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RESUMEN

Desde el descubrimiento de la penicilina en  1928,  Ios microorganismos se han

convertido en una fuente muy imporfante de productos naturales.  Un grupo destacado

de moleculas sintetizadas por 6stos son  los carotenoides,  que pertenecen a la familia

de  los  terpenos  y  de  los  cuales  se  han  descrito  mas  de  600  estructuras  distintas.

Muchas   de   estas   mol6culas   presentan   actividad   biol6gica   para   los   organismos,

teniendo un potencial uso para el hombre.

La   levadura   basidiomicete  X.   der}drowhous  destaca   dentro   de   los   hongos

carotenog6nicos  por su  capacidad  de  sintetizar astaxantina  como  principal  pigmento,

la que es  utilizada  en  la  industria qufmica y farmaceutica.  Para  su  biosin{esis a  partir

de GGPP, se ha descrito la participaci6n de los genes crfYB, crfl y cris que codifican a

las  enzimas  fitoeno  a-caroteno  sintasa,  fitoeno  desaturasa  y  astaxantina  sintasa,

respectivamente.   EI   P-caroteno   es   el   principal   pigmento   intermediario   de   la   via,

sintetizado   por   la   acci6n   conjunta   de   las   2   primeras   enzimas   y   se   encuentra

ubicuamente   en   muchos   organismos   carotenog6nicos.   Desde   el   punto   de   vista

molecular, se ha estudiado la estructura y funci6n de los genes de la via y en nuestro

laboratorio  se  han  determinado  los  niveles  transcripcionales  de  estos  en  diferentes

condiciones  de  cultivo.  Asi,  se  demostr6  que  en  general,  Ios  niveles  de  expresi6n  de

estos  genes  son   bajos  y  varian   durante  el   ciclo  de   crecimiento   de   la   levadura,

sugiriendo   un   mecanismo  de  regulaci6n  transcripcional.  Ademas,   se   determin6   la

presencia de variantes de "sp/i.ci'r7g" del mRNA de los genes crfYB y crfl, sugiriendo un

posible mecanismo de regulaci6n post-transcripcional.
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En    este    trabajo    se    adapt6    la    t6cnica    de    RT-PCR    en    tiempo    real,

determinandose la cinetica de expresi6n de los genes crfYB y crfl y c6mo esta se ve

modificada durante el ciclo de crecimiento de la levadura. Asi, se demostr6 que ambos

genes  se  expresan  durante  todo  el  ciclo  de  crecimiento,  teniendo  sus  maximos  de

expresi6n en la etapa exponencial tardia (OfYB) y exponencial (crfl), pudiendo ser esta

variaci6n  la  que  gatilla  la  inducci6n  de  la  carotenog6nesis  en  la  etapa  exponencial

tardia de crecimiento. Ademas,  se determin6 Ia  relaci6n  entre las versiones  madura y

alternativa  de  los  mRNA,  observando  que  6sta varia  durante  el  ciclo  de  crecimiento,

variaci6n mas acentuada en el caso del gen crfl, en la cual en la etapa exponencial es

de 50:1  (mmRNA: amRNA) hasta fase estacionaria que es de 4:1.

Debido  a  que  la  carotenogenesis  es  un  proceso  dependiente  de  la fuente  de

carbono   utilizada   para   el   crecimiento   de   la   levadura,   se   evalu6   Ia   respuesta

transcripcional de los genes crfYB y crfl ante la adici6n de glucosa al medio de cultivo,

determinando que 6sta reprime la transcripci6n de ambos genes alrededor de 5 veces

y  ademas,  afecta  de  manera  diferencial  la  generaci6n  de  los  mRNA  maduros  con

respecto a los mRNA alternativos.

En  cepas  de X.  der]drowhous  mutantes  del  gen  crfl,  que  procesan  su  mRNA

s6Io  hacia  su  versi6n  alternativa,  se  observa  que  6stas  son  incapaces  de  sintetizar

pigmentos,  indicando  que  el  amRNA  no  seria  productivo  y  ademas,  se  observa  la

acumulaci6n de mRNA no procesado,  demostrando que la generaci6n del amRNA es

regulado.  Cuando  se  insert6  el  primer  intr6n  del  gen  crfl  en  un  gen  reportero,  se

observ6  Ia presencia de ambos tipos de  procesamiento,  indicando que  la  informaci6n

13



requerida para esto se encontraba contenida en su secuencia. Sin embargo, Ia cin6tica

de   procesamiento   no  se  correlacion6  con   la  del  gen  silvestre,   sugiriendo  que  la

regulaci6n de la sintesis tambi6n estaria dada por otras secuencias.

Finalmente,  se  determin6  que  los  pigmentos  tienen  un  efecto  de  feedback

sobre  la  expresi6n  del  gen  crfYB,  ya  que  la  represi6n  {ranscripcional  por glucosa  se

pierde en cepas albinas de la levadura.
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ABSTRACT

Since  the  discovery  of  penicillin  in   1928,   microorganisms  have  become  an

important source of natural products.  One outstanding group of molecules synthesized

by  microorganisms  are  carotenoids,  which  belong  to  the  terpenes  family,  for  which

more  than  600  different  structures  have  been  described.  Many  of  these  molecules

display bio[ogjcal activity in organisms, making them of potential use to humans.

Among   carotenogenic  fungi,   the   basidiomycetous   yeast  X.   dendrowhous  is

notable for its ability to synthesize astaxanthin as a main pigment, which is used  in the

chemical  and  pharmaceutical  industries. Astaxanthin  biosynthesis starting from  GGPP

requires  the  participation  of  the  crfYB,   crfl  and  cris  genes,  which  encode  for  the

enzymes   phytoene   a-carotene   synthase,   phytoene   desaturase   and   astaxanthin

synthase,  respectively.  The  main  intermediate  pigment in  this  pathway,  a-carotene,  is

synthesized by the joint action of the first 2 enzymes and is found ubiquitously in many

carotenogenic   organisms.   From   a   molecular  perspective,   the   gene   structure   and

function of this pathway have been extensively studied, and  in our laboratory we have

determined  the  transcriptional  levels  of these  genes  in  different  culture  conditions.  In

our experiments, it was shown that in general, the expression levels of these genes are

low  and  vary  during  the  yeast's  growth  cycle,  suggesting  a  transcriptional  regulation

mechanism.  In addition, we detected the presence of splicing variants for the crfYB and

crfl genes, suggesting a possible post-transcriptional regulation mechanism.
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In  this  thesis,   the   Real  Time   RT-PCR  technique  was  adapted   in  order  to

determine  the  expression  kinetic of crfl  and  crfyB  genes,  and  its  variation  during  the

yeast growth cycle.  It was shown that both genes are expressed throughout the entire

growth  cycle,  having their maximum  expression  levels  in  late  exponential  (OfyB)  and

exponential ('chl) phases of growth.  It may be this variation that triggers the induction of

carotenogenesis  in  the  late  exponential  stage.  In  addition,  we  investigated  the  ratio

between  mature  and  alternative  versions  of the  mRNAs,  observing  variations  during

the  growth  cycle.  This  variation  is  higher  in  the  case  of the  crfl  gene  than  the  crfyB

gene,  for which  the  exponential  phase  ratio  is  50:1  (mmRNA  :  amRNA),  while  during

the stationary phase is 4:1.

Because  carotenogenesis  is  a  process  depending  on  the  carbon  source  used

for yeast growih, we evaluated the transcriptional response of crfYB and  crfl  genes to

glucose addition  into the culture media. We determined that glucose represses around

5  times  both  genes  transcription  and  also  affects  differentially  the  mature   mRNA

regarding to alternative mRNA synthesis.

In X.  dendrowhous mutant strains for the  crfl  gene,  that process  its mRNA only

into the alternative version, we observed that they are unable to synthesize pigments,

indicating  that  the  amRNA  would  not  be  productive.  These  strains  also  show  the

accumulation  of unprocessed  mRNA,  demonstrating that the generation  of amRNA is

regulated.  When we  inserted the first  intron  of the  crfl  gene  into  a  reporter gene,  the

presence of both types of splice variants was observed,  indicating that the information

required for the splicing was in the sequence.  However, the processing kinetics did not
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correlate with the crfl gene, suggesting that the synthesis regulation would be given by

other sequences.

Finally,  it was  determined  that the  pigments  have  a  feedback  effect on  crfYB

gene  expression,  because  glucose  transcriptional  repression  is  lost  in  albino  yeast

strains.
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1. INTRODUCC16N
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En  la actualidad,  nos  encontramos  con  una  necesidad  creciente de  productos

naturales, Ios que son utilizados en variados quehaceres de la industria (Gershenzon y

Dudareva,    2007).    Asi,    destacan    como   fuente   de    estos    productos   diferentes

microorganismos,   los   cuales   son   utilizados   por   su   amplia   y   variada   capacidad

metab6lica,   ya   sea   por   sintetizar   enzimas   activas   en   condiciones   extremas   de

temperatura,   pH,   etc.   o   por  la  sintesis  de  muchas  mol6culas  bio-activas   para  el

hombre    (Chang    y    Keasling,    2006;    Roberts,    2007).    Dentro    de    estas    dltimas,

encontramos los carotenoides, mol6culas provenientes de la ruta de biosintesis de los

terpenos y de los cuales se han  identificado mas de 600 estructuras distintas  (Britton,

1995).  Debido  a  la  presencia  de  enlaces  dobles  conjugados,  los  carotenoides  son

compuestos  coloreados,  variando  su  color desde  el  amarillo  palido  hasta  rojo  oscuro

(Armstrong,1994).  En  la  naturaleza,  son sintetizados  por bacterias fotosint6ticas y no

fotosint6ticas, algas,  plantas y hongos (Karnaukhov,1990).

Todos  los  carotenoides  derivan  de  la  ruta  de  biosintesis  de  los  isoprenoides,

compuestos  sintetizados  a  partir  de  un  precursor  comdn  de  5  atomos  de  carbono

denominado isopentenil  pirofosfato  (lpp) (Ogura,1969).  Por su estructura quimica,  se

han clasificado en dos grupos: los carotenos, que no presentan atomos de oxigeno en

su estructura y las xant6filas, que si poseen atomos de oxigeno.

Debido   a   las   caracteristicas   quimicas   de   los   carotenoides,   se   les   han

encontrado  numerosas aplicaciones y usos,  ya sea como colorantes y/o suplementos

alimenticios  en  animales,  especialmente  salm6nidos  y  crustaceos  (Johnson  y  Lewis,

1979;   Schroeder   y   Johnson,   1993).   Ademas,   existen   evidencias   de   que   estos
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compuestos   cumplen   un   papel   importante   en   la   prevenci6n   de   enfermedades

cardiovasculares y el cancer, catalogandose como productos nutrac6uticos (Canfield y

col.,1992; Schmidt-Dannert, 2000).

Uno  de  los  carotenoides  que  presenta  un  alto  intefes  biotecnol6gico  es  la

astaxantina,   la  cual  es  altamente  utilizada  en  la  industria  acuicola  y  far`mac6utica

(Nakano y col.,1999; Takimoto y col., 2007).  La biosintesis de este pigmento se limita

s6lo  a  algunas  especies  de  bacterias  marinas  (Liaaen-Jensen y Andrewes,1972),  el

alga  unicelular  Haemafococcus  p/w/.a//.s  (Lorenz  y  Cysewski,   2000)  y  la  levadura

basiidiiorriicete Xanthophyllomyces  dendrorhous (ex.  Phaffia  rhodozyma)  (AndreINes y

col.,  1976).  La  levadura  X.  dendrowhous,  se  caracteriza  por  sintetizar  la  astaxantina

como   su   principal   pigmento,   ademas   de   otros   carotenoides   entre   los   cuales   se

encuentra el fitoeno, el licopeno y el P-caroteno (Golubev,1995; Johnson y col.,1978)

(figura  1 ).

Se ha descrito que debido a que X. dendrowhous es un simbionte en arboles, la

carotenog6nesis seria una respuesta a  la presencia de compuestos antifdngicos foto-

activables producidos por el hospedero (Schroeder y Johnson,  1995). Ademas, ya que

la levadura carece de algunos de los mecanismos de defensa frente al estr6s oxidativo

que  si  presentan  otros  organismos  (diferentes  super6xidos  dismutasas  [Fe-SOD  y

Cu/Zn-SOD]   (Schroeder  y  Johnson,   1993)),   se  ha  sugerido  que  estos   pigmentos

serian  importantes para la protecci6n contra las especies reactivas de oxigeno  (ROS)

producidas durante su crecimiento (Galano y col., 2010).
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Figura 1. Caracteristicas macro y microsc6picas de X. dendroAhous.

A)  y  8)  Colonizaci6n  de  heridas  de  arboles  por  levaduras  pigmentadas,  siendo
una  de  ellas  X.   dendrowhous.   C)   Microscopia  de   contraste  de  fases  de  X.
dendrowhotis en division (aumento 1.000X).  D) Microscopia de contraste de fases
de    un    holobasidio    con     basidioesporas    terminales    (aumento    400X).     E)
Almacenamiento  de  los  distjntos  pigmentos  en  gotas  de  lipidos  dentro  de  la
levadura.  F)  Diferentes  cepas  de X.  dendrowhous  mutantes  para  la  sintesis  de
pigmentos.   (Fotos  de  Carlos  Echavarri-Erasun  y  Eric  Johnson,  2003  y  2004.
ASM  MicrobeLibrary).
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La  utilizaci6n  de  X.  dendrorf7ous  como  fuente  natural  de  astaxantina  para  la

industria presenta algunas ventajas sobre su principal competidor H. p/w/'a/t.s,  ya que

puede  proliferar en  forma  heter6trofa,  con  una  mayor velocidad  de  crecimiento y  por

tener la capacidad de crecer en sustratos de bajo costo (Calo y Gonzalez,1995).  Sin

embargo,   a   pesar  de   estas   ventajas,   el   principal   problema   para   el   uso   de  X.

der)drowhous  como  fuente  de  astaxantina  es  la  baja  producci6n  del  pigmento  en  las

cepas  silvestres  (200  a  400  ug  de  astaxantina/g  de  peso  seco),  que  resulta  poco

atractivo  desde  un  punto  de  vista  industrial.  Tales  caracteristicas,  han  motivado  la

btlsqueda   de   cepas   sobreproductoras   mediante   mutag6nesis   con   luz   ultravioleta

(Retamales y col.,1998) o con agentes qufmicos como nitrosoguanidina y etil-metano-

sulfonato  (An y col.,1989;  Lewis y col„  1990).  Sin  embargo,  la  aplicaci6n  de tecnicas

tradicionales  para  el  mejoramiento  de  las  cepas  silvestres  de X.  der}drowhous  no  ha

conducido  a  resultados  satisfactorios.  La  mutaci6n  al  azar  ha  generado  efectos  no

deseados   de   inestabilidad   gen6tica,   falta   de   reproducibilidad   en   fermentaciones

industriales  y  una  menor  producci6n  de  biomasa  de  las  cepas  sobreproductoras  en

comparaci6n  con  las  cepas  silvestres  (Visser  y  col.,  2003).  Estas  dificultades,  han

motivado  el  estudio  de  la  via  carotenog6nica  de X.  dendrowhoL/s y de  los  genes  que

participan en ella para buscar potenciales alternativas de modificaci6n y mejoras (Choi

y col., 2007; Dominguez-Bocanegr y col., 2007).

Desde  el  punto  de  vista  gen6tico-molecular,  la  biosintesis  de  los  pigmentos

carotenoides   en   X.   dendrowhous  comienza   con   la   uni6n   cabeza-cabeza   de   dos

moleculas   de   geranilgeranil   pirofosfato   (GGPP)   para   formar   el   fitoeno,   reacci6n

catalizada por la enzima fitoeno sintasa (Lodato, 2002;  Mccarthy y col., 2004).  En esta
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Ievadura se ha aislado el gen crfYB que codifica a una enzima bifuncional denominada

fitoeno-B-caroteno  sintasa,  que  tiene  actividad  fitoeno  sintasa  y  licopeno  ciclasa  (P-

caroteno  sintasa)  (Alcaino,  2002;  Arrach  y  col.,  2001;  Verdoes  y  col.,   1999a).   La

secuencia  nucleotidica  del  gen  que  codifica  a esta enzima tiene  un tamafio  de 2.386

pb y esta interrumpida por 4 intrones (figura 2A).

EI   siguiente   paso   en   la   ruta   de   biosintesis   de   astaxantina   consiste   en  4

desaturaciones sucesivas dell fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima

fitoeno  desaturasa.  En  X.  dendrorf7ous,  se  ha  aislado  el  gen  crfl  que  codifica  dicha

enzima  y tambi6n  su  CDNA  (Verdoes  y  col.,1999b).  En  esta  levadura,  Ia  secuencia

codificante  del  gen   crfl  tiene  un  tamafio  de  2.827  pb  y  esta  interrumpida  por  11

intrones (Johnson, 2003; Lodato y col., 2003) (figura 28).

