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RESUMEN

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, los microorganismos se han
convertido en una fuente muy importante de productos naturales. Un grupo destacado
de moléculas sintetizadas por éstos 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 moléculas presentan actividad biolégica para los organismos,

teniendo un potencial uso para el hombre.

La levadura basidiomicete X. dendrorhous destaca dentro de los hongos
carotenogénicos por su capacidad de sintetizar astaxantina como principal pigmento,
la que es utilizada en la industria quimica y farmacéutica. Para su biosintesis a partir
de GGPP, se ha descrito la participacion de los genes crfYB, cril y ¢rtS que codifican a
las enzimas fitoeno B-caroteno sintasa, fitoeno desaturasa y astaxantina sintasa,
respectivamente. El B-caroteno es el principal pigmento intermediario de la via,
sintetizado por la accién conjunta de las 2 primeras enzimas y se encuentra
ubicuamente en muchos organismos carotenogénicos. Desde el punto de vista
molecular, se ha estudiado la estructura y funcion 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 demostré que en general, los niveles de expresion de
estos genes son bajos y varian durante el ciclo de crecimiento de la levadura,
sugiriendo un mecanismo de regulacién transcripcional. Ademas, se determind la
presencia de variantes de “splicing” del mRNA de los genes crfYB y crtl, sugiriendo un

posible mecanismo de regulacién post-transcripcional.
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En este ftrabajo se adapté la técnica de RT-PCR en tiempo real,
determinandose la cinética de expresién de los genes crfYB y crfl y como ésta se ve
modificada durante el ciclo de crecimiento de la levadura. Asi, se demostré que ambos
genes se expresan durante todo el ciclo de crecimiento, teniendo sus maximos de
expresion en la etapa exponencial tardia (crfYB) y exponencial (crtl), pudiendo ser esta
variacion la que gatilla la induccién de la carotenogénesis en la etapa exponencial
tardia de crecimiento. Ademas, se determiné la relacion entre las versiones madura y
alternativa de los mRNA, observando que ésta varia durante el ciclo de crecimiento,
variacidbn mas acentuada en el caso del gen cril, 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 carotenogénesis es un proceso dependiente de la fuente de
carbono utilizada para el crecimiento de la levadura, se evaludé la respuesta
transcripcional de los genes crfYB y cril ante la adicién de glucosa al medio de cultivo,
determinando que ésta reprime la transcripcion de ambos genes alrededor de 5 veces
y ademas, afecta de manera diferencial la generacién de los mRNA maduros con

respecto a los mRNA alternativos.

En cepas de X. dendrorhous mutantes del gen cril, que procesan su mRNA
s6lo hacia su version alternativa, se observa que éstas son incapaces de sintetizar
pigmentos, indicando que el amRNA no seria productivo y ademas, se observa la
acumulaciéon de mRNA no procesado, demostrando que la generacién del amRNA es
regulado. Cuando se insertd el primer intrén del gen crfl en un gen reportero, se

observo la presencia de ambos tipos de procesamiento, indicando que la informacién

13



requerida para esto se encontraba contenida en su secuencia. Sin embargo, la cinética
de procesamiento no se correlacioné con la del gen silvestre, sugiriendo que la

regulacién de la sintesis también estaria dada por otras secuencias.

Finalmente, se determind que los pigmentos tienen un efecto de feedback
sobre la expresién del gen crfYB, ya que la represion transcripcional 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 biological activity in organisms, making them of potential use to humans.

Among carotenogenic fungi, the basidiomycetous yeast X. dendrorhous 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 crfS genes, which encode for the
enzymes phytoene B-carotene synthase, phytoene desaturase and astaxanthin
synthase, respectively. The main intermediate pigment in this pathway, B-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 crtYB and

crtl 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 crtYB 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 (crfYB) and
exponential (cril) 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 crtl 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 growth, we evaluated the transcriptional response of ¢rfYB and crtl 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. dendrorhous 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 crtl 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 crtl gene, suggesting that the synthesis regulation would be given by

other sequences.

Finally, it was determined that the pigments have a feedback effect on crtYB
gene expression, because glucose transcriptional repression is lost in albino yeast

strains.
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1.INTRODUCCION
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En la actualidad, nos encontramos con una necesidad creciente de productos
naturales, los 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
metabdlica, ya sea por sintetizar enzimas activas en condiciones exiremas de
temperatura, pH, etc. o por la sintesis de muchas moléculas bio-activas para el
hombre (Chang y Keasling, 2006; Roberts, 2007). Dentro de estas dltimas,
encontramos los carotenoides, moléculas provenientes de la ruta de biosintesis de los
terpenos y de los cuales se han identificado més 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 fotosintéticas y no

fotosintéticas, 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 comin de 5 atomos de carbono
denominado isopentenil pirofosfato (IPP) (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 xantofilas, que si poseen dtomos 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 salménidos y crustaceos (Johnson y Lewis,

1979; Schroeder y Johnson, 1993). Ademés, existen evidencias de que estos
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compuestos cumplen un papel importanie en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares y el cancer, catalogandose como productos nutracéuticos (Canfield y

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

Uno de los carotenoides que presenta un alto interés biotecnologico es la
astaxantina, la cual es altamente utilizada en la industria acuicola y farmacéutica
(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 Haematococcus pluvialis (Lorenz y Cysewski, 2000) y la levadura
basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous (ex. Phaffia rhodozyma) (Andrewes y
col.,, 1976). La levadura X. dendrorhous, se caracteriza por sintetizar la astaxantina
como su principal pigmento, ademas de ofros carotenoides entre los cuales se
encuentra el fitoeno, el licopeno y el B-caroteno (Golubev, 1995; Johnson y col., 1978)

(figura 1).

Se ha descrito que debido a que X. dendrorhous es un simbionte en arboles, la
carotenogénesis seria una respuesta a la presencia de compuestos antiflingicos 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 estrés oxidativo
que si presentan otros organismos (diferentes superéxidos dismutasas [Fe-SOD vy
Cu/Zn-SOD] (Schroeder y Johnson, 1993)), se ha sugerido que estos pigmentos
serian importantes para la proteccion contra las especies reactivas de oxigeno (ROS)

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

A) y B) Colonizacion de heridas de arboles por levaduras pigmentadas, siendo
una de ellas X. dendrorhous. C) Microscopia de contraste de fases de X.
dendrorhous en division (aumento 1.000X). D) Microscopia de contraste de fases
de wun holobasidio con basidioesporas terminales (aumento 400X). E)
Almacenamiento de los distintos pigmentos en gotas de lipidos dentro de la
levadura. F) Diferentes cepas de X. dendrorhous mutantes para la sintesis de
pigmentos. (Fotos de Carlos Echavarri-Erasun y Eric Johnson, 2003 y 2004.
ASM MicrobeLibrary).
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La utilizacion de X. dendrorhous como fuente natural de astaxantina para la
industria presenta algunas ventajas sobre su principal competidor H. pluvialis, ya que
puede proliferar en forma heterétrofa, 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
dendrorhous como fuente de astaxantina es la baja produccion 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
bisqueda de cepas sobreproductoras mediante mutagénesis con luz ultravioleta
(Retamales y col., 1998) o con agentes quimicos como nitrosoguanidina y etil-metano-
sulfonato (An y col., 1989; Lewis y col., 1990). Sin embargo, la aplicacion de técnicas
tradicionales para el mejoramiento de las cepas silvestres de X. dendrorhous no ha
conducido a resultados satisfactorios. La mutacién al azar ha generado efectos no
deseados de inestabilidad genética, falta de reproducibilidad en fermentaciones
industriales y una menor produccién de biomasa de las cepas sobreproductoras en
comparacion con las cepas silvestres (Visser y col., 2003). Estas dificultades, han
motivado el estudio de la via carotenogénica de X. dendrorhous y de los genes que
participan en ella para buscar potenciales alternativas de modificacion y mejoras (Choi

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

Desde el punto de vista genético-molecular, la biosintesis de los pigmentos
carotenoides en X. dendrorhous comienza con la unién cabeza-cabeza de dos
moléculas de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) para formar el fitoeno, reaccién

catalizada por la enzima fitoeno sintasa (Lodato, 2002; McCarthy y col., 2004). En esta

22




levadura 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 (B-
caroteno sintasa) (Alcaino, 2002; Arrach y col.,, 2001; Verdoes y col., 1999a). La
secuencia nucleotidica del gen que codifica a esta enzima tiene un tamarfio de 2.386

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

El siguiente paso en la ruta de biosintesis de astaxantina consiste en 4
desaturaciones sucesivas del fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima
fitoeno desaturasa. En X. dendrorhous, se ha aislado el gen crfl que codifica dicha
enzima y también su cDNA (Verdoes y col., 1999b). En esta levadura, la 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 2B).

