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REST]MEN

Los terpenos son una amplia v variaclr crasc de compuestos hidrocarbo,aclos cuya

unidad base es una nrolécula de 5 carbonos denominada isopreno. La biosíntesis de Ios

terpenos comienza en una etapa tcmprana con la biosíntesis del isopcnteml pirofbsfáto. a

panir del pool metabólico por la vía del mevalonato en levaduras v hongos filamentosos.

scguido dc la elongación de Ia cadena hidrocarbonada hasta cl diterpeno geranilgcranil

pirofostáto en la etapa intennedia. La síntesis de carotenoides en tanto correspondc a la

etapa tardía de síntesis de terpenos.

La levadura basidiomicete X¡r nthoph.v-l lon»ces derulrorhous sintetiza astaxantina

como principal pigrnenlo carotcnoide. siendo utilizada en Ia industria acuícola como

colorante para la came de los salmones y en la industria f'annacéutica como antioxidarrte.

La producciiin indL¡strial de asta\antina ltatur?l a part;r de X dendrorht¡us se ha visto

Iimitada por la baja cantidad dc pigmento producido por cepas silvestres. En general, Ios

estudios de la ruta de biosíntesis de la astaxantina en X. clendrorhctu,r se han centrado en

la etapa tardía de la síntesis de los teryenos. siendo poco conocida la participación de las

etapas previas a la sintesis de carotenoides propiamente tal en esla levadura. Sin enrbargo-

cn ottos organisllos se observó quc Ias etapas prer,ias tienen un rol fundamental en la

cantidad final de pignento producido. Por ejemplo, se observó que la adición de

mevalonato en cultivos líquidos de X. tlcntlrorho¿r.s, favorece la biosíntesis de

carotenoides totales logrando una nta) or producción de astaxantina en comparación con

controles. Esto indica que la ctapa de producción de mcvalonalo es un punto clavc en la

síntesis de pigmentos en ll tlcntlrorhous.

9
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Iin el presente trabajo se estudió. desde un punto de vista genético_molecular. la

etapa temprana de biosintesis de terpenos en x tlenclrorhou.t, particulan,ente el paso que

lleva a la producción de mevalonato a partir dc hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) y

NADPH, paso catalizado por la enzima HMG-CoA reductasa. El análisis cle secuencia del

genoma de la cepa UCD 67-385 deX tlentlrorhous permitió identificar el gen HMGfi, el

cual codillcaría a la enzima HMc-coA reductasa de la levadura, sienclo postcriormente

clonado y secuenciado. Adicionalmente sc ampliflcó por RT-pCR y sc clonó un fragmento

de 3.216 pb correspondiente al cDNA de dicho gen y, mediante Ia cornparación de sus

versiones de cDNA y el gDNA, se deteminó Ia presencia de 10 exones y 9 introncs.

Adicionalnrente, se obtuvieron cepas mutantes de x. dentlrc¡rhor.! heterocigotas de este

gen. dondc se reemplazó una porción del gen É1MGR por módulos que confieren

resislencia a los antibioticos higron.ricina B o zeocina. En estos mutantes se obserr,'ó una

disntinución de un i0 0á de la producció¡1 total de pigmentos en la cepa resistenlc a

zeocina. demostrando la importancia de la etapa temprana de la sintesis de terpenos en la

producción flnal de oarotenoides. Además. sc estableció que una mayor expr.esión de

ÉIMCR favorece la producción de carotenoidcs y dc ergosteroi cn una cepa recünLrinatte

Sttcchorotnt¡cas ccretisiue productora de carotenoides. poradora de los genes de

carotenogénesis d e X. clendrt¡rhou.s. Finalntente. se analizó los niveles de trancrito del gen

I IMGR, el contenido de carotenoides y de estcroles en cepas de -{ dendrorhotts incapaccs

dc producir ergosterol que son sobrcproductoras de carotenoides. Los resultados

demostraron que el contenido total de carotenoides y esteroles se ve incrementado en estas

cepas, al igual que los niveles de trancrito del sen HMGll. Estos resuitados sugieren que



11

la expresión del gen HMGR estaría regulada por crgosterol. modulando la producción tle

carotenoides y esteroles.

Los resultados y conclusiones de estc trabajo contribuyen al conocimiento de

cónro la etapa temprana modula la vía de carotenogénesis en d dentlrorhou.s.

ABSTRACT

Terpenes are a diverse group ofhidrocarbonated compounds whose structural base

is a llve carbon molecule called isoprene. 1'he synthesis of terpenes starts with the

production of isopentenyl pyrophosphate that derives fror¡r the mevalonate pathway in

ycasts and filamentous fungi. The intemrediate stage of carotenoid biosynthesis continues

with the elongation of the hydrocarbonated chain until the s),nthesis ol the diterpcne

geranylgeranyl pyrophosphate. Finaly, the last stage compromises thc synthesis of

carotenoids per se, liom gcranylgeranyl pyrophosphate.

Xanlhophyllomyccs dendrorhous, a basidomycete yeast, synthesizes astaxanthin

as its rnain carotenoid pign-rent which is currentely used lbr salmon t'rsh flesh pigmentatiotl

and as an antioxidant in the phannaceutical industry. Nevethcless, the industrial

production of astaranthil from X. dendrorho¿is has not been successful due 10 the low

yield of pigment produced by rvild t)?e strains.

In general. most studies in X. tlentlrorhou.y have fbcused in the last stage ol lhe

synthesis ofcarotenoids and thcrc is littlc knowledge regarding the initial steps. IIowcver.

it has been demonstrated that the initial steps of terpenoids production are crucial for the

yield of ei.rd products in other species. Lr this sense, thc addition of mevalonate to {
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tlcndrorhous cultures. f'avors carotenoid production increasing the astaxanthin yield. This

indicates that the metabolic step that produces mevalonate could be a cntical point in thc

s¡'nthesis ofpignents inr tlentlrorhou,¡. Fo¡ these reasons. this thesis rvas tbcuscd on the

intial terpenoids synthesis stage. specifically in the syrthcsis of mevalonatc from

hydroxy.nethylglutarvl-coA (HMG-CoA) a,d NADPH tnx. dentlrorltotts. which is the

step catal.vzed by the llMG-CoA reductasc enzyme.

fhc genome analysis ofthe UCD 67-385 strain from -Y. dentlrorhoLts. allowed the

identification. isolation:urcl sequencing of the HMG,ll gene, which encodes thc HMG-CoA

reductase enz)me in this yeast. Additionally. the cDNA version of this gene(of 3,276bp)

was also isolated by its amplification by RT-PCR. The sequence comparison olthe H,MGR

cDNA and gDNA vcrsions indicate.l that this gene contains 10 exons and 9 introns,

Furthcrmore, irrrgr heterozygous ,Y dcntlrorhous mutant strains u'ere obtained by

replacing a portior.r of the gene with an antibiotic (hygromycin B or zcocin) resistance

cassctte. A 30 ol reduction in the pigment production was observed in one of thesc

heterozygous strains (zeocin resistant). indicating the imporlance of this stcp in tetpene

synthesis and in the yield of carotcnoids.

ln addition, lhe X. derulrorhotts HlvtGR genc expression rn a Socchuromyces

cereyisiuc recombinant strain that produces carotenoids. increascd the carotenoids and

ergosterol production.

Finally, the HMGR gene expression was anaiyzed by RT-qPCR quantifying thc

production of carotenoids and sterols in ovetproducing carotenoids strains and in strains

incapable of producing ergosterol. The rcsults demonstrated that the total content o[

carotenoids and sterols was augmented in these strains, as ».ell as tlre expression of the
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HMGR gene. Thrs suggests that the erpression of the HMGR gerte is regulated by

ergosterol modulating caroter.roids and sterols production.

Thus the results and conclusion of this study contribute to the knowledgc ofhou.

the early plrase nrodulates the carotenogenic pathway tn X. tlentht¡rhous.

6* '^'9,

i'*,-@?
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Los terpenos o isoprcnoides sol1 una amplia y divena familia de compuestos

orgánicos derivados del isopreno. siendo utilizados en la biosíntesis de esteroides.

carotenoides 1. honronas entre otras moléculas de la célula (McGarvey y Croteau, t 995 ).

Cuando los terpenos son rnodiflcados químicamente. por ejemplo por oxidación o

reorganización del esqueleto hidrocarbonado. se denominan terpenoides (ccxno la

vitamina A o retinol" que contiene un átomo de oxigeno).

Los tepenos. al ser derivados biosintéticos del isopreno. tienen una fón¡ula

molecular general (C.Hs)n. donde n corresponde al núnrero de unidades de isopreno

constituyentes y dependiendo de csa cantidad sc clasifican cn: hemiterpenos (n:l),

monoterpenos (n:2). sesquiterpetos (n:3). diterpenos (n=,+). triterpenos (n=ó),

tetraterpenos (n:8) y politerpcnos (n>8) (Fig¡ra 1).

La biosíntesis de todos los terpenos puede organizarse en tres elapas: Una etapa

tcmprana donde sc realiza la siltesis del plecursor fundamental, el isopentenil pirotbsfato

(IPP), una etapa intermedia donde por adiciones repetitivas del IPP se alarga el esqueleto

carbonado de los dif'erentes isoprcnoides: y una etapa tardía donde se adicionan o

remuevcn grupos nietilos y/o átomos de oxígeno a los diferentes terpenos. En esta última

etapa son sintetizados los pigmentos carotenoides que son mu) inlpoÍantcs por sus

diversas funciones biológicas y, su alto potencial biotecnológico (Armstrong, 1994;

Britton, 1995).

En las levaduras y hongos filarr.rentosos. la biosíntesis de IPP se realiza a través de

la r,ía del mevalonato (MVA) ('l'arshis ¡ cols., 1996). La generaciórr dc IPP por csta rula

involucra cinco pasos: primero. la sintcsis de 3 -hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A
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Figura 1. Síntesis y clasificación de los terpenos.

Síntesis de terpenos por la adición secuencial de IPP a los diferentes sustratos. Se

destacan entre los triterpenos, 1os esteroles y los carotenoides como el gupo principal

dentro de los tetraterpenos.
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(HMG-CoA) a partir de los precursores acetoacetil-CoA y el acetil-CoA, catalizado por

la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coerzima A sintasa (HMGS) (Tarshis y cols., 1996).

Segundo, la formación del mevalonato por la reducción dependiente de NADPH del

HMG-CoA. Esta reacción irreversible es catalizada por la enzima 3-hidroxi-3-

metilglutaril-Coenzima A reductasa (HMGR). En los pasos siguientes, el mevalonato es

activado por dos fbsfo¡ilaciones sucesivas por las enzimas mevalonato quinasa (MVK) y

fosfomevalonato quinasa (PMK), generando el 5 pirofosfomevalonato. Finalmente, una

descarboxilación dependiente de ATP realizada por la enzima pirofosfomevalonato

descarboxilasa (MVD), produce el IPP (Gophna, y cols., 2006) (Figura 2).

En diversos organismos, se ha demostrado que la etapa limitante en el control del

flujo metabólico de la vía del MVA es el paso catalizado por la enzima HMG-CoA

reductasa (Britton y cols., 1998). En mamiferos la HMG-CoA reductasa es reconocida

por ser la enzima clave en la regulación en la biosíntesis de colesterol (Chappell y cols.,

1995) y es el producto de un gen unico, HMGR. Por otra parte, eí S. cerevisiae se

describieron dos genes, denominado s HMGl y HMG2 (Basson y cols., 1986) y en hongos

filamentosos, varios genes (Burmester y Czempinski., 1994; Croxen y cols., 1994) que

codifican esta enzima.

En eucariontes la enzima HMG-CoA reductasa tiene una región amino terminal

hidrofóbica (dominio hidrofóbico) que contiene varios segmentos de transmembrana y un

dominio carboxilo terminal hidroñlico (dominio catalítico) que contiene el sitio activo. Si

bien el dominio catalítico es altamente conservado, la región hidrofóbica presenta un

número variable de fragmentos transmembrana en diferentes organismos (Hampton y

cols., 1996; Jo y DeBose-Boyd, 2010) (Figura 3). Esta última región es
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Figura 2. Ruta de biosíntesis del IPP en hongos.

Se indican 1os metabolitos intermediarios y en azul, el nombre de la enzima que

cataliza cada paso. Se destaca el paso catalizado por la erzima HMG-CoA reductasa, ya

que es el foco de estudio en esta tesis.
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Figura 3. Modelo del dominio estructural de HMC-CoA reductase.

La enzima HMG-CoA reductasa contiene dos dominios: un dominio N{erminal

hidrófobico con diferentes segmentos de trans-membrana, localizados en el retículo

endoplasmatico (ER), que desempeña un papel clave en la degradación acelerada de la

enzima regulada por esterol y un dominio Cterminal hidrófiIo, situado hacia el citosol de

la célula, que dirige la actividad enzimática (Jo y DeBose-Boyd, 201 0).
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necesaria para la correcta localización de ]a ploteína que se encllentra anclada a la

menrbrana del retícLllo endoplasmático (Gil ¡r cols.. 1985). En mamíf'eros v cn hongos.

como las levadnras Schizosacchurom-v-ces pombe y Crv¡ttococcus neofórnruns; la

expresión del gen /lMGrR a nivel de la transcripci(rn se encuentra regulada por la

concentración de esteroles- Ios cuales modulan la activación proteolítica clel activador

transcripcional SREBP (por las siglas en inglés de Sterol Regulutorl Elerucnt Bintling

Prorcln) (Brown y Goldstein. 1997; Dooley y cols., 1998; Chang y cois..2007; Ilughes y

col., 2005). La forma nuclear activa de la proteína SREBP se une a un elemento regulador

por estcrol (SRE) ubicado en el promotor de los gcnes blancos, tal como el gen HMGR

(Espenshade y Hughes, 2007) (Figura z1). Por lo tanto. el f'acror SREBP cstimula la

transcripción del gen IIMGR, lo que cstaria maximizando la sintesis de isoprenoidcs para

la ¡rroducción de terpenos. como 1o st¡n los esteroles.

En levaduras l,mamíf-eros. el rnecanismo dc degradación de la protcína HMGR es

conservado. Los productos tanto de la ruta de ergosterol como de carotcnoides, son

determinados por el dominio hidrofbbico dc la proteína. obserr,ándose que a niveles altos

de estos productos se gatilla la ubiquitinación y consecuentemente la degradaci(rn de la

proteína HMGR (Goldtcin ¡ Brorvn. 1990: Garza ¡, cols.. 2009). Por otra pafie,

modificaciones reversibles post-traduccionales también regulan la actividad de la enzima-

donde dichas rnodillcaciones están relacionadas con 1a concentracirin de AMP

intracelular. A niveies altos dc AMP cn la célula, se activa una proteÍna quinasa específica

que fosforila una serina conseruada en el dominio activo de la enzima HMGR, modulando

asi Ia actividad de Ia enzima (Omkurnar y col.. I994; Sato y col., 1993; Ilardic y col.,

2006).
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Figura 4. Modelo de regulación transcripcional del gen HMGR en mamíferos.

En condiciones de altos niveles de esterol, e1 complejo SREBP-Scap es retenido

en la membrana del retículo endoplasmático unido a la proteína INSIG. Cuando 1os niveles

de esterol decrecen, SREBP-Scap es transpofado al complejo de golgi, donde es cortado

por la acción de las proteasas S IP y S2P, presente en la membrana de1 complejo de golgi.

El dominio N-terminal de SREBP libre, entra en el núcleo y activa la transcripción de los

genes que contienen una secuencia SRE en su región promotora (Espenshade y Hughes,

2007).
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Por otra par1e, diversos estudios deteminaron la importancia de la enzi¡na HMG-

CoA reductasa en la via del mcvalonato. De hccho. ha sido descrito que la sobreexpresiór.r

de solo el dominio catalítico dc la enzima HMG I de S. ceret,isioe, es suliciente para

increnrentar la acurnulación de isoprenoides en una cepa recombinante de contlitlu utilis,

capaz de producir carotenoidcs (Sh irnada y cols.. 1 998). Además, se ha observado que el

aumento del número de copias del gel quc codifica a la enzima HMG-CoA reductasa en

Ncuros¡toru crassr¿, aume a los niveles celulares de IPP conduciendo a un aumento de la

cantidad de pigmenlos producidos (Wang y Keasling 2002). Adicionalmente, en dos

mutantes de Phycottntes sobrcproductoras de B-caroteno se report(i un aumento de los

rriveles de mRNA de los genes HMGS 1, IIMGR, concluyendo que este aumento sería en

respuesta a un'incremento cn la demanda de HM(i-CoA por la vía de MVA (Ruiz-Alberl

¡, cols.. 2002). En el hongo Gun¡¡dctmo lucithtm se relacionó los nileles de expresión del

gen HMGR con el contenido de riterpenos. indicando que una mayor actividad dc la

HMG-CoA reductasa es suflciente para aumentar el flu-jo de carbono en la lormación cle

estcroles. Estos resultados indican la importancia que tiene la etapa inicial en la síntesis

de terpenos en una serie de prooesos metabólicos posteriores (Kirn y cols.. 2005; Martin

y cols., 2003).

AlgLrnos terpenos tiencn potencial biotecnológico por scr moléculas

biológicamente acfivas. desfacando dentro dc este grupo a los pigmentos carotenoides.

Estos últinros son sirtetizados a paftir de la unión de dos rnoléculas del diterpeno

geranilge-ranil pirolbslhto (GCPP) para la f'rrrrnación dcl fitocno ¡, la posterior

rnodificación de éste. En los carotenoides. los átomos de carbono se encuentran ordenados
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lbrmando cadenas poliénicas c.njugadas i- en algunas ocasiones presentan anillos dc

carbono en sus cxtremos. A los carotenoides que contienen átomos de oxigeno cn su

estructura se les denomina xantolllas y los que no. constituyen cl gmpo de los carotenos.

Debido a la presencia de cnlaces dobles conjugados, los carotenoides son compuestos

coloreados- r'ariando su color desde el arnarillo pálido. pasando por anaranjado- hasta ro-jo

oscuro (Armstrong, 199,1; Britton. 1995).

La levadura basidic¡micete ll dentlrorhotLs sintctiza la xantolila astaxantina como

prirtcipal carotenoide (Andreu.es .v col.. 1976). producientlo además el fitoeno, el licopeno

v el B-carotcno (Golubev, 1995: Hennosilla y col., 2003; Retamales y col., 2002). La

astaxantina coastituye entre el 83 - 87 % del contenido total de pigmentos en la célula-

qenerando un alto interés biotecnológico para su utilización en la industria de la

acuicultura como colorante de la came de los salmones (Canizares-Villanu y cols., 1998)

v en la industria fannacéutica como antioxidante (Canfield y cols., 1992; Higuera-Ciapara

2006).

La biosíntesis de los pigmentos carotenoides en X. dendrorhous, en una etapa

inicial tarnbién comienza con la prodLrcción de IPP por la ruta del MVA y continúa con la

unión de dos moléculas de GGPP para lonnar el primer caroteno, I'ttoeno (Niklitschck y

cols., 2008). Esta etapa es catalizada por la enzima bifuncional denominada fitoeno-l)-

caroteno sintasa, que tiene actividad fitoeno sintasa y licopeno ciclasa. y es codihcada por

el ger crt)'B (Alcaíno. 2002: Verdoes ) col.. 1999; McCarth¡, ¡, col.. 2004).

