mapa de restriccion del plasmido pFPS-H. b) Electroforesis de la digestion del plasmido con
las enzimas de restriccion 1) Xhol, 2) EcoRV, 3) EcoRl, 4) BamHI, 5) Aval.




27

pFPS-H

FgONA FPS gDNA

b)
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Figura 6: Recombinacion y reemplazo del alelo silvestre del gen FPS por una version
mutada del mismo.

a) Esquema de la recombinacion en un sitio especifico del alelo del gen FPS mutado con su
version silvestre en X. dendrorhous. b) Obtencion del mutante heterocigoto para el gen FPS. En
verde se representa el gen FPS. En azul se representa el plasmidio pBluescript. En amarillo se
representa el médulo de resistencia a higromicina. En negro se representa el DNA genomico
flanqueante al gen FPS en la levadura.
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Luego, se incubaron las placas a 22 °C durante 3 dfas, tiempo en el cual se
pudo observar la aparicién de colonias transformantes resistentes a higromicina. Estas
se sembraron en placas YM con higromicina con plantilias de 50 colonias cada placa

para su posterior anélisis

3.1.2. Analisis de cepas transformantes

Una inspeccion visual de las cepas mutantes obtenidas reveld que las colonias
transformantes presentaron una coloracion mas palida que la cepa parental UCD67-
385. También, demostraron ser resistentes a higromicina-B (Figura 7). No se
observéron otros cambios fenotipicos, tales como tamario de la colonia o velocidad de
crecimiento. Se inocularon varias colonias en 10 ml de medio YM con higromicina (10
ug/ml) para realizar extraccion de DNA gendmico. Este se chequed mediante PCR
para comprobar la presencia e insercion del moédulo de resistencia a higromicina en el
genoma de X. dendrorhous. Para esto, se utilizaron las parejas de partidores HF / HR,
FPS-01R / HF (Figura 8). La primera pareja de partidores amplifica el gen hph, la

segunda se une al gen FPS y al modulo de resistencia a higromicina.

3.1.1. Obtencién de cepas homocigotas mediante método del doble
recombinante (MDR)

Se utiliz6 el MDR para obtener una cepa de X. dendrorhous mutante homocigota
para el gen FPS (fps/ips). Para ello, se realizaron cultivos sucesivos, a
concentraciones crecientes de higromicina, con las cepas FPS-H y tCIH. Las diluciones
10? y 10® de cada cultivo realizado se sembraron en placas YM con higromicina

{Figura 9).
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Figura 7: Obtencion de cepa mutante para el gen FPS.

Sembrado de cepas FPS-H (izquierda) y UCD67-385 (derecha) en placas a) YM e b) YM con
higromicina. Se puede observar la diferencia en la pigmentacion de las cepas. La cepa FPS-H

es capaz de crecen en medio con higromicina, mientras que la cepa parental es sensible al
antibidtico.
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Figura 8: Andlisis de cepas transformantes portadores del gen FPS mutado.

Se realizd una reacciéon de PCR utilizando como molde DNA genémico de la cepa FPS-H de X,
dendrorhous, para comprobar la insercién del médulo de resistencia a higromicina en el gen
FPS. a) Esquema de la posicién de partidores y amplificados esperados. b) Amplificacion
mediante PCR. Carril 1) partidores HF y HR que amplifican el gen hph y carril 2) los partidores
FPS-O1R y HF que amplifican desde el gen hph hacia el extremo 3’ del gen FPS.
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Figura 9: Método del doble recombinante.

