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RESUREN

La  astaxantina  (3,   3'-dihidroxi-P,   P   caroteno-4,  4'-diona)   es  un  pigmento

carotenoide sintetizado por la levadura Xcz#£feopky//o77c)/ces c7ejqcJror¢oais, y su rol seria el

de proteger a la levadura contra el estr6s oxidativo. En este microorganismo, 1as cinco

ermimas involucradas en la biosintesis de astaxantina a partir de IPP estin codificadas

por los genes z.Jz. (isopentenil pirofosfato isomerasa), cr£E (geranil pirofosfato sintasa),

crflB  (fitoeno  -  P  -  caroteno  sintasa),  cr£T (fitoeno  desaturasa)  y  cr£S  (astaxantina

sintasa). No obstante, se conoce poco acerca de la regulaci6n de la carotenog6nesis en X.

de7zc77'orfeo#S.  En esta Tesis  se  estudi6 1a expresi6n de los  genes  de  carotenog6nesis  a

nivel  de  sus  mRNAs  y  su  correlaci6n  con  la  producci6n  de  astaxantina  y  sus

intermediarios,  utilizando  dos  fuentes  de  carbono,  una  fermentable  (glucosa)  y  otra

no fermentable (succinato). Se determin6 que en succinato la producci6n de pigmentos

es  aproximadamente  el  doble  que  en  glucosa  y  se  inicia  al  principio  de  la  fase

exponencial, mientras que en glucosa comienza en la fase estacionaria. Los genes  z.dz.,

cr£E y  crtis tienen un patr6n  de  expresi6n  similar  en  ambos  medios  de  cultivo.  En

cambio,  el patr6n de expresi6n de los genes cr£J y c7`fyB durante la fase estacionaria,

es diferente en ambas condiciones: en succinato, el nivel de los meusajeros altemativos

de estos dos genes son mayores que sus respectivos mensajeros maduros, mientras que

en glucosa la situaci6n es a la inversa.

La identificaci6n y cuantificaci6n por HPLC de los carotenoides producidos en

fermentaciones  en  medio  completo  (Yho  y  medio  minimo  con  succinato  (MM)



revelaron que el porcentaje de astaxantina es menor en YM que en MM (28 % y 87 %,

respectivanente)  1o  que  sugiere una menor actividad astaxantina sintasa en YM.  Sin

embargo, el gen de dicha enzima /cr#S/ se expresa en forma similar en ambos medios.

La diferencia mas notoria en cuanto a la expresi6n de los genes de carotenog6nesis en

YM y MM es en el mensajero altemativo del gen cr£T, la cual es menor en YM que en

MM. No es posible establecer rna correlaci6n cuantitativa entre el nivel de expresi6n de

los genes de las enzimas carotenog6nicas y el nivel de los carotenoides producto de su

actividad, asf como tampoco rna correlaci6n temporal entre los mismos. Esto sugiere

que podr'a existir alg`in mecanismo de regulaci6n post-transcripcional.

En este trabajo se demostr6 que al agregar etanol al 0,2 0/o v/v a un cultivo en

fase estacionaria,1os carotenoides armentan un 31 °/o respecto al cultivo sin etanol y se

induce selectivamente la expresi6n de los genes exclusivos de la carotenog6nesis cr£T,

crfyB y c7`tis, mientras  que los  genes  z.dz. y cr£E,  que  ademas participan  en otras vfas

metab61icas, no aumentan su expresi6n luego de la adici6n de este alcohol. `

Por otra parte, 1os datos experimentales acerca de la expresi6n de los genes de

carotenog6nesis contrastan con los datos del analisis bioinformatico  de las  secuencias

promotoras de tales genes. No se encontraron secuencias de regulaci6n por oxigeno ni

por fuentes  de  carbono  no  fermentables.  Sin embargo,  se  encontraron  secuencias  de

uni6n al factor Migl, el cual reprime la expresi6n de los genes blanco en presencia de

91ucosa. El hallazgo de secuencias de uni6n al factor Migl en los genes c7'jJ y crfFT en

ubicaciones similares respecto al cod6n de inicio de la traducci6n, asi como la expresi6n

diferencial de los mensajeros altemativo y maduro de los mismos, sugieren que estos

genes podr'an tener un.rol regulatorio en la via carotenog6nica.
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ABSTRACT

Astaxanthin (3, 3' - dihydroxy-, P carotene4, 4' - dione) is a carotenoid pigment

synthesized by Xcz7c£¢opky//om);ces c7e7qc7rorfeoz{S, with a possible role in protecting the

yeast against oxidative stress. The genes that encode for the enzymes involved in the

biosynthesis   of  astaxanthin   in  this   yeast   include   I.dz.   (isopentenyl  pyrophosphate

isomerase),  cr£E  (geranyl  pyrophosphate  synthase),  crfyB  ®hytoene  -  P  -  carotene

synthase), cr£J ®hytoene desaturase) and cr£S (astaxanthin synthase). However, there is

a lack of information about how carotenogenesis is regulated in X. c7e77c7ro7:feoe4S. h this

thesis, the process of carotenogenesis concerning the mRNAs of these genes and their

correlation   with   astaxanthin   and   intermediate   carotenoids   was   studied   using   a

fermentable carbon source (glucose) and a non-fementable one (succinate). Previously,

it was determined that in succinate, carotenoid production is approximately two-fold that

in glucose and starts at the beginning of the exponential phase whereas  in glucose it

starts later, at the stationary phase. The genes z.c7z., cJ.£E and crtis have a similar pattern of

expression in both media. However, the expression pattern of the genes cr£J and crfyB is

different in both conditions: in succinate, the level of the altemative mRNAs of these

genes is hister than their respective mature mRNAs, whereas in glucose the level of

mature mRNAs is higher.

The identification and quantification by IIfLC of the carotenoids produced in

fementatious in complete culture medium (Yho and in minimal medium Q4no with

succinate, revealed that the percentage of astaxanthin is lower in YM than in MM (28 %

and  87  %,  respectively),  suggesting  a  lower  astaxanthin  synthase  activity  in  YM.
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Nevertheless, the cr¢S gene is expressed in a similar way in both culture media.  The

most evident difference in the expression of the carotenogenesis genes in YM and MM

lies in the altemative messenger of the gene er£J, which is lower in YM than in MM. It

was not possible to establish a quantitative correlation between the level of expression of

carotenogenic  enzymes  and the  level .of carotenoids,  which  are  the product  of their

activity,  as well as  a temporal correlation between them,  suggesting that some post-

transcriptional regulatory mechanism could exist.

h this work it was demonstrated that the addition of 0,2 °/o (v/v) ethanol to a

culture in stationary phase increased carotenoid prodrction up to 31  °/o with respect to

the culture without ethanol, and the expression of the exclusive carotenogenic genes c7'£J,

crfyB and crtis is selectively induced, whereas the genes I.dz. and cr£E that participate in

other metabolic pathways, do not increase their expression after ethanol addition.

On the  other hand,  the  experimental  data  on the  expression  of carotenogenic

genes contrasts with the data obtained by bioinformatic analysis of promoter sequences

of such genes. Regulating sequences by oxygen or by non-fermentable carbon sources

were not found. Nevertheless, sequences which bind the Migl  factor, which represses

the expression of target genes in the presence of glucose were found.. This fmding in

genes cr£J and crfyB in similar locations regarding the translation start-codon, as well as

the differential expression of the mature and alternative mRNAs of these genes, suggests

that they could have an important regulatory role in the carotenogenic pathway.
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1. INTRODUCCI0N

1.1. Carotenoides : estrucfura, propiedades y funciones.

Los  carotenoides  son un grupo  de pigmentos  naturales  que  cumplen rna  gran

diversidad  de  funciones  biol6gicas  en  pricticamente  todos  los  organismos  (Britton,

1995).   Son   sintetizados   por   organismos   fotosint6ticos   y  no   fotosint5ticos,   tanto

procariontes  como  eucariontes, mientras  que los  animales  deben incoxporarlos  con la

dicta (Armstrong, 1994; Armstrong, 1997; Britton, 1998). Si bien se ha descrito rna gran

variedad de compuestos  (mas  de  600),  todos  ellos presentan caracten'sticas  quinicas

comunes:  estructura  sim6trica  poli-isoprenoide,  con  una  larga  cadena  alifatica  con

dobles  enlaces  conjugados.  Esta  estructura basica puede  ser modificada  de  diversas

fomas, tal como la adici6n de grupos oxigenados,  entre otras. Los carotenoides cuya

estructura  es  una  cadena  hidrocarbonada  con  extremos  ciclicos  o  no   cfclicos   se

denominan   carotenos,   mientras   que   aquellos   que   tienen   grupos   oxigenados   se

denominan xant6filas.

Los intensos colores amarillo, rojo y naranjo de estos pigmentos se originan por su

capacidad de absorber la luz entre los 400 y 500 nm, que les otorga funciones esenciales

en  organismos  fotosint6ticos.  Por  un  lado,  colaboran  en  los  sistemas  antena  en  la

captaci6n de luz mediada por la clorofila, pero anin m5s importante es su capacidad de

disipar el exceso de radiaci6n que puede pasar al oxfgeno, produciendo una forma t6xica

denominada estado  singlete  o  singulete  (]02)  (Armstrong,  1997;  Britton,  1995).  Otra

caracten'stica de los carotenoides, que ha despertado gran inteies por su repercusi6n en



2

la salud humana, es su capacidad de reaccionar con radicales derivados del oxigeno los

cuales producen dafio oxidativo en el DNA y proteinas (Valko y cols., 2006).

La  naturaleza  hidrofobica  y  la  estructura  de  los  carotenoides  detemiinan  su

localizaci6n  en  membranas  y  su  orientaci6n,  respectivamente.  De  esta  forma,  1os

carotenos  hidrocarbonados  como  el  J3-caroteno  o  el  licopeno,  permanecen totalmente

denfro de la bicapa lipfdica,  mientras que los que tienen sustituyentes polares (como por

ejemplo  la  zeaxantina)  se  encuentra  atravesando  la  bicapa  lipfdica  con  sus  grupos

polares  hacia  el  exterior  de  la membrana,  confiri6ndole  mayor  rigidez  y resistencia

mecinica (Gruszecki, 1999; Young y Lowe, 2001). As{,1a presencia de carot'enoides en

membranas   biol6gicas   tiene  un  profundo   efecto   en  la  fluidez,   pemeabilidad  y

protecci6n contra estr5s oxidativo de las mismas a3ritton,  1995). Finalmente, dentro de

sus funciones biol6gicas, los carotenoides pueden ser precursores de otros metabolitos

como vitamina A, acido retinoico (regulador del crecimiento celular), retinal (crom6foro

de pigmentos visuales) y acido absfcico qomona vegetal) (Armstrong, 1994; Rock and

Zeevaart,1991; Britton,1998).

ha astaxantina (3, 3 '-dihidroxi-J3, B-caroteno-4, 4'-diona) es un carotenoide del

grupo de las xant6filas de gran inter6s biotecnol6gico ya que debe suministrarse en el

alimento de salm6nidos criados en cautiverio. Esto se debe basicamente a que el salm6n,

asi  como  otros  animales,  no  sintetiza  astaxantina  c7e  7zovo,  raz6n  por  la  cual  debe

ingerirla en la dicta para que su came adquiera la coloraci6n adecuada requerida por los

cousumidores  Qliguera-Ciapara y cols., 2006).  La astaxantina es  sintetizada por unos

pocos  microorganismos  tales  como  bacterias  marinas  (497iobczcterz.#7"  cz2fr&7cfz.crccf",
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Psre#c7o7#o7!czS  sp.  y F/cn/obczcferz.cf7#  sp)  (Liaaen-Jeusen,  1998),  el  alga ZZcze7%crfococc#F

plavialis  ajore:r]z y  Crysowski, 2fJOvly  y  +a LeIvtrdNIa. Xanthopkyllomyces  dendrorhous

(Andrewes y cols.,  1976). Las rfuicas potenciales fuentes naturales de astaxantina son la

levadura JY.  c7e#c7ro7:¢ozfs y el alga unicelular A.  p/ovz.cz/is. Estudios recientes mostraron

que la productividad de astaxantina (Pg / g de biomasa) es mayor en A. p/cfvz.cz/is que en

X.  cJerzc7ro7.faoz{S  @ominguez - Bocanegra y cols.,  2007).  Ademds,  a  diferencia  de .X

c7enc7rorfeo#S, A. pJ#i/z.cz/z.s, es un organismo muy exigente en cuanto a las condiciones de

cultivo para alcanzar una elevada pigmentaci6n, los sustratos para su crecimiento son

mds  costosos,  crece  m5s  lento  y  se  contamina  facilmente  con  protozoos.  Por  estas

razones,  la  levadura JF.  c7e#c7rar¢oc4s resulta atractiva  como  modelo  de  estudio  de  la

carotenog6nesis para la producci6n de astaxantina natural.

1.2.  X¢»£feopkyJ7oz»j7ces de»d7.o7rfeozfs y producci6n de carotenoides.

.Xl.    cJe#c7ro7i7Zo#s   (Golubev,    1995)   es   una   levadura   basidiomicete   que   fue

inicialmente  aislada  de  exudados  de  drboles  de  regiones  montafiosas  y  frias  del

hemisferio nolte (Johnson, 2003). Recientemente fue aislada tambi5n de hongos de la

Patagonia Argentina a,ibkind y cols., 2007). X. c7ejqc7ro7ifeoz4S sintetiza astaxantina como

principal  carotenoide  (Andrewes  y  cols.,   1976)  y  es  la  Tinica  entre  las  levaduras

carotenog6nicas, capaz de fementar la glucosa con producci6n de etanol.

El desarrollo comercial de .¥.  c7e7cc7ror4oefS como fuente natural de astaxantina es

aiin inviable debido a la baja producci6n de pigmento en las cepas silvestres. Este hecho,

ha  motivado  el  desarrollo  de  nuevas  variedades  que  puedan  producir  un  mayor
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contenido de astaxantina mediante mutag5nesis con luz ultravioleta (Retamales y cols.,

1998)  o agentes quinicos como nitrosoguanidina y etil-metano-sulfonato  (An y cols.,

1989; Lewis y cols.,  1990; An,  1997; Eon y cols.,  1997; Retamales y cols.,  1998).  Sin

embargo,  1a  mutaci6n  al  azar  ha  generado  efectos  no  deseados  como  inestabilidad

gen6tica, falta de reproducibilidad en fermentaciones industriales, y rna disminuci6n en

la producci6n de biomasa de las cepas sobreproductoras en comparaci6n con las cepas

silvestres (Johnson y Schroeder,  1995). Por otra parte, se han estudiado las condiciones

de   cultivo   que  permiten  una  mayor  velocidad  de   crecimiento   y  producci6n  de

astaxantina tanto en cepas silvestres como mutantes. De esta forma, se ha determinado el

efecto del pH Qlu y cols., 2006), concentraci6n de glucosa ¢Iu y cols., 2005; Yamane y

cols., 1997), concentraci6n de las fuentes de carbono y nitr6geno Glores-Cotera y cols.,

2001),  aireaci6n del cultivo y transferencia de oxigeno  (Yamane y cols.,  1997;, Liu y

cols., 2006) y de la luz (An y Jolmson, 1990). No obstante que los trabajos mencionados

ham aportado informaci6n util en cuanto a la fisiologia de la levadura, la aplicaci6n de

t5cnicas tradicionales  como mutag6nesis al azar y optimizaci6n de las condiciones de

cultivo   no   han   conducido   a   resultados   satisfactorios   desde   el   punto   de   vista

biotecnol6gico  o  industrial.  Sin  embargo,  el  reciente  aislamiento  de  los  genes  que

codifican  las  enzinas  de  la  ruta  de  biosintesis  de  astaxantina  permite  rna  nueva

aproximaci6n al problema. El conocimiento de los mecanismos de regulaci6n de la vi'a

carotenog6nica sera un aporte fundamental, aplicable a la producci6n de astaxantina a

partir de fuentes naturales como X c7e#c7ro7ifeocfs.
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1.3. Gen5tica molecular de la sintesis de carotenoides en X de#drorfeows.

La  Figura   1   muestra  la  ruta  de  biosintesis   de  carotenoides,   estrechamente

vinculada a la ruta de sintesis de isoprenoides. Esta comienza tempranamente con la via

del  mevalonato:  3  mol6culas  de  acetil-CoA  se  condensan  para  formar  mevalonato.

Luego  el mevalonato  da lugar  a  la formaci6n  del metabolito  central  de  5  carbonos

denominado  isopentenil  pirofosfato  (HP)  que  es  el  precursor  general  de  todos  los

isoprenoides  (Visser  y  cols.,  2003).  La  biosintesis  temprana  y  no  espeoffica  de  los

carotenoides comienza con la isomerizaci6n del IPP a dimetilalil pirofosfato @MAPP),

paso  reversible  catalizado  por  la  erizima  IPP  isomerasa.  En A  c7enc7rorifeocfLr,  se  ha

aislado un gen (z.dz.) y el CDNA correspondiente que codifica para esta enzima Qcajiwara

y cols.,1997).

El siguiente paso de la ruta es la sintesis del precursor de 20 atomos de carbono

geranilgeranil pirofosfato (GGPP), por la adici6n secuencial de tres mol5culas de IPP al

DMAPP  Q]igura  1).  Este  paso  esta  catalizado  por  la  enzima  GGPP  sintasa.  En X

c7e#c7rorrfeo#S, se ha aislado el CDNA del gen cr£E que codifica para esta enzima aatente

W09723633 y en nuesfro laboratorio se dispone de su versi6n gen6mica y de su CDNA).

La  sintesis  de  fitoeno  a partir de  la condensaci6n de  dos  mol5culas  de  GGPP,  es  el

primer paso espeoffico en la sintesis de carotenoides, controlado por el gen crfyB cuyo

producto  es la enzima bifuncional fitoeno-J3-caroteno  sintasa (Verdoes y cols.,  1999a;

Alcaino,   2002)   Q7igura   1).   El   gen  que  codifica  esta  novedosa  clase   de   enzina

carotenog6nica es propio de bongos y ha sido tanibi6n aislado en ascomicetes como
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Figura   1:   Ruta   de   biosintesis   de   carotenoides   de   Jr.   cJenc7ror¢o"a   diciclica   y
monocfclica.   IPP,   isopentenil-pirofosfato.   DMAPP,   dimetil-alil   pirofosfato.   GGPP,
geranilgeranil-pirofosfato.   Los   carotenoides   estin   sefialados   en   anaranjado.   Los
intemediarios  de  las  reacciones  de  carotenogenesis  estin  sefialados  en  azul.   Las
enzimas de la via estin sefialadas en rojo y entre par6ntesis se indica el nombre del gen
correspondiente. Adaptado de Verdoes y cols. (2003).
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Ive#rasporcr   crciSL§cr   (Arrach   y   cols.,   2002),   y   zigomycetes   como   PkycoJ7cj;ces

blakesleeanus (Arralch y cobs., 200L) y Mucor circinelloides QJctayos y c;ds., 2;000D.

