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RESUMEN

Los terpenos son una amplia y variada clase de compuestos hidrocarbonados
cuya unidad base es una molécula de 5 carbonos denominada isopreno. La sintesis de
los terpenos comienza con la condensacién del isopentenil difosfato (IPP) con su
isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) para formar el geranil difosfato (GPP). La
elongacién de la cadena hidrocarbonada se logra por la adicién secuencial del IPP a
los diferentes compuestos formados. La biosintesis de los terpenos comienza en una
etapa temprana con la biosintesis del IPP, seguido de la elongacién de la cadena
hidrocarbonada hasta el diterpenc geranilgeranil difosfato (GGPP) en la etapa
intermedia. La sintesis de carotenoides corresponde a la etapa tardia de sintesis de
terpenos. En esta etapa, se adicionan o remueven grupos metilos y/o atomos de
oxigeno a los diferentes terpencs. Algunos terpenos tienen un alto potencial
biotecnolégico por ser moléculas biolégicamente activas, destacando dentro del grupo
de los tetraterpenos los pigmentos carotencides. Estos pigmentos son utilizados en la

industria quimica como colorantes y en la industria farmacéutica como antioxidantes.

La levadura basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous sintetiza
astaxantina como principal pigmenio carotenoide, siendo utilizada en la industria
acuicola como colorante para los salmones y en la industria farmacéutica como
antioxidante. La produccién industrial de astaxantina natural a partir de X. dendrorhous
se ha visto limitada por la baja cantidad de pigmento producido por la cepa silvestre y
el reducido conocimiento de su ruta de biosintesis y de los factores que la regulan. Los
estudios de la ruta de biosintesis de la astaxantina en X. dendrorhous se han enfocado

casi exclusivamente a la etapa tardfa de la sintesis de los terpenos, correspondiente a
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la sintesis desde el fitoeno a la astaxantina. Sin embargo, en otros organismos se ha
observado que las etapas previas tienen un rol fundamental en la cantidad final de

pigmento producido.

En el presente trabajo se estudid, desde el punto de vista genético-molecular,
la etapa intermedia de biosintesis de terpenos en X. dendrorhous, correspondiente a la
biosintesis de GGPP a partir del IPP y DMAPP. Para esto, se determindé mediante
PCR la presencia en X. dendrorhous de los genes criE y FPS, los cuales codificarian a
las enzimas GGPP sintasa y FPP sintasa, respectivamente. Ademas, se ubicé por
hibridacién la posicién relativa del gen criE en un fragmento BamH| de 11.429 pb en el
genoma de X dendrorhous, el cual fue clonado y secuenciado completamente. El
andlisis de las secuencias permitid definir el tamafio del marco abierto de lectura del
gen crtE en 2,053 pb y que éste se encontraria potencialmente ligado a los genes UBL
y RPL19. Adicionalmente se clond, por RT-PCR, un fragmento de 1.131 pb
correspondiente al cDNA del gen criE, definiendo mediante la comparacion entre las
secuencias del cDNA y el gDNA la presencia de 9 exones y 8 intrones. Ademas, se
demostr6 la actividad GGPP sintasa de la enzima codificada por el gen crtE de X,
dendrorhous mediante ensayos de complementacion heterdloga en una cepa de
Escherichia coli portadora del clister carotenogénico de Erwinia uredovora carente de
la actividad GGPP sintasa. Finalmente, se obtuvieron cepas de X. dendrorhous
heterocigotas para el gen criE, que presentaron una disminucién de un 42% de la
produccién total de pigmento, demostrando la importancia de la efapa intermedia de la

sintesis de terpenos en la produccidn final de astaxantina.
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ABSTRACT

The terpenes are a wide and varied class of hydrocarbonated compounds
whose basic unit is a 5 C molecule called isoprene. The terpenes synthesis begins with
the condensation of isopentenil diphosphate (IPP) with its isomer dimethylallyi
diphosphate (DMAPP) to form geranyl diphosphate (GPP). The elongation of the
hydrocarbonated chain is accomplished by the sequential addition of IPP to different
compounds formed. In an early stage, terpenes biosynthesis begins with the
biosynthesis of IPP, followed by the elongation of the hydrocarbonated chain until the
diterpene geranylgeranyl diphosphate (GGPP) is formed in the intermediate stage.
Carotenoids synthesis corresponds to the late stage. In this stage, modifications are
carried out by adding or removing methyl groups and/or oxygen atoms on the different
terpenes. Some terpenes have a high biotechnological potential since they are
biologically active molecules. The carotencid pigments are particularly important within
this group. These pigments are used in the chemical industry as coloranis and the

pharmaceutical industry as antioxidants.

The basidiomycetous yeast Xanthophyllomyces dendrorhous synthesizes
astaxanthin as its main carotenoid pigment, which it is used in the aquaculture industry
as colorant for salmon and in the pharmaceutical industry as antioxidant. The industrial
production of natural astaxanthin from X. dendrorhous has been limited due to the low
quantity of pigment produced by the wild type strain and the reduced knowledge of its
biosynthesis pathway and the factors that regulate it. The studies of the astaxanthin
biosynthesis pathway in X. dendrorhous have been focused almost exclusively to the

late stage of the synthesis of terpenes, corresponding to the synthesis of phytoene to
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astaxanthin. However, in other organisms it has been observed that the previous

stages have a fundamental role in the final amount of pigment produced.

In the present work, the intermediate stage of the biosynthesis of terpenes
corresponding to the biosynthesis of GGPP from IPP and DMAPP in X. dendrorhous
was studied from a molecular-genetic point of view. For this, were identified by PCR
the presence of the crtE and FPS genes in X. dendrorhous which would encode the
GGPP synthase and FPP synthase enzymes, respectively. Furthermore, the crfE gene
is in an 11.429 bp BamHI fragment and its localization in the yeast genome was
determined by hybridization. The crtE gene was cloned and sequenced completely.
The sequence analysis indicated that the crtE gene has a 2.053 ORF and it is
potentially linked to the genes UBL and RPL19. Additionally, a 1.131 bp fragment
corresponding to the cDNA of the criE gene was cloned by RT-PCR defining by
comparison between the cDNA and gDNA sequences the presence of 9 exons and 8
introns. Moreover, the GGPP synthase activity of the enzyme encoded by the crtE
gene of X. dendrorhous was shown by heterologous complementation assays in an
Escherichia coli strain that carries the carotenogenic cluster of Erwinia uredovora and
lacks the GGPP synthase activity. Finally, heterozygous X. dendrorhous strains for the
crtE gene were obtained. These showed a 42% decrease in total pigment production,
showing the importance of the intermediate stage of the synthesis of terpenes in the

final production of astaxanthin.
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1.INTRODUCCION
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Los terpenos son una amplia y variada clase de productos naturales
sintetizados a partir de la unién secuencial de una molécula de 5 atomos de carbono
denominada isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Dentro del grupe de los terpenos, se
encuentran los terpencides o isoprencides, que son terpenos modificados
quimicamente a los cuales se les ha reacomodado o removido grupos metilos y/o
afiadido atomos de oxigeno a su esqueleto carbonado (Sacchettini y Poulter, 1997).
Sin embargo, de manera general se utiliza el término terpeno para ambos tipos de

compuestos.

La formacién de los terpenos a partir de la union del isopreno de forma 14 o
“cabeza-cola” y 4-4 o “cabeza-cabeza", se denomind "regla del isopreno” (Ruzicka,
1953). Sin embargo, el isopreno por si mismo no participa en la elongacion de Ia
cadena hidrocarbonada, sino su forma activada el isopentenil difosfatc (IPP) y su

isomero el dimetilalil difosfato (DMAPP).

Los terpenos, al ser derivados biosintéticos desde unidades de isopreno, tienen
una férmula molecular general (CsHs),, donde n corresponde al nimero de isoprenos
constituyentes y dependiendo de esa cantidad, son clasificados en: hemiterpenos
(n=1), monoterpenos (n=2), sesquiterpenos (n=3), diterpenos (n=4), triterpenos (n=6),

tetraterpenos (n=8) y politerpenos (n>8) (figura 1).
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Dimetilalil difosfato Isopentenil difosfato
Cs (DAMPP) Cs (IPP)

B

Monoterpenos <—— Geranil difosfato
Co (GPP)

~L/ IPP EPP

Sesquiterpenos <—— Farnesil difosfato e > Triterpenos
Cs (FPP)
GGPP

Diterpenos < Geranilgeranil difosfato e Tetraterpenos

Ce 367P)
et (IPP),

Politerpenos de cadena larga

Figura 1. Sintesis y clasificacion de los terpenos.

Sintesis de los diferentes terpenos por la adiciébn secuencial del IPP a los
diferentes sustratos. Se destacan los carotenoides como el grupo principal
dentro de los tetraterpenos.
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Si bien sus funciones son muy diversas, los terpenos estan unificados en su
origen biosintético comiin (McGarvey y Croteau, 1995). La biosintesis de todos los

terpenos a partir de metabolitos primarios puede simplificarse en 3 etapas:

1. Etapa temprana: etapa en la cual se sintetiza el precursor fundamental de
todos los terpenos, el IPP.

2. Etapa intermedia: etapa en la cual se adiciona de forma secuencial el IPP,
alargando el esqueleto carbonado de los diferentes terpenos.

3. Etapa tardia: etapa en la cual se réalizan las modificaciones enziméticas
secundarias al esqueleto de carbono, reacomodando o removiendo grupos
metilos y/o afiadiendo atomos de oxigeno. Corresponde a la etapa de

sintesis de los pigmentos carotenoides.

En la etapa temprana, se han descrito dos vias metabdlicas para la biosintesis
del IPP, la via del acido mevalénico (MVA) y la via de la xilulosa S-fosfato o
MEP/DOXP (no mevalonica) (Lange y col., 2000; Lee y Schmidt-Dannert, 2002).
Ambas vias metabdlicas son mutuamente excluyenies en la mayoria de los
organismos, sin embargo, se ha observado la interaccion entre ellas en plantas y en
algunas especies de bacterias. En levaduras y hongos, la via ulilizada para la
biosintesis de! IPP corresponde a la via MVA (Tarshis y col., 1996) (figura 2) y junto al
DMAPP, GPP, FPP y GGPP (etapa intermedia) son los responsables de la sintesis de

todos los terpenos de cadena larga (Ogura y Koyama, 1998).
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HMG-CoA sintasa

Acetil-CoA
T 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

(HMG-CoA)

Acetoacetil-CoA il
HMG-CoA reductasa

Acido Mevaldnico

lMevalonato kinasa

DMAPP «<— IPP

IPP isomerasa

Figura 2. Ruta de biosintesis del IPP por la via del acido mevalénico.

Se indican los compuestos intermediarios y las enzimas participantes en la ruta
de biosintesis del IPP a partir del Acetil-CoA y el Acetoacetil-CoA.
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Un grupo de gran importancia dentro de los terpenos, especificamente los
tetraterpenos, son los carotenoides. Estos, son sintetizados a partir de la unién
cabeza-cabeza de dos moléculas del diterpeno geranilgeranil difosfato (Cy) para la
formacién del fitoeno (Cy) v la posterior modificacion de éste. En los carotenoides, los
atomos de carbono se encuentran ordenados formando cadenas poliénicas
conjugadas y en algunas ocasiones presentan anillos de carbono en sus extremos. A
los carotenoides que contienen atomos de oxigeno en su estructura se les denomina
xantofilas y los restantes constituyen el grupo de los carotenos. Debido a la presencia
de enlaces dobles conjugados, los carotenoides son compuestos coloreados, variando
su color desde el amarillo palido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro

(Armstrong, 1994; Britton, 1995).

La levadura basidicmicete X. dendrorhous destaca dentro de las levaduras por
su capacidad de sintetizar pigmentos carotenocides, siendo el principal de ellos la
astaxantina, pero produciendo ademas el fitoeno, el licopeno y el B-carotenc (Golubev,
1995; Hermosilla y col., 2003; Retamales y col., 2002). La astaxantina constituye entre
el 83 - 87% del contenido total de pigmentos en la célula, generando un alto interés
bictecnolégico para su utilizacidn en la industria acufcola como agente pigmentante
(Canizares-Villanu y col., 1998) y farmacéutica como agente antioxidante (Higuera-

Ciapara y col., 20086).

Desde el punto de vista genético-molecular, la blosintesis de los pigmentos
carotenoides en X, dendrorhous comienza con la unidn cabeza-cabeza de dos
moléculas de GGPP para formar el fitoeno, reaccién catalizada por la enzima fitoeno

sintasa (Lodato, 2002; McCarthy y col., 2004). En esta levadura se ha aislado el gen
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crtYB que codifica a una enzima bifuncional denominada fitoeno-B-caroteno sintasa,
que tiene actividad fitoeno sintasa y licopeno ciclasa (Alcaino, 2002; Arrach y col.,
2001; Verdoes y col., 1999b). La secuencia nucleotidica del gen que codifica a esta

enzima tiene un tamafio de 2.386 pb y esta interrumpido por 4 intrones.

El siguiente paso en la ruta de biosintesis de astaxantina consiste en 4
desaturaciones sucesivas del fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima
fitoeno desaturasa. En X. dendrorhous, se ha aislado el gen crtl que codifica esta
enzima y también su cDNA (Verdoes y col., 1999a). En esta levadura, la secuencia
codificante del gen crif tiene un tamafio de 2.827 pb y esta interrumpida por 11

intrones (Johnson, 2003; Lodato y col., 2003; Lodato y col., 2004).

La ruta de biosintesis continda con Ia ciclacion de los extremos del licopeno
para dar B-caroteno, paso también catalizado por la enzima bifuncional fitoeno-B-
caroteno sintasa. Finalmente, el -caroteno es hidroxilado en las posiciones 3y 3°, y
ademéas se adicionan grupos ceto en las posiciones 4 y 4°, dando lugar a la
astaxantina. En X dendrorhous, se ha reportado que ambas actividades estarfan
presentes en una enzima bifuncional codificada por el gen crtS, con un tamafio de
3.166 pb y que estaria interrumpido por 17 intrones (Alvarez y col., 2006; Carmona,
2007; Lodato y col., 2007; Miura y col., 1988). Sin embargo, este ultimo paso no ha
sido confirmado ya que se ha propuesto la necesidad de ofra(s) enzima(s) para su

biosintesis (figura 3) (Martin y col., 2008; Ojima y col., 2006; Verwaal y col., 2007).
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GGPP + GGPP
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Figura 3. Ruta de biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous.

A) Diferentes compuestos de la ruta de biosintesis de astaxantina. Se indican las
enzimas participantes en cada uno de los pasos. B) Estructura molecular de los
compuestos formados y los genes de X. dendrorhous que codifican las enzimas
participantes de la ruta. En el paso de B-caroteno a astaxantina se sugiere la
posible presencia de otro(s) gen(es) ain no identificado(s).
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Se ha descrito que debido a que X. dendrorhous es un simbionte en arboles, la
carotenogénesis seria una respuesta a la presencia de compuestos antifingicos foto-
activables producidos por el hospedero (Schroeder y Johnson, 1995). Ademas, va que
la levadura carece de algunos de los mecanismos de defensa frente a estrés oxidativo
presentes en ofros organismos, como Fe-SOD (superéxido dismutasa) y Cu/Zn-SOD
(Schroeder y Johnson, 1993), se ha sugerido que estos pigmentos serian importantes
para la proteccion contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas durante

su crecimiento.

La potencialidad de la utilizacién de X. dendrorhous en la industria acuicola
(Nakano y col., 1999) y farmacéutica (Takimoto y col., 2007), ha motivado el estudio
de la via carotenogénica y de los genes que participan en ella para buscar potenciales
alternativas de modificacién y mejoras (Choi y col., 2007; Dominguez-Bocaneg y col.,
2007; Echavarri-Erasun y Johnson, 2004}. Sin embargo, la obtencién de cepas
sobreproductoras de astaxantina mediante la modificacién especifica de los genes
participantes en la ruta de biosintesis de ésta, no ha tenido los resultados esperados

{Santopietro y Kula, 1998).

Los experimentos realizados por Verdoes (Verdoes y col., 2003), en donde se
aumento el nimero de copia de los genes crtYB (fitoeno-B-carotenoc sintasa) y crif
(fitoeno desaturasa), permitieron obtener cepas transformantes gue presentaban
diferencias en su pigmentacion en comparacion con la cepa silvestre. Sin embargo, los
andlisis de estas cepas transformantes indicaron que las diferencias se debian

principalmente a una modificacion en la composicion de los pigmentos intermediarios,
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pero no a un aumento significativo en la cantidad final de astaxantina producida (An y

col., 1999; Visser y col., 2003).

Alternativamenite, la aplicacidn de técnicas tradicionales para el mejoramiento
de las cepas silvestres de X dendrorhous, han permitido obtener cepas
sobreproductoras de pigmentos (Johnson y col.,, 1978). Sin embargo, las cepas
obtenidas han presentado limitaciones para desarrollar procesos productivos
industriales. La mutacién al azar ha generado efectos no deseados en las cepas
obtenidas, como inestabilidad genética, falta de reproducibilidad en fermentaciones
industriales y una menor produccion de biomasa de las cepas sobreproductoras en

comparacion con las cepas silvestres (Fang y Cheng, 1992; Lewis y col., 1990).