Posterionnente. el fitoeno sufre 4 desaluracioncs succsivas para lbfinar el licopeno, paso

catalizado por la enzima fltoeno desaturasa codificada por el gcn crl1 en X. tlcndru¡rh¡.¡us

(Verdoes y col., 1999). La ruta de biosíntesis continúa con la ciclación de los extremos
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del licopeno para dar B-caroteno. reacción catalizada por la activ idad licopc,o ciclasa de

la enzima fitoeno f]-caroteno sintasa. Finahnente. al p-caroteno se adicionan grupos ceto

en las posiciones 4 1, 4', v además es hidroxilado en las posiciones 3 v 3'. danclo Iugar a

la astaxantina (Figura 5). Como consccuencia de estas ¡eacciones. se fbrman 3

intermediarios: equinenona, hidroxiequirenona y fenicoxantina. Todas estas reacciones

son catalizadas po¡ Ia enzima astaxanlina sintasa que pertenecc a la 1ámilia de las enzimas

citocromo P2150 y es codilicada por el gcn crlS (Ojrma y cols.. 2006). Este último paso de

síntesis. se encucntra acompañado por una cnzima citocromo P450 reductasa, codificada

por el gen crrrt (Alcaino ¡. cols.. 2008).

Por otra pafie. los esteroles al igual que los carotenoides^ derivan del IPP. Los

esteroles son componentes cstructurales y regulatorios esenciales de Ias membranas de

células eucariotas. modulando su espesor" fluidez y penneabilidad (Zhang ¡. Rao., 2010).

El ergosterol es el principal esterol en levaduras. siendo el escualeno el precursor en su

sirtcsis. El escualeno" se fbrr-r-ta por la condcnsación de dos nroléculas de F PP por acción

de Ia enzima escualeno sintasa (SQS) (M erkulov y cols., 2000). Posteriormente, el mismo

sulte un proceso de ciclación para dar lugar a lanostcrol. La conversión de lanosterol en

ergosterol es un proceso complejo de rrirltiples etapas catalizadas por enzimas de unión a

membrana. Entre otras, en este proccso se elcuentran involucradas dos enzimas citocromo

P450s: CYP51 (lanosterol l4-demetilasa) y C\?61 (C-22 esterol desaturasa), quc cn Sr.

cerevisiae sorr codificados por los genes ERGI1 y ERG5. respectivamente (Kcl1¡, y cols.

1997). Entre ellos. se ha descrito que la cepa mutante ¿rg5 de .§. ccrevlsi«c es viable. pcro

no puede sirrtetizar ergosterol (Skaggs y cols., 199ó). Cluriosamcntc, al igual quc otras
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Figura 5: Esquema de las vías de sintesis de astaxantina y ergosterol.

En cuadro rojo: Vía de síntesis de astaxantina y genes descritos enX dendrorhous

y en cuadro negro: Resúmen de la vía de síntesis de ergosterol desc¡ita en § cerevisiae.

En cuadro gris, se encierra la vía del mevalonato donde se destaca el paso catalizado por

la er)¿ima HMG-CoA reductasa (geí HMGR). La enzima C-22 estercl desaturasa (gen

CYP6l) indicada en la figur4 participa en la penúltima etapa de la biosíntesis de ergosterol

efi S. cerevisiae (Kelly y cols., 1997). Los genes de X dendrorhous representados con su

número de acceso GenBark entre corchetes son: HMGR [AJ884949], IDI 1DQ2356861,

c,1E [DQ012943], crlrB [DQ016503), crtl lYl5007), crts lEU7 t3462), crrR [EU884133]

y CYP6L de diferentes cepas de la levadura (UCD 67-385 UX1832361, CBS 6938

Uxl832401, UCD 67-210 [Jxl83237], yAVHN2 Uxl832391).

HMG-C0A <_- Acetil_CoA
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rutas, uno de los principales cuellos dc botella en la biosíntesis de ergosterol. también cs

la reacción catalizada por la HMC-CoA reducrasa (Vcen y Lang., 200.1).

La producción industrial dc astaxantina natural por X tlerulrorhous está limitada

por la baja cantidad de pignento producido por las cepas silvestres. cl reducido

conocinriento de su ruta de biosíntesis v de los táctores que la regulan. Los estudios dc la

ruta dc biosíntesis de astaxantina en esta levadura se han enfocado principalmente en la

etapa tardía de la síntesis de terpenos (Figura 5) (Alcaíno. 2002: Verdoes y cols.. 1999;

Niklitschek y cols., 2008). Sin embargo, ta cantidad tinal de este pigme-nto depende de los

intemediarios producidos cn las etapas tempranas e intermedia (Barkovtch y Liao., 2001;

Dong y cols., 2006). l,or ejempkr, investigaciones en X. tlentlrorhorrs dernostraron que la

adición de mevalonato al medio dc cultivo, aumcnta significativamente el cortcnido

celular de astaxantina (Calo y cols.. 1995). Si bicn la vía del MVA para la biosíntesis de

IPP aun no ha sido ca¡actcrizada en X tlentlrorht¡tts, de acuerdo a nuestros resultados del

análisis del genoma de la levadura, hemos obsen,ado que estár'r presente los cinco genes

de clicha ruta, esto cs, los genes IIMGS, HMGR, MVK. PMKy MVD.

Por otra pane, e:nX. dendrorhous la producción de carotenoides se inducc cuando

la glucosa se agota en el medio de cultivo, y comienza a utilizarse el etanol que se produce

por fbrmcntación de la glucosa en la fase crponencial de crecimiento (Lodato y cols.,

2004. Wozniak y cols.,201l). Adernás" se ha observado que el eftcto inductor de ia

carotenogénesis mediado por el etanol está estrcchamente relacionado a un aumento dc la

actividad de la enzima HMG-CoA rcductasa en Ia levadura ((iu y cols., 1997). Tcnicndo

cn cuenta que la síntesis de ergosterol y de astaxantina son rulas de ramificación en la

síntesis de isoprenoidcs. Miao y cols. (2011) reportaron una ccpa superproductora de
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astaxantina de P¿ alJia rhodozymt, que presentó un menor contenido lotal de ácidos grasos

y ergosterol en comparación a la cepa control, concluyendo que la cepa podría estar

destinando mayor cantidad de precursores de [a vía del rrevalonato hacia Ia biosíntesis de

astaxantina que a producción de ergosterol.

En base a los antecedentes expuestos, la posible correlación cuantitativa entre

niveles de expresión del gen HMGR y la producción de carotenoides, hace de interés

estudiar a nivel molecular el paso catalizado por la enzima HMG-CoA reductasa como

una primera etapa para comprorder el papel de esta enzima en la biosíntesis de

carotenoides en X. dendrorhous.
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Hipótesis

En la etapa telnprana de la ruta de biosíntesis de astaxantina participa el gen

11MGR que codifica la enzima HMG-coA reductasa, cuyo proclucto cle reacción af-ectaría.

la producción de carote¡roidcs en X. denclrc.¡rhous.

Objetivo Ceneral

identificar y caracterizar el gen HMGR que codifica la enzima l_hidroxi_3_

mctilglutaril-coenzima A reductasa de x. clerulrorhoti.r y evaluar su participación en la

vía de caroten0gétrcsis.

Ob.jetivos Específicos

I . ldentificar ¡, caracterizar molecularmente el gen HMGR tle X. tlentlrorhotts.

2. Determinar la funcionalidad del gen 11,1.1GR de X. tlttttlr¡¡rhous.

3. Detenninar cl efecto r1e la glucosa y del etanol como fuente de carbono en la expresión

del gen I?MGIR en la cepa silvestre de ll tlarulrorhous.

4. llstudiar la expresión del gen HMGR y fenotipo productor de carotenoides y esteroles

en cepas de..r( tlentlrcrhotts- incapaces de producir ergosterol.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS
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2.1 Cepas, condiciones de cultivo y plásmidos.

En las Tablas I v 2 se enuncian las cepas v prásmidos utirizados y cor.rstruidos en

esta tesis. respectivamente. Para Ias librerías ge,ómicas y la propagación de plásmidos se

utilizó la cepa DH-5 a de Escherícltiu co1i. Esra bacteria se cultir'ó a i7"C en medio LB

(1 % de bactotriptona, 0,5 % dc extracto de levadura y 0.5 % cle NaCl) durante l2 a t5 h

con agitación constante a 200 rpm. Los placas con medio LB se suplementaron con agar

al 1^5 o/,'. ampicilina ( 100 ¡rg/mi) y/o X-GAL (32 ¡Lgiml) para seleccionar transfomrantes

), recunbinantes. Fln esta tesis se utilizó una librcría genórlica que consiste en cl DNA

gen(rmico de la cepa silvestre UCD 67-3ti5 dex tlendrorhous parcialmenle digerido con

BanIII y clonado en el sitio BamHI del vecror YIp5 (Niklitschek y cols., 2008).

Err csta tesis, se trabaió con Ias levaduras X. tlendrorhotts y S. cereli_s/ae. [,as

cepasdeX clerulrorhous (Tabla l) se cultiva¡on a 22oC con agitación collstante en medio

YM (glucosa I 70, extracto de ler.adura 0,3 9á, extracto de malta 0.3 % y peptona 0,5 %)

(An y cols., 1989). l-os medios de cultivo solido comoYM se suplementaron con agar y

el antibióticr¡ adecuado [higromicina B (15 pg/ml), zeocina (20 ¡rgÁnt) o c-418 (150

¡rg/ml)], se utilizó para la selección de células transfbmantes.

EI crecimiento cclula¡ se evaluó midiendo la densidad óptica del cuitivo a 600

11111 con un espectrolotómetro (DO61¡1 n,,). por unidades lbrmadoras de colonias (uf'c) y por

deteminaciones de peso seco. Para deterntinar el peso seco. se centrifugó 5 ml de cultivo

en tubos Eppendorf'. r Iuego las células se secaron a fl0"C durante toda la noche. Las

medicioncs se realizaron por tripiicado.
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Para evaluar el efecto de ia glucosa y el elanol como fuente de ca¡bono a niYel de

transcripción del gen HMGR" se realizó un cultivo de la cepa UCD 67-385 cte -{

tlentlrorhous err mcciio YM sin la suplcmentación de alguna fuente de carbono hasta

alcanzar la fase estacionaria de crccimiento (DOooo.- entre 2,5 ¡, zl).

Tal¡la 1: Cepas utilizadas y construidas en este trabajo.

Ccpas (lcnotipo / caractcristir:as ¡elevaotcs Rcférenoia

E. coli

DH-5.r

trCD 67-385

]85.I IN,'ICR,HYg

lE5.HMGR.Zeo

3 85 -c1p6 1 
t'!)

385-cyp61{/ )

cBS-6938

CBS-c}?61( )

AVHN2

Sambrook y
Russell, 2001.

ATCC

Esta Tesis

Esta Tesis

F O80tl /¿rcl lNl I 5I(/acZ\'-«rgF) U 169 tlcoR recAl entlAl
/¡-r¿/R I 7(n- nr ) pho A supF,1ll- th¡-l .9lrA96 nrA 1

A I CC 2.1230. cep¿ siiVestle. Cepa diploidc. Hygs. Zeo s

Mutanrc lrete¡ociqotr) gen HMCR e LlygR (HMGRTHM CR-::hph).
obtcnido por transfbrm¿ción dc h cepa silrcstre con el plasrnidio
p \l IMGRr:r/i . Pigmcntación sirnilff a cepa silvcstrc.

\,lutante hererocigoto gat HMGR y ZeoR (HMGR/IIMCR-:: á1e).
oblenido por transfbrnación dc la cepa sil\estre con cl plásrnidjo
pAllV(iR:: á/r, . Pignlcntaci(in miis pálida qu!' l¿ ccpa silrestre.

Mutante hctcrocigoto gen Cl?ó/ (385-C\P6lt<:1,p61::hph¡.
De vada de LICD 67-385 que conticnc un alclo del locus CYPól
interrumpido con r¡odulo dc rcsistcncia a hygromicina B

Mutai]le honrocigota (385-c]-p6lhehicyp6lzeo), obtenida por
lrarlsli)rilaci(in Lle lf,i5 4Iól con rr¡bos alelos CIPóI
interrumpidos. uno con casscttc dc rcsjstencia a hieromicina B v el
o¡ro con cassette clc Rcsiste¡cia a zcocina.

ATCC 96594. cepa silvestre. Cepa probablcrncntc ancuploidc.
Hyg\, G,1l8s

Mutanrc hünicigoto (CBS-r'pó/::,pá). derivada dc CBS 69llJ. El
trcr.'_ sirnple CIPó1 fue intenumpido con el casscttc dc rcsistcncia
a hygrornjcina B.

('cpa silvcslrc naliYa Chllcna. Ilygs.C,118s

Loto y ools-,
2012

Loto y cols.,
2012

ATCC

Loto y cols.,
2012

Loto y cols.,
2012
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Av2-cyp6lc) M,.,ta,rte h"-iclgoto (A,¡2-iip61 ::bte), ¿oiru¿u .1. ¡vtttlZ. gl Lotóv"ols.,
/ocas simple de CfPól fue interrumpido con cassette de resistcncia 2012
a zeocina.

S. cerevisiae

Ccpa silvesnc. Hygs. G4l lis ATCC

S288c-bc¿r Cepa S288c recombinante que cxpresa los Eerr,es crtE, crtl y crtYB Colección
de X. dendrorhous. P¡oducto¡a de B-caroteno. HygR laboratorio

S288cbcar- Ccpa dorivada de S288c-bcar que porta el plásmido Esta Tesis
cHMGR.4 pYES2.CHMGR.G4 t8. Expresa el dominio catalítico de HMC-CoA

rcductasa de X dendrorhous. HyeI y G418 R

Tabla 2. PLismidos usados y construidos en este trabajo

Plásnrido Cenotipo o características relevantes Rcfbrcncia

pBluescript SK- ColEl ori; AmpR; Vector de clonamiento. Stratagene

YIp5 pMBl ori; AmpR; TETR; Urt4J. Vector de clonamie¡to de S. ATCC
cereúsiae/E. colí.

pPR20-XVIII-5 Ylp5 con un inserto de 4,6 kb que contiene 3.9 kb del gen Esta Tesis
É1MCR. Aislado desde genoteca parcial ,4nHl.

pCHll pBluescript SK- con un fiagmento de DNA de 4,3 kb que Esta Tesis
contiene al gen ¡/M6,R.

pCCH5 pBlucscript SK- con el CDNA del gen lrMGR. El CDNA mide Esta Tesis
3.27 6 pb.

pYES2 Vector dc expresión de genes en S. cereüsiae, AmpR, OTi ATCC
Contiene el gen UM3 para Ia selccción en levaduras

transfolmantes.

pYES2-C-HMGR pYES2 con un inserto dc 1.870 pb que contienc cl oDNA del Esta Tcsis
gen HMGR quc codifica el dominio con acüvidad catalítica de

HMG-CoA reductasa.

pYES2,cHMCR.G4l8 Derivado dei plásmido pYES2-C-HMGR que fuc digerido con E§ta Tesis

la enzim Ndel y lucgo se insenó el módulo que confiere
rcsistencia a G418.
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pAHMGR:iáp¿

pAHMGR:: ó/€ pBluescript SK con un inserto de 2,2 kb quc posee secuencia Esta Tcsis
genómica que tlanquea al gcn I|MGR dc .Y. clendrorhous
intcn umpida por el módulo quc conllere t'esistencia r Zeocina.

I-uego, el cultivo se dividiti en dos matraces Erlcnmeyer: a uno de ellos se le

agregó la fuente de carbono glucosa o etanol a una concentración llnal de 2 % (v/v) v 0.2

% (viv), respectivamente (mcdio oon tratamiento); y el otro matraz con igual volumen de

mcdio de cultivo se mantuvo sin Ia adición de luente de carbono (rnedir) control). Ambos

cultivos se incubaron a 22oC con agitación durante 24 h. Luego de 0, l, 2. 4, 6 y 24 h

posteriores al tratamiento, se tomaron l1luestras de los diferentes cultivos y en cada

mucstra se evaluó: el crecimiento celular por medidas de DOooo n,, y se extrajo RNA tdal

para determinar Ios niveles de transcrito de varios geües por RT-qPCR.

Las cepas S. cera,isiac (Tabla l) sc cultivaroÍl en medio de cultivo rníninro

sintético (SD) suplementado con sales, elementos traza, vitamin¿s y una fuente de

nitrógeno (Bacto-)'east nitrogen base sin aminoácidos al (0,67 7o), glucosa (2 %) y agua).

Se leenrplazó la glLrcosa por galactosa (2 %), ya que es el inductor de la expresitin del

vector episomal pYES2 huésped de la levadura S. ceret'isiae bajo las condiciones de

ensayo antes mencionadas. Las cepas se cultivaron en el medio dcscrito con agitación

constante hasta el llnal de fáse estacionaria de crecimiento (120 h a 22'C). A este tiempo

se evaluó cn los cultivos clerivados de ambas cepas: el crecimiento celu)ar (por DOooo nm

dcl cultivo). carotenoides (por DO]o. nm y Rl']-Hl'LC) y esteroles (por DO:lo nm y RI-

Dcri\ado de pCIIll. Sc cscindió 1.417 pb digirie¡do con las Esra Tesis
cnzirnas .SI¡rl y,Vcol ¡ se inscrtó el mridulo ¡pl.

u6@e

.N
-..)\',p,í--.¡;ñ.--ecP.

&"-sB$¡t
! rrr"t$

HPLC). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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2.2 Técnicas de Biología molecular

[.a extracción dc ácidos nucleicos, las rcacciones de PCR, digestiorres de DNA

con enzimas dc restricción. reacciotres de ligado de DNA entre otras técnicas. se realizaron

de acuerdo a métodos estándares (Sambroock y Russell.,200l), las instrucciones de los

proveedores y por prdocolos desaÍollados en nuestro laboratorio.

Extraccién de gDNA de X. dendrorhou.§: se realizó mediante cl uso de perlas

de vidrio según Sambrook ), cols. (200 I ). modificado para la levadura X tlentlrorltotts. El

pellet celular proveniente de células colectadas desde placas de cultivo o de 30 ml de

cultivo líquido. se suspendió en 500 pl de amofiiguador TE (25 mM'lris- IICI. l0 mM

EDTA) junto con un volumen dc pcrlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 pm) 1 se agitó en

vófiex por 5 rnin. [-uego. se agregó 500 ¡rl de la mezcla de 1'enol:clorolormo:alci¡hol

isoamílico (2524:1 ) ¡ se homogenizó en vóftex por 2 min. A la fase acuosa se le agreg(r

500 ¡rl de una nrezcla de clorofomro:alcohol isoarnílico (2.1:l) y se homogenizó en vórtex

por 2 rnin. Se extrajo la fhse acuosa ¡. el DNA se precipitó con 1 volumen de etanol

absoluto fiío (-20"C). El pellet se lavó con etanol 70 %, (v/v) y luego se secó a 37oC.

Posteriornente. el DNA se susperrdió en 100 ¡Ll de amortiguadol TE-RNasa (10 mM Tris-

I{Cl pH 8,0^ 1 mM ED'l A, 30 ¡rgiml RNasa A) e incubó a 37'C por I h el DNA.

Extr¿cción de RNA deX. dendrorhoust se realizó utilizando Solución de TRI

Reagent de Applied Brosystems, siguiendo las especilicaciones del proveedor. I-a

reacción de RT se realizó con 5 ¡Lg de RNA total y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV

(lnvitrogen). siguiendo las indicaciones del proveedor. Esta metodologia 1üe
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estandarizada para X. derulrorhous en nuestro laboratorio a partir del método descrito por

Chomczl.nski y Sacchi ( 1987).