El siguiente paso en la ruta de sintesis cousiste en 4 desaturaciones sucesivas del

fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima fitoeno desaturasa G]igura 1).

En JF. c7e77c7ro7rfeo#S, se ha aislado el gen cr£T que codifica para esta enzima y tambi6n su

CDNA (Verdoes y cols.,  1999 b; Le6n, 2000). En bongos, 1a enzima fitoeno desaturasa

cataliza las 4 reacciones de desaturaci6n. En plantas, 1as desaturaciones estin catalizadas

por dos enzinas: fitoeno desaturasa y €-caroteno desaturasa qirschberg,1998). A partir

de la sintesis de neurosporeno o licopeno, se genera la enorme diversidad de estructuras

quinicas  que  caracterizan  a  los  carotenoides,  y  por  consiguiente,  existe  una  gran

diversidad de enzimas que modifican la estructura b5sica Qlirschberg, 1998).

En el caso de X.  c7e#djio7i¢o#S, 1a ruta de biosintesis continda con la ciclaci6n de

los  extremos  del  licopeno  para  dar  B-caroteno,  reacci6n  catalizada  por  la  enzima

bifuncional .fitoeno-B-caroteng sintasa, producto del gen crfyB. Esta enzima posee dos

dominios, uno con actividad fitoeno sintasa ubicado en la regi6n carboxilo terminal, y un

dominio licopeno ciclasa ubicado en la regi6n amino teminal (Sieiro y cols., 2003). En

eubacterias,   algas   y   plantas   esta   reacci6n   es   llevada   a   cabo   por   una   enzima

monofuncional   llamada   licopeno-J}-ciclasa   codificada  por   los   genes   cr££   o   c7'£y,

dependiendo del organismo. La infomaci6n obtenida hasta el momento permite postular

que la clase rfuica de enzima fitoeno-B-caroteno sintasa fue adquirida en forma temprana

en la evoluci6n de los hongos, antes de la separaci6n de los tres grupos taxon6micos

zigomicetes, ascomicetes y basidiomicetes.
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Finalmente,  al J}-caroteno  se  adicionan grupos  ceto  en las posiciones  4 y 4',  y

adem5s es hidroxilado en las posiciones 3 y 3 ', dando lugar a la astaxantina Q]igura 1).

Como  consecuencia  de  estas  reacciones,  se  forman  3   intermediarios:   equinenona,

hidroxiequinenona y fenicoxantina. Todas estas reacciones son catalizadas por la enzima

astaxantina sintasa la cual es codificada por el gen crjs (Ojima y cols., 2006). Este gen

codifica para rna enzima tipo  citocromo P450 hidroxilasa que  cataliza la adici6n de

grupos ceto e hidroxilo al J}-caroteno para convertirlo en astaxantina. En ff. p/ovz.cz/z.a, se

han  aislado  dos  genes  distintos  que  codifican las  actividades hidroxilasa y oxigenasa

respectivamente (Cunninstam y Gantt, 1998; Linden, 1999). Paralelamente, la levadura

produce cantidades menores de carotenoides monoofclicos como toruleno e hidroxi-ceto-

toruleno (HDCO) (An y cols.,  1999). EI HDCO es un carotenoide monocfclico que se

prodrce por desaturaci6n del gama caroteno por la enzina fitoeno desaturasa (crfj) para

formar toruleno  y la posterior adici6n de  grupos  ceto  e hidroxilo  al toruleno  por la

enzima astaxantina sintasa. La competencia por el 1icopeno entre la desaturasa (cr£D y la

ciclasa (c7.fra) regulan'a el flujo metab61ico hacia HDCO o hacia astaxantina.

1.4. Regulaci6n de la biosintesis de carotenoides.

Se  conoce  poco  acerca  de  la  regulaci6n  de  la  expresi6n  de  los  genes  de

carotenog6nesis en .F.  c7e7cc7ro7ifeociS.  Se ha sugerido que el rol de la astaxantina en esta

levadura podrl'a ser el de proteger a la c5lula del dafio oxidativo producido por especies

reactivas  de  oxfgeno  alos)  o  por radicales  per6xido  ai-02)  (Schroeder y Johnson,

1993; Schroeder y Johnson, 1995 b). Estos compuestos alteran la cantidad de pigmentos

en la c6lula (Liu y Wu, 2006) pero no se sabe si la expresi6n de los genes que controlan
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a  las  enzimas  carotenog5nicas  se  ve  afectada  por dichos  compuestos.  Uno  de  ellos,

conocido como oxfgeno singulete (102) aumenta la producci6n de pigmentos, mientras

que  el  radical per6xido  la  disminnye  por  degradaci6n  oxidativa  de  los  carotenoides

(Schroeder y Johnson,  1995  a).  Estas observaciones sugieren una regulaci6n de la via

carotenog6nica  de  tipo  inhibici6n  por  el  prodrcto  final  astaxantina.   Otro  posible

mecanismo de regulaci6n de la carotenog5nesis fue descrito en nuestro laboratorio y se

relaciona  con un tipo  de procesamiento  de  los  transcritos  de  los  genes  cr£J y  crfyB

conducente  a la formaci6n  de  mRNAs  altemativos,  que poseen  codones  de  t5rmino

prematuros de la traducci6n y por lo tanto no producin'an proteina activa (Lodato y cols.,

2003). I,a relaci6n mRNA maduro/inRNA altemativo del gen cr£T disminuye con la edad

de los cultivos, al igual que el contenido celular de carotenoides.

Por  otra  parte,  X  c7e7gc7ro7.feoc{S  es  la  iinica  levadura  carotenog5nica  capaz  de

fementar  glucosa  y  producir  etanol,   el  resto   de  las  levaduras  pigmentadas   son

estrictamente  aerobias.  Luego  que  la  fermentaci6n ha terminado,  los  compuestos no

fementables  producidos  durante  la  fermentaci6n  son  metabolizados  asnickeberg  y

Dickinson, 2004). Adicionalmente, JF. c7e7!c7ro7ifeo"s puede utilizar ciertos compuestos no

fementables como succinato, como iinica fuente de carbono y energi'a (Golubev, 1995).

En la Figura 2 se muestra un esquema del metabolismo de la fuente de carbono y su

relaci6n con la producci6n de carotenoides.  Muchos de estos compuestos como etanol,

glicerol  o  acetato,  son  producidos  y  excretados  al  medio  durante  el  metabolismo

fementativo.  Para poder crecer con  este tipo  de  compuestos,  como iinica  fuente  de

carbono y energia, las c6lulas deben obtener NADPH y varios intemediarios para la
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Figura 2: Utilizaci6n de la glucosa, etanol y succinato esquematizadas en base a lo que
sucede en S. cerevisiae.
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biosintesis reductora, entre ellos piruvato, por medio de la ruta gluconeog6nica (Walker,

1998).  El piruvato puede ser transformado  en acetil-CoA,  el cual alimenta la ruta de

biosintesis de carotenoides. Uno de los productos mds comunes de la fermentaci6n es el

etanol,  que  es  metabolizado  en la  via  gluconeog6nica.  En primer lugar  el  etanol  es

oxidado  a  acetaldehi'do  y  luego  este  es  transfomado  en  acetate.  Posteriormente  el

acetate   es   convertido   en   acetil-CoA,   el   cual   puede   ser  utilizado   para  producir

mevalonato  y  posteriormente  carotenoides   Q]1ores  y  cols.,   2000).   Muchos   deidos

orginicos  como  el    succinato  son  metabolizados  por  medio  del. ciclo  de  los  acidos

tricarboxilicos (TCA). La utilizaci6n de este tipo de compuestos tanbi5n conduce a la

formaci6n de piruvato, y posteriormente a acetil Co-A arfuckeberg y Dickinson, 2004).

Yamane y cols. (1997) establecieron que durante el metabolismo fermentativo la tasa de

producci6n de astaxantina disminuye y que durante el metabolismo aerobio, aumenta.

Johnson y Lewis (1979) tambi6n observaron que un exceso de glucosa y rna reducida

disponibilidad de oxfgeno, disminuyeh la producci6n de carotenoides.

Los resultados  obtenidos  en nuestro  laboratorio  indican que  la producci6n de

carotenoides  se induce  cuando  la glucosa se  agota en el medio  de  cultivo  y cuando

comienza a utilizarse el etanol (no fermentable) que se produce por fermentaci6n de la

91ucosa en la fase exponencial de crecimiento (Lodato y cols., 2007). Gu y cols. (1997)

demostraron  que  la  adici6n  de  etanol  a  cultivos  de  .X.  c7e7qc7rorfeoc!s  en  medio  YM

aumentaba la producci6n de pigmentos en cepas mutantes. En nuestro laboratorio hemos

determinado  que  los  niveles  de  etanol  alcanzados  en  medio  YM  suplementado  con

91ucosa fueron de aproxinadamente 2 g/1 mientras que en medio YM sin glucosa, en los
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cuales la pigmentaci6n es muy baja, 1os niveles de etanol fueron de solamente 0,2 g/I.

Estos resultados sugieren que el etanol podr'a estar relacionado con la carotenog6nesis.

La regulaci6n de la carotenog6nesis ha sido mas  intensarnente estudiada en H.

p/„i;z.cz/is. La sintesis de astaxantina en dicho organismo se induce bajo condiciones de

estr6s como un exceso de iluminaci6n, deficiencia de nitr6geno y estr6s salino. En estas

condiciones aunenta el nivel de los meusajeros  para IPP isomerasa (Sun y cols., 1998),

fitoeno  sintasa (Steinbrermer y Linden, 2001),  fitoeno  desaturasa (Grmewald y cols.,

2000), J3-caroteno hidroxilasa (Linden, 1999; Steinbrenner y Linden, 2001) y J3-caroteno

oxigenasa  (Sun  y  cols.,   1998).  Con  respecto  a  X   c7e72c7ro7ifeo#S,  se  observ6  que  la

expresi6n de los mRNAs de los genes de carotenog5nesis se induce cuando se agota la

91ucosa y comienza a aparecer etanol en el medio de cultivo.

En  base   a  lo   anteriormente  expuesto,   se  puede   decir  que   la  sintesis   de

carotenoides es un proceso complejo que estarl'a regulado a varios niveles. En primer

lugar,  1a  expresi6n  de  los  genes  que. codifican  a las  enzimas  carotenog5nicas  estari'a

regulada  a  nivel  transcripcional  en  etapas  tempranas  del  ciclo  de  crecimient.o,  en

respuesta a factores definidos por las condiciones metab61icas. Posteriolmente, actuari'an

mecanismos  de  regulaci6n  post-transcripcional  como  el  procesamiento  altemativo  y

post-traduccional, posiblemente en respuesta a niveles de estr6s oxidativo y/o inhibici6n

por producto, lo cual dari'a lugar a la sintesis de carotenoides.
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HIPOTESIS

El metabolismo  aerobio favorece la producci6n de carotenoides. Puesto  que la

inducci6n de la expresi6n de los genes de carotenog6nesis coincide con el agotamiento

de la glucosa y con la aparici6n de etanol en el medio de cultivo, y que bajo condiciones

de metabolismo  aerobio  se  observa un perfil de  carotenoides intermediarios  de la via

biosint6tica diferente al observado durante el metabolismo fermentativo se postula que:

En JF.  c7ergc7ro7~feoe4S  la  expresi6n  de  los  genes  de  carofenog5nesis  y  la  coordinaci6n

funcional de sus enzimas ocurriri'a antes de la inducci6n de la sintesis de pigmentos y

dependen'a  del tipo  de metabolismo y de la fase del  ciclo  de  crecimiento  en que  se

encuentran las c6lulas.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar  la  organizaci6n  gen6mica funcional  de  los  genes  estructurales  de  la

carotenog6nesis y los mecanismos de regulaci6n que operan en la sintesis de astaxantina,

a nivel  de  los  mRNAs  de  dichos  genes y pigmentos producidos  durante  el  cicl.o  de

crecimiento de .X  c7e77c7ro7i7Zoz4s.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-   Estudiar el proceso de carotenog5nesis a nivel de los mRNAs de los genes estructurales

de la carotenog6nesis y su correlaci6n con los pigmentos producidos utilizando una

fuente de carbono fermentable y una no fermentable en un medio quinicamente

definido.

2-   Estudiar las condiciones de cultivo en que ocune la inducci6n de la biosintesis de

carotenoides.

3-  Analizar, mediante herramientas bioinfom5ticas, la regi6n promotora de los

genes estructurales de carotenog6nesis con el objetivo de encontrar secuencias comunes

que sugieran un posible mecanismo de regulaci6n de los mismos.
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2.1. Cepa utilizada y condiciones de. cultivo.

La cepa de .X. c7er7c77iorfeozfs utilizada en este trabajo fue la cepa silvestre UCD 67-

385 (ATCC 24230) la cual fue obtenida del American Type Culture Collection (ATCC).

2.1.1. Cultivo en matraces.

X  c7e7!c7ro7-feoejS se cultiv6 en matraces de 250 ml con 50 ml de medio YM con la

siguiente composici6n:  0,3  % de extracto de malta, 0,5 % de bactopeptona, 0,3  °/o de

extracto de levadura y glucosa al 1  % (An y cols.,  1989). En los cultivos realizados con

las  otras fuentes de carbono  se sustitny6 la glucosa por   glicerol al  1  %,  succinato  o

xilosa.  I,os  cultivos  se  mantuvieron  por  5-7  dr'as  a  200  rpm  y  22  °C.  I,os  cultivos

descritos  en el punto  3.4   fueron realizados  en matraces  con 200  ml  de medio  YM

succinato y con suministro de aire directanente al medio de cultivo de  1;  7,4 y 18,4

1/inin.

2.1.2. Cultivo en fermentador.

ha cepa silvestre de .X. c7e77c77iorfeocfs se creci6 en un fermentador Qfew Brunswick)

y  se  colectaron  muestras  a  distintos  tiempos  para  extraer  carotenoides,  determinar

biomasa  y  extraer  RNA  total.  Se  prepar6  un  pre-cultivo  en  un  matraz  de  1  1  con

hendiduras conteniendo 400 ml de medio el cual fue inoculado con 4 ml de un cultivo de

2 dr'as. El fermentador con 9,5 1 de medio y 450 ut de antiespuniante de silicona (1520

EU, Dow Coming) se inocul6 con 500 ml del pre-cultivo. La temperatura se control6 a
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22 °C ± 1 °C y la agitaci6n fue de 300 Ipm. Se inyect6 aire est6ril a una velocidad de 13

I/inin. Las muestras para extracci6n de carotenoides y RNA se centrifugaron a 1.300 x. g

durante 10 rim para obtener los sedimentos celulares, los cunles fueron inmediatamente

congelados en nitr6geno liquido y almacenados a - 70 °C hasta su procesamiento. Para la

fermentaci6n en YM sin glucosa, el fermentador fue inoculado con 500 ml de medio de

cultivo y el aire fue mantenido en un flujo de  13  I/ min. Luego de comprobar que la

deusidad  6ptica  se  mantiene  constante  por  al  memos  3  determinaciones  seguidas  a

intervalos de entre 6 y 10 h (aproximadamente 19 h), se adicion6 etanol al cultivo.

2.2. T6cnicas de biologl'a molecular.

2.2.1. Extracci6n de RNA total de X de#drorfeo#s.

Se  realiz6  de  acuerdo  al  m6todo  descrito  por  Chomczynski  y  Sacchi  (1987),

modificado para X. c7e7zc7rorfeows. Se adicionaron al sedinento celular proveniente de 12-

40  nil  de  cultivo,  5  ml  de  soluci6n  de  Chomczynski  con  fenol  (soluci6n  Ch-P)

(Chomczynski y Sacchi, 1987) junto con 3 ml de perlas de vidrio (Sigma, 425-600 Ira).

La ruptura de las c61ulas se realiz6 por agitaci6n en v6rtex a maxima velocidad por 5

min. La mezcla se incub6 por 10 min a temperatura ambiente y luego se agregaron 0,2

ml de cloroformo por cada ml de soluci6n Ch-P. Se agit6 manualmente y se incub6 a

temperatura ambiente por 5 min. Luego se centrifug6 a 12.100 x g y la fase acuosa se

pas6 a un tubo est6ril. Esta fase acuosa fue lavada 2 veces con fenol-clorofomo para

eliminar posibles restos celulares y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo est5ril

donde se agreg6 un volunen de isopropanol. Se incub6 durante toda la noche .a - 20 °C y
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1uego el RNA se precipit6 por centrifugaci6n a  12.100 x g durante  10 min a 4 °C. EI

precipitado de RNA se lav6 con 1 ml de etanol 75 %. EI RNA se resuspendi6 en agua

(tratada  con  DEPC)  y  luego  se  almacen6  a  -  70  °C.  La  concentraci6n  de  RNA  se

determin6 espectrofotom6tricamente a 260 nm y la integridad del RNA se analiz6 por

electroforesis en geles de agarosa desnaturantes (Sanbrook y Russell, 2001).

2.2.2. Transcripci6n reversa alT).

La reacci6n RT se efectu6` en un volumeh de 20 prl con 3 o 4 Hg de RNA total, 75

pmol  de  oligodTi5.18 ,  0,5  mM  de  dNTPs  y 200 U de  transcriptasa reversa M-MIJV

Q]ermentas). La mezcla de reacci6n se incub6 por 60 min a 42 °C y luego se calent6 10

min a 65 oc.

2.2.3.   Amplificaci6n   per   PCR  para  determinar   los   niveles   relativos   de   los

mensajeros de carotenog6nesis.

