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RESUMEN

Xanthophyllomycesdendrorhous es una levadura basidiomicete que ha sido
aislada desde 1960 en Japén, Rusia, Alaska, Finlandia, Estados Unidos y Chile. Esta
levadura posee la capacidad de sintetizar el carotenoide astaxantina, un pigmento que
tiene muiltiples propiedades que la hacen interesante para la industria tanto en el sector
agricola como farmacéutico.

La sintesis de astaxantina, se realiza en respuesta a la exposicién a muiltiples
agentes, entre ellos, aquellos que causan estrés foto-oxidativo en sus céluias,
principalmente Ios rayos UV, cuya accién es blogueada por dicha molécula. Sin
embargo, la produccién de astaxantina en cepas silvestres es baja como para
considerarse viable en términos de produccién industrial, convirtiéndose en una
alternativa las técnicas basadas en el mejoramiento genético de cepas que producen de
forma natural un mayor contenido de este carotenoide.

En la XLVI Expedici6n Cientifica Antértica se recolectaron 34 muestras de tierra
provenientes de la Isla Rey Jorge, territorio antirtico, con la finalidad de aislar
levaduras. Desde una de estas muestas, proveniente de la Penfnsula Barton, se lograron
aislar 13 colonias llamadas ANCHO1 a 13, que cotresponden a la levadura X.
dendrorhous. Interesantemente, luego de un andlisis comparativo de su fenotipo
morfolégico de pigmentacién, se observé que éstas producen mayor cantidad de
carotenoides que cepas silvesires continentales aisladas de bosques del sur de Chile por
nuestro laboratorio, De esta manera, el objetivo de este trabajo fue la obtencién de
mutantes sobreproductores de astaxantina, a partir de las cepas antdrticas de X,

dendrorhous, mediante mutagénesis al azar.




A partir de los trece aislados antdrticos de X. dendrorhous, ANCHO4 y
ANCH13, presentaron los mayores niveles de carotenoides, por lo que ajustindose a la
produccién de biomasa, éstos fueron los candidatos mds idéneos para realizar
mutagénesis al azar y asf obtener cepas sobreproductoras de astaxantina.

Los experimentos de mutagénesis al azar se realizaron connitrosoguanidina
(NTG) o rayos gamma. Las curvas de sobrevida correspondientes a los tratamientos
mutagénicos sugieren una mayor sensibilidad de la cepa ANCHO04 (sobrevida baja) en
comparacién con ANCH13 a ambos mutdgenos, resultando en una mayor variabilidad
fenotipica de pigmentacién en los mutantes obtenidos.

Como resultados de los experimentos de mutagénesis al azar de los aislados
ANCHO4 y ANCHI13, se obtuvieron colonias de distintos fenotipos de color (rojas
pdlidas, rojas intensas, naranjas, amarillas y blancas) que sobrevivieron al tratamiento
mutagénico.Los resultados de los ensayos de mutagénesis sugieren que el agente fisico
radiacién gamma fue mids eficiente que el agente quimico NTG.

Luego de los tratamientos de mutagénesis, se aislaron 15 posibles mutantes
mediante seleccién visual por tonalidades rojas intensas provenientes de la cepa parental
ANCHI3 y 10 candidatos provenientes de los ensayos de mutagénesis en la cepa
ANCHO04.Por lo tanto, se analizaron 25 mutantes candidatas, presentando la candidata
ANCHI13.14 una mayor produccién de carotenoides totales (v de astaxantina en

particular) luego de 120 h de cultivo en medio completo YM, respecto a su parental.




ABSTRACT
Xanthophyllomycesdendrorhousis a basidiomycetous yeast that has been isolated since
1960 in Japan, Russia, Alaska, Finland, United States and Chile. This yeast is able to
synthesize astaxanthin, a carotenoid pigment that has multiple properties that make it

interesting for aquiculture and pharmaceutical industry.

The astaxanthin synthesis is made as a response to the exposure of multiple agents,
among them, those that cause photo-oxidative stress in cells, especially UV rays whose
action is blocked by this molecule. Nevertheless, astaxanthin production in wild-type
strains is particularly low to be considered as viable in terms of industrial production,
and good alternativesare those techniques based ongenetic improvement of strains that

naturally produce higheramounts of this carotenoid.

In the XLVI Antarctic Scientific Expedition, 34 soil samples from Rey Jorge Island
were collected with the purpose of isolating yeasts. In one of these samples, taken from
Barton Peninsula, 13 colonies named asANCHO01 to ANCH13, wereisolated that
corresponded to the yeastX.dendrorhous. Interestingly enough, after a comparative
analysis of theirpigmentation phenotype, it could be observed that these isolates
produce more carotenoids than continental wild-type strains isolated from southern
Chile woods by our Ilaboratory. Thus, the aim of the present work wasto
obtainastaxanthin mutant hyperproducersstrains using random mutagenesis of the X.

dendrorhousAntarctic isolates.
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Among the 13 X. dendrorhousAntarctic isolates, ANCHO4 and ANCH13 presented the
highest levels of carotenoids. Therefore, and also considering the biomass production,
these isolates were the most suitable candidates to perform random mutagenesis to

obtain astaxanthin overproducing strains.

Random mutagenesis experiments were carried out in the isolatespreviously selected,
using N-Methlyl-N'"-nitro-N-nitrosoguanidine(NTG) or gamma rays. The survival
curves corresponding to the treatments with NTG and gamma radiation snggested
thatANCHO4 was more sensible thanANCH13 in these treatments and resulted in a

wider phenotypical variety in the collecied mutants.

As a result of the random mutagenesis experiments, colonies with different
colorphenotypes (pale red, intense red, orange, yellow and white) were collected. The
outcomes of the mutagenesis analysis suggested that the gamma radiation was more
efficient than the NTG chemical agent to obtain mutants. After mutagenesis treatments,
15 possible mutants were isolated by means of visual selection according to theirred
tonalities in relation tothe parental strain ANCHI13 and 10potential candidates from the
mutagenesis of ANCHO4.Therefore, 25 mutant candidates were analyzed. The
candidate ANCH13.14 showed a higher production of total carotenoids (and

astaxanthin) after 120 hours of culturein YM culture media, respect to its parental.

Xn




1. INTRODUCCION

1.1 Loscarotenoides.

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales de 40 dtomos de
carbono al cual pertenecen cerca de 700 estructuras diferentes a los que se les
atribuyen numerosas propiedades que podemos encontrar tanto en organismos
fotosintéticos como en organismos que no lo son. Estos pigmentos pertenecen al
grupo de compuestos naturales llamados isoprenoides, también conocidos como
terpenos, que se caracterizan por su esqueleto formado por distintas wnidades de
isopreno, una molécula de 5 dtomos de carbono. Asi, los carotenoides contienen 8
unidades de isopreno.

El esqueleto de los carotencides posee dobles enlaces conjugados lo que les
confiere sus propiedades cromoféricas otorgando tonalidades amarillas, naranjas y
rojizas, segin su espectro de absorcién en el rango de los 400 y 500 nm. Estos
pigmentos en la naturaleza pueden encontrarse en forma lineal, con anillos ciclicos
en uno ¢ ambos extremos, y con la presencia de grupos funcionales (Figura 1).

En los carotenoides existen dos clases diferenciables por su composicién
molecular. Por una parte estdn los carotenos que comprenden al grupo de
carotenoides mds abundantes en la naturaleza, y por otro lado, las xantéfilas que a

diferencia de los carotenos, contienen grupos funcionales oxigenados (Britton, 1995).
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Figura 1. Algunos carotenoides presentes en la naturaleza.Carotenos: A) B-caroteno, B)
licopeno,xantéfilas,C) luteina, D) zeaxantina.

Los carotenoides son compuestos hidrofébicos y se ubican generalmente en las
membranas celulares jugando un rol importante en la regulacién de la fluidez de
éstas y es aqui donde, dependiendo de su naturaleza quimica, ejercen diversos
efectos al beneficio de la célula (Gruszecki, 1999). En el caso de moléculas apolares
como ¢l licopeno y el B-caroteno, la cadena poliénica se dispone de forma horizontal
en la membrana quedando inmersa en las colas hidrofébicas de los 4cidos grasos que
la conforman. Se han realizado estudios (McNulty y col., 2006) donde moléculas
polares como la astaxantina, al disponerse de forma vertical y exponiendo sus grupos
hidroxilos en las caras externa e interna de la célula, tienen una participacién mds
efectiva en la absorcién de radicales libres en comparacién con otros carotenoides

que se disponen de forma horizontal (Figura 2).
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carotenoides en la membrana plasmdtica.En vertical, disposicién de moléculas del carotenoide
astaxantina en la membrana plasmatica y su mecanismo de absorcién energética provenientes de ROS.
(Pashkow y col., 2008).

Diversos organismos son productores de carotenoides; sin embargo, sélo los
organismos fotosintéticos y ungrupo limitado de organismos no fotosintéticos, son
capaces de sintetizar carotenoides de novo. Por este motivo, muchas especies deben
incorporar estos compuestos a través de su dieta, ya que los carotenoides son
moléculas precursoras de otros metabolitos importantes a nivel celular (por ejemplo
de la vitamina A o rhodopsina), poseen propiedades antioxidantes y participan en la
coloracién de algunos tejidos como las plumas, carne y exoesqueleto, jugando un
importante rol en diversos aspectos del comportamiento de las especies como el
cortejo, apareamiento, y otras numerosas facultades en su entorno biolégico. Por
ejemplo, en plantas algunos carotenoides atraen a organismos polinizadores por sus
llamativos colores y también son importantes en la fototaxia y el fototropismo
(Borowitzka, 1986).

Adicionalmente, los carotenoides cumplen una importante funcién en

organismos fotosintéticos, ya que son considerados como la primera linea de defensa




que absorbe el exceso de radiacién ultra violeta (UV) en la fase clara de la
fotosintesis evitando la generacién de singletes de oxigeno (!0,) (Ramel y col.,
2012) que son dafiinos para las células. Similarmente, tanto en organismos no
fotosintéticos que sintetizan carotenoides como en los que sélo los consumen, este
grupo de moléculas también cumplen un rol de proteccién frente al estrés oxidativo
ocasionado por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) producto del
metabolismo celular y la radiacién UVincidente sobre las c€lulas expuestas. Asi, los
carotenoides absorben la energfa de excitacién de 'O, y con ello previenen el dafio
oxidativo a nivel del DNA y de los lipidos que componen la membrana plasmdtica
(Paiooza, 1992).