La ruta de biosintesis continta con la ciclacion de los extremos del licopeno
para dar B-caroteno, paso también catalizado por la enzima bifuncional fitoeno-B-
caroteno sintasa (figura 2C). Finalmente, el B-caroteno es hidroxilado en las posiciones
3y 3’, y ademas se adicionan grupos ceto en las posiciones 4 y 4°, dando lugar a la
astaxantina. En X. dendrorhous, se ha reportado que ambas actividades estarian
presentes en una enzima bifuncional codificada por el gen crtS, con un tamario de
3.166 pb y que estaria interrumpido por 17 intrones (Alvarez y col., 2006; Carmona,

2007; Ojima y col., 2008) (figura 2D).

Recientemente, nuestro laboratorio describié la participacion 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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Tamano gen -

Carotenogénesis Gen N° de Intrones
A Gepp+GGPP
lFitoeno sintasa crtYB proisdiad
. P ItO@NO
B _ 2.827pb
lFltoeno desaturasa crl 11 intrones
C
lB-caroteno sintasa crtYB
i . 3.166 pb
lAstaxantlna sintasa erts 17 intrones
erfR 3.006 pb
snfing 2intrones

Figura 2. Ruta de biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous.

Sintesis de los distintos carotenoides en X. dendrorhous. A) Condensacion de 2
moléculas de GGPP para la sintesis del fitoeno. B) Desaturacién del fitoeno para
la sintesis del licopeno. C) Ciclacion de los extremos del licopeno para la sintesis
del B-caroteno. D) Oxidacion del B-caroteno para la sintesis de astaxantina.
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enzima, esta codificada por el gen criR, con un tamarfio de 3.006 pb y que estaria

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

En conjunto con la dilucidacién de la ruta de biosintesis de astaxantina en X.
dendrorhous y sus determinantes genéticos se comenz6é con la manipulacion
especifica de los genes participantes en la ruta de biosintesis de ésta. Asi, los
experimentos realizados por Verdoes (Verdoes y col., 2003), en donde se aumento el
nimero de copias de los genes crfYB (fitoeno-B-caroteno sintasa) y cril (fitoeno
desaturasa), permitieron obtener cepas transformantes que presentaban diferencias
en su pigmentacion en comparacion con la cepa silvestre. Sin embargo, los andlisis de
estas cepas transformantes indicaron que las diferencias en la pigmentacion se debian
principalmente a una modificacién en la composicién 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 sintesis de este
pigmento seria un proceso regulado y dependienie de factores genéticos y

metabolicos.

En nuestro laboratorio, se estudi6 la cinética de expresién 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, cril y crtS son maximos durante el periodo de induccion de la sintesis
de carotenoides, correspondiente a la etapa exponencial tardia de crecimiento.
Ademas, el clonamiento de los cDNAs de los diferentes genes para su posterior

estudio, resultd en la presencia de 2 tipos de mRNAs tanto para el gen crfYB como
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cril. Para ambos genes se encontré 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
traduccién in-silico de los mRNAs alternativos de los genes crfYB y crfl muestra la
presencia de codones de término de la traduccién a lo largo de ambas secuencias,
sugiriendo que estos mensajeros alternativos no serian traducidos a enzimas de
carotenogénesis activas (Lodato, 2002). Sin embargo, en ambos casos se restauraria
un marco de lectura a partir de un codén AUG rio abajo del coddn de inicio de la
traduccion 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 crtl, el marco de lectura se restablece a partir de un codén 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 Neurospora crassa la
traduccion del mRNA que codifica a la enzima GGPP sintasa se realiza tanto desde el
primer AUG que genera la proteina completa, como de 2 AUG internos, generando 2
enzimas GGPP sintasas de diferente tamario. Estas 3 versiones de la enzima GGPP
sintasa son activas ya que retienen los dominios funcionalmente importantes

(Vittorioso y col., 1994).

El andlisis de la secuencia aminoacidica de la enzima fitoeno B-caroteno
sintasa, codificada por el gen crfYB, indica que en el extremo amino terminal se
encontraria el dominio catalitico licopeno ciclasa (B-caroteno sintasa), por lo que una

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

A) Procesamiento del transcrito primario del gen crtYB generando las versiones
madura y alternativa del mRNA. En la versidbn madura, todos los intrones han
sido eliminados correctamente. En la version alternativa, se reconoce un sitio
dador de “splicing” alternativo ubicado en el primer intrén, manteniendo 55 nt de
éste y un sitio aceptor de “splicing” alternativo ubicado en el segundo exon,
eliminando 111 nt de éste. B) Procesamiento del transcrito primario del gen crtl
generando las versiones madura y alternativa del mRNA. En la versién madura,
todos los intrones han sido eliminados correctamente. En la version alternativa,
se reconoce un sitio aceptor de “splicing” alternativo ubicado en el primer intron,
manteniendo 80 nt de éste.
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(Verdoes y col, 1999a). En cuanto a la funcién 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 B-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 % de su actividad

fitoeno sintasa en un sistema heterélogo de E. coli.

Por otra parte, el andlisis de [a secuencia aminoacidica de la enzima fitoeno
desaturasa, codificada por el gen crtl, muestra la presencia de diferentes dominios
funcionales en esta enzima (Lodato, 2002). Si nos enfocamos en la regién amino
terminal, que es la regidon que no estaria presente si se tradujese el amRNA desde su
AUG interno, enconframos un dominio perteneciente a la superfamilia de NADB
Rossmann de union a dinucledtido, regién muy conservada en enzimas fitoeno
desaturasas de bacterias, cianobacterias, algas, plantas y hongos (Armstrong, 1994;
Verdoes y col., 1999b) (figura 4B). Ademas, esta enzima presenta al menos 7 regiones
hidrofébicas 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 region amino

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

De esta manera, la traduccién de ambos amRNA conduciria a proteinas
truncas que posiblemente no serian activas o presentarian una disminucién importante
en su actividad. Por lo tanto, la generacion de estos mRNAs alternativos podria

suponer otro mecanismo de regulacion.
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Figura 4. Traducciéon de los mMRNA maduro y alternativo de los genes crtYB
y crtl.

A) Traduccion 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 ultimo no se encontraria presente en la
enzima sintetizada a partir del amRNA. B) Traduccién de ambas versiones del
mRNA del gen crtl. La proteina silvestre presenta un dominio de union a
dinucledtido (NADB Rossmann) que se encontraria incompleto en la enzima
sintetizada a partir del amRNA.
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Con estos antecedentes, en nuestro laboratorio se evalué la cinética y razén'
entre los niveles de expresion de las versiones madura y alternativa de los genes
crfYB y crtl durante las distintas etapas del ciclo de crecimiento de la levadura. Asi,
mediante PCR semi-cuantitativo se pudo observar que la razén mmRNA/amRNA del
gen cril disminuia acorde iba aumentado la edad del cultivo (disminuia el mmRNA y/o
aumentaba el amRNA). Para el caso del gen crfYB, esta determinacién no se pudo
realizar debido a los bajos niveles de expresion que presentaron ambas versiones que
no permitieron hacer un analisis cuantitativo de estos (Lodato y col., 2003).
Complementariamente, se determind la influencia del metabolismo aerobio en la
expresion de los genes de carotenogénesis, ya que se habia 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 region promotora de
los genes crfYB y crif indicé la presencia de potenciales cajas reguladoras tipo Mig1
(Wozniak, 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 expresién de los genes de carotenogénesis, en nuestro laboratorio se
determiné el patron de expresién de éstos mediante RT-PCR semicuantitativo
utilizando glucosa y succinato. Se observé que los patrones de expresion de los genes
tempranos de la ruta de biosintesis de pigmentos, idi y crtE, no presentaron diferencias
significativas entre ambas condiciones de cultivo. Resultado similar se observé para el