Debido a que la biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous corresponde a la
etapa tardia de biosintesis de terpenos, la cantidad final de este carotencide
dependera de los terpenos intermediarios producidos en las etapas temprana e
intermedia (Barkovich y Liao, 2001; Chia-Wei Wang, 1999; Dong y col., 2006; Ni y col.,
2007). En este sentido, para el caso de la etapa temprana de biosintesis de terpenos,
se ha observado que la adicién de acido mevalénico a un cultivo de X. dendrorhous
aumenta el contenido celular de astaxantina (Calo y col., 1995). Sin embargo, los altos
costos de este sustrato hacen inviable su utilizacién a nive! industrial. También, se ha
observado que el efecto inductor de la carotenogénesis mediado por el etanol en X.
dendrorhous esta estrechamente ligado a un aumento de la actividad HMG-CoA
reductasa (etapa temprana) en la levadura {Gu y col., 1997). De manera similar, en el
hongo Neurospora crassa se ha aumentado el nimero de copias del gen que codifica

para la enzima HMG-CoA reductasa, observandose un aumento en los niveles
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celulares de IPP, traduciéndose en un aumento de la cantidad de pigmentos
producidos (Wang y Keasling, 2002). Estos resultados indican la gran importancia que
tiene la etapa temprana de sintesis de terpenos en la biosintesis de carotenoides (Kim

y col., 2005; Martin y col., 2003).

En el caso de la etapa intermedia de biosintesis de terpenos, no hay muchos
estudios de ésta en X. dendrorhous. Sin embargo, en N. crassa se ha cbservado que
un aumento en el nimero de copias det gen que codifica para enzima geranilgeranil
difosfato sintasa reduce la cantidad de terpenos de cadena mas corta, principalmente
triterpenos, aumentando la cantidad de terpenos de cadena mas larga, principalmente

los carotenoides (Carattoli y col., 1991; Narita y col., 2001).

Los estudios de la etapa intermedia de biosintesis de terpenos en ofros
organismos (bacterias, hongos y plantas), especificamente la sintesis del GGPP a
partir del DMAPP e IPP, distinguen dos sistemas dependiendo de la cantidad de
enzimas que participan (Liang y col., 2002). Por un lado, se encuentra un sistema en el
que participa una sola enzima que cataliza la adicién secuencial de 3 moléculas de
IPP al DMAPP para la sintesis del GGPP (OChnuma y col., 1994) y por otro lado, se
encuentra un sistema compuesto por 2 enzimas, una con actividad famesil difosfato
sintasa que cataliza la adicion de 2 moléculas de IPP al DMAPP para la formacion del
FPP y otra enzima que utiliza el FPP como sustrato, adicionandole una molécula de

IPP para la sintesis del GGPP (figura 4) (Okada y col., 2000; Ye y col., 2007).
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DAMPP <_— > IPP

Geranil difosfato sintasa

GPP
IPP Farnesil difosfato sintasa
®
FPP

IPP \ Geranilgeranil difosfato sintasa

GGPP

Figura 4. Biosintesis de GGPP a partir de IPP y DMAPP.

Se esquematiza la sintesis de GGPP a partir del IPP y DMAPP. Esta se puede
realizar de manera directa por la participaciéon de una enzima con actividad
GGPP sintasa que utiliza como sustratos el IPP y el DMAPP (1), o en 2 pasos
por la participacion de 2 enzimas, una con actividad FPP sintasa que utiliza
como sustratos el IPP y el DMAPP para generar FPP y la otra con actividad
GGPP sintasa que utiliza como sustratos el IPP y el FPP (2).
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En X. dendrorhous no se sabe cudl de las 2 altemnativas esta presente, pero
para el caso de la enzima geranilgeranil difosfato sintasa que esta presente en ambos
sistemas, se ha propuesto que estaria potencialmente codificada en un gen
denominado crtE. Sin embargo, no se ha demostrado la presencia de este potencial
gen ni la participacion de otros genes requeridos en la etapa intermedia de biosintesis

de terpenos en esta levadura.

Por este motivo, el objetivo general de esta tesis es: estudiar a nivel genético-
molecular la estructura y funcion del gen crfE que codifica a la enzima geranilgeranil
difosfato sintasa involucrada en fa ruta de biosintesis de astaxantina en X

dendrorhous. Para esto se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

» Determinar la presencia del gen crfE y de otros genes potenciales involucrados
en la ruta de biosintesis del GGPP a partir del IPP y DMAPP.

» Determinar la posicion relativa del gen criE en el genoma de X. dendrorhous.

e Clonar y secuenciar el gen criE a partir de DNA gendmico de la cepa UCD 67-
385 de X. dendrorhous.

e Clonar el cDNA del gen crfE y determinar la composicidén exén-intrén de éste.

o Obtener cepas de X dendrorhous mutantes para el gen crfE y determinar la
cantidad y composicion de los pigmentos producidos por éstas.

e Construir un sistema reportero de la actividad GGPP sintasa en E. coli y
comprobar la funcionalidad del gen crfE de X. dendrorhous utilizando este

sistema heterdlogo.
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2. MATERIALES Y METODOS




2.1. Cepas y plasmidios.

En las tablas 1 y 2 se indican los nombres y descripcién de las cepas y

plasmidios utilizados en este trabajo, respectivamente.
2.2. Cultivo de microorganismos.
2.2.1. Cultivo de E. coli.

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

cultivos se crecieron toda la noche {12 a 15 h) con agitacién a 200 rpm y 37 °C.
2.2.2. Cuitivo de X. dendrorhous.

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

crecieron hasta fase estacionaria (5 dias) con agitacién a 200 rpm y 22 °C.
2.3. Técnicas de biologia molecular.

El aislamiento de DNA, PCR, extraccion de DNA plasmidial, digestiones de
DNA con enzimas de restriccion, ligamiento de DNA y otros, se realizaron de acuerdo

a métodos estandares (Sambrook y Russell, 2001), adaptados para X. dendrorhous en

nuestro laboratorio.




Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas

Genotipo / Caracteristicas relevantes

Fuente / Referencia

E. coli DH5¢.

E. coli TOP10

E. coli BL21-
Gold(DE3)

DS1B

DS1BAE

X. dendrorfious
UCD 67-3850
ATCC 24230

X. dendrorhous
T-EHA

F$80dlacZAM15A(facZYA"
argF)U169deoRrecA1 endA1hsaR17(rk’,mk")

phoAsupE44)" thilgyrA96re/Al
F- mcrA A(mir-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG

F ompT hsdS(rs mg ) dem” Tet' gal A(DE3)
endA Hte

Cepa de E. cofi BL21-Gold{DE3) portadora del
plasmidio pDS1B. Cam®

Cepa de E. cofi BL21-Gold(DE3) portadora del
plasmidio pDS1BAE. Cam®

Silvestre (crtE/crtE). Hyg®

Transformante heterocigoto gen crtE {criEfcriE
=hph), obtenido por transformacion de la cepa
silvestre con el plasmidio pCEH. Hyg?

GIBCO BRL.

Invitrogen.

Invitrogen.

Este trabajo.

Este trabajo.

American Type
Culture Coilection.
EE.UU.

Este trabajo.




Tabla 2. Plasmidios utilizados en este trabajo.

Plasmidios
Genotipo/Caracteristicas relevantes Fuente / Referencia
pBlueScript SK Vector de clonamiento. Amp? Stratagene
Ylo5 Vector usado para [a construccion de la Amaerican Type Culture
P genoteca. Collection. EE.UU,
. R American Type Culture
pBAD33 Vector de clonamiento. Cam™. P15A. Collection. EE.UU.
pE;ég‘gD- Vector de expresion inducible. Amp®, ColE1. Stratagene.
pBlueScript que porta el médulo de resistencia .
PMN-Hyg a higromicina B de X. dendrorhous. Niklitschek (2007).
pDS1B pBAD33 que port; eJ r‘:;g:gra c.a\rotenogénico de Este trabajo.
pDS1BAE Derivado de pDS1B ggg una delecién del gen Este trabajo.
pBlueScript que porta el gen crtE de X
pXD-I10 dendrorhous en un fragmento BamHI de 11.429 Este trabajo.
pb.
pBlueScript que porta el gen criE de X.
pCE dendrorhous en un fragmento EcoRI-Dral de Este trabajo.
3.312 pb.
Derivado de pCE que porta el gen criE con una .
pCEAEV delecion EcoRV. Este trabajo.
Derivado de pCEAEV que porta el modulo de .
PCEH resistencia a higromicina B de X. dendrorhous. Este trabajo.
pXD-mertE pBlueScript que porta el cDNA del gen criE, Este trabajo.
pET101/D-TOPO que porta el cDNA del gen .
pT-EXd criE de X. dendrorhous. Este trabajo.
. pPET101/D-TOPO que porta el gen crtE de E. .
pT-EEu uredovora. Este trabajo.
pT-Ins PET101/D-TOPO que porta un inserto control. Este trabajo.
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2.3.1. Extraccion de DNA gendmico de X. dendrorhous.

La extraccidn de gDNA se realizd6 mediante el uso de perlas de vidrio segin
Sambrook y cols. (2001), modificado para X. dendrorhous. E! pellet celular proveniente
de células colectadas desde placas de cultive o de 30 mi de cultivo liquido, se
resuspendié en 500 pl de amortiguador TE (26 mM Tris- HCI, 10 mM EDTA, pH 8)
junto con un volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 ym) y se agité en vortex
por 5 min. Luego, se agregaron 500 pl de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se homogenizé en vortex por 2 min. A la fase acuosa se le
agregé 500 pl de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico {24:1} y se homogenizd
en vortex por 2 min. Se extrajo la fase acuosa y el DNA se precipité con 1 volumen de
etanol absoluto frio (-20 °C). El pellet se lavé con etanol 70% (v/v) y luego se secd a
37 °C. Posteriormente, el DNA se resuspendid en 100 pi de amortiguador TE-RNAsa
(10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, RNAsa A 30 pg/mi} e incubd a 37 °C por 1 h. El

DNA se guard6 a -20 °C hasta su utilizacion.
2.3.2. Extraccién de RNA de X, dendrorhous

La extraccion de RNA se realizd segin el método de Chomczynski
(Chomczynski y Sacchi, 1987), madificado por Lodato y cols. (2003) para X.
dendrorhous. Al pellet celular proveniente de 40 ml de cultivo se le agregd 5 ml de
solucién de Chomczynski [solucién D (tiocianato de guanidina 4M, citratq de sodio
25mM, N-laurilsarcosina 0,5%, B-mercapto etanol 0,1M).acetato de sodioc 2M pH
4:fenol acido pH 4, 10:1:10] junto con 3 ml de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 um} y
se agité en voértex por 5 min, incubadndose posteriormente durante 10 min a

temperatura ambiente. Se agregé 1 ml de cloroformo y se incubd a temperatura
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ambiente por 5 min. Se centrifugd a 12.100 x g por 20 min en frio y la fase acuosa se
transfirid a un tubo Eppendorf. Se lavé con 2,5 mi de fenol:cloroformo {1:1), se
centrifugd a 12.100 x g por 15 min y el sobrenadante se fransfirié a un tubo Eppendorf.
Se agregé 1 volumen de isopropanol y se incubd a 20° C por una hora.
Posteriormente, se centrifugd a 12.100 x g durante 10 min a 4° C y el precipitado de
RNA fue lavado con etanol al 75% y resuspendido en agua tratada con DEPC.
Finalmente, la concentracion y la calidad de RNA fueron determinadas por
espectrofotometria a 260 nm y por electroforesis en gel de agarosa desnaturante,

respectivamente.
2.3.3. Extraccion de DNA plasmidial.

La extraccion de DNA plasmidial se realizd a partir de cuitivos de E. coli en
medio LB con ampicilina (100 pg/ml) crecidos toda la noche a 37 °C segin Sambrook
y cols. (2001). En el caso del DNA plasmidial utilizado para secuenciacion, las
extracciones se realizaron con el kit de Promega “Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System” y para e! caso del DNA plasmidial para la transformacion de X.
dendrorhous se utilizd el kit de Promega “Wizard Plus Midipreps DNA Purification

System”.
2.3.4. Electroforesis de DNA.

Para visualizar los DNAs plasmidial y cromosomal o los productos de PCR, se
realizd electroforesis en geles de agarosa, siendo posteriormente tefiidos con bromuro
de etidio (0,5 pyg/ml). Los geles de agarosa se prepararon en amortiguador TAE 1X con

una concentracion de agarosa entre 0,7 y 3 % segin el tamafio del DNA. Como
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estandares de peso molecular se utilizaron A /Hindill (GIBCO BRL) y 100 bp DNA

Ladder (Winkler o Fermentas).
2.3.5. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA analizados y separados por electroforesis, se
recuperaron desde los geles de agarosa y se purificaron con diéxido de silicio {Boyle y
Lew, 1995). Para esto, se corté con un bisturi el trozo de agarosa que contenia el
fragmento de DNA de interés y se transfirid a un tubo Eppendorf. El bloque de agarosa
se disolvid a 55 °C con 500 pl de Nal 6M y se le agregaron 10 pl de “glassmilk”
(di6xido de silicio en Nal 6M). Se incubd por 10 min a temperatura ambiente agitando
cada 2 min y se centrifugé eliminandose el sobrenadante. El pellet se lavd 3 veces con
500 pl de “NewWash” (Tris pH 7,5 10 mM, NaC! 50mM, EDTA pH 7,5 25 mM y etanol
50%) y Iuego se le agregaron 10 ul de agua estéril. Se incubd por 10 min a 55 °C y

posteriormente se centrifugo y se recupero el sobrenadante.
2.3.6. Cuantificacion de fragmentos de DNA.

La cuantificacion de los fragmentos de DNA se realizé por comparacion de la
intensidad de las bandas de DNA en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,
entre la muestra a cuantificar y un estandar de peso molecular de concentracién
conocida. Para esto, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 0,7% y la
fotografia de éste se analizé con el programa “Kodak® 1D Image Analysis Software”

permitiendo obtener el tamafio de fragmento y su concentracion.
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2.3.7. Digestiones de DNA con enzimas de restriccion.

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

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

Las reacciones de ligacién se realizaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor de la DNA ligasa. Se utiliz6 el inserto en una proporcion 3:1 con respecto al

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

final de 10 pl.
2.3.9. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli.

Se inoculd 500 ml de medio LB con 5 ml de un cultivo de 12 h y se incubd a 37
°C con agitacion hasta alcanzar una D.O.ssonm entre 0,5 - 0,8 (fase exponencial
temprana-media). Todos los procedimientos siguientes se realizaron a 4 °C,
manteniendo las soluciones y las células en hielo. Las células se colectaron
centrifugando a 4.000 x g durante 15 min. El sobrenadante se removio y las células se
lavaron dos veces con agua destilada estéril, el primer lavado con 500 ml y el segundo
con 250 ml. Luego, las células se resuspendieron en 20 ml de glicerol 10 % (v/v), se
centrifugaron y resuspendieron nuevamente en un volumen final de 2 a 3 ml de glicerol
10 % (v/v). Esta suspension, con una concentracién celular de aproximadamente 1 x
10" células/ml, se fracciond en alicuotas de 40 pl las cuales se almacenaron a —80 °C

hasta su utilizacion.
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2.3.10. Transformacién de E. coli por electroporacion.

Las alfcuotas de céluias electrocompetentes se descongelaron a temperatura
ambiente y luego se enfriaron en hielo al igual que las cubetas de electroporacién. A la
suspension de células se le agregd entre 15 a 50 ng de DNA y la mezcla se
electropord con las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 25 pF, 200 Q y 2,5 KV,
Inmediatamente, se adicioné 1 ml de medio LB precalentado a 37° C y la suspension
de células se transfirié a un tubo Eppendorf, incubandose a 37 °C durante 1 h. Luego,
se plaquearon alicuotas de 100 pl en placas Petri con agar LB, ampicilina (100 pg/mil)
y X-Gal (24 pg/ml). Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche y luego se
seleccionaron colonias blancas a las cuales se les extrajo el DNA plasmidial para su

posterior analisis.
2.3.11. Preparacion de células electrocompetentes de X. dendrorhous.

La transformacién de X. dendrorhious se basé en los protocolos descritos por
Adrio (Adrio y col., 1995). Para ello, se inoculé 200 mi de medio YM con 1 - 2 ml de un
cultivo de X, dendrorhous de 48 h. Se incubd con agitacién (200 rpm) a 22 °C hasta
alcanzar una D.O.sg0nm entre 4,5 - 5 (fase exponencial temprana-media). Las células se
centrifugaron a 5.090 x g durante 5 min, se resuspendieron en 25 ml de amortiguador
BD (50 mM amortiguador fosfato de potasio, pH 7, 25 mM ditiotreitol [DTT]) e
incubaron a 22 °C por 15 min. Las células se lavaron dos veces con 25 ml de
amortiguador STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM MgCl,) frio y se
resuspendieron en 1 ml de amortiguador STM. Esta suspension, con una
concentracién celular aproximada de 1x10° células/ml, se fracciond en alicuotas de 60

pl que se utilizaron inmediatamente.
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2.3.12. Transformacién de X. dendrorhous por electroporacion

A una alicuota de células electrocompetentes, se le agregd entre 10 - 20 pg de
DNA tfransformante en un volumen maximo de 10 pl. Esta mezcla se electroporé con
las siguientes condiciones (cubetas de 2 mm): 125 pF, 600 Q, 0,45 kV.
Inmediatamente, se le adicion6 1 ml de medio YM y se incubd a 22 °C por 5 h. Luego,

alicuotas de 100 pi se sembraron en placas Petri con agar YM.
2.3.13. Diseiio de partidores.

L.os partidores utilizados en este trabajo se disefiaron a partir de las secuencias
conocidas depositadas en el GenBank de las regiones a amplificar, ¢ de secuencias
propias obtenidas en nuestro laboratorio. Se adquirieron en el Centro de Biotecnologia
de la Facuitad de Ciencias de la Universidad de Chile. En Ia tabla 3 se muestran los

nombres y descripcion de los partidores que se utilizaron en este trabajo.
2.3.14. Amplificacion de DNA.