Se ha documentado, que el consumo de B-caroteno en la dieta, disminuye la
oxidacién de las LDL producto de la capacidad de absorber radicales libres de
oxigeno, amortignando el efecto de los radicales sobre el sistema vascular
(Clevidence y Bieri, 1993). Los carotenoides también han sido catalogados como
elementos importantes en la visién, ya que se ha descrito una relacién entre la
degeneraci6n macular relacionada con la edad (AMD) y el estrés oxidativo (Khan y
col., 2006), por lo que las propiedades antioxidantes de este grupo de moléculas
puede jugar un rol crucial en la prevencién de esta enfermedad oftalmoldgica, en
incluso por sus propiedades antioxidantes, existen carotencides de gran importancia
en la industria cosmética utilizados con propésitos de anti-envejecimiento en

formulaciones cosmeéticas (Kidd, 2011).




1.2 La astaxantina,

La astaxantina (3,3’-dihidroxi-B,Bcarotenc-4,4’-diona) es un carotenoide tipo
xantofila (que posee dtomos de oxigeno en su estructura) que se encuentra en varios
organismos marinos confiriendo una coloracién rojiza, como lo que ocurre en
langostas, flamencos, camarones y salmones (Johnson, 2003). Sin embargo, estos
animales carecen de las rutas metabdlicas que permiten la sintesis de novo de este
metabolito, por Io que lo adquieren de su dieta. La astaxantina es sintetizada por
pocos organismos (Nelis y cols., 1991), incluyendo a algunas bacterias marinas, la
microalgaHaematococcuspluvialis, la planta Adonis annua y la levadura
Xanthophyllomycesdendrorhous; sin embargo, las principales fuentes comerciales de

astaxantina provienen de microorganismos como los descritos por Ambati (2014).

Tabla 1. Fuentes microbianas de astaxantina

Percentaje produccién astaxantina en

Especie . s
relacién con peso seco

Chlorophyceae:

Haematococcuspluvialis 3.8

Haematococcuspluvialis (K-0084) 3.8

Haematococcuspluvialis(Aislado local) 3,6

Haematococcuspluvialis (Aislado local) 34

Haematococcuspluvialis(K-0084) 2,7

Chlorococcum 0,2

Chlorellazofingiensis 0,001

Neochloriswimmeri 0,6

Ulvophyceae:

Enteromorphaintestinalis 0,02
Ulva lactuca 0,01

Florideophyceae:

Catenellarepens 0,02

Alphaproteobacteria:

Agrobacteriumaurantiacum 0,01

Paracoccuscarotinifaciens(NITE SD 00017) 2,2

Tremellomycetes:

Xanthophyllonycesdendrorhous 0,5

Labyrinthulomycetes:

Thraustochytrium sp. CHN-3 (FERM P-18556) 0,2

Malacostraca

Pandalusborealis 0,12

Pandalusciarkia 0,015

Nota: Tabla tomada de (Ambati, 2014)
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Diversas propiedades de la astaxantina la hacen atractiva para su uso
comercial, entre ellas las relacionadas con la pigmentacién de algunos organismos de
interés econémico como los salmones. Adicionalmente, este carotenoide tiene
numerosas propiedades ttiles para la industria farmacéutica, como por ejemplo,
propiedades antioxidantes, previniendo el cdncer y enfermedades degenerativas, asi
también como agente estimulante del sistema inmunolégico (Park y col., 2011).
Todas estas propiedades se asocian a la estructura molecular de la astaxantina
(Guerin y col., 2003) (Figura 3),cuyo rol serfa de defensa frente al estrés oxidativo
causado por la generacién de especies reactivas de oxfgeno (ROS). El valor de la
astaxantina como suplemento alimenticio tanto para la industria farmacéutica como
acuicola, alcanza valores de dos mil délares por kilo (Fruch y Canon, 2005), siendo

su fuente principal la sintesis petroquimica.

Figura 3. Estructura molecular de la astaxantina

1.3 Sintesis de carotenoides y astaxantina en Xd.

La ruta carotenogénica, sus genes y la consiguiente sintesis de astaxantina de
Xd, se ilustra en la Figura 4. En eucariontes no fotosintéticos, la carotenogénesis
comienza desde el Acetil-CoA y a través de la ruta del mevalonato, se sintetiza

isopentenil pirofosfato (IPP). A partir de IPP, de 5 carbonos, derivan todos los




isoprenoides incluyendo a los carotenoides y esteroles. A continuacién, el IPP es
isomerizado a dimetilalil pirofosfato (DMAPP) por la enzima IPP isomerasa

codificada por el gen idi.
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Figura 4. Sintesis de carotenoides y astaxantina en X.d. La figura destaca el efecto de la disrupcion del
gen CYP6! en la via de los esteroles sobre la sintesis de carotenoides. La disrupcién del gen CYP61
aumenta la produccion de astaxantina, por lo que se cree que los niveles de ergosterol celular son claves
en la regulacién tanto de esteroles como de carotenoides (Loto y col., 2012). Abreviaturas: IPP
(isopentenil pirofosfato), FPP (farnesil pirofosfato), GPP (geranil pirofosfato) y GGPP (geranilgeranil
pirofosfato).

Posteriormente, ocurre la condensacién de una molécula de IPP con una de
DMAPP, formando geranil pirofosfato (GPP, C,g), al cual se le adiciona una segunda
molécula de IPP formando farnesil pirofosfato (FPP, C,s). Estas dos reacciones son
catalizadas por la enzima FPP-sintasa codificada por el gen FPS (Alcaino y col.,
2014). Luego a FPP se le adiciona una tercera molécula de IPP formado
geranilgeranil pirofosfato (GGPP, Cy) por la enzima GGPP-sintasa codificada por el

gen crtE(Alcaino y col., 2014). En estos pasos, el FPP es el precursor de los esteroles




mientras que el GGPP es el precursor de Ios carotenoides.

A continvacién en la carotenogénesis, dos moléculas de GGPP son
condensadas para formar el fitoeno (C4) que es incoloro, siendo el primer
carotenoide que se forma. En X, dendrorhous, 1a formacién de fitoeno se lleva a cabo
por una enzima de doble actividad: fitoenosintasa y licopeno ciclasa, codificada por
el gen cre¥B (Alcaino, 2002; Verdoes y col., 1999). Verdoes y col., (1999) lograron
clonar y caracterizar el gen crt/ que codifica la enzima fitoenodesaturasa capaz de
realizar 4 desaturaciones sucesivas a la molécula de fitoeno para formar licopeno.
Posteriormente, la molécula de licopeno sufre la ciclaci6n de sus extremos por la
enzima bifuncionalfitoenosintasa - licopeno ciclasa para dar origen al B-caroteno,
pigmento de color amarillo.

Finalmente, la formacién de astaxantina resulta de la hidroxilaciénen las
posiciones 3 y 3’, y de la adicién de grupos ceto en las posiciones 4 y 4’ de los
anillos terminales del B-caroteno. Este paso es controlado por el gen crtS que
codifica la enzima astaxantinasintasa (Alvarez y col, 2006). La enzima
astaxantinasintasa pertenece a la familia de proteinas citocromo P450 (Martin y cols.,
2008), las que requieren de un dador de electrones para su funcionamiento. Alcaino y
col. (2008), clonaron y caracterizaron el gen crtR que codifica esta citocromo P450
reductasa.

Es importante destacar que existen numerosas enzimas citocromo P450 que
participan en diversas rutas metabdlicas; sin embargo, generalmente en una especie
existe una inica enzima citocromo P450 reductasa capaz de asistir a todas las
enzimas citocromo P450 aunque se sugiere que existen donadores de electrones

alternativos (Alcaino y col., 2008). Entre las rutas metabélicas donde se han descrito




enzimas citocromo P450, se encuentra la sintesis de esteroles, donde el ergosterol es
el esterol principal en hongos (Granado y col., 1995).

Los estercles, son alcoholes monohidroxilicospoliciclicos de 27 a 29 carbonos
solubles en disolventes orgdnicos y cuya estructura deriva del esterano de 17
carbonos formada por tres anillos hexagonales y uno pentagonal. En los esteroles, se
afiade una cadena lateral de 8 o mds dtomos de carbono en el carbono 17 y el grupo
hidroxilo en el carbono 3 (Fahy y col., 2005). Asi como existe el colesterol en
humanos, el ergosterol (Figura 5) se encuentra presente en las membranas celulares
tanto de plantas como en hongos, cumpliendo un rol estructural regulando la rigidez

de las membranas celulares (Abe y col., 2009).

Figura 5. Estructura molecular del ergosterolDe nombre IUPAC (3S,95,10R,13R,14R,17R)-17-
[(E,2R,5R)-5,6-dimethylhept-3-en-2-y1]-10,13-dimethyl-2,3,4,9,11,12,14,15,16,17-decahydro- 1 H-
cyclopentafa]phenanthren-3-ol, es un esterol de 28 C con 3 anillos hexagonales y uno pentagonal, ndtese
el grupo hidroxilo en C3.

Ademiés de poseer funciones estructurales, el ergosterol también posee
beneficios para la salad humana. Existen estudios donde se demuestra que el

consumo de la infusién del hongo que acumula ergosterolAgaricusblazeipor parte de

ciudadanos brasileros, disminuye la probabilidad de desarrollo de tumores e incluso
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en animales con tumores, disminuye la angiogénesis y la masa tumorizada lo que
estarfa asociado a la muerte celular de células cancerigenas (Takaku y col., 2001).
Por otra parte, el ergosterol es un componente importante para combatir el
raquitismo, una enfermedad que lleva a complicaciones 6seas principalmente durante
los primeros estadios de vida en humanos, siendo la vitamina D (ergocalciferol) es el
principal factor deficiente en nifios con raquitismo, ya que en general, la leche
materna suele contener una baja concentracién de esta vitamina cuya produccién es a
partir de ergosterol o colesterol, e inducida por el componente UV de la radiacién
solar. Por esta razén, el consumo de ergosterol también supone una alternativa para
combatir el raquitismo en zonas templadas o frias con baja radiacién solar
(Rajakumar y col., 2007).