caso del gen crtS, que codifica la enzima astaxantina sintasa, el cual tiene su maximo
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de expresion al principio de la fase estacionaria y el comportamiento es similar en
ambas fuentes de carbono. Sin embargo, la expresion de los mensajeros alternativos
de los genes cril 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 sefalar que la sintesis de
carotenoides es un proceso complejo que estaria regulado a varios niveles. En primer
lugar, la expresién de los genes que codifican a las enzimas carotenogénicas estaria
regulada a nivel transcripcional en etapas tempranas del ciclo de crecimiento, en
respuesta a factores definidos por las condiciones metabdlicas. Posteriormente, en
etapas tardias del crecimiento, actuarian mecanismos de regulacion post-
transcripcional como el procesamiento alternativo y post-traduccional, posiblemente en
respuesta a niveles de estrés oxidativo y/o inhibicién por producto, lo cual daria lugar a

la sintesis de carotenoides.
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2. HIPOTESIS.
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‘La sintesis de pigmentos en X. dendrorhous es un proceso complejo, posiblemente
regulado a varios niveles. Transcripcionalmente, la expresion de los genes de la ruta
de biosintesis de pigmentos podria estar regulada por factores metabdlicos y post-

franscripcionalmente por la generacién de RNA mensajeros alternativos.”
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3. OBJETIVOS.
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3.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los mecanismos de regulacién de la expresion de los genes crfYB y

crtl a nivel transcripcional, dependiente de glucosa, y post-transcripcional, a través del

procesamiento alternativo de sus mRNA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar los niveles de expresion de los genes crfYB y cril en las

distintas fases de crecimiento.

Determinar la relacion entre los mensajeros maduro y alternativo de los

genes criYB y cril.

Evaluar la represion de la transcripcion de los genes crfYB vy cril

mediada por glucosa.

Obtener cepas de X. dendrorhous mutantes para ambos tipos de

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

Determinar la presencia de mRNAs maduro y alternativo de un gen

reportero que porta el primer intrén del gen crtl.
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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 descripcién de los plasmidios y

cepas utilizadas en este irabajo, respectivamente.

4.2. Cultivo de microorganismos.

4.2.1. Cultivo de E. coli.

E. coli se cultivd en tubos de 12 ml con 5 ml de medio LB con la siguiente
composicion: 1 %. de bactotriptona, 0,5 % de extracto de levadura y 0,5 % de NaCl.

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

4.2.2. Cultivo de X. dendrorhous.

X. dendrorhous se cultivé en matraces de 250 ml con 50 ml de medio YM con
la siguiente composicion: 1 % de glucosa, 0,3 % de extracto de malta, 0,5 % de
bactopeptona, 0,3 % de exiracio de levadura (An y col., 1989). Los cultivos se

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

4.3. Técnicas de biologia molecular.

El aislamiento de DNA, PCR, extracciéon de DNA plasmidial, digestiones de
DNA con enzimas de restriccion, ligamiento de DNA y otros, se realizaron de acuerdo
a métodos estandares (Sambrook y Russell, 2001), adaptados para X. dendrorhous en

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

Plasmidios
Genotipo/Caracteristicas relevantes Fuente I
Referencia
pBlueScript SK’ Vector de clonamiento. Amp®. (pBS) Stratagene
pMN-Hyg pBS que porta el médulo de resistencia a higromicina Niklitschek
B de X. dendrorhous. (2007).
v pMN-Hyg interrumpido con el primer intrén del gen .
pPMN-Hyg-Intl crl. Este trabajo.
XD-C13 pBS que porta el gen crtl de X. dendrorhous en un Niklitschek y col.,
P fragmento BamHI de 15.778 pb. 2008.
pBS que porta el gen cril de X. dendrorhous en un .
pCl fragmento Xhol-Smal de 5.336 pb. Este trabajo.
Derivado de pCl en que se ha eliminado un fragmento
EcoNI-EcoRV de 2.588 pb del gen cril e insertado en .
pCIH su reemplazo el mddulo de resistencia a higromicina Este trabajo.
B de X. dendrorhous.
Derivado de pCl que porta mutaciones puntuales en
pCl-mm el sitio aceptor de procesamiento alternativo del Este trabajo.
primer intrén del gen cril de X. dendrorhous
Derivado de pCl que porta mutaciones puntuales en
pCl-am el sitio aceptor de procesamiento normal del primer Este trabajo.
intron del gen crtl de X. dendrorhous
_ Derivado de pCIH que porta un fragmento BamHi- .
PCIH-CI Xhol de 5.357 pb del plasmidio pCl. Este trabajo.
AL Derivado de pCIH que porta un fragmento BamHI- .
PCIH-Cl-mm Xhol de 5.357 pb del plasmidio pCl-mm. Este trabajo.
AL Derivado de pCIH que porta un fragmento BamHI- .
pCIH-Cl-am Xhol de 5.357 pb del plasmidio pCl-am. Este trabajo.
Derivado de pCl en que se ha eliminado un fragmento
EcoNI-EcoRV de 2.588 pb del gen crfl e insertado en
pCIH-Intl su reemplazo el médulo de resistencia a higromicina Este trabajo.

B de X. dendrorhous interrumpido con el primer intron
del gen cril.
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas
Genotipo / Caracteristicas relevantes Fuente I
Referencia
F¢80d/lacZAM15A(lacZY A argF)U169deoRrecA1 GIBCO BRL.
E. coli DH5a endA1hsdR17(rk’,mk’) phoAsupE44). thi
1gyrA96relA1
X. dendrorhous TAZ%iSI?:re
UCD 67-385 0 Silvestre. Hyg® é%"ecﬁon
ATCC 24230 EE.UU )

X. dendrorhous
TI-ClIH-wt

X. dendrorhous
TI-CIH-mm

X. dendrorhous
TI-ClH-am

X. dendrorhous
T-121H

X. dendrorhous
T-121H-1H

X. dendrorhous
T-11HI

X. dendrorhous
T-1MHI-1HI

Transformante que porta la version silvestre del gen
cril, obtenido por transformacion de la ce ga silvestre
con el plasmidio pCIH-CI. Hyg

Transformante que porta una versién modificada del
gen crtl que so6lo genera mmRNA, obtenido por
transformacién de la cepa snlvestre con el plasmidio
pCIH-Clmm. Hyg®

Transformante que porta una versién modificada del
gen crtl que solo genera amRNA, obtenido por
transformacion de la cepa snlvestre con el plasmidio
pCIH-Clam. Hyg®

Transformante heterocigoto del gen cril (cril / cril’
::hph), obtenido por transformacion de la cepa
silvestre con el plasmidio pCIH. Hyg".

Doble recombinante de la cepa T-121H, homomgoto
del gen crtl (cril::hph / cril:hph). Hyg®

Transformante heterocigoto del gen crtl (cril / crtl”
::hph-Intl), obtenido por transformacién de la 1 cepa
silvestre con el plasmidio pCIH-Intl. Hyg".

Doble recombinante de la cepa T-11H|, homocngoto
del gen cril (crii::hph-Intl / cril::hph-Intl). Hyg®

Este trabajo.

Este trabajo.

Este frabajo.

Niklitschek y
col., 2008.

Niklitschek y
col., 2008.

Este trabajo.

Este trabajo.
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4.3.1. Extracciéon de DNA gendmico de X. dendrorhous.

La extraccion de gDNA se realizd por lisis mecanica de las células con perlas
de vidrio segiin Sambrook y cols. (2001), modificado para X. dendrorhous. El pellet
celular proveniente de células colectadas desde placas de cultivo o de 30 mi de cultivo
liquido, se resuspendié en 500 ul de amortiguador TE (25 mM Tris- HCI, 10 mM EDTA,
pH 8) junto con un volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 um) y se agité en
vortex por 5 min. Luego, se agregaron 500 pl de una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogeniz6 en vértex por 2 min. A la
fase acuosa se le agregd 500 ul de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
y se homogeniz6 en vértex por 2 min. Se exirajo la fase acuosa y el DNA se precipitd
con 1 volumen de etanol absoluto frio (-20 °C). El pellet se lavé con etanol 70 % (v/v) y
luego se secd a 37 °C. Posteriormente, el DNA se resuspendié en 100 ul de
amortiguador TE-RNAsa (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA, RNAsa A 30 ug/ml) e

incubd a 37 °C por 1 h. EI DNA se guardé a -20 °C hasta su utilizacién.