La  ruta  de  biosintesis  continda  con  la  ciclaci6n  de  los  extremos  del  licopeno

para  dar  a-caroteno,  paso  tambi6n  catalizado  por  la  enzima  bifuncional  fitoeno-B-

caroteno sintasa (figura 2C). Finalmente, el P-caroteno es hidroxilado en las posiciones

3 y 3', y ademas se adicionan grupos ceto en  las posiciones 4 y 4',  dando lugar a la

astaxantina.   En  X.   dendronf7ous,  se  ha  reporfado  que  ambas  actividades  estarian

presentes  en  una  enzima  bifuncional  codificada  por  el  gen  cris,  con  un  tamafio  de

3.166  pb  y  que  estaria  interrumpido  por  17  intrones  (Alvarez y  col.,  2006;  Carmona,

2007; Ojima y col., 2006) (figura 2D).

Recientemente,  nuestro  laboratorio  describi6  Ia  participaci6n  de  una  enzima

tipo  citocromo  P450  reductasa  (CPR)  para  la  sintesis  de  astaxantina,  que tendria  un

rol auxiliar a la enzima astaxantina sintasa como donadora de electrones. Esta nueva
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Figura 2. Ruta de biosintesis de astaxantina en X. dendrowhous.

Sintesis de los distintos carotenoides en X.  dendrowhous.  A) Condensaci6n de 2
mol6culas de GGPP para la sintesis del fitoeno.  a) Desaturaci6n del fitoeno para
la sintesis del licopeno.  C) Ciclaci6n de los extremos del  licopeno para la sintesis
del B-caroteno.  D) Oxidaci6n del a-caroteno para la sintesis de astaxantina.
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enzima,  esta  codificada  por  el  gen  crfR,  con  un  tamafio  de  3.006  pb  y  que  estarfa

interrumpido por 2 intrones (Alcaino, 2008; Alcaino y col., 2008).

En  conjunto  con  la  dilucidaci6n  de  la  ruta  de  biosintesis  de  astaxantina  en X.

der}drowhous   y   sus   determinantes   gen6ticos   se   comenz6   con   la   manipulaci6n

especffica  de  los  genes   participantes  en   la  ruta  de  biosintesis  de  6sta.  Asi,   los

experimentos realizados por Verdoes (Verdoes y col., 2003),  en donde se aument6 el

ndmero  de  copias  de   los  genes   crfYB   (fitoeno-P-caroteno  sintasa)  y  crfl   (fitoeno

desaturasa),  permitieron  obtener  cepas  transformantes  que  presentaban  diferencias

en su pigmentaci6n en comparaci6n con la cepa silvestre. Sin embargo, Ios analisis de

estas cepas transformantes indicaron que las diferencias en la pigmentaci6n se debian

principalmente a  una modificaci6n en  la composici6n de los pigmentos intermediarios,

pero no a  un aumento significativo en  la cantidad final de astaxantina producida  (An y

col.,  1999;  Visser  y  col.,  2003).  Estos  resultados  sugirieron  que  la  sfntesis  de  este

pigmento   seria   un   proceso   regulado   y   dependiente   de   factores   geneticos   y

metab6[icos.

En  nuestro  laboratorio,  se estudi6 la cin6tica de expresi6n de todos  los genes

involucrados en la ruta de biosintesis de astaxantina durante el ciclo de crecimiento de

la  levadura  (Lodato y col.,  2007).  Los resultados  mostraron  que los  niveles  mRNA de

los genes crfYB,  crfl y cris son maximos durante el perfodo de inducci6n de la sintesis

de   carotenoides,   correspondiente   a   la   etapa   exponencial   tardia   de   crecimien{o.

Ademas,  el  clonamiento  de  los  cDNAs  de  los  diferentes  genes  para  su  posterior

estudio,  result6  en  la  presencia  de 2 tipos  de  mRNAs tanto  para  el  gen  crfYB  como
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crfl. Para ambos genes se encontr6 un mRNA procesado de forma correcta generando

el   mRNA   maduro   (mmRNA),   pero   ademas   se   encontr6   un   mRNA   procesado

alternativamente    (amRNA)    (Alcaino,    2002;    Lodato   y   col.,   2003)    (figura   3).    La

traducci6n  r'n-st./f.co  de  los  mRNAs  alternativos  de  los  genes  crfYB  y  crfl  muestra  la

presencia  de  codones  de  t6rmino  de  la  traducci6n  a  lo  largo  de  ambas  secuencias,

sugiriendo  que  estos  mensajeros  alternativos  no  serian  traducidos  a  enzimas  de

carotenog6nesis activas (Lodato, 2002).  Sin embargo,  en ambos casos se restauraria

un  marco  de  lectura  a  partir  de  un  cod6n  AUG  rio  abajo  del  cod6n  de  inicio  de  la

traducci6n   correcto.   Si   estos   mRNAs   alternativos   fuesen   traducidos,   se   podria

sintetizar  a  partir  del  amRNA  del  gen   crfYB,   una  proteina  trunca  carente  de   153

aminoacidos  en  el  extremo  amino  terminal.  En  el  caso  del  mensajero  alternativo  del

gen  crfl, el marco de lectura se restablece a partir de un cod6n AUG que conduciria a

la  sintesis  de  una  proteina  carente  de  81  aminoacidos  del  extremo  amino  terminal.

Como  ejemplo  de  esto,  se  ha  observado  que  en  el  hongo  Iveuroapora  crassa  la

traducci6n del mRNA que codifica a la enzima GGPP sintasa se realiza tanto desde el

primer AUG que genera la  protefna completa,  como de 2 AUG internos, generando 2

enzimas  GGPP sintasas de diferente tamafio.  Estas 3 versiones de  la enzima  GGPP

sintasa   son   activas   ya   que   retienen    los   dominios   funcionalmente   importantes

(Vittorioso y col.,1994).

EI   analisis  de  la  secuencia  aminoacidica  de  la  enzima  fitoeno   P-caroteno

sintasa,   codificada  por  el  gen  crfYB,   indica  que  en  el  extremo  amino  terminal  se

encontraria  el  dominio  catalitico  licopeno  ciclasa  (a-caroteno sintasa),  por lo que  una

proteina  trunca   sin   los   primeros   153   aminoacidos   no   presentaria   dicha   actividad
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Figura 3. Generaci6n de las versiones madura y alternativa de los mRNA de
los genes crrvB y crtl.

A)  Procesamiento del transcrito  primario del  gen  crfYB generando  las versiones
madura  y  alternativa  del  mRNA.  En  la  version  madura,  todos  los  intrones  han
sido  eliminados  correctamente.  En  la  versi6n  alternativa,  se  reconoce  un  sitio
dador de  "ap//.c/'r)g" alternativo ubicado en el  primer intr6n,  manteniendo 55  nt de
este  y  un  sitio  aceptor  de  "sp/i.cr'ng"  alternativo  ubicado  en  el  segundo  ex6n,
eliminando  111  nt de  este.  8)  Procesamiento  del transcrito  primario  del  gen  crfl
generando  las versiones  madura y alternativa del  mRNA.  En  la  versi6n  madura,
todos  los  intrones  han  sido  eliminados correctamente.  En  la versi6n  alternativa,
se reconoce un sitio aceptor de  "sp//.c/.r7g" alternativo ubicado en el  primer intr6n,
manteniendo 80 nt de 6ste.
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(Verdoes   y   col.,    1999a).   En   cuanto   a   la   funci6n   fitoeno   sintasa,   los   dominios

importantes se encuentran en el extremo carboxilo terminal,  por lo que su actividad se

podria   mantener   en   esta   posible   proteina   (figura   4A).   Verdoes   y   cols.   (1999b)

construyeron una forma trunca de la enzima fitoeno P-caroteno sintasa carente de 171

aminoacidos   en   su   extremo   amino   terminal,   obteniendo   una   proteina   que   no

presentaba  actividad  licopeno  ciclasa  pero  que  conservaba  un  30  0/o  de  su  actividad

fitoeno sin{asa en un sistema heter6Iogo de E. co//..

Por otra  parte,  el  analisis  de  la  secuencia  aminoacfdica  de  la  enzima  fitoeno

desaturasa,  codificada  por  el  gen  crfl,  muestra  la  presencia  de  diferentes  dominios

funcionales  en  esta  enzima  (Lodato,  2002).  Si  nos  enfocamos  en  la  regi6n  amino

terminal, que es la region que no estaria presente si se tradujese el amRNA desde su

AUG   inferno,   encontramos   un   dominio   perteneciente   a   la   superfamilia   de   NADB

Rossmann   de   uni6n   a   dinucle6tido,   regi6n   muy   conservada   en   enzimas   fitoeno

desaturasas  de  bacterias,  cianobacterias,  algas,  plantas  y  hongos  (Armstrong,1994;

Verdoes y col.,1999b) (figura 48). Ademas, esta enzima presenta al menos 7 regiones

hidrof6bicas en su estructura, lo que hace suponer que la forma activa de la enzima se

encontraria  asociada  a  membranas  (Cunningham  y Gantt,1998).  En  la  regi6n  amino

terminal se encontrarian 2 de esas regiones (Le6n, 2000).

De  esta   manera,   la  traducci6n   de  ambos  amRNA  conduciria  a   proteinas

truncas que posiblemente no serian activas o presentarian una disminuci6n importante

en  su  actividad.   Por  lo  tanto,   la  generaci6n  de  estos  mRNAs  alternativos  podria

suponer otro mecanismo de regulaci6n.
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Figura 4. Traducci6n de los mRNA maduro y alternativo de los genes crfYB
y cnd.

A)   Traducci6n   de   ambas   versiones   del   mRNA   del   gen   crfYB.   La   proteina
silvestre  presenta 2 dominios cataliticos:  el de fitoeno sintasa  en  el  C-terminal  y
B-caroteno sintasa en el  N-terminal.  Este dltimo no se encontraria presente en la
enzima  sintetizada  a  partir del  amRNA.  8)  Traducci6n  de  ambas  versiones  del
mRNA  del   gen   crfl.   La   proteina   silvestre   presenta   un   dominio   de   uni6n   a
dinucle6tido  (NADB   Rossmann)  que  se  encontraria  incompleto  en  la  enzima
sintetizada a partir del amRNA.
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Con  estos  an{ecedentes,  en  nuestro  laboratorio  se  evalu6  la  cin6tica  y  raz6n

entre  los  niveles  de  expresi6n  de  las  versiones  madura  y  alternativa  de  los  genes

OfYB  y  crfl  durante  las  distintas  etapas  del  ciclo  de  crecimiento  de  la  levadura.  Asi,

mediante  PCR  semi-cuantitativo  se  pudo  observar que  la  raz6n  mmRNA/amRNA  del

gen  crfl disminuia acorde iba aumentado la edad del cultivo  (disminuia el mmRNA y/o

aumentaba  el  amRNA).  Para  el  caso  del  gen  crfYB,  esta  determinaci6n  no  se  pudo

realizar debido a los bajos niveles de expresi6n que presentaron ambas versiones que

no   permitieron   hacer   un   analisis   cuantitativo   de   estos    (Lodato   y   col.,    2003).

Complementariamente,   se   determin6   Ia   influencia   del   metabolismo   aerobio   en   la

expresi6n  de  los  genes  de  carotenog6nesis,  ya  que  se  habfa  observado  que  la

cantidad  de  mRNA  de  estos  genes  aumentaba  cuando  se  agotaba  la  glucosa  en  el

medio  de  cultivo  (Lodato,  2002).  El  analisis  bioinformatico  de  la  regi6n  promotora  de

los  genes  crfYB  y  crfl  indic6  Ia  presencia  de  potenciales  cajas  reguladoras tipo  Migl

(Wozriick, 2008). En Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans y otras levaduras

y  hongos,  estas  cajas  estan  presente  en  genes  altamente  reprimidos  por  glucosa

(Dowzer y Kelly,1991 ;  Gancedo,1998;  Nehlin y col.,1991 ).

Para evaluar el efecto de la fuente de carbono utilizada para el  crecimiento de

la levadura en la expresi6n de los genes de carotenog6nesis, en nuestro laboratorio se

determin6   el   patr6n   de   expresi6n   de   6stos   mediante   RT-PCR   semicuantitativo

utilizando glucosa y succinato. Se observ6 que los patrones de expresi6n de los genes

tempranos de la ruta de biosfntesis de pigmentos, /.d/. y crfE, no presentaron diferencias

significativas entre ambas condiciones de cultivo.  Resultado similar se observ6 para el

caso del gen cris,  que codifica la enzima astaxantina sintasa,  el cual {iene su maximo
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de  expresi6n  al  principio  de  la  fase  estacionaria  y  el  comportamiento  es  similar  en

ambas fuentes de carbono.  Sin embargo,  la expresi6n de los mensaj.eros alternativos

de los genes crfl y crfYB present6 diferencias en ambos medios de cultivo, ya que sus

niveles  maximos  se  modificaron  desde  la fase  exponencial  tardia  (glucosa)  a  la  fase

estacionaria (succinato) (Wozniak, 2008).

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

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

lugar,  la expresi6n de los genes que codifican a  las enzimas carotenog6nicas estaria

regulada  a  nivel  transcripcional  en  etapas  tempranas  del  ciclo  de  crecimiento,  en

respuesta  a  factores  definidos  por  las  condiciones  metab6licas.  Posteriormente,  en

etapas    tardias    del    crecimiento,     actuarian    mecanismos    de    regulaci6n    post-

transcripcional como el procesamiento alternativo y post-traduccional, posiblemente en

respuesta a niveles de estr6s oxidativo y/o inhibici6n por producto, Io cual darfa lugar a

la sintesis de carotenoides.
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2. HIP6TESIS.
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"La  sintesis  de  pigmentos  en  X.  dendrorhous  es  un  proceso  complejo,  posiblemente

regulado  a varios  niveles. Transcripcionalmente,  Ia expresi6n  de  los genes de  la  ruta

de  biosintesis  de  pigmentos  podria  estar  regulada  por factores  metab6licos  y  post-

transcripcionalmente por la generaci6n de RNA mensajeros alternativos.'"
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3. OBJETIVOS.
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3.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar  los  mecanismos  de  regulaci6n  de  la  expresi6n  de  los  genes  orfYB  y

crfl  a nivel transcripcional,  dependiente de glucosa, y post-transcripcional,  a trav6s del

procesamiento alternativo de sus mRNA.

3.2. OBJETIVOS ESPEciFICOS

1.     Determinar  los  niveles  de  expresi6n  de  los  genes  crfYB  y  crfl  en  las

distintas fases de crecimiento.

2.    Determinar la relaci6n entre los mensajeros maduro y alternativo de los

genes criYB y crfl.

3.    Evaluar   la   represi6n   de   la   transcripci6n   de   los   genes   crfYB   y   crfl

mediada por glucosa.

4.    Obtener  cepas  de  X.   dendrowhous  mutantes   para   ambos  tipos   de

procesamiento del gen crfl y evaluar en ellas la sintesis de pigmentos.

5.    Determinar  la  presencia  de  mRNAs  maduro  y  alternativo  de  un  gen

reportero que porta el primer intr6n del gen crf].
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. Cepas y plasmidios.

En  las  tablas  1  y 2  se  indican  los  nombres  y  descripci6n  de  los  plasmidios  y

cepas utilizadas en este trabajo, respectivamente.

4.2. Cultivo de microorganismos.

4.2.1.   Cultivo de E. co/i..

E.  co//. se  cultiv6  en  tubos  de  12  ml  con  5  ml  de  medio  LB  con  la  siguiente

composici6n:  1  0/o. de  bactotriptona,  0,5  %  de  extracto  de  levadura  y  0,5  %  de  NacI.

Los cultivos se crecieron toda la noche (12 a 15 h) con agitaci6n a 200 rpm y 37 °C.

4.2.2.   Cultivo de X. cfendrorf]ous.

X.  dendrorf}ous se cultiv6 en  matraces de 250 ml con 50 ml de medio YM con

la  siguiente  composici6n:   1   0/o  de  glucosa,  0,3  0/o  de  extracto  de  malta,  0,5  0/o  de

bactopeptona,   0,3   %   de   extracto  de   levadura   (An  y  col.,   1989).   Los  cultivos   se

crecieron hasta fase estacionaria (5 dias) con agitaci6n a 200 rpm y 22 °C.

4.3. T6cnicas de biologia molecular.

El  aislamiento  de  DNA,  PCR,  extracci6n  de  DNA  plasmidial,  digestiones  de

DNA con enzimas de restricci6n,  Iigamiento de DNA y otros,  se realizaron de acuerdo

a m6todos estandares (Sambrook y Russell, 2001 ), adaptados para X. dendrowhous en

nuestro laboratorio.
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Tabla 1. Plasmidios utilizados en este trabajo.

Plasmidios

Genotipo/Caracteristicas relevantes Fuente /
Referencia

pBluescript SK-

pMN-Hyg

PMN-Hyg-]ntl

PXD-C13

pcl

PCIH

pcl-mm

PCI-am

PCIH-Cl

PCIH-Cl-mm

PCIH-Cl-am

PCIH-lntl

Vector de clonamiento. AmpR. (PBS)

PBS que porta el m6dulo de resistencia a higromicina
a de X. dendrorhous.

PMN-Hyg interrumpido con el primer intr6n del gen
crf I .

PBS que porta el gen crfl de X. dendrowhous en un
fragmento BamHl de 15.778 pb.