Las vias de sintesis de los esteroles y de la astaxantina en X,
dendrorhous(Figura 4) estdn relacionadas ya que ademds de que en ambas participan
enzimas citocromo P450 y por ende comparten la enzima citocromo P450 reductasa,
tienen como precursor comin al IPP. Loto y col. (2012) describieron el gen CYP61
que codifica una enzima intermediaria de la ruta de sintesis del ergosterol (C-22
desaturasa) y encontraron que el mutantecyp6I- no produce ergosterol y acumula
otros esteroles. Interesantemente, Ia produccidn de carotenoides, y consecuentemente
la de astaxantina, se vio incrementada en estos mutantes sugiriendo que ademds
existe una relacién en la regulacién de la sintesis de ergosterol y de astaxantina.

En bisqueda de una fuente natural de astaxantina y con la finalidad de mejorar
la produccién de este pigmento, se han desarrollado numerosas estrategias basadas
en el mejoramiento genético en organismos productores. En este sentido, para

favorecer la sintesis de carotenoides en la levaduraX.dendrorhous, se le aplicado
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herramientas de ingenierfa genética para interrumpir genes regulatorios o sobre-
expresar genes carotenogénicos (Loto y col., 2012) como también ensayos de
mutagenesis al azar por exposicién a rayos gamma entre otros mutdgenos fisicos y

quimicos (Mutwakil, 2011).

1.4 Xanthophyllomycesdendrorhous.

X. dendrorhouses el nombre de la levadura en estado teleomérfico que
pertenece al filo Basidiomycota, clase Tremellomicetes, orden Cistofilobasidiales y
familia Cistobasidiaceae (Goluvev, 1995), llamada en un principio Phaffiarhodozyma
ya que sélo se conocia su estado anamérfico y cuyo nombre hace referencia a su
descubridor, Herman Phaff (Johnson, 2003). En un principio se logré aislar cepas de
esta levadura desde lugares muy limitados; sin embargo, actualmente se han aislado
cepas provenientes de diversas zonas del planeta como Japdn, Estados Unidos,
Alaska, Pakistan, Finlandia, Argentina, Chile y recientemente, desde el territorio
Antértico (Contreras y col., 2012).

El principal carotenoide producido por esta levadura es la astaxantina (Johnson
y An, 1991); sin embargo, los niveles son bajos para una explotacién comercial. Es
por ello que las condiciones de crecimiento de esta levadura han sido muy estudiadas
y se han documentado diversos métodos estandarizados que optimizan su cultivo,
pigmentacién y posterior extraccién de carotenoides. En un estudio se compar$ la
produccidn de astaxantina tanto en X. dendrorhouscomo en el alga H. pluvialis que
son los organismos mds prometedores para la produccién de este pigmento a nivel
industrial. En condiciones éptimas, la levadura alcanza los 850 pg/g de peso seco,

mientras que el alga alcanza los 3.3 mgfg de astaxantina; sin embargo, las
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condiciones Optimas de cultivo (nutrientes, aireacién y condiciones luminicas)
resultan para el alga muy costosas a largo plazo, por lo que comercialmente no
resultaria viable econémicamente, lo que si podria ocurrir con X. dendrorhous, quien
crece y produce astaxantina, bajo medios de cultivo en condiciones temperatura
ambiente, aireacién, luminosidad y sustratos mds econémicos.(Dominguez-
Bocanegra, 2012).

En este sentido, en la XLVI Expedicién Cientifica Antértica organizada por el
Instituto Antdrtico Chileno, INACH, se recolectaron 34 muestras de suelo
provenientes de la Isla Rey Jorge con la finalidad de aislar levaduras. Desde una de
estas muestras, proveniente de la Peninsula Barton, se lograron aislar 13 colonias,
llamadas ANCH 01 a 13 que molecularmente se confirmé que corresponden a la
levadura X. dendrorhous(Figura 6). Interesantemente, éstos aislados presentan
distinta pigmentacion, lo que permiti6 clasificarles como: i) rojos, ii) amarillos y iii)
amarillo pélido. Sorprendentemente, el contenido total de carotenoides de los
aislados rojos es mucho mayor en comparacién con cepas silvestres continentales

(Contreras y col., 2012).

Figura 6. Cultivo en placa de aislados antdrticos y otras cepas silvestres de X. dendrorhous.Cepas de X.
dendrorhouscultivadas en placas con medio completo YM a 22°C por 5 dias. La numeracién corresponde
al respectivo aislado antirtico ANCH (01 a 13) junto con las cepas continentales UCD 67-385
(procedencia Japon) y AVHN2 (procedencia Nuble, Chile) (imagen tomada de Contreras y cols., 2012).
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Dados estos antecedentes, es imprescindible considerar el potencial industrial
de esta levadura, ya que al observar los metabolitos que produce, se hace interesante
obtener una cepa que sobreproduzca carotenoides, pero por sobre todo, astaxantina.

Si definimos las caracteristicas de una cepa sobreproductora de carotenoides,
se han documentado como aquellas que producen cantidades mayores de estos
metabolitos; sin embargo, se ha observado gue también se asociarian a una
disminucién en la produccién de biomasa que aquellas que producen en menor
cantidad estos metabolitos (Acheampong y Martin, 1995; Johnson y Lewis, 1979),
por lo que Ia produccién de carotenoides y astaxantina no se encuentran asociados
directamente al crecimiento. Ademds, las que producen més carotenoides producirian
una menor cantidad de ergosterol, siendo producto que ambas vias, al tener
metabolitos precursores en comtin, comparten elementos reguladores. Es por ello,
que una cepa sobreproductora es aquella que se caracteriza idealmente como un
productor de pigmentos carotenogénicos y/o que presente una produccién de
biomasa mayor al ser comparados con cepas de referencia. Asimismo, es importante
la normalizacién de la produccién carotenogénica con base a la produccién de
biomasa, ya que una cepa que no necesariamente produzca una alta cantidad de
astaxantina, pero con una produccién de biomasa lo suficientemente alta, podria
compensar los requerimientos para optimizar la sintesis de carotenoides.

Finalmente, existen criterios deseables basados en la cinética de crecimiento
microbiano (aunque no imprescindibles), como conocer la absorbancia maxima (A)
que alcanza cada cepa puede alcanzar y en qué tiempo alcanza la fase estacionaria.

Identificar las cepas con las velocidades de crecimiento (py) mds altas, que se

traducen en tiempos generacionales cortos, y que alcanzan una tasa de crecimiento
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mdxima en menor tiempo; Y la fase de latencia (L), que debiera ser menor en los
candidatos en comparaci6n con las cepas de referencia, para asegurar una produccién
mayor de carotenoides, traduciéndose este aspecto en tiempos de adaptacién
metabdlica mds breves, y que optimizan el consumo de recursos existentes en los

medios de cultivo.
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1.5 Hipétesis.

“Mediante mutagénesis al azar de cepas de X. dendrorhous aisladas desde el

territorio antdrtico, se obtendrdn levaduras sobreproductoras de astaxantina”

1.6 Objetivos.

1.6.1 Objetivo general.

"Obtener cepas de Xanthophyllomycesdendrorhoussobreproductoras de astaxantina
a partir de ensayos de mutagénesis al azar y la posterior seleccion de aislados

antdrticos”.

1.6.20bjetivosespecificos.

1. Seleccionar aislados antdrticos de X. dendrorhous de acuerdo a la produccion
de biomasa y carotenoides, mediante mutagénesis al azar.

2. Mutagenizar con agentes quimicos (NIG) y fisicos (rayos gamma) aislados
antdrticos de X. dendrorhousseleccionados.

3. Evaluar la produccion de carotenvides y el crecimiento de los mutantes

resultantes.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Levaduras y condiciones de cultivo.

Con fines de encontrar el mejor candidato para realizar posteriores
experimentos de mutagénesis al azar, es pertinente definir que la cepa cumpla con
ciertos requisitos, asociados idealmente una produccién de carotenoides y/o biomasa
igual o mayor a una cepa de X. dendrorhousya documentada.

Es por ello que, a modo de comparacién, se seleccionaron las cepas AVHN2
(aislada de hojas de avellano en el sector de Nuble Regién del Biobfo), la cual
presenta niveles de biomasa altos, junto con una produccién de carotenoides totales
cercanos a los 700 ppm; encontrindose como la cepa mds estable en estos
pardmetros, al ser comparada con otras cepas tanto chilenas como internacionales.
También junto con ella, se incluyé a la cepa AVHN2.4.8 obtenida por dos rondas de
mutagénesis con NTG a partir del parental AVHN2, con una produccién de
carotenoides totales que ronda los 1.200 ppm (datos no publicados, Laboratorio de
Genética U. de Chile).

Se analizaron los aislados antdrticos de X. dendrorhousque presentan una
coloracidn rojiza intensa lo que estarfa asociado a una aita producci6n de astaxantina.
Estas fueron: ANCHO1, ANCHO02, ANCHO03, ANCH04, ANCHO5 y ANCHI13.
Ademis se incluyé a ANCHI10 cuya caracteristica es la de tener una pigmentacién
amarilla (asociada a la produccién y acumulacién de B-caroteno). Las levaduras se
cultivaron en medio completo YM (0,3% extracto de levadura, 0,3% extracto de

malta y 0,5% bacto peptona) suplementado con 1% de glucosa a 22°C con agitacién
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constante. En el caso de cultivos en placas, al medio se le adicioné agar al 1,5%. Para
realizar las curvas de crecimiento, matraces de 150 ml con 50 ml de medio de cultivo
se inocularon con cultivos en fase exponencial de crecimiento hasta alcanzar una
densidad 6ptica inicial (DOgponm) de 0,1. El crecimiento de los cultivos se siguid
mediante la densidad éptica del cultivo a 600 nm con un espectrofotémetro JASCO
V-630.

Las curvas de crecimiento se realizaron en triplicados y se tomaron muestras
luego de 48, 72 y 120 h de cultivo para evaluar la produccién de biomasa,

carotenoides y ergosterol.

2.2 Determinacion de biomasa de levadura.

La biomasa alcanzada por cada cepa analizada se determiné de acuerdo al peso
seco de levadura. Para ello, 1 ml de medio de cultivo YM, en fase esponencial (y en
triplicado), se centrifugé en un tubo Eppendorf previamente masado, se descarté el
sobrenadante y el pellet celular se dejo secar a 80°C durante 12 h. A continuacién, el
peso seco de levadura de 1 ml de cultivo se determiné por la diferencia de masa entre

el tubo Eppendorf con el pellet seco y vacio.

