| UCH-FC

Piol 0410
| Diolecnoje9i
[ 8953

< |UNIVERSIDAD DE CHILE FACULTAD DE CIENCIAS ESCUELA DE
- o PREGRADO

“Caracterizacion y funcionalidad del gen CYP51 de
| Xanthophyllomyces dendrorhous involucrado en la biosintesis de
ergosterol”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de
los requisitos para optar al Titulo de Ingenieria en Biotecnologia Molecular.

KRITSYE MARION ANDREA LEIVA LEIVA

Director de Seminario de Titulo: Dra. Jennifer Alcaino Gorman.
Co-Director de Seminario de Titulo: Dr. Victor Cifuentes Guzman.

Enero 2015
Santiago-Chile




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de
Chile que el Seminario de Titulo, presentado por el Srta. Kritsye Marion A. Leiva Leiva.

“Caracterizacion y funcionalidad del gen CYP51 de
Xanthophyllomyces dendrorhous involucrado en la biosintesis de
ergosterol”

Ha sido aprobado por la Comisién de Evaluacion, en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniera en Biotecnologia Molecular.

. rl"
\m' AZ IF\J/\/% ‘
Dra. Jennifer Alcaino Gorman ( i ] N J /

Directora Seminario de Titulo

Dr. Victor Cifuentes Guzman
Co-Director Seminario de Titulo

Comision de Evaluacion

Dra. Maria Cecilia Rojas Garrido
Presidente Comision

/1 C /2
Dra. Margarita Cart Marambio /)/ 4{/ a /

Evaluador




BREVE BIOGRAFIA

Mi vida ha sido sencilla, ain no he realizado viajes increibles ni he vivido
experiencias del otro mundo, pero les intentaré contar mi historia de la forma mas
entretenida posible. Mi nombre es Kritsye Leiva, un increible gesto de originalidad de
mi madre, actualmente tengo 25 afios y vivo en Santiago junto a mi hermana Nikky
Leiva (otro genuino acto de creatividad). Naci en Chillan, Regién del Bio Bio, Chile un
24 de Octubre de 1989. Pero mi crianza se dio en San Carlos, ciudad ain mas
pequefa de la misma Regidon. Mi infancia transcurrié de manera placentera llena de
amigos y animales, lejos del estrés de las ciudades modernas. Es por esto que los
recuerdos que tengo de mis primeros afios estan llenos de momentos alegres, y de la
mas profunda inocencia. En cuanto a mi familia, en esos afos estaba conformada por
mis padres Jacqueline y Jaime, que ahora se encuentran felizmente caminando por
senderos separados, para bien de toda la comunidad. Ademas, como ya habia
mencionado tengo una hermana menor llamada Nikky, que llegé a lienar de felicidad
mi vida cuando apenas tenia tres afios de edad. Y, por supuesto, mi abuelo Desiderio,
un ser con el cual congeniaba tan bien que aunque nos separaban décadas no era
necesario el lenguaje para comunicar nuestras ideas y travesuras, por esto y mucho
mas es que a este hombre le debo gran parte de lo que soy. Por dltimo, no puedo dejar
de mencionar a mi Teito, que lamentablemente se fue al cielo de los perritos este afio,
siempre lo recordaremos como un amige inconmensurablemente fiel y juguetén.

Asi, entre juegos e infinito amor fui creciendo, y llegé la hora de iniciar la etapa
escolar, primero en el jardin y luego en el Instituto Santa Maria de San Carlos,
pequeiio colegio catdlico de [a Congregacién de Jesus. En esta etapa me destaqué
principalmente por méritos académicos y compafierismo, siendo francamente no muy
bien dotada para deportes y musica. Lo pasé muy bien en el colegio, comparti con
gente sencilla y de diferentes pensamientos, 1o cual me ayudé en la bisqueda de una
identidad propia y en términos de valores y principios. Fue dentro de esos afos que
participé en diferentes actividades con el fin de identificar potenciales habilidades,
dentro de ellos: grupos de teatro, concursos de debate, y campeonatos de
matematicas. Esta ultima actividad cambié radicalmente mi futuro, puesto que motivé
mi traspaso hacia el Colegio Seminario Padre Alberto Hurtado, donde terminé la
ensefianza media. Por ofro lado, dentro de esos torneos de matematica conoci al
hombre mas maravilloso del mundo, Gustavo Lagos.

Luego, tomé ofra decision crucial en mi vida, inicié los estudios de educacion
superior en la Universidad de Chile. Fue en esta etapa donde afiné mi percepcion del
mundo, sinceramente mi vida dio un vuelce en 180° en cuanto a la relevancia de los
temas pais como la desigualdad social, la pobreza y la injusticia. Gracias a esta casa
de estudios pude valorizar la importancia de [a equidad en la educacion, la falta de
oportunidades de las personas en estados vulnerables y todo ello me motivo a poner
alin mas energia en mi trabajo para aportar de la mejor forma posible para que Chile
sea un Jugar mas fraterno donde vivir. Actualmente, la vida hizo que ampliara mis
horizontes y me encuentro realizando un postgrado en Ingenieria en la Pontificia
Universidad Catélica de Chile. En términos académicos este ha sido un desafio
importante, pero confié en Dios que todo se resolvera exitosamente.




DEDICATORIA

A mi madre por el amor infinito, la confianza y el apoyo incondicional. Por los
miles de sacrificios y detalles carifiosos que sélo una madre excepcional es capaz de
dar. Por la confianza entregada en cada etapa y decision. Porque estuviste conmigo,
siempre. Pero, principalmente, porque de los muchos privilegios que me ha dado la
vida, ser tu hija es el mayor.

A mi hermana Nikky, por su alegria de vivir, por cada momento regalado, por
tenerme paciencia y aceptar mis locuras. Por ser una de las personas mas carinosas y
nobles que conozco.

A mi familia, en especial a mis abuelos Trinidad y Desiderio, quienes marcaron
mi vida desde temprano, con su historia y con mucho amor.

A la familia de Gustavo, por cuidarme y apoyarme en innumerables ocasiones.
Por la nobleza de sus corazones y por su generosidad. Especialmente, a Marcelo
Lagos (papa), Liliana Flores (mama) y Elvira Gonzalez (abuelita).

A mis amigos de Bachillerato, Vanessa Meneses, Mario Leverone, Hugo
Ochoa, Sebastian Otarola, Martin Majluf y Camila Mifio, por las alegrias que
compartimos, por los momentos de estudio y por los de diversion, por la solidaridad, la
buena disposicion y el compaferismo. Porque transformaron ese proceso en una
buena experiencia, y porque espero que la vida nos permita compartir mucho mas.

A mis amigos de Ingenieria en Biotecnologia, Gustavo Morales, Silvia
Cantellano, Consuelo Macaya, Benjamin Cannobio, Camila Flores, Stefania Morales,
Luis Felipe Quiroz, Marco Gaete y Pablo Lizama por acompafarme y apoyarme
durante toda la carrera. Por ser especiales, alegres y los mejores comparieros que uno
puede tener. Por los almuerzos, las tardes de estudio, las risas y la amistad que
perdura, pese a la falta de tiempo y a la distancia que en algunas ocasiones nos ha
separado. Porque con ustedes, la Facultad de Ciencias se convirtié en un lugar aun
mas entretenido y acogedor.

A mis amigas del colegio, Camila Campos, Natalie Bustos y Paulette
Sarmiento, por los hermosos momentos que compartimos juntas, por la ternura y
generosidad que entregan dia a dia en sus diferentes profesiones, y porque pese al
paso del tiempo siempre me han brindado su amistad y afecto.

A mi profesores, José Miguel Hermosilla (colegio), Luis Valdebenito (colegio) y
Cristian Reyes (Bachillerato), por guiarme hacia el sendero de las Ciencias,
especialmente en el area Matematica. Por ensefiarme las maravillas del saber con
tanto ahinco, por los consejos, la confianza y el apoyo.

Al laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile, por todo el aprendizaje que experimenté durante mi estadia. Por la entrega con
la que cumplen sus labores cotidianas, por la solidaridad y nobleza con la que guian a
los mas nuevos hacia el conocimiento.

Y. finalmente, a Gustavo, por ser mi compafiero, mi amigo, y mi confidente
durante mas de siete afios. Por ser infinitamente noble, carifioso y tierno, por
acompafiarme en mis locuras y mis momentos intelectuales. Por quererme, cuidarme y
hacerme feliz. Porque hemos crecido juntos, y por todos los innumerables detalles que
dia a dia me enamoran. Pero, por sobre todo, porque la vida es mas dulce cuando
estas a mi lado, y puedo ver esos o0jos bonitos.




AGRADECIMIENTOS

A la vida, por darme la oportunidad de estudiar una carrera tan interesante y
ambiciosa, y por ensefiarme que lo mas importante es entregar lo mejor de si,
brindando alegria a los demas.

A la Universidad de Chile, por acogerme durante estos Ultimos afios. Por
permitirme crecer, madurar y aprender. Por ensefiarme mucho mas de lo que
representa un titulo profesional.

A mis compafieros de generacion, Cecilia Salazar, Carlos Mufioz, Violeta
Kallens, Felipe Maza, Raul Segovia, Salomé Murioz, Francisco Osorio, Erick Armingol,
Arantzaz(i Bidegain, Mauro Campos, Javiera Alvarez, Claudio Osorio, Ignacio Avalos,
Ignacio Morales, Sergio Gonzélez, Carolina Moraga, Pablo Flores, Camilo Riqueime,
Vicente Mufioz, Pablo Mancilla, Felipe Vega, Pablo Laverde, Arturo Lamilla, Valentina
Garate, Cristébal Costoya, Marcelo Sotomayor, Felipe Horta, Fernando Ormefio,
Francisco Pérez, Gisselle Escobar, Sebastian Pérez y Susana Paredes por las alegrias
y sacrificios que marcaron nuestro paso por la Universidad de Chile. Por las tardes de
estudio, los frabajos intensos, por las anécdotas, las fiestas, la risas y los hermosos
recuerdos que guardaré en mi corazon.

Al laboratorio de Genética de la Universidad de Chile, donde conoci personas
increfbles, cuyo amor a la Ciencia supera los constantes obstaculos que el quehacer
cientifico impone. En especial, agradezco a: Jennifer Alcaino (Proyecto Fondecyt
11121200), Victor Cifuentes, Nicole Werner y Dionisia Sepulveda.

A Marco Gaete, por su apoyo, comentarios y sugerencias, y en especial, por su
compaiia.

A Salvador Barahona, por su infinita paciencia, generosidad y buena voluntad.
Por ayudarme ‘en innumerables ocasiones, por dedicar tanto esfuerzo y carifio al
trabajo, y por su gran corazon.

A Mario Carrasco, por la alegria y compafierismo de tantas tardes de
laboratorio. Por los consejos, confesiones y conversaciones. Por demostrarme que el
trabajo duro puedo ir de la mano con una vida saludable y divertida.

A Maria Soledad Gutiérrez, Gabriela Contreras, Jaime Solis y Pamela
Cordova, por sus consejos, apoyo y solidaridad. Por ayudarme en diferentes
experimentos, por responder con amabilidad mis dudas y por ser personas de gran
nobleza.

A Rafael Negrete, porque sin su apoyc en el laboratorio las cosas no
resultarian. Por su buen animo, sus tallas y su buena disposicion.

A mi familia, porque sin sus consejos y apoyo llegar a la meta habria sido
imposible. Gracias por tanto carifio, paciencia y por los sacrificios que han realizado
por mi, son el mejor regalo que la vida me ha podido dar.

Y, por tltimo, a Gustavo, por su carific y apoyo. Por ayudarme a ser
perseverante y optimista, y por darme valor para seguir cuando a veces mi espiritu
flagueaba. Gracias, por tanta entrega y amor.




INDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMEN

ABSTRACT

1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales

1.2 Enzimas Citocromo P450

1.3 Biosintesis de ergosterol en levaduras
1.4 Familia CYP51

1.5 Hipétesis del trabajo

1.6 Objetivo General

1.7 Objetivos Especificos

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas, Plasmidos y Cultivo

2.2 Obtencién de cepas haploides de S. cerevisiae

2.3 Oligonuclétidos y Acidos Nucleicos

2.4 Purificacién de acidos nucleicos

2.4.1 Purificacion de DNA plasmididico

2.4.2 Purificacion de RNA total de X. dendrorhous

2.5 Reacciones de PCR y RT-PCR

2.6 Analisis de DNA
2.6.1 Electroforesis en geles de agarosa
2.6.2 Secuenciacion de DNA

2.7 Transformacién genética por electroporacion
2.7.1 Construccion de plasmidos recombinantes
2.7.2 Electrotransformacion de E. coli
2.7.3 Electrotransformacién de S. cerevisiae
2.7.4 Electrotransformacion de X. dendrorhous

2.8 Extraccion y analisis de carotenoides y ergosterol

2.9 Analisis bioinformatico de la proteina CYP51 deducida

de X. dendrorhous

Pagina
Vi
vii

viii

13
15
18
18
18

20
20
22
24
25
25
26
27
29
29
30
30
30
30
31
32
32
35




3 RESULTADOS

3.1 Clonacién y analisis de secuencia del gen CYP57 de
X. dendrorhous

3.2 Anadlisis de funcionalidad del gen CYP57 por
complementaciéon heterdloga en S. cerevisiae

3.2.1 Transformacion de S. cerevisiae
3.2.2 Curva de Crecimiento y produccidn de esteroles en el
tiempo.

3.3 Analisis de mutantes de cyp57 de X. dendrorhous en
cuanto a su crecimiento, produccion de ergosterol vy
carotenoides.

