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RESUMEN

Xanfhapfy//omyces   der}drowhous   es   una    levadura   carotenogenica    basidiomicete

estudiada  principalmen{e  por  su  capacidad  de  producir  astaxantina  como  pigmento

principal.   Este   compuesto   es   de   gran   intefes   comercial   debido   a   su   uso   como

suplemento   alimenticio   en   acujcultura   para   la   pigmentaci6n   apropiada   de   peces

salm6nidos    y    por   sus    propiedades    antioxidantes    en    la    industria   farmaceutica.

Actualmente,   se   conoce   completa   la   ruta   de   biosintesis   de   carotenoides   en   X.

dendrowhous,  ademas  del  perfil  de  expresi6n  de  los  genes  carotenog6nicos.  Tambi6n

se ha descrito que la producci6n de carotenoides tiene relaci6n con el tipo de fuente de

carbono (fermentable o no fermentable) disponible en el medio de cultivo. Sin embargo.

adn se desconocen  los  mecanismos de  regulaci6n del  proceso de carotenogenesis en

esta  [evadura.  En  nuestro laboratorio,  mediante metodos bioinformaticos  se determin6

la  existencia  de  genes  de  probables  reguladores,  entre  ellos  el  gen  M/G7  que  esta

involucrado en  represi6n  catab6]ica y el gen de un  represor general  de la transcripci6n

(Cyc8,  inicialmente  denominado  GrR).  Adicicinalmente,  se  ha  descrito  que  algunos

genes carotenogenicos contienen  en sus regiones promotoras secuencias reconocidas

por Migl.  Se sabe que en otras levaduras el mecanismo de regulaci6n catab6lica en el

cual   participa  Migl  junto al  complejo   co-represor Tupl-Cyc8,  es  uno  de  los  circuitos

regulatorios mas importantes y se encuentra  ampliamente conservado en eucariontes.

Debido a lo anterior,  resulta interesante estudiar el posible rol de este mecanismo en X.

dendrorhous.

El  objetivo  general  de  este  trabajo  fue  caracterizar  genetica  y funcionalmente  el  gen

Cyc8  de X.  dendrowhous.  Para  esto,  se  secuenci6  una  regi6n  gen6mica  de  6,5  kpb

que  contiene  el  gen  Cyc8  complete.  Ademas,  mediante  secuenciaci6n  del  CDNA  se

determin6 la estructura genica y se identific6 un marco de lectura abierto de 4 .410 b.  El



analisis  bioinformatico  de  la  secuencia  aminoacidica de la  proteina deducida  desde  la

regi6n  codificante  arroj6  una  alta  jdentidad  (~70°/o)  con  el  co-represor  general  de  la

transcripci6n Cyc8, presente en otros organismos.

Paralelamente,  se obtuvieron mutantes del gen  Cyc8 a partir de la cepa silvestre UCD

67-385 y  de  la  cepa  sobreproductora  de  astaxantina  AVHN2.4.8.  mediante  la  tecnica

de   mutagenesis   par  reemplazo.   Se  evalu6  el  fenotipo   de   mutantes   heterocigotos

(Cyc8/cyc8-) y  homocigotos (cyc8-/ cyc8-), orientado a la producci6n de carotenoides y

el   crecimiento.    Los   mutantes   385.T2   (CYC8/c}/c8-)   y   385.T2ZeoR3    (cyc8-/cyc8-)

(derivadas  de  UCD  67-385)  no  presentaron  diferencias  significativas  de  crecimiento

respecto de la cepa silvestre al ser cultivadas en medio YM o MMGlu2%.

Por  otra  parte,  en  la  cepa  385.T2ZeoR3  la  producci6n  de  carotenoides  comenz6  al

inicio   de[   crecimiento,   mientras  que  en   la   cepa  silvestre   inici6   al  final  de   la  etapa

exponencial,  lo  que  se  reflej6  en  un  mayor  contenido  de  carotenoides  to{ales  en  la

cepa  mutante,  luego  de  5  dias  de  incubaci6n.  Sin  embargo,  al  cultivar  las  cepas  en

MMGlu2%  no  se  observ6  una diferencia  en  el  contenido final de  carotenoides,  pero si

en   la  producci6n  de  6stos  en   etapas  tempranas  de   crecimiento.   En   cuanto  a   la

composici6n   de   carotenoides,    hubo   pequefias   diferencias   entre   las   tres   cepas

analizadas  (UCD  67-385.  385.T2  y  385.T2ZeoR3).  Las  diferencias  mas  pronunciadas

se   observaron   en   la   proporci6n   de   carotenoides   monociclicos   (como   hidroxi-ceto-

toruleno)   y   en   el   contenido   de   a-caro{eno   y   astaxantina   en   etapas   tardias   de

crecimiento.

El mutante AV.T8 (cyc8-,  derivado de AVHN2.4.8),  mostr6 un  retraso significativo en el

crecimiento  respecto  de  su  parental.  Ademas,  se  observ6  una  segregaci6n  fenotipica

respecto  de  la  producci6n  de  pigmentos,  dando  origen  a  colonias  amarillas  y  rojo-



anaranj.adas,  lo  cual  no  permiti6  analizar  de  manera   reproducible  la  producci6n  de

carotenoides en esta cepa.

Finalmente,  se puede concluir que  el gen  Cyc8 de X.  dendrowhous codifica un  posible

regulador     transcripcional     que     estaria     involucrado     en     la     regulaci6n     de     la

carotenog6nesis, tenjendo un efecto represor sobre la producci6n de carotenoides.
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ABSTRACT

Xanthaptry//omyces dendrowhous  is a  carotenoid-producing  basidiomycete yeast mainly

studied  for  its  ability to  produce  astaxanthin  as  major  pigment.  This  metabolite  has  a

great commercial  interest,  because  it is  use as food  supplement in  aquaculture for the

appropriate  pigmentation  of  salmonid  fish  and   in  the  pharmaceutical  industry  for  its

antioxidant  properties.  Actually,  almost  the  complete  carofenoid  biosynthetic  pathway

and  the  expression  profile  of  the  carotenogenic  genes  are  known  in  X.  dendrowhous.

The  production  of  carotenoids  in  this  yeast  is  related  to  the  type  of  carbon  source

(fermentable   or   non-fermentable)   available   in   the   culture   medium.    However,   the

mechanisms   regulating   the   carotenogenesis   process   are   still   unknown.    Possible

regulatory   genes   including   those   involved   in   catabolite   repression   and   a   general

transcription  repressor gene  (CYC8,  initially  named  Grf?) were found  in  our laboratory

by   bioinformatics   methods.   Furthermore,   it   was   reported   that   some   carotenogenic

genes  contained  sequences  recognized  by  Migl  in  their promoter regions.  It is  known

that  the  catabolic  regulatory  mechanism  in  which  Migl   acts  with  the  Tupl-Cyc8  co-

repressor complex is one of the most important regulatory circuits in yeast and is widely

conserved.  Due  to  the  above-mentioned,  it  is  interesting  to  study the  possible  role  of

this mechanism in X. dendrowhous.

The  general  aim  of this  study was  to  characterize  genetically  and  functionally  the  X.

dendrowhous CYC8 gene. For this, a genomic region of 6.5 kbp containing the complete

Cyc8 gene was sequenced. The gene structure was determined by CDNA sequencing

and   an   ORF  of  4,410   pb  was   identified.   Bioinformatic  analysis  of  the   amino   acid

sequence of the protein deduced from the coding  region,  showed  high  identity (~ 70%)

with the general transcription co-repressor Cyc8 present in other organisms.
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ln  parallel,  mutants  of  the   Cyc8  gene  were  obtained  by  replacement  mutagenesis

technique from  the wild-type  UCD  67-385  strain  and  AVHN2.4.8,  an astaxanthin  over-

producer strain. The phenotype of heterozygous (CYC8/cyc8-) and homozygous (cyc8-/

cyc8-)  mutants  was  evaluated  with  emphasis  on  the  production  of  carotenoids  and

growth.  The  mutants  385.T2  (Cyc8/cyc8-)  and  385.T2ZeoR3  (cyc8-  /  cyc8-),  derived

from  UCD  67-385,  did  not showed  significant differences  in  growth  when  compared  to

the original wild-type strain when were cultured in YM or MMGlu2%.

Moreover,  the  carotenoid  production  in  385.T2ZeoR3  started  at  the  beginning  of  the

growth  curve,  while  in  the  wild-strain  it  was  triggered  at  the  end  of  the  exponential

phase.  As  a  result,  a  higher  content  of total  carotenoids  was  obtained  in  the  mutant

strain  after 5  days of cultivation.  However,  when the strains were grown  in  MMGlu2%,

differences  were  observed  in  an  early-stage  of  carotenoid  production,  but there  were

not  differences  in  their  content  at  the  late  stationary  phase  of  growth.  Regarding  the

carotenoid   composition,  small  differences  were  observed  between  the  three  strains

tested   (UCD  67-385,  385.T2  and  385.T2ZeoR3).  The  most  pronounced  differences

were observed  in the proportion of monocyclic carotenoids (like  hydroxyl-keto-forulene)

and f}-carotene and astaxanthin content in later stages of growth.

The  AV.T8   mutant  (cyc8-,   derived  from  AVHN2.4.8),   showed  a  significant  delay  in

growth  in  respect to its  parental. Also,  a phenotypic segregation on  pigment production

was  observed,  giving  rise  to  yellow  and  red-orange  colonies.  This  last  result  did  not

allow us to study the carotenoid production in this strain, as it was not reproducible.

Finally,  we  can  conclude  that  the  Cyc8  gene  of X.  dendrowhous  encodes  a  potential

transcriptional  regulator that would  be  involved  in carotenogenesis  regulation,  having a

negative effect on the carotenoid production.



1  INTRODUCC16N

1.1 Xanthophyllomyces dendrorhous.. aTiteeedentes generates.

Xan!frapfy//c)myces    c/endrowhcJus   es    una    levadura    carotenogenica    basidiomicete

aislada originalmente a finales de  la decada de  1960  por Phaff y colaboradores  desde

exudados de arboles de regiones montafiosas de Jap6n y Alaska (Libkind y col„ 2007,

Marcoleta, 2011 a). Posteriormente, se obtuvieron aislados procedentes de la patagonia

argentina  asociados  a  cuerpos  fructiferos  de   Cy#an.a  Aar7.ofi.i.  en  arboles  del  genero

IVoffrofagus (Libkind y col., 2007;  Libkind y col., 2008) y del sur de Chile desde hojas de

eucaliptus   (\/Veber  y  col.,   2008).   [nicialmente,  a  esta   levadura   se   le   llam6   Phaffla

rf]odozyma,. sin  embargo,  en  1995  su  nombre  cambi6  a X.  c/endrorf}oL/s al  describirse

su   fase   perfecta,   caracterizada   por   la   formaci6n   de   un   holobasidio   con   esporas

terminates   (Golubev,    1995).   Principalmente   debido   a   su   capacidad   de   sintetizar

carotenoides  y  por sus  propiedades  e  importancia  econ6mica,  esta  levadura  ha  sido

objeto de numerosos y variados estudios.

Los  carotenoides  son  compuestos organicos de 40  atomos de  carbono,  derivados del

isopreno  (terpenos),  que  contienen  dos  anillos  terminales  unidos  por  una  cadena  de

doble  enlaces  conjugados  o  sistema  de  polieno  (Frengova  y  Beshkova,  2009).  Esta

familia  de  compuestos  esta formada  por aproximadamente  seiscientas  mol6culas  que

pueden   encontrarse   en   la    mayoria   de   las   formas   de   vida   y   son   producidos

naturalmente por plantas, algas,  algunas bacterias y hongos.  Estas moleculas cumplen

diversas   funciones   tales   como   pigmentos   fotosinteticos,   antioxidantes   (protecci6n

contra fotooxidaci6n y radicales libres),  precursores de  la vitamina A o atracci6n visual



de animales polinizadores (Schroeder y Johnson,  1993;  Lodato y col, 2003; Frengova y

Beshkova, 2009).

Debido a  las condiciones del  habitat natural de X.  dendrowhous (exudados de arboles)

rico en especies reactivas de oxigeno  (ROS) y sustancias antrfungicas,  se postula que

los   carotenoides   cumplirian   un   rol   protector  en   la   levadura   compensando   la   baja

actividad  o  ausencia  de  algunas  enzimas  antioxidantes  (Schroeder y  Johnson,  1993;

Schroeder y Johnson,1995).  El principal carotenoide producido  por X.  c/endrowhous es

la  astaxantina,  que  posee  un  alto  valor  comercial,   principalmente  por    su  uso  en  la

industria  acuicola  como  colorante y por sus propiedades antioxidantes y nutraceuticas

de  intefes farmac6utico  (Schmidt y col., 2011 ).

En   la   naturaleza,   la  astaxantina  es   producida  por  el  fitoplancton  y  es   la   principal

responsable  del  color  anaranjado  de  invertebrados  marinos,  peces  y  aves  (Lodato  y

col,  2003;  Libkind  y  col.,  2007;   Frengova  y  Beshkova,  2009;   Schmidt  y  col.,  2011).

Debido  a  que  los  animales  no  son  capaces  de  sintetizar carotenoides,  la  astaxantina

debe  ser  suplementada   en   el  alimento  de   peces  salm6nidos   (salmon     y  trucha),

crecidos   en   cautiverio,   para   que   logren   un   crecimiento  y   reproducci6n   6ptimos   y

adquieran    ]a    pigmentaci6n    apropiada,    la    cual    resulta    mas    atractiva    para    ]os

consumidores (Yamane y col,  1997;  Frengova y Beshkova, 2009;  Rodriguez-Saiz y col,

2010).

1.2 Astaxantina

Siendo   una   xant6fila,    la   astaxantina   posee   propiedades   quimicas   y   fisiol6gicas

caracteristicas  de  estos  compuestos:  es  altamente  lipofilica  y  muestra  un  color  rojo

intenso  basado  en  la  luz  absorbida  por  su  sistema  de  polieno.  Debido  a  los  grupos

funcionales 3-hidroxilo y 4-ceto en los anillos terminales,  la astaxantina posee atributos



dnicos,  como  una  mayor  polaridad  que  el  resto  de  los  carotenoides  y  una  actividad

antioxidante    mayor   que    la    del    P-caroteno,    luteina,    zeaxantina    y   cantaxantina

(Schroeder  y  Johnson,1993;   Schroeder  y  Johnson,1995;   Schmidt  y  col.,   2011).

Debido   a   su   elevada   actividad   antioxidante,   cada   vez   son   mss   las   propiedades

beneficiosas  para  la  salud  humana  que  se  le  atribuyen  a  la  astaxan{ina,  entre  ellas

destacan      propiedades      antiinflamaton'as,      antibacterianas,      inmunoestjmulantes,

fotoprotectoras,    neuroprotectoras,   anticancerigenas   y   beneficiosas   para   la   salud

cardiovascular entre otras (Frengova y Beshkova, 2009; Schmidt y col., 2011 ).

Desde  un  punto  de  vista  econ6mico,  la  astaxantina   tiene  un  mercado  global  de  219

millones de d6lares en 2007 (290/o del total de ventas de carotenoides) y se estima que

alcanzafa  los  253  millones  en  2015,  considerando  que  actualmente  la  industria  de

cultivo  de  salm6n  invierte alrededor del  15%  del total  del  costo de  producci6n en  este

pigmento (Schmjdt y col., 2011).

La gran  mayoria de la oferta comercial,  cerca del 97%,  (Schmidt y col., 2011),  hasta  la

fecha   corresponde   a   astaxantina   sintetica.   Sin   embargo,   el   uso   de   compuestos

quimicos  como  aditivos  alimenticios  ha  sido  estrictamente  regulado,  favoreci6ndose

alimentos   libres   de   estos,   tanto   por   los   consumidores   como   por   las   autoridades

(Yamane  y  col,1997;  Frengova  y  Beshkova,  2009).  Por  otra  parte,  los  carotenoides

sinteticos  son  pobremente  absorbidos  por  la  came  de  peces,  Io  que  representa  una

desventaja  frente  a  los  carotenoides  obtenidos  de  fuentes  biol6gicas  (Osterlie  y  col,

1999:  Bjerkeng,  2000).  Debido   a lo  mencionado anteriormente,  nace  la  necesidad  de

establecer una fuente  natural  de  astaxantina  como  sistema  alternativo  de  producci6n,

garantizando de esta manera las propiedades beneficiosas de dicho compuesto.

En  la  naturaleza  se  conocen  pocos  organismos  productores de astaxantina,  siendo  la

microalga   Haematococcus   p/w/.a//.s   y   la   levadura   X.    dendrowhous   los   sistemas



biol6gicos  mas  prometedores  para  la  producci6n  biotecnol6gica  de  este  carotenoide

(Verdoes y col„  2003;  Libkind y col.,  2007;  Frengova y Beshkova, 2009;  Schmidt y col.,

2011).    Entre   ellas,   X.    c/endrorf}oL/s   presenta   ciertas   ventajas,    ya   que    produce

as{axantina   no   modificada   como   carotenoide   principal,   no   requiere   luz   para    su

crecimiento    y    pigmentaci6n,    puede    utilizar   variadas    fuentes    de    carbono    bajo

condiciones tanto aefobicas como anaer6bicas y presenfa un crecimiento relativamente

rapido (Yamane y col,1997;  Frengova y Beshkova, 2009). Sin embargo,   la producci6n

especifica de astaxantina por cepas silvestres de X. dendrowhous es muy baja para ser

un  fuente  comercialmente  competitiva   (Schmidt  y  col.,  2011).   Debido  a  lo  anterior,

muchos  trabajos  han  intentado  mejorar  su   producci6n,  entre  los  que  destacan:   la

optimizaci6n de las condjciones de cultivo (concentraci6n de glucosa,  pH,  contenido de

oxigeno)  (Yamane  y  col,   1997;   Hu  y  col,  2005;  Hu  y  col,  2006),  suplementaci6n  de

distintos  aditivos  al  medio  de  cultivo  (Gu  y  col.,1997;  Wang  y  col.,  2006;  Kim  y  col.,

2007),  uso  de  quimicos  estimulantes  (Gu  y  col.,  1997),  iluminaci6n  con  luz  blanca  y

ultravioleta  (de  la  Fuente  y col.,  2010),  radiaci6n  gamma  (Najafi  y col.,  2011),  me{odos

clasicos   de   mutag6nesis   quimica   y   fisica   (Hu   y   col,   2006;   Ukibe   y   col.,   2008;

Rodriguez-Saiz  y  col,  2010)  e  ingenieria  metab6lica  (Misawa  y col.,  1997;  Verdoes  y

col., 2003). A pesar que no se han logrado resultados satisfactorios, estos estudios han

contribuido  al  conocimiento de la  biologia de esta  [evadura  como tambi6n  del  proceso

de biosintesis  de  carotenoides.  Actualmente se  conocen  la  mayoria  de  los genes  que

controlan  la  sintesis  de  carotenoides  en  X.  dendrorf}ous,  como  tambi6n  su  perfil  de

expresi6n  a  nivel  de  sus  mensajeros  (Lodato  y  col.,  2007;  Niklitschek  y  col.,  2008;

Wozniak y  col,  2011).  Sin  embargo,  adn  se  desconocen  muchos  aspectos  gen6ticos,

entre ellos, aquellos relacionados con los distintos mecanismos reguladores tanto en la

carotenog6nesis como en otros procesos celulares.