Ertracción dc DNA plasmídico y análisis de secuencias: se rcalizó a partir de

cultivos dc E. cr¡li en medio LB con anrpicilina (100 ¡Lg/ml) incubados durante toda la

noche a 37"C scgún Sambrook y cols. (2001). En el caso del DNA plasmidico urilizado

para secuenciación, las extracciones se realizaron con cl kit de Axlgen "Plu.snid DNI

Pto'i/ication Miniprep Kit" _:'para el caso del DNA plasmídico para la transfbmación dc

X. tlendrorhrnt.s se utilizó el kit de Axygcn " Plusmitl DNA Puri/ication Mitliprep Kir" .

Las secucncias nucleotídicas se determinaron en nueslro laboratorio con el kit de

GE Healthcarc "DYEnumic'lM ET Terminatctr Cycle Sequencing Kit" en un secuenciador

de DNA automático Genetic Analyser (modeloAvant 3100) de Applied Biosl.stem. Las

secuencias nucleotidicas se analizaron con los programas Ch¡omas versión 1.,13-

Sequencing Analysis V3.7 y Contig Express 2003. y sc alinearon con el programa

CI-USTAL W, velsión 1.8 I AlignX 2003. ajustadas manualmente para incrementar la

identidad. Además- todas estas herramicntas sc colnplcmentaron con cl uso del paquete

de programas Vector NTI 10.3.

Electroforesis de DNA: Para visualizar el DNA plasmídico, las digcstiones de

DNA genómico o los productos dc PCR. sc rcalizó electroforesis cn gcles de agarosa (al

1 %) en amortiguador TAE lx (40 mM 'I'ris-acetato, t mM EDI'A pH 8) siendo

posterioÍnente lerlidos ct¡r bromuro tle elidio (0.5 ¡rg/ml) y visualizados en un

transiluminador con luz UV. Conro estándares de peso molecular se utilizaron )" lHindIIl

(Fermentas) y I kb DNA Ladder (F-ermentas). La cuantificación de los fiagmentos de

DNA se realizó por comparación de la intensidad dc las bandas de DNA de una muestra
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a cuantificar y un estándar de peso molecular de concentración conocida con el programa

"Kodall@ lD Image Analysis Sofntare" permitiendo obtener el tamaño de fragmento y su

concentración.

Purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa: I-os

fragmentos de DNA analizados y separados por electroforesis, se recuperaron desde geles

de agarosa y se purificaron con dióxido de silicio (Sigma 5-5631) según el protocolo

descrito por Boyle y Lew (1995). Para esto, se cortó con un bisturí el trozo de agarosa que

contenía el fragmento de DNA de interés y se transfirió a un tubo Eppendorf. El bloque

de agarosa se disolvió a 55'C con 500 pl de KI 6 M y luego se agregó l0 ¡i de "glassmilV

(dióxido de sílice en NaI 6 M). Se incubó a temperatura ambiente por 10 min agitando

cada 2 min y se centrifugó para eliminar el sobrenadante. El pellet obtenido se lavó 3

veces con 500 pl de solución de lavado (Tris pH 7,5 l0 mM, NaCl 50mM, EDTA pH 7,5

25 mM y etanol 50 %), y luego el pellet se suspendió con 10 pl de agua estéril. Se incubó

por l0 min a 55oC y posteriormente se centrifugó y se recuperó el sobrenadante.

2.3. Transformación de microorganismos por electroporación.

E. coli: Para preparar las células electrocompetentes, se inoculó 500 ml de medio

LB con 5 ml de un cultivo de l2 h y se incubó a 37"C con agitación hasta alcanzar una

DOs¿o n- de entre 0,5 - 0,8 (fase exponencial temprana-media). Todos 1os procedimientos

siguientes se realizaron a 4"C, manteniendo las soluciones y las células en hielo. Las

células se colectaron por centrifugación a 4.000 x g durante 10 min. EI sobrenadante

obtenido se removió y las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril y una vez

con glicerol estéril al 10 % (v/v). Finalmente, el pellet celular se suspendió en un volumen
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final de 2 a 3 ml de glicerol l0 % (v/v). Esta suspensión, con una concentración celular

de aproximadamente I x 1010 células/nil. se fiaccionó cn alícuotas de 60 ¡rl las cuales se

almacenaron a -80'C hasta su utilización.

Para transfonnar. se tomó una suspensión dc células electrocompctentes

descongelada cn hielo. se le agregó de entre 15 a 50 ng de DNA v la mezcla se electroporó

bajo las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 25 pF. 200 Q ¡ 2.5 KV.

lnmediatan¡ente dcspués. se adicionó I ml de mcdio LB precalerrtado a 37"C y la

suspensión de células se transfiriir a un tubo Eppendorf. incubándose a i7'C. Al cabo de

t h, se sembraron alícuolas de 100 ¡l en placas con medio LB-agar, suplementado con

ampicilina (100 ¡rg/ml) 1 X-Gal (24 ¡rg/rrl). [-as placas se incubaron a i7'C du¡ante 16 h

y luego sc seleccionaron las colonias blancas. A partir de éstas se extrajo cl DNA

plasmídico para su posterior análisis.

X. dendrorhous: Para translbrmar la levadura con los plásmidos pLHMGR:;hph

y p\HM(iR::ble, éstos se purihcaron a partir de los clones CH16 ¡, C223,

respectivamente. Posteriomente. los plásmidos se digirieron con Ib¿¡I + SmaI y Pstl. +

-l7rol. respectivarnente. l,as digestiones enzimáticas obtenidas pennitcn la liberación del

DNA transformante, poftador de la mutación del gen IIMGR. Los plásmidos

pLHMGR::hph v pAHMGR::áie digeridos se utilizaron de manera independiente para

transformar la cepa UCD 67-385 de X. tlentlrorhous.

La transfomación de X. dendntrho¿r.s se basó en el protocolo descrito por Adrio

y cols. (1995). Para ello" se inoculó 200 ml de medio YM con I - 2 ml dc un cultivo dcl(

dentlrorhous de 48 h. Se incubó con agitación constante a 22'C hasta alcanzar una DOool

nn, dc cntrc 4.5 - 5 (lase exponencial temprana-med ia). Las células se centril'ugaron a 5.090
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x g durante 5 mil, se suspendieron en 25 ml de anrorliguador BD (50 mM amoniguador

fosfato de potasio, pH 7.0. 25 mM ditiotreitol IDTTI) c incubaron a 22oC por 15 rnin. Las

células se lavaron dos veccs con 25 ml de amortiguador STM (270 rnM sacarosa" l0 mM

Tris-llCl, pH 7.5. I mM MgC12) fiío I se suspendicron en I ml de amortiguador STM.

Esta suspensión. con una concentración celular aproximada de lxl0e células/ml. se

fraccionó en alícuotas de 60 pl qLre se utilizaron inmediatamente.

Para la transfon¡ación, a una alicuota de células eleotrocompetentes se le agregó

entre 10 - 20 pg de DNA transformante en un volumen máximo de l0 ¡rl. Esta mezcla se

electroporó con las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 125 ¡rF. 600 Q. 0.45 kV.

lnmediatamente. se le adicionó I ml de niedio YM ¡ la suspensión de células se incubó a

22'C por 4 h. Lr.rcgo. alícuotas de 100 ¡rl se sentbraron en placas con medio YM-agar

suplementadas con el antibiritico adecuado para la selección de células trarrsfbrmantes.

S. cerevisiue: Para obtencr células electrocompetentes de Ia levadura. se inoculti

200 ml de medio YM o YEP con I - 2 ml de un cultivo de 5l c¿r¿r,¿siae de l2 h. Se incubó

con agitación constante a 3OoC hasta alcanzal una DC)r,oo n, de entre I .3 - I ,5. Las células

se centrifugaron a 5.090 x g durantc 5 min. El pellet celular se lavó dos veces con 100 ml

agua destilada estéril ¡ una vez con 25 rnl de solución de Sorbitol 1 M. Finalmente- las

células se suspendieron en solnción de sorbitol I M hasta t¡na concentración celular

aproximada dc lxl08 células/ml. se lraccionti en alícuotas de 60 ¡rl que se utilizaron

inmedialamente.

Para llevar a cabo la translonnación. a una alicuota de células electrocompetentes

se le agregó entrc l0 - 20 pg de DNA transfbrmante cn un volumen máximo de I0 ¡Ll. Esta

mezcla se electroporó con las siguientes cordiciones (cubetas de 2 mm): 25 pF. 200 a.
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1,5 kV. Inmediatamente. se le adicionó I ml de medio YM o YEP ¡, la suspensión de

células se incubó a 30'C por 4 h. Luego. alicuotas de 100 pl se sembraron en placas con

mcdio YM-agar o YEP-agar suplementaclas con el antibiótico adecuado para Ia selección

de células transfonnantes.

2.4 Amplificación de DNA por PCR.

Los padidores utilizados en este trabajo se diseñaron a panir de las secuencias

conocidas depositadas en la basc de datos de GenBank (Benson y cols..20l3) de las

regioncs a amplificar, o de secuencias propias obtenidas de la base de datos de nuest¡o

Iaboratorio. En la Tabla 3 sc muestran los nombres y descripción de los partidores que se

utilizaron en estc trabajo.

Las reacciones de PCR realizadas para el análisis de clones y parlidores, se

hicieron con la enzima laq DNA polimerasa. En el caso que los productos de PCR

requeridos para su posterior clonamiento. se utilizó las cnzinia P/u DNA polirnerasa. Las

rcacciones de PCR se realizaron en un volumen flnal de 25 ¡rl. quc contenia amortiguador

de PCR 1X pH 8.4 (Tris-llCl 200 mM, KCI 500 mM), 2 mM de MgCl:. 0,2 rnM dc cada

urro de los cuatro desoxinucleífidos (dATP" dCTP, dGTP, d'l'1 P). I pM de cada partidor.

entrc l0 y 100 ng de DNA molde y 1 unidad de enzima. Para las rcacciones de PCR se

utilizó un ten¡ociclador Applied Bios¡,stem 2720. con el siguicntc programa:

desnaturación inicial a 95'C por 3 min.35 ciclos de desnaturación a 94"C por 30 s.

alineación de los partidores a 55'C por 30 s y clongación a 72oC por 3 min. Finalmente,

se de.jó pol l0 min a 72"C para una elongación tinal y la reacción luego se mantuvo a,loC.
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En algunos casos, la temperatura de alineación de los partidores se modificó para aumentar

la especificidad de la reacción.

Tabla 3: Partidores utilizados y diseñados en este trrbajo.

Nombre Orientación Secuencia (5'a 3')

HMGR.i

HMGR-2

HMGR.3

HMGR-4

HMGR-5

HMGR-6

HMGR-7

HMGR-8

HMGR.9

HMGR.IO

HMGR-11

HMGR-I2

HMGR-I3

HMGR-14

oHMGR-Rvl

oHMGR-Fw1

cHMGR-Rv2

cHMGR-Fw2

HygSecR

HygSecF

M13R

F

F

F

F

F

F

F

F

R

R

R

R

R

R

R

F

R

F

R

F

R

A ICl'ACACCATCAAGCACAG'TAA

GCATGG'I'1 CTTCTCTCGTCCT

CAAGCTTGACA'I' I'CAGTCCCCC

GATCCGGCATCTCGTCAGGGCCT

CT(]GGAGCCTCGCAAA] CG fC

CACAAACAAACTCTCCTTGCC

CCATTGCAGAACTG'TGAGCG

CATTCCCCAGGl'TG(.AGA(i('

(.GTGCAAACCTTGAGGATA'ICA

TACCACCCACGATCTGAGACT

GCCCTTCCAATCTTCACCC

CC'CCACCCAGGAAACTTCCT

CCCCAAACCACTCATCAAAC

TCACGCATCCACG I I CACr\CT

T(JATTCGATCTCCCACGATGC

.iACA AAC A'GACGC'I 
''CA'I'C(l

CCACACTTGATGCTCl'GCAAC

CGAAGGAATGGAGGTTATGGC

G'I A'I''I'GACCGATTCCTTGCG

TCGCCAACA'I C f I'C']I'C]'ICC

CGAAAT]AGCI'A'I'GACC,,\ 1'G
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M13 F

gpd rev

Tef tud

1AHMG1

1BHMG1

2AHMG1

2BHMGI

Fw.A.HMGR

RV.A.HMGR

FW.T.HMGR

RV.T.HMGR

Zeo.T.HMGR.RV

Zeo.Fw

Zeo RV
cHMGRpyes2

A(J(]AACCCTAGACACAOCTCT

GAC ACTCACTAATGTCCACCT

CATCCCCAGGl'TAACCAACTGAAG

GTCTTTCACTTGGI'1'AACCTGGGGA

AC('AA f GG,\TC('TATCCCTGT

ACTCAACATTTCCTCCTCCAT

TGAA('ACCCTCACGTCGT

ACGACG'I GACCCTCTTC]ATCA

CGGCCAC AAG AACC AC A ATCT

CCCCCCTCGTGATTG,\TAAC

TCACCAACCTACCACTCCTT

GCCCGA I'CGCI'ATACATCCGTT T

ATC T ACTTCATCC( ACAACCCT

C \TCA A.C A.CCTCTCTCACC A.AC

TTCCCCTCAC ACCACC ACT

,TCAACACI'GAGC'I'GCCCAC 
I

ATTC('(]AAT(](i(JGAAG('A(]A

ATGGCTCTTGCAGCGTTTCA

IC(.ICCAJAACL I 
'CA 

I 

'C'.A..\

F

R

F

R

F

F

R

F

R

F

R

R

F

R

F

TGTAA.AACCACCGCCA6T

ATCACACA'IGACCCAGATG

GAT¡.TCGGCTCATCACCCCAC

ATAAAACAAGCCTTAACATAAATCCTTl'GAAAGATGC

CCTTCAAGGAATCGCAGCA I'A

('AAACGAT TI ÁTCTTAACGCTI'G'IITTATCTATTTATC'I

RT-qPCR:

mactF-RT F

mactR-RT R

hmgB..F-RT F

hmgR.R-RT R

grg2real FW1 F

grg2real RVl R

pdcreal FWl F

pdcreal RVl R

mcrtSF-RT F

mcrtSR-RT R

F (directo) y R (reverso) indican la orientación del partidor.
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2.5 Determinación de Ios niveles relativos de los mensajeros de los diversos

genes mediante PCR cuantitativo en tiempo real.

La mezcla, de reacción de PCR se realizó según las especificaciones del Kit

SensiMix SYBR Green I (Quantance), en un volumen fina1 de 20 pl en un sistema de PCR

cuantitativo Mx 3000 P (Stratagene) de tiempo real. En los análisis se usó I pl de cDNA

molde y se usó 0,25 pM de cada partidor específico para cada gen en estudio (Tabla 3).

Todas las parejas de partidores utilizadas para la amplificación de cada gen se analizó de

tal manera que su eficiencia sea mayor a|90 %o, determinada en curvas estándares con un

coeficiente de correlación R2 > 0,996. Los valores de Ct obtenidos se normalizaron por el

valor respectivo del gen de actina (lCI) [GenBank: X89898.1] (Wery y cols., 1996).

2.6. Actividad HMG-CoA reductasa

I-a actividad HMG-CoA reductasa estií presente en la fracción celular

membranosa o microsómica obtenida por ultra centrifugación a 100.000 x g (Gu y cols.,

1991). Pan obtener esta fracción, se colectó las células a partir de 30 ml de cultivo por

centrifugación y se lava¡on dos veces con agua destilada fría. Luego se suspendió en 3 ml

de buffer de extracción (50 mM Tris-HC1 pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,3 M Sorbitol; 1 mM

DTT; Inhibidor de proteasas CompleterM de Boehringer Mannheim) y se adicionó 500 p1

de perlas de vidrio de 0,5 mm. Las células se rompieron por sonicación (15 ciclos de 20 s

con intervalos de 1 min de incubación en hielo). El extracto se centrifugó a 20.000 x g por

20 min a 4'C. El sobrenadante se recuperó y se ultracentrifugó a 120.000 x g por t h a
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4'C. El pellet sc suspendió en 90 ¡rl de bufler de lavado (50 mM Tris-HCl pH 7,5; I mM

EDTA; 0,3 M Sorbitol; I mM DTT) ) se almacenó a -80'C hasta los ensay.os de actividad.

El ensayo de actividad IIMG-CoA reductasa- se basa en la ecuación 1:

HMG.CoA + 2NADPH + 2H+ -------) mevalon¡to + 2NADP+ + CoA-SH (1)

La actividad enzimática fue evaluada mediante ensayos espectrofotométricos

realizados por el método descrito por Kirtley (1967) con algunas modificaciones. Por este

método se evalúa el decrecimiento de la absorbancia a 340 nm que representa la oxidación

del NADPH por la subunidad catalítica de la enzima HMG-CoA reductasa en presencia

del sustrato HMG-CoA. El ensayo se realizó a 22C, en una mezcla de reacción que

contiene e1 buffer de ensayo (15 % KCL, 0,5 % Serum albumin, 84,5 % agua), 400 pM

NADPH, 300 ttM HMG-CoA en un voiumen final de 200 pl. En la reacción de inhibición

se adicionó 500 pM de Pravastatina (análogo del sustrato HMG-CoA).

Se incluyeron los sizuientes controles:

Blanco (sin enzima): Buffer de ensayo + NADPH + HMG-CoA

Muestra: Buffer de ensayo t NADPH + HMG-CoA + Enzima (microsomas).

Muestr¿ + Inhibidor: Buffer de ensayo + Pravastatina + NADPH + HMG-CoA + Enzima

(microsomas).

La actiüdad de HMG-CoA reductasa se calculó de acuerdo a la ecuación 2:

Unidades /mgp = (AA340/min M - AA340/min I - AAt40/min B) x YT Q)
12,44xY xP xLP

Dónde:

12,44: e^M es el coeficiente de extinción del NADPH a 340 nm (6,22 trñL-l cm-l;. El
valor 12,44 representa los 2 NADPH consumidos en la reacción.
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VT: Volulnen total de la rcaccitin en ml (0,2 ml).
V : Volumen dc muestra usado en el ensayo (lll).
P : Concentración de proteha totales de la mucstra (tngP)/rn l.

LP = Paso de luz en cm (1 para cubetas).

M: Muestra. I- Muestra con Inhibidor y B- Blanco de reacción.

De esta rnancra, una unidad dc actividad se definc como la cantidad de enzima

que convierle 1.000 unol de NADPH a NADP por rnin a 22.C. La unidad de actividad

específica está definida como nmol/min/rng de proteína totales (U/rrgP). Para determinar

la cirncentración de proteínas se utilizó el método de Bradford con el kit Coomossie Plus

lss«v (Thermo Scientific) según las indicaciones del proveedor. Sc realizó una cur\.a

estándar por triplicado con un rango de concentraciones de 0 a 750 ¡g/ml de proteína

BSA. Pala esto. a 750 ¡rl del reactivo Coonossie Plas se le agregó 25 ¡r1 dc cada muestra

de concentración estándar de proteina, se mezclci e ilcubó a temperatura ambiente por l0

min y posteriormente se detenninó la absorbancia a 595 nm en un espectrofbtómetro UV-

630 de JASCO en modo de análisis cuantitativo (según cl software del equipo).

Posteriormente" la curva estándar se utilizó para dctcnrrinar 1a concentración de proteínas

de cada una de las muestras microsómicas obtenidas.

2.7. Extracción y análisis de carotenoides.

Para Ia extracción de los carotenoides se utilizó el método descrito por An y cols.