Los partidores que se disefiaron para la detecci6n de los cDNAs de los distintos

genes se muestran en la Tabla 1. Las secuencias de los partidores se disefiaron seglin las

secuencias publicadas  de la cepa CBS  6938  y las  de la cepa UCD  67-385  (Alcaino,

2002; Le6n, 2000). Los nlimeros de acceso de la base de datos GenBank de los genes

cuya expresi6n se analiz6 en esta Tesis son: czcZ, X89898; crfE DQ012943; z.dz., Y15811;

c7'£J, DQ028748; c7'fyB, DQ016503; artis, DQ002006.
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Tabla 1. Partidores utilizados
Gen Partidor •Secuencia 5 'i3' (I) Localizaci6n {Z)
actertlertyBcrtEz.dz.asf ACT3 F  actcctacgttggtgacgag Entre  ex6n  4-5                                     (1345)

ACT4 R  tcaagtctcg.accggccaag Exon   5                                                                (1801)

CRT12CRT14 F  agctatcatcgtgggatgtgg Entre  ex6n  1-2                                     (764)Entreex6n1eintr6n1(764)

(especifico  para  mENA maduro)
F  agctatcatcgtggtttaatcc
(especifico  para  mRNA  alternativo)

CRTI8CRTYB 1 1cRTvei2CRTY816 R  tgtccag.atag.actcgaagg.Fgcatattaccagatccatctg Entre  ex6n  8-9                                     (1991)Entreex6n1-2(1603)

(especifico  para  mRNA  maduro) Entre  intron  1  y  ex6n  2              (1658)F  gtgtgcata.tgtgttgcaacc
(especifico  mENA  alternativo) Exon  3                                                          (2405)Entreexones7-8(6280)R  ttgaccgacagcaacataa.tc

CRTE21 F  ttcagtcttctgagtatgccc
CRTE22 R  cattgcgagaagacgaagact (7136)

ID13 1 F  tacgatgaggagcaggtcag. Ex6n  1-2                                                        (1044)

ID132 R  ccgagag.atcctccaacgat Ex6n  5                                                         (2232)Entreexones2-3(775)

AST1 F  catcc:tctcag.ctcgtacagg
AST2 R  gtctccgtttcatagttcgg. Entre  exones  7-8                               (1857)

(1)  F, directo; R, reverso
(2)  Los  mimeros  entre  paientesis  indican  la posici6fl  del  partidor  en  pares  de  bases  dentro  de  las
secuencias publicadas en la base de dates GenBank.
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Las reacciones de PCR se realizaron con 2 U de rczg pol (Genlab) en un volumen

final  de 25  prl  con los  siguientes  componentes:  2,5  ul de  10 x  rc7g buffer;  0,5  Hl de

dNTPs  10 mM,  1 Hl de cada partidor 25 LIM,  2 prl de reacci6n RT con CDNA de hebra

simple y agua. Las reacciones de PCR se efectuaron en un temociclador DNA Themial

Cycler 2400 (Perkin-Elmer) con el siguiente programa: 95 °C por 3 min, 28 ciclos de 94

°C por 30 s, 55 °C por 30 s y 72 °C por 3 min, y rna extensi6n final de 72 °C por 10

min. Se corrieron en geles de agarosa volinenes iguales de las reacciones de PCR y los

productos se visualizaron por tinci6n. con bromuro de etidio. La cantidad de producto de

amplificaci6n  se  cuantific6  con  el  programa  Kodak  Digital  Science  1  D  Analysis

Software  y con  el programa Image  J  (Wayne  Rasband,  National  hstitute  of Health

QVH),  1997). En ambos programas se emple6 como referencia un marcador de PM de

concentraci6n conocida (100 bp DNA Ladder, Fermentas). Para normalizar la cantidad

de  producto  ampfificado  debido  a  |as  variaciones  entre  muestras  producidas  por  la

eficiencia de las reacciones RT y PCR, se amplific6 el CDNA del meusajero de actina

(czcf).  El mensajero  de  actina se ha utilizado  en 4spe7'gz.//w$ 7cz.ger para normalizar la

expresi6n de mensajeros en distintos momentos de cultivo  (Ngiam y cols., 2000).  En

nuestros experimentos, se observ6 que los niveles del mensajero de actina se mantienen

aproxinadanente constante a lo largo del ciclo de crecimiento. Los partidores para la

amplificaci6n  del   CDNA  czcZ  se   disefiaron  seglin  la  secuencia  publicada  para  jx

dendrorhous quJefry y cchs., L99®.
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2.2.4. Electroforesis de DNA.

Para visualizar los productos de PCR, se utilizaron geles de agarosa preparados en

amortiguador TAB 0,5  X con una concentraci6n de  agarosa entre  1,5  y 3  %.  Como

estindar de peso molecular se utiliz6 100 bp DNA Ladder (Winkler o Fementas).

2.2.5. Anflisis bioinformftico de secuencias promotoras.

Los  sitios  de  uni6n  a  factores  de  transcripci6n  fueron  buscados  con  el

programa Promo 2.0 Oresseguer y cols., 2002; Farfe y cols., 2003). La base de datos

utilizada  para   elegir   los   factores   de   transcripci6n   y   sus   respectivas   secuencias

regulatorias    fue   TRANSFAC    a3IOBASE:    Biological   Databases    /    Biologische

Datenbanken  GMBH).  Las  secuencias  de  nucle6tidos  se  alinearon  con  el  prograna

CLUSTAL  W,  versi6n   1.8.  Las  secuencias  fueron  aleatorizadas  con  el  programa

dispcndbhe  erL  Biotechnology  Computing  Facility  desarrdizrdo  poe  Arizona  Research

Laboratories.

2.3. T6cnicas bioquinicas.

2.3.1. Determinaci6n de glucosa.

La  deteminaci6n  de  glucosa  se  realiz6  por  el  m6todo  UV  de  Boehringer

Mannheim. Este m6todo se basa en la oxidaci6n de la glucosa a D-gluconato-6-fosfato

con  las  enzimas  hexoquinasa y  glucosa  6  fosfato  deshidrogenasa,  con  formaci6n  de

NADP reducido el cual se determina a 340 nm. Las reacciones  se hicieron seglin las

instrucciones  del  proveedor  utilizando  como  sustrato  diluciones  adecuadas  de  las

muestras.
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2.'3.2. Determinaci6n de etanol.

La determinaci6n de etanol se realiz6 por el m6todo UV de Boehringer Mannheim.

Este  m6todo  se  basa  en  la  oxidaci6n  del  etanol  a  acetato  con  las  enzimas  alcohol

deshidrogenasa y aldehi'do deshidrogenasa. La formaci6n de NAD reducido se sigue a

340  nm.  Las  reacciones  se hicieron  segtin las  instrucciones  del proveedor utilizando

como sustrato diluciones adecuadas de las muestras. Tambi6n fue utilizado el kit para la

determinaci6n de etanol Quantichrom @IET-500). Este m6todo se basa en la reducci6n

de dicromato por etanol a un producto cr6mico (Cr3| azulado el cual se mide a 580 rm.

2.3.3. Extracci6n de carotenoides.

Para la extracci6n de carotenoides se utiliz6 el m5todo de An y cols.  (1989) con

algunas modificaciones.  Se  centrifugaron entre  5  y 20  ml  de  cultivo y al  sedimento

celular se agreg6 entre 1 y 3 ml de acetona Q4erck) segtin la biomasa obtenida, mas un

volumen  de perlas  de vidrio  (Sigma,  425-600  Llm).  La ruptura  celular se realiz6 por

agitaci6n  en  v6rtex  a  mckima  velocidad  durante  1  min.  Luego  se  recuper6  1a  fase

orginica por centrifugaci6n a 12.100 'x g a 4°C. Este procedimiento se repiti6 hasta que

los restos celulares se volvieron blancos. Los extractos de acetona se combinaron y se

centrifugaron nuevamente a  12.100 x g para eliminar restos  celulares.  Luego,  todo  el

pigmento  en  acetona  se  extrajo  con  5ter  de  petr61eo  04allinckrodt)  y  se  midi6  el

volumen recuperado de 6ter de petr6leo. Se determin6 1a absorbancia del extracto a 474

nm,  que  es  el  mckimo  de  absorbancia  de  astaxantina  en  5ter  de  petr6leo.  Para  la

cuantificaci6n del contenido  celular de carotenoides  (pg de  carotenoides / g  de peso
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seco) se utiliz6 el coeficiente de extinci6n 1 0/o = 2100 (1a absorbancia medida a 474 nm

de longitud de onda de rna soluci6n de astaxantina al 1 % en 5ter de petr61eo tiene un

valor de 2100) (An y cols.,1989).

2.3.4. Anflisis de carotenoides por HPLC.

Los  extractos  de  los  carotenoides  fueron  separados  por HPLC  utilizando una

columna HYPERSYL C18 de 25 cm o rna columna Lichrocart RP-18 (5 urn) de 15 cm

Orerck). La fase m6vil fue acetonitrilo : metanol : isopropanol (85 :  10 : 5, v/v), con un

flujo  de   1   ml/min  en  condiciones  isocrdticas.  Los  espectros  de  cada  pico  fueron

recuperados  utilizando  un  detector  con  arreglo  de  diodos.  La  identificaci6n  de  los

carotenoides se realiz6 en base a sus espectros de absorci6n, tiempos de retenci6n y a su

comparaci6n con estindares especfficos. Los est5ndares de astaxantina y beta caroteno

fueron obtenidos comercialmente. Los restantes fueron obtenidos por transformaci6n de

E.  co/I. con pl5smidos portadores de genes de carotenog6nesis provenientes de diversos

organismos.

2.3.5. Determinaci6n de biomasa.

La concentraci6n celular se determin6 por medici6n de densidad 6ptica a 560 nm o

por recuento del ndmero total de c6lulas en una cinara de Neubauer por triplicado. En

los  graficos  se presenta el promedio para cada punto.  Para la determinaci6n de peso

seco,  se  centrifugaron  3  ml  de  cultivo  en  tubos  Eppendorf y  luego  los  sedinentos

celulares se secaron a 80 °C durante 12 h.
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3. RESULTAVOS

3.1. Estudio del efecto de distintas fuentes de carbono en la carotenog5nesis.

Para  estudiar  en  foma  preliminar  el  efecto  de  la  fuente  de  carbono  en  la

producci6n  de  carotenoides,  se  determin6  cuales  eran  las  fuentes  de  carbono  en  las

cunles   la   cepa   silvestre   de  jF.   c7e#c7ror7zo#s   (UCD   67  -  385)   tem'a  rna  mayor

pigmentaci6n que  en glucosa. Para ello  se  creci6 la cepa mencionada en medio YM

(medio  complete)  s6lido,  suplementado  con  distintas  fuentes  de  carbono  al  1°/o  p/v

(Tabla  2).  En  base  a  los  resultados  mostrados  en  la  Tabla  2,  se  cuantificaron  los

carotenoides producidos en YM lfquido suplementado con glucosa, glicerol, succinato y

xilosa respectivamente al cabo de 5 y 7 dr'as de cultivo. La Figura 3A muestra que el

mayor contenido celular de carotenoides (ng de carotenoides / g de peso seco) se obtiene

en succinato, en tanto que en glucosa se obtiene el menor. Adem5s, en todas las fuentes

de  carbono  no  fermentables  el  contenido  celular  de  carotenoides  es  mayor  que  en

91ucosa. Los carotenoides no tienen un aumento significativo a los 7 dr'as de cultivo con

respecto a los 5 dias, excepto para el caso del glicerol. Probablemente debido a que este

compuesto estimula la producci6n de carotenoides en la etapa de maduraci6n, es decir

durante la fase estacionaria. El mayor rendimiento de biomasa fue observado en glicerol

y el menor en succinato Q]igura .3C). En la Figura 38 se muestra la producci6n total de

carotenoides  (pug  de  carotenoides  /  ml  de  medio  de  cultivo)  en  distintas  fuentes  de

carbono y se observa que es mayor en glicerol 1o cual se debe a que la producci6n de

biomasa es elevada G]igura 3C). Si bien en succinato la biomasa es baja, 1a producci6n
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Tabla  2:   Pigmentaci6n  de  la  cepa  silvestre   de  X   c7eJcc77ior¢ozis   en  medio   s61ido
suplementado con distintas fuentes de. carbono al 1 0/o p/v.

F#e7zJe c7e cczrdo72o                                         Fermentable                  Pigmentaci6n

Acetato de potasio
Acido cftrico
Sacarosa
Glucosa
Maltosa
Almid6n
Succinato
Glicerol
Xilosa
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Glucosa         Glicerol      Succinato        Xlosa Gluco§a       GIIcerol     Succinato       Xjlosa

Glucos a         Glicerol        Succinato         Xilos a

Figura 3: Contenido celular de carotenoides (A), carotenoides totales (8) y biomasa (C) en medio

#gsduep:earmo::nfao::e:°/ngg£:Cp°essa;g:£ccoe;r3;'psgu::€g:t¥nxofi:::;[£a::£ee££!E2eyc7ul:i;:;(I)decult£V°.C, mg de peso seco / ml de medio de cultivo
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total de carotenoides no lo es, dado que el contenido celular de carotenoides es mayor

qigura 3A).

Posteriormente los carotenoides producidos en los distintos medios al cabo de 5

dias  fueron  analizados  por  HPLC.  La  Tabla  3  muestra  que  la  astaxantina  es  el

carotenoide principal en todas las  condiciones  de cultivo. Adem5s,  se observa que en

xilosa los carotenoides monocfclicos se acumulan en mayor cantidad que en el resto de

las fuentes de carbono estudiadas.

3.2.  Crecimiento de X de7zdro7rfuoz/a en fermentador en medio YM con succinato.

Con el  objetivo  de  estudiar la expresi6n de los  genes  de  carotenog6nesis y la

producci6n de carotenoides en presencia de una fuente de carbono no fermentable, se

cultiv6 1a cepa silvestre en un fermentador con medio YM suplementado con succinato.

3.2.1.   Anflisis de la producci6n de biomasa y carotenoides a lo largo del ciclo de

vida.

La Figura 4 muestra  el  crecimiento  y producci6n de  carotenoides  de  la  cepa

silvestre en YM succinato (A) y en YM glucosa (8) (Lodato y cols., 2003). Se observa

que el contenido celular de carotenoi.des alcanza un valor de 360 pg/g en succinato, el

cual  es  mayor  que  el  alcanzado  en YM  glucosa  (186  pg/g)  qodato  y  cols.,  2003).

Adem5s, a diferencia de lo que ocurre en glucosa, donde la carotenog6nesis se induce en

la  fase  estacionaria,  1a  sintesis  de  carotenoides  comienza  al  principio  de  la  fase

exponencial ¢igura 4A).
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Tabla 3: Distribuci6n porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en
distintas fuentes de carbono.

Astaxantina     Praes=SfirEiade   P yy caroteno    monociclicos

Glucosa

Glicerol

Succinato

Xilosa

Los  carotenoides  de  la  cepa silvestre  crecida durante  5  dr'as  en la  fuente  de  carbono
indicada  (1  0/o  p/p),  fueron  extraidos  y  analizados  mediante  IIfLC.  Los  valores  de
carotenoides   para cada fuente de carbono  se  expresan en porcentaje.  Precursores  de
astaxantina  inclnyen:  equinenona,  hidroxiequinenona  y  fenicoxantina.  Monocfclicos
incluyen: hidroxi-ceto-toruleno QIDCO) y toruleno.
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Figura  4.   Producci6n  de  carotenoides  por  .Y.   de#drorfoocjs  UCD   67-385   en  YM
succinato  (A)  y  en  YM  glucosa  (8)  en  un  fermentador  en  `batch'.  Simbolos:  (.),

:::::::::::;cto:,e,s::nodt:nao::;2;xt:,d8ec¥u::;s,tin,,,;ng#oSs:.c:£[n:too,;;o#fEr:oe:t££g:
Lodato y cols. (2003).
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En  la Tabla 4  se  muestran  los  par5metros  de  crecimiento  analizados  en YM

succinato.  La biomasa  alcanzada  en  YM  succinato  fue  menor  que  la  alcanzada  en

91ucosa (Lodato y cols., 2003). El rendimiento de carotenoides por unidad de sustrato en

YM succinato fue de  165 pg de carotenoides por g de sustrato, mientras que en YM

91ucosa de acuerdo a los dates de Lodato y cols. (2003) fue de 123 Tlg por g de sustrato.

Esto  indica  que  el  succinato  sustenta un mayor rendimiento  de  carotenoides  que  la

91ucosa. Por lo tanto, cuando la levadura crece con succinato como fuente de carbono

los  recursos  son  utilizados   en  mayor  grado  para  la  carotenog6nesis   que  para  el

crecimiento.

3.2.2. An£Iisis de la expresi6n de los genes de carotenog6nesis en YM succinato.

Con   el   objetivo   de   comprender  la   carotenog6nesis,   se   estudi6   en   forma

semicuantitativa la expresi6n de  los  genes  de  carotenog6nesis  a nivel  de  los  mRNA

mediante RT-PCR.

3.2.2.1. Gen I.dz. (isopentenil pirofosfato isomerasa) y gen criE (geranilgeranil

pirofosfato sintasa).

En la Figura 5 se muestra el nivel de expresi6n de los genes I.dz. y cr£E a lo largo

del ciclo de crecimiento. El gen I.dz. se expresa en foma relativanente constante y luego

su expresi6n disminuye al comenzar la fase estacionaria. El nivel de expresi6n del gen

c7'£E aurnenta durante la fase exponencial hasta alcanzar un malfino al principio de la

fase estacionaria. Posteriormente su expresi6n disminuye (Figura 5).
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Tabla 4:  Producci6n mckima de biomasa y carotenoides  en la fermentaci6n en YM
succinato.

Biomasa

Contenido celular de carotenoides

Rendimiento a

Producci6n total de carotenoides

3,16 ± 0,14 mg / ml

360,6 ± 9,3 pug / g peso seco

165 ng / g sustrato

1,65 LLg / ml de medio de cultivo

a , Rendimiento de carotenoides por unidad de sustrato
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Figura 5: Cin6tica de expresi6n de los genes I.dz. y cr£E en YM succinato. Los niveles.de
mepsajero  se nomalizaron  con  el nivel  de  mensajero  de  actina  en  cada punto.  Fue
considerada fase exponencial el pen'odo de tiempo hasta las  37 h, y en  adelante  fue
cousiderada fase  estacionaria.  Sinbolos:  (.),  porcentaje  de  crecimiento;  (.)  nivel  de
expresi6n relativa del gen I.dz.,. (A)  nivel de expresi6n relativa del gen cr£E.
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3.2.2.2. Gen c#yB (fitoeno-P-caroteno sintasa).

En atenci6n a que el gen crfyB produce dos tipos de mRNAs (maduro (inmRNA

crzyB/ y altemativo (amRNA crfyB)) por procesaniento altemativo, se estudiaron los

niveles de los mismos. Para ello se disefiaron partidores especfficos que amplifican los

mensajeros maduro y altemativo respectivamente (Tabla 1). La expresi6n del mensajero

maduro del gen crfyB aumenta durante la fase exponencial y el altemativo muestra un

retardo con respecto al mensajero maduro QTigura 6).