3.3.1 Obtencion de cepa mutante cyp5T de X
dendrorhous.

3.3.2 Curva de crecimiento.

3.3.3 Produccidén de pigmentos y esteroles en el tiempo.

3.4 Analisis de expresion de genes de la ruta de! mevalonato,

carotenogénicos y de [a biosintesis de ergosterol por RT-qPCR
en mutantes de cyp571 de X. dendrorhous
4 DISCUSION

4.1 Clonacién y andlisis de secuencia del gen CYP51 de
X. dendrorhous

4.2 Analisis de funcionalidad del gen CYP57T de X.
dendrorhous

5 CONCLUSIONES

6 BIBLIOGRAFIA

Pagina

36
36

a7

a7
60

64

64
69

71
74

76
76

78

86
87




INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Cepas de levaduras empleadas y consiruidas en este
trabajo.

Tabla 2.- Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo.

Tabla 3.- Oligenucledtidos utilizados en este frabajo.

Tabla 4.- Composicion de esteroles en el tiempo de la cepa parental
S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, y cepas fransformantes S.
cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51 de acuerdo a sus perfiles
de RP-HPLC (mg/g peso seco de levaduray).

Tabla 5.- Composicion de carotenoides en el tiempo de la cepa
silvestre CBS 6938 y cepa mutante CBS-CYP51+/- de X
dendrorhous (ug/g peso seco de [evadura).

Tabla 6.- Composicién de esteroles en el tiempo de la cepa silvestre
X. dendrorhous CBS 6938 y cepa mutante X. dendrorhous CBS-
CYP51+/- de acuerdo a sus perfiles de RP-HPLC (mg/g peso seco de

levadura).

vi

Pagina

21

22
24

63

72

73




INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Via del Mevalonato, biosintesis de astaxantina y ergosterol.
Figura 2.- Estructura molecular de metabolitos de la biosintesis de
Ergosteral.

Figura 3.- Estructura molecular de metabolitos de la biosintesis de
carotenocides.

Figura 4.- Esquema de la reaccién de monoxigenacién de un sustrato
organico (RH) realizada por la superfamilia de enzimas citocromo P450.
Figura 5.- Esquema de la reaccién de 14-a-desmetilacion de tres pasos
catalizada por CYP51.

Figura 6.- Estructura del gen CYP571 de X. dendrorhous.

Figura 7.- Comparacién de secuencia deducida de CYP51 de X
dendrorhous y ERG11 de S. cerevisiae.

Figura 8.- Estructura de la protefna CYP51 deducida de X. dendrorhous.
Figura 9.- Modelos tridimensionales de la proteina CYP51 deducida de X.
dendrorhous.

Figura 10.- Comparacién de perfiles energéticos de modelos
tridimensionales de la proteina CYP51 deducida de X. dendrorhous.

Figura 11.- Superposicién de estructuras tridimensionales de los modelos
obtenidos de CYP51 de X. dendrorhous y los respectivos moldes.

Figura 12.- Docking del modelo obtenido de CYP51 de X. dendrorhous y
los potenciales ligandos lanosterol e itraconazol.

Figura 13.- Resultado de PCR de colonia de E. coli transformada con el

vector YEpNP-gERG11.

vij

Pagina

10

16

37

38

40
41

42

44

45

48




Figura 14.- Resultado de PCR de colonia de clon n°18 de E. coli
transformado con vector YEpNP-gERG11.

Figura 15.- Resultado de PCR de colonia y PCR de DNA plasmidico
extraido de E. coli transformado con vector YEpNP-cCYP51.

Figura 16.- Resultado de PCR de clones de 3. cerevisiae
transforrmados con vector el YEpNP-gERG11.

Figura 17.- Resultado de PCR de clones de 8. cerevisiae
transformados con el vector YEpNP-cCYP51.

Figura 18.- Resultado de PCR de clones haploides de S. cerevisiae
transformados con el vector YEpNP-gERG11.

Figura 19: Resultado de PCR de clones haploides de S. cerevisiae
transformados con los vectores YEpNP-gERG11 y YEpNP-cCYP51.
Figura 20.- Curva de crecimiento a 22°C de cepas transformantes de
S. cerevisiae en medio YM.

Figura 21.- Andlisis de esteroles por RP-HPLC representativo de la
cepa S. cerevisiae Meyen ex E.C Hansen y cepas transformante S.
cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51.

Figura 22.- Estructura del modulo para la escision del gen CYP57 de
X. dendrorhous.

Figura 23.- Resultado de PCR de cepa mutante de X. dendrorhous
CBS-CYP51+/-.

Figura 24.- Curva de crecimiento a 22°C de cepas de X. dendrorhous
en medio YM.

Figura 25.- Analisis de expresion de genes HMGR, CYP51 y criR en
silvestre CBS 6938 y cepa mutante CBS-CYPE1+/- de X

dendrorhous por RT-gPCR.

Pagina

49

49

51

52

55

58

61

64

66

68

70

75




cDNA
CPR
CYP
DNA
dNTP
Do
EDTA
G418
Kb

LB
ORF
pb
PCR
ppm
P450
Rcf
RNA
RP-HPLC
TAE
Tag
TE
YM
uv

INDICE DE ABREVIATURAS

DNA complementario

Citocromo P450 reductasa

Proteina Citocromo P450

Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonuclestido trifosfato
Densidad optica

Tetra acetato disddico de etilendiamina
Geneticina

Kilobases

Medio de cultivo Luria Bertani

Marco abierto de lectura

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa
Partes por millon

Familia de hemoproteinas Citocromo P450
Fuerza centrifuga relativa

Acido ribonucleico

Cromatografia liquida-en fase reversa
Tris, acetato, EDTA

Thenmus aqualicus

Tris, EDTA

Medio de cultivo exiracto de levadura-malta

Luz ultra vicleta

viii

L




RESUMEN

X. dendrorhous es una levadura basidiomycete que sintetiza astaxantina, un
carotenoide de gran interés biotecnoldgico. Actualmente, estudios de regulacion de la
via carotenogénica en este microorganismo demostraron que los esteroles cumplen un
rol importante en la carotenogénesis. Cabe destacar que las vias de sintesis de
carotenoides y esteroles se encuentran relacionadas, pues ambas derivan de la via del
mevalonato y en ellas participan enzimas citocromo P450s (CYPs). Las CYPs
comprenden una superfamilia de proteinas, donde destaca la familia CYPS1 con
actividad C14-desmetilasa de esteroles. El objetivo de! trabajo fue caracterizar y
estudiar la funcionalidad del gen CYP571 de X.dendrorhous involucrado en la

Y

hiosintesis de ergosterol.

Mediante analisis bioinformatico del genoma y transcriptoma de la levadura, se
identificé un posible gen CYP57, cuya funcionalidad se estudié por complementacion
heterdloga en una cepa de S. cerevisiae mutante para dicho gen. Se realiz6 un analisis
fenotipico de la cepa transformante hCYP51 mediante construccion de curvas de
crecimiento y andlisis de produccion de esteroles. Cabe destacar que la
complementacién de la actividad C14-desmetilasa en la cepa mutante de S.
cerevisiae, permitiendo su sobrevida y la biosintesis de ergosterol confirma [a
participacidén del gen CYP57 de X. dendrorhous en la via de sintesis de ergosterol.
Ademas, se evalué el impacto de la eliminaciéon de un alelo dei gen CYP57 de X
dendrorhious en cuanto a produccién de carotenoides y esteroles. Los resultados
revelaron una disminucién de un 36% dei contenido de esteroles, principalmente
ergosterol, y un aumento de 30% del contenido de carotenoides respecto a la cepa

silvestre de X, dendrorhous después de 24 y 120 h de cultivo, respectivamente.




Ademas, se analizé el cambio en los patrones de expresion de los genes HMGR, criR
y CYP51 en la cepa mutante heterocigota CYP51+/- respecto a la cepa silvestre, esto
mostré que la escicidn de uno de los alelos del gen CYP57 provoca una disminuacion
en el nivel de expresion de dicho gen y esta asociada a un aumento de los niveles de
expresion de los genes HMGR y criR, que codifican enzimas involucradas en la via del

mevalonato y en la via de sintesis de carotenoides o esteroles, respectivamente.

.

De esta manera, debido a que la expresion del gen CYP51 de X. dendrorhous
complementa la deficiencia de la enzima 14 o-desmetilasa de esteroles en S.
cerevisiae permitiendo su sobrevida y la biosintesis de ergosterol; su mutacion en X.
dendrorhous altera la produccidn de esteroles y de carotencides junto con la
modificacion de los patrones de expresion de genes en ambas vias, se concluye que

efectivamente el gen CYP51 de X. dendrorhous corresponde a un 14 a-desmetilasa de

esteroles que participa en la biosintesis de ergosterol.




ABSTRACT

Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycete yeast that synthesizes
astaxanthin, which is a carotenoid of great biotechnological interest. Currently, studies
regarding the regulation of the carotenogenic pathway in this organism showed that
sterols play an important regulatory role in carotenogenesis. It is noteworthy that the
carotenoid and sterols synthesis pathways are related because both derived from the
mevalonate pathway and in both pathways, cytochrome P450 enzymes (CYPs) are
involved. The CYPs comprise a superfamily of proteins and among them, the CYP51
family that has sterol C14-demethylase activity is one of the most remarkables. The
objective of this work was to characterize and study the functionality of the CYP57
gene of X. dendrorhous, which is involved in ergosterol biosynthesis.

By biocinformatic analyses of the genome and the franscriptome of yeast, a
putative CYP51 gene was identified and its functionality was studied by heterologous
complementation in S. cerevisiae using a mutant strain. Phenotypic analyses of the
hCYP51 transformant strain were performed by the construction of growth curves and
the analysis of sterol production. 1t is noteworthy that the expression of CYP57 gene
complements the deficiency of the 14 a-demethylase enzyme in S. cerevisiae allowing
its survival and ergosterol biosynthesis, and therefore it can be stated that the CYP51
gene of X, dendrorhous is involved in ergosterol biosynthesis. Furthermore, the impact
of the disruption of one allele of the CYP57 gene in X. dendrorhous regarding the
production of carotenoids and sterols was evaluated. The results showed a decrease of
36% of the sterol content (principally ergosterol) and an increase of 30% of the
carotenoid content compared to the wild type X. dendrorhous strain after 24 and 120 h
of culture, respectively. In adittion, the fold change in the expression of HMGR, criR'y

CYP51 genes between the mutant strain compared to the wild-type one, showed that




indeed the disruption of one allele of the CYP57 gene of X. dendrorhous cause a
reduction in the levels of its transcript, which was associated with increased expression
of the HMGR and criR genes that encode enzymes involved in the mevalonate
pathway and the carotenocid and sterol synthesis pathways, respectively.

In conclusion, because the expression of CYP57 gene complements the
deficiency of the sterol 14 a-demethylase enzyme in S. cerevisiae allowing its survival
and ergosterol biosynthesis, and that the CYP57 mutation in X. dendrorhous alters the
production of sterols and carotencids, and modifies the expression patterns of genes in
both pathways (HMGR, crtR and CYP57), it can be stated that the CYP57 gene of X.

dendrorhous is involved in ergosterol biosynthesis.




1 INTRODUCCION

1.1  Antecedentes generales

Los isoprenoides o terpenos son un vasto grupo de compuestos naturales que
cumplen diversas funciones celulares, desde la sintesis de una gran gama de
compuestos (ergosterol, colesterol, carotenoides, ubiquinonas, entre otros) hasta el
control del crecimiento (Goldstein y Brown, 1990). Los isoprenoides son metabolitos
ubicuos que se encuentran en todos los organismos vivos, siendo especialmente
abundantes en el reino vegetal. La estructura basica de esta familia de compuestos es
la molécula isopreno (2-metil-1,3-butadieno), cuyas formas activas son el isopentenil
pirofosfato (IPP) y su isémero, dimetilaiil pirofosfato (DMAPP). Asi, por posteriores
reacciones sucesivas de condensacidn y otras modificaciones quimicas como
ciclaciones, oxidaciones, entre ofras, se genera la enorme complejidad y diversidad de
esta clase de compuestos orgénicos con mas de 55.000 moléculas identificadas.