PBS que poria el gen crfl de X. dendrowhous en un
fragmento Xf}ol-Smal de 5.336 pb.

Derivado de PCI en que se ha eliminado un fragmento
EcoNI-EcoRV de 2.588 pb del gen crfl e insertado en
su reemplazo el m6dulo de resistencia a higromicina

a de X. dendrorhous.

Derivado de pcl que porta mutaciones puntuales en
el sitio aceptor de procesamiento alternativo de[

primer intr6n del gen crfl de X. dendrowhous

Derivado de pcl que porta mutaciones puntuales en
el sitio aceptor de procesamiento normal del primer

intr6n del gen crfl de X. dendrowhous

Derivado de PCIH que porta un fragmento BamHI-
Xf7ol de 5.357 pb del plasmidio PCI.

Derivado de PCIH que porta un fragmento BamHI-
Xhol de 5.357 pb del plasmidio PCI-mm.

Derivado de PCIH que porta un fragmento BamHl-
Xbol de 5.357 pb del plasmidio pcl-am.

Derivado de pcl en que se ha eliminado un fragmento
EcoNI-EcoRV de 2.588 pb del gen crfl e insertado en
su reemplazo el m6dulo de resistencia a higromicina

8 de X.  dendrowhous interrumpido con el primer intr6n
en crfl

Stratagene

Niklitschek

(2007).

Este trabajo.

Niklitschek y col.,
2008.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Es{e trabajo.

Este trabajo.
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas

Genotipo / Caracteristicas relevantes Fuente /
Referencia

E.  coli  DH5Ci,

X. dendrorhous
UCD 67-385 o
ATCC 24230

X. dendrorhous
Tl-CIH-wt

X. dendrorhous
Tl-CIH-mm

X. dendrorhous
TI-CIH-am

X. dendrorhous
T-121 H

X. dendrorhous
T-121 H-1 H

X. dendrorhous
T-11 HI

X. dendrorhous
T-11 HI-1 Hl

F-®80d/aczAM15A(/aczYA-angF)U169deoRrecAl
endAlhsdR17(rk-,ink+)phoAsupE44^-thi-

1gyrAI96relAI

Silvestre. Hygs

Transformante que porta la version silvestre del gen
crfl,obteni8:np:,r;I:::i:drjg:C6fE.dc:.Ia;:gasilvestre

Transformante que porta una versi6n modificada del
gen crfl que s6lo genera mmRNA, obtenido por

transformaci6n de la cepa silvestre con el plasmidio
PCIH-Clmm.  HygR

Transformante que porta una versi6n modificada del
gen crfl que s6Io genera amRNA, obtenido por

transformaci6n de la cepa silvestre con el plasmidio
PCIH-Clam.  HygR

Transformante heterocigoto del gen crfl (chl / crfl-
::"Phs}iv°ebstt::jg:np:,r:I::if%i::%f#.dHey`gaR:epa

D°b`e:ee?°g::i:£r{:rfq::Lap#carft:`#H)..hH°yggc'9°t°

Transformante heterocigoto del gen crfl (chl / crfl-
::hphsi:::'!ir:b:::i:?pP::#:dn]:f3rcTfi:,jft|.dHey`gaR:epa

DgFgr::oc#(:#:hg:-I,ant,:pcarfT:iLlpHh':I:I:)TE;iggto

GIBCO BRL.

American
Type Culture

Collection.
EE.UU.

Este trabaj.o.

Este trabajo.

Este trabajo.

Niklitschek y
col., 2008.

Niklitschek y
col., 2008.

Este trabajo.

Este trabajo.
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4.3.1.   Extracci6n de DNA gen6mico de X. dent/rowhous.

La extracci6n  de gDNA se  realiz6  por lisis  mecanica  de las  c6lulas  con  perlas

de  vidrio  segdn  Sambrook y  cols.  (2001),  modificado  para  X.  dendrorf}ous.  El  pellet

celular proveniente de c6lulas colectadas desde placas de cultivo o de 30 ml de cultivo

liquido, se resuspendi6 en 500 ul de amoriiguador TE (25 mM Tris-HCI,10 mM  EDTA,

pH  8) junto  con  un volumen  de  perlas  de vidrio  (Sigma,  425  - 600  Llm) y se agit6  en

v6rtex     por     5     min.     Luego,     se     agregaron     500     ul     de     una     mezcla     de

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 ) y se homogeniz6 en v6rtex por 2 min. A la

fase acuosa se le agreg6 500 ul de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 )

y se homogeniz6 en v6rtex por 2 min. Se extrajo la fase acuosa y el DNA se precipit6

con  1  volumen de etanol absoluto frio (-20 °C). EI pellet se lav6 con etanol 70 0/o (v/v) y

luego   se   sec6   a   37   °C.   Posteriormente,   el   DNA  se   resuspendi6   en   100   ul   de

amortiguador TE-RNAsa  (10  mM  Tris-Hcl  pH  8,  1  mM  EDTA,  RNAsa  A  30  LIg/ml)  e

incub6 a 37 °C por 1  h.  EI DNA se guard6 a -20 °C hasta su utilizaci6n.

4.3.2.   Extracci6n de RNA de X. c/endrorhotis

La  extracci6n  de  RNA  se  realiz6  utilizando  el  reactivo  TRl-Reagent  (Ambion

lnc.) de acuerdo a  las  instrucciones del  proveedor,  adaptado  para X.  dendrowhous.  EI

pellet  celular  proveniente  de  40  ml  de  cultivo  se  congel6  durante  10  segundos  en

nitr6geno liquido, se le agreg6 4 ml de reactivo TRI-Reagent junto con 500 ul de perlas

de  vidrio   (Sigma,  425  -600   Lim)  y  se  agit6   en  vortex  por  10   min,   incubandose

posteriormente   durante   8   min   a   temperatura   ambiente.   Se   agreg6   600   Lll   de

cloroformo,  se  agit6  suavemente  y se  centrifug6  a  12.100  x g  por  10  min  en  frio.  La
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fase   acuosa   se   transfiri6   a   un   tubo   Eppendorf  y   se   lav6   con   1   volumen   de

fenol:cloroformo  (1 :1).  Se centrifug6 a  12.100 x g  por 10  min en frio y el sobrenadante

se transfiri6 a un tubo Eppendorf. Se agreg6 1,5 voldmenes de isopropanol y se incub6

a  temperatura   ambiente   por  10   min.   Posteriormente,   se   centrifug6   a   12.100  x  g

durante   10   min   y   el   precipitado   de   RNA   fue   lavado   con   etanol   75   0/o   (v/v)   y

resuspendido en agua tratada con DEPC.  Finalmente,  Ia concentraci6n y la calidad de

RNA se determinaron  por espectrofotometria a 260  nm y por electroforesis en gel de

agarosa desnaturante, respectivamente.

4.3.3.   Transcripci6n reversa (RT).

Las   reacciones   de   RT   se   realizaron   siguiendo   las   recomendaciones   del

proveedor de la enzima Transcriptasa Reversa (lnvitrogen). Primero, 5 Lig de RNA total

se  ajustaron  a   11   LIl  de  reacci6n  con  agua  libre  de  RNAsa.  Se  le  agreg61   L]l  de

oligodTi5.18  (25  LIM)  y  1   ul  de  dNTPs  (10  mM),  se  calent6  a  65  °C  por  5  min  y  se

transfiri6  inmediatamente  a  hielo.  Luego,  se  le  agreg6 4  LIl  de  amortiguador 5X y 2  ul

de DTT (0,1  M) y se incub6 a 37 °C por 2 min.  Finalmente, a la mezcla de reacci6n se

le agreg6  1  Ill de transcriptasa  reversa  (200  U/ul),  se  incub6 a 37  °C  por 50  min y se

calent6 a 70 °C por 15 min.  El CDNA obtenido se guard6 a -20 °C hasta su utilizaci6n.

4.3.4.   PCR en tiempo real

Se  utiliz6  un termociclador Stratagene  MX3000p  (Stratagene).  Las  reacciones

se hicieron con la mezcla de reacci6n "SensiMix Plus SYBR" (Quantace), siguiendo las

instrucciones  del  proveedor.   Esta  mezcla  de  reacci6n  es  una  `Hot  Start  Mix'  que
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provee   la   DNA   polimerasa    raq,   los   nucle6tidos,   el   amoriiguador   y   el   agente

intercalante de DNA SYBR Green  I.  Las reacciones se efectuaron en un volumen final

de 20  L]l,  con  una  concentraci6n final  de  partidores de 0,5  L]M  y de  Mg+2 de 3  mM.  EI

sustrato  de  las  reacciones  fue   1   ul  de  reacci6n  de   RT  o  productos  de  RT-PCR

purificados.  Para el protocolo de amplificaci6n, se realiz6 una incubaci6n inicial a 95 °C

durante  10  min y luego 35 -40  ciclos de amplificaci6n  con  el siguiente  programa:  95

°C por 15 s, 60 °C por 15 s y un periodo de extensi6n a 72 °C por 15 s.  La adquisici6n

de la serial  de fluorescencia fue al final  del  periodo de extensi6n. Al finalizar los ciclos

de  amplificaci6n,  se  adicion6  un  analisis  de  `melting'  para  corroborar la  presencia  de

un tlnico producto de amplificado.  Este analisis se realiz6 en el rango de temperaturas

70-95 °C con  una pendiente de 0,1  °C/s.  Las  curvas de calibraci6n se efectuaron  con

diluciones de un estandar de cada gen a partir de un producto de RT-PCR purificado a

parfir de geles de agarosa.

4.3.5.   Extracci6n de DNA plasmidial.

La  extracci6n  de  DNA  plasmidial  se  realiz6  a  partir  de  cultivos  de  E.  co//. en

medio LB con ampicilina (100 Hg/ml) crecidos toda la noche a 37 °C segdn Sambrook

y   cols.   (2001).   En   el   caso   del   DNA   plasmidial   utilizado   para   secuenciaci6n,   las

extracciones  se  realizaron  con  el  kit  de  Promega  "Wizard  Plus  SV  Minipreps  DNA

Purification  System"  y  para  el  caso  del  DNA  plasmidial  para  la  transformaci6n  de X.

dendrorf}ous  se  utiliz6  el  kit  de  Promega  "Wizard  Plus  Midipreps  DNA  Purification

System''.
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4.3.6.   Electroforesis de DNA.

Para visualizar los DNAs plasmidial y cromos6mico o los productos de PCR, se

realizaron   electroforesis   en   geles  de  agarosa,   siendo   posteriormente  tefiidos  con

bromuro  de  etidio  (0,5  Lig/ml).  Los  geles  de  agarosa  se  prepararon  en  amortiguador

TAE  IX con una concentraci6n de agarosa entre 0,7 y 3 0/o segdn el tamafio del DNA.

Como  estandares  de  peso  molecular se  utilizaron  ^ /Hi'r}dlll  (GIBCO  BRL)  y  100  bp

DNA Ladder (Fermentas).

4.3.7.   Purificaci6n de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Los   fragmentos   de   DNA   analizados   y   separados   por   electroforesis,   se

recuperaron desde los geles de agarosa y se purificaron con di6xido de silicio (Boyle y

Lew,  1995).  Para  esto,  se  cori6  con  un  bisturi  el  trozo  de  agarosa  que  contenia  el

fragmento de DNA de interes y se transfiri6 a un tubo Eppendorf. EI bloque de agarosa

se  disolvi6  a  55  °C  con  500  L]l  de  Nal  6M  y  se  le  agregaron  10  ul  de  "g/assm/./#'

(di6xido de silicio  en  Nal  6M).  Se  incub6  por 10  min a temperatura ambiente agitando

cada 2 min y se centrifug6 eliminandose el sobrenadante.  El pellet se lav6 3 veces con

500  ul de  "Ivewwash" (Tris pH 7,510 mM,  NacI 50mM,  EDTA pH 7,5 25 mM y etanol

50  %) y luego se  le agregaron  10  ul  de agua  est6ril.  Se  incub6  por  10  min  a  55  °C y

posteriormente se centrifug6 y se recuper6 el sobrenadante.

4.3.8.   Cuantificaci6n de fragmentos de DNA.

La  cuantificaci6n  de  los fragmentos  de  DNA se  realiz6  por comparaci6n  de  la

jntensidad de las bandas de DNA en  un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,
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entre  la  muestra  a  cuantificar  y  un  estandar  de  peso  molecular  de  concentraci6n

conocida.  Para esto,  se realiz6 una electroforesis en  un gel de agarosa al  0,7 °/o y la

fotografia de 6ste se analiz6  con  el  programa  "Koda/®  7D /mage Ana/ys/.s So#ware"

permitiendo obtener el tamafio de fragmento y su concentraci6n.

4.3.9.   Digestiones de DNA con enzimas de restricci6n.

Las  digestiones  de  DNA plasmidial  se  realizaron  de acuerdo  a  lo  indicado  por

el proveedor de las enzimas (New England Biolabs®; Fermentas y otros).

4.3.10. Ligaci6n de DNA.

Las  reacciones  de  ligaci6n  se  realizaron  siguiendo  las  recomendaciones  del

proveedor de  la  enzima  DNA  ligasa.  Se  utiliz6  el  inserto  en  una  proporci6n  3:1  con

respecto al vector,  con 2  U de DNA ligasa (GIBCO BRL,  New England  Biolabs), en un

volumen final de  10 Hl.

4.3.11. Preparaci6n de c6Iulas electrocompetentes de E. co/i..

Se inocul6 500 ml de medio LB con 5 ml de un cultivo de 12 h y se incub6 a 37

°C  con   agitaci6n   hasta  alcanzar  una   D.O.56onm   entre  0,5   -  0,8   (fase  exponencial

temprana-media).    Todos    los    procedimientos   siguientes    se    realizaron    a   4    °C,

manteniendo   las   soluciones   y   las   c6Iulas   en   hielo.    Las   c6lulas   se   colectaron

centrifugando a 4.000 x g durante 15 min.  EI sobrenadante se removi6 y las c6lulas se

lavaron dos veces con agua destilada est6ril, el primer lavado con 500 ml y el segundo

con  250  ml.  Luego,  las c6Iulas se  resuspendieron  en  20  ml  de glicerol  10  %  (v/v),  se
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centrifugaron y resuspendieron nuevamente en un volumen final de 2 a 3 ml de glicerol

10  0/o  (v/v).  Esta suspensi6n,  con  una  concentraci6n  celular de aproximadamente  1  x

1010 c6lulas/ml, se fraccion6 en alicuotas de 40 HI Ias cuales se almacenaron a -80 °C

hasta su utilizaci6n.

4.3.12. Transformaci6n de E. co//-por electroporaci6n.

Las  alicuotas  de  c6Iulas  electrocompetentes se  descongelaron  a temperatura

ambiente y luego se enfriaron en hielo al igual que las cubetas de electroporaci6n. A la

suspension  de  c6Iulas  se   le  agreg6   entre   15   a  50   ng   de   DNA  y  la   mezcla  se

electropor6 con las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 25 LLF, 200 Q y 2,5 K\/.

Inmediatamente  despu6s  de  la  electroporaci6n,  se  adicion6  a  las  c6Iulas   1   ml  de

medio  LB  precalentado  a  37  °C  y  la  suspensi6n  de  c6lulas  se  transfiri6  a  un  tubo

Eppendorf,  incubandose a 37  °C durante  1  h.  Luego,  se  plaquearon alicuotas de  100

ul  en  placas  Petri  con  agar LB,  ampicilina  (100  Lig/ml) y X-Gal  (24  LIg/ml).  Las  placas

se  incubaron  a  37  °C toda  la  noche y  luego  se  seleccionaron  colonias  blancas  a  las

cuales se les extrajo el DNA plasmidial para su posterior analisis.

4.3.13.  Preparaci6n de c6lulas electrocompetentes de X. cfendrorf]ous.

La transformaci6n  de X.  dendrowhous se  bas6  en  los  protocolos  descritos  por

Adrio (Adrio y col.,1995).  Para ello, se inocul6 200 ml de medio YM con  1  -2 ml de un

cultivo  de X.  dendrorf}ous de 48  h  (fase  exponencial) y se  creci6  con  agitaci6n  (200

rpm)  a  22  °C  hasta  alcanzar una  D.O.56onm  entre 4,5  - 5  (fase  exponencial temprana-

media).  Las c6Iulas se centrifugaron a 5.090 x g durante 5 min,  se resuspendieron en
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25  ml  de  amortiguador  BD  (50  mM  amortiguador  fosfato  de  potasio,  pH  7,  25  mM

ditiotreitol [DTT]) e incubaron a 22 °C por 15 min. Las c6lulas se lavaron dos veces con

25 ml de amortiguador STM  (270 mM sacarosa,10  mM Tris-Hcl,  pH 7.5,1  mM  Mgc12)

frio  y  se  resuspendieron  en  1   ml  de  amortiguador  STM.  Esta  suspensi6n,  con  una

concentraci6n celular aproximada de lxl09 celulas/ml, se fraccion6 en alfcuotas de 60

LII que se utilizaron inmediatamente.