Las reacciones de PCR realizadas para el analisis de clones y partidores, se
hicieron con la enzima DNA polimerasa Taqg. En el caso que los productos de PCR se
requiriesen para su posterior clonamiento, se utilizd las enzima DNA polimerasa Pfu.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl, que contenia
amortiguador de PCR 1X pH 8,4 (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM}, 2 mM de MgCl,, 0,2
mM de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos, 1 pM de cada partidor, entre 10 y
100 ng de DNA molde y 1 U de DNA polimerasa. Para las reacciones de PCR se
utilizé un termociclador Applied Biosystem 2720, con el siguiente programa:
desnaturacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturacion a 94 °C por 30

segundos, alineacién de los partidores a §5 °C por 30 segundos y elongacién a 72 °C
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia 5’23’ DNA blanco y/o Posicién
funcién.
Clonacién
mertEEuF- CACCATGACGGTCTGCGCAAAA criE E. uredovora 1-20>
TOPO AA con adaptador
TOPO
mcriEEuUR TTAACTGACGGCAGCGAGTT criE E. uredovora <B890-909
mcriEXdF- CACCATGGATTACGCGAACATC cDNA criE X. 1-21=>
TOPO CTC dendrorhous con
adaptador TOPO
mcriEXdR TCACAGAGGGATATCGGCTAG cDNA criE X. <1.111-1.131
dendrorhous
Oligo(dT)+a TTTTTTTTITITTIT ool Transcripcién -
reversa.
Analisis de Clones
mcriEF ATGGATTACGCGAACATCCTC ORF crtE 764-784->
mcrtER TCACAGAGGGATATCGGCTAG ORF criE <2.796-2.816
PEF-F-EV GATATCGGCTCATCAGCCGAC Promotor TEF-1a 121>
directo.
gpdT-R-EV  GATATCATGAGAGATGACGGAG Teminador GFD <1.894-1.918
ATG reverso.
Secuenciacién
T3 ATTAACCCTCACTAAAG Secuenciar Inserto €774-790
de pBS
T7 AATACGACTCACTATAG Secuenciar Inserto 627-643~>
de pBS
FPSF CATCGCCATTAACGACGC Secuenciar criE 1.690-1.707>
FPSR CCAGGAGCACTTGTTGTC Secuenciar crlE <2.,502-2.519
FPSF2 CTATGTCGATCTGCTAGAGC Secuenciar criE 1.766-1.785=>
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FPSR2
CCF5
CCRS
crtE31
criE32
crtE71
crie72

crtECR
crtED1

crtED11
crtED12
critED13
criED14
crtED15
criED16
crtED17
crtED18
crtED19
crtED2
crtED3
crtED4
crtED5
crtED8
criED7

criED8

TCGAGCACATCATCCTGAAC
CATCCTCACAGCAATTCCAC
ACCCTGATAGAAACGGACAG
AGAAAAGGGATGGCAGTCTC
CAGTGAGAACGAGCAGTATG
TGATGAGAATGCCGCTGTIC
GTGCTTCCGAACATTCTGTC
TCACAGAGGGATATCGGCTAG
AGATCAAAGACAGTGCTTCAG
ACACAAATATCCCGTCTAAC
AAAGTCTCTCCGATCAGCTC
GACGTTCGAAGTACGAGATC
ATTACGATGCCTGGGTCCGA
AACTCGGATAAGAGGACCAG
GACAGAATGTTCGGAAGCAC
AACCACACTTTCCCTAGGAC
TTACTCAAACACTGGCTGGG
CTAGGAACCGAAAGGATAGC
GCATGCTACATACCGCTAGC
AGGGTTTGTCAGATGATTGG
GCCGAGTTGAAGAGGTTGG
ATGTGGAGGATTCATCGGTC
TCCACTCGATTCATGCCAAC
TCAGTACCATCGAATGGGTC

ATGAACGAACCATCGGAAGC

Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenclar criE
Secuenciar criE
Sacuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar crtf
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secusenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar criE

Secuenciar erfE

€2.325-2.344
4.798-4.817>
€6.857-6.876
322-341~>
028-947->
€11.002-11.021
€10.513-10.632
<6.816-6.836
4.259-4,279>
9.208-9.227>
9.753-9.772>
10.176-10.195->
2034-2.053>
10.121-10.140->
10.513-10.532->
748-767->
9.531-9.580~>
8.861-8.880~>
5.191-5.210->
6.902-6.921->
8.317-8.3352>
5.395-5.414~>
6.437-6.456>
8.398-8417>

8.689-8.708->
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crieD9
criER1
crtER10
crtER11
crtER12
crtER13
criER14
crtER15
crtER16
criER2
crtER3
crtER4
crtER5
crtERG
crtER7
crtER8
crtER9
crtERS1
gppu3
gppu3F
gpdR1
gpnut
gpnulR2

appu3F1

gprel

CAGGGATGACTATATGAACC
AAGCTGGACAAAGTCTCTAC
GTCAGCGATAGTGCATGATG
GAATATCTAATGTAGACGCG
TAATCGTTCTCGACGGACTC
GAGAGAGTACAAGAGTCAGC
AAGAACCAACTAACCAGCGG
CATCAAGGAGAGTACTCTCG
AGATGGATGAGTCCGAGTAG
CTGACCAAAGCACAATCGTTC
GAGGAGGGAAGTGATCATAG
ACTCCGTTCTGCTCCAAGC
TGACATGAGACCCTAGAGAG
TTGTTGTTGTTICGGTCGACC
GGTAGTGATACGGTTCAAGG
AAGAAGGCAAGGTCGAAGAG
TCACTCACCTGAGCTACATC
CCTACTTTACCCTGTCTGAC
TTCGAAGAAATCTCGTGACTTG
AACTCGACGGGTGCAATATAGC
AGCATGCTACATACCGCTAG
CTCATCGAGACTCGTCATCA
AAGGTGTTGAGGACTTCCTGAG
ACTCTCGAATCCACAGAACG

GCCTGAGGACCGATGAATC

Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenclar criE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenclar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar crfE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenclar criE
Secuenciar ertE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar crtE
Secuenciar criE
Secuenciar criE
Secuenclar crtE

Secuenciar crtE

6.260-6.279->
€6.211-6.230
€3.233-3.252
€2.875-2.894
€2.300-2.319
€1.802-1.821
<662-681
€1.932-1.951
€1.204-1.223
<7.861-7.881
<4.193-4.212
<5.015-5.033
€7.295-7.314
€3.920-3.939
<4.849-4.868
€3.820-3.839
€3.643-3.662
€-8.478-8.497
7.056-7.077->
7.629-7.650>
5.190-5.209>
6.459-6.478~>
€6.658-6.679
8.082-8.101=>

€5.403-5.421
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gorelr2  ATCCTATGTGTTCCGGATGAG
gpreir3 GACATGTATGAACAGTCTGG
gprn1 ATCAAGTTGACAAGCTGGACA
gpm1r2  AGAGGAGACGGATGATTGAAGC
mertEF ATGGATTACGCGAACATCCTC
mctER  TCACAGAGGGATATCGGCTAG

Secuenciar criE
Secuenciar eriE
Secuenciar crtE
Secuenciar crifE
Secuenciar crtE

Secuenciar criE

€4.765-4.785
€4.402-4.421
€6.221-6.241
€5.659-5.680
4.754-4.804->

€6.816-6.836

->: Partidor direccion rio abajo.
<: Partidor direccion rio arriba.
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por 3 min. Finalmente, se dejé por 10 min a 72 °C para una elongacion final y luego la
reaccién se mantuvo a 4 °C. En algunos casos, la temperatura de alineacién de los

partidores se modificé para aumentar la especificidad de la reaccion.

2.3.15. Hibridacién DNA-DNA.

Los experimentos de hibridacion se basaron en la técnica desarrollada por

Southemn (Southemn, 1975) y descritas por Sambrook y cols. (2001).
2.3.15.1. Preparacion de las muestras.

La electroforesis se realizd en geles de agarosa al 0,7% preparados con
amortiguador TAE 1X y posteriormente tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Se
utllizé entre 3 a 5 ug de gDNA de X. dendrorhous digerido con distintas enzimas de
restriccion. Al finalizar la electroforesis se fotografié el gel junto a una regla como

registro de migracién.
2.3.15.1.1. Tratamiento de las muestras.

El gel fue sumergido en una solucién de depurinacién (HCI 0,2 N) durante 10
min. Transcurrido este tiempo, el gsl se lavé con agua desionizada, se sumergié en
500 ml de solucién de desnaturacion (NaCl 1,6 M y NaOH 0,5 N) por 45 min a
temperatura ambiente y posteriormente se lavé con agua desionizada. La
neutralizacién se realizé sumergiendo el gel durante 30 min en 500 ml de una solucién
de Tris-HCI 1 M pH 7,4 y NaCl 1,5 M a temperatura ambiente. Finalmente, se repitid
este paso con solucién de neutralizacién nueva durante 15 min y se lavd nuevamente

con agua desionizada.
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2.3.15.1.2. Montaje de la transferencia.

Para realizar la transferencia del DNA a la membrana, se colocé el gel sobre el
soporte de una camara de electroforesis con los pocillos hacia abajo y rodeado por
parafilm sobre un papel filtro de 3 mm. Sobre el gel se coloco una membrana de Nylon
Biodyne B (Pall} y sobre ésta, otro filtro de 3 mm. Luego, se coloc6é abundante pape!
absorbente y encima un matraz con 500 ml de agua sujeto a un soporte universal. La
transferencia se realizé durante 12 a 14 h en amortiguador de fransferencia SSC 10X

(NaCl 1,5 M, Citrato de Sodio 0,15 M pH 7,0).
2.3.15.1.3. Fijacién del DNA a la membrana.

El DNA se fijo a la membrana de Nylon en un horno a 80 °C durante 30 min y

posteriormente radiacion U.V. (254 nm) durante 5 min.
2.3.15.2. Marcacion de la sonda.

Para la marcacién de la sonda, primero se desnaturé 30 ng de ésta hirviéndola
en un bafio de agua por 5 min y transfiriéndola inmediatamente a hielo. Luego, se le
agreg6 2 pl de dATP (10 mM), 2 pl de dGTP (10 mM), 2 pl de dTTP (10 mM), 5 ul de
[a-32P]dCTP (50 uCi), 15 pl de mezcla de partidores y 3 pl de agua destilada.
Posteriormente, se adicioné 1 pyl de DNA polimerasa | (fragmento Klenow) y se incubd

a25°Cdurante 1a 3 h.
2.3.15.3. Prehibridacién.

La membrana se lavé con la solucidn SSC 2X y se deposiid en una botella de
hibridacién con 10 ml de solucién de hibridacién (Na,HPO, 0,5 M pH 7,2, SDS 7%).

Luego, se incubd por 5 min a 65 °C en un homo de hibridacion.
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2.3.15.4. Hibridacion.

Se agreg6 la sonda marcada a la botella de hibridacién que contenia la
membrana y se incub6 por 16 horas a 65 °C con agitacién suave en el homo de

hibridacion.
2.3.15.5. Lavados.

La membrana se lavé dos veces con 10 ml de una solucion de Na,HPO, 40
mM pH 7,2, SDS 5%, y dos veces con 10 ml de una solucion de Na,HPO, 40 mM pH
7.2, SDS 1%, incubandose entre 30 a 60 min a 65 °C con agitacion suave en cada unoc
de los lavados. Después de los lavados, la membrana se retird de la botella y se
deposité sobre una placa radiografica, se cubridé con plastico y sobre este se colocd
una hoja de papel. Luego, se deposité en una placa de revelado y se puso sobre ella
varias placas autoradiograficas en oscuridad. Esto se mantuvo a -80 °C por tiempos

variables (entre 24 y 72 h) antes de ser reveladas.
2.4. Ensayos de complementacion.
2.4.1. Obtencion de los clones de expresion.
2.4.1.1. Obtencién del gen de interés.

La clonacién del gen de interés en el vector de expresion pET101/D-TOPO
(Invitrogen) se realizd siguiendo las instrucciones del proveedor. Para esto, se
amplificé mediante PCR la regién codificante del gen criE de E. uredovora y el cDNA
del gen crtE de X. dendrorhous utilizando un partidor directo disefiado desde el codén
de inicio de la traduccién y un partidor reverso que inclufa el codon de término de la

traduccion. Ademas, al partidor directo se le agregd una secuencia adaptadora CACC

43




que permite el reconocimiento de la enzima Topoisomerasa | del virus Vaccinia que
esta asociada al vector, permitiendo el clonado direccional eficiente de los fragmentos

de PCR.

Los productos de ampliificado fueron visualizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0,7% desde donde fueron purificados y posteriormente

cuantificados.
2.4.1.2. Clonacion en el vector de expresion.

La reaccidon de clonacidn se realizdé siguiendo las instrucciones del proveedor
(Invitrogen). Para esto, se mezcl6 el fragmento de interés junto con 10 ng de vector en
una razén molar de 2:1 en un volumen final de 5 pl y a esta mezcla se le agregd 1 pl
de una solucién salina (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,). La mezcla de reaccién se incubd a
22 °C por 30 min y posteriormente se transfirid a hielo. Se utilizaron 3 pl de esta

mezcla de reaccion para transformar E. colli.
2.4.1.3. Anilisis de los clones transformantes.

Los clones transformantes obtenidos se analizaron mediante PCR de colonia
utilizando el partidor directo T7 del vector y el partidor reverso del gen de interés. A
aquellos clones positivos para la reaccion de PCR se les extrajo DNA plasmidial y su

inserto se secuencidé completamente.

2.4.2. Obtencion de las cepas portadoras del clister carotenogénico de

E. uredovora.

Para obtener los clones necesarios para los ensayos de complementacién, se

transformé la cepa de E. coli BL21-Gold(DE3) con los plasmidios pDS1B y pDS1BAE
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obteniéndose las cepas DS1B y DS1BAE, respectivamente. Estas cepas se utilizaron
como cepas receptoras de transformacion de los plasmidios pT-EEu, pT-EXd y pT-ins

para los ensayos de complementacion.
2.4.3. Complementacion de la actividad GGPP sintasa.

Las cepas que portaban ambos plasmidios derivados de pBAD33 y pET101/D-
TOPO se crecieron en tubos de 12 m! con 5 ml de medio LB con ampicilina (100
pg/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml) durante toda la noche (12 a 15 h) con agitacion (200
rpm) y 37 °C. Estos cultivos se utilizaron para inocular 150 ml de medio LB con una
dilucion 1:100 y se crecid hasta una D.O.ssonm entre 0,5 - 0,8 (fase exponencial
temprana-media). Luego, el cultivo se dividié en 2 matraces con 75 ml de cultivo cada
uno. A uno de estos matraces se le agregd IPTG a una concentracion final de 1 mM,
siendo éste el cultivo inducido y el otrc matraz correspondi6 al cultivo control. Ambos
cultivos se crecieron a 28 °C con agitacién constante durante 72 h, al término de las
cuales se colectaron 50 ml de cultivo para la extraccién de pigmentos y 5 m! de cultivo

por triplicado para la determinacion de su peso seco.
2.5. Extraccion y analisis de pigmentos.
2.5.1. Extraccién de carotenoides.

Para la extraccion de los carotenoides se utilizd el método descrito por An y
cols. (1989) con algunas modificaciones. El pellet de células proveniente de 50 mi de
cultivo se lavo con 1 ml de agua y posteriormente se resuspendio en 1 ml de agua. Se
le agregé 1/2 volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425 - 600 um) y se realiz6 la ruptura

celular por agitacion en vortex por 2 min. Se incubé en hielo por 2 min y se le agregé 1
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ml de acetona. Se homogenizé en vortex por 2 min y posteriormente se centrifugd por

10 min a 12.100 x g a 4 °C. La fase organica obtenida se transfirié a otro tubo.

Al pellet celular resultante se le realizé una nueva exiraccion de pigmentos con
2 m! de acetona, agitandose en vortex por 2 min. Este procedimiento se repitio hasta

que los restos celulares quedaron blancos.

Los extractos de acetona se juntaron y se les agregd 1/5 volumen de éter de
petréleo. Se agité en vortex por 2 min y se centrifugé por 3 mina 12.100xg a4 °C. Se

extrajo la fase de éter de petréleo para su posterior analisis.
2.5.2. Cuantificacion de pigmentos totales por espectrofotometria visible.

Se determindé el volumen de éter de petrdlec en que se exirajeron los

pigmentos y se midi6 su absorbancia a 450 nm.

El contenido de carotencides totales se determiné utilizando la siguiente

formula:

Concentracion en ppm (ug pigmentos /g muestra) = Agsq X volumen final (ml) x 10*
2.592 x peso muestra (g)

Donde:

Ayso = Absorbancia a 450 nandmetros.

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

2.592 = Coeficiente de extincién molar de B-caroteno en éter de petrdleo.
2.5.3. Andlisis de los pigmentos por HPLC.

Los pigmentos disueltos en éter de petréleo se secaron con nitrégeno gaseoso
y posteriormente se resuspendieron en 100 pl de acetona. Los pigmentos se
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separaron por HPLC {Nelis y De Leenheer, 1989) con una columna de fase reversa
RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck), utilizando una solucién de
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5 v/v) como fase maovil con un flujo de 1 ml/min
a temperatura ambiente, enh condiciones isocraticas. Los espectros de cada maximo de
elucion fueron obtenidos utilizando un detector con arreglo de diodos. Los
carotenoides fueron identificados de acuerdo a sus espectros de absorcion, tiempos

de retencién y comparacién con esténdares especificos.
2.6. Anilisis de secuencias.