En general, en eucariontes la ruta del mevalonato (MVA) es considerada la
principal via de sintesis de IPP. Sin embargo, existe otra ruta, la via del metileritritol
fosfato (MEP), que ha sido descrita en eubacterias y plastidios (Disch y Rohmer, 1998;
Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). En la via del MVA (resumida en Miziorko,
2011), en primer lugar ocurre la sintesis acetoacetil-CoA mediante la condensacion de
dos moléculas de.acetil-CoA por accidn de la enzima acetil-CoA fransferasa. Luego, se
forma 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) por la condensacion de acetoacetil-CoA
con una tercera molécula de acetil-CoA. A continuacion, la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa (HMGR) cataliza la reaccién limitante en la via del
mevalonato que corresponde a la conversién de HMG-CoA a MVA mediante dos

reacciones de reduccion. Posteriormente en la ruta de sintesis de IPP, la enzima




mevalonato quinasa (MK) cataliza la fosforilacion del MVA formando MVA-5-fosfato
(MVAP). Luego, el MVAP es fosforilado por la enzima fosfomevalonato quinasa (PMK),
generando MVA 5-pirofosfato (MVAPP). Finalmente, por accion de la enzima
pirofosfomevalonato decarboxilasa (MVD1), el mevalonato 5-pirofosfato es convertido
en IPP, el precursor de la biosintesis de isoprenoides a partir del cual se derivan las
rutas de biosintesis de esteroles y carotenoides en organismos carotenogénicos
(Figura 1).

Los esteroles son moléculas celulares esenciales que participan en la
regulacién de la fluidez y permeabilidad de la membrana, regulacion de la actividad de
enzimas unidas a membrana y la modulacién de la tasa de crecimiento. Ademas, son
precursores de moléculas bioactivas tales como: hormonas esteroidales en mamiferos,
hormonas brasinoesteroides en plantas, y ecdiesteroides en insectos que regulan
procesos del desarrollo (Lepesheva y Waterman, 2007). El ergosterol (ergosta-5,7,22-
trien-3f-ol) es el principal esterol flingico y su ruta biosintética ha sido caracterizada en
diversos organismos, aunque los mecanismos de regulacion de su biosintesis atn no
se han dilucidado completamente (Arthington-Skaggs y col., 1896) (Figura 2).

Por ofra parte, los carotenoides son pigmentos naturales de colores amarillo,
naranja y rojo, producidos por una gran variedad de microorganismos y plantas. Son el
grupo mas representativo de los tetraterpenos y se clasifican como carotenos y
xantéfilas, donde los Ultimos presentan grupos funcionales oxigenados a diferencia de
los primeros (Figura 3). Los carotenoides presentan diversas aplicaciones industriales
como colorantes y debido‘a sus diversas propiedades beneficiosas para la salud, son
explotados en la industria de alimentos, nutracettica y recientemente en el mercado
farmacoldgico. Por estos motivos, se ha incrementado el interés en la busqueda de

nuevas fuentes de produccién y la optimizacion de los sistemas productivos existentes
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(Lee y Schmidt-Dannert, 2002). En este sentido, el reporie publicado por la BCC
Research indicé que el mercado a nivel mundial de los carotenoides alcanzé los $1,2
billones de dolares en el afio 2010, con una proyeccién de crecimiento de US$1,4
billones hacia el afio 2018 (codigo de reportaje: FOD025D). Enire ellos, el B-caroteno
es el principal carotenoide comercializado seguido en tercer lugar por el de la xantdfila
astaxantina, con un mercado valorado en US$226 millones en el afic 2010 el cual se
espera alcance los US$253 millones hacia el afio 2018. La astaxantina (3,3'-dihidroxi-
B,B-caroteno-4-4'-diona), destaca dentro de los carotenoides debido a sus propiedades
antioxidantes, alta estabilidad quimica y permeabilidad lipidica. Ademas, debido a su
pigmentacién rojiza resulta especialmente Util para la industria acuicola donde se
utiliza como aditivo en salmonicultura, una de las actividades econémicas mas
relevantes de nuestro pals. Este pigmento se encuentra presente en la mayoria de los
crustaceos, en peces salménidos y flamencos, lo cual les otorga el color anaranjado
caracteristico. Sin embargo, este carotenoide no es sintetizado de novo por animales,
quienes lo incorporan desde su dieta, principaimente desde microalgas que son la
base de la alimentacion del zooplancton y el krill (Arai y cols., 1987). En este sentido,
la coloracion de los salmonidos es muy importante para su comercializacion,
influyendo en los costos de produccion. En consecuencia, la industria acuicola valora y
promueve la bisqueda de carotenoides de alta calidad y de bajo costo (Johnson y An,
1991), en particular la bisqueda de un sistema de produccién de astaxantina natural a
un precio competitivo respecto a su analogo quimico.

Por otra parte, la industria farmacéutica ha cenirado su interés en la
astaxantina dado que se ha demostrado que otorga mayores beneficios para la salud
en relacién al consumo de otros carotenoides. Segtin estudios en modelos animales, 1a

astaxantina promueve la regulacién del sistema inmune, aumenta [a produccion de




anticuerpos e incrementa la actividad de diversas células del sistema inmunologico,
ademas de inhibir reacciones autoinmunes (Ranga y cols., 2014). También, de acuerdo
a estudios en ratones, se ha reportado que la astaxantina presenta propiedades anti-
carcindgenas, como para cancer de vejiga, cavidad oral, cancer de mama, entre otros
(Higuera-Ciapara y cols., 2006; Nakao y cols., 2010). Adicionalmente, se ha
descubierto que la astaxantina presenta una serie de propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, por lo que se esta investigando como candidato para desarrollar un
agente terapéutico contra estrés oxidativo cardiovascular e inflamacion, por ejemplo
para tratar la arteriosclerosis (Pashkow y col., 2008).

Por las atractivas propiedades y el crecimiento del mercado global de la
astaxantina, se ha impulsado el desarrollo de bioprocesos alternativos
econdmicamente viables para reemplazar el método de sintesis quimico actual
(Schmidt y col., 2011). Entre las pocas fuentes naturales de astaxantina destaca la
levadura basiodiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous, ya que sintetiza astaxantina
como carotenoide principal en estado no esterificado, forma mayoritaria en que se
encuentra el compuesto en los muisculos de especies acuicolas de interés (Torrissen y
col., 1989).

X. dendrorhous, ex: Phaffia rhodozyma (Miller y col. 1976), fue aislada por
primera vez desde exudados de arboles del Hemisferio Norte a altas alfitudes y
latitudes, posteriormente se aislé en bosques del Hemisferio Sur (Patagonia,
Argentina), habitats naturales donde cominmente se encueniran compuestos
antifingicos, especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales peroxidos (Wozniak y
cols., 2011). De esta manera, se propone que en este organismo la carotenogénesis
se desarrollo como un mecanismo de defensa contra el dafio oxidativo producido por

las especies reactivas de oxigeno derivadas de su propio metabolismo como también




presentes en su habitat natural. Si bien la astaxantina es el carotenocide principal
producido por X. dendrorhous, los niveles en cepas silvestres son bajos (200—400 pg/g
de peso seco de levadura) para ofrecer una fuente natural competitiva del pigmento.
Por ello, se han llevado a cabo diferentes aproximaciones para favorecer su
produccién como: la optimizacion de las condiciones y parametros de cultivo (Lui y Wu,
2007, Fuente y col., 2010), mutagénesis al azar y la posterior seleccion de cepas
sobreproductoras (Baeza y col., 2008, Stachowiak 2013), e ingenieria metabdlica de la
via de biosintesis de carotenoides (Verdoes y col., 2003, Gassel y col., 2013). Pese a
ello, ain no se alcanzan niveles competitivos con el método actual de sintesis.

Si bien en la actualidad el control genético de la sintesis de astaxantina en X.
dendrorfious se ha descrito, la regulacién de esta via en este microorganismo es poco
conocida. Cabe destacar que las vias de sintesis de carotenocides y esteroles se
encuentran relacionadas, pues ambas derivan de la via del mevalonato (MVA) y
utilizan precursores comunes. De hecho, estudios en X. dendrorhous han comprobado
que la disrupcion de la ruta de sintesis de ergosterol favorece la produccion de
pigmentos en la levadura (Loto y col.,, 2012). Relacionado con lo anterior, se sabe que
la via MVA se encuentra fuertemente regulada, siendo su principal punto de regulacion
la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR) que sintetiza al MVA, la que
esta regulada a nivel transcripcional, post-traduccional y de su degradacion (Miziorko,
2011). Por ejemplo, en estudios realizados en X. dendrorhous se encontro que la
disrupcién de la ruta de sintesis de ergosterol en cepas mutantes del gen CYP67, que
controla uno de los Ultimos pasos de la via, aumenta el nivel de expresion del gen
HMGR hasta 73 veces respecto a la cepa parental (Loto y col., 2012).

Por otra parte, las vias de sintesis de ergosterol y astaxantina en X

dendrorhous comparten ofro elemento, ya que en ambas vias se encuentran
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implicadas enzimas citocromo P450, enzimas que catalizan la monooxigenacién de
una amplia gama de compuestos. En su estado activo, las enzimas P450s son
reducidas por electrones derivados de NAD(P)H donados a través de un partner redox
gue en eucariotas generalmente corresponde a una citocromo P450 reductasa. En X.
dendrorhous, el gen criR codifica la citocromo P450 reductasa que es esencial para la
sintesis de astaxantina (Alcaino y col., 2008). Sin embargo, en cuanto a la sintesis de
ergosterol, la funcién citocromo P450 reductasa es complementada en mutantes criR-
aunque la produccién es menos eficiente que en la cepa silvestre (Gutiérrez, 2014).

De acuerdo a estos antecedentes, el estudio de la ruta de biosintesis de
ergosterol en X. dendrorhous y los mecanismos de regulacién implicados resulta
fundamental para aumentar el conocimiento actual sobre la sintesis de carotenoides
en este microorganismo, y por consiguiente favorecer en el futuro la produccion de

isoprenoides de alto interés biotecnolégico en esta factoria celular.

1.2 Enzimas Citocromo P450

Las enzimas citocromo P450 (CYP) comprenden una superfamilia de hemo-
proteinas presentes en todos los dominios de los seres vivos con alrededor de 10.000
miembros que conforman mas de 800 familias (Lepesheva y Waterman, 2011). Estas
enzimas contribuyen en diversos procesos vitales ya que catalizan la monooxigenacion
de una amplia gama de compuestos. Esencialmente, las CYPs desarrollan dos
funciones principales: i) proporcionan biodefensa (desintoxicacién de xenobitticos y la
produccién de antibioticos) y ii) participan en la biosintesis de metabolitos endogenos
importantes, como esteroles, prostaglandinas y metabolitos secundarios (Lepesheva y
col., 2008). La reaccién general catalizada es la monoxigenacién de un sustrato

organico con gasto de NAD(P)H, donde el sustrato puede representar un esteroide,




acido graso, farmaco u ofro compuesto que contenga algin sustituyente alcano,

alqueno, un anillo aromatico o un anillo heterociclico (Figura 4).
RH+ Q, + 2H* 4+ 2¢- — ROH + H,0

Figura 4.- Reaccién de monoxigenacién de un sustrato organico (RH) realizada por la

superfamilia de enzimas citocromo P450.

Las CYPs de hongos estan involucradas en muchos procesos celulares
esenciales, catalizan la conversiéon de intermediarios hidrofébicos de vias metabdlicas
primarias y secundarias, la detoxificacién de contaminantes ambientales y permiten a
los hongos crecer bajo diferentes condiciones {(Cresnar y Petric, 2011). Ademas,
cumplen un rol clave en la degradacion de la lignina (Warrilow y col., 2008). Por estos
motivos, en lo Ultimos afios se ha aceptado el fuerte potencial de las enzimas CYPs
como biocatalizadores para la indusiria de sintesis de productos quimicos,
farmacéuticos, agroquimicos y de ingredientes de alimentos. También han sido
empleadas en terapia génica contra el cancer, disefio de biosensores, en sistemas de
biorremediacion y son especialmente utiles cuando se requiere hidroxilacion con alta
regio- y estéreo-selectividad (Kumar y col., 2010). Sin embargo, sus aplicaciones son
limitadas debido a que, particularmente en mamiferos, muestran una baja tasa de
recambio y estabilidad, y requieren una fuente compleja de electrones a través de
donadores de electrones y NAD(P)H (Kumar y col., 2010).

Esta familia de hemo-proteinas recibe su nombre P450, ya que originalmente
fueron descritas como pigmentos (P) presentes en el higado y porque en su estado
reducido unido a monéxido de carbono se observa un pico de absorbancia

caracteristico a los 450 nm (Omura, 1999). En la decada de los afios 70s se propuso
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que estas enzimas fueron una de las primeras formas en que los microorganismos
detoxificaron la primera atmésfera oxigenada. Sin embargo, las CYPs pueden llevar a
cabo algunas reacciones quimicas sin requerimiento de oxigeno, lo cual apunta a una
posible existencia y rol ancestral previo a la aparicion del oxigeno molecular
atmosférico en la Tierra (2.4 Ga) (Holland, 1999). Por otra parte, la secuencia
aminoacidica de estas proteinas es extremadamente diversa, con niveles de identidad
tan bajos como de 16% en algunos casos; sin embargo, su estructura secundaria y
terciaria se ha mantenido a lo largo de la evolucién (Reichhart y Feyereisen, 2000). Se
sugiere que la gran diversidad de la superfamilia de las citocromo P450 surgi6é por un
extenso proceso de duplicacién génica y probablemente, aunque ha sido menos
documentado, debido a casos de amplificacion génica, conversiones, duplicaciones de
genoma, pérdida de genes y transferencia lateral (Reichhart y Feyereisen, 2000).