4.3.14. Transformaci6n de X. dendrowhous por electroporaci6n

A una alicuota de c6Iulas electrocompetentes, se le agreg6 entre 10 -20 ug de

DNA transformante  en  un volumen  maximo de  10  ul.  Esta  mezcla se electropor6  con

las    siguientes    condiciones    (cubetas    de    2    mm):    125    uF,    600    a,    0,45    kv.

Inmediatamente  despu6s  de  la  electroporaci6n,  se  adicion6  a  las  c6lulas   1   ml  de

medio YM y se  incub6  a 22  °C  por 5  h.  Luego,  alfcuotas  de  100  ul  se sembraron  en

placas Petri con agar YM.

4.3.15.  Disefio de partidores.

Los partidores utilizados en este trabajo se disefiaron a partir de las secuencias

conocidas depositadas en  el  GenBank de  las  regiones  a  amplificar,  o de secuencias

propias  obtenidas  en  nuestro  laboratorio.  En  la  tabla  3  se  muestran  los  nombres  y

descripci6n de los partidores que se utilizaron en este trabajo.

4.3.16.  Amplificaci6n de DNA.

Las  reacciones  de  PCR  realizadas  para  el  analisis  de  clones  y  partidores,  se

hicieron con la enzima DNA polimerasa  raq. En el caso que los productos de PCR se
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo.

Nombre                     Secuencia 5'>3'                   DNtubn`:r6Cn: y/a         Posici6n*

Clonaci6n Analisis

C13EN|FI

C13EVR1

oMSIF`

CCTCCAGGAGGCTTCCGA

GATATCGAGCCTACGAGGGT

TGGTTCTCCTCCTTTAATCCGTA
TCAGCTAAC

oMs]RI          ACGGATF#G%G#8AGAACCA

OAS I F 1             C CTACTTGTTGAGATGTG GTATC

OAS I Rt            GATAC CACATCTCAACAAGTAG G

PEF-F-EV            GATATCGGCTCATCAGCCGAC

gpdT-R-EV
GATATCATGAGAGATGACGGAG

ATG

O I i g o (dT) 1 8                    TTTTTTTTTTTTTTTTTT

Sitio EcoN15' crfl         9.169-9.186i>

sitio EcoRV 3' crfl

Mutaci6n sitio
``splicing"

alternativo

Mutaci6n sitio
``splicing"

alternativo

Mutaci6n sitio
"splicing" maduro

Mutaci6n sitio
"splicing" maduro

Promotor TEF-1 a
directo.

Terminador GPO
reverso.

Transcripci6n
reversa.

€10.619-
10.638

9.845-9876>

€9.835-9.866

9.925-9.947>

€9.925-9.947

1 -2 1 i>

€1.894-1.918

Secuenciaci6n

C13D2|1

C13R|ol

C13R91

C13R|1

C13D51

C13R81

GTAGGTAGTTAAGTTGAGAGG

GTATTCCAACGTGTTTCGCTT

CCCACAGATACAGGTTAGTC

CRAGACTGATCTCCGATTCC

CGAGGCTTACCTTGTCTCTC

CACTTCTCTTCCACCTCTTC

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crzI

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

8.202-8.222+

€8.696-8.716

€8.927-8.946

€9.130-9.149

9.184-9.203>

€9.646-9665
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ATCGTGGGTGAGTGTCAGG

GCTCGTCTTGCTAAAGAAGG

AGTTGCTCCGATCATCAGGC

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

C13R31

C13D61

C13R51

C13R41

C13D21

C13R21

C13D31

C13D41

C13D71

C13R61

C13D81

CATCAGGCAAGAGCATCGTT

ATCTCTTCAAGCAGACATTCG

c;CAA/r3Air:cAicr:GAicA:rrcc;ITA

CTCTTCACCCCTTCGAGGT

CCAGTCTATCTGGACAAGAG

GCGACTGGTGTTCGACTTGA

CGCCGATGTTGTGATTGTCA

TTCTGCCGCTCCCGMGG

TCCGCCAAGCTTGGACTTC

GGAACGGGTATCGATTCTCA

CCGTTGGTGTTCTTGCTTTC

A:rITAA/rjoclcAicITAAAir3

AA:I:AicGAicITCNCITA:I:AiG

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar crfl

Secuenciar lnserto
de PBS

Secuenciar lnserto

9.753-9771 >

€9.966-9.985

1 0 .222-
10.241,

€10.234-
10.253

10.433-
10.453>

€10.649-
10.668

€10.964-
10.982

11.055-
11.074,

€11.436-
1 1 .455

1 1 .474-
11.493,

11.870-
11.887i>

12.079-
12.097,

€12.421-
12.440

12.518-
12.537,

€774-790

627-643>

PCR en tiempo real

mACTF2 CCGCCCTCGTGATTGATAAC qpcR 17-36,
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mACTR2               AAG GACTC CTAC GTTG GTGA

mmcrfY82F3       TCGCATATTACCAGATCCATCTG
A

in in crfY82R3           AATGGCGCATGGACATATCC

a in chYB F4           GT GTG CATATGTGTTG CAAC CA

a in chYB R4          TCTTG G CAACTAG G CAC CTTCT

mmchl F5               CATCGTGGGATGTGGTATCG

mmchl R5             lTATCGATTCGATCAGGGGCC

a in chl F6              C GTG GTTTAITC C GTATCAG C

am crfl2R6                 AGGTCACGGTGTTCGAGA

tin oil F5                TTCGATCAGGGGCCCAGTTT

tmchl R5               GCTCGTAATGTCTGTGGGCTT

in in hph F7               CTC GTG CTTTCAG CTTC GAT

in in hph R7              TC G CTGAATTC C C CAATGTC

a in hph F8               TC GTG CTTTCAG CTTC GATG

a in hph R8           AC G GATTAAACC CAATGTCRAG

npmhphF7             ATACGAGGTCGCCAACATCT

A R7             AATTG C C GTCAAC CRAG CTC

qpcR                       €148-167

qpcR 77-100,

q PCR                      €238-257

qpcR                         111-132>

qpcR                     €283-304

qpcR                       84-103+

qpcR                      €210-230

qpcR                        87-107i>

qpcR                     €226-243

qpcR                      217-236+

q PCR                      €455-475

qpcR                        101-120>

q PCR                      €235-254

qpcR                        102-121>

qpcR                     €232-253

qpcR                     678-697+

PCR                      €828-847

*: Posici6n de acuerdo al ntlmero de acceso a la base de datos Genbank.

1 : N° acceso DQ028748.
2: N° acceso X89898.
3: N° acceso AY177204.
4:  N° acceso AY174117.
5: N° acceso AY177424.
6: N° acceso AY177425.
7:  N° acceso AF190131.
8: Este trabajo.
>: Partidor direcci6n rio abajo.
€: Partidor direcci6n rio arriba.

49



requiriesen  para su  posterior clonamiento,  se utiliz6  las enzima  DNA polimerasa Pfu.

Las  reacciones  de  PCR  se  realizaron  en  un  volumen  final  de  25  ul,  que  contenia

amorfiguador de PCR  IX pH 8,4  (Tris-HCI 200 mM,  Kcl 500 mM), 2 mM de Mgc12,  0,2

mM  de  cada  uno  de  los  cuatro  desoxinucle6tidos,1  uM  de  cada  partidor,  entre  10  y

100  ng  de  DNA  molde  y  1   U  de  DNA  polimerasa.  Para  las  reacciones  de  PCR  se

utiliz6    un    termociclador   Applied    Biosystem    2720,    con    el    siguiente    programa:

desnaturaci6n  inicial  a  95  °C  por  3  min,  35  ciclos  de  desnaturaci6n  a  94  °C  por 30

segundos,  alineaci6n de los partidores a 55 °C por 30 segundos y elongaci6n a 72 °C

por 3 min.  Finalmente, se dej6 por 10 min a 72 °C para una elongaci6n final y luego la

reacci6n  se  mantuvo  a  4  °C.  En  algunos  casos,  Ia  temperatura  de  alineaci6n  de  los

partidores se modific6 para aumentar la especificidad de la reacci6n.

4.4. Extracci6n y analisis de pigmentos.

4.4.1.   Extracci6n de carotenoides.

La extracci6n de  los carotenoides se  realiz6  con  m6todo descrito  por An y cols.

(1989) con algunas modificaciones.  El pellet de c6lulas proveniente de 50 ml de cultivo

se lav6 con  1  ml de agua y se resuspendi6 en  1  ml de agua. Se le agreg61/2 volumen

de perlas de vidrio (Sigma, 425 -600 urn) y se agit6 en v6rtex por 2 min. Se incub6 en

hielo  por 2 min y se le agreg6  1  ml de acetona.  Se homogeniz6 en v6rtex por 2 min y

posteriormente se centrifug6 por 10 min a  12.100 x g a 4 °C.  La fase que contenfa los

pigmentos se transfiri6 a otro tubo. Al  pellet celular resultante se le realiz6  una nueva

extracci6n  de  pigmentos  con  2  ml  de acetona,  agitandose  en v6rtex  por 2  min.  Este

procedimiento se repiti6 hasta que los restos celulares quedaron blancos.

50



Los  extractos  de  acetona  se juntaron  y  se  les  agreg6  1/5  volumen  de  6ter de

petr6leo. Se agit6 en v6rfex por 2 min y se centrifug6 por 3 min a 12.100 x g a 4 °C. Se

extraj.o la fase de 6ter de petfoleo para su posterior analisis.

4.4.2.   Cuantificaci6n de pigmentos totales por espectrofotometria visible.

Se   determin6   el   volumen   de   6ter   de   petr6Ieo   en   que   se   extrajeron   los

pigmentos y se midi6 su absorbancia a 450 nm.

El   contenido   de   carotenoides   totales   se   determin6   utilizando   la   siguiente

formula:

Concentraci6n en ppm (ug pigmentos /g muestra) = 44E x volumen final /ml) x 104

2.592 x peso muestra (g)

Donde:

A45o = Absorbancia a 450 nan6metros.

104 = Factor de conversi6n de unidades a Ppm (LIg/g).

2.592 = Coeficiente de extinci6n molar de P-caroteno en 6ter de petr6leo.

4.4.3.   Analisis de los pigmentos por HPLC.

Los pigmentos disueltos en 6ter de petr6Ieo se secaron con nitr6geno gaseoso

y   posteriormente   se   resuspendieron   en   100   ul   de   acetona.   Los   pigmentos   se

separaron  por  HPLC  (Nelis  y  De  Leenheer,1989)  con  una  columna  de fase  reversa

RP-18          Lichrocart          125-4          (Merck),          utilizando          una          soluci6n          de

51



acetonitrilo:metanol:isopropanol  (85:10:5 v/v) como fase m6vil  con un flujo de  1  ml/min

a temperatura ambiente, en condiciones isocfaticas. Los espectros de cada maximo de

eluci6n    fueron    obtenidos    utilizando    un    detector    con    arreglo    de    diodos.    Los

carotenoides fueron  identificados  de  acuerdo  a  sus  espectros  de  absorci6n,  tiempos

de retenci6n y comparaci6n con estandares especificos.

4.5. Analisis de secuencias.

Las secuencias nucleotfdicas se determinaron en  nuestro laboratorio con  el  kit

"GE Healthcare DYEnamicTM ET Terminator Cycle Sequencing Kit" y se analizaron con

los  programas  Chromas  versi6n   1.43,   Sequencing  Analysis  V3.7  y  ContigExpress

2003.   Las   secuencias   nucleotidicas   se   alinearon   con   el   programa   Alignx   2003,

ajustadas    manualmente    para    incrementar   la    identidad.    Ademas,    todas    estas

herramientas  se  complementaron  con  el  uso  del  paquete  de  programas  Vector  NTI

10.3

4.6. Estandarizaci6n de la t6cnica de PCR en tiempo real.

Los  ensayos  de  RT-PCR  han  sido  utilizados  con  6xito  en  el  analisis  de  los

niveles  de  mRNA  de  genes  de  carotenogenesis  de  plantas  y  del  alga  H.  p/w/.a//.s

(Giuliano   y   col.,    1993;   Grunewald   y   col.,   2000)   debido   a   su   alta   sensibilidad,

especialmente  titil  en  el  caso  de  transcritos  con  una  baja  concentraci6n  celular.  Sin

embargo,  el  desarrollo  de  nuevas  t6cnicas  ha  permitido  aumentar  la  sensibilidad  de

detecci6n  de  los  transcritos,  la  repetitividad  de  los  ensayos  y  mayor  velocidad  de

analisis de los resultados, entregando mediciones mss confiables y precisas.
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En nuestro laboratorio, se determinaron mediante RT-PCR semi cuantitativo los

niveles de expresi6n de los genes de carotenog6nesis f.dt., crfE, crfYB, crfl y cris de X.

dendrowhous, de diferentes cepas y en diferentes condiciones de cultivo. Para disponer

de  una  metodologia  mas  sensible  y  robusta  para  la  cuantificaci6n  de  la  expresi6n

96nica  de  los  genes  de  carotenog6nesis  de X.  dendrowhous,  se  mont6  Ia  {6cnica  de

transcripci6n reversa acoplada a PCR en tiempo real.

4.6.1.   Disefio de los partidores para PCR en tiempo real.

Para  montar  la  t6cnica  de  PCR  en  tiempo  real,  se  disefiaron  los juegos  de

partidores considerando los siguientes pafametros:

•     Al  menos  uno  de  los  partidores  de  cada  gen  a  medir se  ubique  en  la

uni6n ex6n -ex6n de 6ste para evitar amplificaci6n de gDNA.

•     La  calidad  de  los  partidores,  considerando  los  valores  de  Tin,  0/o  GC,

estabilidad  en  el  extremo  3',  ndmero de  mononucle6tidos  consecutivos

y  generaci6n  de  dimeros,   evaluada  con   el   software  Amplifx  vl.5.4

(Gautam  y col.,  2008)  sea  mayor al  90  %.  Si  el  partidor ubicado  en  la

uni6n  ex6n  -  ex6n  del  gen  a  medir tiene  un  menor valor,  se  elegifa

aquel  par{idor que tenga el  mejor valor de calidad y que ademas tenga

entre 4 a 12 nt en la regi6n 3' de la uni6n ex6n -ex6n.

•     La diferencia de Tin entre los partidores de un mismo gen sea menor a

2 °C y el rango de Tin de todos los partidores sea entre 53 -58 °C.
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•     El tamafio de amplificado de todos los genes a  medir sea similar,  entre

140 a 250 pb.

Estos valores se establecieron  para  permitir la  medici6n  conjunta de todos  los

genes  en  un  mismo  experimento  de  PCR en tiempo  real.  En  la tabla 4 se  indican  los

valores estimados de calidad y Tin de los partidores utilizados para medir los mRNAs

maduros  de  los  genes  de  actina  (ACT),  crfYB  y  crfl  y  los  mRNAs  alternativos  de  los

genes  crfYB y crfl. Ademas,  se  indica el tamafio  del  amplic6n  a obtener,  predicho  de

acuerdo con la secuencia nucleotidica de cada uno de los genes.

4.6.2.   Evaluaci6n y selecci6n del kit de PCR en tiempo real.

La eficiencia y certeza de las mediciones mediante PCR en tiempo real varian

dependiendo del kit de amplificaci6n que se utilice. Para nuestro sistema, se evaluaron

2  de  estos kj+ts,  "Brilliant  SYBR  Green  QPCR  Master  Mi*'  (Stratagene) y  "SensiMix

P/us SYBR" (Quan{ace), determinandose la sensibilidad y robustez de 6stos. Se utiliz6

como  DNA molde 6 muestras de CDNA,  correspondiente a 3 feplicas biol6gicas de un

cultivo  de  X.  dendrowhous  (1,  2  y  3)  en  una  condici6n  control  (C)  y  sometido  a  un

estimulo  (E).  La  evaluaci6n  de  estos  kit  se  realiz6  utilizando  los  partidores  para  el

mRNA del gen de actina y para el mmRNA del gen crfl (tabla 5).

EI  menor valor de Ct obtenido  para  cada  una de  las  mediciones y una  menor

variaci6n  entre  las  diferentes  replicas  biol6gicas  indican  que  el  kit  "Sens/.M/.x  P/us

SyBR" (Quantace) es mas sensible y robusto que el  kit "Br/'///.ant SYBR  Green  QPCR

Master M/.*' (Stratagene).
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Tabla 4. Disefio de partidores para PCR en tiempo real.

Gen                RNA                Partidores          Calidad ( %)      Tin ( °C)

Actina          mmRNA
mACTF-RT                    91                     55,5

mACTR-RT                   93                    54 , 6

mmRNA

amRNA

crtYB

mmcriY82F-RT

mmcAV82R-RT

amcriYBF-RT

amcriYBR-RT

86                    55,3

95                     55,1

87                   56,7

98                   57,9

181

mmRNA

amRNA

crfl

mmcrflF-RT

mmcrflR-RT

amcrflF-RT

amcrflR2-RT

90                   54,9

93                    56,2

90                    53,8

90                   54,8

147
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Tabla 5: Comparaci6n de 2 kits de PCR en tiempo real.