1.3 Biosintesis de carotenoides en X. dendrowhous.

En  eucariontes la sintesis de carotenoides deriva de la  ruta del mevalonato,  el  cual se

forma por la condensaci6n de {res moleculas de acetil-CoA (Sandmann,  G., 2001).  Los

pasos   siguientes   implican   dos   reacciones   quinasa  y   una   descarboxilaci6n,   dando

origen  a   isopentenil  pirofosfato  (lpp,  C5),  precursor general de todos los isoprenoides

(Sandmann,  G.,  2001;  Schmidt y col.,  2011).  En  la  sintesis de  carotenoides  (Figura  1),

el  lpp  se  isomeriza  a  dimetilalil  pirofosfato  (DMAPP),  par  la  enzima  lpp  isomerasa

codificada  por el  gen  /.d/. (Kajiwara  y col.,1997).  El siguiente  paso  es  catalizado  por la

enzima  geranilgeranil  pirofosfato  (GGPP)  sintasa  (codificada  por  el  gen  crfE/,  donde

por condensaci6n  de  una  mol6cula  de  DMAPP  con  tres  mol6culas  de  lpp,  se  genera

geranilgeranil    pirofosfato    (GGPP,    C2o)    (Niklitschek   y    col.,    2008).    Sin    embargo,

recientemente  se  ha  descrito  el  gen  EPS que  codifica  una  posible famesil  pirofosfato

sintasa involucrada en este paso, sintetizando famesil pirofosfato (FPP,  Ci5), que luego

es  convertido  a  GGPP  (Romero,  2010).  Posteriormente,  dos  moleculas  de  GGPP  se

condensan,  paso catalizado por la enzima bifuncional fitoeno-a-caroteno sintasa (PBS)

codificada por el gen  crfyB, formando el  primer carotenoide de  la via, fitoeno  overdoes

y  col.,   1999a;   Rodriguez-Saiz  y  col,  2010).  Luego,  el  fitoeno  que  es  incoloro,  sufre

cuatro  desaturaciones  catalizadas  por  la  enzima  fitoeno  desaturasa  (PDS),  producto

del  gen  ch/  (Verdoes  y  col.,1999b;  Schmidt  y  col.,  2011).   La  enzima  PDS  genera

licopeno cuyo color es rojo, el cual es convertido en f}-caroteno de color amarillo,  por la

actividad  licopeno  ciclasa de  la enzima  PBS.  Finalmente, el P-caroteno es oxidado por

acci6n   de   la   enzima   astaxantina   sintasa   (Cris,   codificada   por  el   gen   cris),   una

citocromo  P450  monooxigenasa  (Ojima y col.,  2006),  genefandose astaxantina que es

de color rojo-anaranjado, como producto final de la via (Rodriguez-Saiz y col, 2010).
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Figura  1.  Diagrama de  [a ruta de biosintesis de carotenoides en X.  dendrowhods.
La   ruta   de   sintesis   de   astaxantina   desde   lpp   es   controlada   por   siete   genes
(subrayados)   que  codifican   las  enzimas  que  catalizan   cada   paso   (indicadas  entre
pafentesis a la derecha de la ruta). A la izquierda se muestran entre pafentesis algunos
de los intermediarios que se generan entre un  metabolito y el siguiente.  Los princjpales
pigmentos  producidos  son  xant6filas,  de  las  cuales  la  astaxantina  representa  un  83-
870/o del total  de  carotenoides,  seguida  por fenicoxantina  (5-7%),  equinenona  (34%) y
P-caroteno  (2-2,5%).  Adaptado  de  Wozniak  y  col.,  2011.IPP:   isopentenil  pirofosfato,
DMAPP:    dimetilalil    pirofosfato,     FPP:    farnesil    pirofosfato,    GGPP:    geranil    geranil

pirofosfato.



En   este   tlltimo   paso,   tambien   participa   una   enzima   citocromo   p450   reductasa,

codificada  por el  gen  crfR,  la  cual  provee  los electrones  necesarios  a  la  enzima  Cris

para la oxigenaci6n del sustrato (Alcaino y col., 2008).

1.4 Regulaci6n de la carotenog6nesis en X. dlenc/rowhous.

A pesar de que los genes que controlan  la sintesis de carotenoides en X.  dendrowhous

se  han  descrito,  el  conocimiento  respecto  a  la  regulaci6n  de  esta  via  es  bastante

escaso.  Diversos  estudios  han  mostrado  que  existe  una  relaci6n  entre  la  fuente  de

carbono  utilizada  por la  levadura y  la  sintesis  de  carotenoides  (Gancedo y col.,  1998,

Flares-Cotera y col, 2001 ; Wozniak y col, 2011 ;  Marcoleta y col, 2011 b).

En atenci6n a   lo anterior, se sabe que X.  dendrorf}ous es capaz de llevar a cabo dos

tipos   de   metabo[ismo:   i)   fermentativo,   donde   los   azucares   se   oxidan   por   la   via

glicolitica    obteniendose    piruvato    que    posteriormente    es    convertido    en    etanol,

permitiendo  la  producci6n de ATP  en  ausencia de oxigeno   y   ii) aerobio,  para  el  cual

utiliza  fuentes  de  carbono  no  fermentables  que  se  incorporan  al  metabolismo  a  nivel

del ciclo de Krebs (Jones y col,  1992).  De esta manera tambi6n se obtiene piruvato; sin

embargo,  este  compuesto es  destinado  principalmente  a  la  producci6n  de  acetil-CoA.

Luego,  el  acetil-CoA es  metabolizado  por las  enzimas  del  ciclo de  Krebs  sintetizando

los precursores necesarios para la carotenog6nesis (Marcoleta, 2011 a).

Estudios  previos  han  demcistrado que la  producci6n  de astaxantina disminuye durante

el metabolismo fermentativo y aumenta durante el metabolismo aerobio (\/\/ozniak y col,

2011;   Marcoleta,  2011a;  Lodato  y  col.,  2007).  Se  ha  determinado  que  al  cultivar  X.

dendront]ous  en   medio  completo  (YM)  suplementado  con  glucosa   (fermentable),   la

carotenogenesis se induce durante la fase estacionaria de  crecimiento.  Esta  inducci6n

coincide con  el agotamiento de la glucosa presente en el  medio y con  el  comienzo del



consumo  del  etanol   producido  por  la  fermentaci6n  del  azticar  (Lodato  y  col,  2003;

Lodato y col„ 2007; Wozniak y col, 2011).  Par otra  parte,  reportes previos indican que

afiadir etanol al media de cultivo de X.  dendrowhous aumenta la can{idad de pigmentos

producidos   (Marcoleta   y   col,   2011b).   Mas   aun,   al   cultivar   la   levadura   en   medio

completo (YM) suplementado con distintas fuentes de carbono no fermentables (xilosa ,

succinato,  acetato  de  sodio,  glicerol  y  etanol),  aumenta  el  contenido  de  carotenoides

significativamente  en  relaci6n  al  uso  de  glucosa  (Lodato  y  col.,  2007;  Wozniak  y  col,

2011).  En  concordancia  con  lo  anterior,  en  cultivos  de  la  levadura  en  medio  minimo

utilizando succinato (no fermentable) como dnica fuente de carbono, se observ6 que la

producci6n  de  carotenoides  coincide  con  el  crecimiento  de  la  levadura,  aumentando

sostenidamente  hasta  llegar a  fase  estacionaria  (Wozniak y  col,  2011).  En  contraste,

en   presencia   de   glucosa   la   carotenogenesis   no   se   asocia   con   el   crecimiento,

confirmando   lo   descrito   previamente   (Lodato   y   col.,   2007;   Wozniak   y   col,   2011;

Marcoleta y col.  2011b).  Esto demues{ra  que la producci6n  de  carotenoides comienza

antes y es  mayor cuando  se  utiliza  una fuente de carbono  no fermentable  (\/Vozniak y

col,  2011 ).

Se  sabe  que  Saccharonyces  cerev/.s/.ae,  X.  dencyrowhous  y  muchas  otras  levaduras

pueden utilizar una variedad  de fuentes de carbono, siendo la glucosa y la fructosa las

mas  comunes  (Rolland  y col.,  2002).  De  esta  manera,  cuando  una  de estas azdcares

esta  presente  en  el  medio  de  cultivo,  se  reprimen  genes  involucrados  en  el  uso  de

fuentes  de   carbono  alternativas  y  en   metabolismo  secundario   (Jones  y  col,   1992;

Gancedo  y  col.,   1998).   Este  fen6meno  es  conocido  como  "represi6n  catab6lica"  o

"represi6n  por  glucosa"  (Gancedo  y  col.,  1998;  Rolland  y  col.,  2002;  Scht]IIer,  2003).

Por   lo   tanto,   es   esperable   que   la   inhibici6n   de   la   sintesjs   de   pigmentos   en   X.

dendrowhous  en  presencia  de  glucosa  pueda  ser  consecuencia  de  la  represi6n  de



componentes del  metabolismo  respiratorio  que controlan  la  disponibilidad  de  sustratos

de la  ruta  de carofenog6nesis  (Marcoleta y col,  2011b; Wozniak y col,  2011).  Por otra

parte,  estudios  a  nivel  de  mRNA  revelaron  que  el  patron  de  expresi6n  de  los  genes

crfyB,  crf/ y  cris  (genes  exclusivos  de  la  carotenogenesis),  es  diferente  al  crecer la

levadura   en   glucosa  o  succinato.   Se  observ6  que   la  glucosa   causa   la   represi6n

transcripcional  de  los  tres  genes  crfyB,  crf/  y  cris,  Io  que  se  correlaciona  con  una

inhibici6n  completa de  la  sintesis de  pigmentos  (Marcoleta y col, 2011b).  En  relaci6n  a

lo anterior,  en X.  dendrowhous se han  identificado hom6logos de los genes  GRG2  /gen

reprimible   por   glucosa   2),   /IVV  (invertasa)   y   PDC   (piruvato   decarboxilasa),   cuya

expresi6n  es regulada  por glucosa  en  otras  levaduras  (Rolland  y col., 2002;  Marcoleta

y col,  2011b).  En  respuesta a  la  adici6n  de  glucosa  al  medio  de cultivo,  se observ6  la

inducci6n del gen  PDC y la  represi6n de los genes  /IVV y  GRG2,  lo que sugiere que el

fen6meno  de  "represi6n  catab6lica"     tambi6n  estaria  operando  en  X.  dendrowhous

(Marcoleta y col, 2011b).

1.5 Represi6n catab6lica en levaduras.

El   principal   efecto   represor  de   la   gluccisa   tiene   lugar   a   nivel   transcripcional   y   el

mecanismo mss general de represi6n catab6lica involucra una disminuci6n paralela de

los  niveles  de  transcritos  de  los  genes  blanco  y  consecuentemente,  de  las  proteinas

que codifican (Gancedo y col.,1998;  Rolland y col., 2002).  Una de las formas en que la

glucosa   influye  sobre   la  expresi6n   genica,   es  facilitando  la  acci6n   de  reguladores

negativos  (Gancedo y  col.,1998) y entre ellos  se  encuentra  el factor  Migl  (codificado

por  el  gen  M/G7)  descrito  en  S.  cerew.s/.ae  (Trumbly,   1992;  Gancedo  y  col.,   1998;

Rolland y col.,  2002).  La  proteina  Migl  tiene dos dedos de zinc {ipo  C2H2,  y es capaz

de unirse a los promotores de una variedad de genes reprimidos por glucosa. La uni6n
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de  Migl  al  DNA  requiere  de  una  "caja  migl"  o  caja  GC,  con  la  secuencia  consenso

(G/C)(CIT)GGGG,  pero  ademas  requiere  de  una  region  rica  en  AT  a  unas  59  pb  rio

arriba de  la  caja  GC (Gancedo y col.,1998;  Schtlller, 2003).  En  la fjgura 2 se  muestra

el  mecanismo  general  y  los  componentes  involucrados  en  el  fen6meno  de   represi6n

catab6ljca.  La  funci6n  de  Migl   esfa  determinada  por  su  localizaci6n  subcelular.   En

presencja  de  altos  niveles  de  glucosa  (sefial  de  represi6n),  el  factor  Migl   migra  al

ndcleo  y se  une  a  los  promotores  de  los  genes  blanco.  Mientras  que  en  ausencia  de

ella,  se  activa  el  complejo  quinasa  Snfl  que fosforila  a  Migl,  el  cual  en  este  estado

interactda   con   la   exportina   Msn5   que   media   su   exportaci6n   hacia   el   citoplasma

(Trumbly,   1992;   Rolland   y   col.,   2002;   Schtiller,   2003).   Por   otra   parte,   la   proteina

fosfatasa  1   (Glc7),  antagonista  a  Snfl,  desfosforila  a  Migl   permitiendo  su  transporte

hacia  el  ntlcleo y la  consecuente  represi6n  de los genes  blanco  (Schuller,  2003).  Una

vez  unido  a  la  region  reguladora  de  los  genes  blanco,  Migl   recluta  un  complei.o  co-

represor formado  por las  proteinas Tupl  y Cyc8  (Ssn6),  que  posteriormente  inhibe  la

transcripci6n   de   los   genes   que   contienen   sitios   de   uni6n   de   Migl    en   su   region

promotora   (Gancedo   y   col.,   1998;   Rolland   y   col.,   2002;   Schuller,   2003).   Genes

hom6logos   a   M/G7   se   han   identificados   en   las   levaduras   K/uyveromyces   /act/.s,

Kluyveromyces marxianus, Schizosaccharomyces pombe,  Candida albicans y el hongo

ascomi.cefe  Aspengt.//us  n/.du/ans    (Gancedo  y  col„  1998).  Recientemente,  en  nuestro

laboratorio   se   aisl6   y   secuenci6   el   CDNA   de   un   gen   hom6logo   a   M/G7   de   X.

dendrowhous  (Marcoleta,  2011 a).  Adicionalmente,  mediante  analisis  bioinformaticos se

jdentificaron  posibles "cajas migl" en las regiones promotoras de los genes  cris,  crfyB

y   crf/   (Marcoleta,   2011a;   Wozniak   y   col,   2011).   Cabe   destacar  que   tambien   se

encontraron  estos sitios  en  la  regi6n  promofora  del  gen  reprimible  por glucosa  GRG2

(Wozniak y col, 2011  ;  Marcoleta  , 2011a;  Marcoleta y col, 2011 b).



11

Serial de represi6nIIr-
Citopla-

Sefial de desrepresidn

Region
reguladora

gen blanca

Figura   2.   Mecanismo   de   represi6n   catab6lica   en   levaduras.   Se   muestra   un
esquema del  mecanismo general del fen6meno de represi6n  catab6lica en levaduras y
sus principales componentes. Adaptado de Schuller, 2003.
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Acorde  a  lo  anterior,  experimentos  de  retraso  en  la  movilidad  electrofofetica  (EMSA)

revelaron  la  uni6n  de  un factor nuclear a  las  potenciales  "cajas  migl"  presentes  en  la

regi6n  promotora  del  gen  cris  (Marcoleta,  2011a).  Estos  resultados  sugieren  que  el

factor  Migl  tendria  un  rol  en  la  regulaci6n  de  la  carotenog6nesis  en  X.  dendrowhous

mediante el  mecanismo de represi6n catab6lica, especialmente regulando la expresi6n

de los genes crfyB, crf/ y cris.

1.6 El complejo corepresor Tupl:Cyc8.

Las    proteinas    Cyc8   y   Tupl    pertenecen   a   familias   de    proteinas   conservadas

evolutivamente y se sugiere que tanto levaduras como lombrices,  moscas y mamiferos,

poseen represores que se asemejan a Cyc8 y Tupl , no s6Io en secuencia sino tambi6n

en  funci6n  (Smith  y  Johnson,  2000).  Tanto  Cyc8  como  Tupl   son  necesarios  para  la

represi6n  de genes  regulados por glucosa  y oxigeno.  La  eliminaci6n  de  uno  o  ambos

genes no es letal  para las c6Iulas,  pero tiene efectos pleiotr6picos, originando diversos

fenotipos  como  crecimiento  lento,  floculaci6n,  baja  esporulaci6n  y  perdida  de  ciertos

aspectos de la represi6n por glucosa (Gancedo y col.,  1998;  Smith y Johnson, 2000).

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

unidad  de  Cyc8  y cuatro  de  Tupl.  El  complejo  Cyc8-Tupl   reprime  alrededor de  150

genes  distintos  en  S.  cerev/.s/.ae  y es  dirigido  a  cada  grupo  de  genes  blanco  por  una

proteina   de   union   a   DNA   secuencia-especifica   que   reconoce   uno   o   mss   sitios

operadores  en  la  regj6n  reguladora  (Gancedo  y  col.,  1998;  Smith  y  Johnson,  2000;

Schaller, 2003).  Por ejemplo, los genes reprimidos por glucosa, inducidos por dafios en

el  DNA  o  regulados  por oxigeno,  son  reconocidos  por las  proteinas  de  uni6n  a  DNA

Migl , Crtl  y Roxl , respectivamente (Smith y Johnson, 2000).
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La  proteina  Tupl   contiene  siete  copias  de  un  motivo  WD40  en  su  regi6n  carboxilo

terminal, las cuales tendrian un  rol en la funci6n  represora de la proteina   (Zhang y col,

2002).  Mientras que su  extremo amino terminal  participaria en  la  interacci6n  con Cyc8

(Gancedo   y  col.,   1998).   Adicionalmente,   Tupl   contiene   un   dominio   que   incluye   al

menos dos regiones represoras de la transcripci6n caracterizadas por no poseer carga

y ser ricas en alanina (Gancedo y col„  1998).  Sobre la  proteina Cyc8,  se sabe que en

su  extremo  amino  terminal  contiene  10  copias  de  un  motivo  de  34  aminoacidos,  el

repe{ido   tetratricop6ptido   (TPR),   y   s6lo   algunos   de   ellos   son   requeridos   para   su

funci6n.  Se  ha  propuesto  que  los  TRPs  median  la  interacci6n  proteina-proteina  entre

Cyc8 con Tupl  y Migl  (Gancedo y col.,1998; Schtlller, 2003) y se ha demostrado  que

distintas  combinaciones de ellos son  necesarias para la  represi6n de genes regulados

por oxigeno a por glucosa (Tzamarias y col„  1995).

En la figura 3 se representan  los  modelos (no excluyentes entre si) propuestos para el

mecanismo de acci6n del complejo Cyc8-Tupl .  El primero de ellos (Figura 3A) consiste

en  la    interferencia  directa  de  Cyc8-Tupl  con  el  activador,  impidiendo  su  funci6n.  EI

segundo  modelo  (Figura  38)  consiste  en  la  represi6n  por  alteraci6n  de  la  estructura

local de la cromatina mediada por la interacci6n entre Tupl  y las histonas H3 y H4.  En

este caso  los genes reprimidos por Cyc8-Tupl  tienen  nucleosomas en  posiciones que

obstruyen  la  uni6n  de  proteinas  que  favorecen  la  transcripci6n  al  DNA  cercano  a  la

caja  TATA  y  al  sitio  de   inicio  de  la  transcripci6n.  Por  tiltimo,  el  tercer  mecanismo

propuesto   (Figura   3C)   consiste   en   la   interacci6n   directa   de   Cyc8-Tupl    con   la

maquinaria  general  de  transcripci6n  cuando  esta  se  ensambla  sobre  el  promotor del

gen  blanco  inhibiendo  la fase  inicial  de  la transcripci6n  (Gancedo  y col.,1998,  Smith  y

Johnson, 2000).



14

t           A)  lnterfereneia con el activador
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En  base al  conjunto de antecedentes expuestos y  considerando que el  mecanismo de

represi6n  catab6lica  se  encuentra   ampliamente  conservado  en  eucariontes  y  es  uno

de  los  circuitos  regulatorios  mas  importantes  en  levaduras,  resulta  apropiado  pensar

que este mecanismo puede tambi6n regular el proceso de carotenog6nesis. Aunque en

la   actualidad   no   se   han   identificado   genes   reguladores   de  dicho   proceso   en   X.

dendrowhous,    en    nuestro    laboratorio    mediante    m6todos    bioinformaticos    hemos

identificado  genes  de  probables  proteinas  reguladoras,  como  M/G7  y  el  gen  de  un

represor general  de la transcripci6n  mediado  por glucosa  (Cyc8,  inicialmente  llamado

GTR),  hom6logo de Cyc8. Acorde a lo anterior,  en este trabajo se propone caracterizar

el gen  CYC8 de X. dendfowhous que estaria involucrado en represi6n catab6lica.

1.7 Hip6tesis y objetivos.

La  hip6tesis  de  este  trabajo  es  la  siguien{e:  El  gen  Cyc8  participa  del  fen6meno  de

represi6n  catab6Iica  y esta  involucrado  en  los  mecanismos  de  regulaci6n  del  proceso

de carotenog6nesis en X. dendrorf]ot/s.

En base a la hip6tesis anterior, se plantean los siguientes objetivos:

•     Objetivo  general:   Caracterizar  estructural  y  funcionalmente  el  gen   CYC8  de  la

levadura Xanthophyllomyce s dendrorhous.

I     Objetivos especificos:

I.        Identificar el gen  cYC8 en el genoma de x.  dendrowhous mediante analisis

bioinformaticos.

11.        Clonar y  secuenciar  el  fragmento  de  DNA  gen6mico  que  contiene  el  gen

CYC8.
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Ill.       Aislar y  secuenciar el  CDNA  del  gen  Cyc8,  para  determinar  la  estructura

genica.