4.3.2. Extraccion de RNA de X. dendrorhous

La extraccion de RNA se realizé utilizando el reactivo TRI-Reagent (Ambion
Inc.) de acuerdo a las instrucciones del proveedor, adaptado para X. dendrorhous. El
pellet celular proveniente de 40 ml de cultivo se congelé durante 10 segundos en
nitrégeno liquido, se le agregd 4 ml de reactivo TRI-Reagent junto con 500 pl de perlas
de vidrio (Sigma, 425 - 600 ym) y se agitdé en vortex por 10 min, incubandose
posteriormente durante 8 min a temperatura ambiente. Se agregé 600 ul de

cloroformo, se agité suavemente y se centrifugé 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 lavé con 1 volumen de
fenol:cloroformo (1:1). Se centrifugd a 12.100 x g por 10 min en frio y el sobrenadante
se transfirio a un tubo Eppendorf. Se agregé 1,5 volimenes de isopropanol y se incubd
a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se centrifugd a 12.100 x g
durante 10 min y el precipitado de RNA fue lavado con etanol 75 % (viv) y
resuspendido en agua tratada con DEPC. Finalmente, la concentracion y la calidad de
RNA se determinaron por espectrofotometria a 260 nm y por electroforesis en gel de

agarosa desnaturante, respectivamente.

4.3.3. Transcripcion reversa (RT).

Las reacciones de RT se realizaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor de la enzima Transcriptasa Reversa (Invitrogen). Primero, 5 ug de RNA fotal
se ajustaron a 11 pl de reacciéon con agua libre de RNAsa. Se le agregd 1 ul de
oligodT1s.1s (25 pM) y 1 pl de dNTPs (10 mM), se calent6 a 65 °C por 5 min y se
transfirié inmediatamente a hielo. Luego, se le agregé 4 ul de amortiguador 5X y 2 pl
de DTT (0,1 M) y se incubd a 37 °C por 2 min. Finalmente, a la mezcla de reaccién se
le agregd 1 pl de transcriptasa reversa (200 U/pl), se incubd a 37 °C por 50 min y se

calenté a 70 °C por 15 min. El cDNA obtenido se guardé a -20 °C hasta su utilizacion.

4.3.4. PCR en tiempo real

Se utilizé un termociclador Stratagene MX3000p (Stratagene). Las reacciones
se hicieron con la mezcla de reaccion “SensiMix Plus SYBR” (Quantace), siguiendo las

instrucciones del proveedor. Esta mezcla de reaccion es una ‘Hot Start Mix' que

41




provee la DNA polimerasa Taq, los nucledtidos, el amortiguador y el agente
intercalante de DNA SYBR Green . Las reacciones se efectuaron en un volumen final
de 20 pl, con una concentracion final de partidores de 0,5 uM y de Mg*? de 3 mM. El
sustrato de las reacciones fue 1 pl de reaccidbn de RT o productos de RT-PCR
purificados. Para el protocolo de amplificacién, se realizé una incubacion inicial a 95 °C
durante 10 min y luego 35 — 40 ciclos de amplificacién con el siguiente programa: 95
°C por 15 s, 60 °C por 15 s y un periodo de extension a 72 °C por 15 s. La adquisicién
de la sefial de fluorescencia fue al final del periodo de extension. Al finalizar los ciclos
de amplificacién, se adicioné un analisis de ‘melting’ para corroborar la presencia de
un unico producto de amplificado. Este andlisis se realizd en el rango de temperaturas
70-95 °C con una pendiente de 0,1 °C/s. Las curvas de calibracién se efectuaron con
diluciones de un estandar de cada gen a partir de un producto de RT-PCR purificado a

partir de geles de agarosa.
4.3.5. Extraccion de DNA plasmidial.

La extraccion de DNA plasmidial se realizé a partir de cultivos de E. coli en
medio LB con ampicilina (100 pg/ml) crecidos toda la noche a 37 °C segin Sambrook
y cols. (2001). En el caso del DNA plasmidial utilizado para secuenciacién, 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 transformaciéon de X.
dendrorhous se utilizé 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 cromosémico o los productos de PCR, se
realizaron electroforesis en geles de agarosa, siendo posteriormente tefiidos con
bromuro de etidio (0,5 ug/ml). Los geles de agarosa se prepararon en amortiguador
TAE 1X con una concentracién de agarosa entre 0,7 y 3 % segun el tamafio del DNA.
Como estandares de peso molecular se utilizaron A /Hindlll (GIBCO BRL) y 100 bp

DNA Ladder (Fermentas).

4.3.7. Purificacion 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 didxido de silicio (Boyle y
Lew, 1995). Para esto, se corté con un bisturi el trozo de agarosa que contenia el
fragmento de DNA de interés y se transfirié a un tubo Eppendorf. El bloque de agarosa
se disolvié a 55 °C con 500 pl de Nal 6M y se le agregaron 10 ul de “glassmilk’
(diéxido de silicio en Nal 6M). Se incub6 por 10 min a temperatura ambiente agitando
cada 2 min y se centrifugé eliminandose el sobrenadante. El pellet se lavé 3 veces con
500 pl de “NewWash” (Tris pH 7,5 10 mM, NaCl 50mM, EDTA pH 7,5 25 mM y etanol
50 %) y luego se le agregaron 10 ul de agua estéril. Se incubd por 10 min a 55 °C y

posteriormente se centrifugd y se recupero el sobrenadante.

4.3.8. Cuantificacion de fragmentos de DNA.

La cuantificacién de los fragmentos de DNA se realiz6 por comparacion de la

intensidad de las bandas de DNA en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,

43




entre la muestra a cuantificar y un estandar de peso molecular de concentracion
conocida. Para esto, se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 0,7 % y la
fotografia de éste se analiz6 con el programa “Kodak® 1D Image Analysis Software”

permitiendo obtener el tamafio de fragmento y su concentracion.

4.3.9. Digestiones de DNA con enzimas de restriccion.

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.Ligacion de DNA.

Las reacciones de ligacién se realizaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor de la enzima DNA ligasa. Se utiliz6 el inserto en una proporciéon 3:1 con
respecto al vector, con 2 U de DNA ligasa (GIBCO BRL, New England Biolabs), en un

volumen final de 10 pl.

4.3.11.Preparacion de células electrocompetentes de E. coli.

Se inoculdé 500 mi de medio LB con 5 ml de un cultivo de 12 h y se incubd a 37
°C con agitacién hasta alcanzar una D.O.sgonm entre 0,5 - 0,8 (fase exponencial
temprana-media). Todos los procedimientos siguientes se realizaron a 4 °C,
manteniendo las soluciones y las células en hielo. Las células se colectaron
centrifugando a 4.000 x g durante 15 min. El sobrenadante se removi6 y las células se
lavaron dos veces con agua destilada estéril, el primer lavado con 500 ml y el segundo

con 250 ml. Luego, las células 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 % (v/v). Esta suspensién, con una concentracion celular de aproximadamente 1 x
10" células/ml, se fracciond en alicuotas de 40 ul las cuales se almacenaron a —80 °C

hasta su utilizacién.
4.3.12. Transformacion de E. coli por electroporacién.

Las alicuotas de células electrocompetentes se descongelaron a temperatura
ambiente y luego se enfriaron en hielo al igual que las cubetas de electroporacion. A la
suspension de células se le agregd entre 15 a 50 ng de DNA y la mezcla se
electropord con las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 25 pF, 200 Qy 2,5 KV.
Inmediatamente después de la electroporacion, se adicion6 a las céluias 1 ml de
medio LB precalentado a 37 °C y la suspension de células se transfiri® 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 pg/ml) y X-Gal (24 ug/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. Preparacion de células electrocompetentes de X. dendrorhous.