2.3 Extraccion de carotenoides.

Se extrajeron carotenoides a partir de muestras de 15 ml de cultivo. Para ello se
colect6 por centrifugacién el pellet celular y se congel6 a -80°C hasta ser procesado.

Para extraer los carotenoides, cada pellet celular se descongeld, se suspendié
en I ml de agua destilada y se agregé 0,5 ml de volumen de esferas de vidrio

BioSpec de 0,5 mm de didmetro con la finalidad de realizar la posterior ruptura
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celular mecdnica en un moledor BioSpec con agitacién durante 3 min.
Posteriormente, a cada tubo se le agregé 1 ml de acetona y se homogenizé en
moledor durante 3 min. Luego la muestra se centrifugé a 4.000 rpm por 5 min y se
recuper6 la fase lfquida. Este 1iltimo paso se repiti6 hasta que el pellet celular queds
incoloro.A la fase liquida, se le agregé la quinta parte de su volumen de éter de
petr6leo, se homogeniz6 en un agitador y posteriormente se centrifugé a 4.000 rpm
en una centrifuga Sorvall de sobremesa por 5 min, se extrajo la fase superior (éter de
petréleo) en tubos de vidrio y este paso se repiti6 hasta que la fase inferior (acetona)
s¢ torné transparente. Los  carotenoides totales se  cuantificaron
espectrofotoméiricamente a 465 nm y su concentracién se calculd con la siguiente

formula (An y col., 1989):

(Vol. éter*D04s5*100*vol. peso seco)
(masa pellet*21*Vol. cultivo original)

Donde “Vol. éter” corresponde al volumen de éter de petréleo expresado en ml,
“Vol. peso seco” respecta al volumen de cultivo (1 ml) extraido para su secado,
“Masa pellet” corresponde a la masa fresca en gramos existente en 1 ml de cultivo y
“Vol. cultivo original” refiere al volumen total de cultivo extraido (DOsoonm=8) para
la extraccion de carotenoides (15 ml).

La composicién de carotencides se evalué6 por RP-HPLC en un equipo
Shimadzu SPD-M10A con una columna C18 y como fase mévil acetonitrilo;
metanol: isopropanol (85: 10: 5, v/v/v). Los carotenoides se identificaron de acuerdo
a su espectro de absorcion y tiempo de retencién de acuerdo a estdndares publicados

por Britton y col. (2004).
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2.4 Extraccion de ergosterol.

La extraccion de ergosterol se realiz6 de acuerdo a Shang(2006). Brevemente,
luego de 48, 72 y 120 h de cultivo, se extrajeron esteroles a partir del pellet celular de
muestras de 5 ml de cultivo que fueron congeladas a -80°C antes de ser procesadas.
El pellet celular de cada muestra se suspendié en 1 ml de agua destilada, se
agregaron 16 ml de etanol 60% v/v y 4 g de KOH. Las mezclas se calentaron a baio
maria (78-80°C) por 2 h y luego se anadieron 10 ml de éter de petréleo. Las fases se
separaron por centrifugacién y se recuper6 la fase superior (éter de petréleo) que
contiene a los esteroles no saponificables. La concentracion de ergosterol se

determiné por absorbancia a 280 nm y se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

Concentracion ergosterol = (DOjgs) x ¢(11.900)

Donde “c” corresponde al coeficiente de extinciéon molar, dada en este caso con
=282 nm.
Finalmente, la composicién de esteroles se evalué por RP-HPLC con una

columna C18 y como fase mévil metanol: agua (97: 3, v/v).

2.5 Mutagénesis con rayos gamma.

A partir de un cultivo con una DOggonm de 8 (fase exponencial de crecimiento),
se tomo 1 ml de muestra donde posteriormente el pellet celular se suspendié en agua
o en buffer STM y luego se irradié con dosis de acuerdo a los resultados de
sobrevida. Luego, las células se sembraron en placas con medio YM y se incubaron a

22°C hasta el desarrollo de colonias (método adaptado de Sun y col., 2004).
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2.6 Mutagénesis con NTG.

A partir de un cultivo con una DOggonn de 8 (fase exponencial de crecimiento),
se obtuvieron muestras de 1 ml, donde el pellet celular obtenido se lavé dos veces
con buffer citrato (0,1 M dcido citrico y 0,1 M citrato de sodio, pH 5,5).Luego el
pellet se suspendié en una solucién de NTGa una concentracién de acuerdo a los
resultados de sobrevida celular con 1 ml de buffer fosfato (0,1 M fosfato monosédico
y 0,1 M fosfato disédico, pH 7,0) y se incubé a 22°C con agitacién constante durante
30 min.Posteriormente el pellet celular se lavé dos veces con buffer fosfato pH 7,0 y
finalmente se sembré en placas de medio sélido YM (método adaptado de An y col.,

1989).

2.7 Determinacion de sobrevida celular.

A partir de los aislados seleccionados, se realizaron suspensiones de cultivos en
fase exponencial (DOgg-8) tratados con mutdgenos quimicos (NTG) y fisicos (Rayos
gamma). Se realiz6 el conteo en cdmara Neubauer (Figura 7) visualizada por
microscopia Optica a 40x, estandarizando el nimero de células totales en 1 ml de

cultivo sin tratamiento aplicando la siguiente férmula:

[Cantidad total de células en 5 cuadrados de 0,1 mm de ancho x 5 x (1/factor de dilucién)]
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Figura 7: Camara de Neubauer.Método utilizado para determinar el titulo de células existentes en un
volumen determinado de cultivo.

Para determinar la sobrevida celular frente a los tratamientos con mutigenos,
se utilizé6 el método de la micro gota, donde se sembraron 10 ul de diluciones
seriadas, desde 10™" hasta 10®, de cada cultivo (en triplicados) en placas con medio
YM luego de ser tratados con 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ug/ml de NTG o dosis de 2; 3,5;
5; 6; 7y 8 kGy de rayos gamma (servicio contratado al drea de irradiacién
multipropésito  de la  Comisién Chilena de Energia Nuclear, CCHEN:
http://www.cchen.cl/). Las placas se incubaron a 22°C hasta el desarrollo de colonias
y posteriormente se contaron y se determind el titulo en comparacién con el control
(cultivo sin tratamiento con mutigeno).

Por otra parte, también se evalué el medio de suspensién de las células para
realizar el tratamiento mutagénico, ya que en el caso del tratamiento con rayos
gamma, las células deben estar expuestas por varias horas y el medio puede influir en

su sobrevida. Se evalué el buffer STM (270 mM Sacarosa 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
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1 mM MgCl,) y agua como conirol. Este estudio se realizé en conjunto con el

método de microgota ya mencionado para estimar Ia sobrevida.

2.8 Analisisestadisticos.

Las diferencias entre las cepas (cinética de crecimiento, biomasa, ergosterol y
carotenoides) se confirmaron mediante el test estadistico ANOVA (p <0,05) de una o
dos vias segin fue pertinente y con el post-test correspondiente, realizados en el
programa *“GraphpadPrism 6.0”.

Las curvas de crecimiento se ajustaron por la ecuacién de
Gompertzmodificada (Zwitering y col., 1990), mediante el programa “Origin Pro

9.0”.
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4. RESULTADOS

3.1 Seleccion de aislados de X. dendrorhous de acuerdo a la

produccién de biomasa, ergosterol y carotenoides para realizar
mutagénesis al azar.

3.1.1 Determinacion de curvas de crecimiento celular.

Con el objetivo de encontrar el mejor candidato en cuanto a parimetros que
favorezcan la sobreproduccion de carotenoides (velocidad de crecimiento,
produccién de biomasa y carotenoides), se realizaron curvas de crecimiento de cada
aislado antdrtico, como de las cepas de referencia (AVHN2 y AVHN2.4.8) en

triplicado (Figura 8). Junto con ello, también se analiz6 la produccién de ergosterol.

Curva de crecimiento celular
20m=
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AVNH2.4.8
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Figura 8. Curva de crecimiento celular.Las cepas se cultivaron en medio completo YM a 22°C con
agitacion constante. Se tomaron muestras de cada cultivo cada 24 h por 5 dias a las cuales se les midi6 su
absorbancia a 600 nm. Cada punto corresponde al valor promedio de tres cultivos independientes con sus
desviaciones estdndar. Las curvas de crecimiento de cada aislado se representa en un color respectivo,
mostrado en la simbologia adjunta.
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Con la finalidad de comparar el comportamiento de los distintos aislados, se
realiz6 un ajuste de las curvas a la ecuacién de Gompertz modificada (Zwietering y
col., 1990). Dicho modelo matemdtico permite el ajuste empirico de la cinética de
crecimiento en una poblacién determinada asumiendo que la tasa de crecimiento
incrementa monoténicamente hasta alcanzar un maximo y después decrece en forma
monétona asintSticamente. Dicho modelo permite analizar patrones observados en
un cultivo como la amplitud del tiempo de latencia (fase lag, A), Ia tasa mdxima de
crecimiento (pendiente de la curva en la fase exponencial de crecimiento, um) y la

mdéxima absorbancia alcanzada (A) (Tabla 2).

Tabla 2. Comparaci6n indicadores de crecimiento microbiano en X, dendrorhous.