Con el avance de las técnicas de secuenciacion genémica, el nimero de genes
de P450s identificados ha aumentando en forma explosiva, lo cual ha llevado a la
necesidad de definir una nomenclatura y clasificar estas enzimas. De esta manera se
ha resuelto que las CYPs se denominan de acuerdo a la identidad aminoacidica,
criterios filogenéticos y organizacion génica. Asi, la raiz CYP es seguida por un
nimero que indica la familia a la que pertenece (generalmente grupos de proteinas
con mas de un 40% de identidad de secuencia aminoacidica), posteriormente una letra
que corresponde a la subfamilia (identidad mayor al 55%) y luego un nimero que
especifica el gen correspondiente (Nelson y col., 1996}

En procariotas, las enzimas P450 son proteinas solubles en su mayoria. En
cambio en eucariotas, estan por lo general unidas al reticulo endoplasmico o a la
membrana mitocondrial interna (Reichhart y Feyereisen, 2000). De esta manera, se

han definido cuatro clases de P450 en funcion de como los electrones de NAD(P)H
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son entregados al sitio catalitico. Las enzimas de clase | requieren de una reductasa
que contiene FAD y de una redoxina hierro-azufre. Las enzimas de clase Il requieren
sblo una citoctomo P450 reductasa (CPR) que contiene FAD y FMN para la
transferencia de electrones. Las de clase Ill son autosuficientes y no necesitan de un
partner redox externo, mientras que las P450 de clase |V reciben electrones
directamente del NAD(P)H (Reichhart y Feyereisen, 2000). Entre ellas, las enzimas
P450s de clase Il cumplen funciones extremadamente diversas y corresponden al
grupo mas representado en los eucariotas. En hongos, éstas inciuyen la sintesis de
esteroles de membrana y micotoxinas, la desintoxicacion de fitoalexinas y el
metabolismo de fuentes de carbono lipidicas (Reichhart y Feyereisen, 2000). En
animales, las funciones fisiologicas abarcan muchos aspectos de la biosintesis y
catabolismo de las moléculas de sefializacion, hormonas esteroidales, acido retinoico y
oxilipinas (Reichhart y Feyereisen, 2000). En vegetales estan implicadas en la
biosintesis o catabolismo de fodos los tipos hormonales, en la oxigenacién de acidos
grasos para la sintesis de cutinas, y en todas las vias de metabolismo secundario
como la lignificacién, sintesis de los pigmentos y productos quimicos de defensa
(Reichhart y Feyereisen, 2000).

En los sistemas P450 de clase il, las enzimas P450 y la citocromo P450
reductasa se encuentran ancladas de forma independiente a la cara externa del
reticulo endoplasmico por una region de anclaje hidrofébica del exiremo amino
terminal, y el flujo de electrones va desde el NADPH al FAD al FMN en CPR, y
finalmente al grupo hemo en la enzima P450 (De Montellano, 2005). Sin embargo, se
ha descrito un donador alternativo de electrones también anclado al reticulo
endoplasmico por su extremo carboxilo terminal, la enzima citocromo b5, que

transfiere electrones desde NADH favoreciendo la actividad de algunas enzimas P450
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(Reichhart y Feyereisen, 2000; De Montellano, 2005). Pese a que en un organismo
pueden existir varios genes que codifican diferentes enzimas citocromo P450, en [a
mayoria de las especies solo existe un gen de CPR, salvo algunas excepciones
observadas en plantas y zigomicetes que contienen dos o tres genes de CPR (Alcaino
y col., 2008). Estudios realizados en la levadura X. dendrorhous permitieron aislar y
caracterizar el gen ¢rfR, que codifica la CPR de este organismo, que fransfiere los
electrones necesarios a [a enzima astaxantina sintasa (CrtS) para la oxidacion de B-
caroteno a astaxantina (Alcaino y col., 2008). Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para dilucidar el rol de otros sistemas donadores de electrones para P450s
en X. dendrorhous, alternativos a CPR. Ademas, es necesario estudiar los
mecanismos que regulan la participacion de CPR en las vias de sintesis de

carotenoides y esteroles.

1.3 Biosintesis de ergosterol en levaduras

Los esteroles son componentes estructurales y regulatorios esenciales de las
membranas celulares en eucariotas, cuya biosintesis es un proceso complejo (Veen y
col., 2003). El ergosterol es el principal esterol en las membranas de hongos y las
enzimas de su biosintesis corresponden al principal blanco de los antifungicos
actuaimente usados en el tratamiento de infecciones fungicas fatales (Alcazar y
Mellado, 2013). La biosintesis de esteroles es una via metabdlica antigua, que se cree
que surgié durante las Gltimas fases de la evolucidn procariota. Una vez que el
oxigeno molecular estuvo en cantidad suficiente en el ambiente, permitid desviar la
conversién de escualeno en triterpenoides pentaciclicos (compuestos tipo esteroles,
formados en el ambiente anaerébico del Precambrico) hacia la sintesis de esteroles

(Lepesheva y col., 2008).




Al igual que la sintesis de carotenoides, la sintesis de ergosterol deriva del IPP
el cual es sintetizado a partir de acetil-CoA en la via del MVA. En la sintesis de
isoprenoides (Figura 1), la enzima isopentenil pirofosfato isomerasa, codificada por el
gen idi (Kajiwara y col., 1997), cataliza la isomerizacion de IPP para generar DMAPP.
En X dendrorhous, las moléculas DMAPP e IPP se condensan por la accidn de una
enzima prenil transferasa (farnesil pirofosfato sintasa, codificada por el gen FPS) para
formar el compuesto de 10 carbonos geranil-pirofosfato (GPP, Cy). La misma ehzima
adiciona una segunda molécula de IPP al GPP dando lugar a farmesil-pirofosfato (FPP,
C1s). Por un lado, la adicion de una tercera molécula de IPP al FPP, da origen a
geranilgeranil-pirofosfato (GGPP,Co), el cual es el precursor de los carotenoides. En
X. dendrorhous, este paso es controlado por el gen crfE (Alcaino y col., 2014). Por otro
lado, la condensacién de dos moléculas de FPP genera escualeno, que a su vez es el
precursor de los esteroles (Merkulov y col., 2000). En general, este paso es catalizado
por una enzima escualeno sintasa, la que aln no ha sido caracterizada en X
dendrorhous.

Si bien la ruta de sintesis de ergosterol ain no se ha descrito en X
dendrorhous, se sabe que en ella participan enzimas CYPs. En estudios del gen
CYP61 de X. dendrorhous, que codifica para una C-22 esterol desaturasa, se vio que
las mutantes homocigotas obtenidas por la disrupciéon de dicho gen no producen
ergosterol, acumulando otros esteroles como ergosta-5,8, 22-trien-3-ol y ergosta-5,8-
dien-3-ol (Loto y col. 2012). Curiosamente, todas las mutantes presentaron un fenotipo
de color rojo mas intenso que las respectivas cepas parentales, sugiriendo que el
ergosterol regula la sintesis de carotenoides en X. dendrorfious. Por otro lado, en el
genoma de X. dendrorhous se han encontrado varios genes de P450s, incluyendo al

gen CYP51 homologo al gen ERG11 de S. cerevisiae que codifica una C14-
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desmetilasa involucrada en [a sintesis de ergosterol (Aoyama y col. 1984, Kalb y col.
1987).

La familia CYP51 presenta una estricta conservacién funcional en todos los
reinos biologicos, actuando como C14-desmetilasa de esteroles (Lepesheva y col
2008). En levaduras, CYP51 cataliza la C14-desmetilacion de lanosterol, mientras que
en hongos filamentosos CYP51 cataliza la C14-desmetilacion de eburicol (Warrilow y
col. 2008). Actualmente, se estan llevando a cabo milltiples investigaciones respecto a
la funcién enzimética y mecanismos de regulacion de CYP51 de diversos organismos
debido a su gran importancia bioldgica, ya que se espera que dichos estudios deriven
en huevos conocimientos y aplicaciones biotecnolégicas en diversas areas industriales

(Farmacéutica, Acuicultura, Agricultura, entre otras).

1.4  Familia CYP51

Se ha postulado que la aparicion de CYP51 ocurrié luego de la produccion de
los primeros esteroles, como una de las primeras enzimas de modificacién de la
biosintesis de los esteroles. Esto debe haber sucedido en un organismo eucariotico
primitivo o posiblemente en una bacteria ancestral, y se estima que su aparicion fue
alrededor de 1.78-1.68 Ga (Kelly y Kelly, 2013). La familia CYP51 esta presente en
animales, plantas, levaduras / hongos, en muchos protozoos y en algunas bacterias.
Aunque se encuentran en todos los reinos bioldgicos, hay ciertos grupos de
organismos que no contienen estas enzimas, dentro de los cuales cabe sefialar a los
insectos y gusanos. No obstante lo anterior, las enzimas CYP51 son consideradas
como la familia de citocromo P450s mas ampliamente distribuida (Lepesheva y
Waterman, 2011). Esta enzima cataliza la 14-a-desmetilacién de precursores de

esteroles, reaccion incluida en todas las vias de biosintesis de esteroles de los
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eucariotas. Sin embargo, los sustratos de la enzima en las vias de biosintesis de
esteroles en animales, plantas y hongos son diferentes; ejemplo de la diversificacion
en la superfamilia P450 (Aoyama, 2005). Por otro lado, varias plantas y hongos
contienen multiples genes CYP51. Las razones de la existencia de homodlogos de
genes CYP51 en la misma especie o sus funciones precisas se desconocen; sin
embargo, se ha reportado que en algunos organismos so6lo uno de los genes CYP51
presentes seria funcional (Lepesheva y Waterman, 2007).

La reaccion enzimatica catalizada por CYP51 se desarrolla en 3 pasos, donde
cada uno requiere de una molécula de oxigeno y dos equivalentes reducidos derivados
de NADPH (Waterman y Lepesheva, 2005) (Figura 5). Durante los dos primeros ciclos,
que son monooxigenaciones caracteristicas de enzimas P450, el grupo 14a-metilo es
convertido sucesivamente en 14-a-carboxialcohol y luego en 14-a-carboxialdehido. En
el paso final, el grupo 14-a-aldehido es liberado en forma de &cido férmico con la
introduccién simultanea de un doble enlace A" en el nucleo del esterol. La catalisis
de la escision del enlace de C-C es mas complicada y dos mecanismos posibles se
han propuesto (reaccién radical o proceso iénico (Beayer-Villiger)) (Yoshida, 1992;
Shyadehi y col., 1996). Los productos 14-a-desmetilados son intermedios en las vias
que conducen a la formacién de colesterol en los animales, ergosterol en los hongos y
una variedad de esteroles 24-alquilados y olefinados en las plantas, algas y protozoos

(Lepesheva y Waterman, 2007).

CYP51 CYP51 ( CYP51
o, S oo
N NADPH*!OQ NADPH /02 : NADPH"’I‘O: RN

J CHy CH,OH ,

Figura 5.- Esquema de la reaccién de 14-a-desmetilacion de tres pasos catalizada por CYP51

(tomado de: Lepesheva y Waterman, 2005).
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Por otra parte, la familia CYP51 presenta una gran importancia practica como
diana farmacolégica. La inhibicién de la actividad enzimatica 14-a-desmetilasa bloquea
la biosintesis de esteroles, lo cual es letal para los organismos unicelulares, influye en
los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, y disminuye la produccién
endégena de colesterol en los animales (Lepesheva y Waterman, 2007). Aunque los
inhibidores de CYP51 se estan estudiando a fondo como potenciales herbicidas y
medicamentos para bajar el colesterol, son mas ampliamente utilizados como
fungicidas para el tratamiento de las micosis humanas (antifingicos clinicos) y para
prevenir las infecciones de los alimentos (antifingicos agricolas) (Lepesheva y
Waterman, 2007). La demanda por inhibidores de CYP51 esta creciendo
constantemente debido a la resistencia a los medicamentos de los microorganismos
patégenos y al aumento mundial en la incidencia de las infecciones flingicas
oportunistas, como consecuencia del aumento del numero de hospederos
inmunocomprometidos (infecciones por VIH, quimioterapia contra el cancer, trasplante
de érganos y médula 6sea) y pacientes con infecciones primarias como la tuberculosis.
(Lepesheva y Waterman, 2007). Dentro de los inhibidores de CYP51 destacan los
agentes antifingicos azélicos que actlian bloqueando el sitio activo de la enzima
lanosterol 14a-desmetilasa, su modo de acci6n involucra al nitrégeno nucleofilico del
anillo heterociclico del azélico el cual se une directamente como un sexto ligando al
hierro del grupo hemo y a las cadenas laterales de la droga que interactiian con la
estructura polipeptidica de la enzima CYP51 (Warrilow y col. 2013).