Ct                        Desviaci6n Estandar

Gen       Muestra *    Stratagene   Quantace   Stratagene   Quantace

ACT

C-1                      21,7

C-2                  20,9

C-3                   21,4

E-1                    20,2

E-2                  20,6

E-3                  20,4

16,4

15,9                  0,4                   0,4

15,6

15,1

15,1                    0,2                     0,2

15,5

mmcrfl

C-1                    23,9

C-2                   24,1

C-3                  22,6

E-1                     23,7

E-2                   23,1

E-3                  23,4

19,8

19,2                   0,8                    0,5

18,9

20,1

19,9                    0,3                      0,1

19,9

*  Replicas  biol6gicas  (1,  2,  3)  de  los  cultivos  sometidos  a  una  condici6n

control (C) y a un estimulo (E).
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4.6.3.   Determinaci6n  de  la  especificidad  y  eficiencia  de  los  partidores

para PCR en tiempo real.

Para  determinar la  especificidad  de  los  partidores,  se  realiz6  una  reacci6n  de

PCR en tiempo real utilizando como DNA molde una muestra de CDNA, a la que se le

acopl6  una  curva  de disociaci6n  ("me/i/.ng")  de  los  productos  obtenidos  (figura  5).  En

cada una de las mediciones se observ6 un valor de amplificado significativo (Ct) menor

a  30   para  todos  los  genes.   Este  resultado  es  indicativo  de  una  serial  fuerfe  de

amplificado,  ubicandose en  el  rango de  mayor certeza de los  resultados  (Pfaffl,  2001 ;

Pfaffl  y  col.,  2002).  En  la  curva  de  disociaci6n  se  observ6  un  dnico  pico  para  cada

reacci6n, correspondiente a un tlnico producto de amplificado. Ademas, no se observ6

otra serial que sugiriese la generaci6n de dfmeros de partidores.

Fina[mente,   se   determin6   [a   eficiencia   de   amplificaci6n   de   los   partidores

disefiados.  Para  esto,  se  realiz6  una  reacci6n  de  PCR  convencional  teniendo  como

DNA  molde  una  muestra  de  CDNA.  Luego,  el  producto  de  amplificaci6n  obtenido  se

diluy6 de manera seriada hasta  10-6 y se realiz6  una  reacci6n de  PCR en tiempo  real

utilizando como  DNA blanco  las diluciones desde  10-3 a  10-6.  Finalmente,  a partir de la

ecuaci6n de la recta del gfafico de Ct vs Concentraci6n de DNA blanco,  se obtuvo el

valor de  eficiencia  de  los  partidores.  Asi,  Ios valores obtenidos fueron:  Actina  98,8  %

(R2= 0,996),  mmcrfYB 90,1  a/o (R2= 0,999), amcriYB 98 0/o (R2= 0,996),  mmcrfl  103,4 0/o

(R2= o,997), amcrfl  103,5 0/o (R2= 0,996).
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Figura  5.  Curvas  de  amplificaci6n  y  disociaci6n  de  los  distintos  genes  a
medir mediante qRTIPCR.

A)  Curvas  de  amplificaci6n  obtenidas  para  el  mRNA  del  gen  de  actina  y  los
mmRNA de los genes crfYB y crfl.  En todos los casos el valor de Ct es menor a
30,   ubicandose   dentro   del   rango   mas   confiable   de   medici6n.   Se   grafic6   Ia
fluorescencia  emitida  (en  unidades  arbitrarias  (UA))  en  funci6n  del  ndmero  de
ciclos  de  amplificaci6n.  a)  Curva  de  disociaci6n  de  los  productos  amplificados
previamente.  Se  observa  un  dnico  pico  que  indica  la  presencia  de  un  unico
producto   de   PCR.   Se   grafic6   la   fluorescencia   especifica   (variaci6n   de   la
fluorescencia  (UA) por unidad de temperatura (°C)) en funci6n de la temperatura
(OC).
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5. RESULTADOS
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5.1. Del:erminaci6n  de  [os  njveles  de expresi6n  de  los  genes  crfYB y crfl  en

[as diferentes fases de crecimiento.

Se  ha  observado  que  la  carotenog6nesis  en  X.  dendrowhous  es  un  proceso

altamente   regulado,   teniendo  valores   maximos   de  sintesis  en   etapas  tardias  del

crecimiento.  Ademas,  se  ha  determinado  la  cin6tica  de  expresi6n  de  los  genes  que

codifican   a   las   enzimas  que   participan   en   la   ruta  de   biosintesis  de  astaxantina,

observandose   una  variaci6n   en   los   niveles  de   cada   uno  de   los  transcritos.  Asi,

diferentes  condiciones  de  cultivo  influyen   en   el   crecimiento  y  pigmentaci6n   de  la

levadura,  requiri6ndose para la comparaci6n entre diferentes cepas considerar la fase

de crecimiento en  la cual se encuentra y no el tiempo de cultivo.  Por este motivo,  se

construy6 una curva de crecimiento modelo de la cepa UCD 67-385 de X. dendrowhous

crecida en  medio YM -glucosa  (1°/o),  con  la cual  se defini6  Ia  D.O.  aproximada y los

tiempos en los cuales podemos encontrarla en sus diferentes etapas de cultivo (figura

6). Asf,  utilizando la informaci6n previa, se creci6 Ia levadura y se colectaron muestras

en cada una de las 5 diferentes etapas para realizar analisis de pigmentos y mRNA de

los genes de carotenog6nesis.
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Figura    6.    Cin6tica    de    crecimiento   y   sintesis    de    pigmentos    de   X.
dendrorhous.

Curva de crecimiento de la cepa silvestre de X.  dendrowhous en  medio de cultivo
YM  -glucosa   (1°/o).   Se  definieron   5  etapas  de  crecimiento:   1)  exponencial
temprana;  2)  exponencial;  3)  exponencial  tardia;  4)  estacionaria  temprana  y  5)
estacionaria.   En   cada   una   de   estas   etapas   se   determin6   la   cantidad   de
pigmentos especificos. Se observa la inducci6n de la sintesis de pigmentos en la
etapa    exponencial    tardia    de    crecimiento.     El    pigmento    especifico    esta
cuantificado  en  partes  por  mill6n  (ppm),  correspondiente  ug  de  pigmento/g  de
biomasa.
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Los resultados de I

la  producci6n  se  in

s mediciones de la cantidad de pigmentos especificos indican que

uce al t6rmino de  la fase  exponencial tardia  de  crecimiento de la

levadura,  correspondi6ndose con  lo determinado anteriormente en  nuestro  laboratorio
I

(Lodato, 2002; Wozhiak, 2008).
I

I

Porotrapaie,sedeterminaronlosnivelesdemRNAmedianteqRT-PCRde

I

los  mmRNA  de  los igenes  crfYB  y  crfl,  que  podrfan  dar  cuenta  de  la  variaci6n  en  la

cantidad  de  pigmen[os  en  la  c6Iula  (figura  7A).  Asi,  observamos  que  los  niveles  de
I

mRNA de  los  genei  crfYB  y  crfl  varfan  durante  el  ciclo  de  crecimiento,  teniendo  sus
I

maximos  de expresi6n  en  la fase exponencial tardia y exponencial,  respectivamente.
I

Para  dilucidar  si  la  variaci6n  en  estos  niveles  era  producto  de  una  variaci6n  en  la

transcripci6n y no eri  un  aumento en  la  generacj6n  de sus versiones alternativas,  se
I

midieron  los  niveles(  de  expresi6n  de  los  amRNA  (figuras  78  y  C)  y  se  determin6  la
i

I

raz6n  mmRNA / amRNA de ambos genes  (figura 8A y 8).  Se puede observar que  la

cantidad  de  mmRNA  del  gen  crfl   es  entre  3  a  48  veces  mayor  que  su  versi6n
[

alternativa, ademas de ser entre 4 a 39 veces mayor con respecto al gen crfYB en sus
:

dos  versiones.  Se  puede  observar que  la  relaci6n  entre  ambos  mensajeros tambien

varia   durante   el   ciFlo   de   crecimiento   de   la   levadura,   siendo   esta  variaci6n   mss

marcada para el ca±o del gen  crfl.  En el  caso del gen  crfYB esta variaci6n es menos
I

I

marcada  y  ademas,(  la  versi6n  alternativa  representa  en  algunos  casos  el  50  °/o  del

mRNA total del gen ranscrito
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Figura 7.  Expresi6n de los mensajeros  maduro y alternativo de los genes
crfYB y crfl en las diferentes etapas de cultivo.

A) Expresi6n relativa de los mmRNA de los genes crfYB y crfl.  Para cada uno de
los genes se determin6 su  maximo de expresi6n al que se le asign6 el valor de
100  %.  8)  Expresi6n  relativa  del  mRNA maduro y alternativo  del  gen  crfYB.  C)
Expresi6n  relativa  del  mRNA  maduro  y  alternativo  del  gen  crfl.  *  Los  valores
corresponden  a  la  cantidad  de  mol6culas  por cada  1.000  mol6culas  de  mRNA
del gen de actina.
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Figura  8.   Raz6n   mmRNA  /  amRNA  de   ]os   genes   crfYB  y   cnd   en   las
diferentes etapas de cultivo.

Raz6n mmRNA / amRNA de los genes A) crfYB y 8) crfl en las diferentes etapas
de cultivo.
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Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio sugieren que la glucosa

podria tener un  papel  regulador en  la  carotenog6nesis,  atln  cuando  este  mecanismo

no se ha dilucidado.  La determinaci6n de la cantidad de glucosa presente en el  medio

de cultivo durante el ciclo de crecimiento muestra que 6sta es consumida fapidamente,

por lo que encontramos altas concentraciones de glucosa s6lo en las primeras etapas

del  crecimiento.   Considerando  esto  y  contrastandolo  con  Ios  resultados  indicados

anteriormente,  podemos observar que la mayor relaci6n mmRNA/amRNA del gen  crfl

se   encuentra   en   la   etapa   exponencial   temprana   de   crecimiento   de   la   levadura,

coincidiendo  con  la  mayor concentraci6n  de  glucosa  en  el  medio  de  cul{ivo  antes  de

ser consumida.  Por este motivo, se evalu6 el efecto que podria tener la glucosa en la

expresi6n los genes crfYB y crfl.

5.2. Evaluaci6n de la represi6n de  la transcripci6n de los genes  crfYB y crfl

mediada por glucosa.

Se   creci6   la   cepa   silvestre   UCD   67-385   de   X.   der7drorf)ous   hasta   fase

estacionaria de crecimiento en un medio de cultivo YM sin glucosa. Luego, este cultivo

se  dividi6  en  dos  matraces  iguales,  siendo  uno  de  ellos  el  cultivo  control  y el  otro  el

cultivo de prueba al que se le agreg6 glucosa hasta una concentraci6n final de 2 °/o. Se

colectaron  muestras  a  intervalos  cortos  (20  -120  min)  e  intermedios  (2  -24  h)  de

tiempo,  a  las  que  se  les  extrajo  RNA  y  se  determinaron  los  niveles  de  expresi6n

mediante qRT-PCR de las versiones madura y alternativa de los genes crfYB (figura 9)

y crfl  (figura  10).
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Figura 9. Regulaci6n de ]a expresi6n de[ gen crfYB mediada por g[ucosa.

Determinaci6n  de  los  niveles  de  mRNA  de  la  versi6n  madura  y  alternativa  del
gen  crfYB  a  intervalos cortos  (A) y e  intermedios  (8)  de tiempo  post adici6n  de
glucosa.  Los  valores  de  expresi6n  relativa  corresponden  a  la  diferencia  en  los
niveles de mRNA entre el cultivo control sin glucosa y el cultivo con glucosa.  Los
valores negativos indican una disminuci6n en los niveles de mRNA.
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Figura 10. Regulaci6n de la expresi6n del gen crfl mediada por glucosa.

Determinaci6n  de  los  niveles  de  mRNA  de  la  versi6n  madura  y  alternativa  del
gen  crfl  a  intervalos  cortos  (A)  y  e  intermedios  (a)  de  tiempo  post  adici6n  de
glucosa.  Los valores  calculados  corresponden  a  la  diferencia  en  los  niveles  de
mRNA entre  el  cultivo  control  sin  glucosa  y  el  cultivo  con  glucosa.  Los  valores
negativos indican una disminuci6n en los niveles de mRNA.
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A intervalos cortos de tiempo, observamos que los niveles de expresi6n de los

genes  criYB  y  crfl  disminuyen  con  respecto  al  cultivo  control.  Esta  disminuci6n  es

similar en el  caso del  gen  crfYB tanto  para su  mRNA maduro como alternativo  (figura

9A).  Sin  embargo,  en  el  caso  del gen  crfl,  la disminuci6n  en  los  niveles de  expresi6n

es diferencial entre las versiones madura y alternativa, ya que esta dltima muestra una

disminuci6n  mucho  mas  acentuada  de  al  menos  20  veces  con  respecto  al  cultivo

control  (figura   10A).  A  intervalos  intermedios  de  tiempo,  tambi6n  observamos  una

disminuci6n  en  los  niveles  de  expresi6n  de  los  genes  crfYB  y  crfl.  Sin  embargo,  a

diferencia de lo observado a tiempos cortos post-adici6n de glucosa, la disminuci6n de

las  versiones  madura  y  alternativa  del  gen  crfYB  es  diferencial,  ya  que  esta  dltima

muestra una disminuci6n mucho mas acentuada de al menos 15 veces con respecto al

cultivo  control  (figura  98).   Para  el  caso  del  gen  crfl,  su  respuesta  es  similar  a  la

observada a intervalos cortos de tiempo  (figura  108).  En  ambos casos,  se recuperan

los niveles transcripcionales iniciales despu6s de las 24 h.

Los resultados anteriores indican que la expresi6n de los genes crfYB y crfl  es

regulada  por  glucosa  y  que  la  variaci6n  en  la  generaci6n  de  los  mRNA  maduro  y

alternativo  de  estos  genes,  sugiere  la  participaci6n  de  un  mecanismo  de  regulaci6n

post-transcripcional dependiente de glucosa.

5.3. Obtenci6n  de  cepas  de X.  dendrorf]ous  mutantes  para  ambos tipos  de

procesamiento del gen crf[.

Los resultados previos indican que los niveles de expresi6n de los genes crfYB

y crfl varian durante el ciclo de crecimiento de la levadura, tanto en su mRNA maduro
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como  alternativo.  Ademas,  observamos  una  respuesta  diferencial  de  ambos tipos  de

mRNA  cuando  se  adiciona  glucosa  al  medio  de  cultivo.   En  ambas  situaciones,  el

comporfamiento   del   gen   crfl   presenta   diferencias   mucho   mas   acentuadas   en   la

generaci6n  de  ambas  versiones  de  mRNA en  comparaci6n  con  el  gen  crfYB,  por lo

que se convierte en el mejor candidato para profundizar el estudio de este fen6meno.

5.3.1.   Ivlodificaci6n de los sitios aceptores de "sp//.ci'ng" del gen crfl.

Para evaluar si  la  presencia y/o variaci6n  en la generaci6n de  los  mensajeros

maduro y alternativo del gen crfl afecta la sintesis de pigmentos en X. dendrowhous, se

modificaron los sitios aceptores de "ap//.c/.ng" del primer intr6n de este gen para generar

cepas  de  la  levadura  que  produjesen  s6lo  la  versi6n  madura  o  alternativa  de  6ste

respectivamente.  Para  esto,  se sub-clon6 el  gen  crfl  a  partir de  un fragmento BamHl

de  15.788  pb  (PXD-C13)  en  2  fragmentos:  i)  un  fragmento  Xhol  de  4.779  pb  que

incluia  la  regi6n  5'  y  el  ORF  del  gen  crfl  y  ii)  un  fragmento  Ivdel  -  Smal  de  795  pb

correspondiente   a   la   regi6n   3'   del   gen   crfl.   Ambos  fragmentos  fueron   unidos  y

clonados,  obteni6ndose  un  inserto Xhol  -  Smal  de  5.336  pb  (PCI)  que  contenia  las

2.827  pb del  ORE del  gen  crfl,  ademas de  1.859  pb  correspondiente a su  regi6n  5' y

650  pb  a  su  regi6n  3'  (figura  llA).  Los  analisis  de  la  secuencia  obtenida  permitieron

ubicar las  177  pb del  primer intr6n  del  gen  crfl  entre  las  posiciones  1.905 y 2.082  del

inserto  y  los  2  sitios  aceptores  de  "ap//.c/.ng",  alternativo  y  maduro,  en  las  posiciones

2.001  y  2.081   respectivamente.  Ademas,  se  ubicaron  los  sitios  de  restricci6n  de  las

enzimas  EcoNI  y  EcoRV  que  flanquean  a  este  primer  intr6n,  las  que  se  utilizaron

posteriormente.  A partir de  la  secuencia del  primer intr6n  del  gen  crfl,  se disefiaron 2
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Figura 11. Obtenci6n de las versiones modificadas del gen crfl en sus sitios
aceptores de "sp/i.ci.ng" alternativo y maduro.