(1989) con algunas modificaciones. El pellet de células proveniente de 30 rnl de cultivo

se lavó con 1 ml de agua y posteriormente se suspendió en I rnl de agua. Se le agregó 1/2

volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 pm) ¡ se realiz(r Ia ruptura celular por

agitacitin en moledor de células por 1 rnin. Se agreg(r 1 ml de acetona y se homogeniz(r en

vórter por 2 min. Posterionnente se centrifugó por 5 min a 12.100 x g a tcmperatura
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ambic[te. La f'ase orgánica obtenida se transfirió a un tubo nuevo y al pellct ceiular

resultante se Ie realizó una nueva ertracción de pigmenlos con 2 rrl de acetona, agitándose

en lnolcdor de células por I min. Este procedimiento se repitió hasta quc los restos

celulares quedaron blancos. Los extraclos de acetota se juntaron y se les agregó 1/5

volumen de éter dc petróleo. Se agitó en vór'tex por 2 min, se centrifügó por 5 m in a I 2. 100

x g a temperatura ambiente ¡ se lccuperó la fáse de étcr de petróleo que contiene a los

carotenoidcs.

Para cuantillcar los pigmentos. se detenninó el volumen de éter de petróleo

recuperado 1 se midió su absorbancia a 450 nm. El contenido de carotenoides totalcs sc

deteminó de acue¡do a la ecuación 3:

¡rg pigmentos /g muestra (ppm): A¿so x volumen final (ml) x lOa

2.592 x peso muestra (g)

Donde:

A+¡o : Absorbancia a 450 nm.

l0r - Constante de conlersión de unidades pg/g.

2.592 : Coeflcicntc de extinción molar de p-caroteno en éter de petróleo en M'1 cm r.

La composición de carotcnoides se deteminó mediante RP-HPLC. Para el1o, los

pigrncntos disueltos en éter de petróleo se secaro¡r al resguardo de la luz a temperatura

ambiente y postcriormente se suspendieron en 100 pl de acetona. [-os carotenoides se

separaron por IIPLC utilizando una columna de fáse reversa RP-l8 Liclrrocaf 125-,1

(Merck) (RP-HPLC ) con la fhse rnóv il de acetonitrilo: metanol: isopropanol (85: I0:5. v/v)

(3)
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con un flujo de I ml/rnin ba.jo condiciones isocráticas. Los espectros de elución se

recuperaron con un detector de ar¡eglo dc diodos y los carotenoidcs se identificaron de

acuerdo a su espcctro de absorción y tiempos de retención en comparación con cstándares.

2.8. Extracción y análisis de esteroles.

La extracción de esteroles t'ue adaptada de Shang y cols., 2006 y Chcng y cols.,

2010. Brevemente,,l g de KOH y l6 ml de etanol/agua al 60 % (v,1v) se adicionaron al

pellet de células. se mezclaron v se saponificaron a 80 + 2.C durante 2 h. l.os esteroles no

saponificables se extrajcron con l0 ml de éter de petróleo y luego secados. Los estcroles

se cuantificaron espectrofotolnétricamente a 280 nm (Lamacka y cols., 1997) de acuerdo

a la ecuación 4:

¡rg esteroles /g muestra:4z¡ol yolumen finat (ml) x 104

11.900 x peso muestra (g)

lJonde:

A:so : Absorbancia a 280 rulr.

10r : (lonstante de conversión de unidades pg/g.

I I .900 : Coeficiente de extinción molar de ergosteml en acetona en M-l cm-].

Los esteroles se separaron por RI'-HI,LC con una columna C-18, usando metanol/agua

(97:3, v/v) como la fáse nróvil a un flujo de I ml/rrin. l.os cspectros de elución se

recuperaron con un detector dc arreglo cle diodos y los esteroles se visualizaron en el canal

de 280 nm. El estándar de ergostcrol sc adquirió cn Sigma-Aldrich (núrnero de catálogo

(4)
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57-87-1). La identificación de los esteroles sc realizó por un sen icio cxtemo (euality

Corthonl: http://rvww.corthom.cl/) por GC/MS (Agilent 5970N cromarógrafb de gas /

Agilent 5890N cspectrómetro de masas).
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3.1 Identificación v caracterización molecul¿r del gen HMGR de X. tlendrorhous

inyolucrado en la biosíntesis de Mevalonato a partir rte HMG-CoA y NADpH,

Para estucliar el geln HMGR de X. tlentlrctrhous, en primera instancia se realizó una

búsqueda cn la base de datos GenBank. A partil dc este análisis se encontró. en ta sección de

patentes, una sccuencia nucleotídica de la levadura P. rhodoz,-mo (estado imped'ecto dc )(

dendrorhoLt.s) (Patente: E50998) descrita comct "lmpruvetl pruluction ol isoprerutitf'. Esta

secuencia contiene diez exones ¡' nuevc intrones y se deduce una rcgión codificante de ,1.316 pb

que corresponde a una secuencia peptídica de 1.091 aminoácidos. Para detenninar si corcsponde

al gen HMGR dc P. rhocloz¡,mq sc alincó la secuencia aminoacídica deducida con las secuencias

peptídicas de la enzima IIMG-CoA reductasa de Ilomo sapicns (NP 000850), S. carcyi.siue

(HMGI, CA-\865031. HMG? NP 013555), Ustilago naytlis (XP 759161), C. neoformon.s

(XP_5ó677,1), Laccaria ólcolar (EDR019).7) y Mulasszio globosa (XP 001729157), y se

determinó que el porcentaje de identidad entre ellas era mayor a un 50 o/o. Los resultados

biointbnnáticos sugieren que la secuencia nucleotídica E50998 de P. rhodozynru codiflcaría Ia

cnzima HMG-CoA reductasa.

Para la identificación del gen I1MGR eirlaccpa silvcstre UCD 67-385 deX tlentlrorhous,

se diseñaron partidores que permitieran amplificar fragmentos de dicho gen diseñados a partir de

la secuencia obtenida en Genbank (E50998) (Tabla 3). Con ellos se rastreó nediante PCR el gen

en una genoteca de la levadura construida en el sitio BctmHl del vector Ylp5 que se compone de

65 mezclas (PRl-ó5) de 100 cloncs cada una (Figura ó).

Se utilizó la pareja de partidores HMGR-4/HMGR-I0 que aniplifican un fra¡¡mento de 750

pb )' como resultado se identificó la colonia PR2O-XVlll-5 que contenía al plásmido pPR20-

XVIII-5" el cual se pr.rrificó y analizó por nlapeo de restricción. Al digerir pPR2O-XVIll-5
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Genoteca de X dendrorhous I A
( PRl-PR6s)

l,( R

MezclaPR20(,)
Transtbrnr¡ci(lr

DH5u. E. el¡

Figura 6. Obtención de la colonia PR20-XVII-5 a partir de la genoteca de X
dendrorhous. Panel A: Estrategia utilizada para la búsqueda del gen HMGR en la genoteca de

Ylp5l BamHI de X. dendrorhous, utilizando los partidores HMGR-4iHMGR- 10 y como molde,

DNA de cada una de las mezclas de la genoteca para la reacción de PCR. Los productos de

amplificación adecuada se obtuvieron a partir de la mezcla PR20. Luego e1 DNA de esta mezcla,

se replicó en células DH5 a de E col/. Posteriormente, colonias aisladas de E. coli obfenTdas

anteriomente se utlizaron como molde en una reacción de PCR utilizando los partidores HMGR-

4/HMGR-10. Como resultado se obtuvo una colonia positiva que presentó ül producto de

amplificación para la reacción de PCR, la colonia se denominó PR20XV[-5. Panel B: Gel de

Agarosa al 1 o% con los productos de PCR al utilizar la pareja de partidores HMGR-4/HMGR- 10

y como DNA molde: DNA de UCD 67-385 (Caril 2), DNA plasmídico de las colonias cultivadas

en 1a placa PR2O-XV[ (Carril 3), DNA plasmídico de 1os 10 clones de 1a placa PR20-XVtrI

(Camiles 4 al 13, respectivamente), DNA plasmídico de PR20XVI[-5 (Caril 8), control negativo

(Carril 14) y DNA de VI{lzdltr (Carril 1).

f'olonia:
PR2OXVItI-5
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con B¿r?Ill, se obtuvo 3 fragnncntos de DNA: uno de aproximadamente 5.500 pb,

corespondiente al vector YIp5. y otros dos correspondientcs a DNA de X. tlendwhous

de 3.200 pb y 1.400 pb respectivamentc (Figura 7 A). Posteriorrnente. se utilizti el DNA

del plásrnido pPR20-XVIII-5 como molde para reacciones de PCR utilizando diversos

juegos de paftidores (Tabla 3). Iil análisis dc los productos de arnplilircación obtenidos

indicó que el plásrnido pPR20-XV[-5 no contiene la secuencia genómica complcta del

gerr HMGR (Figura 7 B), ya que no amplilica el fragmento dc I .5,12 pb que se genera al

utilizar la parela de panidores IIMGR- l /HMGR-9 con I)NA gcnómico de X. tlerulrorhotts

cotno molcle. Posterionnente. el inseÍo del plásmido pPR20-XVII-5 se secuenció ¡.

analizó deteminado que su tamario era de 4.600 pb (3200 + 1.400 pb) y que solo 3.900

pb coresponden al gen HMGR. Etéctivamente el gen ÉIMGR no está complcto y al menos

está interrumpido por dos sitios BamHl en su secuencia (Figura 7 C). Este resultado

comprobó que el clon identificado en la genoteca de la levadura solo pofta una pafte del

gen HMGR de X. tlendntrhous.

Para elaborar la estrategia que perrr.ritiese la arnplificacirin mediante PCR y el

cionamiento del gen I{MCR completo de X. dendrorh¡t¿rs, se realizó un análisis

bioinfbmático de la secuencias dcl genorna de X. denclrorho¿rs obtenida en nuestrc)

laboratorio utilizando el programa C[,C Genomíc Workbench 5 y ia secuencia obtenida a

partir del plásmido pPR2O-XVIII-5. A partir de la secuencia nucleotídica del gen IIMGR

identificado. se diseñaron pafiidorcs para alnplificar las 4.3 l6 pb del rnismo incluyendo

desde el codón inicio (ATG) hasta el codón de término (TGA) de la tadLrcciiin y

posteriormente se clonó en pBluescript SK(-). De esta rnanera se obtuvo un clon que porta

un plásrnido. denominado pCHI l. de aproximadamente 7.300 pb que lleva el
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'lh¡rr¡ño

,dB lal (§o!9)

codo¡ de ¡ermino
C

URA3

pPR20-XVr1r-5

Figura 7. Análisis de pPRI!0-XV[I-5. Panel A: pPR2O-XVII-5 sin

digerir (Carril 1), pPR20-XV[-5 digerido con BamHli 3 fragmentos de tamaños

aproximados de 5.500 pb, 3.200 pb y 1.400 pb (Carril 2) y DNA de l"/I*zdm (Carril 3).

Panel B: DNA de NHindIIl (Carril 1), Productos de PCR de pPR2O-XVII-S con las

parejas de partidores: HMGR-1,IHMGR-9 (1.544 pb); HMGR-2/HMGR-9 (958 pb);

HMGR-3/HMGR-10 (1.186 pb); HMGR-2/HMGR- 10 (1.451 pb); HMGR-TiHMGR-12

(1.436 pb); HMGR-5/HMGR-13 (2.12s pb); HMGR-siHMGR-14 (1.342 pb); HMGR-

4/HMGR- 10 (750 pb), respectivamente (Carriles 2 al 9) y control negativo reacción (agua)

de PCR (Carril 10). Panel C: Representación gráfica de pPR20-XV[-5. El inserto de

4.600 pb (flecha verde gnresa) y fragrnento de 3.900 pb corresponüente al ger, HMGR

(línea verde fina).

H[1GR

::.

PM31
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insertodezl.316pb.ApatirdepLiHl1yuriliz¿mdolospartidoresT3y'17quehibridan

en la región de clonam iento mirltiple del vector. se secuenció completamente el inserto en

ambas direcciones. El alincamiento de las secucncias nucleotídicas dcl inscrto de pCH11

¡, del gen ÉlMGr? ([,50998) perrnitió identificar diferencias nucleotídicas puntuales entrc

a¡rbas. Sin embareo, el porcentaje dc identidad entre ellas es de un 99 %. lo que pen.itió

afirrnal que la secuencia clonada correspondería al gen ÉI,l.y'GR de -{ tlerulrorJtr¡us.

A partir de la secuencia de cDNA del gen I1Mó? previamente deducida en cl

Iaboratorio, se diseñaron oligonucletitidos complementarios para obtener el cDNA del gen

/1MG? mcdiante RI'-PCR (Figura 9A). Para la reacción de RT se utilizó conto molde el

RNA total extraído desde un cultir.o de la ccpa LICD 67-385 de X. tlendrorhotts. En una

primcra instancia se intentó ampliñcar cl cDNA del gen 11M6fi mediante una sola

reacción de PCR utilizando [a pareja de pafiidorcs HMGR-1/IIMGR-1,1 y como molde el

cDNA dc la levadura sin obtener resultados positivos. Por tal motir o posteriomente se

arnplificó con los partidores djseñados de tal manera que los productos de PCR

complementaran entre si. Colno se esperaba, se obtuvieron tres tiagnentos de

aproximadamente I kb denorninados A. ts y C (ligura 9 ts), Ios que se purificaron y

unieron mediante OE-PCR (Ovrlup Exten:;ir¡n PCR) con urr ciclo dc denaturación"

hibridación y elongación. AsÍ se logró un fiagmento de DNA de aproximadamente 3 kb

que posteriormente se clonó en el sitio EcoRV de pBluescript II SK(-). Luego se identificti

un clon pofiador del plásm ido denominado pCCH5 (Figura 9 B), cu¡ u inserto se secuenc ió

l arializó. indicando que su tamaño es de i.277 pb ¡ porta cl cDNA dcl gcn HMGR.

La comparacitin entre las secuencias genónrica y de cDNA de /1MGÁ. indicó que

el gen está const¡tuido por I0 exoncs.v- 9 introncs. La secuencia aminoacídica deducida a
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Posición (pb)

X. denúotlloLls - .
(UCD67 385 r

P r [¡oclozy1 ta
\f AU I,

G GC G A

C AG C T

o) o o c.)cf) (9
F- .- co aY)§ (O
§ co .f Lo|o oa.J N (,)(.)a9 §

C C ATC A

T T CCG G

TTC G

-A

Ló - l.c) (t l.- F- =iO - 
€oo-- '_ .a r)c) o, :a\r !i Lal a,') a¡

Figura 8: Comparacién de secuencia del gen IIMGR,

El alineamiento de las secuencias nucleotídicas del inserto de pCH11, que

contiene el gele HMGR de X. dendrorhous y la secuencia nucleotídica de la levadura P.

rhodozyma (E50998) descrita como "Improved production of isoprenoid". Éste análisis

permitió identificar diferencias nucleotídicas puntuales entre ambas secuencias para el gen

HMGR.
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A clllll;lt-Rr I il|\t(iR-R\l ll\l(;l{-l¡
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Jr-r i*xrir;,r ¡ pBsr\ í-)
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Figura 9. Clonado y secuenciación del cDNA del gen HMGR de X. ¡lendrorhors. Panel A: Esquema de los

oligonucleótidos utilizados para amplificar el cDNA del gen HMGR. Se indica el tamaño esperado de los productos de PCR A (en

amarillo), B (en verde) y C (en rojo). Panel B: Para las reacciones de RT-PCR se utilizó como molde el RNA total extraído desde

un cultivo de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous y los paÉidores indicados en el panel A. Los fragnentos A, B y C obtenidos

(I), se purificaron y unieron mediante OE-PCR obteniendo un fragmento de 3 kb (II), usando los pattidores HMGR-I/HMGR-14,

que luego se clonó en pBluescript Il SK(). Luego se transformó la cepa DH5o de ¿ coli y por reacciones de PCR de colonia (III)

con los partidores HMGR-4/HMGR- 10, se encontró una colonia positiva (Carril 5, Itr) y control positivo de reacción (Carril 6,

III). El plásmido pCCH5 (IV) que portaba la colonia se secuenció corroborando que porta el cDNA del gen HMGR.
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partir de la secuencia del cDNA correspondería a una proteína dc I .091 arn inoácidos. con

un tamaño molecular aproximado de 1 15.9 kDa y un punto isoeléctrico estimado de 8.5 I .

Sc comparó la sccucncia aminoacídica dcducida de HMGR con Ia base de datos

de dominios consenrados Expasy. enconlrando un don.rinio de 198 aminoácidos

denonrinado dominio de dctección de esterol (SSD). También se pudo detenninar oro

dominio de,107 aminoácidos, denominado hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa

(HMG-CoA reductasa o dorninio catalitico) (Figura 10). La predicción dc cstructura

secundaria de IIMG-CoA reductasa de X. clerulrorho¡r.r se realizó con cl programa

MINNOU (http://minnou.cchmc.org) y se pudo idcntificar 5 regiones transmembra en la

región amino tcminal de Ia proteína HMGR. que pemitiría el anclaje de la proteína a la

menrbrana del letículo endoplasmático (I{I). Los análisis anteriores sugieren luertemente

que el gen aislado eléctivamente codifica la enzima HMG-CoA reductasa dc X

dendn¡rhaus.

Para determinar la existencia de secuencias reguladoras en la región promotora del

genHMGRdeX. tlendrorhous, se realizó un análisis biointbmático de 900 pb de la región

río arriba del ct¡dón de inicio de Ia tradLrcción de dicho gen. Los resultados del mismo

pennitieron detemrinar el promotor central del gen. situando el sitio de inicio de la

tanscripción (posición +1, a 542 pb rio amiba del cod(rn de inicio de la traducción) y la

posible caja 'fA'l'A (5'-'fA'IAATA-3'. a 23 pb rio arriba del punto de inicio de la

transcripción). Adenrás- se identificó dos secLrencias SRE a la cual se une el factor SREBP

en respuesta a la depleción de esterolcs cn lcvaduras (Goldstein y Brown, 1990). Los sitios

SRE cn cl promotor se localizan a 225 y 298 pb rio arriba del punto de inicio de la

transcripción ( F igura 5 A).
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15 u6 Fr7 EB L9 E10

iiffiffi
Figura 10. Análisis de la región promotora y codificante del get HMGR.

Esquema de los elementos reguladores encontradas con herramientas bioinformáticas en

la región promotora del gen HMGR de X. dendrorhous. Panel A: Los números de pares

de bases indican la distancia de las secuencias al sitio de inicio de la transcripción (A, en

color a21). Panel B: Comparación del oDNA del gen HMGR con su versión genómica.

La región codificante es de 4.316 pb y esLí intemrmpida por 9 intrones generando un

ORF de 3.276 pb. Panel C: La secuencia aminoácidica deducida correspondiente a HMG-

CoA reductasa consta de 1.091 aminoácidos, ubicada en 1a membrana del retículo

endoplasmatico (RE). La región amino terminal tiene 5 regíon transmembrana presentes

entre los aminoácidos 46-65, 78-98,197 -216,221-240 y 326-344.Se indican los dominios

SSD, presente entre los aminoácidos 45 al243, y el HMG-CoA reductasa, presente entre

los aminoácidos 6l I al 1018, que se encontraron en la proteína deducida utilizando la base

de datos de dominios conservados del Expasy (http://orosite.exoasv.ordcei-

¿[oe c4¡\

[w?\Y. .,e//goecD

bin/prosite/ScanView.csi).