Cepa A um A
ANCHO1 1227 =z 359 ns / ns 0,18 + 006 ns / ns 11,78 = 1,19 =+ [ pg
ANCHOZ 322 =% 194 * [/ ns 0,12 + 0,01 ns / ns 11,82 = 108 * [ ns
ANCHO3 073 =+ 515 * [/ ns 0,1a 0,07 ns / ns 978 £ 253 #* [ png
ANCHD4 978 =+ 303 ns / ns 0,05 = 0,02 ns / ns 148 = 033 ns [/ ns

ANCHO5 21,15 = 184 ns [ ** 0,20 = 0,07 ns / ns 11,34 = 1,52 ** /[ pg

ANCHIO 252 =+ 534 * [ ns 0,14 + 0,03 ns / ns 1267 + 030 ons [/ ns
ANCHI3 698 =+ 1229 ns / ns 0,14 = 0,02 ns / ns 1546 =+ 1,76 ns / ns
AVNH2 178 %= 573 *ok 0,13 = 0,02 ns 1575 = 0,14 *
AVNH248 004 =+ 586 *= 0,16 £ 0,06 ns 1261 = 060 *

Nota: Los simbolos después de los valores dentro de una columna indican diferencias estadfsticas al comparar las
medias de los aislados antérticosylosde referencia (primera columna versus AVNH2; segunda columna versus
AVNH2.4.8): ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001({ANOVA de una via seguido por el post-test de
Bunnett), El ntimero a la izquierda del simbolo  representa ladesviacién estdndar.



e

25

Si bien la tasa méxima de crecimiento no presenté diferencias significativas
respecto a las cepas referenciales, varios aislados presentaron tiempos de latencia
mayor y absorbancias maximas menores que los aislados de referencia. Sin embargo,
los aislados ANCHO4 y ANCHI3 no presentaron diferencias en los tres pardmetros

de crecimiento medidos respecto de los aislados de referencia.

3.1.2 Anilisis de la produccién de biomasa en aislados antirticos de X.
dendrorhous.

Con ¢l objetivo de analizar la produccién de biomasa de las cepas, se tomaron
muestras luego de 48, 72 y 120 h de cultivo en triplicado, y la biomasa se expresé en
g de la levadura seca en 1 ml de cultivo (Figura 9). Para evaluar si las diferencias
encontradas entre los aislados antdrticos y las muestras de referencia son
significativas, se realizé un andlisis de ANOVA con p <0,05. Los resultados
estadisticos muestran que si bien varios aislados presentan una biomasa menor que
los aislados de referencia, los aislados ANCH2, ANCH4 y ANCH13 no presentan

diferencias estadisticamente significativas con respecto a los aislados de referencia

en todos los tiempos analizados.
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Figura 9. Produccién de biomasa en aislados antirticas de X. dendrorhous.Los andlisis se realizaron
luego de 48, 72 y 120 h de cultivo. Los resuitados de aislados antirticos se muestran en barras de color
blanco, mientras que los de referencia en negro. Se muestran los valores promedio de los triplicados, las
barras de error indican 1a desviacién estindar, Los simbolos arriba de las barras indican diferencias
estadisticas al comparar las medias de los aislados antdrticos y los de referencia (arriba versus AVNH2;
abajo versus AVNH2.4.8): ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 (ANOVA de dos vias
seguido por el post-test de Bonferroni).

»

3.1.3 Cuantificacion de Ia produccion de carotenoides totales en aislados
antarticos de X. dendrorhous

Para determinar si existe un candidato con una produccién significativamente
mayor de carotenoides respecto a los aislados de referencia, se extrajeron pigmentos
de todos los aislados estudiados Iuege de 48, 72 y 120 h de cultivo, los cuales se
cuantificaron espectrofotométricamente. Se observé que losaislados ANCH4 y

ANCH13 fueron los tnicos que presentaron una produccidn de carotenoides

relativizados a la biomasa total alcanzada estadisticamente mayor ala del aislado de
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referencia AVHN?2 y similar al aislado de referencia AVHN2.4.8 luego de 72 y 120 h

de cultivo (Figura 10),
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Figura 10. Produccion de carotenoides en cepas antirticas de X. dendrorhousrelativo al peso seco total de
levadura.Los andlisis se realizaron luego de 48, 72 y 120 h de cultivo. Los resultados de aislados
antirticos se muestran en barras de color blanco, mientras que los de referencia en negro. Se muestran
los valores promedio de los triplicados, las barras de error indican la desviacién estdndar. Los simbolos
arriba de las barras indican diferencias estadisticas al comparar las medias de los aislados antdrticos y los
de referencia (arriba versus AVNH2; abajo versus AVNH2.4.8): ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; *#+;
P<0,001 (ANOVA de dos vias seguido por el post-test de Bonferroni).

4.1.4 Chuantificacion de la produccion de ergosterol en aislados
antarticos de X. dendrorhous

Para determinar la produccién de ergosterol de los candidatos, se extrajeron

muestras Iuego de 48, 72 y 120 h de cultivo, las cwales fueron medidas

espectrofotométricamente (DO280). Los datos muestran que ninguno de los aislados
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presenté una produccioén de ergosterol mayor que los aislados de referencia (Figura

11).
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Figura 11.Produccién de ergosterol en cepas antdrticas de X. dendrorhous relativo al peso seco total de
levadura, Los andlisis se realizaron luvego de 48, 72 y 120 h de cultivo, Los resultados de aislados
antdrticos se muestran en barras de color blanco, mientras que los de referencia en negro. Se muestran
los valores promedio de los triplicados, las barras de error indican la desviaci6n estdndar. Los sfmbolos
arriba de las barras indican diferencias estadisticas al comparar las medias de los aislados antdrticos y los
de referencia (arriba versus AVNH2; abajo versus AVNH2.4.8): ns: p>0,03; *: p<0,03; 5% p<0,01; ***:
p<0,001 (ANOVA de dos vias seguido por el post-iest de Bonferroni),

De acuerdo a los resultados obtenidos, los andlisis de los aislados antirticos
muestran que el rendimiento en la produccién de carotenoides por biomasa total de

los aislados ANCHO4 y ANCH13, son los més altos de entre los aislados antérticos, e

incluso superan el rendimiento del aislado de referencia AVHN2,
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3.2 Ensayos de mutagénesis por métodos quimicos (N-metil-N-
nitro-N-nitrosoguanidina, NTG) y fisicos (rayos gamma) de los
aislados antarticos de X. dendrorhous seleccionados
3.2.1 Determinacién de dosis 6ptimas para mutagénesis en X. dendrorhous
Para determinar la dosis 6ptima de mutdgenos quimicos y fisicos con base en la

relacion de la concentracion del agente mutagénicose determiné la sobrevida de la
levadura se estimé un nivel de sobrevida del 10% de las células tratadas y asf facilitar
el manejo experimental. Para estos fines la sobrevida celular se evalu6 mediante el
método de las “microgotas”, que nos permite estandarizar la cantidad de células
sobrevivientes en un volumen determinado de cultivo en comparacién con su cepa
parental no tratada con mutdgeno.

El método se basa en sembrar 10 ul de diluciones seriadas de cultivos de la
levadura en placas con medio de cultivo YM que fueron tratados o no previamente
con mutdgenos. Lo anterior se realizé en triplicados para posteriormente observar el
desarrollo de colonias y contar el nimero de ellas que se forma en cada gota y asi
determinar el titulo para evaluar el efecto en la sobrevida del respectivo mutdgeno.
Ademds de determinar la sobrevida celular, se estudié el efecto de un estabilizador
osmotico STM (270 mM Sacarosa, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM MgCl,) con fines de
amortiguar los posibles efectos en la sobrevida celular del tiempo de transporte y de
exposicion de la suspensiéon celular con rayos gamma (factores externos a la
mutagénesis) que requiere este tratamiento.

Los datos de la Figura 12 muestran que el efecto de suspender las células en
STM en la sobrevivencia celular es notoria (curvas azules) al mostrar curvas con una

menor tendencia a decaer que las células suspendidas en agua (curvas verdes); sin
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embargo, la sobrevida celular en células suspendidas en agua es lo suficientemente
efectiva para poder trabajar con ellas, por lo que los ensayos posteriores se realizaron
en suspensiones de agua destilada.

Con estos ensayos se determiné que la concentracién mds adecuada para
realizar los ensayos de mutagénesis con NTG corresponde a los 15 ug/ml, mientras
que la dosis de radiacion gamma apropiada es de a 5 kGy; ambas dosis permiten
manejar una cantidad adecuada de células viables, y al mismo tiempo evaluar el

posible efecto mutagénico al analizar las colonias viables resultantes de los ensayos.
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Figura 12. Curvas de sobrevida celular con mutigenos.a)Sobrevida celular en ensayos con NTG.
b)Sobrevida celular en ensayos con irradiacion gamma. Las curvas verdes representan los ensayos con
las células suspendidas en agua: y las azules, en STM. Los puntos en forma de tridgngulo invertido
representan los resultados del aislado ANCH13, los circulos los del aislado ANCHO4.
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3.2.2 Seleccion de cepas mutantes de X. dendrorhous

Con la finalidad de seleccionar cepas mutantes carotenogénicas de X.
dendrorhous, se realizaron 4 rondas de screening visual buscando a aquellas colonias
que presentaron una pigmentacién rojiza mds intensa lo que estaria asociado a una
mayor produccién de astaxantina. Sin embargo, también se seleccionaron colonias
con diferentes matices de colores blanco, amarillo, naranja y rojo con la finalidad de
confirmar que los mutigenos utilizados son efectivos para obtener mutantes
carotenogénicos (Figuras 13 y 14). Cabe mencionar, que luego de ensayos de
mutagénesis con ambos agentes, los aislados obtenidos por ensayos con NTG
presentaban, al cabo de algunas generaciones, cambios en su coloracién, volviéndose
en su mayorfa de color amarillo pdlido, por lo que dada su inestabilidad, se
seleccionaron exclusivamente aislados de ensayos por radiacién gamma,