Las secuencias nuclectidicas se determinaron en nuestro laboratorio con el kit
de GE Healthcare “DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit” y se analizaron
con los programas Chromas versién 1.43, Sequencing Analysis V3.7 y ContigExpress
2003. Las secuencias nucleotidicas se alinearon con el programa CLUSTAL W,
version 1.8 y AlignX 2003, ajustadas manualmente para incrementar la identidad.
Ademas, todas estas herramientas se complementaron con el uso del paquete de

programas Vector NTI 10.3.
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3.RESULTADOS
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3.1. Busqueda de los genes involucrados en la biosintesis de GGPP a partir

de IPP y DMAPP.
3.1.1. Determinacién de las enzimas involucradas en la sintesis de GGPP.

Para poder ubicar todos los potenciales genes involucrados en la ruta de
biosintesis del GGPP, se buscd en la base de datos “Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes” (KEGG) (http://www.genome.jp/kega/) (Kanehisa, 2002) todas las
actividades enzimaticas requeridas para su formacién a partir de IPP y DMAPP. Se
encontro que esta via es similar en muchos organismos, incluidos bacterias y hongos,
siendo requeridas 3 actividades enzimaticas para su biosintesis: EC 2.5.1.1 {dimetilalil
transtransferasa), EC 2.5.1.10 (geranil franstransferasa) y EC 2.5.1.29 (geranilgeranil

difosfato sintasa) (figura 5).

Utllizando S. cerevisiae como organismo modelo, se buscaron todas las
enzimas descritas en esta levadura que presentaban estas actividades. Para el caso
de las actividades dimetilalil transtransferasa y geranil transtransferasa, una dnica
enzima denominada farnesil difosfato sintasa realiza ambas reacciones. En el caso de
la actividad geranilgeranil difosfato sintasa, sélo una enzima de igual nombre presenta
esta actividad. La enzima farnesil difosfato sintasa estd codificada en el genoma S.
cerevisiae por el gen ERG20 (Plochocka y col.,, 2000) y la enzima geranilgeranil

difosfato sintasa por el gen BST1 (Jiang y col., 1995).
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Dimetilalil difosfato Isopentenil difosfato
DMAPP (Cs) IPP (Cs)

2 b
Geranil difosfato 251 Farnesil difosfato . Geranilgeranil difosfato
] 2.5.1.10 B8 2,51,29 -

GPP (Cyq) 251.29 FPP (Cys) GGPP (Cy)

Figura 5. Biosintesis de GGPP a partir de IPP y DMAPP.

Actividades enzimaticas requeridas para la biosintesis de GGPP a partir de IPP y
DMAPP, teniendo como compuestos intermediarios el geranil difosfato y el
farnesil difosfato. EC 2.5.1.1= dimetilalil transtransferasa. EC 2.5.1.10= geranil
transtransferasa. EC 2.5.1.29= geranilgeranil difosfato sintasa. Se indica el

numero de atomos de carbono (C) de la molécula.
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3.1.2. Busqueda de la enzima farnesil difosfato sintasa de X

dendrorhous.

Utilizando la secuencia aminoacidica de la enzima farnesil difosfato sintasa de
S. cerevisiae [Erg20p, nimero de acceso a GenBank (NA): CAA89462], se buscaron
en la base de datos no redundante sus ortdlogos en otras levaduras y hongos. Se
selecciond la secuencia de los hongos basidiomicetes filogenéticamente relacionados
con X. dendrorhous tales como: Coprinopsis cinerea (NA: EAU81564), Crypfococcus
neoformans (NA: XP_571137), Laccaria bicolor (NA: EDRO00326), Lacfarius
chrysorrheus {NA: BAD15361), Malassezia globosa (NA: XP_001732045) y Ustilago
maydis (NA: XP_757593). Se compard las secuencias aminoacidicas de la enzima
farnesil difosfato sintasa de estos 6 hongos permitiendo definir una secuencia
consenso de 322 aminoacidos. Utilizando esta secuencia consenso, se realizé una
nueva blusqueda en la base de datos no redundante y en la base de datos de
patentes. Para ambos casos, se aumentd la identidad entre las secuencias (tabla 4)

pero no se enconird la secuencia de ofros hongos basidiomicetes.

A partir de la secuencia aminoacidica de estas proteinas se obtuvo Ia
secuencia nucleotidica del gen que las codificaban (NA: AACS0100030, XM_571137,
DS547151, AB176846, XM_001731993 y XM_752500). Estas secuencias se alinearon
para encontrar regiones conservadas dentro de ella permitiendo, junto con la
comparacion de sus s:ecuencias aminoacidicas, disefiar los partidores FPSF, FPSF2,
FPSR y FPSR2 para buscar el gen que codificaria para la enzima FPP sintasa de X.

dendrorhous (figura 6).

51




Tabla 4. Comparacién de las secuencias aminoacidicas de la enzima farnesil
difosfato sintasa de hongos basidiomicetes.

Identidad

Similitud e-value

Erg20p Consenso

Erg20p Consenso Erg20p Consenso

C. cinerea

C. neoformans
L. bicolor

L. chrysorrheus
M. globosa

U. maydis

50%
62%
58%
53%
61%
69%

63%
76%
68%
67%
1%
77%

64%
76%
72%
70%
73%
81%

72% 1% 76"
82% 5e”14 2¢1%
77% 2" 1™
78% 76" 26
78% 7e"% 1€
85% 2e"® 1e7%°
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Figura 6. Comparacion de secuencias de la enzima FPP sintasa de
diferentes hongos.

Se compararon las secuencias de la enzima FPP sintasa de diferentes hongos
para determinar las regiones mas conservadas dentro de ellas. A)
Representaciéon esquematica de la comparacion de las secuencias
aminoacidicas de esta enzima. B) Representacion esquematica de la
comparacion de las secuencias nucleotidicas de los genes que codifican a esta
enzima. C) Sobreposicion de A) y B). Se indica la ubicacién y direccion de los
partidores disefiados. Un 50% de identidad significa que en una misma posicion,
en la mitad de las secuencias se encuentra el mismo nucleétido o aminoacido.
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Para confirmar la especificidad de los partidores disefiados, se realizé una
reaccion de PCR utilizando como molde el gDNA de X. dendrorhious. La reaccion de
PCR se verificdé por electroforesis en un gel de agarosa, observandose para cada

juego de partidores un Unico amplificado de 800 y 650 pb aproximadamente {figura 7).

El fragmento de mayor tamario se purificd y se utilizé como DNA molde en una
reaccion de PCR utilizando los partidores FPSF2 y FPSR2. Se observé un unico
amplificado de 650 pb demostrando que ambos fragmentos corresponden a la misma
regidn de gDNA de X. dendrorhous (resultado no mostrado). El fragmento de mayor
tamafio se secuencié y se comparé su secuencia con la base de datos, obteniendo

una identidad de 83% y e-value de 6™

con la secuencia de una potencial proteina
relacionada con la ruta de biosintesis de isoprencides de C. neoformans (NA:
AE017345), y una identidad de 82% y e-value de 3e™'" con la secuencia parcial del
mRNA de la enzima farnesil difosfato sintasa de Ajellomyces capsulatus (NA:
XM_001543317). Este resultado comprobd que los fragmentos obtenidos mediante

PCR corresponden a una parte del gen denominado FPS que codificaria para la

enzima farnesil difosfato sintasa de X. dendrorhous.
3.1.3. Bisqueda de la enzima geranilgeranil difosfato sintasa.

Utilizando la secuencia aminoacidica de la enzima geranilgeranil difosfato
sintasa de S. cerevisiae (Bst1p, NA: NP_015256), se busco en la base de datos no

redundante sus ortdlogos en otras levaduras y hongos.




Figura 7. Verificacion de la especificidad de los partidores del gen que
codifica para la enzima FPP sintasa.

La reaccion de PCR se realizd con gDNA de X. dendrorhous utilizando los
partidores disefiados a partir de las regiones conservadas del gen que codifica
para la enzima FPP sintasa de otros hongos. Los productos de PCR se
visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y tinciébn con bromuro
de etidio. 1) PCR con los partidores FPSF y FPSR. 2) PCR con los partidores
FPSF2 y FPSR2. A la izquierda se visualiza el marcador de peso molecular 100
bp.
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Se selecciond la secuencia de los hongos basidiomicetes filogenéticamente
relacionados con X dendrorhous tale como: C. cinerea (NA: EAU91842), C.
neoformans (NA: XP_572774), L. bicolor (NA: EDQ99594) y U. maydis (NA:
XM_755513). Se compararon las secuencias aminoacidicas de estos 4 hongos
permitiendo definir una secuencia consenso de 315 aminoécidos. Utilizando esta
secuencia consenso, se realizé una nueva busqueda en la base de datos no
redundante y en la base de datos de patentes. Para ambos casos, se aumento la
identidad entre las secuencias (tabla 5) y ademas, en la base de datos de patente, se
encontrd la secuencia de una proteina denominada PRCRTE de X. dendrorhous (NA:

CAA03761).

Utilizando como molde la secuencia nucleotidica de esta patente, se disefid un
partidor directo ubicado desde el coddn de inicio de la traduccion {mcrtEF) y un

partidor reverso ubicado hasta el codén de término de la traduccion (mcrtER).

Debido a que el paso critico de la etapa intermedia de biosintesis de
carotenoides es la sintesis del GGPP, se enfoco la busqueda y caracterizacion del gen

crtE de X. dendrorhous que codificaria para la enzima GGPP sintasa.

3.1.3.1. Determinacion de la organizacion genémica del gen criE en X.

dendrorhous.

Para verificar la especificidad de los partidores disefiados, se realizé una
reaccion de PCR utilizando como molde el gDNA de X. dendrorhous. La reaccion de
PCR se analizd mediante electroforesis en un gel de agarosa, observandose un tnico

amplificado de 2 kb aproximadamente (figura 8).
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Tabla 5. Comparacion de

las secuencias aminoacidicas de [a enzima
geranilgeranil difosfato sintasa de hongos basidiomicetes.

Identidad

Similitud e-value

Bstlp Consenso Bstlp Consenso Bstlp Consenso

C. cinerea 40%
C. neoformans  43%
L. bicolor 43%
U. maydis 41%
X. dendrorhous -

82%
69%
86%
55%
51%

62% 90% 7> ge 49

61% 77% 1% 4

64%

92% 1e% 2e1%4

62% 67% ge™ 46

66% - 7e%
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Figura 8. Analisis de la especificidad de los partidores del gen crtE de X.
dendrorhous.

Se realizd una reaccion de PCR utilizando como molde el gDNA de X
dendrorhous y los partidores mcrtEF y mcrtER disefiados a partir de la secuencia
del gen que codificaria para la enzima PRCRTE publicado en la patente
WQ09723633. El producto de PCR se visualizd por electroforesis en gel de
agarosa al 0,7% y tincion con bromuro de etidio. Se observé un Unico
amplificado de 2 kb correspondiente al potencial gen criE. A la izquierda se
observa el marcador de peso molecular A /Hindlll.
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El producto de PCR se purificé desde el gel y se secuencié completamente. Su
secuencia se compard con la base de datos, obteniendo una identidad de 79% y e-
value de 2e” con la secuencia de la enzima geranilgeranil difosfato sintasa de
Aspergillus nidulans (NA: AF479566), y una identidad de 78% y e-value de 8e con la
secuencia de la enzima farnesil transtransferasa de C. neoformans (NA: XM_572774).
Ademas, en la comparacioén con la base de datos de patentes se obtuvo una identidad
de 98% y e-value de 2¢'?® con la secuencla de la patente WO 9723633-A (NA:
AG3889) correspondiente a la proteina PRCRTE de X. dendrorhous. Este resultado
comprobé que el fragmento obtenido mediante PCR correspondia al gen criE que

codificaria para la enzima geranilgeranil difosfato sintasa de X. dendrorhous.

Para determinar la organizacion genémica del gen criE en X, dendrorhous, se
sintetizé una sonda marcando radiactivamente con **P el fragmento correspondiente a
este gen y se hibriddé contra el gDNA de X. dendrorhous digerido con diferentes

enzimas de restriccion {figura 9).

El resultado de la hibridacion con el gDNA digerido con la enzima de restriccion
BamHI (carril 1) indicd el reconocimiento de un tnico fragmento de aproximadamente
11,5 kb. Este resultado permitid realizar la busqueda de este gen en una genoteca que
habfa sido construida previamente en nuestro laboratorio, confeccionada a partir de
gDNA de X. dendrorhous digerido con BamHl y ligado en el vector YIp5. Esta
genoteca esta constituida por 6.500 clones, agrupados en grupos de 100 clones cada

uno, con un tamario de inserto promedio de aproximadamente 12 kb.
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A B
1 2 3 456 7

Figura 9. Ubicacion del gen crtE en el gDNA de X. dendrorhous digerido
con diferentes enzimas de restriccion.

Se utilizé como sonda el producto de amplificado de 2 kb correspondiente al gen
crtE y se hibridé con el gDNA de X. dendrorhous digerido con diferentes enzimas
de restriccion. A) Electroforesis del gDNA en un gel de agarosa al 0,7%. El
marcador de peso molecular corresponde a A /Hindlll. B) Autorradiografia de la
membrana a 72 h de exposicion. Enzimas de restriccion utilizadas: 1) BamHl, 2)
EcoRV, 3) EcoRl, 4) FspAl, 5) Pstl, 6) Smal y 7) Dral.
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3.1.3.2. Buasqueda del gen crtE de X. dendrorhous en la genoteca.

Para la busqueda del gen criE en nuestra genoteca, se siguié el protocolo

esquematizado en la figura 10.

Se selecciond y aislé un clon positive para la reaccién de PCR utilizando los
partidores especificos para el gen criE y su inserto BamHl de 11,5 kb se transfirié al
plasmidio pBlueScript SK' (pBS) digerido con la misma enzima, obteniéndose el

plasmidio pXD-110.
3.1.3.3. Ubicacion del gen crtE en el plasmidio pXD-110.

Para determinar la ubicacion del gen crtE en el inserto de 11,5 kb del clon pXD-
110 y sub-clonario en un fragmento mas pequefio, se realizd una reaccién de PCR
utilizando los partidores propios del vector y partidores divergentes al ORF del gen

criE (figura 11).

Para ambas reacciones de PCR, se obtuvo un lnice amplificado de tamario
similar de 4 kb aproximadamente, indicande que el gen criE se ubicaria en el centro

del inserto BamHI del plasmidio pXD-110.
3.1.3.4. Anadlisis de restriccién del plasmidio pXD-I110.

El plasmidic pXD-110 se digiridé con diferentes enzimas de restriccion y los
fragmentos resultantes se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa
permitiendo confeccionar un mapa de restriccién del inserto. Se ubicd la posicién

relativa del gen crfE en el mapa de restriccion (figura 12).
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Figura 10. Basqueda del gen crtE en la genoteca de DNA genémico de X.
dendrorhous en E. coli.

A) Se creci6 por separado cada uno de los 65 grupos de 100 clones cada uno y
se les extrajo DNA plasmidial. Este DNA plasmidial fue utilizado como molde
para la reaccion de PCR con los partidores especificos del gen crtE (mcrtEF y
mcrtER). B) El DNA positivo para la reaccion de PCR se utilizo para transformar
E. coli. Los clones transformantes se aislaron en placas de agar LB por
duplicado. Se colectaron los clones de cada placa y se le extrajo DNA plasmidial.
A los clones de la placa que dio positiva para la reaccion de PCR, se les realizd
PCR de colonia para ubicar el gen crtE.
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Figura 11. Determinacién de la ubicacién del gen crtE en el plasmidio pXD-
110.

Se realiz6 una reaccion de PCR utilizando como DNA molde el plasmidio pXD-
110 junto con los partidores propios del vector (T7 y T3) y partidores divergentes
al ORF del gen crtE (gpnu1 y crtER7). A) Representacion de la posicién de los
partidores utilizados. B) Electroforesis de los productos de amplificado en un gel
de agarosa al 0,7%. Carril 1) Partidores T3 y crtER7; 2) Partidores T7 y gpnu1. A
la izquierda se observa el marcador de peso molecular A /Hindlll.
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Figura 12. Mapa de restriccion del plasmidio pXD-110.

El plasmidio pXD-I110 se digirié con diferentes enzimas de restriccion y con los
tamanios de los diferentes fragmentos se confeccioné el mapa de restriccién del
inserto BamH| de este plasmidio. A) Andlisis de la digestion con diferentes
enzimas. El carril 1 corresponde al plasmidio pBS digerido con BamHI. Los
carriles 2 al 13 corresponden al plasmidio pXD-110 con diferentes enzimas de
restriccion: 2) BamHlI, 3) Pstl, 4) EcoRl, 5) EcoRV, 6) Xhol, 7) Sall, 8) Hindlll, 9)
Dral, 10) BamHI y EcoRlI, 11) BamHI y Sall, 12) BamHI y Hindlll, 13) BamH| y
Dral. A la izquierda se observa el marcador de peso molecular A /Hindlll. B)
Mapa de restriccion del inserto de 11,5 kb del plasmidio pXD-110 y ubicacion
relativa del gen crtE en el mapa de restriccion.
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Ninguna de las enzimas de restriccion utilizadas permitié sub-clonar la regién
correspondiente al gen criE. Finalmente, el plasmidio pXD-l110 se secuencio
completamente en ambas direcciones obteniendo la secuencia de un fragmento de
gDNA de 11.429 pb, la cual fue depositada en la base de datos GenBank con el

nimero de acceso DQ012943.
3.1.3.5. Analisis de la secuencia del plasmidio pXD-I10.