IV.       Obtener cepas de x. dendrorf}ous mu{antes homocigotas (cyc8-/cyc8-) del

gen Cyc8.

V.       Caracterizar fenotipicamente  los  mutantes  cyc8-y  evaluar su  efecto  en  la

carotenogenesis y el crecimienfo de la levadura.
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2   lvIATERIALES Y METODOS

2.1   Cepas,   mantenci6n  y  condiciones  de  cultivo.   Las  cepas  bacterianas  y  de

levadura  utilizadas  y  construidas  en  este  trabajo  se  describen  en  la  Tabla   1.   Los

cultivos  en  medio  s6Iido  se  realizaron  en  agar  al   1,50/o.   Las  cepas  de   E.   co/t.    se

cultivaron  a  37  °C  en  medio  completo  LB  (extracto  de  levadura  10  g/I,  triptona  5  g/I,

NacI 5 g/I) (Sambrook y Russell  , 2001).  En el caso de cepas poriadoras de plasmidos

con  resistencia  a  an{ibi6tico,  el  medio  se  suplement6  con  ampicilina  (100  i]g/ml).  Las

cepas  de  X.  dendrowhous  se  oultivaron  a  22  °C  en  medio  completo  YM  (extracto  de

levadura  3  g/I,  extracto  de  malta  3  g/I,  glucosa  10  g/I  y  peptona  5  g/I)  a  en  medio

minimo (MMv) suplementado con glucosa al 20/o  (MMglu2%) (V\/ozniak y col, 2011 ).  Las

cepas de levadura transformantes y resistentes a higromicina 8 y zeocina, se cultivaron

en medio YM suplementado con  los antibi6ticos a una concentraci6n final de  15 iJg/ml,

segtln corresponde.  Las cepas de E.  co//. se conservaron  con glicerol esteril al 50% en

tubos eppendorf a  -80 °C y las de levadura de acuerdo a  lo descrito por Baeza  (Baeza

y col, 2009).  Brevemente,  Ia cepa a  conservar se creci6 en  medio YM s6lido a 22  °C y

luego se tom6 la mayor cantidad posible de celulas frescas con un aza de siembra que

se mezcl6 con 500 ul de  medio YM. Se agreg6 500 Lil de gelatina est6ril tibia (20%), se

homogeneiz6 y se depositaron gotas sobre parafina s6lida contenida en la tapa de una

placa de  petri.  Luego de  que  la  gelatina  gelific6,  se agreg6 silica  gel con  indicador de

humedad en la base de la placa (opuesta a la parafina) y se invirti6 dejando la parafina

con  las gotas de gelatina en  la parfe superior,  evitando que  la  silica  gel  las tocara.  La

placa se sell6 con PARAFILM y se dej6 a temperatura ambiente hasta que las gotas de

gelatina se deshidrataron completamente (aspecto plano como "lentejas").  `
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Tablal . Cepas bacterianas y de levadura utilizadas y construidas en este trabajo.

Ce pa                       Caracte risticas                                             Fu e nte/Refe re nc ia

E. coli
DH5a
X.dendrorhous
UCD 67B85

385.T2

Amps                                                                         (Sambrook y Russell  , 2001 )

Cepa silvestre, diploide (Hygs y zeos).      (Miller,1976); ATCC24230

##a:t2eohset:::C[8:::va (:eYCu8#8-7/.   Este traba|o
385.      Un      alelo      del      gen      CYC8
interrumpido      por     el      m6dulo      de
resistencia a higromicina  8.

385.T2Ze°R3        ##|t2eoR|°qmu°ec'8:tn°va  |Ceycu&6CDyc6&7'.    Este trabaJ°

385.     Un     alelo    del         gen     Cyc8
intermumpido      por      el      m6dulo      de
resistencia  a  higromicina  a  y  el  otro
por    el     m6dulo     de     resistencia     a
zeocina.

AVHN2.4.8

AV.T8

:;8a,  2':Voes:triutpaanrtae  :'obgr::ro:uY£:r   i:%:[t:t:r'°   d:e     %:ennect,I:::
de      astaxantina      obtenido      en      el     Universidad     de     Chile.     No
laboratorio   mediante   mutag6nesis   al     publicado
azar  que  deriva  de     la  cepa  chilena
silvestre AVHN2.

Mutante  hemicigoto  (cyc8-/,  HygR ,que     Este trabajo
deriva de AVHN2.4.8.

sensible   a   ampicilina;    Hyg sensible   a   higromicina   8;   Hyg resistente   a
higromicina  8;  Zeos:  sensible  a  zeocina;  ZeoR:  resistente  a  zeocina.  ATCC:  American
Type Culture Collection.
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Las  "Ientejas"  se  tomaron  con  pinzas  esteriles  y se  depositaron  en  tubos  de  ensayo

que  contenian  algod6n  sobre  silica  gel  que  se  sellaron  con  PARAFILM  para  evitar la

humedad. Los tubos se almacenaron a temperatura ambiente.

2.2  Plasmidos,  acidos  nucl6icos y enzimas.  Los  plasmidos utilizados  y construidos

en este trabajo se describen en  la Tabla 2.  Los oligonucle6tidos (partidores) disefiados

en esta tesis se sintetizaron en  /nfegrafed DIVA  feono/og/.es  (lDT) y se describen  en  la

Tabla 3.

EI  DNA  del  bacteri6fago  lambda  digerido  con  la  endonucleasa  de  restricci6n  H/.ndlll

(Fermentas)   se   utiliz6   como   marcador   de   peso   molecular   y   como   indicador   de

concentraci6n  de  muestras  de  DNA  analizadas  mediante  electroforesis  en  geles  de

agarosa.  En  ocasiones,  tambien  se  utiliz6  el  marcador  de  peso  molecular  comercial

GeneRuler 1 Kb ladder read (Fermentas).

Las  enzimas   Pru  DNA  polimerasa   (Agilent),   rap  DNA  polimerasa,   RNasa  A  (US

Biological),    T4    DNA    ligasa    (Fermentas)    y    las    endonucleasas    de    restricci6n

(Fermentas):  EcoRV,  BamHI,  BmgBl,  Pmn, Aval,  Sful,  EcoRl,  se  utilizaron  de acuerdo

a las instrucciones del fabricante.

2.3  Determinaci6n  del  crecimiento  celular  y  biomasa.   El  crecimiento  celular  se

determin6  midiendo  la  densidad  6ptica  a  600nm  (D06oo)  en  un  espectrofotometro  de

doble  haz  Shimadzu  UV-150-20.  Adicionalmente,  el  crecimiento  se  analiz6  en  medio

s6lido YM incubando a 22 °C, tomando un registro fo{ogfafico cada 2 dias.

Las   curvas   de   crecimiento   se   realizaron   por  triplicados.   Para   ello   se   inocularon

matraces de 11 que contenian 800 ml de medio YM o  MMGlu2°/o  con 8  ml de un cultivo

de una  D06oo ~10 o con el volumen necesario  para dejar una  D06oo inicial de ~0,1.
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Tabla 2. Plasmidos utiljzados y generados en este trabajo.

Plasmido             Descripci6n                                                         Fuente /Referencia
PBluescript  11
SK(+)XR

PMN-Hyg

pzeo

PBS_GTR

Vector  clonamiento.  MCS  incluido  en  el     Stratagene
gen /acz. AmpR, ColEl  ori

pBIuescript  11  SK(+)XR  con  el  m6dulo  de     (Niklitschek,  2007).
resistencia  a  higromicina  8  (gen  Aph  de
E.   co/t.    bajo  el   promotor  del  factor  de
elongaci6n     lct     y     el     terminador     de
gliceraldehido-3-fosfato   deshidrogenasa
de  X.   dent/rowhous)  clonado  en  el  sitio
EcoRV.

pBluescript  11  SK(+)XR  con  el  m6dulo  de     No   publicado.   Plasmido

:e,S:S;:onac/):fe,:hu:e°A:.Lndaust(agneuns.  3/a:o de:    ::mer:%i°rat°n°'        n°
promotor del factor de elongaci6n  1 a y el
terminador    de     gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa     de     X.     dendrowhous)
clonado en el sitio EcoRV.

pBluescript  11  SK(+)XR  con  un fragmento     Este trabajo
de  2.437pb  de  la   region  gen6mica   del
gen  CYC8 de X.  dendrowhous clonado en
el sitio EcoRV.

PGTR_Hyg           PBS_GTR  con  el  m6dulo  de  resistencia     Este trabajo
a  higromicina 8 inserto en  el sitio  BmgBl,
interrumpiendo el gen  Cyc8.

PGTR_Zeo           PBS_GTR  con  el  m6dulo  de  resistencia     Este trabajo
a  zeocina  inserto  entre  los  sitios  Pin/I   y
BmgBl,  interrumpiendo el gen  CYC8.

MCS:  sitio  de  moltiple  clonamiento;  Amp resistencia  a  ampicillna;  ColEl   ori:  Origen
de  replicaci6n  bacteriano.  *Gen  b/e  fue  obtenido  desde  el  p[asmido  comercial  pCR-
Bluntll-TOPO (lnvitrogen).
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Tabla 3. Partidores disefiados y utilizados en este trabajo.

Partidor                                  BIanco de                          Secuencia (5' a 3')                                    Direcci6n
hibridaci6n

GTRIFwd
GTR2Fwd
GTR3Fwd
GTR4Fwd
GTR5Fwd
GTR6Fwd
GTR7Fwd
GTRIRev
GTR2Rev
GTR3Rev
GTR4Rev
GTR5Rev
GTR6Rev
GTR7Rev
GTR  RTIFwd
GTR-RT2Fwd
GTR-RT3Fwd
GTR-RT4Fwd
GTR-RT5Fwd
GTR-RT6Fwd
GTR-RT7Fwd
GTR-RTIRev
GTR-RT2Rev
GTR-RT3Rev
GTR-RT5Rev
GTR-RT6Rev
GTR-RT7Rev
GTR_cDNAupFwd
GTR_cDNAuplFwd
GTR_cDNAup2Fwd
GTR_ORFupFwd
GTR  ORFFwd
GTR-ORF2Fwd
GTR_cDNAupRev
GTR_cDNAuplRev
GTR_cDNAup2Rev
GTR_cDNAup3Rev
GTR  ORFdownRev
GTR-cDNARev
GTR-cDNAIRev
GTR-cDNARev3
GTR_cDNAup2Rev
GTR_cDNAup3Rev
M13Fw

Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen Cyc8:  Ex6n 9
Gen  Cyc8:  Intfon 7
Gen  CYC8:  Ex6n 6
Gen  Cyc8:  lntr6n 3
Gen Cyc8:  Ex6n 2
Gen Cyc8:  Ex6n  1
Gen Cyc8:  Ex6n  1
Gen Cyc8:  lntton  1
Gen  CYC8:  lntr6n 2
Gen Cyc8: Ex6n 5
Gen  CYC8:  Ex6n 7
Gen  CYC8:  lntr6n 8
Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen  CYC8:  Ex6n 5
Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen  CYC8:  Exdn 9
Gen Cyc8:  Ex6n 9
Gen  CYC8:  Ex6n  10
Gen  CYC8:  Ex6n  10
Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen Cyc8:  Ex6n 5
Gen Cyc8:  Ex6n 9
Gen CYC8:  Ex6n  10
Gen Cyc8:  Ex6n 10
Gen CYC8:  Ex6n 10
Rio arriba de  CY'C8
Rio arriba de  CYC8
Rio arriba de Cyc8
Gen  Cyc8:  Ex6n  1
Gen  CYC8:  Ex6n  1
Gen  CYC8:  Ex6n  1
Rio arriba de  CYC8
Rio arriba de  CY'C8
Rio arriba de  CYC8
Gen  CYC8:  Ex6n  1
Gen  CYC8:  Ex6n 9
Gen  CYC8:  lntr6n 9
Gen Cyc8:  Ex6n 10
Gen Cyc8:  Ex6n 10
Rio arriba de  Cyc8
Gen  CY'C8:  Ex6n  1

pBluescriptll  SK(+)XR
rio arriba de MCS

ttcccactaccaccgatgac
cttcgaccatctcggtaaac
gagatcagttcacaggaacac
gctgtttgtagatgatgccc
gacgctactttggatggaag
atcccagcgacttgagtaag
tgctgttgctgttgct9ctg
tcagatcacccatccaaccc
ccgttcttcagacagattgc
cattgttgtcctccattcgtc
ggtac999att99tattctg
ctggtttcagcttggtcacg
caacccgatgtttgattcctc
tcgatctgggctcactctac
gtgccacctccgcctcaag
9gtacgggattggtattctg
cacggtggaagaagatctcc
gacattcagacacctaccctg
cgacttccggtggaaacag
cttccatctctttcttcgcc
cttcccttattacttcttgcc
cgcggtcgggtgaacgtc
gaaagcctcctctgcatgc
ggaac.ggagatctggcgcc
cgacagcgtccgaattagac
gaggccgaagcattagcag
gacacaacatatacacagccg
ctgtgtccgtagagatgatc
cccgatcatccgtctctgc
ctccatccattcttgttccc
atggcgattggaaacagtgtag
gccattctcctggtcggcg
gctcgagcgaaccttaatc
ccggctttttttccattcttc
cggcatgaagagcacaggg
cgaacgaacggacagataaac
gaatgagttgctgttgctgc
ttagtcagagaaccatttaccc
gagaaccatttacccttcaag
ccttcgtcctcatcatcatag
gtcatcgacgtatcgtaggg
cgaacgaacggacagataaac
gaatgagttgctgttgctgc
gtaaaacgacggccag
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(Continuaci6n Tabla 3)
Partidor                           BIanco de                                Secuencia (5' a 3')                                    Direcci6n

hibridaci6n
M13Rev

HF
HR
ZF

ZR

zeoc-sense-Fw

zeoc-antisense-Rv

PEFForEV

pef rev o

gpdTF

gpdTRevEV

GPDHtRev

8::::::::
lTsl
lTS4
LR12R
5SRNA

pBluescriptll SK(+)XR
(rio abajo de Mos)

Gen hph (E. coli)
Gen hph (E. collr)
Gen b/e
(S. hindustanus)
Gen b/e
(S.  hindustanus)
Gen ble
(S.  hindustanus)
Gen b/e
(S.  hindustanus)
Promotor EF-1 a
(X. dendrorhous)
Promotor EF-1 a
(X. dendrorhous)
Terminador GPDH
(X. dendrorhous)
Terminador GPDH
(X. dendrorhous)
Terminador GPDH
(X. dendrorhous)
Regi6n  PoliA
Regi6n  PoliA
rDNA 1 8S
rDNA 28S
rDNA 28S
rDNA 5S

ggaaacagctatgaccatg

atgaaaaagcctgaactcacc
ctattcctttgccctcggac
atggccaagttgaccagtgc

tcagtcctgctcctcggcc

acgacgtgaccctgttcatca

tgatgaacagggtcacgtcgt

R

D
R
D

R

D

R

gatatcggctcatcagccgacagtt                 D

tttgaagctgttcgagatag                           R

acggttctctccaaaccctc                            D

gatatcatgagagatgacggagatg                R

atcatgagagatgacggag

tttttttttttttttttt
tttttttttttttttttttttttttttttt
tccgtaggtgaacctgcg
tcctccgcttattgatatgc
ctgaacgcctctaagtcagaa
atcagacgggatgcggt

MCS:    sitio    de    mdltiple    clonamiento;     EF-1cx:    factor    de    elongaci6n     lc[;    GPDH:

gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa.
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Luego se  incub6  con agitaci6n constante a 22  °C y se registr6  la densidad 6ptica cada

8-12 horas durante al memos 5 dias.

Para  la  determinaci6n  de  pigmento  especifico  se  cuantific6  [a  biomasa  mediante  la

medici6n del  peso seco  correspondiente a una alicuota de  1  ml de  cultivo. Se tomaron

tres medidas independientes para luego obtener un promedio.

2.4 Extracci6n de acidos nucl6icos.

2.4.1  Extracci6n de DNA gen6mico de X.  dendrowhotis,  Para la extracci6n de  DNA

gen6mico de la levadura se tom6 con un aza de siembra una cantidad considerable de

celulas frescas   a partir de placa   y se depositaron en un tubo de 2 ml  (tapa rosca) que

contenian  600 ul de tamp6n TE (Tris 25  mM;  EDTA  10  mM,  pH  8,0) y entre  100 y 250

ul  de  perlas  de  vidrio  de  0,5  mm  (Biospec).   Luego  se  agregaron  600  ul  de  fenol-

cloroformo-alcohol   isoamilico   (25:24:1)  y  se  agit6  durante  40  s   en   el  equipo   Mini-

beadbeater-16  (Biospec).  Despu6s  se  centrifug6  por  10  min  a  18.626  x  g.  La  fase

acuosa  (superior)  se  transfiri6  a  un  tubo  eppendorf  limpio  de  1,5  ml,  se  agreg6  un

volumen   de   cloroformo-alcohol   isoamilico   (24:1),   se   homogeneiz6   en   vortex  y  se

centrifug6  por  1  min  a  18.626 x  g.  La fase  superior,  se  traspas6  a  un  tubo  eppendorf

limpio de  1,5 ml y se agreg6 2 voltlmenes de etanol absoluto frio, se homogeneiz6 y se

dej6  a  -20  °C  por  al  menos  2  horas  para  precipitar  el  DNA.  Luego  se  centrifug6  a

18.626  x g  por  10  min,  se elimin6 el sobrenadante y el  precipitado  se  dej6 secar a  37

°C  por 5  min.  Finalmente  el  DNA se suspendi6 en  100 a 200 ul de tamp6n TE-RNasa

(Tris 10 mM;  EDTA 1  mM,  RNasa A 40 ug/ml,  pH 8,0) y se almacen6 a -20 °C.

2.4.2 Extracci6n de RNA total de X, dendrowhous y sintesis de CDNA. La extracci6n

de  RNA de X.  c/enc/rowhous se llev6 a cabo segdn el protocolo descrito por Marcoleta y
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colaboradores  (Marcoleta  y  col,  2011b).  Para  extraer  RNA,  se  colectaron  40  ml  de

cultivo (D06oo >2), se centrifuge a 4.000 x g por 5 min y se descart6 el sobrenadante. EI

precipitado  celular se  congel6  en  nitr6geno  liquido  y  se  almacenb  a  -80  °C  has{a  su

procesamiento.  Al  momento  de  extraer  el  RNA,  se  descongelaron  las  celulas  y  se

agreg6 4 ml de TRlreagent (Ambion) y 0,5 ml de perlas de vidrio de 0,5 mm (Biospec).

Luego  se  agit6  en  vortex  por un  total  de  8  min,  dejando  los  {ubos  en  hjelo  durante  2

min  cada  2  min  de  agitaci6n.  Despues  de  la  lisis,  se  incub6  a  temperatura  ambiente

durante 8 min y se traspas6 el contenido a un nuevo tubo con  0,6 ml de cloroformo.  Se

mezcl6  invirtiendo  el  tubo  suavemente y una vez homogeneizado,  se  centrifug6  por 5

min a 4.000 x g.  En caso de que el sobrenadante no quedara transparente, se repiti6  el

paso anterior.   Los pasos siguientes se realizaron a 4 °C,  manteniendo las muestras en

hielo.  La fase acuosa se transfiri6 a tubos eppendorf y se agreg6  un volumen de fenol

acido   (pH  4,0);   cloroformo   1:1,   se   mezcl6  y  se  centrifug6   por  5   min   a   9.500  x  g.

Nuevamente   la  fase   acuosa   se   transfiri6   a   un   tubo   eppendorf  y   se   agreg6   1,5

voltlmenes  de  isopropanol  para  precipitar  el  RNA.  Se  dej6  por  10  min  en  hielo,  se

centrifug6 5  min a  18.626 x g y se descart6 el sobrenadante.  El precipitado se lav6 con

0,5 ml de etanol 75% que luego se retir6 mediante el uso de micropipeta.  Una vez que

el   precipitado   estuvo   seco,   se   suspendi6   en   80   ul   de   agua   bidestilada   (libre   de

nucleasas).  La muestra de RNA obtenida se almacen6 a -80  °C has{a su  utilizaci6n.  La

calidad   del   RNA   extraido,   se   determin6   de   acuerdo   a   la   raz6n   (D026o   /   D028o)

(Sambrook  y  Russell  ,  2001).  Adicionalmente,  su  concentraci6n  y  calidad  se  estim6

medjante electroforesis  en  geles  de agarosa 0,7%,  segtln  la  intensidad  de  las  bandas

correspondientes a los RNAs ribosomales.