- 2911

gDNA
1315 pb

BIt|§ilt))
c
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El láctor transcripcional Rorlp reprirne la transcripoión de casi todos los gcnes

hipóxicos en condiciones de aerobiosis. El sitio de unión LIRS para este 1áctor er.r el

promotor de HMGR se encuentra entre +94 y +105 pb respecto al sitio dc inicio de la

transcripción (Figura 10 A).

Por otra parte. rnediante análisis de alineamiento múltiple de la sccuencia

anrinoacídica declucida. se observó que la proteína HMGR de X tlentlrorhou.s ftene

similitud mayor al 60 7o con secuencias peptÍdicas de otras HMGR. tales como la de Cl.

neolbrnruns (79,8 9i,), G. luciduru (62,9 oA), L. lticobr (62.7 %). M. globosa (80.7 lo). LI.

moltdis (69,3 %;), HMGI y llMG2 de S. cerevisioe (70,3 9; y 71.8 70, rcspectivarnente) 1,

de H. supiens (69,9 %) (Figura I l).

Adcmás. cor¡ro se esperaba. la región amino tenninal de la proteína HMGR de X

tlentlrorhous preserta una mcnor conservacirin que el dorninio catalitico (C-terminal)

(Figura 1l). La secuencia de aminoácidos de HMGR deducida de X. dcndrorhous posee

Ios sitios de unión a los sustratos HMG-CoA y NADPH, que son muy conservados 1,

lincionalmente impofiantes (Ruiz-Albert y col. 2002). Además, la enzima IIMGR de,{

tlendrorhous mantiene una serina en la posición 1.019 implicada en la modificación

postraduccional que regula la actividad de la enzima (Figura l1). fambién. la

corrparación de la secuencia arninoacídica de la I IMG-CoA reduclasa de d lcntlrt¡rhous

con la dc otros organisrnos, perrnite dcsarrolla¡ un cladograma como sc mucsl.ra cn la

Iigura 12. Se puede observar que la proteína de X. clanclrorhous agrupa con otras proteiras

perlenecientes a levaduras basidiomicetes. Estos resultados sugieren luerlemente que

et'ectivamente el gen HMGR de X. lendrorhou.r identificado codifica una proteína que

pefienece a la superfamilia de las HMG-CoA reductasas.
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Figura 11. Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica deducida de la proteína HMGR de X dendrorhous

con la de otros organismos. En el análisis se incluyó la proteína HMGR de C. neoformcms (AAW44143), G. lucidum

(ABY84849), L. bicolor (EDR01917), M. globosa (EDP4l943), U. maydis (EAK840I5), S. cerevisiae (HMG|, CAA86503i

HMG2, A,\867527). H. sapiens (NP_000850). Los sitios de unión a HMG-CoA (ENVIGxxxlP y TTEGCLVA), a NADPH

(DAMGMNM y GTVGGGT) y el residuo de serina conseryado se encuentran indicados en las letras rojas. El Softwa¡e utilizado:

European Molecular Biology Open (Rice y col., 2000).
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x.d§¡drohoü§ 0-16§l?
G.¡!.¡r¡duñ 0.21213
L.lri.ólsr O.19f§
U.]naVdis 6.2706§
tl,ga¡bosa §.?642
a.¡€afqrrsans o.60393
§.c<r€visi¡e_H$G2_ O. 19198
§,<erevisiae-HHc L- O. 1E366
;r.9arleñ5 s.323J5

Figura 12. Cladograma del alincamiento dc las secuencias de IIMG-CoA

reductasa de distintos organismos. En el análisis se incluyó la proteina HMGR de C.

neofbrntuns (.dAW441,+3), G. lucidunt (ABY8,+849), ¿. bicok» (EDR0L917)., M. globostt

(EDP41943), U. mavclis (EAK84015), S. carevisitte (HMG1^ CAA86503; HMG2.

,\\867527) y H. sopiens (NP 000850). El análisis fi¡e realizado con el programa

ClustalW (irlljr: \\ \\'.\ .,:iii.rr..riL I l¡lt ln!¡ ( iLrsliri\\ I ).

3.2 Estudios de funcionalidad del gen HMGR de X. dendrorhous

Corr el objetivo de evaluar la función del gen IIMGÁ dc X. dendrorhcttts

identiticado, se ¡ealizaron tres estrategias. En primer lugar se detenninó la actividad

cnzimática HMG-CoA reductasa en Ia cepa silvestre UCD 67-385 de X. derulntrhous en

distintos puntos de la curva dc crecimiento en los cualcs tanrbién se determinci los nivlcs

dc transcrito -É1MG-.R y contenido dc carote'noides. En segundo lugar, se obtuvo mutantes

porescición del gen IIMG-R apartirclc lacepaUCD 67-3li5 deX tlendrorhotts. En tercer

Iugar, se expresó el dominio catalític o (.cHMGR) de HMG-CoA reductasa de I

tlentlrorhous cn una cepa de ,!'. cer¿r'isia¿ recotubinante productora dc carotenclides.
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Actiyidad enzimática HMG-CoA reductasa. [-a deteminaciórr de la actividad

HMG-CoA reductasa sc basa cn la medida espectrofbtométrica del decrecimiento de la

absorbancia a 340 nm que representa la oridación del NADPH por la subunidad catalítica

de Ia enzima IIMG-CoA reductasa en presencia del sustrato HMG-CoA. Para establecer

la actividad HMG-CoA reductasa de la enzima codificada por el gcn HMGR de X.

tlcrulrurhous. primero se puso a punto el protocolo de obtencitin de la lracción

microsómica a parlir de células de la ccpa UCD 67-385 de X. dendrorhous. Ur,a vez

obtcnida esta fi'acción. se detenninó la concentración de proteinas presente y la

temperatura adecuada para medir la actividad HMG-CoA reductasa.

Para deteminar la actividad HMG-CoA reductasa a 1o largo de la curva de

crccimiento de la levadura y relacionar dicha actividad con la cxpresión del gen HMGR a

nivel de sus transcritos ¡- la producción de carote¡roides. se cultivó la cepa tJCD 67-385

d.e X. ¿lcndrorhot¿-r' en medio YM y se colectaron ütuestras luego de 24, 72 y 120 h de

cultivo que corresponden a las 1áses de crecimiento exponencial inicial. exponencial final

y estacionaria, respcclivamente.

En la Tabla 4. se entregan los valores de los niveles de transcr:ito dcl gen llIlG-R

que lucron evaluados respecto al gen que codifica B-actina (lCZ) de X. derult"orhous, el

cual ha sido usado previamcnte como gen normalizador en estudios cle expresión génica

en esta levadura (Lodato y cols., 200.1; Lodato y cols.. 2007; Miao y cols., 201 1; Marcoleta

y col., 201l ). El análisis de los resultados mostr(r que los niveles de transcrito (Tabla'1)

alcanzaron un nráximo al final de la t'ase exponencial (valor de expresión dc 94 moléculas

dc rlrRNA de IIMGRpoT cada 1.000 moléculas de actina. variación que corresponde a un
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aumento de 2 superior a los niveles iniclales); mientras que ai fina1 del crecimiento (fase

estacionaria) se observó una disminución de 2 veces de los niveles de mRNA con respecto

a 1os niveles iniciales. Adicionalmente, en 1a Tabla 4 también se indica la actividad HMG-

CoA reductasa fepfesentada como unidad de actividad específica por proteína totales

(tllmgP). El análisis de los resultados, mostró un aumento de 8 veces de la actividad

HMG-CoA reductasa al fina1 del crecimiento exponencial con respecto a los niveles

determinados al inicio del crecimiento; en tanto que al final del crecimiento los valores de

actividad HMG-CoA reductasa retomaron a los niveles de inicio de fase exponencial. En

cuanto a la producción de carotenoides, se observó una disminución al final de la fase

exponencial de crecimiento en relación con los niveles iniciales. Sin embargo, la máxima

producción de carotenoides se obtuvo al final del crecimiento (fase estacionaria)

observando un aumento de 2 veces en relación a los niveles iniciales. La producción de

carotenoides obtenida coincide con lo observado por I-odato y cols. (2004).

T¿bla 4: Parámetros de niveles de transcrito del gen HMGR, actiüdad HMG-CoA

reductasa y producción de carotenoides en la cepa UCD 67-385 de X dendrorhous.

Fase de

Crecimiento
Niveles de

transcrito de

ITMGR (*)

Actiüdad
HMG-CoA

Reductasa (U/mgP)

Producción de Carotenoides

(pg de carotenoides/g de

levadura seca)

Inicio de

exponencial

Final de

exponencial

Estacionaria

44+ 3

94't1

t9 + 2

I .12 + 0.32

8.81 + 0.97

1.75 r 0.71

23 1,62 + 56.05

91"41 + 5.16

.199,98 + 54,92

4 corresponden a la desviación estiíndar entre experimentos independientes (":3). (*)
Representa niveles de transcrito del gen HMGR como veces de cambios de su expresión
con respecto a la de1 gen de actina.
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Obtención de mutantes del gen HMGR de X. dendrorhous, análisis fenotípico

y de niveles de transcrito del gen llMGR. La rnutación del /rlc¿r,r HMGR de la cepa

silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous se realizó tnediante la recombinación y

recrnplazo de este gen por un módulo porlador dcl gen hplr o á/c. que contieren resistencia

a higromicina B o zeocina, respectivamente a las cepas de X. dendrcrhc¡us que lo potan

(Niklitschek, 2007: Drocoun y cols., 1990).

Para obtener el módulo requerido para la transf¡rmaci(rn de ,{ clentlrnrhous, se

digilió cl plásmidiopCHll conlas enzimas Srrrl yNcolpara escindir 1.417 pb del /oca.s

HMGR. De esta manera" se recuperó un fra¡lnento dc DNA dc 5.857 pb que contiene al

plásm ido pBluescript II SK(-) y paIte dei gen HMG-R. En paralclo, el plásrriido pMN-Hyg.

que pofa el módulo de conl-rere resistencia a higromicina B enX. dendrt¡rhou.r. sc digirió

con la enzima EcoRV liberándose un fragmento de 1.912 pb corrcspondiente a este

r¡ródulo. Este fiagmento se purific(i ¡ se ligó al fragmcnto de 5.857 pb descrito

anteriormente y como resultado se obtuvo cl clon ClIl16 portador del plásmidio

pJ-Hl:tC;R::hph (labla 2). que se utilizó posteriomente para transfomar 1a cepa UCD 67-

385 dc l( dendrorhous (Figura 13 A). Por otra parte, para la construcción del plásrnido

p,\HMGR:ble (Tabla 2), primero se amplilicó clos fragmentos de DNA de la cepa UCD

67-385 dc X. derulntrhous de 828 pb y de 820 pb, correspondientcs a la secuencia

genómica río arriba y río abajo del gen HTVGR, respqctivamente. La región río arriba se

amplificó con la pareja de partidorcs FW.A.HMGR/RV.A.HMGR. micntras que la región

río aba¡o con 1os pafiidores FW.T.IIM(}R/RV.T.HMGR. Lucgo de purilicar estos

lragmentos desde un gel de agarosa, se unieron media e OE-PCR ya que de acuerdo al
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Figura 13. Estrategia para la inserción del DNA transformante en el k¡cus HMGR.

Panel A: El módulo de resistencia a higromicina B de X. dendrorhous se insertó entre los sitios SÍul y Ncol del plásmidio

pCH11. El plásmido pLHMGR::hph se digirió ao¡ )hal y Srnal para liberar el DNA transformante. Panel B: El módulo de

resistencia a zeocinade X. dendrorho¿rs se insertó en el sitio Hpal del plásmidio pCZ3l, obteniéndose el plásmido pLHMGR::ble.

Este plásmido se digirió con Pr/l y Xhol para liberar el DNA transformante. Los plásmidos pLHMGR::hph y pA,HMGR:. ble

digeridos se utilizaron de manera independiente para transfonnar la cepa UCD 67 -385 de X. dendrorhous, que se integra en el

locus HMGR de X. dendrorhous por recombinación homóloga.
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diseño de los partidores. éstas presentan regiones complementarias. Postcriomcntc cl

producto se arrplificó utilizando los partidores FW.A.HMGR/RV.T.HMGR.

Adicionalmente, en el diseño de parlidores ¡rara generar esta construcción se incorporó un

sitio dc rcconocilniento dc la cndonucleasa de restricoión Hpttl rJe fal rnanera que éste

quedara entra la región río arriba y río debajo dc HMGR l permitirá la introducción de

los módulos dc resistencia cntrc ambas. A continuación el fiagmento de 1.648 pb

finalmente obtenido se clonó en el sitio EcrlRV de pBluescript ll SK(-) con el que se

transfon¡ó -É'. co1l. Lucgo sc idcntificó ¡ aisl(r un clon portador del plásmido recotnbinante

(pCZ3 1) al que posteriomlente se Ie introdujo el módulo de resistencia a zeocina de I . I 75

pb en el sitio Hp¿¿l del plasmidio pCZ3l. obteniéndose el clon CZ23 porrador del

piasmidio pAI1,{[GR::á/c que se Lrtilizó para transfomar X tlentlrorfu.¡us (Figura l3 B).

De manera independiente se transfomó la cepa UCD 67-385 de -{ dendrc.¡rh¡tus

con 15 pg de DNA transl-onnante obtenido cle los plásmidos p\I{MGR::hph y

p,\HI{GR.:ble (Figura 13). Luego de cuatro días se observó la aparición de colonias

translonnantes resistentes a higronticina B o zeocina, respectivamente. Considerando que

la cepa UCID 67-385 es diploide (l{ermosilla y cols,2003), se obtuvo transformantes

385.llMGR.Hgy, resistentes a higromicina de lcnotipo naranja y 385.HMGR.Zeo,

lesistentes a zeocina de f-enotipo anaranjado pálido, arnbos de genotipo heterocigotos

(HMGR ( ' )) para el gen HMGÁ (Tabla I y Figura 14 A). La confilrrración del genotiptl y

ta presencia de la mutación en las cepas transfonrantes, se realizó rnediante PCR

utilizando como molde el gDNA de ias cepas silvestres y de los translormantes con

distintas pare.jas de pafiidorcs que pemritel analtzar el lt¡ctts HMG,R (Figura 14 D, E y tJ).
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Figura 14: Análisis genotípico de las cepas transformantes 385.HMGR.Hyg y 385,HMGR.Zeo de X dendrorhous.

Panel A: Cultivo en placas YM-agar de las cepas estudiadas: UCD 67-385 (A). 385.HMGR.Hyg (B) ¡, 385.HMGR.Zeo (C). Panel
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B y C: Esquema del locus HMGR en las cepas 385.HMGR.Hyg y 385.HMGR.Zeo. Se indica la posición de los partidores

utilizados en el análisis por técnica de PCR (flechas rojas). Panel D: Productos de PCR resueltos en gel de agarosa al I o/o al ttlilizar

los siguientes DNA moldes y partidores entre paréntesis: carril l: 385.HMGR.Hyg (HMGR5/HMGRl2), carit 2: UCD 67-385

(HMGRS/HMGR I2), carril 3: plásmido pLHMGR::hph (HMGR5/HMGRI2), calril 4: UCD 67-385 (HMGR4/HMCR10), carril

5: plásmido pLHMGR::hph (HMGR4/HMGRl0), carril 6: 385.HMGR.Hyg (HMGR4/HMGRl0), carril 7: agua, carril 8:

conesponde al DNA de l./illrdlll. En el carril I las bandasA(2.360 pb) y B(1.900 pb) corresponden a la amplificación del alelo

mutante y el alelo silvestre del gen HMGR, respectivamente. Panel E: Producto de PCR con los partidores HMGRP lA y HygFW

engel de agarosa al I %. DNA molde utilizado: carril I:385.HMCR.Hyg, carril 2: UCD 67-385, carril3: plásnido pL,HMGR;:hph,

carriles 4-6: controles negativos (Agua) y carril 7: DNA de )'l Hittdlll. El amplificado de 3,2 kb obtenido (caril l) demostlo que

la recombinación homóloga tuvo lugar en el locus HMGR. Panel F: Productos de PCR resueltos en gel de agarosa I 0/o. El

amplificado de I .340 pb con los partidores FW.A.HMGR y Zeo.RV se obtuvo a partir de los DNAs: Carriles l-6: 385,HMGR.Zeo,

canil T: pNIMGR:;ble, caníl8: tiCD 67-385, caril 9: control negativo y carril l0: marcador de tamaño molecular DNA 1kb. El

amplificado de 1,4 kb obtenido con los partidores Zeo.T.HMGR.RV y Zeo.FW demostró que la recombinación honróloga tuvo

lugar en el locus HMGR. DNA moldes: cariles del ll al l6: 385.HMGR.Zeo, carril 17: pLHMGR;:ble, caril l8: UCD 67-385 y

can'il 19: control negativo.
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I-as reacciones de PC-'R conllnnaron que los transformantes 385.I{MGR.Hyg y

385.HMGR.Zeo son heterocigotos para el gen HMGR. donde hay un alelo silvestre y otro

mutante.

A continuación se eraluó el ef'ecto fenotÍpico de Ia mutaciórr de HMGR et X.

dcrulrorhous. Para ello, las cepas mutarltes obtenidas y la cepa silvestre se cultiva¡on en

medio YM suplementado con 20 g/l glucosa a 22"C con agitación constantc. El aumento

de la biomasa se siguió midiendo la densidad óptica del culfivo a 600 nnr- colectando

muestras en 4 tiempos a lo largo del crecimiento celular, corespondientes la 1áse

exponencial exponencial temprana (1). exponencial nredia (2)" exponencial tardÍa (3) ;"

estacionaria (4) (Figura 15 A). A parlir de dichas muestras se extrajo RNA total,

carotenoides totales ¡ se dctemrinó el peso seco. Como se observa en la figLrra 15 A. bajo

las condiciones de cultivo utilizada el crecimiento dc las ccpas UCD 67-385,

385.HMGR.Hyg de X. tlerulrorhour no presentó difcrencias signif)cativas. Sin embargo.

el crecimiento dc la cepa 385.HMGR.Zeo present(r diferencia significativa con respecto a

la cepa silvestre.

Con el obletivo dc evaluar si ef'ectivamente la mutación en el gen ÉI\.[GR reduce

los niveles de su transcrito, se analiza¡on sus niveles respecto al gen que codifica pala p-

actina (lCD dc X dentlrorhotts mediante RT-qPCR (Iabla 5). I-os resultados indican que

los niveles de transcrito del gen Hl.lGR son prácticamente constantes a lo largo de todo el

crecimiento. Se puede observar que los nivelcs de mRNA en la cepa UCD 67-385 de -ll

¿lentlrorhou.s se encuertran acolados entre 30 r' 62 moléculas de mRNA de HMGR por

cada 1.000 moléculas de mRNA de actina (variaci(rn máxima no mavor a 2.5 veces).

similar a lo que ocure en las cepas 385.HMGR.I{yg y 385.HMGR.Zeo donde ios nivclcs
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Figura 15. Curvas de crecimiento de las cepas UCD 67-385, 38S.IIMGR.Hyg

y 385.HMGR.Zeo ile X dendrorh¿¿s cultivadas en medio YM. Curvas de crecimiento

de las distintas cepas estudiadas cultivadas en medio YM a22oC con agitación constante.