La transformacion de X. dendrorhous se bas6 en los protocolos descritos por
Adrio (Adrio y col., 1995). Para ello, se inoculé 200 ml de medio YM con 1 - 2 ml de un
cultivo de X. dendrorhous de 48 h (fase exponencial) y se crecié con agitacién (200

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

media). Las células se centrifugaron a 5.090 x g durante 5 min, se resuspendieron en




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 células se lavaron dos veces con
25 ml de amortiguador STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM MgCl,)
frio y se resuspendieron en 1 ml de amortiguador STM. Esta suspension, con una
concentracion celular aproximada de 1x10° células/ml, se fraccioné en alicuotas de 60

ul que se utilizaron inmediatamente.
4.3.14. Transformacioén de X. dendrorhous por electroporacion

A una alicuota de células electrocompetentes, se le agregé entre 10 - 20 ug de
DNA transformante en un volumen maximo de 10 ul. Esta mezcla se electropord con
las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 125 uyF, 600 Q, 0,45 kV.
Inmediatamente después de la electroporacion, se adicion6é a las células 1 ml de
medio YM y se incubé a 22 °C por 5 h. Luego, alicuotas de 100 il se sembraron en

placas Petri con agar YM.
4.3.15. Diseno 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 muesiran los nombres y

descripcion de los partidores que se utilizaron en este trabajo.
4.3.16. Amplificacion de DNA.

Las reacciones de PCR realizadas para el andlisis de clones y partidores, se
hicieron con la enzima DNA polimerasa Taq. En el caso que los productos de PCR se
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo.

DNA blanco y/o

Nombre Secuencia 5’23 funcion.

Posiciéon*

Clonacioén y Analisis

C13ENIF' CCTCCAGGAGGCTTCCGA Sitic EcoNI 5" crfl ~ 9.169-9.1861->
) y , <10.619—
C13EVR GATATCGAGCCTACGAGGGT  Sitio EcoRV 3’ crtl 10,683
OMSIE" TGGTTCTCCTCCTITAATCCGTA M“Z‘)‘;;g; ;}f‘o 0 845.0876
TCAGCTAAC alternativo
Mutacion sitio
: ACGGATTAAAGGAGGAGAACCA tacion st
OMSIR o splicing €9.835-9.866
alternativo
1 ‘ Mutacién sitio )
OASIF CCTACTTGTTGAGATGTGGTATG 8700 S0 | 9.925.9.047>
1 Mutacién sitio
OASIR GATACCACATCTCAACAAGTAGG ool S0 | €9.925-9.947
PEF-F-EV ~ GATATCGGCTCATCAGCCGAG Pmmc‘{’itr‘érctz EF-1a 121>
GATATCATGAGAGATGACGGAG  Terminador GPD
gpdT-R-EV peas Tnador €1.894-1.918
, Transcripcién
O|IgO(dT)1g TTerrirrerrrelielnl reversa. -
Secuenciacion
c13D21’ GTAGGTAGTTAAGTTGAGAGG Secuenciar cril 8.202-8.222>
C13R10’ GTATTCCAACGTGTTTCGCTT Secuenciar cril <8.696-8.716
C13R9’ CCCACAGATACAGGTTAGTC Secuenciar cril <8.927-8.946
C13R1’ CAAGACTGATCTCCGATTCC Secuenciar cril €9.130-0.149
C13D5" CGAGGCTTACCTTGTCTCTC Secuenciar cril 0.184-9.203>
C13R8’ CACTTCTCTTCCACCTCTTC Secuenciar cril <9.646-9665
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c13D1" ATCGTGGGTGAGTGTCAGG Secuenciar crl 9.753-9771>
C13R7 GCTCGTCTTGCTAAAGAAGG Secuenciar ¢rfl €9.966-9.985
C13D9" AGTTGCTCCGATCATCAGGC Secuenciar cril 10.222-
10.241>
C13R3’ CATCAGGCAAGAGCATCGTT Secuenciar crl <10.234-
10.253
C13D6' ATCTCTTCAAGCAGACATTCG Secuenciar crl 10.433-
10.453>
C13R5" CCAAGACCACTGACATCCTA Secuenciar crtl <10.649-
10.668
C13R4’ CTCTTCACCCCTTCGAGGT Secuenciar cril <10.964-
10.982
c13p2" CCAGTCTATCTGGACAAGAG Secuenciar cril 11.055-
11.074>
C13R2" GCGACTGGTGTTCGACTTGA Secuenciar cril &11.436-
11.455
c13D3" CGCCGATGTTGTGATTGTCA Secuenciar cril 11.474-
11.493>
c13D4’ TTCTGCCGCTCCCGAAGG Secuenciar crl 11.870-
11.887>
c13D7’ TCCGCCAAGCTTGGACTTC Secuenciar crtl 12.079-
12.097>
C13R6' GGAACGGGTATCGATTCTCA Secuenciar cril <12.421-
12.440
c13D8! CCGTTGGTGTTCTTGCTTTC Secuendiar crf 12.518-
12.537>
T3 ATTAACCCTCACTAAAG Sec”%’:’g"é'snsem €774-790
T7 AATACGACTCACTATAG Secuenciar Inserto 5y 1a
de pBS
PCR en tiempo real
MACTF? CCGCCCTCGTGATTGATAAC gPCR 17-36->
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mACTR? AAGGACTCCTACGTTGGTGA gPCR <148-167
mmecrfYB2F® TCGCATATTAC%AGATCCATCTG gPCR 77-100>
mmerfYB2R® AATGGCGCATGGACATATCC gPCR <-238-257
amcrfYBF* GTGTGCATATGTGTTGCAACCA gPCR 111-132>
amerfYBR* TCTTGGCAACTAGGCACCTTCT gPCR <283-304
mmertlF° CATCGTGGGATGTGGTATCG gPCR 84-103->
mmcrtiR® TTATCGATTCGATCAGGGGCC gPCR <210-230
amcrtlF® CGTGGTTTAATCCGTATCAGC gPCR 87-107>
amcrtl2R® AGGTCACGGTGTTCGAGA gPCR €226-243
tmertIF° TTCGATCAGGGGCCCAGTTT gPCR 217-236->
tmertiR® GCTCGTAATGTCTGTGGGCTT gPCR <455-475
mmhphF’ CTCGTGCTTTCAGCTTCGAT gPCR 101-120->
mmhphR’ TCGCTGAATTCCCCAATGTC gPCR €235-254
amhphF® TCGTGCTTTCAGCTTCGATG gPCR 102-121>
amhphR® ACGGATTAAACCCAATGTCAAG gPCR €-232-253
npmhphF’ ATACGAGGTCGCCAACATCT gPCR 678-697->
npmhphR’ AATTGCCGTCAACCAAGCTC gPCR <828-847

*:. Posicién de acuerdo al niimero de acceso a la base de datos Genbank.

CONOOTDRWN -~

: N° acceso DQ028748.
: N° acceso X89898.

: N° acceso AY177204.
: N° acceso AY174117.
: N° acceso AY177424.
: N° acceso AY177425.
: N° acceso AF190131.
: Este trabajo.

->: Partidor direccion rio abajo.
<: Partidor direccion rio arriba.
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requiriesen para su posterior clonamiento, se utilizé las enzima DNA polimerasa Pfu.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pul, que contenia
amortiguador de PCR 1X pH 8,4 (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM), 2 mM de MgCl,, 0,2
mM de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos, 1 yM de cada partidor, entre 10 y
100 ng de DNA molde y 1 U de DNA polimerasa. Para las reacciones de PCR se
utilizé un termociclador Applied Biosystem 2720, con el siguiente programa:
desnaturacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturaciéon a 94 °C por 30
segundos, alineacion de los partidores a 55 °C por 30 segundos y elongacién a 72 °C
por 3 min. Finalmente, se dej6é por 10 min a 72 °C para una elongacién final y luego la
reaccién se mantuvo a 4 °C. En algunos casos, la temperatura de alineacion de los

partidores se modificé para aumentar la especificidad de la reaccion.