3.2.2.3. Gen crfJ (fitoeno desaturasa).

El gen cr£T tambi5n est5 sujeto a procesamiento altemativo y produce dos tipos

de mensajero (maduro y altemativo). Por esta raz6n se estudiaron los niveles de ambos

por   RT-PCR.   Para   ello   se   disefiaron   partidores   especfficos   que   amplifican   los

mensajeros maduro y altemativo respectivamente (Tabla 1). La expresi6n del mmRNA

cr£J alcanza su nivel m5ximo en la fase exponencial y luego se mantiene relativamente

constante a7igura 7). Sin embargo, el' amRNA cr£7 aumenta. durante la fase exponencial

tardia, despu6s que el  mmRNA c;'£J y alcanza su mckimo durante la fase estacionaria.

Durante  todo  el  ciclo  de  crecimiento  el  mensajero  maduro  es  el  mayoritario,  por

consiguiente, hay rna mayor proporci6n de mensajero del gen cr£J procesado hacia la

forma madura y que puede traducirse a la proteina fitoeno desaturasa. Es improbable que

el mensajero altemativo pueda traducirse ya que la proteina carecen'a del. dominio de

uni6n a NADPH, y que es fundamental para su funci6n.
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3.2.2.4. Gen cr£S (astaxantina sintasa).

La expresi6n del gen cr£S aumenta durante la fase exponencial alcanzando su

m5ximo  de expresi6n al principio  de la fase  estacionaria ¢igura  8).  Sin embargo,  a

partir de las 47 h de cultivo el nivel baja paulatinamente. Se observa que la expresi6n del

gen  crfs  comienza  a  disminuir  a  partir  de  la  fase  estacionaria,  mientras  que  los

carotenoides anmentan a partir de ese momento Q7igura 4A).

3.2.3. AnaHsis de la producci6n de carotenoides y su relaci6n con la expresi6n de los

genes de carotenog6nesis.

La determinaci6n del  contenido y composici6n de los  carotenoides  durante  el

ciclo  de  crecimiento  aportan  informaci6n  sobre  las  distintas  etapas   de  dicha  via

metab61ica.

3.2.3.1.   Determinaci6n   de  los   carotenoides   de  la   ruta   central   (dicl'clica)   de

biosintesis de astaxantina.

En general, en YM succinato se observa rna mayor proporci6n de carotenoides

intermediarios  de  la  vi'a  carotenog5nica.  Por  ejemplo,  se  detecta  licopeno  y  gama

caroteno   en   cantidades   apreciables,   asi   como   otros   carotenoides   monoofclicos

oxigenados que no se observan en otras condiciones de cultivo.
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El  fitoeno  es  el  primer  carotenoide  de  la  via  y  es  el  producto  de  la  enzima

codificada  por  el  gen  crfyB.   Se 'observa  que  dicho  carotenoide  es  el  primero  que

comienza  a  aumentar  sus  niveles  QJigura  9A)  y  esto  ocurre  antes  que  el  gen  crzyB

induzca su expresi6n ¢igura 6). El fitoeno es el sustrato de la enzima codificada por el

gen cr£T y entre  los productos  de  la misma estin el neurosporeno  y el  licopeno.  Se

observa  que primero  aparece  el neurosporeno  y luego  el  licopeno.  Posteriormente  el

neurosporeno desaparece, aunque se sigue detectando licopeno hasta el final del ciclo.

Ambos carotenoides aumentan su concentraci6n celular despu6s de la inducci6n de la

expresi6n del gen cr£J.

El siguiente paso en la vi'a es la.ciclaci6n de ambos extremos del 1icopeno para dar

gama caroteno (monoofclico) y posteriormente B-caroteno (dicfclico). Esta reacci6n esta

catalizada nuevamente  por  el producto  del  gen  crfyBj  El  gama  caroteng  disminuye

graduahaente a medida que el J}-caroteno aumenta ¢igura 98). En este caso el auniento

de estos carotenoides ocurre al mismo tiempo que la inducci6n de la expresi6n del gen

ortyB.

El siguiente paso en la via es la conversi6n del J3-caroteno en astaxantina llevado a

cabo  por  la  enzima, astaxantina  sintasa.  Tanto  los  intemediarios  de  dicha  enzima

®recursores de astaxantina), como su producto final (astaxantina), aumentan durante la

fase exponencial hasta el principio de la fase estacionaria Q]igura 98) y este aumento` es

posterior  a  la  inducci6n  de  la  expresi6n  del  gen  crrfs  Gigura  8).  Se  observa  rna

conversi6n secuencial de un carotenoide en otro, es decir los mismos van aumentando su

concentraci6n celular en el orden en que se van produciendo en la via biosintetica.
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En  algunos  casos  la  expresi6n  del  gen precede  al  aumento  del  producto  de  la

actividad de la enzima codificada por dicho gen como ocurre con los preqursores de

astaxantina. Sin embargo en otros casos no sucede de esta manera, como por ejemplo en

el  caso  del  fitoeno,  el  cual  comienza a aumentar sus niveles  antes  que  se induzca la

expresi6n del gen c7~fyB.

3.2.3.2. Determinaci6n de carotenoides monoci'clicos.

La enzima fitoeno desaturasa, codificada por el gen cr£J es clave en la regulaci6n

de la vi'a carotenog6nica (Verdoes y cols., 2003). No s6lo regula el paso  de fitoeno a

licopeno, sino que ademas cataliza las desaturaciones responsables de la producci6n de

los carotenoides monocfclicos como tondeno. Si bien el gama caroteno es monocfclico,

no forma parte de la via de carotenoides monociclicos descrita por An y cols. (1999), ya

que  el mismo  es un intermediario  entre licopeno y J}-caroteno  ¢igura  1).  En la via

dicfclica el gama caroteno es cicladQ nuevanente por la enzima codificada por el gen

crfyB para dar J3-caroteno.   Sin embargo el gama caroteno puede ser desaturado por el

producto  del  gen  cr£J para  fomar  toruleno  y tambi6n puede  ser hidroxilado  por  la

enzima  astaxantina  sintasa  para  formal  ceto  gama  caroteno  e  hidroxi  ceto  gama

caroteno. Las condiciones de cultivo en este caso son propicias para la formaci6n de este

tipo de carotenoides que no se detectan en otras condiciones, como se vera mas adelante.

La Figura 9C muestra que al principio del ciclo de crecimiento solo se detecta HDCO,

1uego  en  la  fase  estacionaria  temprana  se  detecta  gama  caroteno  y  posteriormente

hidroxi  ceto  gana  caroteno.  Posteriormente  6ste  desaparece,  comiemza  a  aparecer

toruleno,  ceto toruleno y el HDCO  continia aumentando hasta el froal  del  ciclo.  La
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aparici6n del toruleno es posterior a la inducci6n de la expresi6n del gen crjJ. Asinismo,

el aumento del HDCO es posterior a la inducci6n del gen crjs. Estos resultados indican

que los carotenoides monoc{clicos comienzan a aparecer al final del ciclo de crecimiento

y su formaci6n es posterior a la inducci6n de la expresi6n de los genes de las enzimas

responsables de su sintesis.

3.2.3.3.   An£Hsis   global   de   la   carotenog6nesis   en   base   a   los   porcentajes   de

carotenoides.

La Tabla 5 muestra la distribuci6n porcentual de los distintos carotenoides a lo

largo del ciclo de crecimiento de la cepa silvestre de .X  c7e77c77io7jzocfs en YM succinato.

Con respecto  al  fitoeno,  cabe destacar que  el mismo  llega a ser casi  el  50  0/o  de los

carotenoides a las 47 h de cultivo. Luego a las 60 h comiema a disminuir y eso coincide

con un aumento de los porcentajes de J3-caroteno y de los precursores de astaxantina,

pero no de astaxantina. Al principio de la fase de crecimiento, cuando los carotenoides

totales son bajos, el porcentaje de astaxantina es aproximadameute 50 %. Sin embargo, a

medida que avanza el crecimiento la proporci6n de astaxantina va disminuyendo hasta

llegar a un valor de s6lo 28 %. La relaci6n astaxantina / precursores de astaxantina es

rna  medida  de  la  eficiencia  de  conversi6n  de  los  precursores  de  astaxantina  en

astaxantina.  Se  observa  que  al  principio  del  ciclo  de  crecimiento  esta  relaci6n  es

aproximadamente 2. Pero luego dicha relaci6n comienza a disminuir hasta alcanzar un

valor  de  0,7.  La  cantidad  absoluta  de  astaxantina  no  aumenta  a  partir  de  la  fase

estacionaria, pero sf los precursores de astaxantina y el J}-caroteno, los cuales comienzan

a acumularse, sugiriendo una disminuei6n en la actividad astaxantina sintasa.
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Tabla 5:, Distribuci6n porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en
la fermentaci6n en YM succinato.

Distribuci6n porcentual de carotenoides  (°/o)

23               47,5

31                  61,7

37                  111,5

47              99,6

59              234,0

70               302,1

82             347,2

95              345,0

108              353,8

122             360,5

qJ ,J               2.5,9

43,8                  7,5

38,4                 7,7

28,1                   6,9

31,5                 25,4

37,2                 31,9

30,3                 33,9

31,8                  35,6

26,5                 36,8

28                  37,5

a, incluye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; b, relaci6n entre el porcentaje

de astaxantina y el de precursores de astaxantina.
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3.3.  Efecto  de  la  utilizaci6n  de  una  fuente  de  carbono  no  fermentable  y  una

fermentable  sobre  la   carotenog6nesis  y  sobre  la   expresi6n   de  los   genes   de

carotenog6nesis.

Como se dijo anteriormente, el medio YM contiene nutrientes  que pueden ser`

utilizados como fuente de carbono, por ejemplo azticares como maltosa. El succinato es

una fuente de carbono no fermentable y la linica forma de metabolizarlo es por medio de

la respiraci6n aerobia.  Para evaluar la utilizaci6n de succinato  como iinica fuente  de

carbono y compararlo con lo que sucede en rna fuente de carbono fermentable como la

91ucosa, se cultiv6 1a cepa silvestre UCD 67-385 en un fermentador en medio minimo

con succinato Q4M succinato) y con glucosa Q4M glucosa) como fuente de carbono.

Para ello  se  analizaron distintos parinetros  a lo  largo  del  ciclo  de  crecimiento tales

como producci6n  de  carotenoides  tQtales,  intermediarios,  biomasa  (como  peso  seco),

consumo de glucosa, producci6n de etanol y nivel de expresi6n relativa de los genes de

carotenog6nesis.

3.3.1. An£Hsis del crecimiento y la producci6n de carotenoides a lo largo del ciclo de

vida.

En la Figura 10A se muestra el crecimiento de la cepa silvestre en MM glucosa.

Este comienza con rna fase lag. Posteriormente,  el crecimiento del cultivo durante la

fase exponencial esta acompafiado por el consumo de glucosa y la producci6n de etanol

como resultado  del metabolismo  fementativo de la glucosa.  Durante  este pen'odo  se

observa una activa producci6n de biomasa y sintesis de etanol. No obstante, 1a
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Figura  10:  Producci6n  de  carotenoides  por  Jr.  cJenc7rorfooas  UCD  67-385  en  MM

glucosa (A) y en MM succinato (8) en un fementador en `batch'. Simbolos: (.), % de
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producci6n de 'carotenoides por unidad de biomasa es baja e incluso tiende a disminuir.

La sintesis de carotenoides se induce al final de la fase exponencial de crecimiento y

coincide con el inicio del consumo de etanol. Ademas, el etanol comienza a consumirse

antes  de  que  se  agote  completamente  la glucosa,  y coincide  con  el  inicio  de  la  fase

estacionaria. En estas condiciones la carotenog6nesis no esta asociada al crecimiento.

Con respecto a lo que sucede en MM succinato Q]igura 108), el crecimiento no

tiene una fase lag inicial y no hay producci6n de etanol.  Tambi6n se observa que no

existe un momento de inducci6n de la carotenog6nesis como en MM glucosa, sino que

aumenta desde que se inicia el crecipriento del cultivo. Durante la fase exponencial del

crecimiento en MM glucosa pricticamente no hay aumento neto de los carotenoides; el

aunento de los mismos es durante la fase estacionaria. En cambio, en MM succinato es

durante la fase exponencial que se producen la mayon'a de los carotenoides. Esto indica

que en este caso, 1a carotenog6nesis estari'a asociada al crecimiento. La producci6n de

carotenoides es 1,9 veces mayor en MM succinato con respecto a la producci6n en MM

glucosa (334 y 170 pg/g respectivamente) QIigura 10 A y 8).

En la Tabla 6 se muestran los parinetro§ de crecimiento en MM glucosa y MM

succinato. La biomasa que alcanz6 e| cultivo en MM succinato fue mas del doble con

respecto   a  la  alcanzada  en  MM  glucosa.   En  MM  succinato   el  rendimiento   de

carotenoides por unidad de sustrato fue mas de 4 veces mayor que el obtenido en MM

91ucosa. La producci6n de carotenoides por unidad de volumen de medio de cultivo en

MM succinato tambi6n fue mas de 4 veces mayor que la obtenida en MM glucosa.
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Tabla 6: Producci6n malfima de biomasa, carotenoides y etanol en las fermentaciones
en MM glucosa y MM succinato.

Glucosa                 Succinato

Peso seco
(mg / ml)

Contenido 6elular de carotenoides
(Hg / g de peso seco)

Rendimiento de carotenoides por unidad
de sustrato (pg / g)

Producci6n total de carotenoides
(Hg / ml de medio de cultivo )

Producci6n de etanol
(g / I)

2,46 ± 0,01              5,58 ± 0,07

170,1 ±3,9               334,5 ± 6,5

1986

0,39 1,73

1,91                               0,02
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Esto se debe a que tanto el contenido celular de carotenoides como la producci6n

de biomasa son mayores en MM succinato respecto a glucosa. La producci6n de etanol

en MM glucosa fue de  1,9 g/1 mientras  que en MM succinato fue despreciable.  Estos

resultados muestran que la producci6n de carotenoides comienza antes  en el ciclo de

crecimiento y es mayor cuando se utiliza rna fuente de carbono no fermentable como

succinato.  Esto  confirma  resultados  anteriores  acerca  de  la. mayor  producci6n  de

carotenoides   en   fuentes   de   carbono   no   fermentables.    Se   ha   descrito   que   la

carotenog5nesis  no  estan'a asociada 'al  crecimiento.  Sin  embargo,  de  acuerdo  a  estos

resultados, el becho que la carotenog5nesis est6 asociada o no al crecimiento dependen'a

de las condiciones de cultivo.

3.3.2. Anfilisis  de la expresi6n de los genes  de carotenog6nesis  en MM glucosa y

" succinato.

3.3.2.1 Gen I.dz. (isopentenil pirofosfato isomerasa) y gen cr£E (geranilgeranil

pirofosfato sintasa).

En la Figura 1 1 se muestra el nivel de expresi6n de los genes I.dz. y c7'¢E a lo largo

del ciclo de crecimiento tanto en MM glucosa (A) como en MM succinato (a).

En MM glucosa se observa que el gen z.dz. tiene dos m5ximos de  expresi6n,  al

final de la fase exponencial y en la fase estacionaria tardfa. El primer mckimo ocurre

antes de la inducci6n de la sintesis de carotenoides Q]igura 10A). En MM .succinato su

maxima  expresi6n  es   en  la  fase  exponencial  de  crecimiento  y  luego   disminnye

gradualmente
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Figura 11. Cin6tica de expresi6n de los genes z.dz. y c7~£E en MM glucosa (A) y en MM
succinato (8). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de
actina en cada punto.  Sinbolos:  (.), porcentaje de crecimiento; (I) nivel de expresi6n
relativa del gen z.dz.,. (A)   nivel de expresi6n relativa del gen c7'£E.  La flecha indica el
momento de inducci6n de la carotenog6nesis en MM glucosa. Los niveles de todos los
mensajeros en succinato fueron realizadas por triplicado y en glucosa por duplicado.
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durante  la  fase  estacionaria.   Dicho  mckimo   ocurre   despdes   del   aumento   de  los

carotenoides al principio de la fase exponencial Q]igura loo).

En MM glucosa el nivel de expresi6n del gen cr£E aumenta y alcanza su m5ximo

durante  la  fase  exponencial  y  luego  disminuye  durante  la  fase  estacionaria.  Dicho

mckimo es anterior a la inducci6n de la carotenog6nesis Gigura llA). En MM succinato

la expresi6n del gen cr£E aumenta durante la fase exponencial y se mantiene en niveles

elevados  de  expresi6n  durante  la  fase  estacionaria.  Finalmente  diminnye  en  la  fase

estacionaria  tardr'a.  Este  aumento  es  posterior  al  aumento  de  los  carotenoides.  Estos

resultados muestran que el hecho de. que la carotenog5nesis comience temprananente

como ocurre en MM succinato, no esfa asociado a una expresi6n mas temprana de los

genes  i.dz. y crzE.    Ambos  genes  tienen patrones  de  expresi6n similares  en glucosa y

succinato. Ademas, la expresi6n de estos genes,  que tanbi6n participan en otras vi'as

metab61icas,  continia  en  la  fase  estacionaria,  mientras  que  los  genes  exclusivos  de

carotenog6nesis se expresan durante un pen'odo mas corto de tiempo como se ver5 mas

adelante.