1) 100 pl de un cultivo de 2 dias de X. dendrorhous, se inoculd en 5 ml de medio YM con
higromicina (10 pg/ml) con. Se creci6 el cultivo durante 2 dias y se inoculd 5 ml de medio de
cultivo a mayor concentracion de higromicina con 100 pl del cultivo anterior. Los cultivos se
realizaron en sucesion partiendo de una concentracion de 10 ug/ml hasta una concentracién
final de 800 pg/ml. Todos los cultivos se sembraron en placas YM con higromicina para su
posterior analisis.
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La cepa tCIH corresponde a una cepa de X. dendrorhous mutante heterocigota
para el gen cri/ (crtlfcrtl’), ia cual se obtuvo mediante recombinacién y reemplazo del
alelo silvestre por una version interrumpida con un médulo de resistencia a higromicina
(Niklitschek, 2007}, de manera similar a lo realizado para el gen FPS en este trabgjo.
Esta se ufiliz6 como control para determinar el numero de mutantes homocigotos
esperados para cada concentracion de antibidtico utilizado, debido a que el gen crtl no
es esencial, por lo cual los mutantes homocigotos para este gen no son letales y
presentan un fenotipo blanco, Como resultado, se observd que la cepa FPS-H no
presentd diferencias fenotipicas importantes en las colonias generadas después de
aplicado el MDR, a ninguna de las concentraciones de higromicina utilizadas (Figura
10). No cbstante, la cepa tCIH cuyas colonias presentan un fenotipo anaranjado, dio
como resultado un 100% de colonias blancas a 800 ug/mi de higromicina (Figura 11,
Figura 12). A pesar de no observarse diferencias fenotipicas importantes en las
colonias de la cepa FPS-H, se seleccionaron 20 colonias post tratamiento del MDR
provenientes de los cultivos a 800 pg/ml de higromicina-B y se crecieron en 10 ml de
medio YM durante 3 dias a 22 °C con agitacion constante. Con el fin de determinar si
las colonias elegidas eran homocigotas o heterocigotas para el alelo mutante de-I gen
FPS, el DNA gendmico de cada uno de los cultivos se utilizé para realizar una reaccion
de PCR. Para ello, se utllizd las parejas de partidores FPS-O1R/MHF vy
FPSnewF/FPSnewR. La segunda pareja, amplifica la zona del gen eliminada en Ia
delecion, permitiendo detectar la presencia del alelo silvestre. El PCR realizado reveld
la existencia de amplificados para las dos parejas de partidores FPS-O1F / HR y

FPSnewF/FPSnewR (Figura 13), demostrando su condicién heterocigota.
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Figura 10: Obtencién de cepas mutantes homocigotas para el gen FPS.

Sembrado de los distintos cultivos realizados para la cepa FPS-H durante el enriquecimiento de
homocigotos mediante el método del doble recombinante. No se observé cambios fenotipicos
importantes a ninguna concentracion de higromicina utilizada. Las placas fueron sembradas a
partir de cultivos a) sin higromicina y con higromicina a una concentracién de b) 50 ug/ml, c)
100 pg/ml, d) 200 pg/ml, e) 400 pg/ml, f) 800 pg/ml
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Figura 11: Obtencién de cepas mutantes homocigotas para el gen crtl.

Sembrado de los distintos cultivos realizados para la cepa control tCIH durante el
enriquecimiento de homocigotos mediante el método del doble recombinante. Se observo una
disminucion en el nimero de colonias heterocigotas (blancas) pasando de placas con colonias
pigmentadas solamente a placas con colonias blancas solamente. Las placas fueron sembradas
a partir de cultivos a) sin higromicina y con higromicina a una concentracion de b) 50 ug/ml, c)
100 pg/ml, d) 200 pg/ml, e) 400 pg/ml, f) 800 pg/ml
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Figura 12: Obtencion de cepas homocigotas mediante el método del doble recombinante.

Proporcion de colonias heterocigotas observadas en las placas sembradas a partir de cultivos a
distintas concentraciones de higromicina, durante el protocolo de obtencién de homocigotos
mediante el método del doble recombinante.
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Figura 13: Amplificacién por PCR de los alelos mutante y silvestre del gen FPS en
colonias sometidas al MDR.

Se realizé una reaccion de PCR utilizando como molde DNA genémico de las colonias FPS-H
de X. dendrorhous obtenidas mediante el método del doble recombinante, para determinar la
homocigosis o heterocigosis, mediante la presencia de los alelos silvestres y mutantes del gen
FPS. a) Esquema de los amplificados esperados, la pareja de partidores FPSnewF y FPSnewR
amplifican la zona del gen FPS eliminada en el alelo mutante. Los partidores HF y FPS-O1-R
amplifican desde el modulo de resistencia a higromicina-B hacia la zona 3' del gen FPS. b)
Electroforesis de los amplificados obtenidos mediante amplificacion de DNA genémico de la
cepa FPS-H con las parejas de partidores 1) FPSnewF / FPSnewR y 2) FPS-O1R / HF.
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3.2. Analisis de pigmentos