4.4. Extraccion y analisis de pigmentos.

4.41. Extraccion de carotenoides.

La extraccion de los carotenoides se realizé con método descrito por An y cols.
(1989) con algunas modificaciones. El pellet de células proveniente de 50 ml de cultivo
se lavd con 1 ml de agua y se resuspendié en 1 ml de agua. Se le agregd 1/2 volumen
de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 um) y se agité en vértex por 2 min. Se incubd en
hielo por 2 min y se le agregé 1 ml de acetona. Se homogeniz6 en vértex por 2 min y
posteriormente se centrifugdé por 10 min a 12.100 x g a 4 °C. La fase que contenia los
pigmentos se transfirié a otro tubo. Al pellet celular resultante se le realizé una nueva
extraccion de pigmentos con 2 ml de acetona, agitandose en vértex por 2 min. Este

procedimiento se repitidé hasta que los restos celulares quedaron blancos.
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Los extractos de acetona se juntaron y se les agregé 1/5 volumen de éter de
petroleo. Se agit6 en vortex por 2 min y se centrifugd por 3 min a 12.100 xg a 4 °C. Se

extrajo la fase de éter de petroleo para su posterior analisis.
4.4.2. Cuantificacién de pigmentos totales por espectrofotometria visible.

Se determin6é el volumen de éter de petrdleo en que se extrajeron los

pigmentos y se midié su absorbancia a 450 nm.

El contenido de carotenoides totales se determiné utilizando la siguiente

formula;

Concentracién en ppm (ug pigmentos /g muestra) = Aysq x volumen final (ml) x 10*

2.592 x peso muestra (g)

Donde:

Ausp = Absorbancia a 450 nanémetros.

10* = Factor de conversion de unidades a ppm (ug/g).

2.592 = Coeficiente de extincién molar de B-caroteno en éter de petréleo.

4.4.3. Analisis de los pigmentos por HPLC.

Los pigmentos disueltos en éter de petréleo se secaron con nitrégeno gaseoso
y posteriormente se resuspendieron en 100 pl 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 solucién de
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acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5 v/v) como fase mévil con un flujo de 1 ml/min
a temperatura ambiente, en condiciones isocraticas. Los espectros de cada maximo de
elucién fueron obtenidos utilizando un detector con arreglo de diodos. Los
carotenoides fueron identificados de acuerdo a sus espectros de absorcién, tiempos

de retencion y comparacion con estandares especificos.
4.5. Analisis de secuencias.

Las secuencias nucleotidicas se determinaron en nuestro laboratorio con el kit
“GE Healthcare DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit” y se analizaron con
los programas Chromas version 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. Ademés, todas estas
herramientas se complementaron con el uso del paquete de programas Vector NTI

10.3
4.6. Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo real.

Los ensayos de RT-PCR han sido utilizados con éxito en el andlisis de los
niveles de mRNA de genes de carotenogénesis de plantas y del alga H. pluvialis
(Giuliano y col.,, 1993; Grunewald y col, 2000) debido a su alta sensibilidad,
especialmente util en el caso de transcritos con una baja concentracion celular. Sin
embargo, el desarrollo de nuevas técnicas ha permitido aumentar la sensibilidad de
deteccion de los franscritos, la repetitividad de los ensayos y mayor velocidad de

andlisis de los resultados, entregando mediciones mas confiables y precisas.
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En nuestro laboratorio, se determinaron mediante RT-PCR semi cuantitativo los
niveles de expresion de los genes de carotenogénesis idj, criE, crfYB, crtl y crtS de X.
dendrorhous, de diferentes cepas y en diferentes condiciones de cultivo. Para disponer
de una metodologia méas sensible y robusta para la cuantificacién de la expresion
génica de los genes de carotenogénesis de X. dendrorhous, se montd la técnica de

transcripcion reversa acoplada a PCR en tiempo real.

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

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

partidores considerando los siguientes parametros:

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

unién exon — exén de éste para evitar amplificacion de gDNA.

e La calidad de los partidores, considerando los valores de Tm, % GC,
estabilidad en el extremo 3’, nimero de mononucleétidos consecutivos
y generacion de dimeros, evaluada con el software AmplifX v1.5.4
(Gautam y col., 2008) sea mayor al 90 %. Si el partidor ubicado en la
union exén — exon del gen a medir tiene un menor valor, se elegira
aquel partidor que tenga el mejor valor de calidad y que ademés tenga

entre 4 a 12 nt en la regién 3’ de la unién exén — exon.

e La diferencia de Tm entre los partidores de un mismo gen sea menor a

2 °Cy el rango de Tm de todos los partidores sea entre 53 — 58 °C.
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o El tamafio de amplificado de todos los genes a medir sea similar, entre

140 a 250 pb.

Estos valores se establecieron para permitir la medicién 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 Tm de los partidores utilizados para medir los mRNAs
maduros de los genes de actina (ACT), crfYB y crtl y los mRNAs alternativos de los
genes crfYB y cril. Ademas, se indica el tamafio del amplicdn a obtener, predicho de

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

4.6.2. Evaluacion y seleccion del kit de PCR en tiempo real.

La eficiencia y certeza de las mediciones mediante PCR en tiempo real varian
dependiendo del kit de amplificacion que se utilice. Para nuestro sistema, se evaluaron
2 de estos kits, “Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix" (Stratagene) y “SensiMix
Plus SYBR’ (Quantace), determinandose la sensibilidad y robustez de éstos. Se utilizd
como DNA molde 6 muestras de cDNA, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas de un
cultivo de X. dendrorhous (1, 2 y 3) en una condicion control (C) y sometido a un
estimulo (E). La evaluacién de estos kit se realizé utilizando los partidores para el

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

El menor valor de Ct obtenido para cada una de las mediciones y una menor
variacion entre las diferentes réplicas bioldgicas indican que el kit “SensiMix Plus
SYBR’ (Quantace) es mas sensible y robusto que el kit “Brilliant SYBR Green QPCR

Master Mix” (Stratagene).
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Tabla 4. Disefio de partidores para PCR en tiempo real.

Gen RNA Partidores  Calidad (%) Tm (°C) Amﬁfggg‘;m)
mACTF-RT 91 55,5
Actina mmRNA 151
mMACTR-RT 93 54,6
mmcrfYB2F-RT 86 55,3
mmRNA 181
mmcerfYB2R-RT 95 55,1
crtYB
amcrtYBF-RT 87 56,7
amRNA 194
amcrfYBR-RT 98 57,9
mmerflF-RT a0 54,9
mmRNA 147
mmcriiR-RT 93 56,2
cril
amcrtlF-RT a0 53,8
amRNA 157
amcrilR2-RT 90 54,8
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Tabla 5: Comparacién de 2 kits de PCR en tiempo real.

Ct Desviacion Estandar

Gen Muestra * Stratagene Quantace Strataggne Quantace

C-1 21,7 16,4
C-2 20,9 15,9 0,4 0,4
C-3 21,4 15,6
ACT
E-1 20,2 15,1
E-2 20,6 15,1 0,2 0,2
E-3 20,4 15,5
C-1 23,9 19,8
C-2 24,1 19,2 0,8 0,5
C-3 22.6 18,9
mmecrtl
E-1 23,7 20,1
E-2 23,1 19,9 0,3 0,1
E-3 23,4 19,9

* Réplicas biolégicas (1, 2, 3) de los cultivos sometidos a una condicion
control (C) y a un estimulo (E).




4.6.3. Determinacion de la especificidad y eficiencia de los partidores

para PCR en tiempo real.

Para determinar la especificidad de los partidores, se realizé una reaccion de
PCR en tiempo real utilizando como DNA molde una muestra de cDNA, a la que se le
acoplé una curva de disociacion (“melting”) de los productos obtenidos (figura 5). En
cada una de las mediciones se observé un valor de amplificado significativo (Ct) menor
a 30 para todos los genes. Este resultado es indicativo de una sefial fuerte de
amplificado, ubicandose en el rango de mayor certeza de los resultados (Pfaffl, 2001;
Pfaffl y col., 2002). En la curva de disociacién se observé un unico pico para cada
reaccion, correspondiente a un tnico producto de amplificado. Ademas, no se observd

otra sefial que sugiriese la generacién de dimeros de partidores.