A) Sub-clonado del crfl desde un fragmento BamHl de  15.778 pb a un fragmento
de  5.336  pb.  8)  Generaci6n  de  las  mutaciones  puntales  de  los  sitios  aceptores
de   "sp//.c/.ng"  mediante  elongaci6n  y  PCR.   C)   lnserci6n   del   gen   crfl   silvestre
(crflwt),  mutante  del  sitio  aceptor  de  "ap//.ci.ng" alternativo  (crflmm)  y  mutante  del
sitio aceptor de  "sp//.c/.ng" maduro (crflam) en el  plasmidio de transformaci6n  PCIH
de X. dendrorhous.
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partidores  divergentes  entre  si  ubicados  en  cada  uno  de  los  sitios  aceptores  de

"ap//.cr.ng",  portando en  su  secuencia 2  modificaciones  puntuales con  respecto  al  DNA

molde.  Estas  modificaciones  correspondieron  al  cambio  de  la  secuencia  aceptora  de

"ap//.c/.r}g" "AG"  por  las  bases  "CC",  generando  2  mutaciones  puntuales  que  evitan  la

generaci6n  del  mRNA  alternativo  para  el  primer  sitio  AG  y  maduro  en  el  caso  del

segundo sitio AG (figura  118).

Luego,    utilizando    los   partidores   externos   ubicados   desde   los   sitios   de

restricci6n  EcoNl  (5')  y  EcoRV  (3'),  se  amplificaron  cada  uno  de  los  fragmentos,  los

cuales  se  unieron  por elongaci6n  y  PCR.  Los  fragmentos  resultantes  se  clonaron  y

secuenciaron completamente para confirmar las modificaciones realizadas.

Finalmente,  se elimin6  el fragmento EcoNl -EcoRV del  gen  crfl  silvestre y se

insert6  en  su   reemplazo  las  versiones  de  mutantes  para  los  sitios  aceptores  de

"ap/t'c/.ng".  Asf,   se  obtuvo  el  plasmidio  pcl-mm  que  porta  la  mutaci6n  del  sitio  de

"ap//.c/.ng" alternativo  y  s6lo  produce  mensajero  maduro,  y  el  plasmidio  pcl-am  que

porta la mutaci6n del sitio de "sp//.c/.ng" maduro y solo produce mensajero alternativo.

5.3.2.   Inserci6n  de  las diferentes variantes  de]  gen  crfl  en e[  genoma de

X. dendrorhous.

Para  la  inserci6n  de  las  diferentes  variantes  del  gen  crfl  en  el  genoma  de X.

dendrowhous,   se  necesitaba  ademas  eliminar  su  versi6n  silvestre  presente  en  el

genoma.   Para  esto,  se  disefi6  una  estrategia  conjunta  en  la  cual  se  elimina  por

recombinaci6n   y   reemplazo   el  gen   silvestre  y  se  inserta   en   su   lugar  la  version
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modificada del gen junto a un m6dulo de selecci6n,  un gen que le confiere resistencia

al antibi6tico higromicina 8 a las cepas de X.  dendrowhous que lo portan.  Para esto, al

plasmidios  pcl  que  porta  al  gen  crfl  en  un  fragmento  de  5.336  pb  se  le  elimin6  un

fragmento  EcoNl  -  EcoRV  de  2.588  pb  y  se  insert6  en  su  reemplazo  el  m6dulo  de

resistencia a higromicina 8, restableci6ndose el si{io de restricci6n EcoRV (Nik]itschek,

2007).   Luego,   en   este  sitio  se  insert6   el  fragmento  BamHl  -  Xhol   de  5.357  pb

proveniente  de  los  plasmidios  PCI,  PCI-mm  y pcl-am  para  obtener los  plasmidios  de

transformaci6n  de X.  der}drowhous  con  las  versiones  del  gen  crfl  silvestre  (PCIH-Cl),

que s6lo  generarfa  mensajero maduro  (PCIH-Cl-mm) o que solo  generaria  mensajero

alternativo  (PCIH-Cl-am)  (figura  llC).  Finalmente,  la cepa silvestre  UCD  67-385 de X.

dendrowhous  se  transform6  en  forma  individual  con  los  3  plasmidios  derivados  del

plasmidio  PCIH,  seleccionandose  las  colonias transformantes  en  un  medio  de  cultivo

YM con higromicina 810 ug/ml.

Trabajos previos en nuestro laboratorio demostraron que la cepa silvestre UCD

67-385 de X.  der}drowhous es  diploide  (Hermosilla y col.,  2003) y por lo tanto,  en  una

primera  transformaci6n  se  obtienen   cepas   heterocigotas   (Le6n,   2000;   Niklitschek,

2007). Asi, la obtenci6n de cepas homocigotas para la modificaci6n realizada debe ser

obtenida  en  un  segundo  paso  de transformaci6n.  Por otra  parte,  se demostr6  que  la

eliminaci6n de una copia del  gen  crfl  en el genoma de  la  levadura,  genera cepas que

son palidas en su pigmentaci6n, ya que producen una menor cantidad de pigmento en

comparaci6n  con  la  cepa  silvestre.  La  mutaci6n  de  ambos  alelos  del  gen  crfl  genera

cepas albinas (Niklitschek y col., 2008).

73



Una vez obtenidas las colonias transformantes, estas se crecieron en placas de

cultivo YM e YM con higromicina 8, conjuntamente con la cepa parental (figura 12). De

esta manera,  se pudo observar que aquellas cepas transformadas con el m6dulo que

porta  el  gen  silvestre  y  aquellas  cepas  transformadas  con  el  m6dulo  que  porta  la

mutaci6n  para s6Io  generar mRNA maduro,  su fenotipo fue  id6ntico  al  de  la  cepa  sin

transformar.  Sin  embargo,  las  cepas  obtenidas  producto  de  la  transformaci6n  de  la

cepa silvestre con el gen que portaba la mutaci6n para s6lo generar mRNA alternativo

presentaron  una  coloraci6n  mas  palida  que  la  cepa  silvestre,  similar  a  la  coloraci6n

presentada por las cepas heterocigotas para el gen crfl. Este resultado sugiere que los

mRNA alternativos no son productivos y por lo tanto, cepas homocigotas para este tipo

de procesamiento son albinas.

5.3.3.   Obtenci6n de cepas de X. dencJrorfious mutantes homocigotas del

gen cnd.

La  caracteristica  diploide  de  la  cepa  silvestre  UCD67-385  de X.  dendrowhous

hace necesario 2 pasos de transformaci6n para poder obtener cepas homocigotas. Sin

embargo,    no    se    cuenta    con    las    herramientas    moleculares    para    realizar    la

transformaci6n  y  selecci6n  de  las  cepas  de  manera  fapida  y  confiable.   Por  este

motivo,  se desarroll6 en nuestro laboratorio el  m6todo que denominamos "M6todo del

Doble Recombinante" (DRM) (Niklitschek y col., 2008). Este m6todo consiste en crecer

las  cepas  heterocigotas  de  la  levadura  a  distintas  concentraciones  del  antibi6tico  de

selecci6n,    partiendo    el    in6culo    desde    una    concentraci6n    baja    del    antibi6tico

(higromicina  8)  y  una  vez  crecido  el  cultivo,   6ste  se  utiliza  como  in6culo  en  una
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Figura   12.   Obtenci6n   de   cepas   de   X.   dendrowhous   que   portan   las
mutaciones del gen cnd.

Crecimiento de  las distintas cepas transformantes de X.  dendrowhous en  medio

¥¥D(a7).:8¥Y2)h[fir.°c#]/ncarf|(wit;°3}gT/T!L,(mBm)/cprf:Lam;SZ)PT:::#°mr/carf|£`.]SL:.ct:p:j':e(Si;e.
3H)  corresponde  a  una  cepa  mutante  homocigota  para  el  gen  crfl  (crfl-  /  crfl-
::hph)(Niklitschek, 2007).
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siguiente  etapa  en  la  cual  Ia  concentraci6n  del  antibi6tico  en  el  medio  de  cultivo  es

mayor.  Lo  que  ocurre  es  que  naturalmente X.  dendrowhous  presenta  una  frecuencia

elevada  de  eventos  de  recombinaci6n  mit6tica,  en  comparaci6n  con  otras  levaduras

como  S.   cerev/.s/.ae,  que  hace  que  en  condiciones  normales  de  cultivo  se  pueda

observar la segregaci6n de algunos caracteres. Tomando como base que las cepas de

la  levadura  que  porten  2  o  mas  copias  del  gen  de  resistencia  vefan  favorecido  su

crecimiento  a  altas  concentraciones  del  antibi6tico  en  comparaci6n  con  las  cepas

heterocigotas,   despu6s   de   repetir  varias  veces   el   incremento   del   antibi6tico   nos

encontraremos  con  un  cultivo  enriquecido  en  cepas  que  hayan  recombinado  y  que

sean  homocigotas para el gen de selecci6n. Asf,  cepas  heterocigotas para el gen crfl

que  portaban  la  mutaci6n  en  el  sito  aceptor  de  "ap//.c/.ng"  maduro,  se  crecieron  en

concentraciones   crecientes   de   higromicina   8,   desde   30   L]g/ml   hasta   800   ug/ml,

plaqueandose  las  diluciones  lxl0-3 y  lxl04  en  medio YM  sin y  con  higromicina.  Las

placas  se   incubaron   a  22   °C  durante  5   dias,   siendo  analizadas  visualmente  en

btlsqueda de colonias que presentaran un cambio fenotipico.  De esta manera y como

era   de   esperarse,   se   pudo   aislar  colonias   albinas,   correspondiente   a   mutantes

homocigotas   para   el   gen   crfl    (figura    13).    EI   analisis   fenotipico   de   las   cepas

transformantes  de X.  der}drowhous,  indica  que  aquellas  que  solo  producen  el  mRNA

maduro  no  presentan  variaciones  en  su  pigmentaci6n  en  comparaci6n  con  la  cepa

silvestre.   Por   otra   parte,   Ias   cepas   homocigotas   que   s6Io   producen   el   mRNA

alternativo presentan un fenotipo albino.
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50                100              150            200           400
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YM + hyg (30 LLg/ml)

•      I    E]   +  +    +

Figura  13.  Obtenci6n  de  cepas  de X.  dendrowhous  mutantes  homocigotas
utilizando el m6todo del doble recombinante.

A)   Esquema  del   metodo  del  doble  recombinante.   Las  cepas  transformantes
heterocigotas  de  X.  dendrowhous  resistentes  a  higromicina  a  son  crecidas  en
concentraciones    crecientes    del    antibi6tico    y    luego    plaqueadas    para    el
aislamiento de las cepas mutantes.  8)  Colonias provenientes de los cultivos con
i)  50,   ii)   100  y  iii)  150  LIg/ml  de  higromicina  8.   Se  observa  un  aumento  en  la
aparjci6n de las colonias albinas producto de la recombinaci6n mit6tica.
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5.4. Determinaci6n de los niveles de expresi6n del gen crfl en las cepas de X.

dendrorhous mutalndes de "splicing".

Se ha observado que  la generaci6n de las versiones  madura y alternativa del

gen  crfl  varian  durante  el  ciclo  de  crecimiento  de  la  levadura,  sugiriendo  un  posible

mecanismo  de   regulaci6n  de   la  sintesis  de  cada   uno   de  estos   mensajeros.   Sin

embargo, es posible tambi6n que la generaci6n de 6stos fuese s6lo dependiente de la

afinidad  de  la  maquinaria  de  procesamiento  por uno  u  otro sitio  aceptor de  ``sp//'c/.ng",

favoreci6ndose siempre el sitio para generar la versi6n productiva del gen (mmRNA) y

generando  en  una  menor frecuencia  la  versi6n  no  productiva  (amRNA)  (figura  14A).

Frente a esta disyuntiva, se quiso dilucidar si la generaci6n del mRNA alternativo, que

siempre se encuentra en menor proporci6n en la c6lula en comparaci6n con el  mRNA

maduro,  es  dependiente de  la  afinidad  de  la  maquinaria de  procesamiento  por uno  u

otro   sitio   aceptor   de   "ap/f.ci.ng",   o   si   la   generaci6n   del   mRNA   alternativo   esta

determinado  por  otros  factores  dentro  de  la  c6lula.  En  el  primer  caso,  se  deberfa

esperar  que  en  aquellas  cepas   que   presentan   s6Io   el   sitio   aceptor  de   ``sp//.c/.ng"

alternativo,  todo  el  mRNA transcrito  debiera  ser  procesado  hacia  el  amRNA  por  no

contar con  otro  sitio  de  procesamiento  (figura  148).  Por el  contrario,  si  la  generaci6n

de mRNA alternativo es dependiente de otros factores,  en estas cepas la cantidad de

amRNA seria  independiente  de  la  cantidad  de  mRNA transcrito,  asemejandose  a  la

cepa silvestre (figura 14C).
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Figura  14.  Predicci6n  del  posible  mecanismo  de  elecci6n  de  los  sitios  de
"splicing".

A)   En   la   cepa   silvestre   de   X.   dendrowhous   en   condiciones   normales   de
crecimiento  (fase  exponencial),  un  90  °/o  del  mRNA del  gen  crfl  corresponde  al
mmRNA y un  10  a/o  al  amRNA.  Si  la  generaci6n  del  amRNA depende s6lo  de  la
afinidad de la  maquinaria transcripcional  por alguno de los sitios de  "sp/t.ci'r]g",  en
una cepa carente del sitio aceptor de  "sp/i.ci.ng" maduro el  100 °/o del  mRNA sera
amRNA   (8).   Si   el   procesamiento   alternativo   depende   de   otros   factores,   la
generaci6n de mmRNA y amRNA sera  independiente (C).  pre-mRNA:  mRNA no
procesado proveniente del gen crfl.
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Para  evaluar  esto,  se  disefi6  un  nuevo  juego  de  partidores  que  permitiesen

amplificar  otra  regi6n  del  gen  crfl.  Estos  partidores  se  ubicaron  rio  abajo  del  primer

intr6n,  en  la  uni6n  ex6n  IV -ex6n V  para el  partidor directo y en  la  uni6n  ex6n VIl  -

ex6n Vlll  para el partidor reverso. Esta regi6n es compartida por el mmRNA y amRNA,

por lo que los  niveles de expresi6n  determinados con  este juego de partidores es  un

indicativo  del  mRNA total  (tmRNA)  transcrito.  Luego,  todas  las  cepas transformantes

de  X.  dendrowhous  (TI-CIH-wi,  mm  y  am)  se  crecieron  hasta  fase  exponencial,  en

donde  el  gen  crfl  alcanza  su  maximo  de  expresi6n  y  por  lo  tanto  la  abundancia  de

ambos mRNAs es relativamente alta.  Luego, se determinaron los niveles de expresi6n

del  gen  crfl  como  tmRNA  y  las  versiones  madura  y  alternativa  de  este  (figura  15).

Podemos  observar que  los  niveles  de  mRNA del  gen  crfl  no varian  entre  las  cepas,

indicando  que  la  p6rdida  en  la  capacidad  de  sfntesis  de  pigmentos  por  parte  de  la

cepa albina se debe exclusivamente a que no puede generar mRNA maduro. Ademas,

se  puede observar que  la  cantidad  de  mRNA alternativo  generado tanto  por la  cepa

silvestre como por la cepa albina es igual. Este resultado sugiere que la generaci6n del

amRNA depende  de factores  regulatorios  post-transcripcionales y no  depende  de  la

cantidad de tmRNA que se haya generado.

5.5. Determinaci6n de la presencia de mRNA maduro y alternativo de un gen

reportero que porta e] primer intr6n del gen crfl.

Los  resultados  anteriores  demuestran  que  el  procesamiento  del  primer  intr6n

del  gen  crfl  es  un  proceso  regulado,  en  donde  la  generaci6n  y  abundancia  de  las

versiones   madura   y   alternativa   de   6ste   dependerfa   de   algunos   factores   post-

80



A      mRNAcrfl

mmRNA

tmRNA                      mmRNA                      amRNA

Figura 15. Expresi6n del gen crtl en cepas de X. dendrowhows mutantes de
los sitios aceptores de "sp/i.c;ng".

A)   Esquema   de   la   posici6n   de   los   partidores   para   amplificar   las   distintas
versiones del  mRNA del  gen  crfl.  8)  Determinaci6n  de  los  niveles  de expresi6n
relativa  de  las  distintas  variantes  del  gen  crfl  de  las  cepas  de  X.  dendrowhous
mutantes  de  los  sitios  aceptores  de  "sp//.c/.ng".  Los  valores  estan  referidos  por
cada  1.000 mol6culas de actina. tmRNA:  mRNA total transcrito.
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transcripcionales.   Sin   embargo,   se  desconoce  si   la   informaci6n   requerida   para  la

generaci6n de ambas versiones de este mRNA se encuentra en este primer intr6n, o si

depende  de  otras  regiones  del  gen  para  su  procesamiento.  Para  evaluar  esto,  se

interrumpi6  un  gen  reportero  que  naturalmente  no tiene  intrones,  con  el  primer intr6n

del gen crfl y se evalu6 si era procesado de manera normal y si ademas generaba la

versi6n alternativa.

5.5.1.   Construccj6n  del  gen  reportero  interrumpido  por e[  primer  intr6n

del gen crfl.