Cada cepa fue cultivada en triplicado, se indica el valor promedio y las barras de error

corresponden a la desviación eslándar. Las flechas indican los tiempos en que se tomó

muestras para análisis posteriores. La cepa 385.HMGR.Zeo alcanzó una menor biomasa

respecto a la cepa silvestre al final del experimento (prueba t-Student, P<0,05).
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Tabla 5. Nivel del transcrito HMGR en las

385.HMGR.Hyg y 385.HMGR.Zeo cultivadas en medio YM.

cepas UCD 67-385,

Fase de UCD
Crecimiento 67-385

385.HMGR.Hyg N.S.E.I 385.HMGR.Z.€o N.S.E.1

Exponencial
temprana
Exponencial
media
Exponencial
tardia

Estacionaria 30 + 5,0

44 .| 3,0

52 + 5,0

62 + 9.0

32 + 3,9

48 + 4,0

54 + 9.9

25 + 4.0

NS 19 + 9.3

20 + 1.3

17 + 1,7

20 + 3.5

NS

NS

NS NS

a corresponden a la desviación estándar entre experimentos independientes (n=3).
(r)N.S.E.: niveles de significanción estadísticos. Los signos (*) : P<0-05 y (***) :
P<0.001 indican que las predicciones son cstadisticanrcnte significativo y NS : no

significativo.

de transcrito se encuentran acotados entre 25 1 54: 1' l7 y 20 molécLrlas de mRNA dc gen

HMGR por cada 1.000 moléculas de actina. respectivamente. La expresión constitr.ltiva

del gen I1MG,R es esperable considerando que pafiiciparía tanto en la generación de

moléculas esencialcs para el crecirniento v la generación de biomasa. como en la síntesis

de precursores de rnetabolitos secundarios tales cono los carotenoides.

El análisis de los nireles de transcrito del gen ÉIMGR en la cepa 385.HMGR.Hyg

dc X. dendrorhou.r no prcsentó una diferencia significativa en comparación con la cepa

silr,estre. pero prescntó una disminución máxima dc ttn 27 oA en la fáse exponencial

temprana de crecimiento en relación a la cepa tlCD 67-385 de X. dendrorhous. Por el

conlrario. se obser-vó dif'erencias signitioativas de los niveles de transcrito del gen HMGR

de la cepa 385.HMGR.Zeo de -ll clendrr-¡rhous en comparación con la cepa silvestre.
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Se encontró que ésta última presenta una dislninucirln en los niveles de mRNA

mayol al 30 0% cn todas lhses de crccimiento analizadas. obtcniéndose un máximo de un

72 % de los niveles dc transcrito en Ia fase cxponencial tardia dc crecitniento.

Finalmente para determinar si la dif'crcncia en la pigrnentación entre la cepa

silveslre y las cepas translbrmantes se debe efectivamentc a dif'erencias en Ia cantidad de

carotenoides producida ¡,/o a dilerencias en la composici(rn de éstos. se ertrajo los

carotenoides de las diferentes cepas en los zl tiempos de crecimiento celular analizados Ios

que se cuantificaron espectrofotornétricamente (Figura l6) y se analizaron mediante RP-

HPLC (Tabla 6).

Los resultados cn la Figura 16 muestran la producción de carotenoides totales por

las distintas cepas en estutlio en lunción de los 4 tiempos de crecimiento celular

analizados. La cepa UCD 67-385 produce entre 100 a 230 ¡rg de caroteiroides por g de

Ievadura seca durante la lase crecimiento exponecial (24. 12 y 120 h). mientras que al

fiial dcl crccimiento celular (120 h) la producción obtenida fue de 499 ¡Lg de carotenoides

por g de Ievadura seca. Para Ia cepa 3 85.t IMGR.I 11g la producción de carotenoides totales

no presentó una dif'erencia signiticativa respecto a la ccpa UCD 67-385 de X

dentlrorhous. Sin embargo. la cepa 385.HMGR.Zeo presentó menos carotcnoides totaLes

que la cepa silvestre, llegando a producir hasta un 30 0/u menos dc carotcnoides por peso

seco de levadura lucgo de 120 h de cultivo. En cuanto a la composición dc carotenoides

producidos se encontró que la cepa 385.HMCR.Hyg no mostró dife¡encias significativas

en relación a la cepa UCD 67-3851 mientras que la cepa 385.HMGR.Zeo si las presentó

particularmente en cuanto a la cartidad de astaxantina ( l'abla 6).
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Figura 16. Producción de carotenoides por las cepas UCD 67-385,

385.HMGR.Hyg y 38S.IIMGR.Zeo de X dendrorh¿zs Producción de carotenoides por

1a cepa silvestre (UCD 67-385) y 1as cepas mutartes del gen IIMGR expresado como pg

de carotenoides/g de levadura seca en función de diferentes fase de crecimiento celular

[fase exponencial exponencial temprana (24 h), exponencial media (48 h), exponmcial

tardía (72 h) y estacionaria (120 h». Las barras de error corresponden a la desviación

estándar entre experimentos independientes (n:3). Prueba t-Student: niveles de

significancia estadística, (*): P < 0,05; (**): p¡9,91i (*+*): P<0,001.
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Table 6: Composición de carotenoides de Ia cepa silvestre y múantes HMGR de X
dendrorhous enpg de carotenoides/g de levadura seca a las 120 h de cultivo.

Carotenoides UCD 67- 385.HMGR.Hyg N.S.E.I 385.IIMGR.Zeo N.S.E.r
38s

4l 0-8 +Astaxantina 
Zl q

pcaroteno f:,f *f ,S

Otros 77,7 ,L 32,8

NS

NS

NS

NS

NS

40Ol+)7)

10,5 r 3,5

95,ó + ó,5

24E.9 + 35,8

1 ,9 + 13,7

62.8 + 15,5

a corresponden a la dcsviación estándar entrc cxperimentos indepcndientes (n:3).
rr)N.S.E. niveles de significancia cstadística: (*): P<0.05 indica quc los valores
prescntan diferencias estad ísticamente significativas y NS : no dif'erencia significativa.

Expresión del dominio c¿talítico (:HMGR) de HMG-CoA reductasa de X.

dendrorhous en una cepa d.e S. cerevisiue recombinante productora de carotenoides.

En varios microorganismos, la síntesis biotecnológica de carotenoides, ya sea por

produccitin homóloga o heteróloga. puede llegar a ser más atractivo v más ecorrónrica que

la síntesis química (Misarva y Shimada., 1997). Con este fin, la levadura S. cereyisitte es

ampiiamcnte utilizada en las industrias de fen¡entación )/ cervecera por su fácil manejo

y manipulación genética (Ostergaard y cols.. 2000).

leniendo en cuenta quc § c'crzllslrre no produce naturalmenle carotenoidcs, cn

trabajos previos rcalizados en el laboratorio" se introdujeron y expresaron los genes

carotenogénicos crtE, crtl y crtYB de X. clcnclrctrhous. obteniendo una cepa recombinante

que produce p-caroteno denominada 328Sc-bcar (Tabla I ). La biosíntesis de ergosterol y

carotenoides de esta ccpa se esquematiza en la Figura 5.

Para evaluar la fiurción del gen HMGR de X. tlentlrnrhou.s 'y sn e1écto en la sintesis

de c¿rrotenoides en la cepa 528Sc-bcar de S cei'o,ls/oc. se expresó la región 3' cle dicho
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ger que codlllca el dominio catalítico de la enzima de IIMC-CoA reductasa (r:É1MGR) cle

X. tlerulntrhous.

Para construir el módulo de expresión que contiene el dominio catalítico de

HMCR requerido para la transformación de la cepa S288c-bcar de S. cereyl.slae, primero

se amplificó l.870 pb de la región 3'del gen HMGR ullhzando los parlidorcs

cHMGRpYES2 y HMGR-I4 (1'abla 3). Posteriormente. el fragmcnto obtcnido se clonó

en el vector de exprcsión pYES2 quedando bajo el control dcl promotor GlZ1, induciblc

por galactosa y reprimido por glucosa en S r¿r¿r,l.ri¿¿¿ (Ginigcr 1, cols., 1985). Además" al

vector recombinante obtenido se Ie incorporó un módulo que confiere resistencia a G418

en el sitio de resÍicción ,Vd¿I, obteniendo finalmente el vector pYIlS2.cHMGR.Gzll8

(Tabla 2).

La cepa S288c-bcar de S. ceretisiae se transformó con 15 pg del plásmido

pYES2.ctIMGR.(i41E y las células se sembraron cn mcdio YM suplementado con G418.

Después de 2 días de incubación a 30"C. se observó la aparición de colonias

transformantes resistentes a G¿l18. Como resultado se logrii aislar cuatro clones

clenorninaclos S288o-bcar.cIIMGR- 1 al4 (Figura 17 A) que presentaron una pigmentación

rrás intensa respecto a la ccpa parental. En estas cepas se confirmó la presencia ciel

plásmido pYES2.cHMCR.G,l18 por PCR y su la rcsistcncja al antibiótico G418 en

cultivos con MM + 2 o¿ galactosa, supJementado con G418 (200 pg/ml). Para poslcriorcs

análisis, se seleccionó la cepa S288c-bcar.cHMGR-4.

Finafmente con el objetivo de analizar el impacto de la erpresión de cIIMCR de

X. derulrorhous en la cepa S28Ec-bcar de,§. ceret'isiua, se evaluó el crecimiento. la
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Figura 17. Cultivo de las cepas S288c-bcar y S288c-bcar.cHMGR,4 de §. cerevisiae. Panel A: Cultivo en medio

completo YM de las cepas S288c-bcar (0) y S288c-bcar.cHMGR (1 al 4). Panel B: Curvas de crecimiento de las cepas S288c-

bcar (en azul) y 3288c-bcar.cHMGR.4 (en rosa) cultivadas en medio mínimo suplementado con galaclosaZ yo a22oC con agifación

constante. Las barras de error corresponden a la desviación estándar entre experimentos independientes (n=3). Ambas cepas

presentan diferencias significativas en su crecimiento (prueba t-Student, P<0,05).
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producción dc carotenr¡ides l esferoles. y la expresión de cHMGR d.e X. dentlrorhous ea

la cepa S288c-bcar.cl IMGR.4. f)e esta nrarrera. ranto la cepa parental (S288c-bcar) como

la cepa que expresa a cllMG,ll (S288c-bcar.cHMGR.zl), se cultivaron en medio MM +

galactosa al 2 o/o durante 120 h con agitación constante a 22'C. Al flnal del crecimientcr

( 120 h) se tomti muestras de los di1'erentes cultivos para cvaluar la biomasa I la producción

dc carotenoides y de esteroles.

EI crecimicnto de 1as cepas S288c-bcar y S28 8c-bcar.cHMGR.,1 se detenninó por

nledidas de DO ¡,ol n. a lo largo del tiempo de incubación. En la figura 17 B, se muestran

las cun as de crecimiento de ambas cepas, las quc prcscntaron dif'erencias signiticativas

bajo las condiciones de cultivo utilizadas. Las cepas S288c-bcar y S288c-bcar.cHMGR..1

alcanzaron valores de velocidad de crccimiento quc varia cntrc 0.17 y 0.20 DO ror ..ih,

respectivamente.

Adicionalmente. en ambas cepas se evaluó la producciórr de esteroles y de

carotenoides luego de 120 h de cultivo. En cuanto al contenido de estcroles totales, se

obscrvó quc la ccpa S288c-bcar.cHMGR.4 produce aproximadamente 2 veces mas

esteroles en relación a la ccpa parental 5288c-bcar (t-student, P<0,01) (Figura tE). En

ambas cepas se c¡bservó que predorrina un único peak en el canal de 280 nm con

aproximadamente I8 niin dc tiempo de retención que posee caracteristicas espcctrales

corespondiente a ergosterol. Por otra pafte. se confinnó que la dilerencia en la

pigmentación obscrvada a simple vista se tlebe a diferencias en la canlidad (Figlrra 18) y/o

conrposición (Tabla 7) de carotenoides producidos.

Ambas cepas mostraron dil'e¡encias significativas (t-sludcnt. P<0.01) en cuanto al

contenido total de carotenoides donde la cepa S28 8c-bcar.cHMGR.4 produce I veces más
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Figura 18: Producción de esteroles y carotenoides en las cep¿s S288c-bcar y

S288c-bcar.cHMGR.4. Muestras tomadas luego de 120 h de cultivo en medioYM a 30'C

con agitación constante. El contenido de ergosterol (barras rosa) y carotenoides (barras

naranjas). Las barras de error corresponden a la desviación esüándar entre experimentos

independientes (n:3). (*+): prueba rStudent, P<0,01).
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que 1a cepa parental S288c-bcar luego de 120 h de cultivo (Figura 18). Por otra parte,

ambas cepas también mostraron una diferencia significativa en cuanto a la composición

de carotenoides, encontrándose una mayor producción de fitoeno y 7,8-dihid¡o-b-caroteno

en S288c-bcar.cHMGR.4 (aproximadamente 8,5 y 7 ,9 veces mayor, respectivamente) en

relación a la cepa parental. Además, la producción de licopeno, 3,4 dihidrolicopeno y

toruleno disminuyó aproximadamente un 70 o/o en la cepa S288c-bcar.cHMGR.4 en

relación a la cepa S288c-bcar. Sin embargo, el contenido de B-caroteno no mostró

diferencias significativas (Tabla 7).

Table 7: Composición de carotenoides de las cepas S288c-bcar y S288c-

bcar.cHMGR.4 de S. cerevisiae en Ig de carotenoides/g de levadura seca al final del

crecimiento.

Carotenoides S288c-bcar S288c-bc¿r.cIIMGR.4. N.S.E.t

Neurosporeno

pcaroteno

32.2 + 1.3 1 1.2 + 0.6

7,8 Dihidro-$caroteno 35,8 + 8,5

316.2 + 15.1 294,3 +22.1 NS

Licopeno

3,4 DihidroJicopeno

Toruleno

255.4 + 21

60.3 + I 
"9

5 7.2 + 4,8

281.7 + 21.3

81.6 + 3.7

11 O + { 1

8,6 + 0,5 +

Fitoeno 323,3 + 99,4 2772,3 + 56,7

* corresponden a la desviación estándar entre experimentos independientes (n:3).
(r)N.S.E.: niveles de significación estadísticos: (*)= P<0,05 y (*x*): P<0,001 indican
que los valores presentan diferencias estadísticamente significativa y NS - diferencia no

significativa.
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3.3 Determinación del efecto d€ la luente de carbono en la expresión del gen

HMGR en la cepa silvestre d,e X. de ndrorhous

La glucosa causa una represión transcripcional de algunos genes involucrados cn

la sÍntesis de astaxantina en )(. tlentlrorhotts. mostrando una correlacitin con la inhibición

en la síntesis de pigmentos (Marcoleta ¡ cols.. 201 1). En el análisis bioinlonlático de la

regiirn promotora del gen llMGrR de X. dendrorho¿ls no se encontró una secuencia

rcguladora MIGI modulada por glucosa. Sin embargo, estudios cn S. ceret'isioe

demostraror.r que la presencia de glucosa aumenta 6 r. eces la aclividad HMG-CoA

reductasa bajo condiciones aeróbicas (Bcrndt1cols.- 1973). Porotro lado. laadiciónde

etanol a cultivos dc X. tlenclrrtrhou.r incrementa la cantidad de pigmentos al final del

crecimiento de la levadura (Wozniak, 2008 y Gu y cols.. 1997). Normaimente. cuando la

levadura crece cn un medio de cultivo con glucosa como única fitente de carbono, la

ir¡ducción de la síntesis de carotenoides coincide con la disminucitin máxirna dc la glucosa

y la concentración máxima dc etanol alcanzada (aproxir'rladamente 2 g/l) que se fonra por

la lementación de la glucosa (Lodato ¡,cols..2007). Además. la adición de etanol a

cultivos cle la levadura induce la cxpresión de genes carotenogénicos en X. dcndrorhous,

promoviendo adcmás la síntesis r/e nolo dc carotcnoidcs (Marcoleta y ools., 2011).

Debido a quc Gu y cols. (1997) observaron que el ef'ecto inductor de la carotenogénesis

mediado por el etanol cstá estrcchamente relacionado con un aumento de la actividad de

la cnzima HMG-CoA reductasa en la levadura, se esperaba que el ctanol podría rcgular

positivarnente la expresi(rn del gen HMGR, prornoviendo así un incremento de precursores

en la síntesis de carotenoides.
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Para evaluar el efecto de la luente de carbono en la expresión del gcn HTVGR. se cultivó

la cepa UCD 67-395 de X. dendrorhous en medio \.M sin glucosa hasra alcanzar la fase

estacionaria de crecimiento (DO r,oo." eltre 2.5 y 4). Luego. cl cultivo se dividió en dos

matraces Erlenmeyer: a uno de ellos se le suplemcntó glucosa o etanol a una concentración

final de 2 9á (viv) y 0,2 % (v/v), respectivamcnte (nredio inducido); y a el otro se le agregó

el mismo volunten de mcdio YM sin glucosa, pero sin una fuente de carbono adicional

(rnedio control). Ambos cultivos sc incubaron a 22'C y se tomaron rnuestras luego de 0.

1.2.4.6 y 24 h posteriores al tratamiento. A cada ¡¡uestra se le detenninó la DO ¡oo 
"",

para evaluar cl c¡ecimiento post-inducción (Figura 19). Se observó que la DC) 600 ¡m

mantuvo un valor de 2,8 constante en el control (sin fuente de carbono adicional), nrientras

que ósta aumento significativamente en los cuitivos con tratamiento con glucosa o etanol

alcanzando una DO ooo nn, de 8 y 5.9. respectivamente a las 24 h. Esto indica que ambas

fueirlcs cle carbono reactivan el crecimicnto post- induoc i(rn.

Adicionalmente, a cada mucstra se le extrajo el RNA total para estudiar la

expresi(in de los niveles de transcrito dcl gen flMGrR por RT-qPCR. Adicionalmente, en

cl cstudio sl: inclu)ó a los genes: grg2 ([GenBank: JN043364], control de represión por

glucosa), PDC ([GcnBank: HQ69.1558], control de inducción por glucosa). crls

([GcnBank: EU71]462l. oontrol de induccirin por etanol) ) actina (gen constitut¡\,o,

GenBank: X89898. 1 ) de X. tlen drc»'h otti (Marcoleta y cols. 20 I 1 ).

llfecto de la glucosa en los niveles de transcrito del gen ¿IMGfr de X.

dendrorhous. La evaluación de los niveles de mRNA de los genes grg2, PDC y HMCR

pennitió deteminar que la adición de glucosa disminuye aproximadamente I ó0 veces los

niveles de los transcritos grg2 y aumcnta aproximadamente 6.4 veces los niveles de los
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Figura 19. Crecimiento de la cepa UCD 67-385 post inducción. Densidad

Óptica a 600 nm en el medio control (YM sin glucosa; negro) y en el medio inducido con

glucosa (Rojo) o etanol (verde). Las barras de error corresponden a la desviación estándar

entre experimentos independientes (n:3). Prueba rstudent, (*) = P < 0,05 o (**): P<0,01.
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transcritos PDC. Ambos ef'ectos alcanzan su máximo luego de 4 hpostadición de glucosa.

mieltras que a las 24 h, ya no se deteota este efécto soble la cxprcsión de los mismos. El

análisis de los niveles de transcrito del gen IIMGR (Figura 20) cla como resultado que sus

niveles de mRNA prcsentan carnbios significativos en relación a los tiveles dc transcritos

prcscntes en el rnedio control durante la primera h dc inducción. incrementando

gradualmente desdc la segunda v alcanzando un máximo luego dc,1 h (incremento

aproximado de,1 veces). Entre las 4 y 24 h post-irrducción- Ios niveles de transcrito dcl

gen HMGR en el medio indtLcido no presentan diférencias sigrificativas con los niveles

reportados en el medio control.