Se ubicd la secuencia de los partidores especificos para el gen crtf en la
secuencia del plasmidioc pXD-110 permitiendo definir el ORF de este gen en un
fragmento de gDNA de 2.053 pb. Luego, se utilizé la secuencia del plasmidio pXD-110
y se realizd un mapa de restriccién “in-sifico” que permitié definir la utilizacién de las
enzimas EcoRl y Dral para el sub-clonado del gen criE. Se digirié el plasmidio pXD-110
con estas enzimas y se purificd un fragmento de 3.312 pb que se cloné en pBS

digerido con EcoRI — EcoRV. El plasmidio resultante se denominé pCE (figura 13).
3.2. Clonamiento del cDNA del gen criE.

Para el clonamiento del cDNA del gen criE, se le extrajo RNA total de un cultivo
de X. dendrorhous de 3 dias y se realizd una reaccién de transcripcién reversa (RT)
con el partidor Oligo(dT)ss. Se utilizd esta reaccion de RT como molde para la
amplificacion del cDNA del gen criE utilizando los partidores mertEF y mcriER. El
producto de amplificado se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa

desde donde se purificd un Gnico amplificado de 1,1 kb aproximadamente (figura 14).
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Figura 13. Sub-clonado del gen crtE.

Se ubico el gen crtE en el plasmidio pXD-110 y se realizé6 un mapa virtual de éste
para definir las enzimas de restriccion a utilizar para su sub-clonado. A) Mapa
del plasmidio pXD-I10. Se indica la posicién del gen crtE y los sitios de corte de
las enzimas EcoRI y Dral. Se defini6 un fragmento EcoRI-Dral de 3.312 pb que
contiene este gen. B) Electroforesis en gel de agarosa de la digestion del
plasmidio pXD-110. El carril 1 corresponde a pBS digerido con BamHI. Los
carriles 2 al 5 corresponden al plasmidio pXD-110 digerido con diferentes
enzimas de restriccion: 2) BamHI|, 3) EcoRI, 4) Dral, 5) EcoRl y Dral. A la
izquierda se observa el marcador de peso molecular A /Hindlll. C) Plasmidio pCE
resultante del sub-clonado del fragmento EcoRlI-Dral en el plasmidio pBS.
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Figura 14. Obtencion del cDNA del gen crtE.

Se amplific6 mediante RT-PCR el cDNA del gen crtE utilizando los partidores
especificos para éste. El producto de PCR se visualizé por electroforesis en un
gel de agarosa al 0,7% y el amplificado se purificé y clon6 en el plasmidio pBS. A
la izquierda se observa el marcador de peso molecular A /Hindlll.
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El producto de RT-PCR se cloné en el plasmidic pBS digerido con EcoRV
obteniéndose el plasmidio pXD-mcriE, que se secuenci® completamente. La
comparacion entre la secuencia del cDNA del gen crtE y su versién gendmica, indico
que éste estd constituido por 9 exones y 8 intrones. La secuencia aminoacidica
deducida a partir de la secuencia del cDNA corresponderfa a una proteina de 376
aminoécidos, con un tamafio molecular aproximado de 42 kDa y un punto isoeléctrico
estimado de 5,09. Se comparé la secuencia aminoacidica con la base de datos de
dominios conservados del NCBI (http:/www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)
(Marchler-Bauer y Bryant, 2004), encontrando un dominio de 258 a&. denominado
Trans_IPPS_HT (NA: CDO00685) presente en enzimas con actividad trans-isoprenil
difosfato sintasa (Trans_[PPS) que realizan la reaccién de condensacion cabeza-cola

(H7) de los isoprenos (figura 15).

La presencia del dominio conservado Trans_JPPS_HT y de las regiones ricas
en acido aspartico | y Il corroboraron que el gen crtE codificarfa para una enzima con

actividad preniltransferasa.
3.3. Obtencion de mutantes del gen crtE de X. dendrorhous.

La mutacién del locus criE de la cepa silvestre de X. dendrorhous se realizd
mediante recombinacién homéloga y reemplazo de este gen con un médulo portador
del gen hph de E. coli, que le confiere resistencia a higromicina B a las cepas de X.

dendrorhous que lo portan (Niklitschek, 2007).
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Figura 15. Analisis de la region codificante del gen crtE.

A) Comparacion del cDNA del gen crtE con su version gendomica. La region
codificante tiene un tamafio de 2.053 pb y esta interrumpida por 8 intrones
generando un ORF de 1.131 pb. B) Comparacién de la secuencia aminoacidica
deducida del gen crtE con la base de datos. Se observa un dominio conservado
de 258 aa. presente en enzimas con actividad trans-isoprenil difosfato sintasa. C)
Ubicacion de las regiones ricas en aspartico | (74 al 84 y 186 al 208) y 1l (245 al
269) requeridos para la actividad preniltransferasa.
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3.3.1. Obtencidn del plasmidio de transformacion.

Para obtener el plasmidio requerido para la transformacion de X. dendrorhous,
por un lado, se digirié el plasmidio pCE con la enzima EcoRV liberando un fragmento
de 1.984 pb y generando una delecion del locus criE. La reaccion de digestion se
analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 0,7% y se purificé un fragmento de
4.282 pb correspondiente al plasmidic pBS mas DNA flanqueante al gen criE. El
plasmidio se re-ligd obteniéndose el plasmidio pCEAEV. Por otro lado, el plasmidio
pMN-Hyg que porta el médulo de resistencia a higromicina B de X. dendrorhous, se
digirié con la enzima EcoRYV liberandose un fragmento de 1.912 pb correspondiente a
este mddulo. Este fragmento se purificd y se introdujo en el sitio EcoRV del plasmidio
pCEAEV obteniéndose el plasmidio pCEH que se ufilizd para transformar X

dendrorhous (figura 16},
3.3.1.1. Preparacion del DNA transformante.

Se purifico el DNA plasmidial del clon pCEH mediante MIDI-Prep y se visualizd
por electroforesis en un gel de agarosa. Para la transformacion de X. dendrorhous se
utilizaron 15 g de este DNA plasmidial digerido con las enzimas Kpnl y Smal, cuyos
cortes permiten la liberacion del DNA dador de transformacién, portando la mutacion
del gen criE. Una muestra de la reaccidn de digestion se visualizd por electroforesis en
un gel de agarosa y el resto de la reaccién de digestién se traté con un lavado fendlico
y luego se precipitd con etanol. El pellet de DNA resultante se resuspendit en 10 pl de

agua y se utilizd para la transformacion.
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Figura 16. Insercién del médulo de resistencia a higromicina B en el locus
crtE.

A) El médulo de resistencia a higromicina B de X. dendrorhous se inserté en el
sitio EcoRV del plasmidio pCEAEV reemplazando 1.984 pb del gen crtE. El clon
resultante pCEH se utilizd para la transformacion de X. dendrorhous. B)
Esquema del mecanismo de insercion del médulo de resistencia a higromicina B
por recombinacion homoéloga en el locus crtE de X. dendrorhous. En naranjo se
representa el locus crtE. En amarillo se representa el gDNA flanqueante al Jocus
crtE. El recuadro azul representa la region de gDNA potencialmente
recombinante. En azul se representa la region promotora de la transcripcion del
gen TEF-1a de X. dendrorhous. En rojo se representa el gen hph de E. coli. En
verde se representa la region terminadora de la transcripcion del gen gpd de X.
dendrorhous.
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3.3.2. Transformacion de X. dendrorhous.

La transformacion de X. dendrorhous se realizd mediante electroporacion,
utilizando como cepa receptora de transformacion la cepa silvestre UCD 67-385. El
DNA utilizado como dador correspondié al plasmidio pCEH digerido con las enzimas

de restriccion Kpnl y Smal.
3.3.2.1. Electrotransformacion de X. dendrorhous.

Para la transformacion de X. dendrorhous, se utilizaron 60 pl de células
electrocompetentes a las que se les agregd los 10 pl del DNA digerido (15 pg).
Posterior a la electroporacion, las células se resuspendieron en 1 ml de medio YMy se
incubaron por 5 h a 22 °C, Después de este periodo de incubacion, se plaquearon 100
pl en placas agar YM con higromicina B a una concentracién final de 10 pg/ml.
Después de 4 dias, se observd la presencia de 18 colonias transformantes resistentes
a higromicina B en la placa. La comparacion visual entre las colonias transformantes y

su cepa parental indico diferencias en su pigmentacion (figura 17).
3.3.3. Analisis de pigmentos.

Para determinar si la diferencia en la pigmentacién entre la cepa silvestre vy la
cepa transformante se debia a diferencias en la cantidad de pigmentos producida y/o a
diferencias en la composicion de éstos, se extrajo los pigmentos de ambas cepas, los
que se cuantificaron espectrofotomeétricamente (figura 18) y se analizaron mediante

cromatografia liquida en fase reversa (figura 19).
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Figura 17. Cepa transformante de X. dendrorhous resistente a higromicina
B.

Se aisl6 una colonia resistente a higromicina B (T-EHA) a partir de la
transformacion de la cepa silvestre de X. dendrorhous con el plasmidio pCEH.
Se creci6 la cepa parental UCD 67-385 (wt) y la cepa transformante en medio
YM sin (A) y con (B) higromicina B a 10 pg/ml. La cepa silvestre no crece en
presencia del antibiotico a diferencia de la cepa transformante.
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Figura 18. Cuantificacion de pigmentos de las cepas de X. dendrorhous.

Se cuantificaron los pigmentos producidos por la cepa silvestre (UCD 67-385) y
la cepa mutante para el gen crtE (T-EHA) observando una disminucién en la
produccion de pigmentos de esta ultima.
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Figura 19. Composicién de pigmentos de las diferentes cepas.

Se separaron y analizaron los pigmentos producidos por la cepa silvestre B
(UCD 67-385) y la cepa mutante B (T-EHA) para el gen crtE mediante
cromatografia liquida en fase reversa. Para cada cepa se determind el
porcentaje de cada uno de los pigmentos en el total producido. Se observé que
para ambas cepas la composicion de pigmentos era similar.

75




o

La cuantificacién de los pigmentos indicé que la cepa silvestre produjo 68 + 10
ppm y la cepa mutante T-EHA 40 + 4 ppm, significando una disminucion de un 42%
aproximadamente de los pigmentos iotales. El andlisis de la composicién de estos
pigmentos mediante HPLC, no mostro diferencias significativas en la composicién de

ninguno de ellos.
3.4. Determinacion de la actividad GGPP sintasa en E. coli.

Para determinar [a actividad GGPP sintasa de la enzima codificada por el gen
criE de X. dendrorhous, se construyo un sistema reportero en E. coli (Misawa y col.,
1990; Sandmann y col., 1999). Para esto, se clond en nuestro laboratorio el clister
carotenogénico de E. uredovora de 6.088 pb en el vector pBAD33 de E. colf
obteniéndose el plasmidio pDS1B. Este clister carotenogénico estd conformado por-
los genes criE, crtB, ertl, crtY y crtX permitiendo la sintesis de B-caroteno a cepas de
E. coli que lo portan (figura 20) (Fraser y col.,, 1992; Misawa y col., 1995; Schnurr y

col., 1996; To y col., 1994).

Luego, se eliminé la actividad geranilgeranil difosfato sintasa de estas cepas,
eliminando mediante delecién el gen crfE de este clister carotenogénico de E.
uredovora y se complementd esta actividad expresando la potencial enzima GGPP

sintasa de X. dendrorhous codificada por su gen crtE.
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Figura 20. Cluster carotenogénico de E. uredovora.

A) Fragmento de gDNA de E. uredovora de 6.088 pb que contiene el cluster
carotenogénico de esta bacteria, compuestos por los genes crtE, crtB, crtl, crtY'y
crtX. Se indican las posiciones de inicio y término de cada uno de los genes. El
gen crtX codifica para la enzima zeaxantina glicosilasa que no participa en la ruta
de biosintesis de B-caroteno. B) Ruta de biosintesis de B-caroteno en E.
uredovora. crtE= GGPP sintasa, crtB= fitoeno sintasa, crt/= fitoeno desaturasa,
crtY= licopeno B-ciclasa. El gen crtZ codifica a la enzima B-caroteno hidroxilasa
que participa en la sintesis de zeaxantina en E. uredovora pero que no ha sido
clonado dentro del cluster carotenogénico.
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3.4.1. Obtencién de mutantes del gen crtE de E. uredovora.

Para eliminar el gen criE del cluster carotenogénico de E. uredovora, se realizo
un mapa de digestién virtual del plasmidio pDS1B y se seleccionaron las enzimas de
restriccion Spel y Hpal que tienen sitios Unicos de corte y liberan un fragmento de
1.269 pb correspondiente al gen criE. La reaccidn de digestion se analizdé mediante
electroforesis en un gel de agarosa, desde donde se purifico un fragmento de 10.179
pb correspondiente al plasmidio lineal con la delecidn del gen criE. Los extremos
generados por las enzimas de restriccion fueron rellenados con la enzima DNA
polimerasa 1 (fragmento Klenow) y el plasmidio se re-ligé y se utilizé para la

transformacion de E. coli. El plasmidio resultante se denominé pDS1BAE (figura 21).

La cepa de E. coli que porta el plasmidio pDS1B presentan una coloracion
amarilla por la acumulacion de B-caroteno. La cepa que porta el plasmidio con la
delecién del gen criE (pDS1BAE) pierde la capacidad de producir este pigmento
(Misawa y col., 1990).

3.4.2. Clonamiento del gen crtE de X. dendrorhous en un vector de

expresion

Para complementar la actividad geranilgeranil difosfato sintasa con la potencial
enzima de X. dendrorhous, se clond mediante PCR el cDNA del gen criE de esta
levadura en el plasmidio de expresion pET101/D-TOPO (pET-T). Para esto, se realizd
una reaccion de PCR utilizando como DNA molde el plasmidio pXD-mcrtE, que porta
el cDNA del gen crtE y los partidores mcrtEXdF-TOPO y mcrtER. El producto de PCR
se analiz por electroforesis en un gel de agarosa desde donde se purificé y se ligé al

plasmidio pET-T obteniendo el plasmidio pT-EXd.
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Figura 21. Plasmidios portadores del cluster carotenogénico de E.
uredovora.

A) Plasmidio pDS1B que porta el clister carotenogénico de E. uredovora
constituido por los genes crtE, crtB, crtl, crtY'y crtX. Se indican los sitios de corte
de las enzimas Spel y Hpal. B) Plasmidio pDS1BAE que porta el cluster
carotenogénico de E. uredovora sin el gen crtE. * Se indica la eliminacion del gen

crtE.
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Para confirmar que el sistema de complementacion era funcional, se clono el
gen crE de E. uredovora en el plasmidio de expresion pET-T mediante PCR,
obteniendo el plasmidio pT-EEu. Como contro! negativo, se clond un inserto control de
700 pb proporcionado en el kit de expresion, obteniéndose el plasmidio pT-Ins (figura

22).
3.4.3. Obtencién de los clones para los ensayos de complementacion.

Para los ensayos de complementacién, primero se transformé la cepa de E.
coli BL21-Gold(DE3), que permite la expresién de los genes que son controlados por
el promotor T7, con los plasmidios pDS1B y pDS1BAE, obteniéndose las cepas DS1B
y DS1BAE respectivamente. Luego, la cepa DS1B se transformé con el plasmidio pT-
Ins, obteniéndose el clon DS1B-Ins. Este clon se utiliz6 como control para determinar
la capacidad de sintesis de pigmentos de esta cepa. Finalmente, la cepa DS1BAE se
transformé con los plasmidios pT-Ins, pT-EEu y pT-EXd, obteniéndose los clones
DS1BAE -Ins, DS1BAE -EEu y DS1BAE -EXd respectivamente (tabla 6). Asi, los
clones DS1B-Ins y DS1BAE-EEu sintetizarian B-caroteno por tener todos los genes de
E. uredovora necesarios para su sintesis (crtE, criB, crtl, crtY). En el caso dei clon
DS1BAE-Ins se espera que no haya sintesis de B-caroteno por no tener el gen de E.
uredovora (crtE) que codifica a la enzima GGPP sintasa y para el caso del clon
DS1BAE-EXd se espera que, en condiciones de induccion, se sintetice B-caroteno siel

gen crtE de X. dendrorhous (crtE*) codifica para la enzima GGPP sintasa.
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Figura 22. Plasmidios de expresion del gen crtE.

Plasmidios de expresion construidos para los ensayos de complementacion. A)
Plasmidio pET-T que porta el gen crtE de E. uredovora. Corresponde al control
positivo de complementacion. B) Plasmidio pET-T que porta el gen crtE de X.
dendrorhous. C) Plasmidio pET-T que porta un inserto control (Test Insert).
Corresponde al control negativo de complementacion.
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Tabla 6. Clones utilizados para los experimentos de complementacion en E. coli.

ref:;?tzra pET?g:i;g"ir%PO Clon obtenido Ge(r:;gpo Pigmento
DS1B pT-Ins DS1B-Ins E-B-1-Y B-caroteno
pT-Ins DS1BAE-Ins B-1-Y -
DS1BAE pT-EEU DS1BAE-EEu E-B-I-Y B-caroteno
pT-EXd DS1BAE-EXd E*B-I-Y & B-caroteno?

* Gen criE de X. dendrorfious.
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3.4.4. Andlisis de pigmentos.

Una vez terminado el ensayo de complementacion, los cultivos fueron
colectados para la determinacion del peso seco celular y pigmentos producidos. Se
cuantificé la cantidad de pigmento espectrofotométricamente (figura 23) y se analizd

su composicién por cromatografia liquida en fase reversa.