Esto da cuenta de la importancia transvesal de las enzimas CYP51 en diversas
areas del conocimiento, por lo que una mayor comprension del funcionamiento y los

mecanismos de regulacion de enzimas CYP51 en diversos microorganismos permitiria
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el desarrollo de nuevos medicamentos antimicrobianos altamente selectivos. Ademas,
contibuiria a encontrar nuevas bases para desarrollar y controlar biosistemas de
produccion de compuestos de interés industrial derivados de la via de biosintesis de
esteroles y/o carotenoides, en particular podria contribuir al mejoramiento de la
biosintesis del carotenoide astaxantina en la levadura X. dendrorhous debido a que
ésta se encuentra estrechamente relacionada con Ia biosintesis de ergosterol. De esta

manera, en este trabajo se planted la siguiente hipdtesis:

1.5 Hipétesis del trabajo

Si el gen CYP51, identificado en el genoma de X. dendrorhous, participa en la
biosintesis de ergosterol, especificamente en la eliminacién del meti[o en C14,
entonces la expresién de dicho gen complementara la deficiencia de la enzima 14C-
desmetilasa en una cepa mutante de S. cerevisiae y su mutacion reducira la

biosintesis de ergosterol en X. dendrorhous.

1.6 Objetivo General
Caracterizar y estudiar la funcionalidad del gen CYP517 de Xanthophyllomyces

dendrorhous involucrado en la biosintesis de ergosterol.

1.7  Objetivos especificos
1. ldentificar, aislar y caracterizar el gen CYP51 de X. dendrorhous.
2. Estudiar la funcionalidad del gen CYP51 de X dendrorhous por
complementacioén heteréloga en S. cerevisiae.
3. Analizar mutantes cyp57 de X. dendrorhious en cuanto a su crecimiento 'y

produccion de esteroles y carotenoides.
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4. Analizar la expresion de algunos genes de [a ruta del mevalonato,
carotenogénicos y de la biosintesis de ergosterol por RT-qPCR en mutantes de

la via del ergosterol de X. dendrorhous.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1  Cepas, Plasmidos y Cultivo.

Las cepas de levaduras empleadas y construidas en este trabajo se describen
en la Tabla 1. Las curvas de crecimiento de levaduras se realizaron por triplicados y el
crecimiento se evallio determinando la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm con un
espectrofotémetro de doble haz Shimadzu UV150-02 a diferentes tiempos de cultivo
(DOsgqp inicial de cultivos: 0,1).

La levadura X. dendrorhous se cultivo en medio YM (0,3% extracto de levadura,
0,3% extracto de malta, 0,5% peptona) o YEP (1% extracto de levadura, 2% peptona,
2% glucosa) con agitacién constante a 22°C. En el caso de cultivos en placas, se
agreg6 al medio Bacto-agar al 1,5%. Para la seleccion de transformantes (cepa CBS-
CYP51%"), se agregd al medio el antibiético higromicina B a una concentracion de 100
pg/ml. La cepa $288c de S. cerevisiae se cultivé a 30°C en medio YM o YEP. La cepa
Meyen ex E.C Hansen YHROO7C BY4743, adquirida de la coleccién de ATCC, se
cultivé a 22°C en medio minimo sintético (SD; 0,67% Yeast nitrogen base sin
aminoacidos, 2% glucosa) suplementado con los compuestos que sostienen la
auxotrofia de la cepa (0.002% uracilo, 1% histidina y 1% leucina) y el antibidtico
geneticina a 200 pg/ml. Las cepas transformantes que derivan de ella, se cultivaron en
medio SD suplementado con uracilo, histidina y geneticina, pues el gen LEU2 presente
en el vector YEpNP complementa la auxotrofia para leucina de la cepa. Para los
cultivos en placa, se agregd bacto-agar al 1,5% al medio de cultivo.

Para la construccion de plasmidos y su propagacién, se utilizd la cepa de E. coli
DH5a (Sambrook y Ruseel, 2001), la cual se cultivd a 37°C en medio LB (Luria Betrani;

1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl) con 1,5% de Bacto-agar en los
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cultivos en placa. En los casos que correspondia, el medio de cultivo se suplementd

con ampicilina 100 pg/mi

galactopiranésido) para la seleccidén de clones recombinantes.

y X-gal 20 mg/mi

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-

Tabla 1.- Cepas de levaduras empleadas y construidas en este trabajo.

Cepa

Genotipo o caracteristica relevante

Referencia

S. cerevisiae S288¢c

S. cerevisiae Meyen ex
E.C Hansen YHROO7C
BY4743 (cepa: S.
cerevisiae erg11™

S. cerevisiae cCYP51

S. cerevisiae gERG11

S. cerevisiae hCYP51

S. cerevisiae hRERG11

X. dendrorhous
CBS 6938

X. dendrorhous
CBS-CYPS51™

X. dendrorhious
UCD 67-385

MATa, SUCZ, gal2, mal, mel, flo1, flo8-1,

hap1, ho, bio1, biot,

MATa/MATa, his3A1/ his3A1, leu2A0/leu2A0,

lys2A0/+, met15A0/+,
AERG11:KanMx. ATCC 26604.

Transformante diploide que deriva de
cerevisiae erg?1'". Contiene vector
expresion YEpNP-cCYP51.

Transformante diploide que deriva de
cerevisiae erg‘!‘!"". Contiene vector
expresion YEpNP-gERG11.

Transformante haploide que deriva de
cerevisiae ergi 1. Contiene vector
expresion YEpNP- cCYP51Xd.

Transformante haploide que deriva de
cerevisiae ergi 1*. Contiene vector
expresion YEpNP-gERG11.

ATCC 96594, silvestre.

ura3A0/ura3A0,

Transformante heterocigoto derivado de X
dendrorhous CBS 6938 contiene un alelo del
focus CYP51 interrumpido con un modulo de

resistencia a higromicina B.
ATCC 24230, silvestre.

Mortimer y Johnston, 1986.

ATCC 26604

Este {rabajo

Este trabaio

Este trabajo

Este trabajo

ATCC 96594

Este trabajo

ATCC 24230

ATCC: American Type Culiure Collection (hitp:/fwww.atcc.org/).

Los plasmidos construidos y utilizados en esta tesis se describen en la Tabla 2.

Para el clonamiento en E. coli se empled el plasmido pBluescript SK- (pBS), que

permite la seleccidon de recombinantes mediante screening de colonias blancas y

azules. Para la expresién de genes (ERG11 de S. cerevisiae y CYP51 de X

dendrorhious) en S. cerevisiae, se utilizd el vector de expresién YEpNP, construido en

el laboratorio de Genética a partir del vector YEpACT4 (Sanchez-Torres y col., 1998,
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facilitado por el Dr. Claudio Martinez, USACH). Los clones recombinantes fueron
detectados mediante PCR de colonia.

Tabla 2.- Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo,

Plasmido Caracteristica Referencia
pBluescript SK- ColE1 origen de replicacion, Amp", usado para Invitrogen:
{pBS) clonamiento de médulos.
pBS_CYP51 pBS con cDNA gen CYP51. Este trabajo
YEpNP pBR322 y 2 micron origen de replicacién, Amp"®,

marcador de seleccién gen LEUZ para Este frabajo

complementar cepas de S. cerevisiae auxdtrofas,
promotor pACT4 y terminador tTDH3.

YEpNP-CYP51 YEpNP con cDNA gen CYP51.
Este trabajo
YEpNP-ERG11 YEpNP con DNA gen ERG11.
Este trabajo
pBS_del_ pBS con médulo de resistencia a higromicina B en
X, dendrorhous en el sitio Hpal que interrumpe el Este trabajo
CYPS51_Hyg gen CYP51.

Nota: El cDNA del gen CYP57 proviene de la cepa UCD 67-385 (ATCC 24230) de X. dendrorhous y el
gen ERG11, de la cepa Meyen ex E.C Hansen (ATCC 26604) de S. cerevisiae.

2.2 Obtencién de cepas haploides de S. cerevisiae.

Se obtuvieron cepas haploides que derivan de los transformantes de la cepa
Meyen ex E.C Hansen YHROO7C BY4743 de S. cerevisiae para evaluar la
complementacion del gen CYP57 de X. dendrorhous en lineas erg?1 de S. cerevisiae.

Para la esporulacion de las cepas transformantes diploides, éstas se
sembraron en placas con medio de Pre-esporulacidn (0,8% extracto de Bacto-
levadura, 0,3% Bacto-peptona, 10% glucosa, 2% Bacto-agar) y se incubaron durante
1-2 dias a 22°C antes de transferirlas a placas con medio de Esporulacion (SM; 1%
Acetato de potasio, 2% Bacto-agar). En el medio de Esporulacién, las cepas se
incubaron a 22°C por 3-5 dias hasta la observacién de formacion de ascas por
microscopia optica. Cabe destacar que los suplementos necesarios segun el genotipo

de la cepa diploide fueron adicionados al medio de pre-esporulacion y al medio de
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esporulacion al 25% de su requerimiento. Luego del término del periodo de
esporulacién, se recuperaron las células desde la placa de Esporulacion con un asa
estéril y se suspendieron en 1 ml de agua. Con la finalidad de enriquecer las células
haploides, se agregd un volumen equivalente de dietil éter y la mezcla se emulsioné
por rotacion durante 20 min a 22°C. A continuacion, la mezcla se dejo a temperatura
ambiente hasta que las dos fases se separaron y en seguida la fase superior se
removié con una pipeta. El dietil éter disuelve la membrana plasmatica de células
diploides produciendo su destruccion a diferencia de lo que ocurre con las ascas que
estan recubiertas por una pared que les otorga proteccion contra este tratamiento
(Dawes y Hardie, 1974). Posteriormente, para degradar la pared celular de las ascas
de S. cerevisiae y liberar las ascosporas, la mezcla con las células tratadas con dietil
éter se centrifugo a 14.000 rpm por 5 min y el pellet celular se suspendid en 25 pl de la
enzima zimoliasa-120T (ICN: 100 U/ml en 1 M sorbitol) seguido por la incubacion por 2
h a 30°C. Luego, las células se suspendieron en 600 pl de agua destilada y se
adiciond 270 mg de esferas de vidrio estériles (diametro 425-600 um) para ser
agitadas vigorosamente en el moledor de células Mini-Beadbeater-16 (BioSpec)
durante 2 min (Sherman, 2002). Finalmente, las células se sembraron en medio SD
suplementado con los requerimientos necesarios para las cepas haploides (histidina,
uracilo, lisina y metionina), ademas se agregé al medio geneticina a 200 (pug/ml).

Para la seleccidn de colonias haploides de S. cerevisiae derivadas de los
transformantes de la cepa YHROO7C BY4743, las colonias obtenidas se sembraron en
réplicas en placas de seleccién con medio SD suplementadas con los requerimientos
correspondientes para identificar a las cepas auxdtrofas para metionina y/o lisina,
ademds se agregd al medio geneticina a 200 (pg/ml) para seleccionar las cepas

haploides con poseen el gen ERGT1 de S. cerevisiae interrumpido por el modulo
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KanMX4 que otorga resistencia a geneticina (G-418).

2.3  Oligonucleétidos y Acidos Nucleicos.

Los oligonucledtidos disefiados y utilizados en este trabajo fueron sintetizados

por IDT {Integrated DNA Technologies). El nombre, secuencia y direccién de cada uno

de ellos se muestra en la Tabla 3. Como marcadores de pese molecular se usaron

AMHindlll (Thermo Scientific} y 1kb (Invitrogen). La cuantificacion de acidos nucleicos se

realizé por comparacion de intensidad de banda respecto al marcador A/Hindlll.