La sintesis de CDNA,  se realiz6 con  5 Lig de RNA total,  1,25 LiM de partidor oligo-dTt8,
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0,5  LIM de dNTPs y 200  U de transcriptasa reversa M-MLV (lnvitrogen) en un volumen

final de 20  LIl, de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante de la enzima.

2.4.3  Extracci6n  de  DNA  plasmidial  de  E.  co//..  Para  la  extracci6n  y  purificaci6n  de

DNA p]asmidial desde  un  cultivo  de  E.  co//.,  se utilizaron  los  kit  comerciales   AxyprepTM

Plasmid  Miniprep y Midiprep Kit de Axygen, segtln las instrucciones del fabricante.

2.5  Digesti6n  de  DNA  plasmidial  con  enzimas  de  restricci6n.  Las  digestiones  de

DNA plasmidial con las enzimas de restricci6n EcoRV,  BamHl, BmgBl, Pin/I, Aval,  Sful,

EcoRl  (Fermentas),  se realizaron de acuerdo  a  las  instrucciones  recomendadas por el

fabricante. En general, se utiliz6 un exceso de enzima (10 U) para cortar un maximo de

1  ug,  con  "buffer" 1X  (especifico  para  cada  enzima)  a  un  volumen final  de 20  Lil  y se

incub6  durante   1   h  a  37   °C.   Para  linealizar  los  vectores  que  se  utilizaron  para  la

transformaci6n de X.  dendrowhous,  se cortaron 20 Lig de vector con 20  U de enzima en

un volumen final de  120  ul.  Las digestiones con mss de  una enzima simulfaneamente,

se  llevaron  a  cabo  segtln  las  recomendaciones  del  fabricante,  tomando  en  cuenta  la

compatibilidad de "buffer", segdn las enzimas utilizadas,

2.6  Electroforesis  en   geles  de  agarosa.   La   integridad   y  concentraci6n   de   DNA

cromos6mico,     plasmidial,     RNA    o    fragmentos    de    PCR    se    analiz6    mediante

electrofofesis   en   geles   de   agarosa   0,7-1%   (dependiendo   del   tamafio   de   banda

esperado) en "buffer" TAE  IX (Tris-acetato 40 Mm;  EDTA 1  Mm;  pH 8) con bromuro de

etidio 0,5  Lig/ml.  Las  muestras  a  analizar se  mezclaron  con  "buffer"  de  carga  Bop  IX

(rojo  cresol  (Sigma)  10  mM;  glicerol  30%) y  el  DNA se  visualiz6  en  un  transluminador

(Arquimed)  que  irradia  el  gel  con  luz  UV.  El  tamafio  y  concentraci6n  de  las  bandas

analizadas   se   estim6   con   el   programa   Kodak   lD   versi6n   2.0.1    utilizando   como
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estandar  de  peso  molecular el  DNA  del  bacteri6fago  lambda  digerido  con  la  enzima

H/.ndlll (Fermentas).

2.7   Purificaci6n   de   fragmentos   de   DNA   a   partir   de   geles   de   agarosa.   La

purificaci6n  de  fragmentos  de  DNA  a  partir  de  geles  de  agarosa  se  llev6  a  cabo

utilizando  el  kit comercial  Ultra  CleanTM  15  DNA Purification  Kit (MO  8[0),  siguiendo  el

protocolo recomendado por el fabricante.

2.8   Reacci6n   de   ligamiento   de   fragmentos   de   DNA   a   vectores.   Para   ligar

fragmentos  de   DNA  o  m6dulos  de  resistencia  a  los  distintos  vectores  se  utiliz6  la

enzima  T4   DNA  ligasa   (lnvitrogen)  segtin   las  recomendaciones  del  fabricante.   En

general  se  utiliz6  5  U  de  enzima  para  un  total  de  aproximadamente  200  ng  de  DNA,

"buffer"   1X  y  una  relaci6n  inserto:  vector  de  5:1,  en  un  volumen  final  de  20   ul.   Se

incub6  a  22  °C  durante  al  menos  1  h  y la  mezcla  de  ligado se dializ6  durante  10  min

antes de ser utilizada para electroporar.

2.9 Transformaci6n mediante electroporaci6n

2.9.1  Transformaci6n  de E.  co//.  Para obtener c6lulas electrocompetentes de  E.  co//.

DH5a   se   utiliz6   el   protocolo   descrito   previamente   (Sambrook   y   Russell   ,   2001).

Brevemente,  se  incicul611  de  medio  LB  con  100  ml  de  un  cultivo  bacteriano  saturado.

Se  dej.o  crecer  con  agitaci6n  constante  hasta  llegar a  una  densidad  6ptica  a  600nm

(D06oo)  de  0,5-0,8  (fase  exponencial  de  crecimiento).  A  partir  desde  este  punto  en

adelante, se trabaj6 con material mantenido en hielo y centrifugando a 4  °C.

Las c6lulas se colectaron  mediante centrifugaci6n a  16.300 x g  por 15  min.  Se lavaron

2  veces  con  agua  destilada  fria  esteril;  el  primer  lavado  con   11  total  de  agua  y  el

segundo   con   500   ml,   y   una   vez   con   20   ml   de   glicerol   100/a.   Posteriormente,   el
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sedimento  celular  se  suspendi6  en  2-3   ml  de  glicerol   10%  frl.o,   obteniendose  una

concentraci6n  de  1-3xl04°  celulas/ml.  Finalmente,  las  c6lulas  electrocompe{entes  se

almacenaron en alicuotas de 40 ul a -80 °C hasta el momento de su utilizaci6n.

Al momento de transformar, se descongel6 una alicuota de c6lulas electrocompetentes

y  se  agreg6  5-10  ul  de  mezcla  de  ligado  (dializado)  o  1   ng  de  vector  puro  (si  es  el

caso).  La mezcla se transfiri6 a una cubeta de electroporaci6n de  0,2 cm preenfriada y

la  electroporaci6n  se  llev6  a  cabo  con el  equipo  BioRad  Gene  Pulser X  Cell,  bajo  las

condiciones de 25  LIF,  200  a y 2,5  KV.  Posteriormente,  Ias  c6Iulas se  suspendieron  e

incubaron   durante   1   h   a   37   °C   en   1   ml   de   medio   LB.   Transcurrida   la   hora,   se

sembraron  alicuotas  de  100  ul  en  medio  LB  s6lido  suplementado  con  el  antibi6tico

ampicilina   (100   ug/ml)   y   X-gal   (5-bromo4-cloro-3-indolil-a-D-galactopiranosido,   80

ug/ml),    y se  incubaron  durante  una  noche  a  37  °C.  Luego  se  evalu6  la  aparici6n  de

colonias transformantes,  resistentes a ampicilina, y   recombinantes,  blancas ya que no

metabolizan el X-gal  (Sambrook y Russell  , 2001 ).

2.9.2     Transformaci6n      de     X.      dendrorfious.      La      obtenci6n      de      celulas

electrocompetentes de X.  der)drowhous se  llev6 a  cabo segtln el  protocolo descrito por

Adrio yveiga  (Adrio yveiga,1995).  Brevemente,  se  sembr6  2  ml  de  un  cultivo  de  2

dias en 200  ml de medjo YM y se dej6 crecer con agitaci6n constante hasta una D06oo

de  24  (aproximadamente  24  h).  Luego  de  alcanzar la  D06oo deseada,  las  celulas  se

cosecharon  por centrifugaci6n   a 4  °C a  16.300 x g  por 5 min.  El sedimento celular se

suspendi6 en 25  ml de "buffer" fosfato de potasio  50 mM  (pH  7) con 25  mM de  DIT y

se  incub6  por  15  min  a  22  °C.  A  partir  de  este  paso  todos  los  procedimientos  se

realizaron a 4  °C con  material enfriado en hielo. Las celulas se lavaron 2 veces con 25

ml  de  soluci6n  STM  (sacarosa  270  mM;  Tris-Hcl   10   mM,   pH  7;   Mgc121   mM)  y  el
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sedimenfo  celular  se  suspendi6  en  500   ul  de  soluci6n   STM.   Para  electroporar  se

mezcl6 60 LII de la suspensi6n de c6lulas electrocompetentes y 10 lil de vector lineal (a

una   concentraci6n   minima   de   1   ug/Lil),   la   mezcla   se   transfiri6   a   una   cubeta   de

electroporaci6n  de  0,2  cm  enfriada.  La  electroporaci6n  se  llev6  a  cabo  con  el  equipo

BioRad  Gene  Pulser X  Cell,  bajo  las  condiciones  125  uF,  600  a  y  450  V.  Una  vez

realizada  la  electroporaci6n,  las  c6lulas  se  suspendieron  en  1   ml  de  medio  YM  y  se

incub6  durante 4  h,  en  el  caso  de  la  cepa  UCD  67-385,  y 8  h,  en  el  caso de  la  cepa

AVHN2.4.8. Transcurrido el tiempo de incubaci6n, se sembraron alicuotas de 100 LIl en

medio YM s6lido suplementado s6lo  con  higromicina  a o con  higromicina  8 y zeocina,

dependiendo del vector utilizado y de la  cepa transformada.  Las placas se incubaron a

22  °C  por  al  menos  2  dias  y  se  evalu6  la  aparici6n  de  colonias  resistentes  a  los

an{ibi6ticos  utilizados.

2.10  Reacci6n  en  cadena  de  la  Polimerasa  (PCR).  En  general,    las  reacciones de

amplificaci6n de  DNA se realizaron con  raq DNA polimerasa  (GenLab).  Cada reacci6n

estaba compuesta por:  1X '`buffer" PCR (Tris-Hcl 200 mM;  Kcl 500  mM;  pH 8,4);  Mgc12

2 mM;  0,2 mM de cada dNTP  (dATP, dcTP, dGTP y dTTP),1  uM de cada partidor;  10-

20  ng  de  DNA  molde  y  lu  de  DNA  polimerasa  en  un  volumen  final  de  25  Lil.  Las

reacciones  de  PCR se  llevaron  a  cabo  en  un  {ermociclador Applied  Biosystems 2720

utilizando  el  siguiente  programa esfandar:  3  min  de  denaturaci6n    (o  5  min  para  PCR

de colonia) a 94 °C.  seguido de 35 ciclos de: 30 s a 94  °C (denaturaci6n), 30 s a 55  °C

(hibridaci6n de partidores o amea//.ng),  3 min  (o 4  min  para fragmentos sobre 3  kpb) a

72 °C (elongaci6n). Luego la reacci6n se mantuvo  10 min a 72 °C para una elongaci6n

final   y   se   almacen6   a   4   °C   hasta   su   analisis.   Para   amplificar   fragmentos   que

posteriormente serian secuenciados,  se utiliz6  la enzima Pfu DNA polimerasa  (Agilent)
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segtln   las  recomendaciones  del  fabricante  cambiando  el  tiempo  de  elongaci6n  del

programa estandar de 3 a  1  min.

2.11  Secuenciaci6n  y analisis  bioinformatico.  La  secuenciaci6n  de  DNA se  realiz6

en    un    secuenciador    automatico    ABI    PRISM    3100    Genetic    Analyzer    (Applied

Biosystems)  con el  kit de terminadores fluorescentes BigDye  Terminator v3.1  (Applied

Biosystems).    Se   utiliz6   un    minimo   de   200   o   50   ng   totales   de    DNA   para    la

secuenciaci6n de plasmidos o de fragmentos de DNA purificados,  respectivamente.

Para  el  analisis  de  secuencias  se  utilizaron  las  herramientas  ContigExpress  y Alignx

del programa Vector NT Advance v.11  (lnvjtrogen) y los programas disponibles en linea

coma   la   herramienta   BLAST   u   ORF   Finder   del   Centro   Nacional   de   lnformaci6n

Biotecnol6gica    (NCBl)    (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).    Ademas,    las    secuencias    del

transcriptoma y genoma de la cepa  UCD 67-385 disponibles en  nuestro laboratorio, se

analizaron con el programa CLC Genomics Workbench.

For otra  parte,  para  la  identificaci6n  de  cada  cepa se  secuenci6 la  region  lGS  con  los

partidores 5SRNA y LR12R y se  compar6  (usando  la  herramienta Alignx) con  la  base

de  datos disponible  en  el  laboratorio  la  cual  posee  las  secuencias  lGS  caracteristicas

de  todas  las  cepas  utilizadas  en  este  trabajo  y  de  la  mayoria  de  las  cepas  de  X.

dendrowhous disponibles en el laboratorio.

2.12  Extracci6n  de  carotenoides  totales  de X.  dendrowhous y  analisis  mediante

RP-HPLC.  Los  carotenoides  totales  se  obtuvieron  mediante  extracci6n  con  acetona

segdn   el   protocolo  descrito  previamente   por  An  y  colaboradores   (An  y  col,   1989;

Wozniak y col, 2011).  Brevemente, se extrajo carotenoides desde  muestras entre 30 y

40  ml de cultivo.  Las c6lulas se  cosecharon  par centrifugaci6n a  4.000 x g  por 5 min y
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se  lavaron  una  vez  con  10  ml  de  agua  destilada.  Se  descart6  el  sobrenadante  y  el

sedimento celular se suspendi6 en  1  ml de agua destilada,  se transfiri6  la mezcla a  un

tubo de 7  ml (tapa  rosca),  se agreg6 0,5 ml de perlas de vjdrio de 0,5  mm  (Biospec) y

se  agit6  por 3  min  en  el  equipo  Mini-bead  beater-16  (Biospec).  Luego se  agreg61  ml

de  acetona  y  se  agito  nuevamente  por  3  min.  El  homogeneizado  se  centrifug6  por  5

min  a 4.000 x g  y se  recuper6  Ia fase  liquida.  Al tubo  de  7  ml  que contenia  los  restos

celulares,  se  le  agreg6 2  ml  de  acetona,  se agito  por 3  min,  se centrifug6 a 4.000  x g

por 5  min  y  se  recuper6  la fase  liquida  en  el  mismo tubo utilizado anteriormente.  Este

paso  se  repiti6  hasta  que  los  restos  celulares  quedaran  blancos.  Posteriormente  se

midi6 el volumen de extracto de acetona finalmente recuperado y se agreg6 una quinta

parte del voltimen de eter de petfoleo, se homogeneiz6 en vortex por 5 min y centrifug6

a 4.000 x g  por 5 min. Se transfiri6 la fase superior a un tubo limpio y se agreg61  ml de

agua  para  retirar los  restos de acetona.  Se agit6 en  vortex  y se centrifug6 a 4.000 x g

por  5  mjn.  Finalmente,  se  recupefo  el  eter  de  pctr6leo  (fase  donde  se  encontraban

disueltos  los  carotenoides),  se  traspas6  a  un  tubo  limpio  de  vidrio  y  se  registr6  su

volumen y densidad 6ptica a 474 nm.

Para  determinar  los  carotenoides  totales  contenidos  en  cada  muestra  procesada  se

utiliz6 la siguiente f6rmula:

C ctrotenoidfs totales
depeso seco

EP * Ab5474 * 1t}0 * VOI P

PS * 21 * Vol muestra

Donde Ep: volumen de eter de petr6Ieo recuperado (ml);  Abs474:  absorbancia a 474nm;

Vol  PS:  voli]men   utilizado  para  determinar  el  peso  seco;   PS:   peso  seco  (g)  y  Vol

muestra: volumen de muestra utilizado para extraer los carotenoides.

Se  dej6 evaporar el  eter de  petr6leo  a temperatura  ambiente  cubriendo  los tubos  con

papel  aluminio  y  una  vez  que  6ste  se  evapor6  completamente,  los  carotenoides  se
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suspendieron  en  acetona  (80-200  ul)  y  se  analiz6  su  composici6n  en  un  equipo  de

cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC, Shimadzu SPD-M10VP).  Para ello se

utiliz6  una  columna Lichrosper RP181254  (Merck) y como fase m6vil,  una mezcla de

acetonitrilo:  metanol:  isopropanol  (75:20:5)  con  un  flujo  de  lml/min.  Cada  compuesto

se  identific6  de  acuerdo  a  su  tiempo  de  retenci6n  y  su  espectro  de  absorci6n,  en

comparaci6n a estandares (Mercadantey Egeland, 2004).
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3   RESULTADOS

3.1  ldentificaci6n,  clonaci6n  y  secuenciaci6n  del  gen  Cyc8 de X.  dendrowhous.

Se  analizaron   secuencias  del   genoma  de  X.   dendrowhous  disponibles   en   nuestro

laboratorio  y   luego   utilizando   la   herramienta   BLASTx   (NCBl)     se   compar6   contra

secuencias de la  base de datos  de GenBank.  De esta  manera,  se logfo identificar una

regi6n  de  aproximadamente  2,5  kpb  que  al  ser  traducida  /n  st./i.co  presentaba  alta

identidad  y  similitud  con  un  regulador general  de  la  transcripci6n  (Cyc8)  presente  en

otros  organismos.  En  base  a  su  secuencia  nucleotidica  se  disefiaron  partidores  para

amplificar mediante  PCR (usando  Pfu DNA polimerasa)  la  regi6n de 2,5  kpb  con  DNA

gen6mico  de  la  cepa  silvestre  UCD  67-385  como  molde.  Con  la  pareja  de  partidores

GTRIFwd  y  GTRIRev  (Tabla  3)  se  obtuvo  un  fragmento  de  aproximadamente  2.400

pb que fue  purificado a  partir de  un gel de agarosa y posteriormente  ligado en  el sitio

EcoRV  del  plasmido  pBluescript  11  SK(+)XR.  Se  transform6  la  cepa  DH-5a  de  E.  co//.

mediante  electroporaci6n  con  la  mezcla  de  ligado  y  se  seleccionaron   las  colonias

recombinantes   en    placas   de    media    LB   suplementado    con   ampicilina   y   X-gal.

Finalmente,  mediante  PCR de colonia se  identific6 un  clon que poseia el vector con la

region  de  2.400  pb  inserta,  la  construcci6n  se  llam6  PBS_GTR  (Figura  4A).  Una  vez

purificado  el  plasmido  PBS_GTR  se  determin6  la  orientaci6n  del  fragmento  clonado

mediante   analisis   de   restricci6n   (Figura   48)   con   la   enzima   BamHl   y   con   una

combinaci6n   de   las  enzimas   EcoRl   y   Sful.   Se   secuenci6   la   regi6n   clonada   y  se

obtuvieron  14 secuencias que fueron ensambladas en una sola secuencia consenso de

-2,4  kpb  usando  la  herramienta  ContigExpress.  Posteriormente,  nuestro  laboratorio

impuls6  la  secuenciaci6n  del  genoma  complete  de  X.   c/enc/rorf}ous,   por  lo  que  se

tuvieron  nuevas secuencias disponibles para el analisis y finalmente se determin6  una

regi6n gen6mica de 6,5 kpb que contiene el gen CYC8 completo.
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Figura  4.  Plasmido  PBS_GTR.  A)  Esquema  del  vector PBS_GTR  indicando  sitios  de
restricci6n   de   importancia   para   este   trabajo   y   sitios   de   hibridaci6n   de   partidores
(flechas).   Ademas,   se  destacan   caracteristicas  propias  del  vector:  AmpR  (gen  de
resistencia a ampicilina), orlgen de replicacj6n y el gen del fragmento a de la enzima P-
galactosidasa  interrumpido  por la  regi6n  CYC8  clonada.  8)  Analisis  de  restricci6n  del
plasmido  PBS_GTR.  Carril  1 :  Plasmido  sin  digerir;  carril  2:  digestion  con  EcoRl  y  Sful
(la flecha  indica una   banda tenue correspondiente al fragmento  mas pequefio); carril 3:
digesti6n  con  BamHl;  TM:  DNA del fago  lambda digerido con  la enzima  Hi'ndlll.
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Esto   se   comprob6   al   secuenciar  el   CDNA  de   dicho   gen.   Por  lo   tanto,   el   vector

PBS_GTR s6lo posee una regi6n del gen  Cyc8 la cual corresponderia al N-terminal de

la  proteina codificada.   Paralelamente, se amplific6 por PCR Ia regi6n gendmica de 2,4

kpb  correspondiente  al  gen   CYC8  de  la  cepa  AVHN2.4.8  (equivalente  a  la  regi6n

clonada  de  la  cepa  UCD 67-385) y  se  secuenci6  en  ambas  direcciones.  El  intefes  en

estudiar esta segunda cepa se debe a que AVHN2.4.8 es una cepa sobreproductora de

astaxantina  que  deriva  de  la  cepa  nativa AVHN2  aislada  a  partir de  hojas de avellano

de  la  8va  regi6n  de  Chile.   Posteriormente,  mediante  dos  procesos  secuenciales  de

mutag6nesis  quimica  utilizando  NTG  se  obtuvo  la  cepa  AHN2.4.8.  El  analjsis  de  la

secuencia  obtenida  para  la  regi6n  Cyc8 (2,4  kpb)  de  AVHN2.4.8  indic6  que    ambas

cepas  (UCD  67-385  y AVHN2.4.8)  presentan  un  94,90/o  de  identidad  en  esta  region.