Finalmente, se determiné la eficiencia de amplificacion de los partidores
disefiados. Para esto, se realizé una reacciéon de PCR convencional teniendo como
DNA molde una muestra de cDNA. Luego, el producto de amplificacién obtenido se
diluyé de manera seriada hasta 10 y se realizé una reaccion de PCR en tiempo real
utilizando como DNA blanco las diluciones desde 10 a 10°®. Finalmente, a partir de la
ecuacion de la recta del gréafico de Ct vs Concentracion de DNA blanco, se obtuvo el
valor de eficiencia de los partidores. Asi, los valores obtenidos fueron: Actina 98,8 %
(R?= 0,996), mmerfYB 90,1 % (R%= 0,999), amcrfYB 98 % (R*= 0,996), mmcril 103,4 %

(R%= 0,997), amcrtl 103,5 % (R*= 0,996).
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Figura 5. Curvas de amplificacion y disociacion de los distintos genes a
medir mediante qRT-PCR.

A) Curvas de amplificacion obtenidas para el mRNA del gen de actina y los
mmRNA de los genes crfYB y crtl. En todos los casos el valor de Ct es menor a
30, ubicandose dentro del rango mas confiable de medicion. Se grafico la
fluorescencia emitida (en unidades arbitrarias (UA)) en funcion del nimero de
ciclos de amplificacion. B) Curva de disociacion de los productos amplificados
previamente. Se observa un Unico pico que indica la presencia de un Unico
producto de PCR. Se graficd la fluorescencia especifica (variacién de la
fluorescencia (UA) por unidad de temperatura (°C)) en funcién de la temperatura
(°C).
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5.RESULTADOS
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5.1. Determinacion de los niveles de expresion de los genes crfYB y crfl en

las diferentes fases de crecimiento.

Se ha observado que la carotenogénesis en X. dendrorhous es un proceso
altamente regulado, teniendo valores maximos de sintesis en etapas tardias del
crecimiento. Ademas, se ha determinado la cinética de expresion de los genes que
codifican a las enzimas que participan en la ruta de biosintesis de astaxantina,
observandose una variacién en los niveles de cada uno de los transcritos. Asi,
diferentes condiciones de cultivo influyen en el crecimiento y pigmentacion de la
levadura, requiriéndose para la comparacion 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. dendrorhous
crecida en medio YM — glucosa (1%), con la cual se defini6 la D.O. aproximada y los
tiempos en los cuales podemos encontrarla en sus diferentes etapas de cultivo (figura
6). Asi, utilizando la informacion previa, se crecié la levadura y se colectaron muestras
en cada una de las 5 diferentes etapas para realizar analisis de pigmentos y mRNA de

los genes de carotenogénesis.
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Figura 6. Cinética de crecimiento y sintesis de pigmentos de X.
dendrorhous.

Curva de crecimiento de la cepa silvestre de X. dendrorhous en medio de cultivo
YM - glucosa (1%). 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 determiné la cantidad de
pigmentos especificos. Se observa la induccién de la sintesis de pigmentos en la
etapa exponencial tardia de crecimiento. El pigmento especifico esta
cuantificado en partes por millén (ppm), correspondiente ug de pigmento/g de
biomasa.
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Los resultados de las mediciones de la cantidad de pigmentos especificos indican que

la producciéon se induce al término de la fase exponencial tardia de crecimiento de la

|
levadura, correspondiéndose con lo determinado anteriormente en nuestro laboratorio
i

(Lodato, 2002; Wozniak, 2008).
i
|

Por otra parie, se determinaron los niveles de mRNA mediante gqRT-PCR de
!
los mmRNA de los igenes crfYB vy crfl, que podrian dar cuenta de la variacién en la

cantidad de pigmenftos en la célula (figura 7A). Asi, observamos que los niveles de

f

mRNA de los genes; crfYB y crtl varian durante el ciclo de crecimiento, teniendo sus

|
maximos de expresi}én en la fase exponencial tardia y exponencial, respectivamente.

¢

1

Para dilucidar si la variacidon en estos niveles era producto de una variacion en la

transcripcion y no ep un aumento en la generacion de sus versiones alternativas, se
|

midieron los niveles? de expresion de los amRNA (figuras 7B y C) y se determiné la
i
i

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

cantidad de mmRN,A del gen cril es entre 3 a 48 veces mayor que su version
alternativa, ademas ?de ser entre 4 a 39 veces mayor con respecto al gen crfYB en sus
dos versiones. Se pfuede observar que la relaciéon entre ambos mensajeros también
varia durante el ciiclo de crecimiento de la levadura, siendo esta variacion mas
marcada para el casio del gen crtl. En el caso del gen crfYB esta variacion es menos

i

marcada y ademés,‘}
t
1

mRNA total del gen transcrito.

la version alternativa representa en algunos casos el 50 % del

|
|
|
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Figura 7. Expresion de los mensajeros maduro y alternativo de los genes
crtYB y crtl en las diferentes etapas de cultivo.

A) Expresion relativa de los mmRNA de los genes crfYB y crtl. Para cada uno de
los genes se determiné su maximo de expresion al que se le asigné el valor de
100 %. B) Expresion relativa del mRNA maduro y alternativo del gen crfYB. C)
Expresion relativa del mRNA maduro y alternativo del gen crtl. * Los valores
corresponden a la cantidad de moléculas por cada 1.000 moléculas de mRNA
del gen de actina.
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Figura 8. Razén mmRNA / amRNA de los genes crfYB y crfl en las
diferentes etapas de cultivo.

Razén mmRNA / amRNA de los genes A) crfYB y B) crtl 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 carotenogénesis, alin cuando este mecanismo
no se ha dilucidado. La determinacion de la cantidad de glucosa presente en el medio
de cultivo durante el ciclo de crecimiento muestra que ésta es consumida rapidamente,
por lo que encontramos altas concentraciones de glucosa so6lo en las primeras etapas
del crecimiento. Considerando esto y contrastandolo con los resultados indicados
anteriormente, podemos observar que la mayor relacion mmRNA/amRNA del gen crfl
se encuentra en la etapa exponencial temprana de crecimiento de la levadura,
coincidiendo con la mayor concentracion de glucosa en el medio de cultivo antes de
ser consumida. Por este motivo, se evalud el efecto que podria tener la glucosa en la

expresion los genes crfYB y cril.

5.2. Evaluacién de la represién de la transcripcion de los genes crfYB y cril

mediada por glucosa.

Se creci6 la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous hasta fase
estacionaria de crecimiento en un medio de cultivo YM sin glucosa. Luego, este cultivo
se dividid en dos matraces iguales, siendo uno de ellos el cultivo control y el otro el
cultivo de prueba al que se le agregd glucosa hasta una concentracion final de 2 %. Se
colectaron muestras a intervalos cortos (20 — 120 min) e intermedios (2 — 24 h) de
tiempo, a las que se les exirajo RNA y se determinaron los niveles de expresion
mediante qRT-PCR de las versiones madura y alternativa de los genes crfYB (figura 9)

y crtl (figura 10).
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Figura 9. Regulacion de la expresion del gen crfYB mediada por glucosa.

Determinacién de los niveles de mRNA de la versién madura y alternativa del
gen crfYB a intervalos cortos (A) y e intermedios (B) de tiempo post adicion de
glucosa. Los valores de expresion 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 disminucién en los niveles de mRNA.
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Figura 10. Regulacién de Ia expresién del gen crfl mediada por glucosa.

Determinacién de los niveles de mRNA de la version madura y alternativa del
gen crfl a intervalos cortos (A) y e intermedios (B) de tiempo post adicion 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 disminucion en los niveles de mRNA.
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A intervalos cortos de tiempo, observamos que los niveles de expresion de los
genes crfYB y cril disminuyen con respecto al cultivo control. Esta disminucion es
similar en el caso del gen c¢rfYB tanto para su mRNA maduro como alternativo (figura
9A). Sin embargo, en el caso del gen cril, la disminucién en los niveles de expresion
es diferencial entre las versiones madura y alternativa, ya que esta ultima muestra una
disminuciéon mucho mas acentuada de al menos 20 veces con respecto al cultivo
control (figura 10A). A intervalos intermedios de tiempo, también observamos una
disminucién en los niveles de expresion de los genes crfYB y crfl. Sin embargo, a
diferencia de lo observado a tiempos cortos post-adiciéon de glucosa, la disminucion de
las versiones madura y alternativa del gen crfYB es diferencial, ya que esta dltima
muestra una disminucién mucho mas acentuada de al menos 15 veces con respecto al
cultivo control (figura 9B). Para el caso del gen cril, su respuesta es similar a la
observada a intervalos cortos de tiempo (figura 10B). En ambos casos, se recuperan

los niveles transcripcionales iniciales después de las 24 h.