Tahla 3.- Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5§'a 3') DNA blanco o funcidn Sentido
CYP51ATG.F atgtcgtegteecaategate cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Directo
CYP51TAG.R ctacgcggeagectttey cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Reverso
gERG11.F atgtctgctaccaagtcaatey DNA del gen ERG11, S. cerevisiae Directo
gERG11.R tttctcagttacaaacctiagate DNA del gen ERG11, S. cerevisiag Reverso
ERG11.R ttagatcttitgtictggatitc DNA del gen ERG11, S. cerevisiae Reverso
CYP51ScExt.F ttgcectecatgtgtatte DNA externo gen ERG 11, S. cerevisiae Directo
CYP51ScExt.R aatccagiaggceatattge DNA externo gen ERG11, 8. cerevisiae Reverso
RTCYP51.F cagcetegetcagiigattcclaga cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Directo
CYP51_Rb ctggtagggagattcagtee cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Reverso
leu2.k.F {cttaacticitcggegaca DNA del gen LEUZ2, S. cerevisiae Directo
leu2.k.R ccctatgtetgecectaagaa DNA del gen LEUZ2, S. cerevisiae Reverso
KanMX4.F cegegattaaattccaacat Modulo de resistencia a G-418, S. Directo
cerevisiage Meyen ex E.C Hansen
YHROO7C BY4743
KanMX4.R cgagcatcaaatgaaactge Mdéduloe de resistencia a G418, & Reverso
cerevisiae Meyen ex E.C Hansen
YHROO7C BY4743
KanMX4.F2 ttgtatgggaagceoyaty Médulo de resistencia a G418, S. Directo
ceravisiae Meyen ex E.C Hansen
YHROO07C BY4743
KanMX4.R2 gatectggtatcggtetge Médule de resistencia a G418, S. Reverso
cerevisiae Meyen ex E.C Hansen
YHROO7C BY4743
KanMX4Ext.F cgtacgetgeaggtegac DNA externo a médulo de resistencia a Directo
G-418, S. cerevisiae Meyen ex E.C
Hansen YHRO07C BY4743
KanMX4Ext.R ggatggcggegttagtate DNA externo a médulo de resistencia a Reverso

G-418, 8. cerevisiae Meyen ex E.C
Hansen YHR0O07C BY4743
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Nombre Secuencia (5'a 3"} DNA blanco o funcién Sentido
M13.Fw.FP tgtaaaacgacggecagt Region M13 del vector YEpNP Directo
M13.Rv.PUC-40 ggaaacagctatgaccatg Region M13 del vector YEpNP Reverso
PRE_CYP51_delF ccaagttcctgtotgetgagt Regién reguladora y promotora del gen Directo

CYP51, X, dendrorfious
Post_CYP51_del.R tgcctggataagaaatgaggg Regién terminadora del gen CYPS5T X, Reverso

dendrorhious
cyp51_del Fw catgaaagtggggleacacga Regién 0,7 kb rio arriba del codén de Directo

inicio del gen CYP51, X, dendrorhous
Cyp51_del.Rv aacgagatgatacgtaccgac Region 0.6 kb ric abajo del codén de Reverso

término del gen CYP51, X. dendrorhious
Cyp51_del-Hpal.Fw gatcttictgatigitaacatcag Fragmento inicial (20 b) de regién Directo

acgcttttecttga ferminadora del gen CYP57T X

dendrorhous, afade sitio de restriccién

Hpal y 11 bases de region promotora del

gen CYP51 X, dendrorhous
Cyp51_del-Hpal.Rv aagcgtctgatgttaacaatcaga  Secuencia final (20 b) de region Reverso

aagatcgagtcta reguladora del gen CYP51T X

dendrorhous, afiade sitio de restriccién

Hpal y 11 bases de region teminadora

del gen CYP51 X. dendrorhous
H.F atgaaaaagcctgaactcace DNA del gen hph, E. colf Directo
H.R ctattcctttgeectcggac DNA del gen hph, E. coli Reverso
TEF_Xd.F gogctcatcagecegacagtica Promotor TEF, X. dendrorhous Directo
TEF_Xd_antisense.R {cctaalicttgtcgacaacg Promotor TEF, X. dendrorhious Reverso
GPD_Xd_sense.F ggacaaggcaagaagtgagca Terminador gpd, X. dendrorhous Directo
GPD_Xd.R atgagagatgacggagatgat Terminadoer gpd, X. dendrothous Reverso
CYP51up.F cattctigtggagtetgtge DNA del gen CYP57, X. dendrorhous Directo
CYP51dw.R tcggaccitgacatagacige DNA del gen CYP57, X. dendrothous Reverso
cCYP51.F ccittgctogtegtittcte cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Directo
cCYPS1.R Tcgcccaaatttgaagagac cDNA del gen CYP51, X. dendrorhous Reverso
CYP51.Fd Aaggtaaccgtegetttag DNA del gen CYP51, X. dendrorhous Direclo
CYP51.Rd aagctitccaccgagaateat DNA del gen CYPS1, X. dendrorhous Reverso
CYP51_F caaggatgicgtatacgattge DNA del gen CYP51, X. dendrorhous Directo
CYP51_R gaggtgtgctgaccggee DNA del gen CYP51, X. dendrorhous Reverso

2.4 Purificacién de acidos nucleicos

2.4.1 Purificacion de DNA

La extraccion de DNA plasmidico desde E. cofi se realizd segun lo descrito por

Sambrook y cols. (2001) o mediante el uso del kit de Axygene de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante. El DNA obtenido se almacend a -20°C hasta su

utilizacion.
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La extraccion de DNA gendmico de S. cerevisiae y de X dendrorhous se
efectud por ruptura mecanica. Para ello se mezclaron 100 pl de microesferas de vidrio
de 0,5 mm de diametro (BioSpec Products, Inc.) con 600 pl de amortiguador TE (25
mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH=8.0) y células tomadas desde una placa con un asa
estéril. La mezcla se puso por 3 min en el moledor de células y posteriormente se
centrifugd por 5 min a 14.000 rpm para luego traspasar el sobrenadante a un tubo
Eppendorf d'e 1,5 ml. A este tubo se le adiciond un volumen de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclo por vortex y se centrifugd a 14.000 rpm en una
microcentrifuga durante 1 o 10 min para extraccion de DNA de S. cerevisiae o X
dendrorhous, respectivamente. En el caso de extraccion de DNA de X. dendrorhous se
repiti6 este paso 3 a 5 min. Posteriormente, el sobrenadante se traspasé a un tubo
limpio, se adicioné un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) para luego
mezclar en vortex durante 1 min y centrifugar 1 min a 14.000 rpm. Se recogio el
sobrenadante en un nuevo tubo y el DNA se precipité con dos volimenes de etanol
absoluto frio . La mezcla se almacend a -20°C por 1 h y luego se centifugé por 10 min

a 14.000 rpm para eliminar el el sobrenadante por inversion. El DNA se lavd con 1 mi

de etanol al 70% y finaimente se suspendié en 50 pl de agua.

2.4.2 Purificacion de RNA total de X. dendrorhous

La extraccion de RNA total de X. dendrorhous se realizé por ruptura mecanica
de acuerdo al protocolo descrito en Marcoleta y col., 2011. Primero, el pellet celular se
suspendié en 200 pl de buffer de lisis (NaC,Hz0, 0.02 M, SDS 0,5%, EDTA 1 mM,
agua 0,1%, pH 5,5), luego se agregd 100 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm (BioSpec) y
se agitdé en el moledor de células por 1 min. A continuacién se agregé 800 pl de Tri-

Reagent (Ambion) y se agité nuevamente en el moledor de células por 1 min. Luego, el
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lisado se incubd durante 10 min en hielo y al finalizar ese tiempo, se adicioné 200 ui de
cloroformo, se agit6 manualmente durante 15 s y se incub¢ a temperatura ambiente
durante 6 min. La fase acuosa se recuperd después de la centrifugacién durante 10
min a 14.000 rpm a 4°C. Finalmente, el RNA se precipité mediante la adiciéon de un
volumen de isopropanol y 0,5 volimenes de buffer de precipitacion (NaCl 1,2 M,
Na;C3Hs0 (CO0); 0,8 M, agua 0,1%) e incubando a -20°C 1 h. El RNA se lavd con
etanol al 70%, se suspendié en 20-30 pl de agua libre de nucleasas y se cuantifico
mediante la determinacion de absorbancia a 260 nm segin lo descrito por Sambrook y

Russell, 2001.

2.5 Reacciones de PCR y RT-gPCR

Las reacciones de PCR para el analisis de clones y transformantes se hicieron
con la enzima Tag DNA polimerasa (purificada en Laboratorio de Genética) y en la
amplificacion de DNA para transformacion se uso la enzima Pfu DNA polimerasa
(PfuUltra™ 1l HS DNA polymerase de Stratagene).

Las reacciones de PCR con Tag DNA polimerasa se realizaron en un volumen
final de 25 pl con amortiguador de PCR 1X pH 8.4 (Tris-HCI 200mM, KCI 500 mM),
amortiguador de carga BCP 1X (100 mM Rojo cresol, 8,3% de glicerol), 1 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada deoxinucleétido trifosforilado (dNTP), 1mM de cada partidor,
entre 10 y 20 ng de DNA molde y 1 unidad de enzima Taq DNA polimerasa. Se utiliz6
un termociclador 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems con el siguiente
programa: desnaturacion inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de: desnaturacion a 84°C
por 30 s, alineacion de partidores a 56°C por 30 s y elongacién a 72°C por 3 min, y por
altimo una elongacién final a 72°C por 10 min. En el caso de PCR de colonias, no se

agregd DNA a la mezcla sino que se tomé una pequefia cantidad de células con un
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mondadientes directamente desde la colonia a analizar y se incorpord a la reaccion. A
diferencia del protocolo anterior, el tiempo de desnaturacion inicial a 94°C fue de 5 min
para permitir la lisis celular. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.
Por otra parte, las reacciones con Pfu DNA polimerasa se realizaron en un volumen
final de 75 ul con 2,5 unidades de enzima Pfu DNA polimerasa, amortiguador de
reaccion 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 1mM de cada partidor, entre 30 y 60 ng de DNA
molde. El protocolo de reaccion fue modificado respecto al protocolo para PCR con
Tag DNA polimerasa reduciendo el tiempo de elongacién a 72°C a 1 min.

En el caso de las reacciones de PCR de elongacién (OE-PCR, Overiap
Extension PCR, Higuchi, 1988), se realizaron en un volumen final de 25 pl con 100 ng
de cada fragmento de DNA a unir, 1 unidad de enzima Pfu DNA polimerasa,
amortiguador de reaccion 1X y una concentracion final de 0,2 mM de cada dNTP. El
protocolo utilizado fue: desnaturaciéon inicial a 94°C por 1 min, 10 ciclos de:
desnaturacion a 94°C por 1 min, alineacidn de partidores a 50°C por 45 s y elongacion
a 72°C por 45 s, y por ultimo una elongacién final a 72°C por 10 min. Luego, la mezcla
de reaccion obtenida se amplificd a través de una reaccién de PCR estandar con Pfu
DNA polimerasa y las muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

Con respecto a las reacciones de sintesis de ¢cDNA de hebra simple, éstas se
realizaron usando 5 pg de RNA total en un volumen de reaccion de 20 yl, 0,5 uM de
dNTPs, 200 U de enzima franscriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) y 1,25 uM de
primer oligo dT, la mezcla de reaccion se mantuve a 37°C por 1 h (Loto y col., 2012).
En las reacciones de gPCR, para determinar los niveles de trancritos relativos de los
genes analizados, se utilizé un termaociclador de tiempo real Mx300P (Stratagene)
usando 1 pl de reaccidn de franscripcion reversa, 0,25 pM de cada partidor y 10 pl de

kit SensiMix SYBR Green | (Quantace) en un volumen final de 20 pl. El valor de Ct
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obtenido para cada gen fue normalizado respecto al gen de B-actina, ACT (GenBank:

X89898.1) (Loto y col., 2012).

2.6  Analisis de DNA
2.6.1 Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR, DNA plasmidico y DNA gendmico fueron evaluados
mediante electroforésis en geles de agarosa entre 0,7 y 1%, tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y visualizados con un transiluminador UV. Se utilizé BCP (100 mM
Rojo cresol, 8,3% glicerol) como amortiguador de carga y TAE 1X (40 mM Tris, 40 mM
acido acético, 1 mM EDTA pH 8.0) como amortiguador de corrida para la
electroforesis.

Para recuperar fragmentos de DNA desde geles de agarosa, se utilizo el
método de perlas de silica (Boyle y col., 1995). Desde el gel de agarosa se corto el
fragmento de interés con un bisturi, se transfirié a un tubo Eppendorf, se afiadio 300 pl
de Kl 6M y se incubd a 55°C durante 5 a 10 min hasta que la agarosa estuviese
totalmente disuelta. Posteriormente, se agregd 5 yl de glassmilk (perlas de silica
suspendidas en KI 6M) y la mezcla se incubd en hielo durante 10 min. A continuacion,
se centrifugd durante 5 s para remover el sobrenadante y luego el pellet se lavd dos
veces con 600 pl de solucion New Wash (Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 2,5 mM;
etanol 50%, pH 7,5), manteniendo el tubo en hielo. El sobrenadante se removio
después del ultimo lavado y el pellet seco se suspendio en 12 ul de agua. Se incubo
por 3 min a 45-55°C, se centrifugé durante 30 s a 14.000 rpm y finalmente se recupero
el sobrenadante con el DNA que se evalud en un gel de agarosa y se guardé a -20°C

hasta su utilizacion.
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2.6.2 Secuenciacién de DNA

La secuenciacién de DNA fue realizada por un servicio externo (Macrogen)
mediante electroforesis capilar, utilizando un kit de terminadores fluorescentes
determinado por la empresa. Las secuencias se analizaron con el programa Contig

Express del paquete de programa Vector NTI v11.5.

2.7 Transformacion genética por electroporacion
2.7.1 Construccion de plasmidos recombinantes.

Para el clonamiento en los vectores pBS y YepNP, éstos se digerieron con las
enzimas EcoRV y Xbal, respectivamente. Los productos de PCR que fueron clonados,
se fosforilaron previamente con la enzima T4 polinucledtido quinasa (T4 PNK, Thermo
SCIENTIFIC). A su vez, los vectores (pBS o YepNP) se desfosforilaron con la enzima
fosfatasa alcalina de camarén (SAP, Fermentas). Posteriormente, los fragmentos de
DNA y los vectores se ligaron con la enzima T4 DNA ligasa (Thermo SCIENTIFIC).
Posteriormente, la mezcla de ligado se dializé durante 10 min en una membrana de
nitrocelulosa (Millipore) contra agua destilada y se almacené a -20°C hasta su
utilizacién. Todas las reacciones enzimdticas se efectuaron de acuerdo a las
instrucciones de los proveedores.