Ademas,  Ia  cepa    AVHN2.4.8  present6  un  99,9%  de  identidad  respecto  a  su  cepa

parental AVHN2, en la regi6n analizada.

3.2 Estructura genica del  gen  CYC8 de X.  dendrowhous.  En una primera instancia,

para determinar la secuencia del CDNA del gen  Cyc8,  se utilizaron distintas parejas de

partidores  disefiados  a  partir de  secuencias  de  DNA  gen6mico  para  buscar  mediante

PCR  el  gen   Cyc8  en  una  genoteca  de  CDNA  de  la  levadura  (cepa  UCD  67-385)

crecida en glucosa  coma  unica fuente de carbono,  construida  previamente en  nuestro

laboratorio (Marcoleta, 2007). Sin embargo, no se obtuvo resultados positivos.  Por esta

raz6n, se opt6 por una nueva estrategia en la cual se extrajo RNA total de un cultivo de

la cepa  UCD 67-385 crecido en medio YM a partir del cual se sintetiz6 CDNA mediante

transcripci6n    reversa    (RT)    utilizando    la    enzima    transcriptasa    reversa    M-MLV

(lnvitrogen)  y  el  partidor  oligodT'8.  Diversos  fragmentos  del  CDNA  del  gen  Cyc8  se

amplificaron  por  PCR  (con  Pfu  DNA  polimerasa)  utilizando  la  reacci6n  de  RT  como
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molde  (RT-PCR)  y distintas  parejas de  partidores.  En  total  se  utilizaron  10  parejas de

partidores:   [GTRIFwd   +   GTR4Rev],   [GTR2Fwd   +   GTRIRev],    [GTR_RT2Fwd   +

GTR_RT3Rev],    [GTR_ORF2Fwd    +    GTR_RTIRev],    [GTR_RT5Fwd    +    oligodT3°],

[GTR_RT6Fwd  +  GTR_RT7Rev],  [GTR_RT5Fwd  +  GTR_RT7Rev],  [GTR_RTI Fwd  +

GTR_cDNA2Rev], [GTR_RT4Fwd + GTR_RT5Rev] y [GTR_RT5Fwd + GTR_RT5Rev],

obteniendo  amplificados  de  890  pb,1.182  pb,1.709  pb,1.403  pb,  2.200  pb,1,648  pb,

2.136  pb,1.744  pb,1.229  pb  y 389  pb  respectivamente.  Cada  fragmento  de  DNA  se

secuenci6 y se ensamblaron en una secuencia final de 4.985 pb.  Posteriormente,  en el

afio 2011,  nuestro laboratorio tuvo acceso al transcriptoma de la cepa  UCD 67-385.  El

{ranscriptoma  se  obtuvo  a   partir  de  RNA  de  la   levadura     en  fase   exponencial   de

crecimiento,  utilizando  glucosa  o  succinato  como  dnica  fuente  de  carbono.  Con  esta

informaci6n  fue  posible  obtener  una  secuencia  final  de  5.276  pb  correspondiente  al

CDNA  del  gen  Cyc8,  que  se  encontli6  en  el  transcriptoma  de  la  levadura  crecida  en

glucosa  y  tambi6n  en  succinato.  Al  comparar  las  secuencias  de  CDNA  y  de  DNA

gen6mico, se identifjcaron 9 intrones y 10 exones (Figura 5).  El analisis de la secuencia

del CDNA revel6 la presencia de un  ORF de 4.410  b el  cual fue traducido virtualmente

originando  una  proteina  de  1.469  aminoacidos,  con  un  peso  molecular  calculado  de

155,04   kDa.    Por   otra   parte,   al   someter   la   secuencia   del   ORF   a   un   analisis

bioinformatico  utilizando la  herramienta BLAST  ( b/asfx,  b/asfp) del  Centre Nacional de

informaci6n  biotecnol6gica  (NCBl)  se  encontfo  similitud  con  el  represor tanscripcional

Cyc8 (Figura 5).  Esta proteina es ampliamente conservada tanto en levaduras como en

otros organismos eucariontes y participa junto  a  otras  proteinas en  diversos  procesos

entre  ellos  la  represi6n  catab6lica.  La  proteina  Cyc8  de  S.   cerev/.s/.ae  contiene  10

repetidos tipo TPR (tetratricopeptido) en su estructura los cuales son esenciales para el

cumplimiento de su funci6n (Schultz y col,1990; Smith y Johnson, 2000).
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A) Secuencia de la region codificante (4410 pb)

1            M       A        I        G       N        S        V       V       S        T        N       M       N        G        G       A        P        G       W        I        L        P        S        H        S        Q       Q       Q        Q        Q

1       ATGGCGATTGGAAACAGTGTAGTGAGCACCAACATGAACGGTGGCGCACCCGGTTGGATCCTTCCTTCTCATTCCCAGCAGCAACAGCAA

31           L        I       Q       Q       Q       Q       P       S       Q       Q       P       P       I        P       G       H       a       S       S       Q       P        I       V       L       T       P        I        P       A       L

91        CTCATTCAGCAACAGCAGCCTTCACAACAGCCACCTATTCCTGGCCATCAATCATCACAGCCTATCGTGCTTACACCTATCCCCGCTCTT

61            A        L        A       N        E        S        T        W        L        L       M       G       A       V       A       E       Q        L        S        D        L        D       R       A        L       A       A       Y        E        H

91            A       L       R       H       N        P       M       S        I        S       A       I,       T       Q       V       A       G        I       A       R       A       K        D       D       F       V       K       A        I        E

121            F       F       Q       R       V       L       N        I        S       Q       D       N

i5i            H       A       y       T       A       y       n       rl       A       T,       y       PI       T,       p       N       p       I       T       p       I       L       w       I       r,       T       G       I       L       y       D
4 51         AAAGCGTACACCGCTTACCAACAGGCGTTGTATCATCTTCCGAATCCCAAGGAACCCAAACTTTGGTACGGGATTGGTATTCTGTATGAT

631        AGGTTGGGCATCATCTACAAACAGCAAAACAAATTCAGTGCTTCTCTCGACTGTTTTCGATACATTCTTAAATCGCCTCCGAAACCGCTC

241             T        E        I        D        I        W        F       Q        L        G        H       V       H        E       Q        Q       K        E        Y        G        L       A       K       E        A       Y        E        R       V       L
721         ACAGAGATAGACATCTGGTTTCAGCTTGGTCACGTTCATGAGCAGCAAAAAGAGTATGGATTGGCGAAAGAAGCGTACGAACGTGTGCTT

271             A        E        N        P        D        H        S        K       V        L        Q        Q        L        G        W
811         GCAGAGAATCCCGACCACTCGAAGGTTCTTCAACAACTCGGTTGGCTTTACCACCAGAGAGAGGCCAGTTTTGCTAACCAAGAATTAGCA

3C)I             I        S        I        L        E        R        S        L       N       A        D       R       G        D        S        Q       T        W        Y        L        L        G        R       V        F       M        S

901         ATCTCGTATCTTGAAAGAAGTCTTAATGCCGACCGAGGCGATTCTCAGACTTGGTATCTTCTGGGAAGAGTATTCATGTCTGAACAACGT

331            y       N       K       A       I       E       y       y       Q       Q       A      V       Y       R       D       G       R       S       P       T       F       W       C       S        I       G       V       L       ¥       I
991         TACAACAAGGCCTACGAGTACTACCAGCAGGCTGTTTACCGAGATGGTCGAAGCCCGACGTTCTGGTGCTCGATCGGTGTCCTTTACTAT

361             C)        I        N        Q        F        R       D       A       L        D       A        Y        S        R       A        I        R        L        N        P        Y        I        S        E        V       W        F        D       L        G

CAAATCAACCAGTTCAGAGACGCCCTTGATGCCTACTCTCGAGCCATTAGACTGAACCCGTATATCTCGGAGGTCTGGTTCGATCTGGGC

391            S        L       Y       E        S       C       N       N       Q       I       A       D       A        I        D       A       Y       G       R       A       L        D       L       D        P       T        S       E       T        I
1171         TCACTCTACGAGAGCTGCAACAACCAGATCGCGGACGCCATCGACGCGTACGGAAGGGCACTTGACCTCGACCCAACGAGCGAGACCATC

421             K        S       R       L       S        L        L       K       N       L       Q       I       N       G       G       P       S        P       V       P       P        P        P       Q       D       V       1]        P       T       A
12 61         AAATCTAGACTTTCCCTCTTGAAAAACTTGCAAATCAATGGTGGCCCGTCCCCAGTGCCACCTCCGCCTCAAGACGTTCACCCGACCGCG

451             Y        N        N        A        I        N        Q       N        S        S        E       E        L       R       A       G       M        G       V        I        G        G        S        G        N        G        T        S       A        P

13 51         TACAATAACGCAATTAACCAGAATAGCTCGGAAGAACTTCGAGCTGGAATGGGCGTCATCGGTGGTAGTGGGAACGGAACCAGTGCGCCT

481            G       G       S        R       S       G       P        I        D       L       G       P       P       P        P        S       T        L       Q       S       G        P       G       R       A       E        S        I       N        D
14 41         GGGGGATCCAGGTCAGGTCCAATTGATCTTGGCCCTCCTCCTCCTTCCACTCTTCAGTCCGGTCCTGGTCGCGCAGAGTCAATAAATGAT

511             S        Q       G        H        P        T        A        S        G       A        P        P        S        S        S        A       S        A        F       N        P        Y        Y        P        T        G        P        P        G        H

1531         TCTCAGGGACACCCAACTGCTTCCGGAGCTCCTCCTTCTTCGTCCGCATCAGCTTTCAACCCATATTACCCGACCGGTCCTCCCGGTCAT

541            H       Y       R       G       P       P        S        P       P       P       P       Q       G       P       S       A       H       Y       R       G       P       A       G       L       A       E        D       S       R       S
1621         CACTATAGAGGACCTCCCTCACCCCCACCTCCACAAGGACCGAGCGCTCACTATAGAGGCCCTGCCGGGCTAGCAGAAGATTCTCGATCG

571             S        R       S        V       G        S        A       M        D       V        D       R        P        P        P        P        S        S        G        G        G        G        G       R       N        I.        P        N        G        R

1711         TCTCGATCGGTTGGATCCGCAATGGATGTCGATCGACCCCCACCACCCTCTTCCGGTGGTGGTGGTGGTCGAAATCTACCGAACGGACGA

601            A       P        F       D       A       A       R       N       S       A       A       P       S        P       H       A       R       H       S        D       T        Y        P       A       S       Q       A       A       y       T
18 01         GCCCCATTCGATGCCGCTCGAAATTCGGCCGCCCCTTCGCCTCATGCTAGACATTCAGACACCTACCCTGCCTCCCAGGCGGCCTACACC

631             N        P        Y        P        P        Y        I        Q        P       M       T        A       G        P       M       G       V       R        H        G        Y        P        T        A        G       A       A        D       A       G
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18 91        AACCCGTATCCGCCCTACATTCAACCGATGACGGCTGGCCCGATGGGCGTCCGACATGGTTATCCCACAGCCGGTGCC GCTGATGCCGGT

661           P       S       E       R      A       L       P       S       S       T       V       E      M      E      W       E      R      S       R      E       A       S       A      M      H       G       G      A       S       G
19 81         CCATCCGAGCGAGCTCTCCCTT CCTCCACCGTTGAGATGGAATGGGAACGATCTCGAGAAGCCTCGGCAATGCATGGAGGTGCCTCAGGT

691           T       T       T       G      G       G       P       G      Y       Y       S       G      T       G       S       H      G       G       R      R       S       P       F       D       H       R      R       R       S       D
2 0 71        ACAACAAC CGGAGGGGGACCGGGCTACTACTCTGGCACAGGCTCTCACGGTGGAAGAAGATCTCCCTTTGATCACCGTCGACGATCGGAT

721           E       S       T       A      A       S       E       D       R      G       D      R      R      G       S       G      A       R       S       P       F       P       S       A      Y       P       P       T       A       G
2161         GAAAGTACGGCTGCTTCAGAAGACAGGGGAGACCGAAGAGGTTCAGGCGCCAGATCTCCGTTCCCATCTGCTTATCCTCCCACGGCTGGA

751           Y      H      H       P      P      Q      Q      Q      Q       P      P      Q      H       P       F      H      S       H       P      A      G      Q      E      R      P      R      S       P       I       I
2 2 51         TACCACCATCCTCCACAACAGC.AACAGCCCCCTCAACACCC.ATTCCATAGTCACCCGGCCGGTC.AGGAACGCCCTCGATCACCCATCATA

781           P       L       S       S       H       D       S       Q       S       A      A      A      A      A       G       S      V      V       G      A       S       A      G       R       R      Y       D       P       T      M
2341        CCTCTTAGTTCGCACGACTCACAGTCTGCCGCCGCTGCTGCCGGTAGCGTTGTCGGCGCCTCCGCCGGAAGGAGGTATGATCCCACGATG

811           N       P       S       S       N       T       V       S       N       S       P       N       S       V       P       K      H       R      R       S       S       V      G       K       G       S       S       R      M      A
2 4 31        AACCCATCTTCAAACACAGTATCGAATTCTCCGAACAGCGTGCCGAAACATCGAAGGTCCTCGGTCGGTAAAGGCTCTTCCCGAATGGCT

841           A      E       I       E       Ij       L       S       T       S       P      A      G       G       P       S       S       S       S       A      A      A      A      V      K       E       S       G       G       G       G
2 5 21         GCCGAAGAGGAATTGTTGAGCACTAGTCCTGCAGGC GGACCATCTTCATCTTCTGCCGCTGCCGCTGTCAAGGAATCAGGTGGCGGGGGA

871           G       S       R       K      R      K      N       G      T       Q      V       G       I,       K       G      E       E       K       K      A      R       R       S       R      N       S       T       T       S       G
2 611         GGCTCAAGAAAGAGAAAAAATGGTACCCAGGTAGGATTGAAGGGTGAAGAGAAGAAGGCCAGACGGTCGAGAAACTCGACGACTTCCGGT

901           G      N       S       K      A       D       R      A      E       K      A      E       R      E       R      G      E       K      A       D       R      T       G       G       G       D       D      E       G       G
2 7 01        GGAAACAGCAAGGCCGACCGAGCGGAAAAGGCAGAGAGAGAACGAGC;CGAAAAGGCCGACAGGACGGGTGGCGGGGATGATGAGGGAGGC

931           E       K      A       a      K       P       E       K      G       G       R      H       D      R      T       E       K       V       D      K      V       E       K      N       G      T       S       K      A      E
2 7 91         GAAAAGGCAGAGAAACCAGAAAAGGGAGGCCGACACGACCGGACCGAAAAGGTGGACAAGGTAGAGAAGAACGGGACAAGTAAAGCAGAA

961           K      N       G       K      K      V       G       D      G       P       S       L       K      V       T       L      N      A      N       S       G      N      N       K       S       G      K      N       S       Q
2 8 81        AAGAATGGAAAGAAGGTAGGGGACGGCCCT TCGCTCAAGGTGACGTTAAATGCAAACTCGGGCAACAACAAGTCTGGCAAAAATTCCCAG

991           S       S       T       G       R       S       A       S       G       P       A       P      A      A      A      A      L       R       Y      V       D       D      N       Y       D       D       E       D       E       G
2 9 71         TCATCCACTGC;GCGATCGGCATCCGGACCAGCCCCTGCTGCTGCCGCCCTACGATAC.GTC`GATGACAACTATGATGATGAGGACGAAGGG

1021           S       N       S       D      A      V      G      A      A       D      I.       L      M      G       L      A      G       G       F       S       F       S       S       N       Q       S       Q       P       P       P
3 0 61        TCTAATTCGGACGCTGTCGGCGCTGCCGATCTCTTGATGGGTCTTGCTGGTGGCTTTTCGTTTTCTTCAAACCAATCTCAACCTCCACCG

1051           P       P       S      Q      P      A       P       L      P      L       P      S       L      S       S       P      Q      T      Q       P      Q      V      N      G      V      S      K      P      T      V
3151         CCTCCATCTCAACCCGCTCCGCTCC.CT CTTCCATCTCTTTCTTCGCCACAGACCCAGCCGCAGGTGAATGGAGTGTCGAAACCAACGGTC

1081          P      S      V      P      A      P      P      L      F      P      V      P      S      V      T      S       I      H      N      L      T      S      P      S       P      S      S       I       P      V
3 2 41        CCTTCTGTCCCTGCGCCTCCTC TGTTTCCCGTCCCATCCGTGACGTCGATCCACAAITIGACGAGCCCGAGTCCCAGCTCTATCCCTG.T

1111           P      S       T      T      A      P      S       T      11      T       P      K      T       L       S       S      Q      T      Q       P      T      .       T      K      M      T      T      V      I      T
3 3 31        CCGTCTAC.AACCGCGCCTTCTACTCTGACGCCTAAAACCTTGTCTTCTCAGACTCAACCGACGACGACAAAGATGACAACGGTGACGACG

1141           I       H      V      P      T      T      K       P      G       F      S       E      E      A      L      K      N      L      R      S       S       R      P      T      T       P      M      D      V      V
3 4 21        ATCCACGTACCAACGACCAAACCTGGATTTTCTGAAGAAGCCT TGAAGAATCTTCGATCGTCCAGGCCGACAACACCGATGGATGTCGT T

1171           P      G      S      K      D      I      K      I      G      T      G      S      T      I      S      I      P       S      K      R      S      S       S      Ii      V      N      S      Q      T      P
3 511         CCTGGATCAAAAGACCTTAAGC TGGGTACTGGGTCTACAACTTCGACCCCGTC`AAAGAGGTCATCGTCGCTGGT GAAC TCTCAAACTCCA

1201           V      V      A      A      S       A      T      N      A      P       I       D      E       T       I       A      T       S       P      T      E       T       S       P      K       I       E       S       T      E
3 6 01        GTCGTTGCTGCTTCGGCCACGAACGCACCTATCGATGAGACTATTGCGACCTCGCCAACCGAAACATCTCCTAAAATCGAATCTACTGAA

1231            D      K       G       L       P       S       T       N      A       F      N       G      G       S       G       Q      D       K      V      G      A      N       G      A       T       P       S       S       P       S
3 6 91        GACAAAGGTCTGCCCTCTACTAATGCCTTCAATGGAGGTTCCGGACAAGACAAGGTCGGTGCAAACGGAGCAACGCCTAGCTCGCCCTCC

1261           I       S      T      P      A      R      S      K      E      V      D      E      P      M      R      S      T      S      T      S      S       S       P      T      R      I       T      S      A      P
3 7 81        ATTTCTACCCCGGCTCGTTCAAAGGAGGTTGACGAACCGATGAGATCAACGTCTACTAGTTCTT CTCCCACAAGAATCACATCTGCCCCC

1291           D      S       I       S      G      T      I       P      A      E      P      T      I      S       I      V      K      D      V      S      M      T      S      D      H      E      K      C      P      A
3 8 7 1        GACTCTATTTccGGGAccATcc cGGCTGAGccTACTITArcGATTGTAAAAGATGTCTCAATGACGAGCGArcACGAGAAATGTCCTGCT
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1321            V       P       A       S       T        S       T        P        S        S       K       P       S        S        S        S        S       N       H       L       S        R       L       L       S        P       N       P       T        P

39 61         GTTCCTGCCTCCACTTCGACGCCATCATCTAAGCCGTCGAGCAGTAGTAGCAATCATCTCAGTCGTCTCTTGTCACCCAATCCTACACCC

1351            V       S       A       T       T       A       P        S        S        T       P       A       S       A       L        D       G       S        S        K       A       M       P        D       R       T       A       V       S        P
4051         GTCTCTGCGACAACAGCACCTTCGTCGACACCTGCATCAGCTCTAGACGGCTCTTCGAAAGCGATGCCGGACCGAACAGCTGTTTCTCCA