Se realizaron cultivos de las cepas UCDG7-385 (silvestre) y FPS-H, para analizar
las diferencias en cantidad y composicién en los pigmentos. Para esto, se sembrd 200
pl de un culfivo de 2 dias, en un total de 9 placas YM, por cada cepa. Estas se
incubaron durante 5 dias a 22 °C. El césped celular de cada placa se colectd luego de
1, 3 y 5 dias de crecimiento, agregando 15 ml de agua bidestilada estéril. Las células
fueron resuspendidas con un rastrillo de vidrio y luego transferidas a un tubo de 15 mil.
Del volumen anterior, se colectaron 3 ml de células para medir el peso seco, en tanto
que el resto se utilizd para la extraccion de los pigmentos. En cada extraccién se
colectaron las células provenientes de 3 placas para cada cepa las cuales fueron
procesadas y analizadas en forma separada, de esta forma se conto con triplicados
para cada medicién realizada. Los pigmentos extraldos fueron cuantificados por
espectrofotometria y analizados en su composicion mediante HPLC. La cuantificacién
de pigmentos mostré que la cepa FPS-H produce 51, 257 y 357 ppm de pigmentos a 1,
3 y 5 dias de crecimiento, lo cual es menor a lo observado en la cepa silvestre la cual
produjo un promedio de 110, 447 y 490 ppm de pigmentos respectivamente (Figura
14). De acuerdo a esto, la produccidn de pigmentos de la cepa mutante, respecto a la
cepa silvestre, sufrié una reduccion de un 54%, 42% y 27% para los dias 1, 3y 5 de

crecimiento.
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Figura 14: Pigmentos producidos por las cepas UCD67-385 (silvestre) y FPS-H, durante el
cultivo en medio sélido.

Medicion de los pigmentos totales (PPM) producidos por las cepas FPS-H (amarillo) y UCD67-
385 (rojo) a 1, 3 y 5 dias de incubacion.
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El analisis de la composicion de pigmentos revelé cambios importantes en la
coTposicién de éstos (Figura 15) observandose, en la cepa mutante una reduccién de
astaxantina, acompafiada de un aumento importante en los niveles de B-caroteno y
ofros carotenos intermedios. Por otra parte, la composicién de pigmentos totales de la
cepa pFPS-H se mantiene relativamente constante durante los dias de cuitivo. En
contraste, la cepa silvestre presenta un incremento sostenido de astaxantina y una

disminucién progresiva del p-caroteno y otros carotencides intermedios.

3.3. Curva de crecimiento

Con el objetivc de analizar las diferencias en el crecimiento entre las cepas
UCD67-385 y FPS-H, se crecieron durante cinco dias en matraces con 100 ml de
medio YM, previamente inoculados con 1 ml de un cultivo de 2 dias. A partir de las
curvas de crecimiento obtenidas (Figura 16) se determiné el tiempo generacional de
ambas cepas, el cual fue 4,48 horas para la cepa silvestre y 4,54 horas para la cepa
mutante. De estos datos se infiere que no existe una diferencia significativa entre en

las tasas de crecimiento de las cepas analizadas.
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Figura 15: Composicion de pigmentos de las cepas UCD67-385 y FPS-H.

Composicion de pigmentos totales (%) producidos por las cepas a) UCD67-385 y b) FPS-H a 1,
3 y 5 dias de incubacion.
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Figura 16: Curva de crecimiento de las cepas UCD67-385 y FPS-H.
Se midi6 el crecimiento de las cepas UCD67-385 (®) y FPS-H (A ) en medio YM mediante

turbidez a una longitud de onda de 600 nm.