Para  la  selecci6n  del  gen  reportero  a  utilizar,  se  consideraron  las  siguientes

caracteristicas:  i) que sea  un  gen  heter6Iogo  para evjtar cualquier interferencia  con el

gen  propio  de  la  levadura;  ii)  que  no  presente  naturalmente  intrones  para  evitar  las

sefiales  propias  de  procesamiento  y  iii)  que  genere  un  fenotipo  detectable  cuando  el

intr6n es procesado. Asi, se seleccion6 como gen reportero el gen frph de E.  co/;., que

codifica  a  la  enzima  higromicina  8  fosfotransferasa  y  cuya versi6n  silvestre  le  otorga

resistencia  a  higromicina   8   a  las  cepas  de  X.   der]drowhous  que   lo   portan.   Para

seleccionar el sitio para la inserci6n del intfon, se busc6 el contexto gen6tico en el cual

se encontraba en el gen crfl. Asi,  antes del sitio dador de  "ap//.c/'ng" y despu6s del sitio

aceptor de "sp//.cf'ng" se encontr6 Ia secuencia GG y GA respectivamente. Por lo tanto,

se busc6 en el gen hph la secuencia GGGA, encontrandola en las posiciones 258, 683

y 920  desde  el  sitio  de  inicio  de  la traducci6n.  Debido  a  que  en  el  gen  crfl  el  primer

intr6n  se  ubica  hacia  el  extremo  5',  se  seleccion6  la  primera  posici6n  (258)  para  la

inserci6n  de  6ste.  Una  vez  definida  esta  ubicaci6n,  se  disefiaron  partidores  con  sus
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respectivas  regiones  adaptadoras  para  posteriormente,  mediante  elongaci6n  y  PCR,

obtener el m6dulo de resistencia a higromicina a porfando el primer intr6n del gen crfl.

EI  producto  final  de  PCR  se  clon6  y  secuenci6  completamente  para  corroborar  la

construcci6n,  obteni6ndose  el  plasmidio  PMN-Hyg-lntl.  Toda  esta  construcci6n  esta

flanqueada  con  los sitios de  restricci6n  EcoRV,  por lo que en  su  liberaci6n genera  un

fragmento  de  2.088  pb  que  se  insert6  entre  los  sitios  EooNl  -  EcoRV  del  plasmidio

pcl,   obteni6ndose   el   plasmidio   PCIH-Intl   (figura   16).   Este   m6dulo   se   utiliz6   para

transformar la cepa silvestre de X. dendrowhous.

5.5.2.  Analisis   de   las   cepas   de  X.   cfendrowhous   portadoras   del   gen

reportero interrumpido por el primer intr6n del gen crfl.

La  transformaci6n  de  la  cepa  silvestre  de  X.  dendrowhous  con  el  plasmidio

PCIH-lntl  dio  como  resultado  cepas  heterocigotas  para  el  gen  crfl  que  ademas  eran

resistentes   al   antibi6tico   higromicina   a,   indicando   que   el   intr6n   era   procesado

correctamente.  Asi,  mediante  el  m6todo del  doble  recombinante se  pudieron  obtener

las  cepas  homocigotas.  Como  control  para  los  experimentos  posteriores,  se  contaba

con las cepas Tl-CIH hetero y homocigotas para el gen crfl, que portaban el m6dulo de

resistencia a higromicina 8 sin e[ intr6n.

Para  la  determinaci6n  de  las  diferentes  variantes  del  mRNA del  gen  hph,  se

disefiaron los siguientes juegos de pariidores:  i) hph-npmRNA que permiten amplificar

el mRNA no procesado,  ii) hph-mmRNA que permiten amplificar la versi6n madura del

gen,  en  la cual  el  intr6n  ha sido  procesado de manera  correcta y iii) hph-amRNA que

permiten amplificar la versi6n alternativa del gen, en la cual el intr6n ha sido procesado
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Figura 16. Inserci6n del intr6n del gen cnd en el gen hph.

A) Se identific6 en el  gen hph un contexto gen6tico similar al  que se encontraba
el   intr6n   del   gen   crfl   de   manera   silvestre,   uniendo   ambas   partes   mediante
elongaci6n y PCR. 8) La construcci6n obtenida se insert6 entre los sitios EcoNl y
EcoRV del  plasmidio que portaba el  gen  crfl  para  la  posterior transformaci6n  de
X.  dendrowhous.  P:  promotor  del  gen  TEF-1a.  T:  terminador  de  la  transcripci6n
del gen GPD.
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de manera alternativa (figura 17A).

Las   4   cepas  transformantes   y   la   cepa   silvestre   se   crecieron   hasta   fase

exponencial,  en  donde la generaci6n  de las versiones de  mRNA alternativo y maduro

del  gen  crfl  son  relativamente  altas,  determinandose  mediante  RT-PCR  la  presencia

de las diferentes versiones del gen hph (figura 178).

Se puede observar que aquellas cepas que portan el gen hph interrumpido por

el  intr6n  del gen  crfl  generan,  ademas del RNA mensajero  no procesado (npmRNA) y

del  RNA  mensajero  procesado  completamente  (mmRNA),  versiones  del  mRNA en  el

que   el   intr6n   del   gen   crfl   es   procesado   de   manera   alternativa.   Por  otra   parte,

observamos  que  la  cepa  que  no  posee  este  intr6n,  s6lo  produce  el  mmRNA.  Este

resultado  indica  que  la  informaci6n  requerida  para  que  el  intr6n  del  gen  crfl  genere

ambas versiones de mRNA depende exclusivamente de su secuencia.

Dado este resultado, se evalu6 si la cin6tica a la cual se generan ambos mRNA

tambi6n esta definida s6lo en  la secuencia del primer in{r6n del gen  crfl.  Para esto,  Ia

cepa mutante homocigota se creci6 en medio YM liquido y se colectaron muestras en

las   diferentes   etapas  de   cultivo   (exponencial  temprana,   exponencial,   exponencial

tardia, estacionaria temprana y estacionaria) a las que mediante qRT-PCR se le midi6

los niveles de expresi6n del gen hph en sus versiones madura y alternativa (figura 18).

Podemos   observar   que   la   cantidad   de   mRNA   maduro   del   gen   hph   es

aproximadamente 13 veces mayor que la cantidad de mRNA alternativo para todos los

puntos medidos.  Este resultado se diferencia del observado  para el caso del gen  crfl,
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Figura 17. Procesamiento del primer intr6n del gen CAI en un gen reportero.

A)   Esquema   de   la   posici6n   de   los   partidores  disefiados   para   determinar  el
procesamiento    normal    y    alternativo    del    primer    intr6n    del    gen    crfl.    8)
Electroforesis  en  un  gel  de  agarosa  2  %  para  visualizar  los  productos  de  RT-
PCR de  las diferentes  partes del  gen  hph y en  las diferentes cepas.1)  UCD67-
385,  2)  hph  heterocigoto,  3)  hph-lnt.  I  heterocigoto,  4)  hph  homocigoto,  5)  hph-
lnt.  I  homocigoto.
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Figura 18. Cin6tica de sintesis  de  los  mensajeros maduro y alternativo de
los genes crfl y hph.

Se determin6 la raz6n de mmRNA / amRNA del gen crfl y del gen hph que porta
el primer intr6n del gen crfl en las diferentes etapas de cultivo.
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en  el  cual  la generaci6n  de  las versiones  madura y alternativa varfan  durante  el  ciclo

de  crecimiento.  Asi,  esto  sugiere  que  aunque  la  informaci6n  requerida  para  que  el

primer intr6n del gen crfl se procese de forma madura o alternativa esta contenida en

su  secuencia,  la cin6tica  con  la  cual  se genera  una  u  otra versi6n  depende  de  otros

factores asociados al contexto gen6tico en el cual se encuentra de manera silvestre.

5,6.  Eva]uaci6n  de  ]a  represi6n  de  ]a  transcripci6n  de]  gen  crfYB  mediada

por g]ucosa en cepas a[binas de X. dent/rorhods.

Los   genes   de   carotenog6nesis   crfYB   y   crfl    presentan   2   variantes   de

procesamiento  de  su   mRNA,  generando  diferencialmente  las  versiones  madura  y

alternativa. Ademas, Ia transcripci6n de estos genes es regulada de acuerdo a factores

metab6licos,  como  la  presencia  de  glucosa  en  el  medio  de  cultivo,  reprimiendo  su

transcripci6n   y   modificando   la  tasa   a   la   cual   se   generan   ambas  versiones.   Sin

embargo,  se  desconoce  la  relaci6n  que  existe entre  los  pigmentos  producidos  por la

levadura y la  regulaci6n  de  la transcripci6n  de  los  genes  de  la  ruta  de  biosintesis  de

carotenoides.  Debido a que durante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron cepas

mutantes para el gen crfl, que eran incapaces de sintetizar pigmentos, se determin6 si

la respuesta a nive[ transcripcional y post-transcripciona] del gen crfYB era similar a la

respuesta de 6ste en la cepa silvestre. Para ello, se creci6 Ia cepa albina Tl-CIH hasta

fase  estacionaria  de  crecimiento  en  un  medio de  cultivo YM  sin  glucosa.  Luego,  este

cultivo  se  dividi6  en  dos  matraces  iguales,  siendo  uno  de  ellos  el  cultivo  control  y  el

otro el cultivo de prueba al que se le agreg6 glucosa hasta una concentraci6n final de

2 0/o.  Se colectaron  muestras a intervalos intermedios (2 -24 h) de tiempo,  a las que

88



se les extrajo RNA y mediante qRT-PCR se determinaron los niveles de expresi6n de

las  versiones  madura  y  alternativa  del  gen  criYB  (figura  19).  Como  estas  cepas  son

mutantes para el gen crfl, la medici6n de 6ste no puede realizarse.

A intervalos  intermedios  de tiempo,  observamos  que  los  niveles  de  expresi6n

del mmRNA del gen onfYB no varfan con respecto al cultivo control e incluso aumentan

sus  niveles transcripcionales.  Esta  respuesta  es  diferente a  lo que ocurre en  la  cepa

silvestre,  en  la  cual  se  observa  una  disminuci6n  en  los  niveles  de  expresi6n.  En  el

caso  del  amRNA  del  gen  crfYB,  observamos  una  disminuci6n  en  sus  niveles  de

expresi6n,  al  igual  que  para  la  cepa  silvestre.  Sin  embargo,  Ia  magnitud  de  esta

respuesta es menor a la observada en la cepa silvestre.
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Figura 19.  Regulaci6n transcripciona] y post-transcripciona[ de[  gen  crfYB
en cepas incapaces de sintel:izar pigmentos.

Determinaci6n de los niveles de expresi6n de la versi6n madura (A) y alternativa
(8)  del  gen  OfYB  a  intervalos  intermedios  de  tiempo  post  adici6n  de  glucosa.
Esta medici6n se realiz6 para la cepa silvestre (wt) y la cepa albina (chl -/-).  Los
valores calculados corresponden a la diferencia en los niveles de mRNA entre el
cultivo control sin glucosa y el cultivo con glucosa.  Los valores negativos indican
una disminuci6n en los niveles de mRNA
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6. DISCUS16N
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Los  carotenoides  han  sido  ampliamente  estudiados  por su  participaci6n  en  la

fotosintesis, donde actdan como pigmentos accesorios captadores de luz y energia en

plantas  y  bacterias  fotosint6ticas.   Por  otra   parte,  dependiendo  de  la  estructura  y

concentraci6n de estos,  pueden modular la fluidez de la membrana y la permeabilidad

de los protones en todos los organismos.  (Britton y col., 2004).  En X.  dendrowhous, se

ha  observado  que  la  carotenog6nesis  es  un  proceso  complejo  cuya  regulaci6n  y

funci6n    no   han   sido   dilucidadas   completamente.    EI   alto   intefes   biotecnol6gico

generado por dicha levadura, dada su capacidad de sintesis de astaxantina, sumado a

que  la  carotenog6nesis  es  considerada  un  ejemplo  de  la  sintesis  de  metabolitos

secundarios  del  tipo  terpenoides,  hacen  relevante  el  estudio  de  este  proceso  y  los

factores  que  lo  modifican  (Klassen,  2010;  Rodriguez-Ortiz y col.,  2009).  Asf,  estudios

de  los  mecanismos  de  regulaci6n  de  la sintesis  de  pigmentos en  esta  levadura,  han

descrito la sensibilidad de este proceso a factores fisicos, quimicos y biol6gicos (Liu y

Wu, 2006;  Lodato y col., 2007;  Rodriguez-Saiz y col., 2010).

En   este  trabajo   se   estandariz6   la  t6cnica   de   PCR  en   tiempo   real   para

determinar los  niveles  de  expresi6n  de  los  genes  de X.  der}drowhous.  Utilizando  esta

t6cnica,  se determin6  la  cin6tica de  expresi6n  de  los genes  crfYB y crfl  que codifican

para las enzimas fitoeno P-caroteno sintasa y fitoeno desaturasa respectivamente y la

cinetica  de  sintesis  de  sus   mensajeros   alternativos.   Finalmente,   se  determin6   la

respuesta  transcripcional  de  los  genes  chYB  y  crfl  frente  a  la  adici6n  de  glucosa  al

medio  de  cultivo  y  c6mo  esta  respuesta  varia  en  cepas  incapaces  de  sintetizar

pigmentos.
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6.1. Determinaci6n de la expresi6n g6nica de X.  dendrowhous mediante qRT-

PCR.

La  {6cnica  de  PCR  en  tiempo  real  ha  revolucionado  la  manera  en  la  cual  se

determina  la  presencia  y  cantidad  de  un  determinado  fragmento  de  DNA  en  una

muestra  (Gibson  y  col.,1996;  Heid  y  col.,1996).  Sin  embargo,  la  estandarizaci6n  de

6sta  y  el  analisis  de  los  resultados  tienen  como  supuestos  algunos  parametros  que

han sido ampliamente discutidos pero que muchas veces no son considerados (Pfaffl,

2001;   Pfaffl  y  col.,   2002).  Asi,   en   el  desarrollo  de  este  trabajo  se  evaluaron   los

parametros   mas   relevantes   para   obtener   los   resultados   repetitivos   y   que   las

conclusiones reflejen lo que sucede realmente en la levadura.

La   comparaci6n    entre   diferentes   muestras   establece   el   desafio   de   la

homogeneidad  en  el  procesamiento  de  6stas.  Asi,  desde  la  recolecci6n  del  cultivo

hasta  la  medici6n  de  los  niveles  de  expresi6n   mediante  PCR  en  tiempo   real  se

probaron  y evaluaron  diferentes alternativas  hasta  lograr una  metodologia  eficiente y

repetitiva.

a.     Obtenci6n  del  RNA.  La  obtenci6n  del  RNA  total  y/o  mRNA  de  X.  der7drorf]ous

presenta  una  dificultad  adicional  a  la  obtenci6n  de  estos  desde  otras  levaduras

cuyos    protocolos    han    sido    ampliamente    desarrollados.    Principalmente,    la

complejidad  de su  pared  celular hace  necesaria  la  modificaci6n  de  los  protocolos

estandares   e    imposibilita    la    utilizaci6n    de    kits    de    purificaci6n.    En    nues{ro

laboratorio,   inicia[mente   se   utiliz6   el   metodo   de   Chomzinsky   (Chomczynski   y

Sacchi,  1987),  para  la  determinaci6n  de  la  expresi6n  g6nica  mediante  RT-PCR

semi  cuantitativo  (Lodato  y  col.,  2007).  Paralelamente,  en  nuestro  laboratorio  se
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evaluaron  otras  mefodologias  para  la  obtenci6n  de  RNA  de  alta  calidad  para  la

construcci6n  de  una  genoteca  de  CDNA,  Io  que finalmente  deriv6  en  el  protocolo

utilizado  en  este  trabajo.  Los  resultados  obtenidos  utilizando  esta  metodologia

indican  que el  RNA obtenido  presenta  una alta  calidad y una alta  reproducibilidad

entre las diferentes muestras.

b.     Sintesis  del  CDNA.   La  eficiencia  en  la  transcripci6n  reversa  del  mRNA  influye

significativamente en  la  calidad  de las mediciones  posteriores.  Por este motivo,  Ia

sintesis  del  CDNA  se  realiz6  utilizando  el  partidor  Oligo  dT(18)  a  partir  de  RNA

total, en desmedro de la utilizaci6n de partidores de secuencia aleatoria y/o a parfir

de   mRNA  purificado.   Por  otra   parfe,   la   eficiencia   en   la  transcripci6n   reversa

depende  de  la  enzima  utilizada  y  de  la  secuencia  de  los  mRNA,  ya  que  estos

pueden   generar   estructuras   secundarias   estables   que   impiden   una   eficiente

transcripci6n,  Este fen6meno cobra adn mas relevancia en el caso de organismos

en los cuales el porcentaje de guaninas y citocinas (°/OGC) en su genoma es alto y

por lo  tanto  la  estabilidad  de  las  estructuras  secundarias  de  sus  mRNA interfiere

fuertemente  en  la sintesis  del  CDNA.  At]n  cuando  la  complejidad  gen6mica  de X.

der]drowhous hace  que  este  microorganismo  no se  considere  como  rico  en  GC  y

que este porcentaje de los genes a medir fluctda entre un 49,3°/o y 54,20/o  (Actina

54,2°/o,   mmcrfYB   50,40/o,   amcrfYB   50,8%,   mmcrfl   49,8%  y  amorfl  49,3%),   se

evalu6  la  eficiencia  de  diferentes  enzimas  transcriptasa  reversa  (Albertini  y  col.,

2006;    Levesque-Sergerie   y   col.,   2007).    Los   resultados   de    las   mediciones

realizadas  no  mostraron  variaciones  significativas  entre  las  diferentes  enzimas,
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haciendo suponer que  la  posible estructuraci6n de los mRNAs a medir no influian

en la transcripci6n reversa.

c.      Disefio  de  los  partidores  y  medici6n  de  los  niveles  de  expresi6n.  Los  algoritmos

utilizados  para  convertir los valores  de  amplificaci6n  (Ct)  en  unidades  de  medida

con significado biol6gico (cantidad de DNA o mRNA en la muestra y/o veces en las

cuales  se  expresa  un  gen  con  respecto  a  otro),   supone  que  la  metodologfa

utilizada  para  medirlos  (partidores  y  kits),  son  eficientes  y  robustos.  Asi,  en  este

trabajo se puso principal 6nfasis en el disefio de los partidores utilizados para que

la  eficiencia y especificidad  de  estos  estuviese  en  el  rango  6ptimo  de  medici6n  y

comparaci6n.   Ademas,   se   evaluaron   distintos   protocolos   de   amplificaci6n   y

distintos kit de medici6n.