Interesantemente, las cepas que mostraron mayor estabilidad fueron aquellas
obtenidas por mutagénesis con rayos gamma. De estamanera se seleccionaron 25
aislados para posterioresandlisis, los cuales son: ANCHO04.01,ANCH04.02,
ANCH04.04, ANCHO04.05, ANCH04.06, ANCH04.07, ANCHO04.15, ANCH04.20,
ANCH04.22, ANCHO04.23, ANCH13.01, ANCH13.02, ANCH13.03, ANCH13.04,
ANCHI13.05, ANCH13.06, ANCH13.07, ANCH13.14, ANCH13.17, ANCH13.,22,
ANCHI13.23, ANCH13.24, ANCHI13.25, ANCH13.26 y ANCH13.28. Estas cepas
fueron analizadas en cuanto a su produccién de biomasa, de carotenoides totales y de
ergosterol con el propésito de dilucidar si entre ellos existe un mutante que cumpla

con los requerimientos asociados a una sobreproduccién de carotenoides y

astaxantina principalmente.
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Figura 13. Colonias aisladas de X. dendrorhousprovenientes de mutagénesis con rayos gamma (aislado
parental: ANCHO4).Se muestra colonias aisladas luego de la irradiacion de ANCHO4 con 5 kGy de rayos
gamma que presentan distinta coloracién indicando alteraciones en la ruta carotenogénica. Se indica el
nombre de cada aislado donde el niimero de la izquierda del punto representa el nombre del parental del
cual se obtuvo (ANCHO04) y luego del punto se indica el nimero de orden de aislamiento. ANCH04.03
y ANCHO4.13 presentan problemas de crecimiento en cultivo de medio completo sélido.
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Figura 14. Colonias aisladas de X. dendrorhousprovenientes de mutagénesis con rayos gamma (aislado
parental: ANCHI3).Se muestran colonias aisladas luego de la irradiacion de ANCHI3 con 5 kGy de
rayos gamma que presentan distinta coloracién indicando alteraciones en la ruta carotenogénica. Se
indica el nombre de cada aislado donde el nimero de la izquierda del punto representa el nombre del
parental del cual se obtuvo (ANCH13) y luego del punto se indica el nimero de orden de aislamiento. El
aislado ANCH13.16, present6 problemas de crecimiento en cultivo de medio completo sélido.
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3.3 Evaluacién de los mutantes de X. dendrorhous seleccionados
Luego de la seleccidn de las cepas obtenidas desde los ensayos de mutagénesis
al azar, se realiz6 un andlisis para evaluar la produccién de biomasa y carotenoides, y
de acuerdo a los resultados, seleccionar a uno o més candidatos para estudios
posteriores de crecimiento celular y estudios de composicién de carotenoides
mediante RP-HPLC. De la misma forma que en an4lisis anteriores, también se utilizé
el andlisis ANOVA para identificar candidatos con diferencias estadisticamente
significativas que sean sobresalientes entre sus pares. Para este objetivo se realizaron
cultivos de los aislados seleccionados en matraces con bafle de 500 ml con 250 ml de
medio completo YM y bajo agitacion constante a 22°C. Como control, se incluyé la
respectiva cepa parental (ANCHO04 o ANCH13) de la cual derivan los mutantes. Las

tomas de muestra se realizaron Iuego de 120 h de cultivo.

3.3.1 Evaluacion de ]a produccién de biomasa en aislados mutantes de X,
dendrorhous

La Figura 15 muestra el andlisis de la produccién de biomasa en los mutantes
seleccionados que derivan delos parentales ANCHO4 y ANCHI3. Respecto a
ANCHO04, se puede observar que no existe un mutante con una mayor produccién de
biomasa respecto a la parental.En cuanto a los mutantes derivados de ANCH13, el

mutante ANCH13.23 alcanzé una mayor biomasa en comparacién con el aislado

parental ANCHI13.
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Figura 13, Produccién de biomasa de aislados obtenidos por mutagénesis después de 120 h de cultivo.a)
Aislados provenientes de la mutagénesis de ANCHO4. b)Aislados provenientes de la mutagénesis de
ANCH]13. Los resultados del aislado parental se muestran en barras de color negro, mientras que los de
los aislados sometidos a mutagénesis en negro. Se muestran los valores promedio de los triplicados, las
barras de error indican la desviacién estindar. Los simbolos arriba de las barras indican diferencias
estadisticas al comparar las medias de los aislados mutagenizados y los parentales: *: p<0,05; #*:
p<0,01; ***: p<0,001 (ANOVA de una via RM seguido por el post-test de Dunnett),
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3.3.2 Evaluacion de la produccion de carotenoides en aislados mutantes de
cepas antarticas de X. dendrorhous

Para evaluar la produccion de carotenoides, se cultivaron las cepas candidatas
en medio completo YM bajo agitacién constante para comparar el rendimiento
produccién de carotenoides luego de 120 h de cultivo. Si bien no se encontré una
cepa mutante con una produccién estadisticamente mayor que derive de ANCHO04, si
se encontré un mutante que deriva de ANCHI13 (ANCHI13.14) (Figura 16). Este
mutante produce 1,878 = 127 ppm de carotenoides, mientras que su parental
cultivado paralelamente bajo las mismas condiciones, alcanzé los 1,394 + 90 ppm. A
pesar de que presenté una menor produccién de biomasa, la mayor produccién de
carotenoides realizada por la cepa ANCHI13.14 (Figura 17) precisé un andlisis en
mayor detalle en cuanto a la produccion de biomasa, curva de crecimiento,

produccién de carotenoides y de ergosterol.

ANCH 13 ANCH 13.14

Figura 16. Fenotipos de coloracién de la mutante de X. dendrorhous.Panel superior: vista de contraste
proveniente de pellet celular en matraces con bafle. Panel inferior: vista lateral de tubos Falcon con
pellet celular a 120 h de cultivo. Es notoria la diferencia de pigmentacion, siendo la cepa ANCHI13.14 de
tonalidad rojiza intensa en comparacion a su parental ANCH13.
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Figura 17. Produccién de carotenoides cepas candidatas por mutagénesis a 120 h de cultivo.Produccién
de biomasa de aislados obtenidos por mutagénesis después de 120 h de cultivo.a) Aislados provenientes
de Ia mutagénesis de ANCHO4. b) Aislados provenientes de la mutagénesis de ANCH13. Los resultados
del aislado parental se muestran en barras de color negro, mieniras que los de los aislados sometidos a
mutagénesis en negro. Se muestran los valores promedio de los triplicados, 1as barras de error indican la
desviacién estindar, Los simbolos arriba de las barras indican diferencias estadisticas al comparar las
medias de los aislados mutagenizados v los parentales: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 (ANOVA de
una via RM seguido por el post-test de Dunnett).
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3.3.3 Determinaciéon de curvas de crecimiento celular de la mutante
ANCH13.14 de X. dendrorhous

En primer lugar las cinéticas de crecimiento tanto de la cepa parental ANCH13,
como de la mutante ANCHI13.14 fueron realizadas a partir de cultivos en medio
completo YM bajo agitacién constante a 22°C tomando muestras cada 24 h durante

120 h de cultivo.

Las curvas muestran que la cepa parental alcanzé una estadisticamente
significativa mayor DOgy de 15,2 + 0,7 que el mutante ANCHI13.14 que alcanza los
13,2 £ 0,4. Similarmente, la pendiente de la curva en la fase exponencial de
crecimiento de la cepa parental presenta una mayor inclinacién que la candidata
ANCH13.14 con valores de 0,61 + 0,15 y 0,36 + 0,05 respectivamente; sin embargo,
esta diferencia no es estadisticamente significativa (Figura 19 y Tabla 3). Las fases
de latencia fueron estadisticamente similares, pero mayor para la cepa ANCHI13.14

con 29,1 £2,2 h, mientras que en la cepa parental fue de 26,5 + 0,8 h.

Curva de crecimiento

o
63 104 y / - ANCH13
s} / -8 ANCH13.14

3 Y = p: 3 P
horas
Figura 18. Curva de crecimiento de las cepas ANCHI13.14 y su parental ANCHI3.Cada curva se

construyé con el valor promedio de tres cultivos independientes y las barras representan la desviacion
estandar. Las curvas se representan en color azull ANCH13) y naranjo (ANCH13.14).
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Tabla 3. Comparacién indicadores de crecimiento microbiano en X, dendrorhous.

Paridmetros de la curva de crecimiento

Cepa A pm
ANCH13.14 1321 =+ 0737(a) 0,37 = 0,06 (a) 2907 + 223(a)
ANCH13 1523 += 0,73 (b) 0,61 + 0,15(@ 2650 zx 0,83()

Nota: Letras diferentes en los valores dentro de una columna indican diferencias estadfsticamente significativas, los promedios
seguidos de Ia misma letra no difieren significativamente (ANOVA de una via seguida por el post-test de Tukey). El niémero a Ia
derecha del simbolo + representa su desviacién estdndar.

3.3.4 Evaluacién de la produccién de biomasa en la mutante ANCH13.14
de X. dendrorhous

Con el propésito de analizar la produccién de biomasa, se analizaron tanto las
cepas ANCHI3.14 como su parental (ANCH13), tomando muestras en triplicado de
Iml de cultivo en crecimiento en medio completo YM con agitacién constante en
intervalos de 24 h por 5 dfas.Los datos muestran que luego de 120 h de cultivo, Ia
cepa ANCH13.14 tiene una produccion de biomasa no significativamente mayor a su
parental en términos estadisticos que alcanza los 0,005 0,001 g de levadura por ml

de cultivo, mientras que su parental produce 0,004 + 0,001 g/ml.

Ademds, la Figura 20 muestra una produccién méxima y estadisticamente
mayor de biomasa por parte de Ja cepa parental ANCHI3 que alcanza los 0,006 =

0,001 g de levadura por ml de cultivo a las 72 h, mientras que la cepa mutante

ANCIH13.14 alcanza los 0,003 % 0,001 g/ml.
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Figura 19. Produccién de biomasa del aislado mutante ANCH13.14 y su parental ANCH13.Se muestran
los valores promedio de los triplicados, las barras de error indican la desviacién estdndar. Los simbolos
arriba de las barras indican diferencias estadisticas al comparar las medias: *: p<0,05; **: p<0,01; **+:
p<0,001 (ANOVA de dos vias seguido por el post-test de Bonferroni).

3.3.5 Evaluacién de la produccién de carotenoides en la mutante
ANCH13.14 de X. dendrorhous

Para analizar y comparar la produccién de carotenoides de ANCHI3.14 y
ANCH13, se tomaron muestras por triplicado de 15 ml de cultivo en medio YM bajo
agitacion constante a 22°C cada 24 h durante 5 dias, los cuales fueron cuantificados y

su composicion analizada por RP-HPLC.

Si bien se puede observar un crecimiento sostenido en la produccién de
carotenoides por parte de ambas cepas (Figura 20), quien presenta una mayor
produccién de carotenoides es la cepa ANCH13.14, que bajo Ias condiciones del
ensayo alcanzé 2.215 + 171 ppm versus 1.589 x 129 ppm que produjo ANCH13

luego de 120 h de cultivo. El andlisis estadistico también nos indica que luego de 96

h de cultivo, también existe una diferencia significativamente mayor en la
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producci6n de carotenoides en la cepa ANCH13.14 en comparaci6n a su control:

2.128 +407 y 1.081 = 121 ppm, respectivamente.