2.7.2 Electrotransformacién de E. coli.

Las células electrocompetentes de E. coli DHb5 a se prepararon desde cultivos
en fase exponencial temprana-media de crecimiento (DOsp: 0,4-0,6) en medio LB
suplementado con Acido nalidixico (15 pg/ml). Las células se enfriaron en hielo durante
20 min y a continuacién se colectaron por centrifugacién a 4.000 g durante 15 min.
Estas se lavaron dos veces con 1 L y 500 mi de agua destilada estéril y fria,

respectivamente, y una vez con 20 ml de glicerol al 10% (v/v). Finalmente, [as células
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se suspendieron en 3 ml de glicerol al 10% (v/v), se dividieron en muestras de 40 pl en
tubos Eppendorf para almacenarlas a -80°C hasta su utilizacion.

Para la transformaciéon, se descongeld una muestra de células
electrocompetentes a la cual se adicioné 4 pi de DNA transformante, manteniendo la
mezcla en hielo. Se utilizé un electroporador GenePulser Xcell™ (BioRad) y las
condiciones de electroporacion fueron: 25 JF, 200 Q y 2,5 kV en una cubeta de 2 mm.
Luego del pulso, a la suspensién de células se le adiciond 1 ml de medio LB y se
transfirid a un tubo Eppendorf que se incubd a 37°C por 1 h. Finalmente, se sembré en
placas con el correspondiente medio selectivo y se incubaron a 37°C hasta el
desarrollo de colonias.

2.7.3 Electrotransformacion de S. cerevisiae.

Para la preparacion de células electrocompetentes de la cepa ERG11" de S.
cerevisiae, se sembrd una colonia en 30 m! de medic YEP liquido suplementado con
geneticina a 200 pg/ml durante la noche a 22°C con agitacion constante. A la mafiana
siguiente, se agregd ai cultivo 30 ml de medio YEP fresco con geneticina a 200 pg/ml y
se incubd por 3 h mas. Las células se recolectaron por centrifugacion a 4.000 g
durante 5 min, se lavaron tres veces con 40 ml de agua destilada estéril fria y una vez
con 4 ml de sorbitol 1M. Finalmente, las células se suspendieron en 0,2 ml de sorbitol
1M vy se dividieron en alicuotas de 40 pl que se almacenaron a 4°C por un maximo de
dos dias. .

Para transformar, se agregé a una alicuota de células competentes de S.
cerevisiae 4 |l de DNA transformante preparado previamente. La mezcla se puso en
una cubeta de electroporacion de 2 mm y se incubd en hielo por 5 min antes. de dar el
pulso eléctrico (1,5 kV, 25 pF, 200 Q). Posteriormente, las células se suspendieron en

medio YEP con geneticina a 200 pg/mi y se incubaron a 22°C por 1 h. Las células se
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cosecharon por centrifugacion, se lavaron con sorbitol 1M y se suspendieron en 1 ml
de sorbitol 1M. Las células se sembraron en placas SD suplementadas con geneticina

a 200 pg/ml, 0.002% uracilo y 1% histidina y se incubaron a 22°C por 3-5 dias.

2.7.4 Electrotransformacién de X. dendrorhous

La preparacion de células electrocompetentes de X dendrorhous se realizé
segtn el protocolo descrito por Kim y col. 1998 a partir de cultivos en fase exponencial
de crecimiento (DOgpo: 2-4) en medio YM. Las células se colectaron por centrifugacion,
se suspendieron en 25 ml de buffer fosfato de potasio (50 mM fosfato de potasio, 256
mM DTT, pH 7,0) y se incubaron 15 min a 22°C. Los siguientes procedimientos se
realizaron a 4°C, manteniendo las células y soluciones en hielo. A continuacion, las
células se lavaron dos veces con 25 ml de solucion STM (270 mM sacarosa, 10 mM
Tris-HCI, 1 mM MgCl,, pH 7,5) y finalmente se suspendieron en 500 pl de solucidén
STM.

A una alicuota de 60 pl de células electrocompetentes se le agregd 10 ug de
DNA transformante y se electropord bajo las siguientes condiciones: 125 pF, 600 Q y
450 V. Luego, las células se suspendieron en 1 ml de medio YM y se mantuvieron por
4 h a 22°C. El cultivo se sembré en placas YM suplementadas con higromicina B a 35

pg/ml, las que se incubaron por tres dias a 22°C.

2.8 Extraccion y analisis de carotenoides y esteroles.
Los carotenoides y esteroles extraidos se normalizaron respecto al peso seco
de levadura. Para ello, en cada punto de la curva de crecimiento evaluado se tomd un

volumen de 3 ml de cultivo por triplicado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml previamente
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masado y se dejaron secando a 80°C por 24 h. Luego de este periodo, los tubos se
masaron nuevamente para obtener el peso seco de cada muestra.

La extraccion de carotenoides se hizo desde el pellet celular cosechado de
muestras de 30 ml de cultivo tomadas desde la curva de crecimiento de las cepas CBS
6938 y CBS-CYP51*" de X. dendrorhous, basandose en el protocolo descrito para X,
dendrorhous por An y col. 1989. El pellet celular se lavé con 10 ml de agua destilada,
se suspendid en 1,5 ml de agua destilada, se agregé 0,5 ml de microesferas de vidrio
de 0,5 mm de diametro y se agitd en moledor de células por 3 min. Para exiraer los
pigmentos, se agregd 1 ml de acetona, se agité nuevamente en el moledor por 3 min y
se centrifugd por 5 min a 4.000 g para recuperar la fase superior en otro tubo. Este
procedimiento se repitid hasta que los restos celulares quedaron de color blanco. A
continuacion, se midié el volumen recuperado de acetona y se agregé la quinta parte
de éter de petrdleo. La mezcla se agité en vortex durante 5 min, se separaron las fases
por centrifugacion por 5 min a 4.000 g y se recuperd la fase superior con los
pigmentos, posteriormente se repitié el proceso de extraccion por éter de petrleo.
Luego, se agregé 1 ml de agua al tubo acetona-éter de petrdleo, se agité en vértex
durante 5 min, se separaron las fases por centrifugacién a 4.000 g por 5 min y se
recuperd la fase superior (éter de petrdlec) con los pigmentos. Para determinar la
concentracion de carotencides totales, se calculd el volumen de éter de petrdleo
recuperado y se midio la absorbancia a 465 nm.

El calculo del contenido total de carotenoides (C; ug de carotenocides/g de peso
seco de levadura) de la muestra se realizé segin la ecuacién (1), donde A corresponde
a la absorbancia a 465 nm, V es el volumen de éter de peiréleo recuperado (ml), D es

la dilucion que se uso para medir en el espectrofotdémetro, S es el volumen de cultivo
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que se uso para medir peso seco de levadura (ml), P es el volumen de cultivo que se

uso para la extraccion de pigmentos (ml) y W es el peso seco de levadura (g).

V(mnl)»4=D+S (mi)*=100 1
P(mb)*W(g)*21 ( )

C (rg/g peso seco) =

La extraccion de esteroles se hizo desde alicuotas de cultivo tomadas desde la
curva de crecimiento de las cepas ERG11*", hERG11 y hCYP51 de S. cerevisiae y
CBS 6938 y CBS-CYP51(+/-) de Xdendrohous, basandose en los protocolos
descritos por Shang y col. 2006, y Cheng y col. 2010. En resumen, se afiadié una
solucidén con 4 g de KOH y 16 ml de etanol 60% (v/v) al pellet celular, se mezcld y se
dejo a 80 + 2°C en bafio Maria durante 2 h. Los esteroles fueron extraidos con 10 ml
de éter de petroleo y cuantificaron espectrofotométricamente a 280 nm (Lamacka y
Sajbidor 1997).

El analisis de la composiciéon de carotenoides y esteroles se realizé mediante
cromatografia liquida en fase reversa en un equipo de HPLC (RP-HPLC) con L-ln
detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD-M10A. Se utilizé una columna
Lichrospher RP18 154-4 (Merk) y como fase movil se usé una mezcla de
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5, v/v) o metanol:agua (97:3, v/v}, para resolver
carotenoides y esteroles, respectivamente, con un flujo de 1 ml/min en condiciones
isocraticas. Previd a la inyeccion de las muestras de carotencides y esteroles, se dejo
evaporar el éter de petréleo y se suspendieron en 100 ul de acetona al momento de
cargar la muestra en el equipo. La identificacién de carotenoides se realizd por
comparacién con estandares especificos de acuerdo al tiempo de retencion y su
espectro de absorcion. Los esteroles se visualizaron en el canal de 280 nm y se

identificaron por comparacion con un estandar comercial (Loto y col. 2012).
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2.9 Analisis bioinformatico de la proteina CYP51 deducida de X. dendrorhous

El docking automatizado es una técnica computacional que permite explorar las
interacciones de unién entre un ligando y su receptor diana con el fin de computar las
conformaciones energéticamente mas estables de la estructura del complejo proteina-
ligando, la que generalmente es definida por los grados de libertad de torsién
alrededor de los enlaces rotables del ligando y los grados de libertad de traslacién y de
orientacion (Dhanik y col., 2012). En general, la exploracién del espacio
conformacional se realiza mediante un algoritmo de toma de muestras y la estabilidad
de una conformacién del complejo se evalltia usande un scoring o funcion de energia
gue estima [a afinidad de unién del complejo. De esta manera, se utilizé la técnica de
docking proteina-ligando para evaluar las interacciones de unién entre el modelo
tridimensional de la proteina CYP51 de X. dendrorhous y sus potenciales -ligandos
mediante el programa AutoDock4 (Morris y col., 2009) que emplea un algoritmo
genético lamarckiano estocastico para computar las conformaciones del ligando vy
simultaneamente minimizar su funcion de scoring que aproxima la estabilidad

termodinamica del ligando unido a la proteina diana (Dhanik y col., 2012).

35




3 RESULTADOS

3.1 Clonacion y analisis de secuencia del gen CYP57 de X. dendrorhous

La base de datos genémica de X. dendrorhous disponible en el Laboratorio de
Genetica se analizé con la herramienta BLAST del software CLC Genomics
Workbench 5 utilizando [a secuencia del gen ERG17 de S. cerevisiae disponible en la
base de datos GeneBank [NM_001179137]. De esta forma, se logrd identificar ei
posible gen CYP571 de X dendrorfious, a partir del cual se disefiaron partidores
especificos para amplificar y clonar este gen.

Un fragmento de 4.318 pb se amplifico mediante PCR usando DNA gendmico
de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous como molde con los partidores CYP51up.F
y CYP51dw.R. Este fragmento se inserié en el sitio EcoRV del plasmido pBluescript
SK, generando el vector pBS-gCYP51. Posteriormente, se construyé el plasmido pBS-
cCYP51, que contiene el cDNA del gen CYP51 con un ORF de 1.653 pb, el cual se
obtuvo mediante RT-PCR utilizando los partidores cCYP51.F y cCYP51.R.

El analisis de las secuencias de las versiones gendmica y de cDNA del gen
CYP51 permitié determinar su organizacion estructural que consiste de 10 exones de
141, 70, 47, 63, 60, 462, 86, 233, 83 y 408 pb, y 9 intrones de 356, 95, 79, 80, 86, 110,
90, 87 y 90 pb (Figura 6). El gen CYP571 posiblemente codifica una proteina CYP51 de
550 aminoacidos con peso molecular de aproximadamente 61,8 kDa y un punto
isoeléctrico (p/) de 6,64 (Kozlowski 2007). La proteina CYP51 deducida de X
dendrorhous presenta un 48% de identidad y 65% de similitud con un 91% de
cobertura de secuencia con la 14-a-desmetilasa de esteroles de S. cerevisiae (ERG11,

Swiss Protein: P10614), que pertenece a la familia de proteinas citocromo P450 y esta
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involucrada en el tercer paso de la biosintesis de ergosterol: la conversién de

lanosterol en 4,4-dimetil-colesta-8,12,24-trieno (Aoyama y col. 1984, Kalb y col. 1987).

CYP51up.F
El E10
CYPS1ATG.F ‘ E4 CYPS1TAGR
CCYP51.F~ E2E3 \5 EG E7 EB E8 [ cCYPS1.R CYPS1dw.R
NBRY ( (
] AAEE 4 f y | l

gCYPs1

4318bp

Figura 6.- Estructura del gen CYP51 de X. dendrorhous. Esquema de la region de DNA
amplificada por PCR que incluye el gen CYP51 de X. dendrorhous junto con los sitios de unién
de los partidores empleados. Los 10 exones (E1 a E10) del gen CYP51 se representan como
flechas naranjas gruesas.