3.3.2.2. Gen crfrm (fitoeno-P-caroteno sintasa).

En MM glucosa, los niveles de expresi6n del mensajero maduro y altemativo del

gen  crjyB  se  inducen  al mismo  tiempo  durante  la fase  exponencial  y  son mckimos

durante  la  misma  ¢igura   12A).   Sus  niveles  decaen  rapidanente  durante  la  fase

estacionaria. Este patr6n de expresi6n es similar al observado en YM glucosa qodato y

cols., 2007), sin embargo en MM glucosa el nivel de expresi6n del meusajero altemativo



49

A      Glucosa

0           20         4`0         60         80

Tiempo (h)

®-,-®~,-®-®-® 0,5

Succinato

0      20    40 60     80    100   120   140   160   180

Tiempo (h)

Figura 12. Cin6tica de expresi6n del gen c7`fyB en MM glucosa (A) y en MM succinato
q3).   Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en
cada punto.  Sinbolos:  (.), porcentaj.e de crecimiento; (.)   nivel de expresi6n relativa
del mRNA maduro; (A) nivel de expresi6n relativa del mRNA altemativo.
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es mayor que el del mensajero maduro. En MM glucosa los niveles de mmRNA crfyB

fueron siempre mayores que los de amRNA crf yB, excepto en el periodo de mckima

expresi6n de este ultimo. En MM succinato la expresi6n del mensajero maduro muestra

un nivel y un patr6n de expresi6n similar al observado en MM glucosa. En cambio, la

expresi6n del mensajero altemativo del gen crfyB, comienza despu6s que el maduro, y

alcanza un nivel sinilar a 5ste Q7igura 128). De acuerdo a estos resultados la diferencia

m5s  notoria en  cuanto  a  expresi6n  del  gen crf yB  en glucosa y  succinato  estf  en  el

meusajero  altemativo.  Las  diferencias  de  expresi6n  de  los  meusajeros  maduro  y

altemativo del gen crfyB se hacen m5s notorias en la Figura 13, donde se muestra la

cin6tica del nivel de meusajero maduro en relaci6n al nivel del mensajero altemativo

Q4/A).  En  la  Figura  13,  cada  punto  de  las  curvas  representa  la  siguiente  relaci6n:

(mmRNA arfyB/inRNA czcZ) / (amRNA crfyB/inRNA czcf). Se observa que la relaci6n

M/A disminuye durante la fase expopencial en MM glucosa, y al comienzo de la fase

estacionaria en succinato. Sin embargo, en la fase estacionaria en glucosa esta relaci6n

comienza a aumentar a diferencia de lo que ocurre en MM succinato donde la misma no

vuelve  a  aumentar  durante  la  fase  estacionaria.  En  MM  glucosa  durante  la  fase

estacionaria el nivel de mmRNA cj'fxp es mayor que el de am RNA crf yB, mientras que

en MM succinato ocurre a la inversa. Por lo tanto, durante la fase estacionaria en glucosa

hay rna mayor proporci6n  de mensajero  que puede  ser traducido  en  enzima  activa,

respecto  a lo  que ocurre en succinato. Estos resultados sugieren que la expresi6n del

mensajero  altemativo  y  la  relaci6n  mmRNA  crf]B  /  amENA  crz}B  podr'an  estar

jugando un papel importante en la regulaci6n de la carotenog6nesis en distintas fuentes

de carbono.
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Figura 13. Cin6tica de la relaci6n de la expresi6n del mensajero maduro (inmRNA) y
del mensajero altemativo (amRNA) del gen crfyB, en MM glucosa (A) y MM succinato
a). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de meusajero de actina en
cada punto. Sinbolos: (.), porcentaje de crecimiento; (.), relaci6p mENA/amRNA.
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3.3.2.3. Gen c7fJ (fitoeno desaturasa).

En MM glucosa la expresi6n del mmRNA cr£J se encuentra en un nivel elevado

en la fase  exponencial y  disminuye hasta que  comienza la  fase  estacionaria  ¢igura

14A).  El  nivel  del  alnRNA  cr£J aunenta  durante  la  fase  exponencial  y  alcanza  su

maximo al inicio de la fase estacionaria y luego cae bajo los niveles del mmRNA cr£J.

En MM succinato el mmRNA cr£J se encuentra en un nivel elevado desde el principio de

la fase exponencial y disminuye gradualmente ¢igura 148). El amRNA cr£J comienza a

aumentar al final de la fase exponencial tal que durante la fase estacionaria el nivel de

6ste es .mayor que el de mmRNA cr£J. Por lo tanto, el mmRNA cr£T tiene patrones de

expresi6n similares en ambas condiciones de cultivo; las diferencias en la expresi6n de

este gen se encuentran en el amRNA cr£J durante la fase estacionaria. Estas diferencias

quedan  de  manifiesto  en  la  Figura  15,  donde  se  muestra  la  cin6tica  del  nivel  de

mensajero maduro en relaci6n al nivel del mensajero altemativo Q4/A). Se observa que

en MM glucosa ffigura 15A) la relaci6n M/A disminuye durante la fase exponencial,

recuperindose durante la fase estacionaria, mientras que en MM succinato no se observa

dicha recuperaci6n a7igura 158).  Por cousiguiente, en tiempos tempranos de cultivo en

MM succinato hay rna mayor proporci6n de RNA del gen c7`£J que es procesado hacia la

forma madura y que puede traducirse a la proteina fitoeno desaturasa. Sin embargo, 1a

proporci6n del mensajero maduro procesado en forma `adecuada' disminuye con la edad

del cultivo. En cambio en MM glucosa durante la fase estacionaria, dicha relaci6n no

diminnye sino que aumenta, por lo cual la proporci6n de mensajero capaz de generar

proteina activa es mayor que en succinato.
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Figura 14. Cin6tica de expresi6n del gen cr£T en MM glucosa (A) y en MM succinato
a).   Los niveles de meusajero se normalizaron con el nivel de meusajero de actina en
cada punto.  Sinbolos:  (.), porcentaje de crecimiento;  (.)   nivel de expresi6n relativa
del mRNA maduro; ( A) nivel de expresi6n relativa del mRNA altemativo.
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Figura 15. Cin6tica de la relaci6n de la expresi6n del mensajero maduro (mmRNA) y
del meusajero altemativo (amRNA) del gen c7`£J, en MM glucosa (A) y MM succinato
a). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en
cada punto. Sinbolos: (.), porcentaje de crecimiento; (.), proporci6n mmRNA/amRNA.
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3.3.2.4. Gen cJrfs (astaxantina sintasa).

El gen de la astaxantina sintasa (cr£D tiene su m5ximo de expresi6n al principio

de la fase estacionaria en MM glucosa y MM succinato, y el comportamiento es similar

en anbos casos. Sin embargo el nivel de expresi6n en MM glucosa es aproximadanente

el doble que en MM  succinato  Q7igura  16 A y 8).  Esto  contrasta con la cantidad de

carotenoides producida, ya que la misma es aproxinadanente el doble en succinato que

en glucosa. La expresi6n del gen cr£5 en MM glucosa comienza a aumentar cuando se

induce  la  sintesis  de  carotenoides  ¢igura  16A).  En  cambio  en  MM  succinato,  1a

expresi6n de dicho gen alcanza su m5ximo al inicio de la fase estacionaria, mientras que

la sintesis de carotenoides ocurre desde el inicio del ciclo de crecimiento G]igura 168).

3.3.3. Anflisis de la producci6n de carotenoides y su relaci6n con la expresi6n de los

genes de carotenog6nesis.

La  Figura   17  muestra  el  perfil  de  producci6n  de  carotenoides  durante  el

crecimiento en MM glucosa (A y C) y MM succinato a y D), siendo la cantidad de

carotenoides en este ultimo medio el doble con respecto a glucosa. En MM glucosa se

observa que durante las prineras 58 h de cultivo la astaxantina disminuye al igunl que el

J}-caroteno,  los  precursores  de  astaxantina  y  el  fitoeno  (Figuras   17  A  y  C).  Esta

disminuci6n coincide con el consuno de glucosa (metabolismo fermentativo). A partir

de las  68 h la astaxantina comienza a aumentar, y esto  coincide con el  consumo  del

etanol producido  previamente por fementaci6n  de la glucosa  (metabolismo  aerobio)

aigura 1oA).
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Figura 16. Cin6tica de expresi6n del .gen cris en MM glucosa (A) y MM succinato (a).
Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de meusajero de actina en cada
punto. Sinbolos: (.), porcentaje de crecimiento; (.)  nivel de expresi6n relativa.
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Figura 17: Astaxantina y carotenoides intermediarios producidos durante el crecimiento
en MM glucosa (A y C) y MM succinato (8 y D).
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En MM succinato no se observa una disminuci6n inicial de los carotenoides; la

astaxantina,   sus   precursores   y   el   J3-caroteno   comienzan   a   aumentar   en   la   fase

exponencial   G7igura   178).   En  MM   succinato   la  levadura  se   encuentra  bajo  un

metabolismo  respiratorio   durante  todo   el   ciclo  de   crecimiento.   Probablemente  la

utilizaci6n de succinato produzca un cambio en alglin paso regulatorio clave de forma tal

que aumenta el flujo de acetil-CoA  hacia la ruta de biosintesis de carotenoides desde el

inicio del crecimiento.

La astaxantina es el producto de la. actividad de la enzina astaxantina sintasa,

codificada por el gen cr£S. Puede observarse que en MM glucosa la expresi6n del gen

crtis comierma a aumentar antes que la astaxantina ¢iguras 16A y 17A), mientras que en

MM  succinato  la  expresi6n  de  dicho  gen  comienza  a  aumentar  despu6s  que  la

astaxantina Q]iguras  168 y 178). Ademds, el nivel de expresi6n del gen cr¢S alcanzado

en MM glucosa es el doble respecto a MM succinato. Sin embargo, el contenido celular

de astaxantina es el doble en MM succinato respecto a MM glucosa. Estos resultados

demuestran que no hay correlaci6n entre el nivel de expresi6n del gen cr£S y la cantidad

de  prodrcto  de  la  enzima  codificada  por  dicho  gen.  A  priori  se  esperaria  que  la

inducci6n de la expresi6n de un gen preceda el aumento  del producto  de la enzima

codificada por  dicho  gen.  Esto  no  s`e  observa para  el  gen c7`£S1.  Es  posible  que  est6n

actuando    mecanismos   post-transcripcionales    en   la   regulaci6n    de    las    enzimas

carotenog6nicas.

Se observa que los niveles de HDCO son mayores en MM succinato respecto a

MM  glucosa  Q]igura  17  C  y  D).  EI  HDCO  es  el  producto  de  las  ermimas  fitoeno

desaturasa (codificada por el gen crfj) y astaxantina sintasa (codificada por el gen cr£S.
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El aumento de HDCO en MM succinato coincide con el momento en que el nivel de

amRNA cr£J pasa a ser mayor que  el  de mmRNA  cr£J.  En MM glucosa la relaci6n

mmRNA c7`ZJ  / amRNA cr£J es diferente y la misma podr'a ser la responsable de las

diferencias en la cantidad de HDCO.

La evoluci6n de la distribuci6n porcentual de los distintos carotenoides a lo largo

del ciclo de crecimiento en MM glucosa y MM succinato se muestra en las Tablas 7 y 8,

respectivamente. Debido a que la relaci6n astaxantina / precursores de astaxantina es rna

medida de la conversi6n de los precursores en astaxantina, se determin6 dicha relaci6n

en ambas condiciones de cultivo. En MM glucosa, la relaci6n astaxantina / precursores

de astaxantina es de 48  en la fase exponencial temprana y de 57  al final del ciclo  de

crecimiento. No obstante que en MM succinato es 2,4 en la fase exponencial temprana y

23 al final del ciclo de crecimiento. En ambas condiciones el porcentaje de astaxantina

alcanzado es el mismo. Sin embargo en MM succinato, la relaci6n se incrementa cerca

de 10 veces,1o cual indica que aumenta la actividad astaxantina sintasa. En MM glucosa

se observa un menor porcentaje de HDCO respecto a MM succinato al final del ciclo de

crecimiento. Adem5s en MM glucosa hay acunulaci6n de fitoeno, 1o cual no se observa

en MM succinato. Estos resultados sugieren una menor actividad fitoeno desaturasa en

MM glucosa respecto a MM succinato.
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Tabla 7: Distribuci6n porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en
la fementaci6n en MM glucosa.

Distribuci6n porcentual de carotenoides  (°/o)

81                   136                 87,3

100                170                85,5

125                159                85,8

a, inclnye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; b, relaci6n entre el porcentaj e

de astaxantina y el de precursores de astaxantina;
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Tabla 8: Distribuci6n porcentual de |os carotenoides producidos por la cepa silvestre en
la fermentaci6n en MM succinato.

Distribuci6n porcentual de carotenoides  (%)

128               307

141                334

151                 307

166                310

a, incluye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; b, relaci6n entre el porcentaje

de astaxantina y el de precursores de astaxantina:
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3.4. Efecto de la intensidad del flujo de aire en la carotenog6nesis de X

dendrorhous.

Se  sabe  que   el   estr6s   oxidativo  generado.  durante  el  metabolismo  aerobio

favorece la producci6n de carotenoides. Los resultados de la fermentaci6n en YM con

succinato  sugieren  que  las  reacciones  de  adici6n  de  grupos  ceto  e  hidroxilo,  que  .

requieren de oxfgeno molecular estin limitadas en esas condiciones ya que la relaci6n

astaxantina / precursores de astaxantina es baja y la expresi6n del gen crfis es similar a la

determinada  en  otros  experimentos  en  los  cuales  .dicha  relaci6n  es  elevada.  Podr'a

ocurrir que un aumento en el flujo de aire produjera un aumento en dicha relaci6n. Para

comprobar esto se realiz6 el crecimiento de la cepa silvestre en medio YM succinato, en

matraces con distintos flujos de aire:  1,0;  7,4 y 18,41/inin. A los 5 dl'as de cultivo  se

identificaron y cuantiflcaron los carofenoides prodycidos.  Se observa que el contenido

celular de carotenoides aumenta cuando el flujo de aire aumenta de  1  a 7,4 I/min.  Sin

embargo con 18,41/inin no se observa un canbio significativo en el contenido celular de

carotenoides, probablemente porque se satura la capacidad carotenog6nica de la levadura

(Tabla 9). Sin embargo, el mayor porcentaje de astaxantina se observa con un flujo de

aire de 18,4 I/inin. Ademas, los precursores de astaxantina como J}-caroteno, equinenona

e hidroxiequinenona,  disminuyen y la astaxantina aunenta a medida que aumenta el

flujo de aire lo cual concuerda con la hip6tesis planteada. Por otro lado, el carotenoide

monocfclico toruleno tambi6n disminuye, no asf la foma ceto e hidroxilada del mismo

OH-ceto-toruleno  (HDCO) 1a cual se mantiene en niveles  elevados.  La formaci6n de

HDCO a partir de toruleno es llevada a cabo por la enzima astaxantina sintasa y tambi6n

requiere oxfgeno.
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Tabla 9: Caroterioides totales y porcentaje de intermediarios de la cepa silvestre al cabo
de 5 dr'as de creciniento en YM succinato con distintos flujos de aire.

11/inin             7,4 I/min          18,4  I/inin

Contenido celular de        315 ± 5,2          376 ± 19,7          353 ± 5,5
carotenoides (pg/g)

Astaxantina

HDCO

OH Equinenona

Equinenona

Licopeno

Toruleno

J3|caroteno

45,3 ± 3,9          66,2 ± 0,8          73,9 ± 0,7

17,7 ± 0,9          20,2 ± 2,1           17,7 ± 0,7

14,5 ± 1,5           5,7± 0,7           3,3 ± 0,09

8,0± 1,0            2,1 ± 0,4            1,4± 0,06

0;6 ± 0,2           0,5 ± 0,03         0,70 ± 0,02

2,0 ± 0,3            1,3 ± 0,07          0,9 ± 0,03

11.,4± 1,9            3,5 ± 0,3             1,7± 0,20

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado (n=3)
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3.5. Estudio de la inducci6n de la .carotenog6nesis utilizando  etanol como  agente

inductor.

Se  sabe  que  cuando  la  levadura  crece  en  glucosa  se  produce  etanol  como

producto de fermentaci6n ¢igura 10A) y que la inducci6n de la carotenog6nesis ocurre

cuando  comienza a utilizarse el  etanol producido  (Lodato  y cols.,  2007).  Tambi5n se

sabe que el etanol estimula la producci6n de carotenoides (Gu y cols.,1997; Yamane y

cols.,  1997). Ademas, el analisis de los componentes del medio YM indica que dispone

de  una  pequefia  cantidad  de  compuestos  (extracto  de  malta,  extracto  de  levadura,

peptona) que son un aporte como fuente de carbono para soportar el crecimiento de la

levadura. Asf, es posible que al cultivar jr.  c7e7cc7ro7ifeo#S en YM sin glucosa se logre su

crecimiento  y no  se produzca  suficiente  etanol  como  para  gatillar  la  producci6n  de

carotenoides.  Para probar  esto  se  estudi6  el  crecimiento,  1a producci6n  de  etanol  y

carotenoides en medio YM con o sin glucosa. Como resultado se observ6 que en YM sin

91ucosa  la  levadura  puede  crecer  s6lo  1/3  que  en  YM  con  glucosa  y  produce  rna

cantidad reducida o casi nula de etanol (6 veces menos) y 1,6 veces menos. carotenoides

sugiriendo que el etanol podr'a gatillar la sintesis de carotenoides. Posteriormente, para

estudiar el efecto del etanol en la inducci6n de la carotenog6nesis, se cultiv6 la levadura

en  medio  YM  sin  glucosa  en  un  fermentador  de  9  1  y  rna  vez  alcanzada  la  fase

estacionaria se agreg6 e'tanol 0,2 % (v/v).   Se determin6 que el aunento promedio de

carotenoides  fue  de  49,3  ±  5,7  %.  Este resultado,  aporta  elementos  para  estudiar  la

inducci6n de la carotenog6nesis en A c7e#dro7~feocfs ya que la adici6n de etanol al cultivo

constituin'a rna estrategia para inducir la carotenog5nesis en forma controlada.
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Para poder evaluar la inducci6n de la carotenog6nesis en las distintas etapas de

crecimiento,  se repiti6 el experimento anterior en un fermentador con 9 1 de YM   sin

91ucosa.  A  las  16  h  de  alcanzada  la  fase  estacionaria,  el  cultivo  fue  dividido  en  2

matraces, a uno de ellos se adicion6 etanol 0,2 % (v/v) mientras que al otro no se agreg6

etanol.   Se  determin6   el  crecimiento,  producci6n  especffica  de   carotenoides   y  su

composici6n cuantitativa mediante HPLC. Ademds, se estudi6 1a expresi6n .de los genes

de  carotenog6nesis,  a nivel  de  sus  mRNAs,  semicuantitativamente por  RT-PCR.  La

Figura 18 muestra los resultados del crecimiento y producci6n de carotenoides e indica

que al agregar etanol, el contenido celular de carotenoides aunenta a partir del punto de

adici6n de etanol, un 31  °/o con respecto al cultivo sin etanol.  Se observa que hay un

aumento de la biomasa luego de la adici6n de etanol 1o cual indica que este alcohol es

utilizado como fuente de carbono.

En la Tabla 10 se muestran los parinetros de crecimiento en YM sin glucosa con

y sin etanol. El aumento del contenido celular de carotenoides con respecto al cultivo sin

etanol fue de 31 °/o. Sin embargo la cantidad de carotenoides por unidad de volumen de

medio de cultivo aument6 64 %. Esto se debe no s61o a que aumenta la biomasa sino

tambi6n a la inducci6n de la carotenog6nesis, 1a cual aumenta el contenido celular de

carotenoides.
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Figura 18:  Crecimiento y contenido celular de carotenoides en YM sin glucosa con y
sin etanol. A las 46 h de crecimiento, el cultivo fue dividido y a uno de ellos se agreg6
etanol  0,2  %  (v/v).  La  flecha  indica  el  momento  en  que  fue  agregado  el  etanol.
Sinbolos:  %  de  crecimiento  sin  etanol  (.)  y  con  etanol  (o);  contenido  celular  de
carotenoides sin etanol (.) y con etanol (H). El  loo % corresponde a rna biomasa de
3,13mg/nd.
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Tabla 10: Par5metros de crecimiento determinados al finalizar el ciclo (a las  100 h de
crecimiento) en medio YM sin glucosa con y sin etanol.