1381             Q        R        S        P        L        P        S        M       T        V       N        I,        D        S        T       M       N        G        G        E       V        K        S        T        D        D        R       K        P        S

4141         CAACGTTCGCCTTTGCCAAGCATGACTGTAAATTTGGATTCGACCATGAACGGCGGGGAAGTCAAGTCGACGGATGACCGAAAGCCGTCC

1411            P        P        K        T        L        G       A       A       N       A        S        A        S        S        P        S        P        S        K        E        K        I        S        P        V       V       D        G        D        K
42 31        CCCCCAAAGACACTTGGAGCTGCTAATGCTTCGGCCTCGTCGCCTTCACCGAGCAAAGAAAAGATCTCGCCAGTAGTAGATGGGGACAAG

1441            I        S        E        S        E        A        I        A       E        K        A        D       G       N       K       T       N        T        D       A       D        V       E        M       E        D       V       K       A        +

432 1        ATCTccGAGAGCGAGGCGATAGccGAGAAGGccGATGGTAACAAGAccAATAccGATGccGACGTCGAAATGGAAGATGTCAAAGccrGA

8) Estructura g6nica del gen CYC8

EM                  E2  EE  lit  E5  EB  E7  E8       E9                                                                                EcO

qu.ttt,i._I,==     ___  __    ___ ____i
Rgiv plrs_on

C) Analisis mediante BIastp (secuencia aminoacidica deducida)

Nombrede lasecuencia                                                                            Cobertura      E value     ldentidad

TPR-containing  protein  Mqll  (Usf/./ago mayd/.s )                                       27%

gene ral transcri ptiona I repressor ( Cryptococcus neofo/mans)          25°/o
general transcriptional repressor (Cryptococcus ga#/'/)                        25%
transcri pti onal co re pressor cyc8 (Aspeng/.//us fum/.gafus)                    27°/o
transcri pti onal corepresso r cyc8 ( Cocci'dt.ot.des posac/ast.i)                 2 7%
transcriptional corepressor cyc8 (A/.e//omyces dermaf/.i/.d/.s )             31 %

transcriptional corepressor cyc8 (Aspeng/.//I/s n/'ger )                            26%
RCM-1  protein (Unct.nocarpus rees/'/)                                                           27°/o

Figura   5.   Caractei.izaci6n   estructural   del   gen   Cyc8   de  X.   dendrowhous.   A)
Secuencia   nucleotidica   de   la   region   codificante   y  de   la   estructura   primaria   de   la
proteina  respectiva  deducida  mediante traducci6n  i.n s/.//.co.  El cod6n  de  inicio  y termino
se   destacan   en   rojo.    Los   cuatro   posibles   motivos   TPR   predichos   mediante   la
herramienta  Blastp  se  pueden  diferenciar  por  estar  subrayados  en  negro  (motivo  I),
rojo  (motivo  11),  verde  (motivo  IV) y azul  (motjvo  IV).  8) Estructura ex6n  -intr6n  del gen
CYC8  de  X.  dendrowhous.   E:  ex6n.  Se  indican  con  flechas  la  posici6n  del  cod6n  de
inicio  y  termino  de  la  traducci6n.  Ademas,  se  indica  la  regi6n  clonada  en  el  vector
PBS_GTR   con    una    linea    roja.    C)   Analisis   mediante   Blastp       de    la   secuencia
aminoacidica   deducida   codificada   por   el   ORF   del   gen   CYC8.   Se   muestran   las
proteinas con mayor identidad  presentes en la base de datos no redundante.
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Al traducir /.n  s/.//.co la secuencia del  CDNA del gen  CYC8 de X.  dendrorf]ous y analizar

la secuencia  aminoacidica  obtenida utilizando la  herramienta BIastp,  se jdentificaron 4

motivos  TPR  (cada  uno  con  tres  repetidos  en  tandem)  (Figura  5A)    en  la  regi6n  N-

terminal que es la mss conservada entre las proteinas de los organismos comparados.

3.3   Generaci6n   de   vectores   para   transformaci6n.   Para   obtener   los   vectores

PGTR_Hyg   y  PGTR_Zeo   (Tabla   2),   se  utiliz6  como   base  el  vector  PBS_GTR.   En

primera instancia,  el  plasmido PBS_GTR fue digerido con  la enzima  BmgBl que posee

un  s6lo  sitio  de  corte  en   la   regi6n   CYC8  del  vector  (Figura  4A).   La  digestion  del

plasmido  se  confirm6  mediante  electroforesis  en  gel  de  agarosa  y  posteriormente  el

plasmido  lineal  se  purific6  a  partir del  gel.  Paralelamente,  el  m6dulo  de  resistencia  a

higromicina  8  se  liber6  desde  el  plasmido  PMN-Hyg  (Tabla 2)  mediante  digesti6n  con

EcoRV.  Una vez purificados tanto el vector lineal como el  m6dulo de resistencia,  estos

se   ligaron   y   se   transform6   E.   co//.   DH5a   mediante   electroporaci6n.   Las   colonias

transformantes  se  seleccionaron  en  medio  s6lido  LB  suplementado  con  ampicilina.

Como el vector PBS_GTR ya tenia interrumpido el gen  /acz original, todas las colonias

eran  blancas.  Por  esta  raz6n,  las  colonias  recombinantes  se  identificaron  medianfe

PCR   de   colonia    utilizando    los    partidores   HF   y   HR   (Tabla    3),    que   amplifjcan

especificamente    el    gen    frph    de    resistencia    a    higromicina    a.    Se    analizaron

aproximadamente 300  colonias  de  las  cuales  s6lo  una  poseia  el  plasmido  PGTR_Hyg

(Figura  6A).  Para  determinar  la  orientacidn  del  inserto  respecto  del  vector  inicial,  se

purific6  el  plasmido  y  se  analiz6  mediante  PCR  utilizando  parejas  de  par{idores  que

solo dan origen a un amplificado en una de las orientaciones posibles (figura 68).  Para

la  obtenci6n  del vector PGTR_Zeo  (figura  7A),  el  plasmido  PBS_GTR se digiri6  con  la

enzima de restricci6n BmgBl y purific6 a partir de un gel de agarosa.
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Figura  6.  Vector  PGTR_Hyg.  A)  Esquema  del  vector  PGTR_Hyg  indicando  sitios  de
restricci6n  Aval  (que  permiten  liberar  el  inserto)  y  sitios  de  hibridaci6n  de  partidores

(flechas)  utilizados  a.   8)  Analisis  de  PCR  del  plasmido  PGTR_Hyg.   Los  partidores
usados  fueron:  carril   1:GTRIFwd  y  pet  rev  o;  carril  2:   GTRIRev  y  gpdTF;   carril  3:
GTRI Fwd  y gpdTF;  carril  4:  GTRI Rev y pef rev  o;  carril  +:  control  positivo  usando  los
partidores  HF y  HR,  TM:  DNA del fago lambda digerido con la enzima  Hi.ndlll.
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Figura  7.  Vector  PGTR_Zeo.  A)  Esquema  del  vector  PGTR_Zeo  indicando  sitios  de
restricci6n  BamHl  (que  permiten  liberar el  inserto) y  sitios  de  hibridaci6n  de  partidores
(flechas)  utilizados  en  8.  8) Analisis  de  PCR  del  plasmido  PGTR_Zeo.  Los  partidores
usados  fueron:   carril   1:GTRIFwd  y  pef  rev  o;  carril  2:   GTRIRev  y  gpdTF;   carril  3:
GTRI Fwd  y  gpdTF;  carril  4:  GTRI Rev  y  pef rev  o;  carril  +:  control  positlvo  usando  los
partidores ZF y ZR; carril TM:  DNA del fago lambda digerido con  la  enzima  H/.ndlll.
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Luego,  6ste  se  digiri6  con  la  enzima  Pwl  con  el  objetivo  de  eliminar un  segmento de

527 pb del gen  Cyc8 para favorecer la posterior obtenci6n de cepas mu{antes  cyc8-.

Una vez purificado el vector lineal se ligd al  m6dulo de resistencia a zeocina el cual se

obtuvo mediante restricci6n del plasmido  pzeo (Tabla 2) con  EcoRV.  Con la mezcla de

ligado se transform6 E.  co//. DH5a y se seleccionaron las colonias transformantes de la

misma   forma   que   para   PGTR_Hyg.    Se   analizaron   20   colonias   mediante   PCR

(utilizando  los  partidores  PEFForEV  y  GPDHtRev  (Tabla  3)  y  se  identificaron  8  que

poseian el plasmido deseado de las cuales s6lo dos se almacenaron a -80 °C.  Una vez

purificado  e]  DNA  plasmidial  de  las  colonias  seleccionadas,  se  analiz6  la  orientaci6n

del inserto mediante PCR (figura 78).

3.4   0btenci6n   de   mutantes   cyc8-   mediante   mutag6nesis   por   reemplazo.   La

obtenci6n   de   mutantes   se   llev6   a   cabo   mediante   mutag6nesis   por   reemplazo

(Niklitschek, 2008),  proceso en el cual una regi6n de uno o ambos alelos del gen  Cyc8

se  interrumpe  o  reemplaza  por  un  m6dulo  de  resistencia  a  antibi6tico.  Antecedentes

experimentales indican que la cepa silvestre UCD 67-385 es diploide (Hermosilla y col,

2003),  por  lo  que  se  espera  que  luego  de  su  tranformaci6n  se  obtenga  un  mutante

heterocigoto  (CYC8/cyc8-).  Para  esto,  el vector PGTR_Hyg fue digerido con  la enzima

Aval, liberando la regi6n del vector que contiene el m6dulo de resistencia a higromicina

8  flanqueado  por secuencias  del  gen  Cyc8 (Figura 6A).  De esta  manera,  se espera

que  las  regiones del  gen  CYC8  presentes  en  el  fragmento  utilizado  para  transformar,

recombinen  con  las  regiones  equivalentes  presentes  en  el  genoma  de  la  levadura  y

den   origen   a   un   alelo   mutante   que   se  encuentre   interrumpido   par  el   m6dulo   de

resistencia      a   antibi6tico   (Niklitschek  y   col,   2008).   La   levadura   fue   transformada

mediante  electroporaci6n   con  el  vector  digerido   y  las  colonias  transformantes   se
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seleccionaron en placas de medio YM suplementado con  higromicina a. Se obtuvo seis

colonias  a  las  cuales  se  les  extrajo  DNA  gen6mico  para  confirmar  mediante  PCR

(Figura  8A)  la  integraci6n del  m6dulo  de resistencia  en  el  /ocus correcto  (Cyc8) y par

ende,  el reemplazo del  gen  silvestre  por el gen  mutado.  De esta  manera se comprob6

que  solo  tres  transformantes  poseian  la  inserci6n  correcta  y  se  denominaron  385.T1,

385.T2 y 385.T3.  Los tres transformantes ademas del  gen  Aph en  CY'C8,  poseian  una

alelo silvestre indicando que son heterocigotos.  Debido a que 385.T1, 385.T2 y 385.T3

no   presentaron   diferencias   fenotipicas   ni   genotipicas   entre   si,   para   los   analisis

siguientes  se  seleccion6  la  cepa  385.T2  (Figure  88).  Luego  de  ob{ener  el  mutante

heterocigoto  (CYC8/cyc8-),  se  intent6  obtener  una  cepa  mutante  homocigota  (cyc8-/

cyc8-)  mediante  el  m6todo  del  doble  recombinante  (DRM)  descrito  por  Niklitschek  y

colaboradores   (Niklitschek   y   col,   2008).   Sin   embargo,    no   se   obtuvo   resultados

satisfactorios par lo que se abord6 una nueva estrategia.  Esta consisti6 en  reemplazar

el  alelo  silvestre  del  gen  CYC8  por  un  segundo  m6dulo  de  resistencia  a  antibi6tico.

Para  esto,   la   cepa   385.T2  se  transform6   mediante   electroporaci6n   con   el  vector

PGTR_Zeo digerido con la enzima BamHl. Las c6lulas transformadas se sembraron  en

medio  s6lido YM  suplementado  con  higromicina  8  y  zeocina,  esperando  que  aquellas

colonias   resistentes   a   ambos   antibi6ticos   tuviesen   ambos   alelos   del   gen    CYC8

mutados.  De  esta  manera  se  obtuvo  12  posibles  transformantes y se  analiz6  el  DNA

gen6mico  de  6  de  ellos  mediante  PCR.  S6lo  3  de  las  colonias  analizadas  tenian  las

inserci6n   correcta   y   no   poseian   un   alelo   silvestre,   por   lo   tanto   correspondian   a

mutantes  homocigotos  /cyc8-/ cyc8-/.  Finalmente,  dos  colonias se  seleccionaron  para

ser almacenadas y se  denominaron  385.T2ZeoR3  y 385.T2ZeoR11 ;  sin  embargo,  se

seleccion6 la cepa 385.T2ZeoR3  para trabajos posteriores  (Figura 8C).  Finalmente,  se

confirm6 que todos los mutantes obtenidos derivaban de la cepa silvestre UCD 67-385.
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Figura  8.  Analisjs  de   PCR  de   los  mutantes   385.T2  y  385.T2ZeoR3.   Utilizando
partidores   especificos      se   confirm6   el   reemplazo   del   gen   silvestre   por   el   gen
modificado.  A)  Esquema de  los  partidores utilizados  (fechas).  Arriba:  gen  CYC8 con  el
m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  a;  centro:  gen  CYC8  silvestre;  abajo:  gen  Cyc8
con  el  m6dulo  de  resistencia  a  zeocina.  8)  Analisis  de  la  cepa  385.T2.   Partidores
utilizados:   carril   1:   GTRIFwd   y   pef   rev   o;   carril   2:   GTRIRev   y   gpdTF;   carril   3:
GTR3Fwd y GTR4Rev (banda de 500 pb (gen silvestre) o 2,4 kpb (gen modificado) que
no  se  observa  en  este  caso,  ya  que  se favorece  la  amplificaci6n  del  fragmento  de
menor tamaFio);  carril  4:  HF  y  HR;  +:  lTsl  e  ITS4  (amplifican  la  regi6n  ITS);  TM:  DNA
del  fago  lambda  digerido  con  la  enzima  H/.ndlll.  C) Analisis  de  la  cepa  385.T2ZeoR3.
Carril  1 :  GTRI Fwd  y  HR;  carril 2:  HF y HR;  carril  3:  ZF y  GTR_ORFFwd;  carril  4:  zeoc-
antisense-Rv y GTR_RT3Rev; carril  5: zeoc-sense-fw y GPDHtRev;  carril  6: GTR3Fwd
y  GTR4Rev  (s6lo  se observa  la  banda de 2,4  kpb correspondiente al gen  modificado);
+:  lTsl  y lTS4;  TM:  GeneRuler 1  Kb ladder read.
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Para esto,  la  regi6n  lGS  de  cada  mutante se amplific6  y secuenci6  con  los  partidores

5SRNA  y  LR12R.   Una  vez  obtenidas  las  secuencias,  estas  se  compararon  con  la

secuencia  de  la  cepa  UCD  67-385  disponible  en  la  base  de  datos  del  laboratorio,

confirmando que los mutantes efectivamente derivaban de la cepa mencionada.

Paralelamente,  mediante  el  mismo  proceso  descrito,  se  obtuvo  el  mutante  que  deriva

de la cepa AVHN2.4.8.  En este caso se obtuvo diez transformantes de las cuales solo

uno  tenia  la  mutaci6n  correcta  y  se  denomin6  AV.T8  (Tabla  1  y  Figura  9).  La  cepa

AV.T8  se  analiz6   repetidas  veces   mediante   PCR  con   distintas  combinaciones  de

partidores   (Figura  9).   Con  s6Io  dos  parejas  de  partidores  que  amplifican   regiones

menores  de  500  pb se detect6  una  regi6n  silvestre  del  gen  Cyc8,  mientras que  con

combinaciones de  partidores que  amplifican  regiones de  mayor o  igual tamafio,  no se

obtuvo  un  amplificado.  Este  resultado sugiere que AV.T8 seria  un  mutante hemicigoto

/c}/c8:/, ya que al parecer la cepa AVHN2.4.8 poseeria solo una copia funcional del gen

CYC8  o  dos  copias  no  id6nticas.  Es  importante  destacar que  las  mismas  parejas  de

partidores   que   no   amplificaron   al   utilizar   DNA  gen6mico   de   AV.T8   de   molde,   si

amplificaron cuando se uso DNA de la cepa parental AVHN2.4.8.

En  este  caso  tambi6n  se  amplific6  y secuenci6  la  regi6n  lGS  del  mutante  AV.T8.  De

esta manera, se confirm6 que 6ste efectivamente deriva de AVHN2.4.8.

3.5 Caracterizaci6n de mutantes de [a cepa UCD 67-385.

3.5.1  Curvas  de  crecimiento.  Con  el  objetivo  de  evaluar cambios  fenotipicos  en  los

mutantes respecto de la cepa silvestre  UCD 67-385, en  primera instancia se realizaron

curvas  de  crecimiento.   Para   ello,   se  crecieron   las  cepas   UCD   67-385,   385.T2  y

385.T2ZeoR3,  (Cyc8 /  CYC8/,  (CYC8 / cyc8-/  y  (cyc8-/ cyc8-/,  respectivamente,  en

medio liquido YM  por 5 dias.
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Figura  9.   Analisis   de   PCR  de   la  cepa  mutante  AV.T8.   Se  utilizaron   partidores
especificos para confirmar el reemplazo del gen silvestre por el gen intermumpido con el
m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  a. A)  Esquema de  los sitios de  hibridaci6n de  los
partidores   utilizados   (flechas).   Arriba:   gen   CYC8   con   el   m6dulo   de   resistencia   a
higromicina   a;   abajo:   gen    CYC8   silvestre.   8)   Partidores   utilizados:   carril    1    y   8:
GTRI Fwd  y  pef rev o;  carril  2  y 9:  GTRIRev y gpdTF;  carril  3 y  10:  HF  y  HR;  carril 4 y
11:    GTR3Fwd   y   GTR4Rev   (banda   de   500   pb   (gen   silvestre)   o   2,4    kpb   (gen
modificado));  carril  5  y  12:  GTR3Rev y GTR_RT2Rev (494  pb);  carril  6 y  13:  GTR4Fwd
y  GTR4Rev  (215  pb);  carril  7  y  14:  lTsl  e  lTS4  (control  positivo);  TM:   DNA  del  fago
lambda  digendo  con  la  enzima  H/.ndlll.  En  la  parte  superior se  indican  las cepas cuyo
DNA fue analizado en las reacciones de la parte inferior.
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Cada 8-12 h se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm (D06oo) para evaluar el  crecimiento.

Se estim6 el tiempo generacional de cada cepa siendo de 4,7 ± 0,2 h, 4,6 ± 0,2 h y 6,2

±  0,1  h  para  las  cepas  UCD  67-385,  385.T2 y  385.T2ZeoR3,  respectivamente  (Figura

10A).  Con  esta  informaci6n,  se  concluy6  que  no  existe  un  cambio  significativo  en  el

crecimiento entre las cepas  UCD 67-385 y 385.T2,  mientras que la cepa 385.T2ZeoR3

si presenta una disminuci6n en la tasa de crecimiento   respecto de las otras dos cepas

estudiadas.   Paralelamente,  se  analiz6  de  manera  cualitativa  el  crecimiento  de  las  3

cepas en  medio s6lido YM.  Para esto, se tomarcin alicuotas de cultivos a una  D06oo ~5

y  se  hicieron  diluciones  seriadas  de  10-1  hasta      10-4.  Se  depositaron  10  ul  de  cada

diluci6n  en  una  misma  placa  de  medio  YM  y  se  incub6  a  22  °C  tomando  registros

fotogfaficos cada 2 o 3 dias (Figura  108).  En este caso se observ6 un pequefio retraso

en la aparici6n de colonias de la cepa 385.T2ZeoR3 respecto de las otras dos cepas, Io

que    tambien  se  reflej6  a  largo  plazo  en  la  obtenci6n  de  colonias  de  menor tamaFio.