Los resultados anteriores indican que la expresion de los genes crfYB y crtl es
regulada por glucosa y que la variacién en la generacion de los mRNA maduro y
alternativo de estos genes, sugiere la participacion de un mecanismo de regulacién

post-transcripcional dependiente de glucosa.

5.3. Obtencién de cepas de X. dendrorhous mutantes para ambos tipos de

procesamiento del gen cril.

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

y cril 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
comportamiento del gen cril presenta diferencias mucho mas acentuadas en la
generacion de ambas versiones de mRNA en comparacion con el gen crfYB, por lo

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

5.3.1. Modificacion de los sitios aceptores de “splicing” del gen crtl.

Para evaluar si la presencia y/o variacién en la generacion de los mensajeros
maduro y alternativo del gen cril afecta la sintesis de pigmentos en X. dendrorhous, se
modificaron los sitios aceptores de “splicing” del primer intrén de este gen para generar
cepas de la levadura que produjesen solo la versidbn madura o alternativa de éste
respectivamente. Para esto, se sub-cloné el gen crfl a partir de un fragmento BamH|
de 15.788 pb (pXD-C13) en 2 fragmentos: i) un fragmento Xhol de 4.779 pb que
incluia la region 5’ y el ORF del gen cril y ii) un fragmento Ndel — Smal de 795 pb
correspondienie a la regién 3’ del gen cril. Ambos fragmentos fueron unidos y
clonados, obteniéndose un inserto Xhol — Smal de 5.336 pb (pCl) que contenia las
2.827 pb del ORF del gen cril, ademas de 1.859 pb correspondiente a su regién 5’ y
650 pb a su region 3’ (figura 11A). Los andlisis de la secuencia obtenida permitieron
ubicar las 177 pb del primer intrén del gen cril entre las posiciones 1.905 y 2.082 del
inserto y los 2 sitios aceptores de “splicing”, alternativo y maduro, en las posiciones
2.001 y 2.081 respectivamente. Ademas, se ubicaron los sitios de restriccion de las
enzimas EcoNl y EcoRV que flanquean a este primer intron, las que se utilizaron

posteriormente. A partir de la secuencia del primer intron del gen crfl, se disefiaron 2
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Figura 11. Obtencion de las versiones modificadas del gen crtl en sus sitios
aceptores de “splicing” alternativo y maduro.

A) Sub-clonado del crtl desde un fragmento BamHI| de 15.778 pb a un fragmento
de 5.336 pb. B) Generacion de las mutaciones puntales de los sitios aceptores
de “splicing” mediante elongacion y PCR. C) Insercion del gen crtl silvestre
(crtl™), mutante del sitio aceptor de “splicing” alternativo (crt™™) y mutante del
sitio aceptor de “splicing” maduro (crtl*™) en el plasmidio de transformacion pCIH
de X. dendrorhous.




partidores divergentes entre si ubicados en cada uno de los sitios aceptores de
“splicing”, portando en su secuencia 2 modificaciones puntuales con respecto al DNA
molde. Estas modificaciones correspondieron al cambio de la secuencia aceptora de
“splicing” “AG” por las bases “CC”, generando 2 mutaciones puntuales que evitan la
generacion del mRNA alternativo para el primer sitio AG y maduro en el caso del

segundo sitio AG (figura 11B).

Luego, utilizando los partidores externos ubicados desde los sitios de
restriccion EcoNIl (5') y EcoRV (3’), se amplificaron cada uno de los fragmentos, los
cuales se unieron por elongacion y PCR. Los fragmentos resultantes se clonaron y

secuenciaron completamente para confirmar las modificaciones realizadas.

Finalmente, se elimind el fragmento EcoNI — EcoRV del gen cril silvestre y se
insertd en su reemplazo las versiones de mutantes para los sitios aceptores de
“splicing”. Asi, se obtuvo el plasmidio pCl-mm que porta la mutacién del sitio de
“splicing” alternativo y sélo produce mensajero maduro, y el plasmidio pCl-am que

porta la mutacion del sitio de “splicing” maduro y s6lo produce mensajero alternativo.

5.3.2. Insercién de las diferentes variantes del gen cril en el genoma de

X. dendrorhous.

Para la insercion de las diferentes variantes del gen crtl en el genoma de X.
dendrorhous, se necesitaba ademas eliminar su version silvestre presente en el
genoma. Para esto, se disefi6 una estrategia conjunta en la cual se elimina por

recombinacién y reemplazo el gen silvestre y se inserta en su lugar la version
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modificada del gen junto a un médulo de seleccion, un gen que le confiere resistencia
al antibiético higromicina B a las cepas de X. dendrorhous que lo portan. Para esto, al
plasmidios pCl que porta al gen crfl en un fragmento de 5.336 pb se le eliminé un
fragmento EcoNIl — EcoRV de 2.588 pb y se insertdé en su reemplazo el médulo de
resistencia a higromicina B, restableciéndose el sitio de restriccién EcoRV (Niklitschek,
2007). Luego, en este sitio se insertd el fragmento BamH|l — Xhol de 5.357 pb
proveniente de los plasmidios pCl, pCl-mm y pCl-am para obtener los plasmidios de
transformacion de X. dendrorhous con las versiones del gen cril silvestre (pCIH-Cl),
que soélo generaria mensajero maduro (pClH-Cl-mm) o que solo generaria mensajero
alternativo (pCIH-Cl-am) (figura 11C). Finalmente, la cepa silvestre UCD 67-385 de X.
dendrorhous 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 B 10 yg/ml.

Trabajos previos en nuestro laboratorio demostraron que la cepa silvestre UCD
67-385 de X. dendrorhous es diploide (Hermosilla y col., 2003) y por lo tanto, en una
primera transformacién se obtienen cepas heterocigotas (Ledn, 2000; Niklitschek,
2007). Asi, la obtencién de cepas homocigotas para la modificacién realizada debe ser
obtenida en un segundo paso de transformacién. Por otra parte, se demostrd que la
eliminacién de una copia del gen crfl en el genoma de la levadura, genera cepas que
son pélidas en su pigmentacién, ya que producen una menor cantidad de pigmento en
comparacion con la cepa silvestire. La mutacion de ambos alelos del gen cril genera

cepas albinas (Niklitschek y col., 2008).
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Una vez obtenidas las colonias transformantes, estas se crecieron en placas de
cultivo YM e YM con higromicina B, conjuntamente con la cepa parental (figura 12). De
esta manera, se pudo observar que aquellas cepas transformadas con el modulo que
porta el gen silvesire y aquellas cepas transformadas con el modulo que porta la
mutacion para sélo generar mRNA maduro, su fenotipo fue idéntico al de la cepa sin
transformar. Sin embargo, las cepas obtenidas producto de la transformacion de la
cepa silvestre con el gen que portaba la mutacién para s6lo generar mRNA alternativo
presentaron una coloracion mas pélida que la cepa silvestre, similar a la coloracién
presentada por las cepas heterocigotas para el gen cril. 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. Obtencion de cepas de X. dendrorhous mutantes homocigotas del

gen crtl.

La caracteristica diploide de la cepa silvestre UCD67-385 de X. dendrorhous
hace necesario 2 pasos de transformacion para poder obtener cepas homocigotas. Sin
embargo, no se cuenta con las herramientas moleculares para realizar la
transformacion y seleccién de las cepas de manera rapida y confiable. Por este
motivo, se desarrollé en nuestro laboratorio el método que denominamos “Método del
Doble Recombinante” (DRM) (Niklitschek y col., 2008). Este método consiste en crecer
las cepas heterocigotas de la levadura a distintas concentraciones del antibidtico de
seleccion, partiendo el inoculo desde una concentracion baja del antibidt