Sin etanol            Con etanol        °/o de aumento

Biomasa

(g / ml)

Contenido celular de carotenoides
(Hg / g de peso seco)

Producci6n total de carotenoides
(LLg / ml de medio de cultivo )

2,3

148,6

0,33

3,1

194,5

0,54

3 5 0/o

3 1 0/o

64%
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3.5.1. Analisis de la expresi6n de los genes de carotenog6nesis durante la inducci6n

con etanol.

3.5.1.1 Gen I.dz. (isopentenil pirofosfato isomerasa).

En la Figura 19 se muestra el nivel de expresi6n del gen z.c7z. a lo largo del ciclo de

crecimiento en YM sin glucosa con y sin adici6n de etanol. Se observa que el mensajero

del gen z.dz. alcanza su mckimo al principio de la fase estacionaria en YM sin glucosa.

Luego de la adici6n de etanol, el nivel del mismo no aumenta y se mantiene similar al

meusajero  del cultivo sin etanol.  En ambas condiciones  el nivel de este gen tiende a

disminuir lentanente a medida que avanza la fase estacionaria. Los resultados sugieren

que el etanol no tiene efecto en la expresi6n del gen I.c7z..

3.5.1.2 Gen c7tE (geranilgeranil pirofosfato sintasa).

En la Figura 20 se muestra el nivel de expresi6n del gen cr£E  a lo largo del ciclo

de crecimiento en YM sin glucosa con y sin etanol. Se observa que el nivel del gen cr£E

aumenta   durante   la   fase   exponencial   y   se   mantiene   constante   durante   la   fase

estacionaria, tanto previa como posteriormente a la adici6n del etanol como inductor de

la  carotenog5nesis. -Los  resultados  sugieren  que,  similarmente  a  lo  ocurrido  en  la

expresi6n del gen idi, el etanol no tiene efecto en la expresi6n del gen cr£E.
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Figura 19: Crecimiento y cin5tica de ckpresi6n del gen z.dz. en YM sin glucosa con y sin
etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en
cada  punto.  Sinbolos:  %  de  crecimiento  sin  etanol  (.)  y  con  etanol  (o);  nivel  de
expresi6n relativa del gen I.dz. sin etanol (.) y con etanol (I).
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Figura 20: Crecimiento y cin6tica de expresi6n del gen c7'£E en YM sin glucosa con y
sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina
en cada punto.  Sinbolos:  %  de crecimiento sin etanol (.)  y con etanol  (o); nivel de
expresi6n relativa del gen c7'£E sin etanol (.) y con etanol (H).
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3.5.1.3 Gen c7?PB (fltoeno-B-caroteno sintasa).

En la Figura 21A  se  observa que  el patr6n  de  expresi6n  del mmRNA  crJyB

(mensajero maduro) en el cultivo sin inducir tiene un mckimo de expresi6n al principio

de  la  fase  estacionaria  y  luego  disminuye  gradunlmente.  Este  patr6n  es  similar  al

observado por Lodato y cols. (2007). Sin embargo al agregar etanol se produce un nuevo

aumento en la expresi6n del gen el cual alcanza rna expresi6n relativa mss de 6 veces

mayor que la del control sin etanol. En la Figura 21 8 se observa que el amRNA crfyB

(meusajero alternativo) tambi5n aumenta su expresi6n luego de la adici6n de etanol con

respecto al control sin etanol, pero en menor grado que el mmRNA c7.f]g. El etanol

afecta la expresi6n del gen c7.fxB.

3.5.1.4. Gen c717 (fitoeno desaturasa).

En la Figura 22 se observa el crecimiento y el nivel de expresi6n relativa del gen

cr£J en los cultivos con y sin etanol. En la Figura 22A se observa que la expresi6n del

mmENA cr£J alcanza su maximo de expresi6n al final de la fase exponencial y luego

disminuye y se mantiene en bajos niveles durante la fase estacionaria en el cultivo no

inducido con etanol. Cuando se agrega etanol, el nivel de expresi6n relativa de este gen

aumenta nuevamente llegando a ser m5s de 3 veces el nivel del cultivo control a las 6 h

de  agregado  el  etanol.  En la Figura 228  se  observa que el amRNA cr£J comienza a

aumentar su nivel de expresi6n desputs que el maduro y es similar a lo que ocurre en

YM con glucosa (Lodato y cols., 2007). El aumento de expresi6n del amRNA cr£J luego

de la adici6n de etanol es menor que el aumento del mmRNA cr£T. Se observa que el
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Figura 21: Crecimiento y cin6tica de expresi6n del gen crfyB maduro (A) y altemativo
a3) en YM sin glucosa con y sin etandl. Los niveles de meusajero se normalizaron con el
nivel de mensajero de actina en cada punto. Sinbolos: % de creciriento sin etanol (.) y
con etanol (o); nivel de expresi6n relativa del gen crfyB sin etanol (.) y con etanol (H).



73

Tiempo (h)

20            40            60            80

Tjempo (h)

100

Figura 22:  Crecimiento y cin6tica de expresi6n del gen cr£J maduro (A) y altemativo
(8) en YM sin glucosa con y sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el
nivel de mensajero de actina en cada punto. Sinbolos: °/o de crecimiento sin etanol (.) y
con etanol (o); nivel de expresi6n relativa del gen ar£T sin etanol (.) y con etanol (I).
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etanol tanbi6n afecta la expresi6n del gen crft y que los patrones de expresi6n de los

genes cr£J); c7'fyB son similares.

3.5.1.5. Gen citis (astaxantina sintasa).

La Figura 23 muestra el creciiniento y la expresi6n del gen c7~£S en los cultivos

con y  sin  etanol.  Se  observa que  en el  cultivo  sin  etanol  1a  expresi6n  de  dicho  gen

aumenta al  final de  la fase  exponencial y luego  disminuye  y se mantiene  en   bajos

niveles durante la fase estacionaria.  Sin embargo, a las  16 h de agregado  el etanol,  el

nivel de expresi6n de este gen aumenta 1,8 veces respecto a la expresi6n del gen en el

cultivo sin etanol.

3.5.2. Estudio de la producci6n de astaxantina y de carotenoides intermediarios.

En la Figura 24 se muestra la producci6n de carotenoides durante el crecimiento

en  YM  sin  glucosa  con  y  sin  etanol.  Se  observa  que  en  las  etapas  iniciales  del

crecimiento,  durante  las primeras  20  h de  la fase  exponencial,  el nivel  de todos  los

intermediarios de carotenog5nesis va en aumento mientras que el de astaxantina y de los

precursores  de  la  misma  disminuyen.  A  medida  que  avanza  el  crecimiento  estos

intemediarios disminuyen al tiempo que la astaxantina se mantiene constante. Ademas,

se observa que entre 6 y 16 h luego de agregado el etanol los carotenoides intermediarios

como fitoeno, J3-caroteno, neurosporeno, y licopeno aumentan sus niveles, al tiempo que

la astaxantina disminuye.  El  aumento  de HDCO,  de precursores  de  astaxantina y de

astaxantina   es    posterior   al    de   J}-caroteno    y   sus    intermediarios    mencionados

anteriormente.
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Figura. 23: Crecimiento y cin5tica de expresi6n del gen crtis en YM sin glucosa con y
sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina
en cada punto.  Sinbolos:  0/o de crecimiento  sin etanol (.)  y con etanol  (o); nivel de
expresi6n relativa del gen crtis sin etanol (.) y con etanol (H).
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Figura 24: Astaxantina y carotenoides intemediarios producidos en el cultivo con (I) y
sin (I)  etanol.  El  eje  Y representa  el porcentaje  de  aumento  de  los  carotenoides  con
respecto a los carotenoides encontrados al momento de la inducci6n (46 h).  La flecha
indica el momento en que fue agregado el etanol.
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Luego  de  la  adici6n  de  etanol  los  intermediarios  m5s  tempranos  de  la  ruta

carotenog6nica aumentan en mayor grado que los m5s tardfos y que la astaxantina. Si

consideramos el aumento de carotenoides a las 16 h de agregado el etanol con respecto

al  cultivo  control,  se  observa  que  el  aumento  de  fitoeno  es  de  8,6  veces,  el  de

neurosporeno + licopeno  de 4.,3  vec?s, y el de B-caroteno  de 2,3  veces.  En cambio la

astaxantina, 1os precursores de la misma y el HDCO aumentan notoriamente a las 40 h

luego  de la adici6n de etanol y lo hacen en menor grado que los intermediarios mas

tempranos. Si consideramos el aumento de la expresi6n de los genes de las enzimas, se

observa  que  la  expresi6n  de  los  genes  crfRE,  cr£J y  cr¢S aumenta  6;  3  y  1,8  veces

respecto  al  control,  respectivamente.  Por  lo  tanto,  la  expresi6n  de  los  genes  mss

tempranos en la ruta aunenta en mayor grado que los mss tardfos y lo mismo ocurre con

`  sus productos.

3.6.  Anflisis bioinformftico de la regi6n promotora de los genes de

carotenog6nesis.

Con el objetivo de conocer si existen zonas reguladoras en la regi6n promotora

de los genes estructurales de caroteno.genesis,  z.dz., c7`£E, c;.£J, crzyB y c;.£S, las secuencias

n'o ariba del sitio de inicio de la traducci6n fueron analizadas mediaute el programa

Promo Q4esseguer y cols., 2002; Farfe y cols., 2003). Entre las secuencias reguladoras

que  se  buscaron  estin  aquellas  que  unen  factores  que  responden  a  la  presencia  de

oxfgeno  Qlaplp)  y  a  fuentes  de  carbono  no  fermentables  Clap  2/3/4/5p),  asi  como

tambi6n secuencias involucradas en la represi6n por glucosa Q4igl ).
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En .X  c7e7cc7ro7ifeo"s se ha observado que un anmento en la oxigenaci6n de los

cultivos  induce  rna  mayor  concentraci6n  celular  de  carotenoides  (Yamane  y  cols.,

1997).   Al   respecto,   en   S.    cerevisz.cre   la   presencia   de   oxigeno   induce   a   nivel

transcripcional   genes   que   codifican   enzimas   para   la   respiraci6n   mitocondrial   y

fosforilaci6n oxidativa, y enzimas involucradas en la protecci6n contra estr6s oxidativo

qwast y cols.,  1998). A este grxpo de genes que se expresan en aerobiosis se les llama

genes aerobios, y a los que se expresan en condiciones de hipoxia o anaerobiosis se les

llama genes hip6xicos. En S. cerei;isz.c!e, muchos de los genes aerobios se inducen por el

crecimiento en fuentes de carbono no fementables y estin regulados por dos activadores

transcripcionales,  el  factor  Hapl   y  el  complejo  Hap2/3/4/5p,  que  responden  a  la

presencia de oxi'geno y a fuentes de carbono no fermentables en el medio de cultivo,

respectivamente afwast y cols.,1998).

El factor transcripcional Roxlp reprime la transcripci6n de casi todos los genes

hip6xicos  en  condiciones  de  aerobiosis;  estos  genes  se  expresan  en  condiciones  de

hipoxia. Roxlp tiene rna corta vida media y permite una fapida respuesta a la hipoxia.

En S.  cerei;z.sz.cze se ban encontrado secuencias de uni6n para este factor en genes como

citocromo c oxidasa, NADP-citocromo P450 reductasa, HMG Co-A reductasa,  etc. EI

sitio  de uni6n para este factor se encuentra entre -180 y -400 pb respecto  al  sitio  de

inicio de la transcripci6n @ase de dates TRANSFAC).

Las fuentes de carbono fermentables como la glucosa son metabolizadas por la

vi'a glicolftica y el piruvato fomado es decarboxilado para fomar etanol. El piruvato

podr'a   ingresar   al   ciclo   de   Krebs,   pero   eso   no   sucede   ya   que   las   funciones

mitocondriales  se  encuentran  reprihidas  por  la  glucosa  (represi6n  por  glucosa  o
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catab61ica). Se ban identificado dos efectores especfficos de la represi6n por glucosa: el

represor Migl  en levaduras y el represor CreA en 4Fpergz.//#s.  Ambos  represores  se

unen a cajas GC que se encuentran en los genes reprimidos por glucosa bloqueando de

esa manera su transcripci6n en presencia de glucosa.  En S. ce;`ei;isz.cze el factor Migl se

one  a  genes  que  reprinen  su  expresi6n  en presencia  de  glucosa  como  fructosa  1,6

bisfosfatasa (Mercado  y cols.,  1991),  galactokinasa,  maltasa, piruvato  descarboxilasa,

invertasa  (Lundin  y  cols.,  1994).  Los  sitios  de  uni6n para  Migl  en  estos  genes  se

encuentran entre 200 y 700 pb n'o arriba del cod6n de inicio de la traducci6n (ATG).

Con  el  objetivo  de  conocer  si  existen  secuencias  comunes  en  |as  regiones

promotoras de los genes de carotenog5nesis , z.dz., cr£E, cr£J, crfyB y crtis que sugieran un

mecanismo comrfu de regulaci6n, se tomaron 1590 pb n'o arriba del cod6n de inicio de la

traducci6n  de  cada  una  de  ellas  y  se  alinearon  con  el  programa  Clustal  W.    Los

resultados del alineamiento indican que no hay similitud significativa entre las regiones

promotoras de los genes, ya que el po.rcentaje de identidad es similar al obtenido a partir

del alineamiento de las mismas secuencias aleatorizadas (Tabla 11).

En la Figura 25 se muestran esquematicamente las secuencias promotoras de los

genes  de  carotenog6nesis  I.dz.,  cr£E,  crfyB,  cr£J y cr£S con las  secuencias  regulatorias

encontradas,  asf como  las potenciale.s  cajas  TATA.  Los resultados  de la hisqueda de

secuencias   reguladoras   demostraron  que   ninguno   de   los   genes   estudiados   posee

secuencias  para  la  uni6n  de  los  activadores  transcripcionales  Hapl  y  el  complejo

Hap2/3/4/5. En los genes I.dz. y cr£E no se encontraron secuencias regulatorias de uni6n al

factor Migl en rna posici6n adecuada respecto al ATG.
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Tabla 11: Alineamiento de las secuencias de las regiones promotoras de los genes z.dz.,
ertE, crtyB, artl, y crts.

alineamientos          z.dz. y cr£E

°/o identidad               42.7

idi y ortE
(aleatorizadas)

43.8

artl, at:YB y eats     artl,.ertyB y arts

(aleatorizadas)

Para el analisis se tomaron 1590 pb n'o arriba del cod6n de inicio de la taducci6n. Por un
lado se alinearon las secuencias de los genes tempranos I.dz. y cr£E y por otro lado las
secuencias  de  los  genes  exclusivos.  de  la  carotenog6nesis  crfyB,   cr£J,   y  cr£S.  Las
secuencias   fueron   aleatorizadas   con   el   prograna   disponible   en   Bz.ofech7!o/ogp/
Computing Facility desamoHL@do par Ariziona Research Laboratories.
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Figura  25:   Esquema  de  las  secuencias  reguladoras  encontradas  con  herranientas
bioinformaticas en los genes estudiados. Los ndmeros de pares de bases entre par6ntesis
indican  la  distancia  de  las  secuencias  al  sitio  de  inicio  de  la  traducci6n  (ATG,  en
anaranjado). El recuadro rojo sefiala la ubicaci6n equivalente del sitio de uni6n al factor
Migl  (cajas  celestes)  en  los  genes  cr£J y  cr/yB.  Las  potenciales  cajas  TATA  estin
sefialadas en rojo. La secuencia de union a Rox lp es fa sefialada en rosado.



82

Se encontr6 rna secuencia de uni6n al factor Migl en cada uno de los genes cr£J

y c7.fyB,  1a. cual se ubica 774 pb n'o arriba del cod6n de inicio de la traducci6n (ATG),

coincidiendo  en  el  alineamiento  (Figura 25).  Ademas  fue  encontrada otra  secuencia

similar 1519 pb n'o arriba del ATG en el gen cr£J. En la regi6n promotora del gen crris

fueron encontradas 2 secuencias de union a Migl en una ubicaci6n que no coincide con

las  de  los  2  genes  mencionados  anteriormente.  Adem5s,  se  encontr6  rna  secuencia

reguladora  de  uni6n  al  factor  Roxl  482  pb  n'o  arriba  del  ATG  del  gen  cr£S.  Esta

secuencia no  se observa en el resto  de los  genes. Podrl'a ocurrir que los  genes  cr£T y

crfyB estuviesen sujetos a regulaci6n transcripcional por glucosa y ademfs, por splicing

altemativo (Lodato y cols., 2003) y el gen crjs estuviese sujeto a regulaci6n por glucosa

e   hipoxia,   y   adicionalmente   a   algtin   tipo    de   regulaci6n   post-transcripcional,

especfficamente a nivel de la actividad de la enzina, como lo sugieren los resultados

experimentales obtenidos en esta Tesis.
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4. DISCUSION

4.1. Analisis del efecto de distintas fuentes de carbono en la carotenog6nesis.

Como se muestra en la Fig. 3A la mayor concentraci6n celular de carotenoides

fue alcanzada en succinato y la menor en glucosa. Los valores obtenidos se encuentran

dentro del rango de valores registrado previamente para la cepa silvestre (Cifuentes y

cols.,  1997).  En  glicerol  se  observa  rna  mayor  producci6n  de  carotenoides  que  en

91ucosa;  sin embargo,  el  glicerol utilizado  como iinica fuente  de  carbono permite un

crecimiento pobre  o nulo.    EI YM  es  un medio  completo,  que  contiene  extracto  de

levadura, extracto de malta y peptona y estos compuestos podr'an ser un aporte de fuente

de carbono.  El glicerol podr'a estar siendo  co-utilizado  con otros nutrientes.  Esto  fue
I

observado en experimentos en los cuales los carotenoides segufan aumentando incluso

desputs que se habia agotado el glicerol afusdiyantini y cols., 1998). En ferinentaciones

realizadas en glucosa mss glicerol se vi6 que el glicerol era utilizado una vez que se

habla agotado la glucosa y que aumentaba notoriamente la producci6n de carotenoides

(Jacobson y cols., 2002). Probablemente el glicerol tiene rna participaci6n indirecta en

el   anmento   de   la  producci6n  de   carotenoides;   por  ejemplo   podr'a  estimular  la

producci6n de triacilglicerol y h'pidos que forman membranas  las cuales  capturan los

carotenoides lo cual podr'a desplazar el equilibrio de la reacci6n hacia la fomaci6n de

m5s  producto.  Un  mecanismo  de  este  tipo  es  el  que  ocurre  en  el  alga  unicelular

Dg{72cz/I.e//cr I)cz7idowz./ aiabbani y cols..,  1998). Por otra parte, 1a xilosa es utilizada en la

via de las pentosas fosfato y se ha demostrado  que  esta via es muy utilizada por .Xl.

cJe7cc7rofrozfs a)ong y cols., 2006). La via de las pentosas fosfato produce poder reductor
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para los procesos de biosintesis a expensas de la p6rdida de carbono en forma de C02, 1o

que favorecen'a la biosintesis de carotenoides, la que requiere de rna gran cantidad de

poder reductor. Asi, el crecimiento en xilosa podr'a estimular la carotenog5nesis, 1o que

se confima a trav5s de los resultados de esta tesis y que estin de acuerdo con aquellos

que   previamente   demuestran   que   xilosa  aumenta   la  producci6n   de   carotenoides

ovazquez y cols.,1997; Paraj6 y cols.,1997).