En cuanto a la composicién de los carotencides, también se encontré una
mayor proporcion de astaxantina en ANCH13.14 (Figura 21) especialmente luego de
las 96 y 120 h de cultivo, alcanzando los 1.196 y 1.415 ppm respectivamente (en
comparacion a los 767 y 1.159 ppm de la cepa parental ANCH13). Por otra parte, es
posible observar que la distribucién de los intermediarios metabélicos de la ruta de

los carotenoides es mds diversa en la cepa mutante que en la cepa parental (Anexos 1

y 2).
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Figura 20. Producci6n de carotenoides del aislado mutante ANCH13.14 y su parental ANCHI13. Se
muestran los valores promedio de los triplicados, las harras de error indican la desviacion estdndar. Los
simbolos arriba de las barras indican diferencias estadisticas al comparar las medias: *: p<0,05; **;
p<0,01; ***: p<0,001 (ANOVA de dos vias segnido por el post-test de Bonferroni).
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Figura 21. Produccién de astaxantina del aislado mutante ANCH13,14 y su parental ANCHI3. Se
muestran los valores promedio de los triplicados, las barras de error indican la desviacién estdndar, Los
simbolos arriba de las bamas indican diferencias estadisticas al comparar las medias: *: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001 {ANOVA de dos vias seguido por el post-test de Bonferroni).

3.3.6 Evaluacidon de la produccién de ergosterol en la mutante ANCH13.14
de X. dendrorhous

Finalmente, con el fin de evaluar la produccién de ergosterol en la mutante
ANCHI13.14, se tomaron muestras por triplicado de 5 ml cada 24 h durante 5 dfas de
cultivo, los cuales fueron cuantificados y analizados por RP-HPLC.

Como se observa en la Figura 23, los niveles méximos de produccién de
ergosterol en ambas cepas, parental y mutante, son mayores al inicio del cultivo
mostrando un decrecimiento a lo largo del periodo de andlisis en ambas cepas. A las
24 h de cultivo, la cepa mutante ANCH13.14 alcanza los 16,5 % 2,2 mg de

ergosterol/g levadura seca, siendo significativamente mayor a la cepa parental que

alcanz6 los 9,7 mg de ergosterol/g levadura seca.
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Similares resultados se observan luego de 48 h de cultivo, donde la cepa
ANCHI13.14 alcanza 13,13 + 1,54 mg de ergosterol / g levadura seca en comparacién
a su parental que bordea una produccién de 8,23 + 0,98 mg de ergosterol/g levadura
seca. Los niveles decaen luego de 120 h de cultivo con una produccién sin

diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas.
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Figura 22. Produccién de ergosterol del aislado mutante ANCH13.14 y su parental ANCHI3. Se
muestran los valores promedio de los triplicados, las barras de error indican la desviacién estdndar. Los
simbolos arriba de ias barras indican diferencias estadisticas al comparar las medias: *; p<(,05; #*:
p<0,01; ***: p<0,001 {ANOVA de dos vias segnido por el post-test de Bonferroni).
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5. DISCUSION

4.1 Métodos alternativos a la seleccién visual para la eleccion de
mutantes sobreproductoras de astaxantina en X. dendrorhous.

La seleccién de aislados provenientes de ensayos de mutagénesis al azar,
debfan cumplir con las caracteristicas de obtener colonias con una coloracién
rojamds intensa que las parentales o bien, sin ser fundamental, seleccionar colonias
de color distinto al rojo para asegurarnos el efecto mutagénicode los agentes NTG y
radiacién gamma.

Nuestra seleccion, basado en “screening visual”, nos resulté iitil en Ia seleccién
de los candidatos, ya que en posteriores andlisis, la cepa ANCH13.14 seleccionada
por este método, mostr6 producir un 22% mds de astaxantinaque su parental
ANCHI13. No obstante, este método resulta exhaustivo para quien realiza la
seleccion, ya que la visién prolongada de un solo color puede terminar sesgando la
seleccion de las tonalidades, habitudndosea la coloracién y disminuyendo la
distincién de los tonos existentes en las colonias rojas. Es por elio que para facilitar
las rondas de seleccién de colonias rojas (asociadas a una mayor produccién de
astaxantina), sea han desarrollado algunas estrategias que pueden ayudar a la
obtencidn de nuestras cepas, que ya han sido documentadas.

Uno de estos métodos se asociaa agentes inhibidores de la cadena respiratoria
como la Antimicina A y el Cianuro (An y col., 1989). El uso de estos agentes
inhibidores induce en las células una disminucién en la actividad de enzimas
pertenecientes a la superfamilia de proteinas citocromo P450, por lo tanto, podrian
reducir la actividad de enzimas como la astaxantinasintasa mostrdndose colonias

amarillas o mds pilidas. De esta manera, se facilita la discriminacién por color de las
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cepas mutantes que tendrian una pigmentacién mis intensa. El método de
fotosensibilizacién propuesto por An y col. (1997), se basa en un método de
seleccion basado en las caracteristicas fotoprotectoras de los carotenoides, de forma
que la astaxantina juega un rol clave en la seleccién de mutantes sobreproductoras.
Any col. (1997) seleccioné mutantes de X. dendrorhous que, como la variante
silvestre, presentan baja actividad de la enzima stiper 6xido dismutasa (SOD) capaz
de transformar radicales oxigenados en agua oxigenada y oxfgeno en comparacién
con las cepas parentales. El propésito de este protocolo fue inhibir la actividad de Ia
enzima SOD en cepas mutantes con un agente generador de estrés oxidativo a nivel
celular (Toluidina azul O) en exposicién a luz para observar la desintegracién
progresiva de la astaxantina, siendo en menor porcentaje en aquellas cepas
sobreproductoras dada la actividad fotoprotectora de este pigmento.Otro de los
métodos documentados en la seleccién de mutantes hiperproductoras de carotenoides
es la citometrfa de flujo, presentado por Strecher y Johnson (2012). Esta técnica
permite el recuento y andlisis individual de células suspendidas en un fluido,
atravesando un fino capilar sobre el que incide un delgado rayo de luz ldser; asf, la
luz transmitida y dispersada por el paso de las células a través del tubo se recoge por
dispositivos de deteccién, permitiendo hacer inferencias en cuanto a tamario,
absorbancia y otras caracteristicas celulares. Utilizar un filtro capilar que permita
realizar estas separaciones, permiten la eleccién de una longitud de onda como
discriminante celular acorde a la absorbancia de los carotenoides o podemos precisar
la seleccién de forma individual en cada célula del cultivo al conocer su DO,

La seleccién de mutantes por difenilamina (DPA), es un método basado en el

bloqueo de la ruta carotenogénica a la altura de la fitoenodesaturasa, por lo tanto las
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colonias en presencia de este quimico serdn blancas ya que acumulan fitoeno. Sin
embargo, aquellas mutantes resistentes a DPA tendrdn distintos matices anaranjados
y rojizos (Chumpolkulwong y col.,1997), las que en condiciones ideales producen
hasta dos veces la cantidad de astaxantina que sus cepas parentales.Finalmente, el
uso de andlogos metabélicos como la B-ionona (Lewis y col., 1990) que es andloga
del B-caroteno, compiten por la oxigenacién de sus anillos terminales, lo que en altas
concentraciones produce el bloqueo en la produccién de astaxantina, acumulindose
p-caroteno y generando colonias amarillas por una competencia de ambos
metabolitos (B-ionona y P-caroteno) por el sitio activo de la astaxantinasintasa.
Resultados publicados por Lewis y col. (1990), mostraron mutantes seleccionados
con una produccion de hasta 5 veces mds de astaxantina, en comparacién con su
parental al utilizar este método de screening.

Aun considerando que existen métodos que favorecen la seleccién de
potenciales mutantes sobreproductoresde carotenoides como los presentados
anteriormente, no menospreciamos el método utilizado en nuestros ensayos, ya que
cumplié con el objetivo de identificar una cepa mds rojiza que produce mds

astaxantina, lo que fue confirmado cuantitativamente.

4.2 Importanciade analizar el organismo previo a los ensayos
demutagénesis al azar.

Considerando los agentes mutagénicos utilizados para los ensayos de
mutagénesis al azar (NTG y radiacién gamma), cabe mencionar que los mejores
resultados, basados en un evidente efecto en la diversidad de coloracién de las

colonias aisladas, asi como una tasa de revertancia baja, fueron aquellos aislados, que
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provienen de ensayos bajo radiacién jonizante gamma, de donde provienen la
totalidad de cepas candidatas seleccionadas.

En estudios previos,An y col. (1989), evaluaron la eficacia de antimicina A, el
EMS (metanosulfonato de etilo), luz ultravioleta, y NTG para la generacion de
mutantes carotenogénicas, donde NTG demostr6 serel mejor mutdgeno entre ellos,
ya que generd una variacién considerable en la pigmentacién entre las colonias
seleccionadas. Por estos motivos en este trabajo se utilizé NTG, ya que para un tipo
de levadura potencialmente tan resistente a los factores mutagénicos, dadas las
condiciones ambientales donde se desarrolla, es pertinente la utilizacién de un
mutdgeno eficiente y que tenga una baja tasa de revertantes.

Nuestros resultados revelan, de forma contraria, una nula aparicién de matices
rojizas al haber sido tratadas con NTG lo que se podria explicar por una alta
capacidad de la levadura para reparar su material genético frente a agentes
alquilantesdecitosinasmediante metil-transferasas o mecanismos de reparacién por
escisién de nucledtidos (NER) (Pierce y col,, 2009), que por las caracterfsticas
hostiles de la Antirtica, los aislados antarticos de X dendrorhousadaptaron para
desarrollar sistemas de reparacién mds eficientes que las cepas continentales.