4. DISCUSION
4.1. Secuenciacion del gen FPS de X. dendrorhous

La secuencia del gen FPS obtenida en este trabajo no difirié en gran medida de la
secuencia de este gen para X. dendrorhous disponible en la base de datos {NA:
AX012404.1), observandose un 99,9% de identidad en la secuencia nuclectidica. La
mayor parte de las diferencias encontradas se situaron en zonas no codificantes del
gen y solo se encontraron 3 cambios nucleotidicos situados en la regién codificante.
Estos fueron descartados como mutaciones, producto del procedimiento de clonado,
mediante comparacion con el cDNA del gen FPS obtenido en el laboratorio
(Niklitschek, resultados no publicados), el cual presentd las mismas diferencias. El
primero no implica un cambio en ia secuencia aminoacidica, el segundo conduce a una
sustitucion 149Q->E lo cual genera un cambio en la polaridad pero, sin alteraciones
importantes en el tamafio del residuo aminoacidico. La sustitucién no deberia tener un
efecto importante en la funcién de la proteina, debido a que el residuc alterado se
encuentra orientado hacia el exterior de la proteina. La tercera sustitucién 221E->D
produce un intercambio entre aminoacidos similares en tamafio y polaridad.
Adicionalmente, en ambos casos la sustitucién no ocurre dentro de alglin dominio

conservado para esta proteina.

En el analisis del gen FPS se compararon los motivos FARM y SARM. Estas son
secuencias aminoacidicas altamente conservadas, las cuales han sido identificadas
camo los motivos determinantes del largo de la cadena de terpenos sintetizada por las

enzimas preniltransferasas. La secuencia aminoacidica del sitio FARM para
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X. dendrorhous, DDMMD, es idéntica a la secuencia en S. cerevisiae. Por otro lado, la
secuencia encontrada para el sitio SARM, DDVLD, presenta una tnica diferencia
respecto a la secuencia de S. cerevisiae, DDYLD. La sustitucién aminoacidica Y->V
encontrada implica un cambio considerable en el tamafio del residuo aminoacidico. Sin
embargo, se ha reportado que el motivo SARM de B. stearcthermophilus presenta la
secuencia aminoacidica DDILD. En este caso la sustitucion 1>V no genera un cambio
importante en los residuos aminoacidicos. Las diferencias encontradas en la secuencia
nucleotidica no suponen cambios importantes a nivel aminoacidico y la alta identidad

obtenida confirman el clonamiento exitoso del gen FPS.

4.2, Anilisis de cepas mutantes para el gen FPS en X. dendrorhous

4.2.1. Obtencion de cepas mutantes homocigotas para el gen FPS

En atencién a que la cepa silvestre parental (UCD76-385) utilizadg para el
protocolo de fransformacion del gen FPS es diploide, el método de transformacion de
X. dendrorhous, por recombinacion y reemplazo del gen por una version mutada
permite generar cepas mutantes heterocigotas de esta ievadura. Para el caso de la
mutagénesis del gen FPS, el andlisis genético realizado a las cepas mutantes reveld la
presencia de 2 alelos del locus, uno correspondiente al alelo mutante (fps::hph) y el
otro al siivestre, Indicando la condicién heterocigota para este gen. La estrategia
experimental utilizada para la obtencidén de un mutante homocigoto para el gen FPS
(fps'tips), no resulté efectiva, a pesar de dar resultados positives con la cepa mutante
para el gen cril, la cual fue usada como control. Ello sugiere que el gen FPS podria
corresponder a un gen esencial. Debido a que el FPP cumple diversos roles, tales
como precursor de lipidos de membrana o de grupos prostéticos de distintas moléculas

y proteinas, es posible que la obtencién de cepas deficientes en esta proteina no sea
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posible. Adicionalmente, la presencia de una enzima GGPS capaz de sintetizar el
GGPP en forma independiente (sistema ! o lll) permitiria suplir la deficiencia de la
enzima FPS en cepas mutantes homocigotas para el gen FPS. Debido a que lo anterior
no ocurrié se sugiere que el GGPP serfa sintetizado por la accién conjunta de las

enzimas FPS y GGPS (sistema Il).