La  mayor  producci6n  de  carotenoides  durante  el  creciniiento  en  fuentes  de

carbono no fermentables podr'a deberse. a que su utilizaci6n genera radicales libres y que

los mismos estinulan la producci6n de carotenoides (Shroeder y Johnson,  1993;  1995

a). El succinato es metabolizado aer6bicanente por medio del ciclo de Krebs a trav6s de

la  enzima  succinato  deshidrogenasa  y  la  misma  podr'a  ser  la  responsable  de  la

producci6n de aniones super6xido. Guo y Lemire (2003) han demostrado que el dominio

de uni6n a quinona de  dicha enzima es  en sf rna fuente  de  aniones  super6xido.  En

experimentos z.73 vz.fro para determinar la actividad de la enzima, se demostr6 que cuanto

mayor es la concentraci6n de succinato, mayor es la producci6n de aniones super6xido.

Por  otro  lado,  el  succinato  es  un  intemediario  central  en  la  sintesis  del  anillo  de

porfirina de los grupos hemo que sirven por ejemplo como transportadores de oxfgeno

en la hemoglobina y de electrones en los citocromos. La enzima astaxantina sintasa es

rna enzima del tipo citocromo P450 y su sintesis podr'a estar estimulada en presencia de

succinato QTelson y Cox, 2000).

Con respecto al perfil de caro.tenoides obtenido se puede decir que en todos los

sustratos estudiados el porcentaje de astaxantina es elevado. Probablemente,  debido a
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que  a  los   5   dias  de  crecimiento  ya  se  ha  completado   la  carotenog6nesis  y  los

intemediarios se han transformado en astaxantina.

4.2. An£Hsis del crecimiento de la levadura en una fuente de carbono fermentable

(glucosa) y una no fermentable (succinato).

La. producci6n  de  carotenoides  es  mayor  y  comienza  antes   en  el  ciclo   de

crecimiento  cuando la levadura crece  en MM succinato con respecto  a MM glucosa.

Estos resultados sugieren que el tipo de metabolismo y la fuente de carbono afectan la

sintesis  de  carotenoides  y  concuerda  con  la  hip6tesis  que  la  carotenog6nesis  en JF.

c7e%c77~orfooe/S  estari'a  reprimida por  glucosa.  Asf,  al  no  haber  glucosa  en .el  medio  de

cultivo  no  habn'a  represi6n  y  la  sintesis  de  carotenoides  comenzari'a  antes.  De  esta

manera, 1a represi6n catab6lica, efecto mediante el cual la glucosa reprime los genes que

codifican las  enzimas  que  catalizan etapas ilTeversibles  de  la via gluconeog6nica,  del

ciclo de Krebs, de la respiraci6n, y enzimas para metabolizar otras fuentes de carbono

como   maltosa,   etanol,   glicerol,   etc.    (Gancedo,    1998)   estari'a   operando   en   .X

c7e#c7ro7:feocfs.  Durante  las primeras  horas  de  crecimiento  en MM  glucosa,  durante  su

fermentaci6n,  la  producci6n  de  carotenoides  tiende  a  disminuir.  Luego,  cuando  la

concentraci6n  de  glucosa  ha  disminuldo  de  20  a  5,7  g/1  (0,57  %)  los  pigmentos

aumentan,  sugiriendo  que  el umbral  donde  la  concentraci6n  de  glucosa  actha  como

represor es un orden de magnitud mayor que en S. cerevz.Fz.cze. De hecho, en S. cerevz.,rz.cze

la concentraci6n de glucosa minima que es capaz de producir represi6n catab61ica es

0,05 0/o. Es probable que exista represi6n catab61ica de los genes de carotenog6nesis en

X c7e7ec7ro7ifeo24S ya que se han encontrado secuencias de uni6n al regulador Migl  (factor
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transcripcional que se une a los genes reprinidos por glucosa). De ser asf, 1a minima

concentraci6n de glucosa capaz de producir represi6n catab6lica sen'a mas de  10 veces

mayor que en S. cerei;isz.cze.

El patr6n de  expresi6n  de  los  genes  de  carotenog5nesis  difiere  entre  glucosa y

succinato.  Para  realizar  esta  comparaci6n  debe  tenerse  en  cuenta  que  los  tiempos

absolutos no son comparables ya que el ciclo de crecimiento en MM succinato es mfs

prolongado  que  el  crecimiento  en  MM  glucosa.  Los  genes  z.dz.  y  cr£E ho  son  genes

exclusivos de la carotenog6nesis ya que las enzimas que codifican participan en otros

procesos  celulares.  Se  observ6  que  los  mismos  tienen un comportamiento  similar en

91ucosa  y  succinato.  El  gen  crtis,  que  codifica la enzima astaxantina  sintasa tiene  su

mckimo de expresi6n al principio de la fase estacionaria y el comportamiento es similar

en ambas fuentes de carbono. Sin einbargo, la expresi6n de los mensajeros alternativos

de  los  genes  cr£J j/ crfRE  durante  la fase  estacionaria presenta diferencias  en  ambos

medios de cultivo. Este hecho apoya la hip6tesis acerca del potencial rol regulatorio de

los meusajeros altemativos de estos genes (Lodato y cols., 2003).

El patr6n de sintesis de carotenoides a lo largo del ciclo de creciniento en MM

succinato y MM glucosa muestra que los intermediarios de la ruta carotenog6nica se van

formando secuencialmente segiin el orden en que son producidos en la ruta. Este patr6n

se repite en el cultivo en YM succinato y en YM sin glucosa con adici6n de etanol.

Como se mencion6 en la parte 3.3.3 ®5gina 53), sen'a esperable que la inducci6n

de la expresi6n de un gen preceda el aunento del producto de la enzima codificada por

dicho gen. Sin embargo, en MM succinato el nivel de astaxantina comienza a aumentar

por  encima  del  nivel  detectado  a  .tiempo  cero  antes  que  se  induzca  el  gen  cr¢S
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(astaxantina  sintasa)  aunque  su  mRNA  es  claramente  detectable  desde  el  inicio  del

crecimiento. En cambio, en MM glucosa el nivel de astaxantina comienza a aumentar

despu5s que se induce la expresi6n del gen cr£S y el mismo comportamiento se observa

en YM  succinato.  Por lo  tanto,  comparando  los  patrones  de  sintesis  de  carotenoides

intermediarios con los de expresi6n de genes, no es posible establecer rna correlaci6n

temporal entre ambos. Dado que los niveles de mRNA crfs se detectan desde el inicio

del cultivo, estos podr'an traducirse y formar enzima suficiente como para que ocTura

carotenog6nesis.  A  su  vez,  podri'a  estar  ocurriendo  que  parte  de  los  carotenoides

detectados al principio del ciclo de crecimiento provienen del in6culo y que perduran un

cierto tiempo en el cultivo. De la misma manera, 1as c6lulas podr'an traer cousigo las

enzimas  carotenog6nicas  y  el  aumento  de  astaxantina  antes  de  la  inducci6n  de  la

expresi6n del gen crtis podr'a deberse a un aumento  en la actividad de la enzima ya

presente en la c61ula. En este sentido, en A. p/ovz.a/z.s existe evidencia de la activaci6n de

la carotenog6nesis independientemente de la transcripci6n y de .1a traducci6n. Kobayashi

y cols.  (1993)  demostraron que la sintesis de pigmentos en H. p/z.vz.cz/z.s se inducfa con

Fe2+ (compuesto generador de ROS) erin en presencia de inhibidores de la transcripci6n

y de la traducci6n. Estos resultados sugieren que la sintesis de enzimas ocurre antes de la

inducci6n con Fe2+ y que el Fe2+ estarl'a mediando un mecanismo  de activaci6n post-

traduccional de la sintesis de carotenoides, que podr'a ser a nivel de la actividad de la

enzima.   Adicionalmente,   se   observ6   que   el   efecto   inductor   del   Fe2+  podi'a   ser

reemplazado por otros compuestos generadores de ROS. Por otro lado, existe evidencia

que la adici6n de compuestos generadores de ROS no afecta el nivel de los mensajeros

de  los  genes  fitoeno  sintasa y  P-caroteno hidroxilasa  en H. p/ovz.cr/is  (Steinbrenner y
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Linden, 2001). En este sentido, una forma de regulaci6n post-traduccional fue descrita

en el alga unicelular Dz{77¢/I.e//cz bczrdcm;z./,  en la curl un aumento en la concentraci6n de

J3-caroteno estan'a regulada por un efecto de inhibici6n por producto fmal de la via, y no

por un aunento de los niveles de meusajero ni de proteina de las enzimas fitoeno sintasa

y fitoeno desaturasa (Rabbani y cols., 1998).

4.3.   An£Hsis   de  la   expresi6n   de   genes   de   carotenog6nesis   y  producci6n   de

carotenoides en YM succinato.

En  YM  succinato  la  carotenoB6nesis  ocurre  desde  el  principio  de  la  fase  de

crecimiento y no se observa una fase lag seguida por la inducci6n de la misma como la

observada en YM glucosa (Lodato y cols., 2007) probablemente porque no hay glucosa

en  el  medio  y  por  lo  tanto  no  habria  r.epresi6n  catab61ica.  Asf,  el  hecho  que  la

carotenog6nesis  est6  asociada  o  nd  al  crecimiento  dependen'a  de  las  condiciones

fisiol6gicas en que se encuentre creciendo la levadura.

Comparando  el  patr6n  de  expresi6n  del  gen  cr£S  (astaxantina  sintasa)  y  la

producci6n de astaxantina en YM succinato y MM succinato, no es posible establecer

rna correlaci6n cuantitativa entre los niveles de los mRNAs de las enzimas y los niveles

de los carotenoides sintetizados por dichas enzimas. El valor mckimo de expresi6n del

gen crjs en YM succinato (0,40) es comparable al mckimo en MM succinato (0,39). Sin

embargo la cantidad de astaxantina producida es notoriamente menor en YM succinato

que  en  MM  succinato.  La  cin6tica  de  la  expresi6n  de  los  genes  de  carotenog6nesis

durante el crecimiento de la cepa silvestre en YM glucosa mostraron que sus niveles son

mckimos  en el pen'odo  de  inducci6n de la biosintesis  de  carotenoides  y disminnyen
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posteriormente  a  partir  de  la  fase  exponencial  tardia  (Lodato  y  cols.,  2007).   Sin

embargo, a partir de ese momento la concentraci6n celular de carotenoides colnienza a

aunentar. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que no existe rna relaci6n

lineal  entre  los  niveles  de  mRNA  de  genes  de  carotenog6nesis  y  los  niveles  de

carotenoides. En YM succinato se observa acumulaci6n de precursores de astaxantina y

de B-caroteno a partir de la fase estacionaria y sugiere una insuficiencia en la actividad

astaxantina sintasa. Sin embargo, el mensajero del gen crfs alcanza niveles de expresi6n

similares a los alcanzados en MM succinato, en donde la actividad astaxantina sintasa es

elevada y no hay acumulaci6n de precursores. Esto  sugiere que no habn'a regulaci6n

transcripcional   del   mRNA   que   codifica   dicha   enzima   en   las   condiciones   del

experimento. La linitaci6n podr'a estar en algiin paso posterior a la transcripci6n, como

puede  ser eficienci.a de  traducci6n  del mensajero  o  regulaci6n  de  la actividad  de  la

enzima.

La  competencia  por  el  licopeno  entre  las  enzimas  fitoeno  desaturasa  (cr£J)  y

licopeno ciclasa (crfyB) gobiema el flujo metab61ico hacia astaxantina o hacia HDCO.

El equilibrio entre desaturasa y cicla§a es muy importante en esta reacci6n. De acuerdo

al perfil de carotenoides monoofclicos observado en YM succinato, 1o mds probable es

que est6n ocuriendo  dos tipos  de reacciones  a partir del gama caroteno.  Primero,  1a

adici6n al gama caroteno de grupos ceto e hidroxilo por la enzima astaxantina sintasa

para formar OH ceto gama caroteno. Segundo, 1a desaturaci6n del gama caroteno por la

enzima fitoeno desaturasa para formar toruleno ¢igura 1). Luego la adici6n de un grupo

ceto al toruleno por la enzima astaxantina sintasa para formar ceto toruleno y fmalmente

la  adici6n  de  un  grupo  hidroxilo  por  la  mi§ma  enzima  para  formar  HDCO.  Estos
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carotenoides monocfclicos, excepto el HDCO, no se detectan en MM succinato. El paso

catalizado  por la  fitoeno  desaturasa  es  de  gran relevancia para  la  diversidad  de  los

carotenoides   que   se   forman  (Garcia-Asua  y  cols.,   1998).   Se   observa  rna   gran

acumulaci6n  de  fitoeno  hasta  las  47  h.  Los  carotenoides  monociclicos  comienzan  a

aparecer desputs que empieza a disminuir el fitoeno, a partir de las 60 h, probablemente

porque   el  mismo   comienza  a  ser  consumido.   Por  lo   tanto,   es  probable  que  la

acumulaci6n de fitoeno observada antes se deba a un defecto en su consumo mas que a

un  exceso  de  su  producci6n.  Dicho  defecto  podri'a  correlacionarse  con  el  nivel  de

expresi6n  de  mmRNA  cr£J y  de  amRNA  cr£J cuyos  valores  m5ximos  de  expresi6n

relativa  son  0,622  y  0,267,  respectivamente.  En  cambio  en  MM  succinato  ambos

mensajeros alcanzan niveles similares de expresi6n, 0,64 y 0,61 respectivamente Q]igura

58).  Esto  indica  que  la  expresi6n  del  amRI`IA  crjJ es  menor  en  YM  que  en  hfl4

succinato,  por  lo  que  la  relaci6n  mmRNA  c7'£J /  amRNA  cr£J  es  mayor  en  YM.

Considerando el posible rol regulatorio del amRNA cr£J y teniendo en cuenta que es el

meusajero maduro del gen cr£J es el que puede traducirse para formar proteina activa,

entonces  en  YM  habn'a  mayor proporci6n  de  la  enzima  fitoeno  desaturasa,  1o  cual

marcaria un desbalance favoreciendo las reacciones de desaturaci6n con la consiguiente

formaci6n de carotenoides monocfclicos en detrimento de la formaci6n de astaxantina.

Por otra parie, los geries de carotenog6nesis parecen tener siempre el mismo patr6n

de expresi6n aunque con pequefias variaciones, y en los mismos tiempos del ciclo de

erecimiento.  Sin  embargo,  1os  carotenoides  muestran  patrones  de  producci6n  muy

distintos   entre   sf .   Estos   resultados   globalmente,   sugieren  la   existencia  de   algtin

mecanismo  de  regulaci6n  post-transcripcional,  como  por  ejemplo  la  estabilidad  del
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mRNA.   En este sentido,  en S.  cerevz.sz.c7e se ha demostrado  que la regi6n 5`UTR del

mRNA del gen SDH2, el cual codifica para la subunidad de la succinato deshidrogenasa

que one hierro, es capaz de conferir inestabilidad a dicho mensajero cuando la levadura

crece en glucosa (de la Cruz y cols., 2002). Los mismos autores demostraron que estos

cambios en la estabilidad del mRNA estin correlacionados con cambios en la eficiencia

de traducci6n de  dicho  mensajero.  Estudios  de prote6mica realizados  en j7. p/c¢i/z.cz/I.s

demostraron  que  las  enzimas  isopentenil  pirofosfato  isomerasa  (gen  z.dz.)  y  licopeno

ciclasa (gen crfyB) aumentaban sus niveles despu6s de ser inducidas con luz afim, J-D y

cols.,  2006),  lo  cual  demuestra  la  existencia  de  regulaci6n  traduccional  en  la  ruta

carotenog5nica. No obstante, la regulaci6n tanbi6n podr'a ocurir a nivel de la actividad

de la enzima, por ejemplo, por disponibilidad de oxfgeno debido a que las reacciones de

oxigenaci6n (adici6n de grupos ceto e hidroxilo)   consumen gran cantidad de oxigeno

(Ojima y cols., 2006) y parecen ser lag limitantes en YM succinato.

De  esta  manera  podr'amos  hipotetizar  que  la  ruta  de  carotenog6nesis  estari'a

regulada  transcripcionalmente   a  nivel   de   los   genes   cr£T,   crzyB   y   cr£S,   y  post-

transcripcionalmente a nivel de la astaxantina sintasa (regulaci6n de la actividad de la

enzima por esties  oxidativo).  Los  mecanismos  de regulaci6n post-transcripcional  son

muchos y variados y para aclarar este punto es fundamental cuantificar las enzimas de

carotenog6nesis, as± como tambien determinar su' actividad.

4.4. Anflisis del efecto del flujo de a.ire en la carotenog6nesis.

El  hecho  que  el  contenido  celular  de  carotenoides  no  continde  aumentando

cuando el flujo de aire aumenta por encima de 7,4  I/inin, podr'a estar relacionado con el
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hecho  de  que la solubilidad del  oxfgeno  en medio  acuoso  est5 limitada  (Liu y cols.,

.2006).