Los aislados obtenidos por mutagénesis al azar provienen tinicamente de
ensayos por radiacién gamima, asegurando el objetivo de obtener aislados
sobreproductores. EnX. dendrorhous, 1a radiacién gamma sélo ha sido utilizada y
documentada en los dltimos 12 afios como una alternativa viable para una mejora en
la eficiencia mutagénica con fines de desregulacién de ciertas vias como la

carotenogénica, obteniéndose resultados alentadores con mutantes que producen

cerca de un 50% més de astaxantina que su cepa parental (Sun y col., 2004), e
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incluso 8 veces mds (Najafi y col.,, 2011). El mecanismo por el cual la radiacién
realiza su efecto mutagénico es diferente; la radiacién ionizante de onda corta
permite el quiebre de la hebra de DNA por ambas cadenas, lo que es reparado por
métodos de recombinacién tanto homéloga como no homologa (Pierce y col., 2009).
En los métodos de reparacién por recombinacién no homéloga es mutagénica, ya que
ocurre la pérdida de sectores de material genético que pueden generan corrimiento en
el marco de lectura sobre genes que participan en funciones metabélicas secundarias,
¥ en nuestro caso, sobre la pigmentacién y funcién antioxidante de la levadura, lo
que ntos ayudo en la obtencién de nuestro sobreproductor.

Estudios previos han analizado numerosos mutégenos que clésicamente se
utilizan en diversas especies, como el NTG en Coprinuszagopus (Moore.,1968),
Blakesleatrispora (Wang y c0l.,2013), Streptomycescoelicolor(Delic y col., 1969),
Escherichiacoli(Adelberg y col.,1965) yX. dendrorhous(An y col.,1989; Meyer y
col., 1993; Kim y col.,2005; Golkhoo y col., 2007). La radiacién UV (Retamales y
col,, 1998)y EMS en X. dendrorhous (Leonard y col., 2013), siendo esta iiltima de
bajo potencial mutagénico dada la baja efectividad y alta tasa de revertantes.

Se hace importante, analizar el efecto de otros agentes mutagénicos, como los
mencionados anteriormente, para revisar el afecto de cada uno de ellos sobre los
aislados antdrticos, y en lo posible, buscar nuevos mutigenos donde podamos

obtener nuevos sobreproductores,
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4.3 Cuantificacion de astaxantinade la cepa ANCH13.14 de X.
dendrorhous.

Los resultados de ANCHI3.14 muestran una prodnccién mayor de
carotenoides y astaxantina que la cepa parental ANCH13, siendo significativamente
mayor a 96 y 120 h de cultivo, cumpliendo el objetivo general de obtener una cepa
sobreproductora, alcanzando a 120h los 1.415 ppm versus los 1.159 ppm de su
parental, siendo un 22% mds su produccién de astaxantina.

Se han documentado ampliamente, ensayos donde se busca ammentar Ia
producci6n del carotenoideastaxantina en X. dendrorhous, bajo diferentes métodos de
mutagénesis al azar. Una de ellas, es el realizado por An y col. (1989), quien a partir
de ensayos de mutagénesis con EMS, obtuvo cepas que producen 600 ppm de
astaxantina, mientras con NTG, alcanzan los 900 ppm, en vez de los 400 ppm que se
obtienen de la cepa parental usada por ellos, llamada UCD-67-385.

El uso de radiacién gamma, ha sido documentado por Sun y col. (2003),
quienes a partir de una cepa parental que produce hasta 2.200 ppm de carotenoides,
obtuvieron un aislado bajo una dosis 6 kGyque produce 3.300 ppm.Por otra
parte,Sun y col. (2004}, obtuvieron luego de un tratamiento de 5 kGy de una cepa
que produce cerca 196 ppm de astaxantina, una cepa capaz de producir hasta 2.562
ppm. Finalmente, Lin y col. (2008)obtuvieron una cepa que sintetizé un 125% mds
de astaxantina en comparacién con la cepa parental(2.512 vs 1.114 ppm de
astaxantina, respectivamente).La determinacién de este pigmento, al considerar

factores como la biomasa y la curva de crecimiento que presenta la cepa mutante y su

parental, hacen interesante continuar analizdndolas.
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4.4 Regulacién en las rutas de sintesis de esteroles y carotenoides en
X. dendrorhous.

La ruta carotenogénica y de sintesis de esteroles derivan de la ruta del
mevalonato y curiosamente en X. dendrorhous, Loto y col. (2012) publicaron que
mutantes que no producen ergosterol tienen altos niveles de astaxantina, lo que
probablemente se explicarfa por un mecanismo de regulacién por retroalimentacién
negativa por producto final (ergosterol). En los mutantes que no producen ergosterol,
los transcritos del gen HMGR, que codifican la HMG CoAreductasa que convierte la
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA en mevalonato, el cnal es un punto clave en la
regulacion de la via del mevalonato (Calo y col., 1995), se ven incrementados.
Probablemente la sfntesis de carotenoides y de esteroles podrian estar regulada por la
Proteina de Uni6n al Elemento Regulado por Esteroles (SREBP, por su sigla en
inglés), mecanismo estudiado ampliamente en mamiferos y recientemente en las
levaduras CryptococcusneoformansySchizosaccharomycespombe(Bien j
Espenshade., 2010). SREBP es un activador transcripcional cuya accién se encuentra
reprimida al estar anclado a la membrana del reticulo endoplasmdtico cuando los
niveles de esteroles son altos. Asf cuando los niveles de esteroles bajan, SREBP se
transporta al aparato de Golgi donde sufre cortes proteoliticos que liberan el dominio
de unién a DNA y de activacidn de la transcripcién que se transloca al niicleo. Es ahi
donde SREBP se une al clemento regulador SRE (Elemento de Respuesta a
Esteroles) rio arriba de genes blanco, incluyendo a HMGR, para favorecer su
transcripcién y consecuentemente la sintesis de esteroles (Bien y Espenshade., 2010)
y de otros metabolitos que derivan de la ruta del mevalonato como los carotenoides.

Entonces, en ausencia de ergosterol, SREBP estaria activo favoreciendo la sintesis de
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carotenoides. El hecho de que nuestros resultados muestran un incremento en ambos
productos: carotenoides y esteroles, lo que también se ha documentado en
Rhodotorulaglutinis(Marova y cols. 2010), es un punto muy interesante, ya que tanto
esteroles y carotenoides son metabolitos atractivos desde un punto de vista
biotecnolégico. Considerando que las evidencias indican que en X
dendrorhousexiste una protefna SREBP (se ha encontrado un gen candidato en el
genoma de la levadura junto con otros elementos que participan en esta via de
regulacién, datos aun no publicados), es posible que en el mutante ANCH13.14, la
via SREBP esté afectada permitiendo que haya sobreproduccién de carotenoides y
ergosterol.

Tanto en la cepa ANCHI13como en la ANCHI13.14, la mayor produccién de
ergosterol ocurre entre las 24 y 48 h de cultivo, mientras que la astaxantina alcanza
sus maximos entre las 96 y 120h; este “desfase” podria explicarse porque las células
en su fase estacionaria temprana (24 a 48h), al reproducirse, deben sintetizar
numerosos lipidos que componen sus mermbranas celulares, entre ellas el ergosterol;
mientras que en fase exponencial tardfa, estacionaria y de muerte (72 a 120h),
producto de la actividad celular la cantidad de ROS aumenta, lo que lleva a la célula
a usar estrategias preventivas frente a la oxidacién del material genético, lo que se

traduce en la sintesis de carotenoides y de astaxantina.
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4.6 Conocimiento de los costes de produccién de la cepa mutante
ANCH13.14 de X. dendrorhous.

Conforme nuestra cepa cumple con el objetivo principal de nuestra
investigacion, el paso siguiente seria analizar los costes asociados a los resultados
que la acompaiian, una larga fase de latencia puede afectar los costos de produccién
dado el largo periodo que se tomarfa a nivel industrial en preparar su metabolismo en
la asimilacién de las fuentes de carbono y nitrégeno, aumentando los costes de
produccion, por lo que la mejora de las rutas implicadas en dichos aspectos de la
levadura, pueden ayudarnos a reducir costes.

Especificamente, luego de la selecci6n de una cepa sobreproductoradeben
realizarse ensayos de fermentacién para analizar las condiciones 6ptimas de
crecimiento (Dominguez-Bocanegra y col., 2007), dadas las condiciones de
oxigenacién, pH éptimo, velocidad de agitacidn, temperatura &ptima, presién
osmdtica, tipo de fuente de carbono, fuentes de nitrégeno asociadas y proporcién de
elementos traza. Es importante considerar también la posibilidad de posteriores
experimentos que se enfoquen en la mejora de la ruta metabdlica mediante
mutagénesis dirigida previa caracterizacién molecular de la cepa en cuestién.

Considerando las proyecciones de este trabajo, hasta hace unos 2 afios, los
intentos por mejorar ensayos enfocados en la obtencién de cepas hiperproductoras de
carotenoides no eran combinados, siendo conocidos los experimentos de mutagénesis
al azar y los de ingenierfa genética por separado. Sélo recientemente (y en paralelo al
desarrollo de esta tesis) se documenté un trabajo que buscé la mejora en la
produccién de astaxantina mediante la combinacién de estrategias de mutagénesis al

azar e ingenieria genética (Gassel y col., 2013). En dicho trabajo se seleccionaron
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mutantes sobreproductores de carotenoides obtenidos mediante tratamiento con NTG
que luego se transformaron con fragmentos de DNA portadores del gen
crtYB(Verdoes y col. 2003)y ¢rtS(Ojima y col., 2006). Los resultados mostraron la
eficiencia de esta estrategia, obteniéndose mutantes que producen hasta 6,000 pg de
carotenoides/g masa seca de los cuales el 88% corresponde a astaxantina, mientras
que la cepa parental apenas alcanzaba los 119ug de carotenoides/g masa seca con un
72% de astaxantina. Considerando este tltimo trabajo, el mutante obtenido en esta
tesis es un excelente candidato para manipular genéticamente mediante ingenierfa

genética para favorecer atin més laproduccidn de carotenoides y consecuentemente,

de astaxantina.
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5. CONCLUSIONES

* Los ensayos de mutagénesis al azar son adecuados para la obtencién de cepas
sobreproductoras de metabolitos; por ello, anélisis previos del organismo asi
como Jas caracteristicas de su entorno ayudan a elegir el mejor mutigeno para

experimentos posteriores.

¢ Las cepas antérticas de X. dendrorhousresultaron ser buenas candidatas para
la realizacién de ensayos de mutagénesis al azar para obtener

cepassobreproductoras de carotenoides.

® La cepa ANCHI3.14 constituye una cepa apropiada para posteriores anilisis

de caracterizacién molecular y programas de mejoramiento genético dado sus

altos niveles en la produccion de astaxantina y de ergosterol.
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