Efecto del etanol los niveles de transcrito del gen HMGR de X. dendrorhous.

La niveles de mRNA de1 gen crtS, utilizado como gen control de inducción por etanol, se

matuvieron relativamente constantes durante las 6 primeras horas post-inducción,

observándose posteriormente un incremento de la expresión a las 24 h de 12 veces de

cambio respecto al tmtamiento control. L.os niveles de transcrito del gen IIMGR (Figura

21) presentan un incremento significativo en relación a los niveles de transcrito en el

medio control a las 0 y 1 después de la inducción con etanol. Sin embargo, los niveles de

mRNA dei gen IIMGR disminuyen signifrcativamente desde la segunda h alcanzando los

niveles más bajos a las 4 h (3 veces menos en relación al control).



83

to^
=hEX
oc!,9
€E
o9U'^
(E:
F6
o:
(Jt
9.8
-lI o

9s
z 0124624

Tiempo despues de adición de glucosa (h)

Figura 20. Efecto de la glucosa en los niveles de transcrito del gen IIMGft de

X. denilrorhous. La gráfica representa la expresión relativa del gen I{MGR después de la

adición de glucosa. La expresión se determinó como veces de cambio de la expresión del

gen HMGR (número de moléculas de mRNA de HMGR por cada 1000 moléculas de

mRNA de actina), en el medio sin inductor (medio control : barra gris) y en medio

inducido por glucosa (barra roja), en función de las horas analizadas después de la adicción

de glucosa. Los niveles de expresión se normalizaron respecto al gen de actina (lCQ

como referencia. Las barras de error corresponden a la desviación estándar entre

experimentos independientes (n:3). Prueba rstudent, (*) : P < 0,05 o (**): P<0,01.
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Figura 21. Efecto del etanol en los niveles de transcrito del gen HMGR de X
dendrorhoas. La gráfica representa la expresión relativa del gen HMGR después de la

adición de etanol. La expresión esá determinada como veces de cambio de la expresión

del gen I/MGR (número de moléculas de nRNA de ÍJMGX por cada 1.000 moléculas de

mRNA de actina), en el medio sin inducto¡ (medio control : barra gris) y en medio

inducido por etanol (barra verde), en función de las horas analizadas después de 1a

adicción de etanol. Los niveles de expresión se normalizaron respecto al gen de actina

(ACI) como referencia. Las barras de error corresponden a la desviación estándar entre

experimentos independientes (n:3). Prueba t-Student, (*): P<0,0S, (**) = P<0,01 o

(***): P<o,oo1).
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3.,1. Estudiar la erpresión del gen HMGR y fenotipo productor de

carotenoides y esteroles en mutantcs CyPóI incapaces de producir ergosterol dc X.

lerulrorlruus,

La sintcsis dc carotenoides al igual que la de esteroles. siendo el ergosterol el

principal esterol en hongos, deriva dcl isopcntcnil pirofosfato (IPP) que en eucariortes se

sinteliza a trar,és de la vía del mevalonato (MVA) (NIizbrko. 201l) (Figura 5). Por 1o

tanto" Ia vía del 1\4VA genera precursores comunes para la síntesis de ergosterol 1

astaxantina en ,{ tland rt¡rhous. Por interrupc ión de I gen C')'Pó1, involucrado cn la síntes is

de ergosterol elr;rX. dendrc¡rhous. se obtuvo mutantes de un color rojo más intenso lo que

sugiere quc las ccpas mutantcs producen rnás carotenoides. Tcniendo en cuel)ta que el

paso linritante en el control del flujo metabólico de la vía del MVA es el paso catalizado

por la enzima HMG-CoA reductasa (Britton y cols., 1998), y que la transcripción del gen

HMGR se encuentra regulada por la concentraci(rn de esteroles (tsrown y Goldstein,

1997). se planteó estudiar el fcnotipo de los mutantes C'YPól , analiza¡do el contcnido y

composición de carotenoides. contenido de ergosterol y expresión del gen 11MGR. Los

mutantes pol interrupción del gen CIPó7 tle X. lerulrorhou.r ulilizadas t:n este trabaj o

fueron obtenidas por Loto y cols. (2012). Las cepas analizadas fucron las cepas silvestres

parentales: UCD 67-385, CBS 6938 y AVHN2, y las cepas mutanles c'-1,?ó1'que derivan

de ellas: 385-cyp61',', 385-cyp6li'Ph lcW67-", A\'2-clp6l/"r' y CBS clp6l"" (l,oto y

cols.. 2012) (Fieura 22). A partir de la cepa UCD 67-385 se obluvieron dos mutantes

c1pó1 , una heterocigota (385-c1p6l i'ni'.¡ una homocigota (385-cyp61i'p/,i c1p6l"'") debido
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Figura 22. El fenotipo de color de las cepas silvestres y mutantes cyp6l- deX

dend.rorhous. Cultivo en placas de 1as cepas UCD 67-385(1), 385-CYP6llcyp6lhth 1Z¡,

385-cyp6lhphlcyp61"' (3), AVHN2 (4), Att2-cyp61""" (5), CBS 6938 (6) y CBS-cWílhph

(7) en medio completo (YM) (Loto y cols., 2012).
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a su condición diploide. A simple vista fire posible distinguir cambios cn la piglicntación

entre las cepas parentalcs y sus rcspectivos mutantes, donde los segundos tienen un

fenotipo de color rojo mírs intenso (Figura 22).

En primer lugar se evaluó el crecilniento de las sietes cepas UCD 67-385,385-

CYP6llcyp6lt'Pt'.385-cyp6lhth/cyp6-¿". AVHN2, Av2-ctp6l"", CBS 6938 y CBS-

ctp6lt't'1'cu.lti',adas en medio completo (YM) por 5 días a 22'C con agitación constante.

[-as cepas no prcsentaron dif'erencias significativas en el crecimiento bajo las condiciones

de cultivo utilizadas (Figura 23). Además. se tornaron muestras a dilerentes tienrpos de

cultivo: inicio y hnal de la fase exponencial dc crecimiento (24 hy 72, respectivamente),

y en la fáse estacionaria de crccimiento ( 120 h) para rcalizar análisis de peso seco de la

levadura, extraer esteroles, carotcnoides y RNA total.

La producciólr y composición de esteroles er las mutantes q;p61 se evaluó por

cspcch'oÍnetría 1 RP-HPLC. l"a figura 2,+ muestra los oromalollamas ref rescntati\ os

obtenidos a partir de los esteroles extraídos dc las cepas UCD 67-385 y 385-

cvp6lhtt'icv^pó1-', que reprcsentall la cepa pareúal y mutantc clpó-1 , respectivamente. [n

la cepa sih estre. se obsen,ó un pico predominante (pico 1) a 280 nm a los 18 rnin

aproximadamente con un espectro característico del ergosterol (Figura 24 A), cuya

identidad se confinnó por co-inyección de cada muestra con ergosterol estándar (Figura

24 B). Por otro lado, en el análisisdc los esteroles a partir de mutantes c1'pó-¿ homocigotas

l,hemicigotas. se observaron dos picos corr tiempos de retención cerca de l5 (pico 2) y 21

ll- in (pico 3) (Figura 24 C). Estos dos picos presentaron también espectros caracteristicos

de esteroles, pero sus tiempos de retcnción son dilercntes al del ergosterol
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Figura 23. Curvas de crecimiento de cepas

silvestres y mutantes cyp6l- de X, dendrorhous en

medio completo YI\4 Panel A: Cepa silvestre UCD 67-

385. y las mutantes 385-cyp6lt ) y 385-c¡¡t61r'. Panel

B: Cepa silvestre CBS 6938 ) rnulante CBS-c¡p6t' '.

Panel C: Cepa silvestre AVHNZ y mufante Av2-cyp6lt'

/. Las barras de error con'esponden a la desviación

es!ándarentre experimentos independientes (n=3). Prueba

t-Student.
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Figura 24. Análisis de csteroles por RP-HPLC dc las cepas UCD ó7-385 y

385-cyp6lt'rt'lc¡pó1'-'. Los cromatogramas a 280 nm correspondcn a los esteroles

extraídos de las cepas corro se describe en la sección Materiales ) Métodos. Al lado dc

cada pico se prcscntan los espectros correspondientcs. Sc analizaron los esteroles de la

cepa silvestre UCD 67-385 (A), co-inyectados con ergosterol estánclar (B) y dc la mutante

385-cvp61t'tt'ic.vp61'""(C) y co-inyectados con crgosterol estándar. El pico N'l

corresponde a ergosterol (Loto y cols.,20l2).
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Esta última obscrvación también se conflrmó por co-in¡,ección de los esteroles extraídos

con ergosterol estándar lo que resultó en tres picos a 15, I 8 y 22 min. aprorimadamente

(Figura 2,1 D). Por otra pafte- se determinó la identidad de los esteroles por GC-MS, lo

que conlinnó clue las cepas silvestres producen principalmente ergosterol y que las

mutantes en su lugar acumulan ergosta-5,8,22+rien-3-ol y creosta-5,8-dien-3-ol.

Teniendo en cuenta la abundancia relativa de cada esterol obtenido por GC-MS y RP-

HPLC. los picos 2 y 3 en el oromatog¡ama de RI-HPLC de la cepa mutante cr,pó-I- (Figura

24 C) dcbcn corresponder a ergosta-5, 8-dien-3-ol y ergosta-s,8,22trien-3-ol,

respectivamente (Loto y cols.. 2012). En la ñgura 25 se puede obscrvar el contcnido de

esteroles e'n las ccpas cn los dilcrentcs ticmpos analizados. Se determinó un mayor

contenido de esteroles en las mutantes cy1:61 y ausencia de producciórr de ergosterol.

Por otra pafie, el color rojo más intcnso cvidente dc las ccpas mutantes qtp6l en

relación con su cepa parental correspondiente sugiere que las cepas mutantes producen

más carotenoides. Esta obsen'ación sc confitmó por cuantificación 1'análisis de Ia

composición de carotenoides en las siete cepas luego de 24, 72 y 120 h de cultivo (Figura

2ó). Electivamente las mutantes cyp6l' producen más carotenoides quc sus

corespondientes cepas parentales sin presentar altcraciones impoÍantes en su

composición. En todos los casos. el máximo contenido de carotcnoides se alcanzó después

dc las 120 h de cultivo, tieürpo que coincide con la fase estacionaria de crecimiento (Figura

23) y donde se obsen aron las nrayores diferencias en el contenido de carotelloidcs totales

entre las cepas analizadas. El contenido total de carotenoides de cepa mutante respccto a

la cepa parental en general presentó cambios signiticativos a diferentes tiempos de

análisis. Para la cepa 385-C)'Pó licypílhph se obsen'ó un incremento en la producción de
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carotcnoides de un 32 oA a las 72 h en relación a la cepa parental, mateniendo su

producción dc pigmentos sin cambios significativos al flnal del crecimiento celular. La

producción de carotenoides en la cepa 385-q,p61t'p1'/c!-p67"" mostró cambios

signilicatilos en relación a la cepa silvestre a las 24 ¡, 120 h de cultivo. rnostrando un

incrernento de un 79 y 91 o/o, respectivamente. En cuanto a ia cepa CBS-c1,pó1r'r'i' se

observ(r un insremento de un 53 y 38 % a las 72 y 120 h de cultivo, respecti\ amente en

relaci(rn a la cepa parental. Mientras que la cepa Av2-crp6l"" presentó un incremento de

un l5 0/o en relación a la cepa silvestre cle la cual dervia a las 120 h de cultivo.

Debido a que en §'. ponthe, C. neofbrmatts y células de rnamífero la expresión del

ge:n IIMGR es repglada por esteroles (Goldstein y Brown. 1990; Chang y cols., 2007;

Hughes y cols.. 2005), es posiblc que la ausencia de ergosterol en l¿ls mutantes q;p6l de

X. tlendrcrhous af'ecte lo niveles dc 1os transcritos del gen I1,tfG,R. Por lo tanto. se evaluó

la expresión del gen.É1MGR por RT-qPCR a dil'erentes tiempos en la cun'a de crecimieffo

en las siete cepas analizadas.

La figura 27 muestra la erpresión rclativa de este gen nomalizada con el gen de

p-actina (,4C'f. Efectivamente, el patrón de los niveles de transcrito del gen HrllG-R fue

dif'ereúe entre las mutantes q)p61 y sus cepas parentalcs gencralmcnte observándosc

mayores niveles en las primeras. Para la ccpa heterocigota 385-CYP6l /cyp6l r'pr' no se

obsen a cambios signiñcativos en los niveles de transc¡ito en relación con la cepa parentai.

Los niveles de transcrito cn la cepa 385-cvp611'p¡'/c!-p61""'aumentaron significativamentc

en 2,3, 3 y 17 veces en relación a la ccpa silvestre a las 24.72 y 120 h de cultivo,

respectivamente. Resultados similares se obsen'aron parala cepa CBS-c.vp6lt'Pt'.
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presentando un aumento de los niveles de transcrito de 3, 1.5 y 2.5 r,eces en relación a la

cepa parental alas24.12 y 120 h de cultivo, respecttvamcnte. Mientras que la cepa Av2-

crTró1"'" presentó un aumento de ni,r,eles de transcrito de 4,6 y 66 veces en relación a la

cepa sih'esire a las 72 y 120 h dc cultivo.
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4. DISCUSIÓN
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En levaduras, el gen IIMGR codi{ica a la enzima HMG-CoA reducrasa que

cataliza la etapa de producción de mevalonato a pafiir de HMG-CoA y NADPII, el cual

es un intennediario de la ruta dc biosíntcsis de IPP" conocida como la ruta del mevalonato.

La ma¡oría de estos organisrnos poseen un solo gen que controla a esta enzima ct¡n la

excepción de S. cer¿r,rsl¿¡¿ que contiene dos, los genes -1-1MG I y IIMG2 (Basson y cols.,

l986). Hasta la actualidad. la fuircionalidad de) gen HMGR de X. dendr¡trhr.nts no había

sido descrita. En este úabajo, a panir dcl análisis bioinlbn¡ático de la secuencias del

genonra de X tlentlru¡rhotts obtenida en nuestro laboratorio utilizando el prograrna CZC

Genomic Workbench 5 y la secuencia obtenida a paftir del plásmido pPR20-XVIll-5, se

elaboró la estrategia que permitió la amplilicación mediante PCR y el clonado del gen

1-IMC,R completo de X. tlendrorhous.

La comparación de secuencias del cDNA del gcn É1MG-R y su vcrsión gen(rmica

indicó que la región codificante de 4.316 pb posee un ORF de 3.276 pb. De esta última se

dedujo ura proteina lonnada por I .09 I am inoácidos ( 1 I 5-9 kDa) en la que se identificaron

los rlominios conservados SSD y HMG-CoA reductasa. El dominio SSD oonllcre

sensibilidad a la regulación pol ergosterol (KLr»abara l Laboucsse., 2002). mientras que

el tlominio llMG-CoA reductasa corresponderia al dominio oatalítico de la ploterna. Eslc

sería responsable de la síntesis de mevalonato dependierrte de NADPH a partir de I IMG-

CoA (Basson y col.. 198 8; Beach y Rodwell., I 989). El análisis de alineamicnto múltiple

de secuencia revcló que la sccuencia arninoacídica de HMGR de X. dendn¡rhous l:.ene

una idcntidad de secuencia peptídicas ma¡'or al 60 0á cur otras I-IMGR. Además. se

identiflcó regiones hidrofóbicas arnino teminal en la secuencia sccundaria de la proteína
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lo que ha sido ampliamente descrilo en Ias HMGR de levaduras ) que pemitirían el

anclaie de la proteína a la Ínembrana del retículo endoplasmático (Hampton y cols., 1996:

.h y f)eBose-8oyd,2010). Si bien la región amino tenninal de HMGRs es diversa en

longitud ¡.composición. la región carboxilo terminal es nruy conserada. En la región

carboxilo tcrminai se identificaron los sitios conservados de uni(rn al HMG-CoA y a

NADPH (Ruiz-Alben y col. 2002) y una serina en rum posición aminoacídica consen,ada

implicada en la regulación de Ia aclividad de la enzima. Se ha reporlado que cuando en la

célula Ia re lación AMP:ATP ¡ncrementa. una profeína quinasa activada por AMP (AMPK)

fostbrila a una serina consenada en el sitio activo de la enzima (Omkumar y col,, 1994).

Io que inhibe reversiblcmcnte a la cnzima IIMGR probablemente para limitar el gasto de

ATP en respuesta al estrés metabólico (l{ardie y col.. 2006). Los análisis anteriores

sugieren fueftemente que el gen clonado el'ectivamente codifica para la enzima HMG-

CoA reduclasa d.e X. tlendrorhrnl¡.

Con la intención de evaluar la fiurcionalidad del -een HMGR de X. dentlrorhous

identiflcado se realizaron tres estrategias. Debido a quc cn eucariotas, el paso catalizado

por csta cnzima cs cl principal punto de regulación en la vía del mevalonato" precursor del

IPP que a su vez es el precursor dc los isoprenoides incluyendo a los csleroles y

carotenoides. en prinrer lugar se eraluó la actividad HMG-CoA rcductasa en la cepa

silvestre UCD 67-385 de X. ientlru"ht¡tts en tres puntos de la cun''a de crecimiento (al

inicio ¡,'final de fáse exponencial. ¡ final de fase estacionaria) ¡ ésta se relacionó con los

niveles de transcrito del gen I{MGR ¡, la producción de caroteroides. En segundo lugar,

se obtuvo mutantes por escición del gen -t1,L1G,ll a partir dc la cepa UCD ó7-385 de,\:

dentlrorhous para evaluar su ef'ecto en el fenotipo de la levadura particularmente en la
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producción de carotenoides. Fln tercer lugar. se expresir el dorninio catalítict¡ (cHMGR) de

HMG-CoA reductasa de X. tlendrorhoLrs en una cepa de ,S. cerevisiae recombinante

productora de carotenoidcs.

En primer lugar: los rcsultados sugielen que el márilr.ro nivel de trascripto del gen

HMGR enla cepa silr-estre y la n.rayor actividad específica HMG-CoA reductasa estarían

relacionados con el inicio de la producción de carotenoides que ocurrc en la fase

estacicrnaria de orecimiento de X. tlendr¿.¡rh¡¡t¿.r. Estos resultados concuerdan con lo

postulado por Panda y Der-i (2004), en el que afirman que cuando los niveles de producto

derivados de la vía del mevalonato son bajos. la actividad HMG-CoA reductasa es alta; y

cuando los productos de la vía son abundantes. la actividacl HMG-CoA rcductasa es baja.

1o quc sugiere que Ia cantidad cle la enzima cs regulada por un mecanismo dc

retroalim entacirin negativo mediada por productos derivados de la vía del mevalonato.

En segundo lugar: el mecanismo dc transfbrrnación de X. dendrorhous por

recombinación ¡, reemplazo del gen blanco genera cepas mutante del gen cuando óstc se

encuenlra en copia irnica en el genorna de la levadura en condición haploide. Sin embargo,

las evidencias genéticas proponen que la cepa parental de X. clendrr¡rhr¡tts uiilizada en este

trabajo (UCD 67- 385), se encuentra en una condición diploide por 1o que mediante esta

r'ía de mutagenesis se obtiencn mutantes heterocigotos que pueden mostrar cambios

fenotípicos respecto a hornocigotos (Alcaíno.2002; Niklitschek y coIs.,2008). Para el

oaso del gen É1MG1?, auálisis posteriores de las cepas transfbnnartes indicaron que

efcctivamente éstas serían heterocigotas. poñadoras de r¡n alelo silvestre ¡ una alelcr

n¡utado (I{MGRIHL'lGR:Jryh ó HMGRIHMGR::ble).Et S. c¿rzt,ls¡as sc ha obsen'ado que
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la mulación de los genes HMGI y HMG2 lleva a la obtención tle una cepa auxótrofh para

mevalonato (Basson y cols., 1986). Esta evidencia. junto a la imposibilidad de obtener

cepas mutantes homocigotas para el gen HMGR cn varios intentos por diferentes métodos,

sugiere que este gen scría cscncial en la levadura X. derulrorh¡.tus.