Los  resultados  obtenidos  respecto  al  bajo  porcentaje  de  astaxantina  en  YM

succinato   sugieren  rna  limitaci6n  relacionada  con  la  reacci6n   de  biosintesis   de

astaxantina,  como  podr'a  ser  la  falta  de  oxfgeno  para  completar  dicha  reacci6n;  1a

enzima astaxantina sintasa podr'a estar regulada a nivel de su actividad por. oxigenaci6n

del medio de cultivo. El aumento del porcentaje de astaxantina observado al aumentar el

flujo de aire apoya esta hip6tesis. Es probable que debido a este tipo de regulaci6n, 1a

astaxantina sintasa no tenga un meusajero altemativo como lo tienen las enzimas fitoeno

desaturasa y fitoeno-J3-caroteno  sintasa.  Asf,  la carotenog5nesis  podr'a  estar regulada

transcripcionalmente por esas dos enzimas, y la astaxantina sintasa podr'a responder a

estinulos relacionados con el estr5s oxidativo, por ejemplo, aireaci6.n,  crecimiento en

fuentes de carbono no fermentables como etanol, succinato y glicerol. La idea que las

reacciones  de  oxigenaci6n  de  la  astaxantina  sintasa  son  las  limitantes  en  la via  esfa

apoyada por el hecho que aumentando la dosis g6nica para dicha enzima, las reacciones

de  hidroxilaci6n y cetolaci6n tambi5n  funcionan  en mayor  grado  (Sandmann,  2006;

datos no publicados). Cuando una cepa de X. cJe#cJro7rfeoaisr portadora de una copia extra

del  gen  crfyB  fue  transformada  con  el  gen  de  la  astaxantina  sintasa,  el  nivel  de

intemediarios baj6 notoriarnente y el porcentaje de astaxantina aunient6 de 60 a 90 %.

Por  lo  tanto,  pueden  plantearse  2  hip6tesis  con  respecto  al  rol  del  oxfgeno  en  las

reacciones de carotenog6nesis:  1) el oxigeno es un factor limitante para las reacciones

finales de la carotenog6nesis debido a su baja solubilidad en medio acuoso .(Liu y cols.,

2006); 2) el oxfgeno podr'a ser el respousable del estr6s oxidativo generado, y como la
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astaxantina  es  el  carotenoide  que  tiene  mayor  capacidad  de  captaci6n  de  ROS,  su

producci6n aunentarl'a la capacidad de destoxificaci6n de la c61ula. Para comprobar la

segunda  hip6tesis  podria  cuantificarse  el  contenido  de  carbonilos  en  las  proteinas

celulares, los cuales se forman como producto del esties oxidativo por ROS.

4.5. Anflisis de la inducci6n de la carotenog6nesis utilizando  etanol como  agente

inductor.

Resultados  anteriores  de  nuestro  laboratorio  mostraron  que  cuando  la  cepa

silvestre es cultivada en medio YM con glucosa se produce etanol como producto de la

fermentaci6n  de  la  glucosa  y  que  la  carotenog6nesis  se  induce  cuando  comienza  a

cousumirse dicho etanol. Luego se observ6 que la levadura era capaz de crecer en medio

YM sin glucosa y que la producci6n de carotenoides en esas condiciones era escasa, 1o

cual sugiri6 que el etanol podr'a estar involucrado en la inducci6n de la carotenog6nesis.

En base a estas observaciones, surgi6 1a idea de agregar etanol a un cultivo en YM sin

91ucosa, durante la fase estacionaria .del mismo, momento en el cual el etanol hubiese

aparecido en un cultivo en.YM con 8lucosa. Resultaba interesante estudiar la inducci6n

de  la  carotenog6nesis  en  un  sistema  como  6ste,  en  el  oral  la.inisma  se  encuentra

parcialmente reprimida. En efecto, al agregar etanol a un cultivo de las caracten'sticas

mencionadas, la producci6n de carotenoides aument6 en 31 %. En .X c7enc7horfeo2{F, se ha

demostrado  el  aumento  de la producci6n de  carotenoides por fuentes  de  carbono no

fementables como etanol (Gu y cols.,  1997; Yamane y cols.,  1997) y por compuestos

liberadores  de  ROS  (Igusa y cols.,  2005).  Sin  embargo,  hasta  el  momento  no  se  ha

conelacionado  el  aumento  de la producci6n de  carotenoides  con la inducci6n de los
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genes  de  carotenog6nesis  por  agentes  agregados  extemamente.  Con  el  objetivo  de

deteminar si los genes de carotenog6nesis se inducfan luego de la adici6n del etanol, se

deteriin6  1a  expresi6n  de  los  mismos.  Se  observ6  que  los  genes  exclusivos  de  la

carotenog6nesis crzT,  crfyB y arjs aumentaban su expresi6n con respecto a la expresi6n

en un cultivo sin etanol, mientras que los genes tempranos de la ruta,  I.dz. y cr£E, que

ademas  participan  en  otras  rutas  metab61icas,  no  aumentan  su  expresi6n luego  de  la

adici6n de etanol. Si el aumento de la expresi6n de los genes se debiese a un efecto del

crecimiento de la levadura, entonces sen'a esperable que todos los genes aumentaran su

expresi6n luego de adicionar etanol, pero claranente esto no ocurre. Sin embargo, para

separar definitivamente el efecto sobre el crecimiento del efecto puramente inductor del

etanol sobre la carotenog6nesis,  sen'a necesario  impedir el crecimiento con un agente

inhibidor  de  la  sintesis  proteica  como  por  ejemplo  la  cicloheximida.  El  hecho  que

solamente los genes exclusivos de carotenog6nesis induzcan su expresi6n en presencia

de  etanol  confirma  la  vinculaci6n  de  la  carotenog6nesis  con  los  procesos  celulares

responsables de la defensa contra el estr5s oxidativo. L.os antecedentes con respecto a la

regulaci6n de los genes de carotenog6nesis apuntan hacia un efecto inductor del estr6s

oxidativo sobre la carotenog5nesis. En este sentido se ha visto que las especies reactivas

de  oxigeno  aios)  regular  la  expresi6n  de  genes  de  la  carotenog6nesis  a  nivel

transcripcional en plantas q3ouvier y cols.,  1998) y en IV.  crczSsa (Igusa y .cols., 2005).

En  ZZ:  p/zfvz.cz/I.s  se  ha  demostrado .que  los  genes  de  carotenog6nesis  aumentan  su

expresi6n en condiciones de elevada iluminaci6n (Steinbrermer y Linden, 2003) y que la

misma  depende  del  estado  redox  de  la  c51ula,  el  cual  es  detectado  por  el  sistema

fotosint6tico de transporte de electrones. En Scfezzasczcchczro7#);ces po"be el gen pbfeJ
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participa en la respuesta contra estr6s oxidativo y su transcripci6n aumenta por 6xido

nitrico y carencia de nitr6geno  (Cho y cols.,  2006) y ademas por etanol  0£im S. J.  y

cols., 2006). En lesiones de la mucosa g5strica de ratas tratadas con etanol, se sabe que

el etanol produce ROS, disminuye la actividad de los enzimas que protegen a la c61ula

de las ROS y aumentan la peroxidaci6n de los lipidos. I,a administraci6n de astaxantina

extralda de .X  de;gc7ro7vio#S a estas ratas captura las ROS, aumenta la actividad de las

enzimas protectoras contra ROS y disminuye la peroxidaci6n de h'pidos Qcin y cols.,

2005). El efecto del etanol sobre la carotenog6nesis podria explicarse en parte por los

efectos biol6gicos  directos  que tiene, el etanol sobre las vias metab61icas.  Los  efectos

observados  son m5s bien una consecuencia del metabolismo  del etanol,  mas  que  del

etanol  en  sl  (Jones,  1989).  La  utilizaci6n  oxidativa  del  etanol  produce  en  primera

instancia  elevados  niveles  de  acetaldehi'do  y  acetate.  Adem5s,  1a  reacci6n  consume

NAD+  y  produce  NADH.  EI  NADH  producido  anteriormente  va  a  ir  .a  la  cadena

respiratoria  y  al  aumentar  el  flujd  de  electrones,  habrd  m5s  electrones  para  ser

transferidos al oxfgeno formando asf el ani6n super6xido (Bailey y Cunnin8ham, 2002).

El  acetate  producido  va  a provocar  un  aumento  de  acetil-CoA.  Cousiderando  estas

condiciones, podr'a decirse que las mismas son propicias para el aumento de producci6n

de carotenoides:  aunento  de ROS y de acetil-CoA.  La producci6n de astaxantina en

estas condiciones no s61o consumin'a el exceso de acetil-CoA, sino que ademas ayudaria

en la destoxificaci6n de las ROS. Adicionalmente, Gu y cols. (1997)  demostraron que el

etanol aumenta 3 veces la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa ¢IMGR) en los

cultivos cuya producci6n de carotenoides estaba incrementada. Dicha enzinra cataliza la

sintesis de mevalonato, el cual es un paso muy temprano en la biosinteis de carotenoides
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(Walker,  1998). Probablemente la utilizaci6n de etanol con el cousiguiente .aumento del

flujo de acetil-CoA requiera de un aumento en la expresi6n de la enzima HMGR.

4.6. Anflisis de las secuencias reguladoras encontradas en las regiones promotoras

de los genes de carotenog6nesis.

Los resultados obtenidos respecto  al comportamiento de los mensajeros  de los

genes  de  carotenog5nesis  y  respecto  a  los  carotenoides  de  la  ruta  en  las  distintas

condiciones metab6licas,  llevaron a pensar que  los  genes  de carotenog6nesis podr'an

estar regulados  a nivel transcripcional por reguladores  que respondieran  a  diferentes

tipos de metabolismo y/o a la concentraci6n de oxfgeno en el medio de cultivo. Estas

observaciones  motivaron  la  hisqueda  de   secuencias   regulatorias   en   las  regiones

promotoras de los genes de carotenog6nesis.

El hecho que ninguno de los genes estudiados posea secuencias para la uni6n de

los activadores transcripcionales Hap.1 y el complejo Hap2/3/4/5, sugiere que los genes

de  carotenog6nesis  no  estan'an  regulados  a  nivel  transcripcional  por  oxfgeno.  Las

secuencias de uni6n al factor Migl encontradas en los genes de carotenog6nesis sugieren

que estos genes podri'an estar regulados por glucosa a nivel transcripcional. De hecho

son los genes cr£T y atRE los que muestran diferencias en la expresi6n en glucosa con

respecto a succinato. La secuencia de uni6n a Migl situada 1.519 pb rio arriba del ATG

del  gen  cr£J,  no  esta  en  la  ubicaci6n  frecuentemente  encontrada  para  este  tipo  de

secuencias en S. cerevz.£z.cze. Esto podr'a significar que quizas la misma no es funcional o

quiz5s se trata de rna ubicaci6n atipica de las mismas en el genoma de X  c7enc7ro;i¢oz/s.

Los resultados experimentales obtenidos muestran que el patr6n de expresi6n del gen
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crjs es similar en succinato y glucosa, mientras que el nivel de expresi6n es mayor en

91ucosa. Sin embargo de acuerdo a este estudio, dicho gen posee 2 secuencias de uni6n

al factor Migl . Por otro lado Alvarez y cols. (2006) encontraron 4 secuencias de uni6n al

factor CreA n'o arriba del sitio potencial de inicio de la transcripci6n del gen crtis y dos

de ellas coinciden con las dos cajas Migl encontradas en este trabajo. Probablemente, el

factor Migl y la represi6n catab6lica est6n actuando en la regulaci6n de este gen pero,

coordinadanente con otros mecanismos de regulaci6n, los cuales conjuntamente podrfun

explicar los resultados 6btenidos.

El significado biol6gico de la presencia de un sitio de uni6n al represor Roxl en

el gen cris es  difi'cil de explicar. La secuencia de uni6n a Roxlp encontrada en este

trabajo, posee algunas sustituciones con respecto a la secuencia consenso, y las mismas

podr'an explicar la expresi6n de este gen en aerobiosis. Existe evidencia de que Roxlp

puede unirse a sus secuencias reguladoras con diferente afinidad, 1o cual podr'a explicar

los  diferentes  niveles  de  transcritos  en  id6nticas  condiciones  de  disponibilidad  de

oxigeno (Zitomer y cols.,  1997). Muchos de los genes hip6xicos que son inducidos en

carencia de  oxfgeno  codifican proteinas  que  funcionan en vfas  que utilizan oxi'geno,

como por ejemplo,  reductasas  y desaturasas  involucradas  en la biosintesis  de grupos

hemo, esteroles y acidos grasos insaturados. Esto podr'a deberse a que estas proteinas

aumentarl'an la eficiencia de la utilizaci6n de oxigeno en condiciones en que el mismo es

escaso,  o porque esas  enzimas  son linitantes  en sus respectivas vi'as  (Kwast y cols.,

1998).

La diferente combinaci6n de secuencias. de uni6n a factores reguladores en las

secuencias promotoras de los genes de carotenog6nesis, asi como su ubicaci6n podrfan
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dar cuenta de mecanismos de regulaci6n diferentes entre estos genes. Los genes c7.£J y

cr/yB podrl'an tener un mecanismo de regulaci6n cormin y diferente al del gen cr£S en

base a las siguientes observaciones:

a)   Los genes c7`jJ y crfzB poseen secuencias de regulaci6n por glucosa en la misma

posici6n respecto al ATG, mientras que el gen cr£$ 1as tiene en rna ubicaci6n

diferente y posee adem5s una secuencia de uni6n al factor Roxlp.

b)   Los genes cr£J y crfyB poseen meusajeros altemativos, mientras que el gen crzs

no posee meusajeros altemativos.

c)   El patr6n de expresi6n de los meusajeros altemativos de los genes cr£J y crfyB

van'a cuando la levadura crece en glucosa y en succinato, en cambio el del gen

crtis no van'a en ambas condiciones.

4.7. Modelo de la sintesis de carotenoides en base a los resultados obtenidos.

En la Figura 26 se presenta un modelo de los procesos metab61icos relacionados con la

carotenog6nesis cuando X  c7e#c77iorfeogfs crece en un medio minimo con glucosa o con

succinato como iinica fuente de carbono. Asi, cuando la levadura crece en glucosa, 1a

primera fase del erecimiento ocurre bajo un metabolismo fermentativo y eso favorece la

producci6n  de  biomasa  en  lugar  de  carotenoides.  Luego  el  etanol,  producto  de  la

fementaci6n,  es metabolizado  aer6bicamente en  el  ciclo  de  Krebs.  Sin  embargo,  en

succinato el metabolismo es aerobio durante todo el ciclo de crecimiento y eso favorece

la  sintesis  de  carotenoides  en  lugar  de  la  de  biomasa.  En  la  figura  se  muestra

esquem5ticanente que en glucosa la expresi6n de los meusajeros altemativos de los
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genes  cr£J y  crfyB  durante  la  fase  estacionaria,  es  menor que  la  de  los  respectivos

meusajeros maduros, mientras que en succinato ocurre a la inversa.

Por otra parte, en la Figura 27 se propone un modelo de lo que ocurriri'a en un

medio  complete  versus  en  medio  minimo,  ambos  con  succinato.  La  producci6n  de

carotenoides   totales   es   similar  en   anbos  medios,   sin  embargo   el  porcentaje   de

astaxantina alcanzado en el medio completo es mucho menor que en medio mi'himo. La

expresi6n de los genes de carotenog5nesis tiene patrones similares, incluso para el gen

de la astaxantina sintasa.  Sin embargo se observa rna notoria diferencia a nivel de la

expresi6n relativa del meusajero alteinativo del gen cj~£J. El nivel del mismo en medio

completo es menor que en medio minino, 1o cual podr'a explicar el mayor flujo de la via

carotenog6nica hacia los  carotenoides monocfclicos,  en lugar de hacia astaxantina  en

medio completo.

En la Figura 28  se  esquematiza  el  aumento  de  la  expresi6n de  los  genes  de

carotenog6nesis al adicionar etanol, asf como tambi6n el aumento de los  carotenoides.

Se puede  observar que los  genes  asi  como  los  carotenoides m5s tempranos  de la VI'a

aumentan en mayor nivel que los genes y carotenoides mds tardfos de la vi'a.
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Figura  28:  Esquema  de  lo  que  ocurriria  a  nivel  de  la  expresi6n  de  los  genes  de
carotenog6nesis y de los carotenoides al agregar etanol 0,2   % a un cultivo realizado en
YM que se encuentra en fase estacionaria.
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5. CONCLUSI0NES

•    El   tipo   de  metabolismo   y  la  fuente   de   carbono   afectan  la   cantidad   de

carotenoides y el momento en que se sintetizan en el ciclo de crecimiento.

•    La   asociaci6n   de   la   carotenog5nesis   con   el   crecimiento   depende   de   las

condiciones de cultivo

•    El patr6n de expresi6n de genes de la carotenog6nesis crfyB y cr£J es diferente en

estas dos condiciones estudiadas, sin embargo el gen cr£S presenta patrones de

expresi6n similares.

•    No es posible establecer una correlaci6n cuantitativa entre el nivel de expresi6n

de  los  genes  de  las  enzimas  carotenog6nicas  y  el  nivel  de  los  carotenoides

.    producto de su actividad.

•    La inducci6n de la expresi6n de los genes de carotenog6nesis no siempre precede

el anmento de los carotenoides que son producto de la actividad de la enzima

codificada por dichQs genes.

•    La producci6n de carotenoides a lo largo del ciclo de crecimiento muestra un

patr6n  cormin  de  aparici6n  de  los  distintos  intermediarios,  tal  que  los  mas
tempranos  aumentan  sus  niveles  antes  que  los  m5s  tardios.  Este  patr6n  es

independiente de las condiciones de crecimiento y del medio de cultivo que se

emplee.

•    El aumento del flujo de aire en cultivos de Jr. c7e72c7ror¢oefS aunenta la actividad

astaxantina sintasa.
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•     La  adici6n  de  etanol  a  cultivos  de  JF:   cJe7!c7rorfoocis  estimula  la  sintesis  de

carotenoides y aumenta selectivamente la expresi6n de los genes exclusivos de la

carotenog6nesis, pero no la de los genes tempranos de la via que participan en

otras vias metab6licas.

•    El analisis bioinformatico de `las regiones promotoras de los genes sugiere que

los genes exclusivos de la carotenog5nesis podr'an estar regulados por glucosa.

En particular, el gen crjs podr'a ademds estar regulado por oxfgeno.

•    Los   resultados   de   este  trabajo   en   su  conjunto   sutieren  la  existencia  de

mecanismos  de  regulaci6n  post-transcripcionales  en  la  carotenog6nesis  de JF.

dendrorhous.

•    Estos  resultados  demuestran  que  modificando  la  composici6n  del  medio  de

cultivo  y  las  condiciones  de  crecimiento,  no  solo  es  posible  aumentar  la

producci6n  de  carotenoides,  sino  adem5s,  1a  proporci6n  de  astaxantina.  Esta

infomaci6n  es  aplicable  desde  el  punto  de  vista  biotecnol6gico  ya  que  el

aumento del flujo de aire y la adici6n de etanol son agentes estimulantes de la

producci6n de carotenoides y ademds son de bajo costo.
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