En contraste a io recién mencionado, se ha reportado la obtencién de cepas
mutantes deficientes en la enzima FPS para la levadura S. cerevisiae v la bacteria E.
colf. En esta dltima, el gen ispA, el cual codifica para una enzima FPS, se elimind sin
causar letalidad {(Fujisaki y cols., 2005). Sin embargo, esto seria posible gracias a la
existencia de una enzima prenil difosfato sintasa de cadenas cortas que es capaz de
sintetizar FPP y GGPP (Saito y cols., 2007), supliendo la deficiencia de la enzima FPS
con un sistema hibrido (sistema Ill) para la sintesis tanto de FPP como de GGPP. En el
caso de la levadura S. cerevisiae se ha obtenido cepas mutantes deficientes, del gen
ERG20, que codifica la enzima FPS. Sin embargo, para que la levadura pueda crecer,
el medio de cultivo debe ser suplementado con ergosterol. Adicionalmente, se ha
observado que esta cepa mutante es capaz de obtener ergosterol del medio en
aerobiosis (Chambon y cols., 1990), lo cual no es posible para una cepa silvestre de S.
cerevisiae. El estudio de un posible mecanismo que permita la obtencién de ergosterol
del medio en X. dendrorhous podria ser un método para obtener cepas mutantes
homocigotas para el gen FPS. Sin embargo, estudios previos sugieren que no seria
posible obtener cepas deficientes para el GGPP (Niklitschek y cols., 2008), lo cual

implicaria que la adici6n de ergosterol no seria suficiente para superar este obstaculo.
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4.2.2. Crecimiento de cepas mutantes para el gen FPS.

El FPP es un precursor importante en la ruta de biosintesis del ergosterol. Es
posible que ésta sea la razén por la cual la estrategia utilizada para obtener cepas
mutantes deficientes para el gen FPS, no fue exitosa. Debido a esto, una disminucién
en el flujo de FPP deberia tener como consecuencia una disminucién en la tasa de
crecimiento de la cepa mutante. En contraste con lo anterior, las cepas mutantes
obtenidas presentaron una tasa de crecimiento similar a la cepa parental UCDB7-385.
Esto podria deberse a que la sintesis de FPP no es un paso limitante en la sintesis del

ergosterol o que se esta obteniendo carbono en desmedro de otros procesos o vias.

4.3. Participacion del gen FPS en la biosintesis de carotenoides.

El gen FPS se encuentra involucrado en la biosintesis del FPP, molécula
precursora tanto de los carotenoides, como del ergosterol. Con esto en mente, se
esperarfa que las cepas de X, dendrorhous mutantes para este gen produjeran una
menor cantidad de pigmentos, sin camblos en la composicién de éstos. Debido a que
el gen FPS se encuentra involucrado en la sintesis del ergosterol se planted la
posibilidad de un ingreso tardio a la carotenogénesis en la levadura, debido a que el
flujo de carbono podrfa estar siendo dirigido en favor del crecimiento celular. Para
considerar esto en el andlisis, los pigmentos se obtuvieron a 1, 3 y 5 dias de cultivo. La
comparacién entre la cepa silvestre y mutante reveld una reduccion en la cantidad de
pigmentos totales la cual fue mas pronunciada en etapas tempranas de crecimiento.

Tambien se observé un cambio importante en la composicién de pigmentos.

Tal como fue planteado, la disminucidén en la cantidad de pigmentos podria

deberse a una redireccién del flujo de carbono hacia ia sintesis de ergosterol de Ia
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levadura. Debido a que en una etapa posterior el cultivo ingresa a una fase
estacionaria, se produciria una recuperacion en la cantidad de carotenoides. Los
resultados mostraron que la cepa mutante presenté una reduccion en la cantidad de
pigmentos totales, respecto a la cepa silvestre, de un 54% al dia 1, 42% al dia 3 y 27%
al dia 5. La recuperacion observada en la cantidad de pigmentos producidos concuerda
con la hipdtesis planteada, sugiriendo que bajo condiciones limitantes de FPP, en una
etapa inicial, el fiujo de carbono seria dirigido en favor del crecimiento celular y en una

etapa posterior se favoreceria la sintesis de pigmentos.

En contraste a los resultados anteriores la composicidn de pigmentos fue distinta a
lo esperado. Debido a que el FPP es precursor de los carotenos, pero no esti
involucrado directamente en la sintesis de estos, se esperaba que la composicion de
pigmentos no cambiara en forma significativa. Sin embargo, se observé una
disminucion importante en la cantidad de astaxantina, en favor de p-caroteno y otros
carotenoides intermediarios de la sintesis de astaxantina. Al igual que con los
pigmentos totales se esperaba que la composicién de pigmentos en la cepa mutante se
acercase a la observada para la cepa silvestre, en etapas tardias de cultivo. Esto no se
observo, en su lugar los pigmentos mantuvieron una composicién relativamente
constante a lo largo del periodo de incubacién utilizado. En contraste, en la cepa
silvestre los pigmentos cambiaron a lo largo de toda la incubacién, observandose un
aumento sostenido de la astaxantina y disminucién progresiva de otros carotenoides,
particularmente el B-caroteno. Estos resultados sugieren que el cambio en Ia
composicion de pigmentos no se deberia a un ingreso tardio de Ia levadura a la
carotenogénesis, si no que podrfan estar actuando otros procesos metabélicos no