Se observé un aumento en la produccién de pigmentos cuando se indujo la
transcripcion del gen criE de X. dendrorhous {IPTG 1 mM), demostrando la actividad
GGPP sintasa de la enzima codificada por éste. El andlisis de los pigmentos corroboro

que el Gnico pigmento producido correspondia a B-caroteno.
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Figura 23. Cuantificacion del B-caroteno producido.

Se cuantificaron los pigmentos producidos por las diferentes cepas de E. coli sin
induccion (H) y con induccion (M), observando un aumento en la sintesis de
éstos cuando se indujo la expresion del gen crtE de E. uredovora (DS1BAE-EEu)
y X. dendrorhous (DS1BAE-EXd). Los cultivos se indujeron con IPTG a una
concentracion final de 1 mM.




4.DISCUSION
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En la biosintesis de GGPP a partir de IPP y DMAPP se distinguen 2 sistemas,
los cuales se basan en la cantidad de enzimas que participan. En algunos organismos,
la sintesis de GGPP depende sdlo de la enzima GGPP sintasa, que cataliza la adicién
de los 3 grupos prenilos (IPP) al DMAPP (Chen y Pouiter, 1993; Chia-Wei Wang,
1999; Ohnuma Yy col., 1998). En otros organismos, como S. cerevisiae, la sintesis del
GGPP depende de la accién conjunta de las enzimas FPP y GGPP sintasa (Nagaki y
col., 2004; Rohlin y col., 2001). En esta tesis, se comprobé la presencia en X
dendrorhous de los genes FPS y crtE que codificarfan a las enzimas famesil difosfato
sintasa y geranilgeranil difosfato sintasa, respectivamente. La presencia de ambos
genes en X. dendrorhous sugiere que la biosintesis del GGPP a partir de IPP y
DMAPP dependeria de estas dos enzimas. Sin embargo, ser& importante determinar
la verdadera participacién de la enzima famesil difosfato sintasa en la sintesis de
GGPP. Para ello, se estan construyendo cepas mutantes del gen FPS, utilizando la
misma metodologia empleada para obtener cepas mutantes del gen crfE y asi

demostrar su participacion en la sintesis de carotenoides.

El analisis de la secuencia parcial del gen FPS de X. dendrorhous inicialmente
se realizo utilizando como modelo la levadura basidiomicete C. neoformans, debido a
que la organizacién estructural de genes ortélogos de ambos organismos es idéntica
(igual relacién exén-intrén) (Fell y Blatt, 1999). De esta manera se logré ubicar nuestra
secuencia parcial en la region central del gen, evidenciando la presencia de 4 posibles
intrones en esa zona (figura 24). Actualmente, estamos buscando la version genomica
y de cDNA completas del gen FPS en las genotecas disponibles en nuestro laboratorio

{Marcoleta, 2007), para determinar la organizacién estructural de dicho gen.
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Figura 24. Analisis de la secuencia del gen FPS de X. dendrorhous.

Se compararon las secuencias del gen FPS de C. neoformans con su cDNA,
determinando su relacién exén-intron en 8-7. Se utilizé esta comparacion como
molde para ubicar en ella la secuencia parcial del gen FPS de X. dendrorhous.
La secuencia parcial de 774 pb se ubicaria en la zona central del gen, estando
interrumpida por 4 intrones.
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Para el caso del gen crtE de X. dendrorhous, la traduccion de su ORF genera
una enzima de 376 aminoacidos que presenta un dominio denominado
Trans_IPPS_HT [“Trans-Isoprenyl Diphosphate Synthases, head-to-tail (HT) (1 ~4)
condensation reaction™] de 258 ad. caracteristico de las enzimas preniitransferasas del
grupo | (Marchler-Bauer y col., 2007). El andlisis de este dominio pérmitié definir 3
regiones [i), ii} e iii)] en donde se encuentran los aminoacidos esenciales para la
actividad de la enzima (figura 25) (Ling y col., 2007). La region i} ubicada desde el aa.
69 al 79 se denomina region determinante del largo de cadena ya que su secuencia
determina el largo del isoprenoide a sintetizar por esta enzima (Tarshis y col., 1996).
Se ha observado que en esta regién las enzimas FPP sintasas tienen en la segunda
posicién fenilalanina, en cambio las enzimas GGPP sintasas y otras sintasas de
isoprencides de cadena mas larga tienen serina, alanina o treonina (Ohnuma y col.,
1996). La modificacién puntual de este aminoacido permite a las enzimas FPP
sintasas sintetizar isoprenoides de cadena mas larga (Kojima y col, 2000). Las
regiones ii) e iii) ubicadas desde el aa. 80 al 84 y 252 al 271 respectivamente, poseen
los residuos que forman el sitio activo de Ila proteina, requeridos para la interaccion
entre el sustrato alfiico (DMAPP, GPP, FPP, etc.) asociado a Mg*? y el sustrato

homoalilico (IPP) (Ling y col., 2007).
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Figura 25. Analisis del dominio Trans_IPPS_HT de la enzima GGPP sintasa
de X. dendrorhous.

En la secuencia aminoacidica deducida de 376 aa. de la enzima GGPP sintasa
de X. dendrorhous se ubico el dominio Trans_IPPS_HT desde el aa. 21 al 278.
Dentro de este dominio se ubicaron 3 regiones: i) desde el aa. 69 al 78, ii) desde
el aa. 80 al 94, iii) desde el aa. 252 al 271. En la region i) se resalta el segundo
aa. correspondiente a serina presente en las enzimas GGPP sintasas. En la
region ii) e iii) se resaltan en rojo los aa. que forman el sitio activo.
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La comparacién de nuestras secuencias del gen criE con aquella publicada en
la patente WO9723633 de la cepa de X. dendrorhous CBS-6938, que no habla sido
identificada como cDNA o gDNA, indico que esta ultima corresponderfa a la version

cDNA. Adicionalmente, la comparacién de las secuencias de ambos ¢cDNAs evidencio

" 4 diferencias puntuales que serian de caracter silenciosas (tabla 7). De hecho, la

comparacién entre la secuencia aminoacidica deducida de ambos cDNAs indica que la
modificacién en la posicion 804 no conlleva un cambio en el aminoacido y las
modificaciones en las posiciones 1.037, 1.041 y 1.059 significan cambios por
aminoacidos similares. Ademas, los cambios de aminoacidos estdn ubicados en las
posiciones 346, 347 y 353 de la proteina, respectivamente, en una region que no seria

determinante para la actividad de ésta.

Por ofro lado, la obtencién de cepas transfomrmantes de X. dendrorhous por
recombinacién homéloga y reemplazo del gen blanco, genera cepas mutantes del gen
cuando éste se encuentra en copia lnica en el genoma de la levadura, esto es, en
condicién haploide. En X. dendrorhous se han encontrado evidencias genéticas que
sugieren su condicién diploide (Alcaino, 2002; Carmona, 2007; Ledn, 2000;
Niklitschek, 2007), aunque en algunos casos se ha observado el fenémeno de
aneouploidia para algunos genes (Retamales, 2004). Para el caso del gen criF,
analisis posteriores de las cepas transformantes indican que estas cepas serian
heterocigotas, portadoras de un alelo sllvestre y un alelo mutado (crtEfcrtE™::hph). Sin
embargo, se ha intentado por diferentes métodos obtener cepas mutantes

homocigotas del gen crtE (crtE :hph/criE ::hph) sin resultados satisfactorios.
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Tabla 7. Variaciones de secuencia del gen crtE de X. dendrorhous

Posicién Base Aminoécido
{patente / laboratorio)

804 GI/A Gly 268 Gly
1.037 G/A Arg 346 Lys
1.041 GIT Met 347 lle
1.059 T/G Asp 353 Glu
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En otras levaduras como S. cerevisiae y N. crassa, se ha observado la
esencialidad de los genes ortélogos al gen criE de X. dendrorhous (Carattoli y col.,
1991: Ye y col., 2007). Esta evidencia, junto a la imposibilidad de obtener cepas

mutantes, sugieren que este gen serfa esencial para el crecimiento de la levadura.

Desde el punto de vista de la participacion del gen criE en la ruta de biosintesis

" de astaxantina en X, dendrorhous y de las implicancias que tienen mutaciones en él,

se puede deducir su gran importancia en este proceso. Asi, cuando se le compara con
otros genes de la via (crfYB, cril y crtS), en los cuales es posible obtener cepas
mutantes heterocigotas y homocigotas, todas resultan en una disminucion en la
cantidad de pigmentos producidos. Sin embargo, las cepas heterocigotas para los
genes crtYB, crtl y crtS conducen a diferencias en la composicion de los pigmentos
con respecto a la cepa silvestre (Niklitschek y col., 2008; Verdoes y col., 2003). No
obstante, las cepas heterocigotas para el gen crtE sélo producen una menor cantidad
de pigmento, sin afectar la composicion de los mismos. La disminucion en la cantidad
de pigmentos producidos por las cepas heterocigotas para el gen criE, se deberia al
menor flujc de GGPP hacia la ruta de biosintesis de astaxantina, siendo éste un
potencial blanco de modificacion y mejora biotecnolégica de la biosintesis de

astaxantina.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la gran importancia que tiene

la etapa intermedia de biosintesis de terpenos en la sintesis de astaxantina en X.

92




dendrorhous. La modificacion de esta etapa, por ejemplo aumentando el nimero de
copia de los genes que participan en ella, podria aumentar la cantidad de astaxantina
producida. Esto es muy relevante, ya que la modificacién de [os otros genes descritos
relacionados con las etapas posteriores de la blosintesis de astaxantina en X
dendrorhous han resultado en modificaciones de la composicion de los pigmentos

producidos, pero no su cantidad.

Y
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5. CONCLUSIONES.
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e La presencia de los genes FPS y criE en X. dendrorhous sugiere que la
biosintesis del GGPP a partir de IPP y DMAPP se realizaria en dos pasos,
dependiente de las enzimas farnesil difosfato sintasa y geranilgeranil difosfato
sintasa codificadas por sus respectivos genes.

e La imposibilidad de obtener cepas de X. dendrorhous mutantes homocigotas
para el gen criE, sugiere que este gen seria esencial para el crecimiento de
esta levadura.

« Las cepas de X. dendrorhous mutantes heterocigotas para el gen criE producen
un 42% menos de pigmentos que la cepa silvestre, posiblemente por una
disminucién en la canalizacidn de sustratos hacla la ruta de biosintesis de los
carotenoides.

« El gen crtE de X. dendrorhous complementa la mutacién del gen criE de E.

~uredovor.av en las cepas de E. coli que portan el clister carotenogénico,
demostrando que codificaria una enzima con actividad geranilgeranil difosfato

sintasa.
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ABSTRACT

The cloning and nucleotide sequence of the genes (idi, creE, crtYB, crtl and crtS) controlling the astaxanthin
biosynthesis pathway of the wild-type ATCC 24230 strain of Xanthophyllomyces dendrorhous in their
genomic and cDNA version were obtained. The idi, creE, crtYB, crtl and cri§ genes wete cloned, as fragments
of 10.9, 11.5, 15.8, 5.9 and 4 kb respectively. The nucleotide sequence data analysis indicates that the idi,
crtE, crt¥B, crtl and creS genes have 4, 8, 4, 11, and 17 introns and 5,9, 5, 12 and 18 exons respectively. In
addition, a highly efficient site-directed mutagenesis system was developed by transformation by integration,
followed by mitotic recombination (the double recombinant method). Heterozygote idi (iditlidi::hph), crtE
(crtE*crtE-:hph), crtYB (crtYB*/crtYB ::hph), crtl (crel*lcrtl'::hph) and cr1S (criStlcrtS::hph) and
homozygote mutants crtYB (crtYB-::hphicriYB ::hph), crtl (crtl::hphicril::hph) and crtS (cr1S ::hphicri§S
::hph) were constructed, All the heterozygote mutants have a pale phenotype and produce less carotenoids
than the wild-type strain. The genetic analysis of the crtYB, crl and crS loci in the wild-type, heterozygote,
and homozygote give evidence of the diploid constitution of ATCC 24230 strains. In addition, the cloning of
a truncated form of the cr¢¥B that lacks 153 amino acids of the N-terminal region derived from alternatively
spliced mRNA was obtained. Their heterologous expression in Escherichia coli carrying the carotenogenic

cluster of Erwinia uredovora result in trans-complementation and give evidence of its functionality in this
bacterium, maintaining its phytoene synthase activity but not the Iycopene cyclase activity.

Key terms: astaxanthin biosynthesis, Xanthophyllomyces dendrorhous, Phaffia rhadozyma.

INTRODUCTION

In nature, carotenoids are produced on a large
scale: over 100 million tons per year. In
addition, these pigments are synthesized in a
wide variety of structures by plants, algae,
bacteria and fungi. One of them, astaxanthin,
is the principal carotenoid responsible for the
orange-red color of marine invertebrates, fish,
and birds and is primarily produced by
phytoplankton and the red basidiomycetous
yeast Xanthophyllomyces dendrorhous
(Andrewes et al., 1976; Johnson and Lewis,
1979; Miller et al., 1976; Johnson, 2003).

In this yeast, astaxanthin, like other
carotenoids, is a terpenoid pigment that is
produced by the terpenoid biosynthetic
pathway from the basic C5-isoterpene unit
isopentenyl pyrophosphate (IPP) and its isomer
dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP),
produced by the isopentenyl pyrophosphate
isomerase enzyme encoded by the idi gene. In
a following step, DMAPP and IPP are
condensed to geranyl pyrophosphate, farnesyl,
and geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP),
possibly through the action of farnesyl
pyrophosphate synthase and geranylgeranyl
pyrophosphate synthase encoded by the fps
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and crtE genes, respectively. Two GGPP
molecules are condensed to phytoene by the
phytoene synthase enzyme encoded by the
crtYB gene, representing the first specific step
in the carotenoid biosynthesis. Subsequently,
via four desaturations by the action of the
phytoene desaturase encoded by the cril gene,
lycopene is produced, which is converted to f-
carotene by the lycopene cyclase activity
encoded by the crtYB gene after two
cyclization reactions. Finally B-carotene is
oxidized to astaxanthin by the product of the
crtS gene.

The crtYB and crtl genes were isolated
from a cDNA library of the strain CBS 6938
of X. dendrorhous by heterologous
complementation in Escherichia coli strains
carrying carotenoid biosynthesis genes from
the bacteria Erwinia uredovora (Verdoes et
al., 1999a, Verdoes et al., 1999b). In
addition, in the wild-type ATCC 24230
strain of X. dendrorhous, two unexpected
c¢DNA of crtYB and crtl genes have been
isolated that correspond to alternative
spliced variants, which have numerous stop
codons in their sequence (Lodato et al.,
2003). The ratio of mature to alternative
mRNA for the crtl gene decreased as a
function of the age of the culture, while the
carotenoids content increased (Lodato et al.,
2003). Furthermore, the expression at the
mRNA level of the carotenoid biosynthesis
idi, crtE, crtYB, crtl, and crtS genes from X.
dendrorhous was studied by RT-PCR
(Lodato et al. 2003; 2004 and 2007).
However, little is known about the genomic
organization of these genes in this yeast.

In this work, we cloned the idi, crtE,
crtYB, crtl, and crtS genes controlling the
astaxanthin biosynthesis pathway and their
respective cDNAs and determined their
genetic organization by sequence analysis
and electrophoretic karyotyping. The
function of the crt¥B, crtl, and crtS genes
was inferred from site-directed mutagenesis.

MATERIALS AND METHODS

Strains, media, plasmid and genomic library

All strains used in this study are listed in
Table I and the plasmids in Table II.

The X. dendrorhous wild-type strain
ATCC 24230 was used to obtain genomic
DNA for the construction of the genome
library and site-directed mutagenesis. E.
coli strain DH-5a was used for the
propagation of plasmids and the genomic
libraries of X. dendrorhous. Three genomic
libraries of wild-type X. dendrorhous were
used in this study. The first one contains
partially digested BamHI DNA fragments
inserted in the BamHI site of the YIp5
vector. The other two partial genomic
libraries contain EcoRV or PstI DNA
fragments in the EcoRV or Pstl sites of the
Bluescript SK- plasmid respectively.

X. dendrorhous wild-type strain was
grown at 22 °C in baffled flasks containing
YM medium in an orbital shaker at 100
pm.
The DNA fragment of 3558 bp
containing the crtI gene of X. dendrorhous
carried by pL22 plasmid was amplified by
PCR using primers PHA1 (5° AAGCTTA
AACTGACGTGCC TC 3’) and PHA4
(5’GAATTCAGAAAGCAAGAAC 37).

The E. coli-transformed cells were plated
on selective Luria-Bertani agar plates
(Sambrook et al., 1989) and incubated at
37°C overnight. These plates contained
ampicillin (100 pg/ml) for plasmid selection
and 40 pl of a 2% solution of X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside) for selection of
recombinant clones. The X. dendrorhous
transformed cells were plated on YM
containing 10 pg/ml of hygromicin B.

cDNA synthesis and cloning

For the reverse transcription (RT) reaction,
total RNA was purified from cellular pellets
obtained from 40 ml aliquots of culture by a
modified protocol of Chomczynski and
Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987,
Lodato et al., 2004). The total RNA
concentration was quantified at 260 nm,
and the integrity of the RNA was checked
in denaturant agarose gel electrophoresis.
The RNA sample was then treated with 1U
of DNase I (Roche) in 2.5 mM MgCI2 at
25°C for 30 min. The reaction was stopped
by the addition of EDTA at 2.5 mM final
concentration and heating at 65°C for 15
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min. The RT reaction was performed in 25
ul final volume with 3 pg of total RNA, 75
pmoles oligodT15-18, 0.5 mM of dNTPs
and 200 U of M-MLV reverse transcriptase
(Promega) (Lodato et al., 2003, 2004). The
reaction mixture was incubated at 42°C for
60 min and then heated to 65°C for 10 min.
For the amplification of double-stranded
cDNA of carotenoid biosynthesis genes,
PCR reactions were performed according to
the experimental conditions previously
described (Lodato et al., 2003, 2004) in a
final volume of 25 ul containing 2 U of Pfu

polimerase (Stratagene), 2.5 pl of 10 X Pfu
buffer, 0.5 pl of 10 mM dNTPs, 1 pl of 50
mM MgCy,, 1 pl of 25 uM of each primer,
and 2 pl of RT reaction product, and the
final volume was adjusted with nuclease-
free water. Amplification was performed in
a DNA Thermal Cycler 2400 (Perkin-
Elmer) or 2720 ABI Thermal cycler as
follows: initial denaturation at 95°C for 3
min, 35 cycles of denaturation at 94°C for
30 s, annealing at 55°C for 30 s, synthesis
at 72°C for 3 min and a final extension step
at 72°C for 10 min.