Adicionalmente,  se  construy6  una  curva  de  crecimiento  de  las  cepas  UCD  67-385  y

385.T2ZeoR3  en  medio  minimo  liquido  suplementado  con  glucosa  (MMglu2%)  como

unica fuente de carbono (Figura  11). Al  crecer las cepas en  MMglu2% se observ6 una

disminuci6n  general  en   la  tasa   de  crecimiento   respecto  a   cuando   las  cepas  son

cultivadas en medio rico (YM).  EI  retraso en el crecimiento se reflej6 en un aumento de

los tiempos generacionales siendo de  15,4 ± 2,3 h  y  15,8 ± 2,3  h  para  las cepas  UCD

67-385  y  385.T2ZeoR3,   respectivamente.   En   este  caso,   no   existe   una   djferencia

significativa en el crecimiento de ambas cepas.

3.5.2  Producci6n  de  carotenoides.  Para  evaluar la  producci6n  de  carotenoides,  se

tomaron muestras a lo largo de la curva de crecimiento de las cepas crecidas en medio

YM.
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2: exponencial media
3, exponencial tardia
4: estacionaria temprana
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Figura  11.  Crecimiento  de  las  cepas  UCD  67-385  (385)  y  385.T2ZeoR3  en  medio
minimo suplementado con glucosa.  Curvas de crecimiento (D06oo versus tiempo) en
medio  minimo  suplementado  con  glucosa  al  20/o.  Tg:  tiempo  generacional  promedio.
Los  datos  corresponden  al   promedio  de  al   menos  3  experimentos  independientes;
barras: desviaci6n esfandar.
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De cada cepa se tomaron 5  muestras de acuerdo a  la  Figura  10  (puntos  1  a 5),  donde

cada   una corresponde a una fase de crecimiento distinta.  Como control, cada vez que

se  tom6  una  muestra  se  sembr6  una diluci6n  en  medio  s6lido YM  para  confirmar que

cada  cultivo correspondia a  una poblaci6n  homog6nea  en  cuanto a pigmentaci6n.  Las

distintas   muestras   se   procesaron   y   analizaron   en   cuanto   al   contenido   total   de

carotenoides y la composici6n de estos.  De acuerdo a  los datos obtenidos,  se observ6

que  la  producci6n  de  carotenoides  en  el  mutante  homocigoto  385.T2ZeoR3  comienza

en   estadios  tempranos   de   crecimiento,   mientras  que  en   la   cepa   UCD  67-385  la

producci6n  de  carotenoides  se  induce  tardiamente  sin  una  correlaci6n  directa  con  el

crecimiento   (Figura   12).   Debido   a   lo   anterior,   la   cepa   385.T2ZeoR3   alcanza   una

producci6n significativamente mayor (~7  y ~3 veces mayor que UCD 67-385 y  385.T2,

respectivamente)    de  carotenoides  totales  al  final  de  la  curva  de  crecimiento  (Figura

12A)  en   comparaci6n   a   las  otras  dos  cepas  analizadas.   En   el   caso   de   la   cepa

heterocigota  385.T2 se  observa  un  fenotipo de  pigmentaci6n  intermedio entre  la  cepa

silvestre  y  la  cepa  385.T2ZeoR3  (Figura   12).   Paralelamente,  se  realjz6  un  analisis

cualitativo de la pigmentaci6n, para lo cual se sembraron las djstintas cepas a modo de

cesped en  una misma  placa de medio YM y se tom6 un  registro fotogfafico cada 2 o 3

dias  (Figura  128).  Se  observ6  que  durante  los  primeros  dias  de  incubaci6n  ambos

mutantes  mostraron  una  mayor pigmentaci6n  que  la  cepa  silvestre y que  la  diferencia

se fue atenuando pero aun se mantuvo incluso. despu6s de 10 dias de incubaci6n.

Al  analizar la  composici6n  de  los  carotenoides  extraidos  (Figura  13),  se  observ6  una

fluctuacj6n  general  en  cuanto  a  la  cantidad  de  cada  compuesto  a  medida  que  se

avanz6 por las diferentes fases de crecimiento. Sin embargo, cabe destacar que en las

tres cepas analizadas la astaxantina siempre estuvo presente en mayor proporcj6n.
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Figura  12.  Producci6n  de  carotenoides  de  las cepas  UCD  67-385  (385),  385.T2 y
385.T2ZeoR3. A) Carotenoides totales obtenidos de 5 muestras (M) representativas de
distintas fases de crecimiento.  8) Observaci6n cualitativa de la coloraci6n de las cepas
crecidas  en  medio  s6lido  YM  a  22  °C  por  10  dias.  Los  datos  de  A  corresponden  al
promedio  de  tres  experimentos  independientes;  Las  muestras  M1,M2,  M3,  M4  y  M5
son  representa{ivas  de  las  fases  de  crecimiento  exponencial  temprana,  exponencial
media, exponencial tardia, estacionaria temprana y estacionaria tardia respectivamente
(ver Figura  10).  Barras: desviaci6n esfandar;  prueba de t-Student *P<0,05;  **P<0,01.
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Figura  13. Analisis  de  la composici6n  de carotenoides.  Composici6n  porcentual de
los  carotenoides extraidos  a  partir de  las  muestras  descritas  en  la  Figura  12:  A)  Fase
exponencial  temprana  (M1).  a)  Fase  exponencial  media  (M2).  C)  Fase  exponencial
tardia  (M3).  D)  Fase  estacionaria temprana  (M4).  E)  Fase estacionaria tardia  (M5).  La
categoria   "otros   biciclicos":    jncluye    los   carotenoides   cantaxantina,   fenicoxantina,
equinenona   e    hidroxiequinenona.    Los   datos   corresponden    al   promedio   de   tres
experimentos   independientes;    barras:   desviaci6n   esfandar;    prueba   de   t-Student:
'P<O,05;  +'P<0,01.
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En  la fjgura  13 se puede observar que tanto al inicio (Figura  13A;  M1) como en etapas

mas  fardias  (Figura  13E;  M5) de  la  curva  de  crecimiento,  Ia  cepa  385.T2  presenta  un

porcentaje  significativamente  mayor  de  astaxantina  (~80%)  que  las  otras  dos  cepas

analizadas  (~60°/o).  Paralelamente,  la  cepa  385.T2  en  estadios tardios  de  crecimiento

(Figura  13E) tiene  una  menor proporci6n  de  P-caroteno  que  las  cepas  UCD  67-385  y

385.T2ZeoR3.   Estas  dos  tiltimas  ademas  presentan  un  mayor  porcentaje  de  otros

carotenoides     biciclicos     como     hidroxiequinenona,     equinenona,     fenicoxantina     y

cantaxantina  que  son  anteriores  a  la  astaxantina  en  la  ruta  de  biosintesis  (Figura  1  y

Figura   13).   Cabe  destacar,   que   una   menor  proporci6n   de  astaxantina  en   la   cepa

385.T2ZeoR3,   se   debe   a   un   aumento   en   los   carotenoides   anteriores  en   la   ruta

posiblemente   por   una   producci6n   continua   de   estos.   Es   decir,       no   existe   una

disminuci6n  en  la  cantidad  total  de  astaxantina,  sino  solo  disminuye  el  porcentaje  de

esta  en  base  al  fatal  de  carotenoides.   Mas  atln,  al  cuantificar  la  astaxantina  total

producida  por  el  mutante  385.T2ZeoR3,  se  observ6  que  esta  fue  aumentando  a  lo

largo  de toda  la  curva  de  crecimiento  alcanzando  un  valor final  de  179  [Lig/g  de  peso

seco],  lo que equivale a diez y dos veces la astaxantina producida por la cepa silvestre

(18    Llg/g    de   peso   seco)   y   el    mutante   heterocigoto    (89    ug/g   de    peso   seco)

respectivamente.

Por  otra  parte,  en  la  cepa  silvestre  pfacticamente  no  se  detect6  el  compuesto  OHK-

toruleno  (hidroxi-ceto-toruleno),   el   cual  es  producto  de  una   ramificaci6n  de  la  via,

posterior a  la  producci6n  de fjtoeno  (Verdoes  y col,  2003),  mientras  que  en  todas  las

muestras de carotenoides de la cepa 385.T2ZeoR3 si se detect6 la presencia de este

compuesto (Figura  13A-E).  Paralelamente, se analiz6 la producci6n de carotenoides de

las  cepas  UCD  67-385  y  385.T2ZeoR3  cultivadas  en    medio  liquido  MMglu2°/o,  con
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glucosa  como tlnica fuente  de  carbono.  De esta  manera  es  posible  observar si  existe

una correlaci6n directa entre el crecimiento y la producci6n de carotenoides en la cepa

385.T2ZeoR3  y  no  en  la  cepa  UCD  67-385,  donde  la  producci6n  de  carotenoides  es

gatillada  una  vez que  la  glucosa  del  medio  se  ha  agotado  (Lodato  y  col,  2003).  En  la

figura  14  se  observa  que  existe  una  diferencia  significativa  entre  ambas  cepas  en  la

producci6n de carotenoides durante las primeras fases de crecimiento.En el caso de la

cepa  385.T2ZeoR3,  la  producci6n  de  pjgmentos  comienza  en  etapas  tempranas  de

crecimiento  y  se  mantiene  hasta  el final  de  las  etapas  evaluadas,  mientras  que  en  la

cepa  silvestre  solo  se  observa  una   producci6n  elevada  de  carotenoides  en  fases

tardias  de  crecimiento  (Figura  14A).  A  las  150  h,  el  contenido  de  carotenoides  no

muestra   diferencias   significativas   entre   ambas   cepas,   Io   que   contrasta   con   lo

observado  al  crecer  las    cepas  en  medio  comple{o  YM  (Fjgura  12A).  Al  analizar  la

composici6n  de  carotenojdes.  s6lo  se  encontraron  pequefias  diferencias  entre  ambas

cepas  bajo  estas  condiciones  (Figura  14B-F).  Entre  ellas  se  puede  destacar  que  la

proporci6n de astaxantina en etapas tardias de crecimiento (Figura 14E-F: M4 y M5) es

mayor en la cepa 385.T2ZeoR3 (~80%) con respecto a la cepa silvestre (~60%), lo cual

no se observ6 tan marcadamente al crecer ambas cepas en medio YM.

3.6 Caracterizaci6n del mutante de la cepa AVHN2.4.8. El mutante AV.T8 obtenido a

partir  de  la  cepa  AVHN2.4.8,  fue  caracterizado  principalmente  mediante  curvas  de

crecimiento y observaci6n macrosc6pica de la pigmentaci6n.

3.6.1  Curvas de crecimiento.  Se realizaron curvas de crecimiento de las cepas AVHN

2.4.8  y AV.T8  con  el  objetivo  de  evaluar diferencias  en  la  tasa  de  crecimiento.  Para

esto se cultivaron ambas cepas en medio liqujdo YM y se registr6 la  D06oo cada 8-12 h.
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Figura  14.  Carotenoides  de  las  cepas  UCD  67-385  y  385.T2ZeoR3  crecidas  en
MMGlu2%.  A)  Carotenoides  totales  obtenidos  de  5  muestras  (M)  representativas  de
distintas  fases   de   crecimiento.   B-F):   Composici6n   porcentual   de   los   carotenoides
extraidos   a   partir   de   las   muestras   de   A.   La   division   "monociclicos"   incluye   los
carotenoides:  hidreoxi  ceto  toruleno  (OHK  toruleno),  toruleno,  neurosporeno  e  hidroxi
ceto    y-    caroteno    (OHK    v-    caroteno).    La    division    "otros    biciclicos    incluye    los
carotenoides  fenicoxantina,  cantaxantina,  hidroxiequinenona  y  equinenona.  Prueba  t-
Student:  *P<0,05,  **P<O,01.
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De  acuerdo  a  los  dates  obtenidos  se  determin6  los  tiempos  generacionales  de  cada

cepa,  siendo  12,5  ±  3,2  h  y  29,4  ± 3,0  h  para  AVHN2.4.8  y AV.T8,  respectivamente.

Segdn   lo   obtenido   se   pudo   concluir   que   la   cepa   mutante   AV.T8   presenta   una

disminuci6n significativa de su tasa de crecimiento respecto de la cepa parental (Figura

15A).  Paralelamente,  se  evalu6  cualitativamente  el  crecimiento  de  ambas  cepas  en

medio YM s6Iido (Figura  158).  Se prepararon distintas diluciones a partir de cultivos de

ambas cepas y se sembraron en una placa de la misma manera   en que se describi6

anteriormente  para  la  cepa  UCD  67-385  y los  mutantes  que  derivan  de esta.  En  este

caso tambien  se  observ6  un  retraso  significativo en  el  crecimiento  del  mutante AV.T8

respecto de la cepa parental AVHN2.4.8 lo que se reflej6 en una aparici6n tardia de las

colonias de AV.T8 en la placa y en un menor tamafio de las mismas (Figura 158).

3.6.2 Producci6n de carotenoides. Al igual como se realiz6 para la cepa UCD 67-385

y sus mutantes.  en el caso de AVHN2.4.8 y AV.T8,  se tomaron  muestras a lo largo de

la  curva  de  crecimiento  que  corresponden  a  diferentes  estadios  de  crecimiento  de

acuerdo al  mismo  criterio  descrito  anteriormente  (el  valor de  D06oo).  Ademas,  a  partir

de cada  muestra  se tomaron alicuotas y se sembr6  una diluci6n en  medio s6Iido  para

controlar   que   el   cultivo   correspondia   a   una   poblaci6n   homogenea   y   no   existia

segregaci6n  fenotipica.  En  el  caso  de  la  cepa  AVHN2.4.8  se  observ6  una  poblaci6n

homog6nea  de  colonias,  lo  que  no  fue  asi  para  el  mutante  AV.T8  que  present6  dos

fenotipos   diferentes   en   cuanto   a   ]a   pigmentaci6n   de   las   colonias:   colonias   rojo

anaranjadas  y  colonias  amarillas  (Figura  158  y  16).  En  este  caso  se  aislaron  ambos

tipos  de  colonias  y  se  analiz6  su   DNA  gen6mico  mediante   PCR  confirmando  que

ambos  tipos  de  colonias  (rojas  y  amarillas)  poseian  la  mutaci6n  correspondiente  del

gen  Cyc8 y el m6dulo de resistencia a higromicina 8.
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Figura  15.  Crecimiento  de  las  cepas AVHN2.4.8  y AV.T8. A)  Curvas de crecimiento
en  medio  liquido  YM.  Tg:  tiempo  generacional  promedio.  Los  dates  corresponden  al
promedio    de    3    experimentos    independientes;    barras:    desviaci6n    estandar    8)
Crecimiento  en  medio  s6lido.  A  la  izquierda  se  muestra  un  esquema  del  orden  de
siembra   y  las  diluciones   correspondientes;   sd:   sin   diluir.   El   crecimiento  se   registr6
despues   de   3,   5   y   7   dias   de   incubaci6n   a   22   °C   en   medio   YM.   Control:   YM
suplementado con higromicina 8.



Figura   16.  Segregaci6n  fenotipica   del   mutante  AV.T8.   La   imagen   evidencia   la
existencia   de   dos  fenotipos   del   mutante  AV.T8   en   cuanto   a   coloraci6n   (colonias
amarillas   y   rojoianaranjadas).    Las   imagenes   hacia   la   derecha   corresponden   a
ampliaciones  progresivas de la  imagen original.
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Debido  a  lo  mencionado  anteriormente,  las  muestras  tomadas  de  la  cepa  AV.T8  no

fueron  procesadas  para  la  extracci6n  de  carotenoides,  ya  que  para  obtener  datos

confiables y reproducibles se debe disponer de una poblaci6n homog6nea en cuanto a

la producci6n de carotenoides y a la composici6n de estos.
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4   DISCUS16N

4.1   ldentificaci6n,   clonaci6n  y  secuenciaci6n  de  la  regi6n  gen6mica  del  gen

CYC8 de X. dendrorhous.

Inicialmente mediante el analisis de secuencias gen6micas de X.  dent/rowhctus se logr6

identifjcar una regi6n de 2,5  kpb correspondientes a una porci6n del gen  Cyc8 que es

hom6Ioga  a  genes  de  reguladores  transcripcionales  descritos  en  otros  organismos

(Smith y Johnson,   2000;   Loubradou   y col, 2001; Olmedo y col, 2010).  Este fragmento

de   DNA   se   clon6   y   secuenci6   con   el   objetivo   de   posteriormente   demostrar   su

funcionalidad   mediante   la   obtenci6n   de   mutantes   de   este   gen.   El   aislamiento   y

secuenciaci6n   de   su   CDNA  permiti6  obtener  su   estmuctura   genica   y  se  determin6

finalmente  que  el  gen   completo  es  de  6,5   kpb.   El  fragmento  de  2,5   kpb  clonado

inicialmente abarca desde el ex6n  1  hasta el primer tercio del ex6n 9, Io que incluiria la

region  codificante de la  regi6n  N-terminal de  la  proteina  que contiene  los  motivos TPR

determinados  /.n s/.//.co.  Las  caracteristicas  mencionadas seri.an favorables al  momento

de  obtener  mutantes  u{ilizando  esta  region  como  base  ya  que  de  esta  manera  se

estaria  asegurando  interrumpir  o  eliminar  una  regj6n  esencial  para  la  funci6n  de  la

potencial proteina que seria codificada por el gen  Cyc8 (Schultz y col,  1990).

Por otra  parte,  la region clonada se obtuvo a  partir de  DNA gen6mico de la cepa  UCD

67-385,  esta  misma  region  (proveniente de  la  cepa  UCD 67-385) se utiliz6  como  base

para  mutar dicho  gen  en  la  cepa  AVHN2.4.8.  Luego  de  amplificar y  secuenciar  este

gen en ambas cepas  (UCD 67-385 y AVHN2.4.8), se determin6 que sus secuencias no

son completamente id6nticas  (94,9°/a de  identidad) pero si lo suficiente para permitir la

recombjnaci6n  hom6loga  necesaria  para  llevar a  cabo  la  mutag6nesis  por reemplazo

genico realizada en este trabajo.
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AI obtener la secuencia del  CDNA del gen  Cyc8 se determin6 su estructura.  El gen se

compone de  10 exones los cuales contienen  un ORF de 4,410 pb, que al traducirse  /.n

s/./t.co  da  origen  a  una  proteina  de  1,469  aminoacidos.  El  analisis  con  la  herramienta

Blastp   (Figura   5)  arroj6   altos   porcentajes   de   identidad   y  similitud   con   represores

transcripcionales  orfelogos de  Cyc8  (descrito  principalmen{e  en  S.  cerev/.s/.ae),  el  cual

se encuentra altamente conservado en eucariontes. Entre estas proteinas encontramos

Mqll  (Loubradou  y col,  2001 ) y RCM-1  (Olmedo y col, 2010),  las cuales se ha descrito

que  cumplen  la  misma  funci6n  que  Cyc8  en  S.  cerevisiae,  en  los  microorganismos

Usf/./ago  rna)/d/.s y  Uno/`nocaxpus Jess/./,  respectivamente.  Si  bien  no  se obtuvo  una  de

las mas altas identidades al comparar con la proteina de S.  cerev/.s/.ae, si se obtuvo alta

identidad  al  comparar  con  proteinas  de  organismos  mas  cercanos  a  X.  dendrowhous

coma  los  basidiomicetes  Usf/./ago  ma}Jd/.s  y  aquellos  del  g6nero  Crypfococcus,  entre

otros.

Se detectaron cuatro posibles motivos TPR   (Figura 5 y Figura  17A) en el analisis de la

secuencia aminoacidica deducida mediante traducci6n  /.n s/.//.co del ORF del gen  CYC8.