Finalmente,   los   resultados   y   las   conclusiones   de   estos   experimentos   se

lograron  a  partir de  la  medici6n  de tres  replicas  biol6gicas,  con  dos  replicas t6cnicas

cada  una,  obteniendo 6 resultados independientes  para cada condici6n evaluada.  De

esta manera se espera acercarse lo mas posible a lo que ocurre naturalmente.

6.2.Expresi6n    de    los    genes    de    carotenog6nesis    y    biosintesis    de

carotenoides.

La expresi6n de los genes que codifican a las enzimas que participan en la ruta

de  biosintesis  de  pigmentos  en  X.   der}drowhous,   ha  sido  determinada  en  nuestro

laboratorio mediante la t6cnica de RT-PCR semi cuantitativo, observandose la cinetica

de  sintesis  de  6stos  (Lodato y  col.,  2004;  Lodato  y col.,  2007).  Sin  embargo,  el  bajo

nivel   de   expresi6n   mostrado   por   estos   genes,   principalmente   el   gen   OfYB,   ha
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dificultado su  cuantificaci6n fiable  (Lodato y col.,  2003).  La  incorporaci6n de  la t6cnica

de  PCR  en  tiempo  real,  cuya  sensibilidad  de  medici6n  es  mayor  que  las  t6cnicas

convencionales  de  PCR (Bustin y col.,  2005),  permiti6 determinar certeramente  estos

valores y asi  poder contrastarlos  con  otros  genes  y otras  condiciones  de  cultivo.  De

esta  manera,  observamos  que  el  nivel  de  expresi6n  del  gen  OfYB  varia  durante  el

ciclo  de  crecimiento  de  la  levadura  teniendo  su  maximo  de  expresi6n  en  la  etapa

exponencial   tardia.   Este   maximo   de  expresi6n,   se   corresponde   con   la   etapa  de

inducci6n   de   la   carotenog6nesis,   sugiriendo   que   este   aumento   podria   gatillar   la

sintesis   de    pigmen{os    en    la   levadura.    Experimentos    realizados    por   Visser   y

colaboradores,  demostraron  que  un  aumento  de  la  dosis  g6nica  del  gen  crfYB  en X,

dendrorf7ous aumenta  la  cantidad  de  pigmentos  producidos  por la  levadura  (Visser y

col.,  2003).  En  otros  organismos  carotenog6nicos  se  ha  observado  la  dependencia

directa que existe  entre  los  niveles de expresi6n  del  gen  que  codifica  para  la enzima

fitoeno  sintasa  y  la  sintesis  de  pigmentos  (Fujisawa y  Misawa,  2010).  En  plantas,  se

demostr6   que   la   sintesis   y   acumulaci6n   de   pigmentos   esta   determinada   por  la

inducci6n del gen Psy que codificaria para esta enzima  (Fraser y col., 2007; Toledo-

Ortiz y col., 201o).

En el caso del gen crfl, sus niveles de expresi6n tambien varian durante el ciclo

de   crecimiento   de   la   levadura,   teniendo   su   maximo   de   expresi6n   en   la   fase

exponencial.  Ya   que   la   carotenog6nesis  de  X.   dendronf7ous  se  gatilla  en   etapas

posteriores,  este  resultado  sugiere  que  la  enzima  fitoeno  desaturasa  codificada  por

este  gen  podria  ser  requerida  en  etapas  previas  a  la  inducci6n  de  la  sfntesis  de

pigmentos.  En  otros  organismos  carotenog6nicos  se  ha  observado  que  las  enzimas
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que sintetizan  los pigmentos accesorios para la fotosintesis se agrupan en complej.os

multienzimaticos asociados a membranas (Cunningham y Gantt,1998; De la Guardia y

col.,1971).  Asi,  los  dominios  hidrofobicos  presentes  en  esta  enzima  y  la  naturaleza

hidrof6bica  del  fitoeno  y  licopeno  (sustrato  y  producto  respectivamente)  sugiere  que

esta  protefna seria  una de  las que se encontrarfa asociada a  la  membrana  (Lopez y

col.,  2008).   Por  este  motivo,  la  expresi6n  y  sintesis  de  esta  proteina  previo  a  la

inducci6n  de   la  carotenog6nesis  seria  necesaria   para  el   correcto  ensamblaje  del

complejo  multienzimatico.  En  experimentos  realizados  por Verdoes  y  colaboradores,

en los que se aument6 la dosis g6nica del gen crfl en X.  dendrorf7ous, se observ6 una

variaci6n   en   la   composici6n   de   los   pigmentos   producidos   pero   no   un   aumento

significativo   de   estos.   Esta   modificaci6n   en   la   composici6n   de   los   pigmentos   se

deberia  posiblemente  un  aumento  en  la  cantidad  de  proteina fitoeno  desaturasa  que

afectaria  el  ensamblaje  del  complejo  carotenog6nico  en  la  levadura  (Verdoes  y  col.,

2003).

Por  otra  parte,  la  cin6tica  de  sintesis  de  los  pigmentos  en  X.  der}drowhous

muestra  que  en   las  etapas  tempranas  de  crecimiento,   la  cantidad  de  pigmentos

presentes  en  la  c6Iula  disminuyen  en  mss  de  un  800/o.  Cuando  el  cultivo  comienza a

ingresar a su fase estacionaria,  se induce la sintesis de los pigmentos siguiendo  una

cin6tica  esperable  para  los  metabolitos  secundarios  (Fox  y  Howlett,  2008;  Zhong  y

Xiao,  2009).  Sin  embargo,  la  carencia  de  algunos  de  los  mecanismos  de  defensa

frente  al  estfes  oxidativo  que  si  presentan  otros  organismos,  sugiere  que  en  X.

der]drowhous   estos   pigmentos   serian   importantes   para   la   protecci6n   contra   las

especies   reactivas   de  oxigeno   producidas   durante   el   crecimiento   de   la   levadura
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(Galano y col., 2010; Schroeder y Johnson,1993).  En este sentido, se puede observar

que aunque  los  niveles de expresi6n  de  los genes  crfYB y crfl  varian  durante  el  ciclo

de crecimiento, hay un nivel de expresi6n basal entre un 20 a 400/o de su nivel maximo

de expresi6n, que podria determinar una cantidad basal de pigmento en la c6lula para

cumplir su  rol biol6gico.

6.3. Regulaci6n de la expresi6n g6nica modulada por glucosa.

La sintesis de pigmentos en X.  dendrorf7ous es un proceso que se ve afectado

por   diferentes   factores,   destacandose   la   fuente   de   carbono   utilizada   para   su

crecimiento  (Wozniak,  2008).  EI  analisis  bioinformatico  de  la  regi6n  promotora  de  los

genes   que   codifican   a   las   enzimas   que   participan   en   la   ruta   de   biosfntesis   de

astaxantina,  muestran  la  presencia  de  posibles  sitios  de  uni6n  del  regulador  MIG1

(Alvarez y  col.,  2006;  Wozniak y  col.,  (enviado)),  el  cual  es  un  factor transcripcional

que media procesos de represi6n  por glucosa en diversas levaduras (Carmona y col.,

2002;  Klein y col.,1998;  Kuchin y Carlson, 2003; Zaragoza y col., 2000). Al  estudiar el

efecto de la glucosa sobre la expresi6n de los genes de carotenog6nesis, se demostr6

que  la  adici6n  de  6sta  causa  una  disminuci6n  de  los  niveles  de  mRNA de  los  genes

crfYB  y  crfl  implicados  en  la  sfntesis  de  P-caroteno  a  pariir de  GGPP.  En  ambos,  el

efecto  de  la  glucosa  result6  ser maximo  entre  2  y 4  horas  despu6s  del  tratamiento,

restableci6ndose los niveles normales luego de 24 horas.

Interesantemente, el efecto represor que tiene la glucosa sobre los genes crfYB

y crfl  se manifiesta de manera diferencial sobre las versiones madura y alternativa de

estos.  Si  consideramos  que  ambas  versiones  de  cada  gen  provienen  de  una  dnica
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unidad    transcripcional,    entonces    la    expresi6n    diferencial    de    estos    sugiere    la

participaci6n  de  mecanismos  post-transcripcionales  de  regulaci6n  (Lui  y  col.,  2010).

Asi,  la  disminuci6n  diferencial  de  los  mRNA  podria  deberse  a  la  modificaci6n  de  los

factores que controlan el  procesamiento alternativo de estos genes (Kim y col.,  2002;

Yin  y  col.,  2003).  Lo  anterior  se  suma  a  observaciones  previas  que  indican  que  la

cantidad de mRNA maduro y alternativo de ambos genes varia durante el crecimiento

de  la  levadura, variaci6n  posiblemente dependiente de  la fuente de carbono  utilizada,

Ia edad del cultivo y del contenido de carotenoides. Alternativamente,  en  S.  cerev/.s/.ae

se   ha   observado   que   la   regulaci6n   post-transcripcional   de  genes   reprimidos   por

glucosa   esta   determinada   por   un   aumento   en   la   degradaci6n   de   los   mRNA,

modificando la vida media de 6stos (Hilgers y col., 2006).

Un  fen6meno  importante  que  observamos  es  que  la  represi6n  mediada  por

glucosa del gen  c/rvB se ve seriamente comprometida en  cepas mutantes incapaces

de   sintetizar   pigmentos.    Esto   concuerda   con   observaciones   previas   donde   la

disminuci6n  de  la  cantidad  de  astaxantina  causa  un  aumento  en  la  cantidad  total  de

carotenoides y que sugieren que dicho compuesto podria tener un efecto de feedback

negativo sobre la sintesis de pigmentos.

6.4. Procesamiento de] primer intr6n de[ gen crfl.

Adn  cuando  no  se  ha encontrado  la funci6n  de  los  mRNAs alternativos  de  los

genes  crfYB  y  crfl,  o  si  estos  participan  regulando  la  sfntesis  de  pigmentos  de  X.

dendrowhous,   observamos   que   la   generaci6n   de   los   mismos   varia   durante   el

crecimiento  de  la  levadura.  Por otra  parte,  observamos  un  mecanismo  diferencial  de
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respuesta frente a  la glucosa de  parte de los  mensajeros alternativos con  respecto a

sus versiones  maduras,  Ambos fen6menos se ven  acentuados  para  el  caso  del  gen

crfl  y por este  motivo,  se  profundiz6  mss en  sus  mecanismos de  regulaci6n. Asi,  Ios

resultados    obtenidos    sugieren    que    la    sintesis    del    mensajero    alternativo    es

independiente del  nivel de expresi6n, ya que en cepas que portan  una mutaci6n  en el

sitio aceptor de  "ap/t.c/'r]g" maduro,  se acumulan  pre-mRNAs  que mantienen su  primer

intr6n  sin  procesar,  manteni6ndose  la  cantidad  de  amRNA  en  comparaci6n  con  la

cepa  silvestre.  Por  otra  parte,  observamos  que  en  las  cepas  que  s6Io  producen  la

versi6n  madura  de  este  gen,  la  pigmentaci6n  es  id6ntica  a  la  cepa  silvestre  y  por lo

tanto,  la generaci6n de las versiones alternativas de los  mRNAs no participarfan en  la

regulaci6n de la carotenog6nesis.

La   inserci6n   del   primer   intr6n   del   gen   crfl   en   un   gen   reportero,   permiti6

demostrar  que  6ste  porta  toda  la  informaci6n  requerida  para  que  se  procese  de

manera  normal  o  alterna{iva.  Sin  embargo,  las  sefiales  que  regulan  su  cinetica  de

procesamiento no se encontrarian presentes dentro del  intr6n, ya que durante toda la

fase   de   crecimiento   de   la   levadura   la   relaci6n   mmRNA  /  amRNA   se   mantiene

constante.

6.5. Regulaci6n de la carotenog6nesis en X. dencJrorf]ous.

La    complejidad    de    los    carotenoides    sintetizados    por   X.    dendrowhous,

principalmente  biciclicos  y  oxidados,  y  el  bajo  ntlmero  de  genes  que  codifican  a  las

enzimas que participan en su  biosintesis,  hacen de esta levadura un buen modelo de

estudio  de  la  regulaci6n  y  sintesis  de  estos  compuestos.  En  este  sentido,  se  ha
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observado que la regulaci6n de la carotenog6nesis podria estar dada a varios niveles.

Gen6ticamente,   se   demostr6   la   participaci6n   de  4   genes   que   codificarian   a   las

enzimas que catalizan las  11  reacciones enzimaticas para la sintesis de astaxantina a

partir de GGPP. Ademas, se demostr6 que la cantidad y composici6n de los pigmentos

producidos  es dependiente del  ndmero  de  copia de estos  genes en  el  genoma de  la

levadura.

Transcripcionalmente,    se   demostr6   que   la   expresi6n    de   los   genes   de

carotenog6nesis varia durante el crecimiento de la levadura y responde ademas,  a la

adici6n de glucosa al medio de cultivo. Sin embargo, no se ha encontrado una relaci6n

directa  entre  los  niveles  de  los  mRNA  mensajeros  y  la  sintesis  de  pigmentos.  La

aparici6n de mRNAs alternativos para los genes OfYB y crfl  sugiri6 Ia participaci6n de

un   nuevo   nivel   de   regulaci6n,   en   el   cual   el   procesamiento   del   mRNA  hacia   las

versiones  maduras  o  alternativas  de estos  genes  seria  el  factor clave  de  regulaci6n.

Sin  embargo,  Ia  cin6tica  de  aparici6n  de  dichas versiones  no  explica  directamente  la

modificaci6n  de  la  sintesis  de  los  pigmentos.  Estudios  mas  acabados  en  este  tema

deberian  considerar la sobreexpresi6n de  las versiones alternativas de ambos genes

en la cepa silvestre de la levadura y evaluar en ellas si la sintesis y composici6n de los

pigmentos se ven modificadas.

Finalmente,  la  integraci6n  de la  prote6mica de esta levadura a los estudios de

gen6mica,  transcript6mica  y  metabol6mica  que  se  estan  desarrollando  en  nuestro

laboratorio,  permitifa complementar todos estos  procesos, facilitando el entendimiento

conjunto de la carotenog6nesis.
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7. CONCLUSIONES.
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•     Los genes criYB y crfl se expresan durante todo el ciclo de crecimiento

de  la  levadura,  siendo sus  niveles de expresi6n variables durante 6ste.

EI  nivel  maximo  de  expresi6n  del  gen  crfYB  se  corresponde  con  la

inducci6n de la carotenog6nesis, por lo que la sintesis de fitoeno podria

ser un paso clave en la biosfntesis de pigmentos en X. dendrorf7ous.

•     La relaci6n mmRNA / amRNA de los genes crfYB y crfl varia durante el

ciclo   de   crecimiento,   siendo   mas   pronunciada   para   este   dltimo.   La

repetitibilidad de este fen6meno sugiere la participaci6n de mecanismos

moduladores del procesamiento de ambos mRNAs.

•     Los genes crfYB y crfl  son  regulados transcripcionalmente por glucosa,

reprimiendo    su    expresi6n.    Ademas,    la    glucosa    regularia    post-

transcripcionalmente    la    generaci6n    de    las    versiones    maduras   y

alternativas de dichos genes.

•     El  mRNA alternativo del gen  crfl  no se traduce a una  proteina activa,  o

esta   no   esta   involucrada   en   la   ruta   de   biosintesis   de   pigmentos.

Ademas, Ias cepas de X. der}drowhous que s6lo producen el mmRNA de

gen crfl no ven afectada la sintesis de pigmentos.

•     Los  niveles  de  mRNA del  gen  crfYB y la  generaci6n  de su  mensajero

maduro  y  alternativo  depende  de  la  .presencia  de   pigmentos  en   la

c6lula.  De  esta  manera,  los  pigmentos tendrian  un  efecto de feedback

negativo  sobre  el  gen  que  modularfa  la  sintesis  de  pigmentos  en  X.

dendrorhous.
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