TABLE1

Strains of E. coli and X. dendrorhous created and used in this study

Strains Genotype or relevant features Source of
reference

E. coli
DH-5a F- $80d lacZAM15A(lacZY-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17

(ry m*) phoA supE44l- thi-1 gyrAS6 relAl Sambrook et al.
DS1B B-carotene producer strain with a yellow phenotype which corresponds

to BL21-Gold strain carrying pDS1B This work
DS1B-AcrtB strain BL.21-Gold carrying the plasmid pDS1B-ActtB, This work
DS1B-AcrtY Strain with a red phenotype, derived from BL21-Gold strain carrying

the plasmid pDS1B-AcrtBY, This work
X. dendrorhous
ATCC 24230 Wild-type ATCC
T-5 Heterozygote transformant from ATCC 24230 containing an allele of

crt]l gene with a deletion of 1.1 kb. This work
T-B2 Homozygote transformant for the 1.1 kb deletion from T-5. This work
T-121H Heterozygote transformant from ATCC 24230 containing an insertion

of hph cassette of hygromicin resistance in the ctrl locus. This work
T-I21HIH Homozygote double recombinant from T-21H resistant to hygromicin B. This work
T-YBH1 Heterozygote transfomant resistant to hygromiciun B, containing a

partial deletion of crtYB gene and the insertion of the cassette hph This work
T-YBHH2 Homozygote double recombinant, hygromicin B-resistant, from T-YBH. This work
T-SH1 Heterozygote hyhBr obtained by transformation of the wild-type strain

of X. dendrorhous with the cassette crtS::hph. This work
T-SHH2 Homozygote double recombinant hygBr obtained by MDR from T-SH  This work
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TABLEII

Plasmids built and used in this study

Plasmid Genotype or relevant features Source of
reference

pBluescript SK-  ColE1 ori; Amp"; cloning vector with blue-white screen Stratagene
pL22 pBluescript with a 3558 bp PCR product containing the crif gene of X.

dendrorhous, in the EcoRV site. This work
pL22ARV pL22 containing a deletion of an internal 1.1 kb EcoRV fragment of

the crtl gene This work
pBAD33 P15 ori; Cam; cloning vector Beckwith Lab.,
pDSIB pBAD?33 vector carrying the carotenogenesis genes crtE, crtB, crtl

and crtY and criX from Erwinia uredovera. This work
pDS1B-AcrtB Plasmid pD$1B with a deletion of the Eu-crtB gene This work
pDS1B-AcrtY Plasmid pDS1B with a deletion of the Eu-crs¥ gene This work
pXD-tertYB pETOPO expression vector containing cDNA of the truncated crtYB

gene from alternatively spliced mRNA This work
pET101/D-TOPO CelEl ori; Amp®; expression vector Invitrogene
pETOPO-CI pET101/D-TOPO plus zn unspecific DNA fragment This work
pMN-hAph pBluescript SK-containing, in the EcoRYV site, a cassette of 1.8 kp

bearing the E. coli-resistant Hygromycin B (hph) gene under EF-1a
promoter and GPD transcription terminator of X. dendrorhous

respectively Niklitschek, 2007
pXD-idi pBluescript carrying a 4.8 kb X#ol fragment containing the idi gene of

X. dendrorhous. This work
pXD-I10 pBluescript containing a 11.5 kb BamHI DNA fragment carrying the

criE gene of X. dendrorhous. This work
pXD-C13 pBluescript containing a 15.8 kb BamHI DNA fragment carrying the

cril gene of X, dendrorhous. This work
pXD-33.13 pBluescript containing a 5.9 kb EcoRV DNA fragment carrying the

crtYB gene of X. dendrorhous This work
pXD-C19 pBluescript containing a 4 kb Psfl DNA fragment carrying the crt§

gene of X. dendrorhous. This work

pXD-idi::hph pXD-idi with a deletion of a Hpal 1245 bp fragment of the idi gene of
X. dendrorhous and insertion of Aph cassette from pMN-hph. ‘This work

pXD-crtE::hph  pXD-I10 with a deletion of an EcoRV 1984 bp fragment of crtE gene
of X. dendrorhous and inserted cassette fiph from pMN-kph. This work

pXD-crtYB::hph  pXD-33.13 with a deletion of a Hpal 1245 bp fragment of the crtYB
gene of X. dendrorhous and an insertion of hph cassette from pMN-hph. This work

pXD-cril::hph pL.22 with a deletion of a EcoRV 1127 bp fragment of the cr#l gene of
X. dendrorhous and insertion of Aph cassette from pMN-Aph. This work

pXD-crtS::hph  pXD-C19 with a deletion of a Stul-Hpal 2479 bp fragment of the crz§
gene of X. dendrorhous and an insertion of Aph cassette from pMN-hph. This work
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The amplicons of the five genes were
separated by electrophoresis in 1% agarose
gels in TAE buffer containing 0.5 pg/ml of
ethidium bromide followed by purification
of each DNA fragment using glassmilk
(Boyle and Lew, 1995), mixed with plasmid
pBluescript SK previously digested with
EcoRV and treated with T4 DNA ligase for
16 h at 14°C. Individual ligation mixture
reactions for each gene were used to
electroporate E. coli DH-50, plated onto
LB agar containing 100 pg/ml ampicillin
and X-gal. Transformants were selected as
white ampicillin-resistant colonies.

DNA sequence

The nucleotide sequences were determined
using a DYEnamic ET terminator Kit
Amersham Bioscience in an ABI 3100 Avant
genetic analyzer. Each DNA fragment was
sequenced by both strands, and the ambiguities
were resolved by new sequencing. The
sequence data was analyzed using the
University of Wisconsin Genetics Computer
Group package, version 10.0 (Devereux et al.,
1984) and the CLUSTAL W program, version
1.8. (Thompsom et al., 1994).

Pulse field gel electrophoresis

Intact chromosomal DNA of X. dendrorhous
was prepared in agarose plugs from cells
grown to stationary phase in 100 ml of YM
medium, washed twice with 50 mM EDTA
pH 7.5 and suspended in 1 ml of a solution
containing 10 mg Lysing enzyme per ml of
50 mM EDTA, as previously described
(Cifuentes et al., 1997). The chromosomal
DNA was separated by contour-clamped
homogeneous electric fields (CHEF) in a
LKB 2015 pulsaphor on a 1% agarose gel at
14°C in 0.1 M TBE buffer or in a Bio Rad
DR II equipment on a 0.85% agarose gel at
14°C in 0.5 X TBE respectively (Sambrook
et al., 1989).

Southern blot hybridization

Probes were labeled with [*2Pla-dCTP by
the random primer technique and Southern
blot hybridization was performed according
to Sambrook et al. (1989).

Transformation of X. dendrorhous

The transformation of the wild-type strain
of X. dendrorhous was performed by
electroporation according to a previously
described method (Wery et al., 1997). For
the electrotransformation of 60 ul of
electrocompetent cells, 10 to 20 pug of DNA
was used. The electrocompetent cells were
prepared from 200 ml YM culture grown
until D.0.660 ,, = 1.2. Cells were
harvested at 5000 x g for 5 min, and the
pellet was suspended in 25 ml of potassium
phosphate buffer (50 mM potassium
phosphate pH 7, 25 mM DTT) and
incubated for 15 min at 21°C. The next step
was at 4°C, using all the materials
previously refrigerated. The cells were
washed twice with 25 ml of STM buffer
(270 mM sucrose, 10 mM Tris HCI pH 7.5,
1 mM MgCh). Subsequently, the cells were
suspended with 500 pl of STM buffer at
4°C and stored at -70°C. The
electroporation conditions were 25 uF,
1000 Q, 800 V using a BioRad Gene Pulser
X Cell with PC and CE Modules. The
transformant DNA was linearized with
restriction endonucleases according to the
cassette type used. The transformant,
hygromicin B-resistant colonies were
selected on YM with 10 pg/ml hygromicin
B. The transformants were identified as X.
dendrorhous by the presence of dsRNA
elements (Castillo and Cifuentes, 1994) and
ITS1, 5.8 rRNA gene and ITS2 DNA
sequences (Reyes et al., 2004).

RESULTS AND DISCUSSION

Cloning of the structural genes of
carotenoids biosynthesis pathway

The structural genes of the astaxanthin
biosynthesis pathway were isolated from
the genomic libraries of X. dendrorhous by
PCR using specific primers. Three
recombinant plasmids carrying the genes
idi (pAl), crtE (pI10), and cril (pC13} in
BamHI fragments of 10.9, 11.5, and 15.8
kb respectively were isolated from a
genomic library of X. dendrorhous in the
YIp5 plasmid. No positive results were
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obtained for the crt¥B and crtS genes in
this genomic library, possibly by the
existence of an internal restriction site in
these genes. The BamHI inserts of each
plasmid were transferred to the
pBluescript SK vector and renamed as
pXD-Al (idi), pXD-110 (crtE), and pXD-
C13 (crtI) respectively (Fig. 1).

To determine a single restriction DNA
fragment of X. dendrorhous containing
either the crtYB or crtS genes, a genomic
restriction map was carried out by
hybridization experiments. For this, the
DNA of X. dendrorhous, in duplicate, was
digested with different restriction enzymes,
separated by electrophoresis in 0.7%
agarose gels, and transferred to a nylon
membrane. After hybridization
experiments, using radioactive probes for
crtYB and crtS genes, we determined that

the crtYB gene is contained in an EcoRV
fragment of 5.9 kb and crtS in a 4 kb PsiI
fragment (data not shown). Using this data,
two recombinant plasmids containing a 5.9
kb EcoRYV insert harboring the cri¥B (pXD-
33.13) and a 4 kb Ps/I insert harboring the
crtS (pXD-C19) genes were isolated from
the partial genome libraries EcoRV and PsfI
respectively (Fig. 1). In addition, using
specific primers for the start and the end
codon of each carotenogenesis gene, it was
possible to synthesize, by RT-PCR, the
respective cDNA of the idi (756 bp), crtE
(1131 bp), and creS (1809 bp) genes, and
cloning in the EcoRV-restriction site of the
pBluescript SK vector. On the other hand,
the ¢cDNA of the mature mRNA and the
alternative splicing variants of the crtYB
and crtl genes have been previously
reported by our group (Lodato et al., 2003).

Figure 1: Agarose gel electrophoresis of recombinant plasmids carrying carotenoids biosynthesis

genes,

Lanes 1 and 7, Lambda DNA/ HindIlI as size standard; Iane 2, pXD-A1 (idi); lane 3, pXD-I10 (crtE);
lane 4, pXD33.13 (crtYB); lane 5, pXD-C13 (crtl); lane 6, pXD-C19 (as?). The plasmids pXD-Al,
pXD-110, and pXD-C13 were digested with BamHI (lanes 2, 3, and 5). The plasmid pXD33.13 was
digested with EcoRV (lane 4), and plasmid pXD-C19 was digested with PssI (lane 6).
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Localization of carotenoids biosynthesis
genes in the electrophoretic karyotype

In order to study the genomic organization
of the carotenoids biosynthesis genes crtE,
crtYB, crtl, and crtS of X. dendrorhous,
assays to determine the location of each
gene in the electrophoretic karyotype of the
yeast were performed. For this, the intact
chromosomal DNA was separated by pulsed
field electrophoresis (Cifuentes et al.,
1997), using pulses of 90 seconds at 6 V/cm
for 24 hours, followed by DNA transfer to
nylon membranes and hybridization using
radioactive probes of each gene. As is
shown in Figure 2, the crtE and cr¢l genes
were located in the chromosomal band I
corresponding to a triplet (Cifuentes et al.,
1997). The criYB gene was located in the
chromosomal band II, which also

corresponds to a triplet. When a pulsed
field gel electrophoresis was carried out
using pulses of 500 seconds for 48 hours,
followed by pulses of 250 seconds for 12 h
at 6 V/cm - conditions that separate the
chromosomes of the bands I and II — it was
observed that the crtYB gene is located in
two different chromosomal bands (Fig. 2B).
In addition, the crtS gene was located in
two chromosomal bands of the
electrophoretic karyotype, using pulses of
90 seconds for 24 hours at 12 V/em (Fig.
2C). These results could contribute to the
evidence supporting the diploid condition
and genetic polymorphism of the wild-type
strain ATCC 24230 of X. dendrorhous as
previously described (Hermosilla et al.,
2003; Retamales et al., 1998). In fact,
electrophoretic karyotype analysis of wild-
type strains of X. dendrorhous shows a
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Figure 2: Assignment of cloned carotenoid biosynthesis genes in the chromosome bands of the
electrophoretic karyotype of X. dendrorhous. (A) Lane 1, CHEF of S. cerevisiae AB1380; lanes 2
and 3, CHEF of X. dendrorhous ATCC 24230 strain; lane 4, hybridized with ¢rtE gene probe; lane
5, hybridized with cr#f gen probe; lane 6, hybridized with crtYB gene probe. (6 V/cm, pulse time 90
seconds for 24 hours) (B): CHEF of X. dendrorhous at 6 V/cm with pulse time of 500 seconds for
48 hours, followed by pulses of 250 seconds for 12 hours. Lane 7, ethidium bromide-stained CHEF
(negative vision); lane 8, hybridized with crt¥B gene probe. (C): CHEF of X. dendrorhous at 12 V/
cm, pulse time of 90 seconds for 24 hours. Lane 9, ethidium bromide-stained CHEF; lane 10,

hybridized with crtS gene probe.




100

large chromosomal polymorphism
(Cifuentes et al., 1997; Nagy et al., 1997;
Adrio et al., 1995) and could explain the
fact that both the crt¥YB and crtS genes were
located on two different chromosomal
bands suggesting that their respective
homologous chromosomes could be a
polymorphic product of chromosomal re-
arrangement.

Sequence analysis of the carotenoids
biosynthesis genes

The genes idi, crtE, crtYB, crtl, and crtS
and their respective cDNAs were
completely sequenced, and the analysis of
sequence allowed the establishment of the
exon-intron organization (Fig. 3).
According to the sequence data, the idi
gene was located in a BamHI fragment of
10,960 bp, containing 4 introns and 5 exons
with a coding region of 756 bp
corresponding to a peptide of 251 amino
acids. The crtE gene was isolated in a
BamHI fragment of 11,504 bp, containing 8
introns, and their ORF contained 1,131 bp,
which corresponds to a peptide of 376
amino acids. The crtf gene was isolated as a
BamHI segment of 15,778 bp, containing
11 introns and 12 exons with an ORF of
1,749 bp encoding a peptide of 582 amino
acids. The crtYB gene is located in an
EcoRV fragment of 5,917 bp; it contains 4
introns and 5 exons, and its ORF is 2,022
bp, and the peptide encoded has 673 amino
acids. Finally the crtS gene is located in a
Pstl fragment of 3,995 bp; it contains 17
introns and 18 exons, and its ORF has
1,674 bp corresponding to a peptide of 577
amino acids. The DNA sequences of the idi,
crtE, crtYB, crtl, and cri§S genes and the
cDNA sequences from the mRNA of the
crtE and crtS genes of the wild-type strain
ATCC 24230 of X. dendrorhous have been
deposited in the GenBank database under
accession numbers DQ235686, DQ012943,
DQO016503, DQO028748, DQO002006,
DQ016502 and DQ0O02007, respectively.
On the other hand, the genes crtYB and
crtl, in addition to the mature mRNA,
produce variants of alternative splicing —
amRNA c¢rtYB and amRNA crtl,
respectively — as previously reported by our
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group, suggesting that the spiicing to
mature or alternative messenger could
regulate the cellular concentration of both
enzymes depending on the physiological or
environmental conditions (Lodato et al.,
2003). In both genes, the variants of
alternative splicing lead to the formation of
premature stop codons in the translation of
the three reading frames. However, a
correct reading frame of both transcripts
may be reestablished downstream from the
start codon. In the case of the cril
messenger, if the translation could start
internally in the alternative messenger, a
truncated phytoene desaturase enzyme
without 81 amino acids in the N-terminal of
the protein could be synthesized from
amRNA crtl. However, the N-terminal of
the phytoene desaturase of X. dendrorhous
has a dinucleotide binding motif that is
conserved in the phytoene desaturases
(Lodato et al., 2003}, indicating that it is
unlikely that an enzyme lacking 81
aminoacids in the N-terminal could remain
active. In the case of the crtYB gene, the
analysis of the nucleotide sequence of the
amRNA indicates that downstream from the
initial start codon, an open reading frame is
re-established that could be translated to a
protein that lacks the first 153 aminoacids
of the N-terminal, which constitutes part of
the lycopene cyclase domain of the enzyme
phytoene-B-carotene synthase (Verdoes et
al,, 1999b). To determine if the truncated
CRTYB has the lycopene cyclase or
phytoene synthase activity, a heterologous
complementary system was elaborated in E.
coli. For this, three E. coli strains were
constructed that carried three different
carotenogenesis gene arrangements from E.
uredovora (DS1B, having the wild-type
cluster of carotenogenic genes of E.
uredovora; DS1B-~ AcrtB bearing a deletion
of the Eu-crtB gene; and DS1B-Acrt¥
bearing the cluster with a deletion of Eu-
crtY gene, respectively). These were
transformed with the pXD-tcrtYB (Table II)
vector carrying cDNA of the truncated
version of the gene crtYB that specifies a
protein of 520 aminoacids. Results show
that the truncated gene may weakly
complement the function of the phytoene
synthase in the E. coli bearing a deletion of
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the Eu-crtB of E. uredovora, but not
lycopene cyclase in the E. coli strain
carrying a deletion of the Eu-crtY gene of
E. uredovora (Table III). These results
suggest that the lack of the first 153 amino
acids completely alters the lycopene cyclase
domain of this bifunctional enzyme
encoded by crtYB gene of X. dendrorhous.
However, the phytoene synthase activity is
maintained, although the levels of activity
are reduced in comparison to the gene Eu-
crtB of E. uredovora. If the alternative
splicing of the mRNA of the gene crt¥B
fulfills a regulatory role in the carotenoids
biosynthesis pathway of X. dendrorhous,
the existence of a gene product with a
single activity, phytoene synthase, could
change the composition of intermediates
and thus exert a regulatory role in the
pathway, a mechanism which should be
studied to identify all the processes
involved in the carotenogenesis.
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Additionally, a blast analysis of the
deduced amino acid sequence of the
astaxanthin synthase enzyme, the product
of the crtS gene, shows a high level of
similarity with cytochrome P450
hydroxylase. In other organisms that
synthesize astaxanthin, such as the
microalgae H. pluvialis and the bacteria
Agrobacterium auriantiacum (Misawa et
al., 1995) or Paracoccus haeundaensis
(Lee and Kim, 2006), the step from f-
carotene to astaxanthin using several
ketocarotenoids as intermediates are
controlled by two genes. The gene criW
that codes for the enzyme B-carotene
ketolase catalyzes the introduction of the
keto groups, while the gene crtZ that codes
for the enzyme B-carotene hydroxylase
catalyzes the incorporation of the hydroxyl
groups in positions C3 and C3’, However,
in X. dendrorhous, the step from f-carotene
to astaxanthin is controlled by a single