A  pesar  que  se  han  descrito  distintos  repetidos  tipo  TPR  en  cuanto  a  la  secuencia

consenso que se  repite,  el  motivo encon{rado en  este caso  coincide en tipo y tambi6n

en posici6n relativa dentro de la proteina con los motivos encontrados en las proteinas

Cyc8 descritas en otros organismos incluyendo  S.  cerev/.s/.ae  (Smith y Johnson,   2000;

Loubradou  y  col,  2001;  Olmedo  y  col,  2010).  Esto  podria  indicar  que  existe  similitud

estructural, ya que usualmente estos repetidos en tandem se estructuran  en una helice

con giro hacia la derecha donde el largo de la h6lice depende del  ndmero de repe{idos

(Smith y Johnson, 2000), que en este caso es de 3 repetidos en tandem por motivo.
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Figura  17.  Dominios  conservados de  la  potencial  proteina  codificada  por el  gen
Cyc8  de X.  dendrowhous.  A)  Esquema  de  la  proteina  deducida.  Se  destacan  los  4
motivos TPR  (triangulos  morados:  I-lv) deducidos  /.n  st./t.co.  8) Alineamiento  multiple  de
uno de  los  motivos TPR conservados de  la posible proteina  Cyc8 de X.  dendrowhous y
de  otros  hongos  y  levaduras.  Los  residuos  se  muestran  coloreados  de  aouerdo  a  su
similitud:  ld6nticos  (amarillos),  conservados  (celeste),  bloque de  similares  (verde) y no
similares  (blanco).  Encerrados  en  rectangulos  rojos  se  destacan  los  12  aminoacidos
conservados responsables de la especificidad de interacci6n.
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Se  ha  descrito  que  los  motivos  TPR  tienen  un  rol  en  la  interacci6n  proteina-proteina

principalmente  con   proteinas  que  poseen   motivos  WD40   (Smith  y  Johnson,  2000).

Respecto   a    lo   anterior,    cabe    mencionar   que    el    analjsis    bionformatico    con    la

herramienta  Blastp  indic6  que  solo  doce  aminoacidos  conservados  se  requieren  para

la  especificidad  de  interacci6n  (Fjgura  178),  los que se encuentran  conservados  entre

los  distintos  repetidos  TPR.   Sin  embargo,   los  motivos  encontrados  en  la  potencial

pro{eina  Cyc8 de X.  dendrorf?ous, ademas de mantener los doce residuos especificos

conservados, presentan identidad en el  resto del motivo,  incluso al compararlos con los

presentes   en   la   proteina   Cyc8   de   S.   cenev/.s/.ae   (Figura   178).   Finalmente,   cabe

mencionar que al observar los porcentajes de cobertura  (Figura 5C),  estos no superan

el  30%.  Lo  anterior se  puede  deber a que  en  la  proteina  deducida  de  X.  dendrowhous

existen   alrededor  de  quinientos   aminoacidos  adicionales  en   el   extremo   C-terminal

respecto a las proteinas con las que presenta identidad.  Este fen6meno no es un caso

aislado,  puesto  que  tambien  en   la  proteina  Migl   deducida   de  X.   dendrowhous  se

encontfo una diferencia de tamafio de alrededor de trecientos aminoacidos respecto de

la   proteina   descrita   en   S.   cerev/.s/.ae   (Marcoleta,   2011a).   Sin   embargo,   diversos

estudios   indican   que  el   dominio   N-terminal,   el  cual   posee  los  motivos  TPR  de  la

proteina Cyc8 de  S.  cerevi.st.ae y de  proteinas equivalentes en otros organismos,  es el

dnico dominjo funcional de este corepresor (Trumbly,1988; Tzamarias y Struhl,1995) y

6ste presen{a alta similjtud con la proteina deducida de  X.  dendrowhous.

De  acuerdo  a  lo  anterior,  se  considera  valido  proponer que  el  gen  estudiado  en  este

trabajo corresponde a un ort6Iogo del gen que codifica el co-represor transcripcional

Cyc8   presente  en   S.   cerev/.s/.ae,   aunque  esto  debe   ser  confirmado   con   es{udios

complementarios.



63

4.3 Funcionalidad del gen Cyc8 de X. dendrorf]ous.

La funcionalidad  se analiz6  mediante  la obtencj6n  de  cepas  mutantes   del gen  CYC8.

Para ello se utiliz6 la t6cnica  de mutag6nesis por reemplazo g6nico que se basa en el

proceso  natural  de  recombinaci6n  hom6loga  de  la  celula  para  intercambiar  un  alelo

silvestre  por  un  alelo  modificado.  Esta  t6cnjca  ha  sido  previamente  validada  para  la

obtenci6n de mutantes de X.  dendrorf]ous (Alcaino y col, 2008;  Niklitschek y col, 2008)

y la caracterizaci6n funcional de los genes mutados.

En  el  caso  de  la  cepa  UCD  67-  385  no  hubo  dificultades  para  obtener los  mutantes.

Los  alelos  silvestres  fueron  reemplazados  por  m6dulos  de  resistencia  a  antibi6ticos

flanqueados  por secuencias que  permitieron  la  recombinaci6n  correspondiente.  Como

se  mencion6  anteriormente,  la  regj6n  modifjcada  coincide  con  el  DNA  que  codifica  la

regi6n   N-terminal   de   la   proteina   deducida,   lo   que   probablemente   provocaria   una

perdida de funci6n de la proteina.

En  el  caso  de  la  cepa  sobreproductora  AVHN2.4.8  se  desconoce  estrictamente  el

ndmero  de  copias  del  gen   Cyc8.   For  esto,   hubo  dificultad  para  determinar  si  el

mutante   AV.T8   obtenido   poseia   aun   una   copia   del   gen   silvestre.   Sin   embargo,

median{e analisis de PCR no fue posible detectar una region silvestre que si se detect6

repetidas  veces  en  la  cepa  parental  (Figura  9).  Sin  embargo,  al  analizar  una  regi6n

mas pequefia del gen, si fue posible detectar la presencia de un posible segundo alelo.

Lo  anterior  en   conjunto   con   el   dfastico  cambio  en   el  fenotipo   obtenido   (bastante

diferente del parental),  Ileva a  pensar que el posible segundo alelo  no seria identico al

mutado y aparentemente tampoco seria funcional.



64

A   simple   vista   notamos   diferencias   en   la   pigmentaci6n   de   las   cepas   mutantes

obtenidas,  principalmente en la cepa 385.T2ZeoR3. Ademas se observ6 claramente un

retraso  en  el  crecimiento  del  mutante  AV.T8  respecto  de  su  parental.  Considerando

que  Cyc8  es  un  co-represor  general  de  la  transcripci6n  y  funciona  en  coni.unto  con

diferentes  proteinas  regulando  la  expresi6n  de  diversos  genes,  es  de  esperar  que

mutantes  en  el  gen  correspondiente  en  X.  dendrorf)ous  tenga  efectos  pleiotr6picos

afectando distintos aspectos celulares, entre estos el crecimiento y la  carotenogenesis.

En  primera  instancia  se  analiz6  el  crecimiento  de  las  cepas  obtenidas.  Una  de  las

cualidades   positivas   de   X.   dendrorf]ous   es   su   crecimiento   relativamente   fapido

(Yamane y col,1997;  Frengova y Beshkova, 2009).  Por esto,  resulta favorable obtener

mutantes  cuya  tasa  de  crecimiento  no  se  retrase  respecto  de  la  cepa  silvestre.    La

cepa  mutante  385.T2  no  present6  diferencias  significativas en  el  crecimiento  respecto

de la cepa  silvestre.  Por otra  parte,   el  mutante homocigoto  /o}Jc8-/ cyc8-/ si  present6

un  leve  retraso en  el crecimiento  lo que se  reflej6 en  un tiempo generacional  mayor y

colonias  de  menor  tamafio  (Figuras   10  y  11).  En  contraste,  el  mutante  AV.T8  que

deriva de la cepa AVHN2.4.8,  mostfo un retraso significativo en el crecimiento respecto

a la cepa parental  (Figura  15) y un cambio en el tiempo generacional de  12,5 h  para la

cepa parental a 29,4 h en la cepa mutante.  Este resultado concuerda con lo observado

en  S.  cerev/.si.ae.  La  mutaci6n  cyc8 - en  esta  tlltima  levadura  genera  varios  cambios

fenotipicos y entre ellos se encuentra  un  retraso en el crecimiento (Limbach y Zitomer,

2000; Smith y Johnson, 2000; Schtiller, 2003).

La  cepa  AVHN2.4.8  es  sobreproductora  de  astaxantina  producto  de  una  serie  de

procesos  de  mutag6nesis  al  azar  con  NTG,  por  lo  que  se  desconocen  los  genes

afectados en esta cepa.  De acuerdo a lo anterior, es posible que la cepa AVHN2.4.8 se
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encuentre  "desregulada"  en  mas  de  un  proceso y que  ahadir una  mutaci6n  extra  que

ademas  puede  alterar  varios  aspectos,  resulte  en  un  fenotipo  tan  dfastico  como  el

observado  a  diferencia  de  lo  ocurrido  en  las  mutantes derivadas  de  la  cepa  UCD  67-

385 la cual es una cepa silvestre.

Existen  diversos  antecedentes  que  indican  que  la  carotenogenesis  esta  regulada  por

represi6n  catab6Iica  (Lodato  y  col,  2007;  Marcoleta,  2011a;  Marcoleta  y  col,  2011b;

Wozniak  y  col,  2011).   Dado  que  el  gen   Cyc8     de  X.   dendront)ous,   posiblemente

codifica  un  ort6logo  del  co-represor  transcripcional  Cyc8  (que  participa  en  represi6n

catab6lica) (Smith y Johnson, 2000;  Schtlller,  2003),  espefabamos que mutar este gen

provocara un aumento en  la  producci6n  de  carotenoides.  Efectivamente,  al analizar la

producci6n  de  carotenoides  de  las  cepas  385.T2  y  385.T2ZeoR3  al  ser cultivadas  en

medio   YM,   se   observaron   diferencias   significativas   respecto   de   la   cepa   silvestre.

Principalmente,  la  producci6n  de  carotenoides  en  la  mutante  385.T2ZeoR3  comienza

en  etapas  tempranas  de  crecimiento  y  es  continua  hasta  fases tardias.  Si  bien  en  la

cepa  385.T2  tambi6n  se  observan  diferencias  respecto  de  la  cepa  silvestre,  6stas  no

son  tan  evidentes  en  etapas  tempranas  de  crecimiento  (Figura  12).  Este  resultado

indica  que  probablemente  en  el  mutan{e  homocigoto  /a)/c8-/ cyc8-/  una  o  mas  rutas

metab6licas  no  estan   reprimidas  a  diferencia  de  la  cepa  silvestre,  provocando  un

aumento   en   la   producci6n   de   carotenoides   en   etapas   tempranas   de   crecimiento

cuando   la   glucosa   es   la   principal  fuente   de   carbono.   La   observaci6n  anterior  se

confirm6 al cultivar las cepas  UCD 67-385 y 385.T2ZeoR3 en  MMGlu2%  (Figura  14A).

En este caso se observ6 una  correlaci6n  directa entre la producci6n  de pigmentos y el

crecimiento   en   el   mutante,   mientras   que   en   la   cepa   silvestre   la   producci6n   de

carotenoides  se  hace  evidente  solo  a  partir  de  la  fase  exponencial  tardia  o  fase
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estacionaria temprana de crecimiento,  etapas donde se sabe que  la glucosa  presente

en el medio ha disminuido significativamente  (Lodato y col,  2007; Wozniak y col,  2011 ).

En  cuanto  a  la  producci6n  total  de  carotenoides  cibtenidos  al  final  de  la  curva  de

crecimjento   (en   medio   YM),   tambien   se   observaron   diferencias,   donde   la   cepa

385.T2ZeoR3  present6  un  contenido  de  carotenoides  significativamente  mayor que  el

mutante  heterocigoto  y la  cepa  silvestre  (Figura  12).    En  contraste  a  lo  observado  en

medio YM, al cultivar las cepas en MMGlu2%  no se observ6 una diferencia significativa

en  el  contenido final  de  carotenoides entre  el  mutante  homocigoto y  la  cepa  silvestre.

Considerando  que  el  medio YM  es  un  medio  complejo  que  ademas  de glucosa  al  1%

contiene  otros  componentes  y azdcares  (como  maltosa),  es  posible  que  se  mantenga

un cierto nivel de represi6n,  lo que impediria una producci6n mayor de carotenoides en

la  cepa  silvestre  durante  el  perl'odo  de tiempo  analizado  en  este  trabaj.o.  Ademas,  se

ha descrito  que  la  producci6n  de etanol  a  partir de  glucosa y el  posterior consumo de

este por parte de la  levadura,  estimula  la producci6n de carotenoides  (Marcoleta y col,

2011b).  En  medio  MMGlu2%  la  cantidad  de  etanol  producido    por  la  levadura  (~2  g/I)

(Wozniak, 2008)   es aproximadamente el doble que en medio YM (~1  g/I) (Lodato y col,

2007),  por  lo  que  esto  tambi6n  podria  provocar  una  diferencia  en  la  producci6n  de

pigmentos al cultivar la levadura en  medjo YM o MMGlu2%.

Por  otra  parte,   es  posible  que  exista  mas  de  un  mecanismo  de  regulaci6n  de  la

biosintesis  de  carotenoides  en  X.  dendrowhous  a  nivel  transcripcional,  ya  que  segdn

es{udios    transcript6micos    de    qRT-PCR    de    los    genes    carotenog6nicos    se    ha

demostrado  que  no  hay  una  relaci6n  directa  entre  su  transcripci6n  y  la  sintesis  de

pigmentos,  lo  que  sugiere  que  mecanismos  de    regulaci6n  post-transcripcional  y  /o

traduccional  estarian  involucrados  (Marcoleta y col  2011b).  Debido  a  lo  anterior,  mutar
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un  s6lo  componente  de  uno  de  los  posibles  circuitos  regulatorios,  no  seria  suficiente

para  obtener  un   cambio   muy  significativo  en   la   producci6n  de  pigmentos,   ya  que

exjsten  otros  factores,  aparfe  de  la  glucosa,  que  tambi6n  afectan  la  carotenog6nesis

como  por  ejemplo  la  presencia  de  especies  reactivas  de  oxigeno  (Schroeder  y  col,

1995), entre otros.

El  analisis  de  la  composici6n  de  carotenoides  revel6  pequehas  diferencias  entre  las

cepa silvestre y mutantes.  Sin embargo,  destaca una  mayor proporci6n de astaxantina

y  menor  de  P-caroteno  en  la  cepa  385.T2  en  comparaci6n  a  las  otras  dos  cepas  en

estadios tardios  de  crecimiento  (Figura  13).  Esto sugiere  una  mayor conversi6n  de  P-

caroteno   en   astaxantina.   Por  otra   parfe,   en   la   cepa   silvestre   no   se   detect6   el

compuesto   monociclico   OHK-toruleno   mientras   que   si   se   encontr6   en   las   cepas

mutantes,  lo  cual  puede  indicar que  uno  o  mas  genes  involucrados  en  la  sintesis  de

este compuesto  pueden  estar desregulados en  los  mutantes  (Figura  13).  En  contraste

a   lo   anterior,   al   crecer   las   cepas   UCD   67-385   y   385.T2ZeoR3   en   MMGlu2%

pfactjcamente no se observ6 diferencias en la composici6n.  excepto en etapas tardias

donde  el  contenido  de  astaxantina  fue  mayor  en  la  cepa  mutante,  lo  cual  concuerda

con  lo  obtenido  en  medio  YM  anteriormente  (Figura  13  y  14).  Esto  puede  deberse  a

una alteraci6n en la regulaci6n de uno o mas genes involucrados en los distintos pasos

de sintesis de carotenoides.

Finalmente, al evaluar cualitativamente la pigmentaci6n del mutante AV.T8, se observ6

la  presencia  de  dos fenotipos djferentes en  cuanto  a  la  pigmentaci6n  de  las  colonias,

encontfandose   colonia§   amarillas  y   rojo-anaranjadas.   Sorprendentemente   se   logfo

demostrar  mediante  analisis  de  PCR  que  ambos  tipos  de  colonjas  poseian  la  misma

mutaci6n   en   el   gen   Cyc8.   En   este   trabaj.o   se   comprob6   que   la   cepa   parental
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AVHN2.4.8, a pesar de poseer mutaciones al azar, es estable al crecerla en medio YM.

Esto  sugiere,  que  la  inestabiljdad  observada  en  el  mutante AV.T8  (cyc8-,. derivado de

AVHN2.4.8)  seria  consecuencia  de  la  mutaci6n  introducida  en  este  estudio.  Hasta  la

fecha,    variados   fenotipos    han    sido   asociados    con    la    mutaci6n    del    regulador

transcripcional  Cyc8  (Gancedo,   1998;  Limbach  y  Zitomer,  2000;  Schtlller,  2003).  Sin

embargo,   no   existen   antecedentes   claros   que   permitan   explicar   la   inestabilidad

provocada en la cepa AV.T8.  Considerando que esta cepa ademas porta mutaciones al

azar,  resulta dificil interpretar de forma  precisa el fen6meno   observado.

De  acuerdo  a  los  resultados  obtenidos  en  este  trabaj.o,  se  puede  afirmar que  el  gen

Cyc8  esta   involucrado   djrecta   o   indirectamente  en   un   mecanismo   regulatorio  del

proceso  de  biosintesis de  carotenoides en X.  dent/rowhous.  Estudios  previos advierten

la presencia de "cajas in/.g7" en las regiones promotoras de los genes carotenog6nicos

crf/,  crfyB  y  cris  (Marcoleta,  2011a;  Wozniak  y  col,  2011).  Dado  que  Migl   y  Cyc8

actdan  en  conjunto  para  llevar a  cabo  la  regulaci6n  por glucosa  (Schilller,  2003),  se

sugiere  que  el  cambio  en  la  producci6n  y  composici6n  de  carotenoides  en  las  cepas

mutantes  del gen  CYC8,  podria  ser el  resultado  de  una alteraci6n  en  la  expresi6n  de

los  genes  crf/,  crfYB y  cris.  Para  comprobar esta  hip6tesis,  considerando que  CYC8

actuaria como un represor de la transcripci6n, es necesario realizar estudios a nivel de

la  expresi6n  (mRNA) de dichos genes en  las  cepas  mutantes del  gen  CYC8.  Aun asi,

queda  mucho   por  estudiar  para  descifrar  completamente  c6mo  es  posible  que  el

producto  del  gen  Cyc8  influya  sobre  la  carotenogenesis  y  si  otros  factores  esfarian

actuando  en conjunto con el.
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5  PROYECCIONES

En   vista   de   lo   expuesto   anteriormente,   seria   interesante   continuar  estudiando   la

funci6n del gen  CYC8 de X. c/enc/ronf}ous a distintos niveles, entre ellos:

•       Evaluar   el   efecto   de   la   mutaci6n   de   este   gen   en   la   expresi6n   de   genes

carotenogenicos  y  genes  regulados  por  glucosa  a  nivel  de  mRNA  en  distintas

fases de crecimiento y en variadas fuentes de carbono.

•       ldentificar  los  genes  que  codifican   para   los  otros  factores   (Tupl   y  Snfl)  que

potencialmente tendrian un  rol en el mismo  mecanismo  regulatorio que la proteina

codificada   por   el   gen    Cyc8.   En   el   caso   de   encontrar   dichos   genes   seria

interesante  caracterizarlos  gen6tica  y  funcionalmente  de  manera  de  tener  una

visi6n   mss   completa   de   c6mo   este   mecanismo   podrl'a   estar   regulando   la

carotenog6nesis en X. c/endrorf)ous.

•       Evaluar  la  funcionalidad  del  gen   CYC8  mediante  ensayos  de  complementaci6n

heter6Ioga en cepas cyc8- de S. cerev/.s/.ae.
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6   CONCLUSIONES

•      De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible concluirque el gen  cyc8 dex.

c/endrowhous   codifica un potencial   co- represor transcripcional,  hom6logo del gen

CYC8 presente en  S.  cerev/.s/.ae y otras levaduras,   el cual tiene un efecto represor

sobre   la   producci6n   de   carotenoides,   principalmente   en   fases  tempranas   de

crecimiento.   Lo anterior se  desprende  de  los  resultados obtenidos,  ya  que,  en  el

mutante   homocigoto   (cyc8-/cyc8-)   se   observ6   un   aumento   significativo   en   la

producci6n  de  carotenoides,  ademas  de  cambios  en  la  composici6n  de  estos,  en

comparaci6n  con  la  cepa  silvestre.  Por  otra  parte,  este  mutante     present6  un

retraso  en el  crecimiento,  lo  que  tambi6n  se  ha descrito  para  mutantes  cyc8 - en

otros organismos.

•       Se obtuvieron  evidencias  que sugieren que la  carotenog6nesis  en x.  dent/rowhous

estaria  regulada,  al  menos  en  parte,  por  el  mecanismo  de  represi6n  catab6Iica

donde  el  factor  Cyc8  actuarl.a  como  un  co-represor  de  acuerdo  a   lo  descrito

previamente  en  otras  especies.  Lo anterior,  es  apoyado  por estudios  previos  que

demuestran que existe represi6n de la carotenog6nesis en presencia de glucosa.
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