identificados, relacionados con el FPP.,




5. CONCLUSIONES

¢ El gen FPS de la cepa UCD67-385 (silvestre) presenta un 99,9% de identidad
nucleotidica respecto a la secuencia del mismo gen en otra cepa silvestre ds ia
levadura, disponible en Genebank. Confirmando el clonamiento exitoso del gen.

» La imposibilidad de obtener cepas mutantes homocigotas para e gen FFS,
sugiere que este gen seria esencial, no existiendo una via altemativa para la
sintesis de FPP o GGPP, postulando que este Gitimo seria generado por la
accion conjunta de las protelnas codificadas en los genes FPS y criE.

» Cepas de X. dendrorhous, mutantes heterocigotas para el gen FPS, no ven
alterada su tasa de crecimiento, pero producen una menor cantidad de
pigmentos totales, respecto a la cepa silvestre. También se ve alterada la
composicion de pigmentos, observandose un aumento en los niveles de B-
caroteno y otros carotenoides intermediarios y una disminucion en los niveles
de astaxantina.

* Los resultados sugieren que el cambio en la composicion de pigmentos
observado, en la cepa mutante para el gen FPS, se deberia a mecanismos
metabolicos no identificados, asociados al FPP.

¢ La reduccién en los pigmentos producidos es més pronunciada durante los
primeros dias de crecimiento, que a tiempos finales. Esto sugiere que el flujo de
carbono seria dirigido inicialmente al crecimiento celular y luego hacia la
carotenogénesis. De lo anterior, se puede sugerir la existencia de un
mecanismo regulador, capaz de redirigir el flujo de carbono hacia la sintesis de

ergosterol o a la carotenogénesis, seglin se vea necesario.

47




6. REFERENCIAS

Adrio, J. L., M. Lopez, J. Casqueiro, C. Femandez and M. Veiga. 1995. "Electrophoretic
karyotype of the astaxanthin-producing yeast Phaffia rhodozyma.” Curr Genet
27: 447-50.

Alcaino, J. 2002. Organizacion estructural del gen de la fitoeno sintasa en el genoma
de Xanthophyllomyces dendrorhous (ex. Phaffia rhodozyma). Seminario de
titulo para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologfa Molecular. Universidad
de Chile. Santiago, Chile.

An, G. H., D. B. Schuman and E. A. Johnson. 1989. "Isolation of Phaffia rhodozyma
Mutants with Increased Astaxanthin Content." Appl! Environ Microbiol 55: 116-
124.

Boyle, J. S. and A. M. Lew. 1995. "An inexpensive alternative to glassmilk for DNA
purification.” Trends Genet 11: 8.

Britton, G. 1995. "Structure and properties of carotenoids in relation to function.”
FASEB J 9: 1551-8.

Chambon, C., V. Ladeveze, A. Qulmouden, M. Servouse and F. Karst. 1990. "Isolation
and properties of yeast mutants affected in famesyl diphosphate synthetase.”
Curr Genet 18: 41-6.

Do, R., R. S. Kiss, D. Gaudet and J. C. Engert. 2009. "Squalene synthase: a critical
enzyme in the cholesterol biosynthesis pathway." Clin Genet 75; 19-29.

Fujisaki, S., 1. Takahashi, H. Hara, K. Horiuchi, T. Nishino and Y. Nishimura. 2005.
"Disruption of the structural gene for famesyl diphosphate synthase in
Escherichia coli.” J Biochem 137: 385-400.

Lange, B. M., T. Rujan, W. Martin and R. Croteau. 2000. "Isoprenocid biosynthesis: the
evolution of two ancient and distinct pathways across genomes." Proc Natl Acad
Sci US A 97 13172-7.