1] 1 1 L] ¥ ¥ L] L) L)
A 0 400 300 1200
DNA

T FETCRIT PUTOH P
TIRNA i foaistsici i siaii—PAR EO3 B
B
onA i

+

mmRNA W

SN ETE RS, w2t

—AAAM  113thp

st i MAAR

163 bp

Figure 3: Schematic representation of the structure of genes controlling the astaxanthin
biosynthesis pathway of X. dendrorhous. (A} idi; (B crtE; (C) crtYB; (D) crtl; (E) crtS. DNA:
genomic sequence of gene; mRNA: messenger RNA; mmRNA: mature messenger RNA; amRNA:
alternative splicing RNA. Gray boxes: exon regions. Dark gray boxes: intron regions. Gray striped
boxes: exon region involved in alternative splicing. Dark gray striped boxes: intron region involved
in alternative splicing.
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gene, crtS, that codes for the enzyme
astaxanthin synthase, which is a
cytochrome P450 hydroxylase-type
enzyme, subfamily 3A (Ojima et al., 2006),
which catalyzes all the reactions to convert
B-carotene to astaxanthin. However, it has
recently been suggested that CRTS would
require an additional gene function, which
could play a possible auxiliary role (Martin
et al., 2008). This explains the inability to
obtain mutants blocked in same step
between p-carotene and astaxanthin that
accumulate echinenone, 3-hydroxy-
echinenone or phoenicoxanthin.
Additionally, after nitrosoguanidine
(NTG) mutagenesis, we isolated the mutant
strain atx5, that shows a yellow phenotype
as a result of p-carotene accumulation
(Cifuentes et al., 1997). To discover if the
mutation of atx5 affects the crtS gene, a
5,920 bp fragment containing the complete
crtS gene of strain atx5 was sequenced
(GenBank accession number EU713462),
The sequence analysis indicates there is
only a single base change that corresponds
to a guanine (G) in position 376, from the
ATG of the genome version, to an adenine
(A). This change is located in exon 3, 12
nucleotides from the limit between exon 2
and 3. This transition mutation provokes a
change from the Gly to Asp in position 60
of the CRTS protein. According to the
literature, the location of this change does
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not affect important sites for the correct
functioning of astaxanthin synthase, such as
the oxygen-binding site, binding domain to
the Heme group, or the ESLR domain
invelved in the maintenance of the
tridimensional structure (Alvarez et al.,
2006). However, since G376A (Gly 60 to
Asp) is the only change observed in strain
atx5 and considering that glycine is an
amino acid that given its short hydrophobic
lateral chain, makes no real contributions to
the hydrophobic interactions and that
Aspartic is a negatively charged amino
acid, this change could have not affected
the activity of astaxanthin synthase. The
aforementioned, coupled with six out of six
unsuccessful attempts to transform strain
atx5 using as donor DNA the complete
wild-type crtS including the promoter
region, suggests the involvement of at least
another gene, complementary to the crtS
gene, in the conversion of P-carotene to
astaxanthin in X. dendrorhous.

Directed mutagenesis of crtl, crtYB, and
crtS in X. dendrorhous

The cDNA of the genes crtYB and crtl have
been cloned by heterologous
complementation in E. coli. The crtl gene
of X. dendrorhous is expressed in E, coli,
which synthesizes phytoene due to the
plasmid carrying the genes crtE and crtB of

TABLE Il

Heterologous complementation analysis of truncated crt¥B gene in E. coli carrying
carotenoids biosynthesis genes of E. uredovora

Strain Plasmid A Plasmid B Carotenoid Produced Phenotype
(ug/g of biomass)

BL21 Gold - - none - albino
BL21 Gold pETOPO-CI - none - albino
DS1B pDS1B - f-carotene 1226 yellow
DS1B-AcrtB pDS1B-AcrtB - none - albino
DS1B-AcrtB pDS1B-AcriB pXd-tcriYB B-carotene 139 yellow
DS1B-AcrtY pDS1B-AcrtY - Lycopene 849 Red
DS1B-AcrtY PDS1B-AcrtY pXd-tcrtYB Lycopene 859 Red
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E. uredovora, giving lycopene as producer
of the desaturation reactions of phytoene
(Verdoes et al., 1999a). Similarly, the
c¢DNA of the gene crtYB of X. dendrorhous
is expressed in different carotenogenic
strains of E. coli, providing evidence that it
codes for a bifunctional protein with
phyotene synthase and lycopene cyclase
activity (Verdoes et al., 1999b), However,
the functionality of these genes in X.
dendrorhous has not been directly
demonstrated. Therefore, the effect of
mutations in these genes in the carotenoids
synthesize in X. dendrorhous was
determined. For the study of the
functionality of the cr#l gene, the wild-type
strain was transformed with the plasmid
pL22ARV, harboring a 1.1 kb deletion of
the crt! gene, linearized with BamHI and
Xhol. A total of 8 colonies with a pale
phenotype were obtained, and one of these,
named TS5, was selected, and the presence
of the 1.1.kb deletion of the crtf gene was
confirmed by PCR using specific primers
PHA1 and PHA4. In addition, the PCR
analysis also showed the presence of a
wild-type copy of the crif gene, indicating
that this strain was heterozygous for the crtf
locus, it is crtf*/crtl, with this crtl- allele
being a deletion of 1.1 kb EcoRV fragment
of the gene (crtIARV allele), which was
integrated in the chromosomal crtl locus by
a double recombination or double crossover
event and gives evidence that the ATCC
24230 wild-type strain is diploid.
Subsequently, the heterozygote TS5 strain
was transformed with the same lineal DNA
plasmid pL22ARV, obtaining a large
number of white (albino) colonies and few
red colonies, some of which showed sectors
(wild-type red and pale phenotype). It is
possible that these colonies arose by a
mitotic recombination event between
heterozygote chromosomes in the T35
transformant, reverting to the wild-type
condition of red phenotype. Similarly,
transformation of the heterozygote TS5 strain
homozygote double transformants for the
deletion mutation crtfARV (crtIARV [ crtIARVY)
of albino phenotype arise. However, the
high number of albino transformants could
be a result of two events, one by
transformation by integration and the other

103
by mitotic recombination between
homologous chromosomes of the

heterozygote strain, generating albino
homozygotes in both cases. Once the
homozygotization has occurred, the wild-
type revertant or albino double mutant
becomes genetically stable. These results
suggest that homozygote mutants can be
obtained from the wild-type X. dendrorhous
strain through a single genetic
transformation event followed by mitotic
recombination which we have called the
double recombinant method (DRM). From
the results shown above, the DRM was
developed to obtain deletion homozygote
mutants of the gene cr#l and insertion of a
hygromycin B-resistant cassette. For this,
cells of the wild-type strain were
transformed with the plasmid pXD-
crtl::hph previously linearized with BamHI
and Xhol restriction enzymes. As a resuit,
15 heterozygote pale colonies resistant to
10 pg/ml of hygromicin B were obtained.
The genetic analysis of these colonies by
PCR using specific primers for the crtl and
the hph genes and their DNA sequence,
indicates that they all bear the Aph gene in
the crtl locus in addition to a wt allele of
the crtl. Cells of one heterozygote pale
hygromicin B-resistant colony, named T-
121H, showing the crtl*/crtl::hph genotype,
were grown in 50 ml flasks containing 10
ml of YM plus 10 ug/ml of hygromicin B
for 3 days. Then, a 0.3 ml aliquot of the
culture was diluted 100 times in a 125 ml
flask with 30 ml of YM medium
supplemented with 50 pg/ml of hygromycin
B. After incubation for five days at 22°C, a
transition from a paler culture was
observed, with a pigmentation of
approximately 10% of the wild-type,
resulting in a white culture, Dilutions were
plated on solid YM containing 10 pg/ml
hygromicin B to give between 200 to 500
colonies per dish. Over 90% of colonies
developed were white and hygromicin B-
resistant. The genetic analysis by PCR
shows that these colonies (represented by
T-I21H1H) were homozygote for the
mutation by insertion of the hph gene in
crtl locus; it contains the allele crtl-;:hph on
both homologous chromosomes (crtl-::hph/
crtl::hph). The pigment content analysis by
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HPLC showed that they only produced
phytoene, which accumulates due to the
absence of the enzyme phytoene desaturase
that prevents its conversion to lycopene
(Fig. 5 B and C).

Subsequently, the double recombinant
method was used to obtain mutants of
genes crtYB and crtS, inserting the
hygromycin B-resistance cassette in each
gene. In an initial step, the wild-type strain
ATCC 24230 of X. dendrorhous was
transformed, in parallel, with the
crtYB::hph cassette from plasmid pXD-
crt¥B::hph linearized with the enzyme
Xhol and with the cassette creS::hph from
the plasmid pXD-cr¢S::hph linearized with
Smal. Five heterozygote transformants of
the gene crtYB (crtYB*/crtYB-:hph) and 12
heterozygote transformants for the gene
crtS (crtStfcrtS::hph) were obtained. One
colony of each transformant type (T-YBH1
and T-SH1, respectively) was selected and
grown in conditions for enrichment of
mitotic recombination, after which
thousands of albino (crtYB -/-, non-
pigment producing) or yellow (crtS -/-, B-
carotene accumulating) colonies were
observed, respectively. Similarly to what
was observed with the mutants of the gene
crtl, in genes crtYB and crtS, more than
90% of the colonies were homozygous
after the application of DRM,

In addition, the wild-type and the
heterozygote and homozygote strains
affected in the crtl, crtYB, and crtS genes
were analyzed for their cellular production
and composition of carotenoids by HPLC.
In all heterozygote strains, T-I21H (crtl +/-
), T-YBHI1 (crtYB +/-) and T-SH1 (crtS +/-
), the production of total carotenoids is less
than in the wild-type. However, its
composition was similar (Fig. 5 B, D and
F). On the other hand, both the homozygote
T-121H1H {crl -/-) and T-YBHH2 (crt¥B -/
-) do not produce colored pigments and are
albino in phenotype (Fig. 5 C and E) and T-
SHH2 (crtS -/-) produces B-carotene and
was yellow in phenotype (Fig. 5 G).
However, the crtl -/- homozygote produces
and accumulates the uncolored carotenoid
phytoene (peak 10 in box of Fig. 4) because
this mutant does not synthesize the
phytoene desaturase enzyme that transforms
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phytoene to lycopene, accumulating the
former carotenoid. However, in the
homozygote crtYB -/- strain, its albino
phenotype is a product of the inability to
synthesize phytoene due to the lack of the
enzyme phytoene synthase. In addition, the
crtS-/- homozygote strain produces and
accumulates B-carotene (peak 9 in Fig. 4).
These resuits provide clear evidence of the
functionality of the genes crt¥B, crtl, and
crtS of X. dendrorhous and confirm the
previous data obtained from heterologous
complementation (Verdoes et al., 1999a;
1999b). In addition, it was also possible to
obtain heterozygous transformants for the
genes idi (idit/idi-.:hph) and crtE (crtE/
crtE-::hph), however, the respective
homozygotes using DRM or by
transformation of the heterozygotes were
not obtained, suggesting a possible essential
role for the products of both genes in X,
dendrorhous.

Finally, in X. dendrorhous, the
astaxanthin biosynthesis from IPP could be
controlled by five structural genes, idi,
crtE, crtYB, crtl, and crtS, while other
organisms such as plants, algae, and
bacteria, require a greater number of genes.
The intermediaries from isopentenyl
pyrophophate to astaxanthin, in the main
biosynthetic pathway of X. dendrorhous,
except HDCO, DCD, HDC (Andrewes et
al,, 1976; An et al., 1999) are: IPP <
DMAPP — GPP — FPP — GGPP —
phytoene — phytofluene — T-carotene —
neurosporene — lycopene — f-carotene —
echinenone —> 3-hydroxy-echinenone —»
phoenicoxanthin — astaxanthin. In X.
dendrorhous, as in all fungi and eubacteria,
the four desaturations required to convert
phytoene into lycopene are synthesized by
phytoene desaturase, controlled by the crtl
gene (Verdoes et al., 1999a). However, in
plants and algae, two gene products are
required in this step, a phytoene desaturase
that converts phytoene to T-carotene and &-
carotene desaturase that transforms -
carotene into lycopene. In addition, in X,
dendrorhous in the phytoene synthesis from
GGPP and the B-carotene production from
lycopene, two enzymatic reactions are
catalyzed by a bi-functional gene product
with phytoene synthase and lycopene
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cyclase activity (Verdoes et al., 1999b),
which differs from plants, algae, and
bacteria in which two independent gene
products are required. The four steps to
convert B-carotene to astaxanthin in X.
dendrorhous are catalyzed by the crtS gene
product, a protein of 557 amino acids in
which the sequence analysis by blast
suggests a cytochrome P450 in accordance
with that previously described (Hoshino et
al., 2000; Ojima et al., 2006), This is
consistent with the first report that
cytochrome P450 was involved with
astaxanthin production in X. dendrorhous
(An et al., 1989, Johnson 2003). Other
organisms require at least two genes, crtW
and crtZ, encoding a B-carotene oxygenase
and a B-carotene hydroxylase respectively.

Plasmid
Hyg®

wtiocus
(+~)

transformant
(/- hph)

Heterozygote
transformant
{+/-:hph)
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Knowledge about the regulation of the
expression of genes controlling the
carotenogenesis in X. dendrorhous is
limited. In fact, in previous works, it was
determined that the cref mRNA and crtYB
mRNA levels decreased during the
stationary phase of X. dendrorhous (Lodato
et al.,, 2003). However, the carotenoid
production differences between wild-type
and astaxanthin-overproducing strains of X,
dendrorhous could not be explained by a
difference in the carotenogenic transcript at
the stationary phase of growth (Lodato et
al., 2007; 2004). The knowledge of the
genomic organization of the structural
genes controlling the carotenogenesis and
the homozygous and heterozygous mutants
obtained carrying deletions of each gene

Transformation ¢

Hyg'

Mitotic
recombination

transformant
e N T B -7

Figure 4. Schematic representation of the Double Recombinant Method in X. dendrorhous. The
locus of interest is represented in gray. The gDNA that flanks the locus of interest is represented in
white. The potentially recombinant gDNA region is represented in black. The hygromycin B
resistant cassette of X. dendrorhous is represented as an arrow. GENE: represents any one of the
five carotenogenesis genes (idi, crtE, crtYB, crtl and cr1S) of the yeast.
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a) wild type
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Figure 5: HPLC analysis of the pigment content of wild-type and heterozygous and homozygous
strains of X. dendrorhous. The symbols: (+/-) represents the heterozygous and (-/-) the homozygous
genotype of the strains. The numbers represent the different carotenoids intermediates as follow: 1,
astaxanthin; 2, phoenicoxanthin; 3, canthaxanthin; 4, 3-hydroxy-4-ketotoruleno; 5, hydroxyl-keto-y-
carotene; 6, hydroxyl echinenone; 7, echinenone; 8, neurosporene; 9, B-carotene; 10, phytoene.
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provides the genetic tools that will permit
the study of the mechanism involved in the
genetic regulation of the carotenoids
biosynthesis pathway of X. dendrorhous. In
addition, these site-specific mutants would
allow the study of the gene dose effect and
how it participates in the final expression of
the structural genes of carotenogenesis and
its regnlation.
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