Pese a esta situación, el análisis de las cepas mutantes heterocigotas permitiri

estudiar de igual mancra Ia füncionalidacl del ger HMGR. lnvestigaciones en la mutación

de otros genes involucrados en la ruta de biosíntesis de astaxantina en X. tlerulrorhous,

dan como resultado cepas heterocigotas I homocigotas que además de presentar una

disminución en la cantidad de pigrnentos producidos. presentan di1'erencias en la

cornposición de estos con respecto a la cepa silvestre (Niklitschek y cols., 2008. Alcaíno

y cols., 20l4). E,n este trabajo se observó" que la ccpa 3tl5.HM(iR.Hyg dc-{ tlettdrorhrlus

hctcrocigota para cl gen HM6.R produce una cantidad tle pigmento similar a la cepa

parental. sin altctar la composición de los mismos. Sin errbargo. la produccitin de

carotenoides observada en la cepa 3S5.HMCR.Zeo de X. denlrorhor.t es merlor

comparadora con la cepa silveslre. La disminución cn la cantidad de pigmentos

producidos por esta última cepa heterocigota para el ger llMGR. podría deberse al menor

flujo hacia CGPP a la ruta de biosíntesis de astaxantina.

Con el fln de comprender mejor la producción de oaroteuoides en la cepa silvestre

y lrutantes irzgr, se analizó de los niveles transcrito del ger, IIMGR. En la cepa UCD 67-

385 se t¡bscrvó que los niveles de los mcnsajeros son má\imos dttrantc el petíodo de

i[clucción de la síntesis dc carotenoides, pcro éste aunento es transitoriL) nue§Io que su§

niveles disminuyen posteriormente. A panir de la fáse exponencial tardÍa (72 h de cultivo-
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F iprra 15). la concentración celular dc carotenoides aurenta aunque los niveles de los

mRNA del gen HMGR disminuyen. Con respecto a la cepa 385.HMGR.Hyg. los niveles

de mensajcro del gen IIMGR sor.r similares a los niveles determinados en la cepa silvestre

a lo largo del cick¡ de crecimiento. Sin embargo, los niveles de melxajero determinados

en la cepa 385.HMCR.Zeo fi¡eron ulr 30 0/o menor a lo deten¡inado en Ia cepa parental

en Ias distintas tirses de crecimiento de la levadura. Los nivcles bajos de transcrito de1 gen

HMGR yla rnenor produccirin de carotenoides por la cepa 385.HMGR.Zeo podrían estar

relacionadas ya que un menor nirmero de transcrito del gen afectaría a la cantidad de

llMG-CoA producida por la cepa. y consccucntcmente variar [a cantidad de

inten¡ediarios disponible para la síntesis de carotenoides. Llna posible explicación de la

diferencia existente entre las mulanlcs 3 85.HMGR.Hyg y 3 85.HMGR.Zeo, podría deberse

a cambios a nivel alélico en 1a región promotora y codit-Icantc del genllMGR. No obstante,

el análisis de secuencias y bioinfbrmatico no revela cambios a nirel alélico cn éstas

regiones del gen HM(}R dc X. dendrorh¡¡u.s.

En tercer lugar, la concentración de mevalonato depende en gran medida de la

actividad de Ia HMG-CoA reductasa. cuya exprcsión es regulada en varios nir. cles. Por

ejemplo, hal un aurrentc¡ a nivel de la transcripción y traducción de HMG-CoA reductasa

cuando las concentracioncs de produclos de Ia vía del melalonato son bajos. La cantidad

dc IIMG-CoA reductasa también está regulada por su degradación. donde las secuencias

dcl dominio cle transmcmbrana (SSD) de la enzima desempeñan urr papel impofiante

(llampton I col.. 1996). Por lo tanto. aumentando el n(tmero de copias del gen nativo

HMGR, qle codifica la enzima HMti-CoA reductasa. en la célula podría ser

contrarrestado por otro nivcl de regulación. de tal manera que el conjunto dcl flujo a través
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dc la vía no sería cambiado significativarlente (Shimada y col., 1998). Con la intencitin

de evaluar la funcionalidad cle gel HMGR de X. tlentlrorhous. se expresó la región que

codifica el dominio catalítico de la HMG-CoA reductasa. cHMGR, en una cepa de S.

cereyisiae recombinar.rte que produce fi-caroteno (cepa S288c-bcar). Considerando que la

csta ccpa posee los genes ÉI-,VG,/ y HMG2 funcionales. la expresión de cHMGR de X.

dendrorhoLts conduciría a un incremento del númcro dc dominios catalíticos funcionalcs

de la enzima HMG-CoA reductasa en la células transfbnxante" perm itiendo una mayor

producciórr de carotenoides. De esta n¡anera se logró un inc¡ementó de 3 y 2 veces en la

producci(rl de carotenoides y ergoslerol. respectivamente. Adelnás. se obserrró que la

producción de fitoeno y 7,8-dihidro-b-caroteno aumentó. rnientras que la producción de

licopeno. 3"4 dihidrolicopeno y toruleno disrninuyó, en la cepa que expresa el cHMGR de

X. derulr¡.¡rhous en relación a la ccpa S288c-bcar. La ausencia de la rcgión 5' en el gen

HMG-R, implicada en la regulación enzimática, gatilla una expresión desregulada del

cHMGR de X. tlentlrurhous en S. cersvisloc. De acuerdo a esto, es razonable int'erir que

el incrcmento en el contenido de carotenoides y ergosterol es por el resultado de la

sobreexpresión de cHMGR de X. tlentlrctrho¿r,s. I-o anterior es consistente con los

resultados obtenidos de la sobrccxpresi(rn del dominio catalítico de I1MG-1 de S ccr¿t'lsl¿¡¿

y su homólogo de C. tnilis que incrementó la acumulación de isoprcnoides en las dos

levaduras (Polakowski y col., 1998; Shimada y cols., 1998).

Por ()lr() ladr). la c¡rotenoqenesis c¡ .\. tl¿ttdn,rhotts es u11 llroccso a{)lnpleio eoli

rncculrisnltrs tle lcgLrlacion rlue no han \idi) krtalniclllc c\[)licildo\. V¡rio\ estudii)s ]l¡1]

ilttoll»ado clue la certiillrl ¡ la crlm¡rosicion tle car',,¡tcnoides plrcdel ¡cI crl !.rarr llredid¿
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¡lo(lilicad¡ ticpcnJicrrlo ¡lc I¡ iitcn¡c dc c¡t l¡ono ur iLizada (Johnson y Lewis., I 979: Gu y

cols., 1997; Johnson, 2003). \'larcoletlr ), eois.. il0ll) eucontriuor c¡rrc 1rr rdici.in dc

gll¡er,r¡ lt lLr: nrtrriio¡ Ll,"' .:t¡l{ ir o: *ll!sil unir ilisil i¡tur ir'r¡ dc lo. r ir clc: Llu nr lL\.\ dc torl,r.

lo\ r.tal]cs ili: c:lrr)leIirs.'naris itrt¡rlicltrlL,t er] ll \ir]1rrii tlc ¡:ltrrn!]lina li ¡tarfir'(i(il']l']cn -\

tli,;¡,|r,,¡'l¡t,t¡¡ demostrando que la glucosa tiere un e1'ecto regulador en la expresión de

varios genes e¡ X. tkndrorhouJ. como también lo observado en otras levaduras Por otro

lado. la utilizaci(rn de una firente de carbono no fbrmentable. como el etanol, generalmente

fávorecen la síntesis de carotenoides en X. lentlrorhoas (Johnson y Lewis.. 1979;

Vazquez y cols., 1997; Gu y ools., 1997). Marcolcta y cols. (2011) dcmoslraron que la

adición etanol induce la sintesis ¿/e ¿olo de pigmentos, lo que se evidencia por un aumento

de la cantidades c¿¡rotenoides intennediarios en la via. El el'ecto del etanol sobrc la

carotenogéncsis podría cxplicarse er parte por los efectos biológicos directos que tiene el

ctanol sobre las lias metabólicas donde éstos serían más bien una consecuencia del

metabolismo del etarrol que del etanol en sí (Wozniak y cols.,20l1; Jones. 1989). La

utilización oxidativa del etanol produce en primera instancia elevados niveles de

acetaldehído ) acetato. Además. la reacci(rn consume NAD- y produce NADH. cl cual

lavorccc cl flujo de electrones en la cadena respiratoria ftrnrando así especies rcactivas

de oxígcno (ROS) (Baile,v- r. Cunninghan.r.. 2002). Por otra paÍe, la fbr¡¡ación dc acetato

favorece un aumento de acetil-CoA que en conjunto con el aumenlo de ROS, llevan a

condiciones propicias para el aurnento de de producción de carotenoides. La producción

dc astaxantina en estas condicioncs no sólo consumiría el exceso dc acet;l-Co,\. sino que

además a¡ udaría en la destoxifrcación de las ROS. Por otra par1e. el trabajo de \'l:ircolet¿t

¡ cols. 1l{)11) sLrgiere r¡rrc cl rumerto en la ptoriLtccirin rlc ptunrettto. eait'ado ¡ril-ia
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:r.i;aia)lr dc eturol. uurhiún cstaríii nl.(lixdo f()r cl ¡u,ncnlr) i)bscr\ado cn lil c\l)rcsi(')n dc

krs ,'¡cnes rrl13 r , ¡l§. Por estas razones, en este trabajo sc analizó eI efécto de la glucosa

y del ctanol en los niveles de mRNA dei gen HMGI1. r:ir1:1ie;rr[r err llr el.tPir ler]ll[l]lu en

llt sittlesis t{c (¡ r(r1cii(\i(lt:

Los nivclcs de mRNA del gen ILMGR d,e X. ¿lentlrorhotis se incrementaron en

presencia de glucosa, alcanzando su máxirno luego de 2 y 4 horas después de agregar el

azúcar. A las 24 h después de Ia adición de glucosa. los niveles de mRNA recuperaron los

niveles basales, probablemente por un incrcmcnto cn cl contcnido final de estcroles. los

cuales tienes un ef'ecto regulador transcripcional sobre el gen I1MGR. EI ef'ecto global de

la glucosa generalmente se reiaciona con la presencia de sitios de unión para el represor

catabólico Migl en la región promotora de dicho gen (Alvarez 1 cols.. 2006). Sin

embargo, también se ha dernostrado que Ia glucosa tiene un e1écto inductt¡r en los niveles

de mRNA del gen PDC que codifica para la Piruvato dcscaboxilasa que es la enzima

clave en todas procesos de f'ermentación alcohólica. en varios hongos y levaduras, a pesar

de la ausencia de sitios de unión al regulador transcripcional M ig 1 en la región promotora.

(Frcdlund y cols.,2006; Pronk y cols., 1996). Estos resultados son sirnilares a los

obtenidos del análisis biointbrmáticos dc la legión promotora del gen I1MG,R de X

dendrorhous, ya que no se encontraron sitios de unión del regulador Migl, como también

lo es para otros organismos reportados (Goldstein y Brown., 1990). Por otra parle el efecto

inductor de la glucosa en los niveles de rnRNA del gen HMGR podría ser cxplicado por

un posible et'ecto inductor de los nivcles de mRNA del regulador SREBP quc activa la

expresiiin dcl gcn IIMCR de X. dendrc¡rhou,§. ya que en su región promotora se encontró
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una secuencia SRE, reconocida por este regulador. Un fenómeno similar se describió en

células de ratones diabéticos tratadas con glucosa en ausencia de insulina (Kaplan y cols.,

2008). Sin embargo, se requieren mayores estudios para afirmar esta situación, ya que aún

no se ha descrito en profundidad el gen de SREBP en X dendrorhous, del cual se ha

identificado un posible gen candidato en el genoma de 1a levadura.

Por otra parte, la adición de etanol provocó un pequeño aumento en la biomasa. A

pesar de esto, los niveles de mRN A del gen HMGR disminuyeron en presencia de etanol

a diferencia a 1o observado para los gerrcs crtsy crtYB (Marcoleta y cols., 2011). En esta

tesis. la expresión del gen crlil se utilizó como conool de inducción por etanol ¡,'

efectiy¿urente se observó un armerlto en los niveles de nRNA c1e dicho gen post adición

de etanol, l,a clismir¡ncit5n de los niveles de mRNA dei gcn -I{,{IGR, oirtenidos en este

trabljo, eoucuenla k¡ ol:servado por Oha y cois. (2009), caundo estudiaron el etbcto

hipercolesterolemicr¡ del cxtracto de elanol prcsente en la dier¡ c1e ratones obesos. Ellos

observarcn úna disminúcién de 5 veces de los niveles de tlanssrito del gen HMGR en

células hepátioas por la prcsencia de etanol. Wong y cols. (2014), obsen'alor1 un mayor

ef'ecto inhibitorio de la actividad HI\{G-CoA reductasa en presencia cle etanoi que en ia de

intribidores especificios de la enzima como provastalina, en investigaciones realizadas en

plantas de Pithecellobium elliptictutr, utilizadas en tmtamientos de hipercolesteloletnia

para suprimir la progresión de la aterosclerosis.Sin embargo, el etanol disminuye los

niveles de transcrito del gen HMGR mientras que lavorece ios niveles de transcrito de ios

genes crls y.rlYB y ia síntesis de carotenoides enX. tlentlrorhoLts.
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Por otro lado. el análisis bioinfonnático de la región prolnotora d.el gen HMGR

permitió determinar aigunas regiones reguladoras ¡, la posicion dei promotor central. Las

legioues reguladoras SRE idertiijcaclas son blancos de unión del factor de transcripción

SREBP. Este thctor juega un ro1 principal en 1a regulación y explesión cle los genes

vinculados con el r¡etabolislno de esteroles. Coldtein y Brown (1990) reportaron que la

región SRE es activada en genes i1,4,1GR por la unión del fac:tol SREBP, en respr¡esta a la

depleción de esteroles en levaduras. EL S. cerel,is¡ae, la FIMG-CoA reductasa estii

codificada por dos isogenes, HMG.I y HllG2, y la erpresión de f{MG1 se regula a nivel

transcripcional por el ergosterol (Veen y Lang." 2004). L,a sobreerpresión de HMGI et

con.rbinacién con el tratamiento con ltetoconazol (un inhibidor de la síntesis de ergosterol)

en uná cepa recolnbinante de § ¿crcv¡.rl¿r¿,, resr¡ltó en n aLlmelrtü en la producción de p-

caroteno (Yan y cols.. 2012).

En este tlal-rajo se estudió ics niveies de transcrito del gen l?MGll y l'enotipo

productor de carotenoides y esteroles eú mutanles de *: tlendwhotts c7.p61- incapaces de

producir ergosterol y que acumulan esleroles in¡enlediarios iltciuyentlo ergosta-5,8-dien-

3-ol y ergosta-5,8,22¡nen-3-ol (Loto y cols., 2012). Interesantemente, a pssar de que 1as

cepas uutantes ¿yl;ó1 no producen ergosterol, su contenido de esteroles totales fu€ mayor

er.r comparación con las comespondientes cepas parertales, 1o que sugiere un mecarismo

de regulación de retroalimentación mediado por ergosterol en la ruta de biosíntesis de

esteroles en X. dendrorhous. Además de las alteraciones en el contenido de esterol 1 la

composiciór. las cepás rnulantes cyp6l deX. denclrr.,rhous presertaron fenotipos de color

distintos a sus cepas parentales. ya que producen más carotenoides. Mr¡chos de los
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aspectos de regulación de la biosíntesis de isoprenoides irplican elemenfos de la vía del

MVA" sieirdo Ia explesión del gen HMG.R un pÍiso .egulatorio fundamental (Parks y

Üasey., 1995). Por esta razón se cuantii-icó los nivsles de transcriptos del ger HMCR y en

todas las l-ases de crecimiento malizadas, su nivel fue mayor.que en las cepas par-entales

corespond ientes. Resultados sir¡rilares a éstos. halt dernostrado uil aulnento en Ia

plodrrcción de asta\antina en ¿ rhodozyma utatdo los niveles de ergosteroi disminuyercn

por un tratamierto con fluconazol que inhibe la síntesis de ergosterol (Miao y cols., 201 1).

Una posible explicación para el aumento de los carotenoides en las mutanles cypé1'podría

ser la mayor disponibifidad de precursores carolenoides en ausencia de la regulación

negativa del ergosterol por un n:ecanismo de retroalimentación. Este fazonamiento

tambiér es apoyado por el hecho de que en las mutantes c,Wól-. 1ámbión se incremeutó el

conte¡)ido totel dc esleroles. Por ejemplo. la a¡lminist|acit5n de X/VA con]o suplemento a

nredir¡s de cultivos de P. rha¡lant'na resullé en un aumento en la producgión de

carotenoides (Calo y eols." 1995). Del mismo nrodo, la escisión del gen que codifica la

escualeno sintasa (Í"RG9) en combinación con la sobreexpresión del c11,41G.R, que codifica

para el dominio catalítico de la HMGR en r:na cepa recombinante de C. itrills que produce

carotenoides. provocó un aumento en la biosintesis de licopenr:r (Sirirr.rada y cols." 1998).

Por últin.ro, Ios resrLltados de éste trabajo son similales a los reponados er cepas de X

dendrorhous sobreproductoras de astaxantina con bajo contenido de ergosterol y un nivei

transcripción de 1{MGfi elevado en comparación con Ia cepa parental después de las 72 h

de cultivo (Miao y cols., 2011). Sin embargo. las cepas sobreproductoras se obtuvieron

mediante mutagénesis química aleaforia. rniettras que en este trabajo se analizó cepas con

una interrupción específica en un paso determinado en la biosíntesis de srgosterol.
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5. CONCLUSIOI{
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Se aisló y caracterizó el gen HMGR que codiñca la enzíma HMG-CoA

rerluctasa de ll ¿lentlrorhous, el cLral esta ilvolucrado en la ploducción de

carotenoide v ergosterol.

El gen HMGR de X. dcnclrorhous seria un gen hurcional, ya que puede

Irediar la biosíntesis de interrnediarios para la prodrcció¡r de carotenoides

en una cepa productora de carotenoides de S ¿¿rgvl¿¡c.

Investigaciones en mulantes CYP6| d,e X. denrlwhous sugieren que la

explesión del gen HMG,R estaría regulada por ergosterol, modulando la

producción de carotenoides y estel'oles. l)e esta manera. cou la

desregulaci6n de la expresión de) gen iIMGn es posibl€ modrürir la

prcducción de carotenoides y estemles en Jl ¿lendrorhous.

I¡s resultaelos tle este trabnjo contribuyen al conocimiento eshuctural y

l'uncional del gen /IMCB que eodiñca.L la t:üíima HMG-CoA leductasa,

conside€da clave en la vía del mgvalonato cn la levaduraX elenchorhoL¿s.

Los resultados de esta tesis sientan las bases de conocimiento de cómo la

etapa fempfana en la vía de carotenogénesis llodula la cantidad de

producto final eu la biosíntesis de astaxantina a pafiir de luentes naturales

como X. denú'orhous.
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