Lee, P. C. and C. Schmidt-Dannert. 2002. "Metabolic engineering towards
biotechnological production of carotencids in microorganisms.” Appl Microbiol
Biotechnol 60: 1-11,

Liang, P. H., T. P. Ko and A. H. Wang. 2002. "Structure, mechanism and function of
prenyliransferases.” Eur J Biochem 269: 3339-54. :

Lichtenthaler, H. K. 2000. "Non-mevalonate isoprenoid biosynthesis: enzymes, genes
and inhibitors." Biochem Soc Trans 28: 785-S.

McCarthy, 8. 8., M. C. Kobayashi and K. K. Niyogi. 2004. "White mutants of
Chlamydomonas relnhardtii are defective in phytoene synthase." Genetics 168:
1249-57.

McGarvey, D. J. and R. Croteau. 1995. "Terpencid metabolism.” Plant Cell 7: 1015-26.

Naguib, Y. M. 2000. "Antioxidant activities of astaxanthin and related carotenoids.” J
Agric Food Chem 48: 1150-4.

Nes, W. R., B. C. Sekula, W. D. Nes and J. H. Adler, 1978. "The functional importance
of structural features of ergosterol in yeast.” J Biol Chem 253; 6218-25.

Niklitschek, M. 2007. Desarrollo de un casete de resistencia a antibictico en
Xanthophyllomyces dendrorhous. Seminario de titulo para optar al Titulo de
Ingeniero en Biotecnologia Molecular. Universidad de Chile. Santiago, Chile.

48




49

Niklitschek, M. 2008. "Estudio genético molecular del gen crtE involucrado en la ruta de
biosintesis de astaxantina en Xanthophyllomyces dendrorhous.” Tesis para
optar al Titulo de Magister en Ciencias Biologicas. Universidad de Chile.
Santiago, Chile.

Niklitschek, M., J. Aicaino, S. Barahona, D. Sepulveda, C. Lozano,”M. Carmona, A.
Marcoleta, C. Martinez, P. Lodato, M. Baeza and V. Cifuentes. 2008. "Genornic
organization of the structural genes controlling the astaxanthin biosynthesis
pathway of Xanthophyllomyces dendrerhous." Biol Res 41: 93-108.

Ohnuma, 8., M. Suzuki and T. Nishino. 1994. "Archaebacterial ether-linked lipid
biosynthetic gene. Expression cloning, sequencing, and characterization of
geranylgeranyl-diphosphate synthase.” J Biol Chem 269: 14792-7.

Okada, K., T. Saito, T. Nakagawa, M. Kawamukai and Y. Kamiya. 2000. "Five
geranylgeranyl diphosphate synthases expressed in different organs are
localized into three subcellular compartments in Arabidopsis.” Plant Physiol 122:
1045-56.

Rees, H. H,, L. J. Goad and T. W. Goodwin. 1968. "Studies in phytosterol biosynthesis.
Mechanism of biosynthesis of cycloartenol.” Biochem J 107: 417-26.

Ruzicka, L. 1994, "The isoprene rule and the bicgenesis of terpenic compounds. 1953."
Experientia 50: 395405,

Sacchettini, J. C. and C. D. Poulter. 1997. "Creating Isoprenoid diversity." Science 277:
1788-9.

Saito, K., S. Fujisaki and T. Nishino. 2007. "Short-chain prenyl diphosphate synthase
that condenses isopenteny! diphosphate with dimethylallyl diphosphate in ispA .
null Escherichia coli strain lacking farmesyl diphosphate synthase." J Biosci
Bioeng 103: 575-7.

Sambrook, J. and D. W, Russell. 2001. Molecular cloning : a laboratory manual. Cold
Spring Harbor, N.Y., Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Schafer, W. R. and J. Rine. 1992. "Protein prenyiation: genes, enzymes, targets, and
functions." Annu Rev Genet 26: 209-37.

Verdoes, J. C., K. P. Krubasik, G. Sandmann and A. J. van Ooyen. 1999. “Isolation and
functional characterisation of a novel type of carotenold biosynthetic gene from
Xanthophyllomyces dendrorhous,” Mol Gen Genet 262: 453-61.

Verdoes, J. C., N. Misawa and A. J. van Ooyen. 1999. "Cloning and characterization of

the astaxanthin biosynthetic gene encoding phytoene desaturase of
Xanthophyllomyces dendrorhous.” Biotechnol Bioeng 63; 750-5.