Por otro lado, se realizé un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la
potencial proteina CYP51 de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous y la enzima
ERG11 de la cepa S288c de S. cerevisiae. Pese a los multiples cambios de residuos
aminoacidicos dentro del alineamiento, solo se observaron siete cambios en los cinco
sitios de reconocimiento de sustrato descritos por Lepesheva y Waterman, 2004
(Figura 7). Las variaciones fueron D138G, H146S, Q260H, E264A, D267G, A314G y

S395K respecto a la secuencia deducida de CYP51 de X. dendrorhous.
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Figura 7.- Comparacion de secuencia deducida de CYP51 de X. dendrorhous y ERG11 de S.
cerevisiae. Comparacion de secuencia aminoacidica de CYP51 de X. dendrorhous (Xd.) cepa UCD
67-385 y ERG11 de S. cerevisiae (Sc.) cepa S288c [Swiss Protein: P10614]. Los cambios de
aminoacidos donde se reemplaza por un aminoacido con las mismas propiedades se designan con un
signo positivo (+). Los sitios de reconocimiento de sustrato de las enzimas P450 se destacan en un

MSSSQSIFTQLAQLI PREQLPSTPILVLAAIFGFPILAVLINVSYQLFWPKDPSLERPVVE
MS+++S8SI + + + + + I + I+ + N+ +QL++ PP+VF
MSATKSIVGEALEYVNIGLSHFLALPLAQRISLIIIIPFIYNIVWQLLYSLRKDRPPLVFE

HYVPWLGSAVSYGMDPYKFYFDCREKHGDLFTFILIGRKVTVALGPKGNDMI LGGKLSQV
+++PW+GSAV YGM PY+F+ +C++K+GD+F+F+L+GR +TV LGPKG+++++ KL++V
YWIPWVGSAVVYGMKPYEFFEECQKKYGDIFSFVLLGRVMTVY LGPKGHEFVENAKLADV

SAEEAYTHUTTPVFGKDVVY DCPNHV FMEQKKFVKFGLSLENLKAY IPMIFEEFDTMLKT
SAE AY+HUTTPVFGK V+YDCPN | +MEQKKFVK L+ E +K+Y+P+I EE +4
SAEARYAHITTPVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFVKGALTKEAFKSYVPLIAEEVYKYFRD

DDSFKAFKDGSKEWSSFPALKTLGELTILTASRTLOGKEVRAGLDKSFAQKYENLDRGET
F+ + + ++ + T E+TI+TASR+L GKE+RA LD FA Y HLD+GFT
SKNFRLNERTTG---TIDVMVTQPEMTIFTASRSLLGKEMRAKLDTDFAYLYSHLDKGET

PINFLFPYLPLPSYWKRDQAQKEMSDIFY LGI TEGRRNGESDHEHDMIASLON-QTYKDGR
PINF+FP LPL Y KRD+AQK +8 | ¥+ +I+ RR+ + +++4D+* SL + TYKDG
PINFVFPNLPLEHYRKRDHAQKATSATYMSLIKERRKNNDIQDRDLIDSLMKNSTYKDGV

PLSDRETAHIMIALLMAGQHTSSATSYWTLLELAANPEVYQRLYDEQVAVLGQPDGSFRM
++D+EIAH++I +LM GQHTS+ATS LL: LA P+V Q LY+EQ+ VL DG+
KMTDQEIANLLIGVLMGGQHTSAATSAWI LLHLAERPDVQQELYEEQMRVL——-DGGKKE

LEYDDIKNLKVMDSCIRETLRIHARIHSTIFRKVISQISVPQALSAPSESGQYVIPKGYYV
L YD ++++ +++ I+ETLR+H PFHS+FRKV+ O VP++ IVIP GY+V
LTYDLLQEMPLLNQTIKETLRMHHPLHSLERKVMKOMHVEPNTS-——~—~—~ YVIPAGYHV

LASPGVAQMDARIWENASKWDPARWTDKSGVAAKAGEQYENNAGDKVDYGFGAISKGTES
L SPG +++ + NA +++ RW 8 Y G++VDYGFGAISKG S
LVSPGYTHLRDEYFPNAHQFNIHRWNKDS-———-—, ASSYS--VGEEVDYGFGAISKGVSS

PYQPFGAGRHRCIGESFAYVQLSTILAAFVQNMELKLEGG-—VPATDYESMIVLPKHPHT
PY PFG GRHRCIGE FAY QL +++ F++ ++ + G VP D+ SM+ LP P
PYLPFGGGRHRCIGEHFAYCQLGVLMSIFIRTLKWHY PEGKTVPPPDFTSMVTLPTGPAK

THYRKRQPRKARA 550
I + KR+P +
IIWEKRNPEQKI- 530

marco rojo (Lepesheva y Waterman, 2004).
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A pesar que las secuencias aminoacidicas de las proteinas de la familia de
Citocromo P450s son exiremadamente diversas, su plegamiento estructural es
altamente conservado (Reichhart y Feyereisen, 2000). En particular, varios elementos
estructurales secundarios de Citocromo P450 fueron predichos en la proteina CYP51
deducida de X. dendrorhous mediante la aplicacion Predict Structurally Conserved
Regions de [a base de datos CYP450 Engineering (Sirim y col., 2009). Esto incluyé las
hélices alfaA, B, C, E, F, G, H, |, J, K, K'y L, las hojas beta 1-1, 1-2, 1-5, 3-1, 1-4, 2-1,
2-2, 1-3, 3-3, 4-1, 4-2 y 3-2, un bucle meandro B, que puede estar involucrado en la
estabilizacion de la estructura terciaria y en la unién al grupo hemo, y el bolsillo Cys
que contiene el residuo de cisteina conservado involucrado en la unién del grupo hemo
(Figura 8).

Por otro lado, existen tres aminoéacidos totalmente conservados en la familia de
proteinas Citocromo P450, el acido glutamico y la arginina en el motivo E-X-X-R en la
hélice K, que estan implicados en la estabilizacion de! core de la proteina y la union del
grupo hemo, y la cisteina implicada en la unién del grupo hemo (Sirim y col., 2009).
Todos estos residuos estan presentes en la proteina CYPS51 deducida de X
dendrorhous. Ademas, una potencial region de transmembrana en el extremo amino
terminal de la proteina CYP51 fue deducida con él programa TMpred (Hofmann y
Stoffel, 1993) que podria anclar esta proteina a la membrana del reticulo endoplasmico

lo que es caracteristico en [as CYPs de clase Il (van den Brink y col., 1998).
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MSSSQSIFTQLAQLIPREQLPSTPILVLAAIFGFPILAVLINVSYQOLFWPKDPSLPPVVFE 60
<<<<transmembrana>>>>

HYVPWLGSAVSYGMDPYKFYFDCREKHGDLFTFILIGRKVTVALGPKGNDMILGGKLSCV 120
<<h-A>>> <<bl-1> <<pl-2><<h-B>> <b

SAEEAYTHLTTPVFGKDVVYDCPNHVFMEQKKFVKFGLSLENLKAYIPMIFEEFDTMLKT 180

1-5 <<LL<<h-C>>>>>>
DDSFRAFKDGSKEWSSEFPALKTLGELTILTASRTLOQGKEVRAGLDKSFAQKYENLDRGFT 240
<<h3-1>><<<<<h-E>>>>> <<h-F>>>

PINFLFPYLPLPSYWKRDQAQKEMSDFYLGIIEGRRNGESDHEHDMIASLONQTYKDGRP 300
<<<<h=G>>>>> <<<h-H>>

LSDREIAHIMIATLIMAGQHTSSATSSWTILLELAANPEVYQRLYDEQVAVLGQPDGSFRML 360
CLLLLLLLLL << =TI2>>>>>>>>>>>>>><<h~-J>>

EYDDIKNLKVMDSCIRETLRIHAPIHSIFRKVISDISVPQALSAPSESGQYVIPKGYYVL 420
<<<L<h-K>>>5>>> <bl-4 b2-1> b2-2> bl-

2S5 PGVAQMDAR I WESTNIRURINN T DKSGVARKAGEQYENNAGDKVDYGFGAT SKGTESP 480
3> <h-K'> <meandro

*

O}y N RIS FAYVOLST ILAAFVONME LK LECGVPATDYESMIVLPKHPHT IHY 540
<<bolsillo Cys>> <<<<<<<<<h-L>>>>>>>>b3-3 bd-1 b4-2> bd-3>

RKRQP RKAAA 550

Figura 8.- Estructura de la proteina CYP51 deducida de X. dendrorhous. Los elementos de
estructura secundaria fueron predichos con la base de datos CYP450 Engineering (Sirim, D. y col.
2009.) y la potencial region transmembrana fue predicha con el programa TMpred (Hofmann y Stoffel,
1993). Subrayado y en cursiva: posible hélice transmembrana. Los elementos estructurales se
muestran en color con el nombre correspondiente bajo ellos. En color rojo: hélices alfa (h) y en color
azul: hojas-beta (b). En letras blancas y resaltado en negro: bucle meandro-B y bolsillo Cys. Los
asteriscos (*) indican los tres aminoacidos totalmente conservados en la familia Citocromo P450.
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La técnica de modelacién por homologia fue empleada para predecir la
estructura tridimensional de la proteina CYP51 de X. dendrorhous (Figura 9) mediante
el servidor web Swissmodel (Biasiani y col., 2014). Como molde se selecciond el
modelo de la proteina ERG11 de S. cerevisiae con lanosterol como ligando (Monk y
col., 2014, cddigo de modelo: 4Ixj.1) y el modelo de ERG11 de S. cerevisiae unido a
itraconazol con el dominio de transmembrana intacto (Monk y col., 2014, codigo de
modelo: 4k0f.1), ya que ambos modelos presentaron el mayor porcentaje de identidad
de secuencia (48%) con la proteina deducida CYP51 de X dendrorhous.
Posteriormente, se evalud los perfiles energéticos de los modelos obtenidos para
analizar la estabilidad de las estructuras tridimensionales utilizando la suite del servidor

web Modeller (Sali y col., 2008), especificamente el script 'evaluate_model.py' (Figura

10).

« R

Figura 9.- Modelos tridimensionales de la proteina CYP51 deducida de X. dendrorhous. Los
modelos fueron generados mediante el servidor web Swissmodel (Biasiani y col., 2014). (A) Modelo 1
obtenido utilizando como molde el modelo 4Ixj.1 con 95% de cobertura, (B) Modelo 2 obtenido
utilizando como molde el modelo 4k0f.1 con 95% de cobertura y (C) Modelo 3 obtenido utilizando
como molde el modelo 4Ixj.1 con 89% de cobertura (sin los primeros 36 residuos de la secuencia

aminoacidica).
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Con la ayuda del programa VMD (Visualizer Molecular Dynamics) (Humphrey y
col., 1996), se determind los residuos de la proteina deducida CYP51 que
interactuarian directamente con los posibles ligandos (lanosterol, oxigeno e
itraconazol). Los residuos 310-384 interactuarian con lanosterol, mientras que los
residuos 380-470 y 314-318 estarian asociados al grupo hemo y a oxigeno,
respectivamente. Por lo tanto, se espera que la regién comprendida entre los residuos
300 y 400 de la proteina deducida CYP51 esté bien modelada debido a que
corresponde a una region conservada de unién a sustrato y por consiguiente, los
modelos generados mediante modelamiento por homologia a partir de la proteina

ERG11 deberian ser similares en esa region.

Modelos
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Figura 10.- Comparacién de perfiles energéticos de modelos tridimensionales de la proteina
CYP51 deducida de X. dendrorhous. E| grafico se generé mediante el programa gnuplot (Williams y
Kelley, 2011). El modelo 1 est4 representado en azul; el modelo 2 en rojo; y el modelo 3 en verde.
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De acuerdo a la Figura 10, los modelos de mejor calidad corresponden al
modelo 1 y 2, a diferencia del modelo 3 donde la estructura predicha para la region
amino terminal presenta mayor energia libre de Gibbs posiblemente debido a que fue
modelado con un molde que carece de los primeros 36 residuos de la secuencia
aminoacidica. En consecuencia, a pesar gue el modelo 3 se obtuvo a partir del molde
que presenta mayor identidad de secuencia {(50%), este modelo no se considero en los
siguientes analisis.

Posteriormente se realizé un alineamiento de estructura tridimensional de los
moldes utilizados para el modelamiento por homologia con el fin de evidenciar
diferencias de plegamiento debido a la presencia de los ligandos lanosterol o
itraconazol. Debido a que no se observaron diferencias en la estructura tridimensional
en el alinemiento tridimensional de los moldes utilizados (Figura 11A), sélo se utilizé el
modelo 4Ixj en los siguientes estudios. Similarmente, para evaluar posibles diferencias
entre [os modelos de CYP51 obtenidos respecto a los moldes utilizados, se realizé un
alineamiento de estructura tridimensional. De esta manera se encontro que los
modelos generados presentan alta analogia estructural con sus respectivos moldes.
Sin embargo, las regiones que presentaron mayor variabilidad corresponden a loops
dentro de la proteina que posiblemente no hayan sido bien modelados debido a que

son regiones no conservadas {Figuras 11B y C).
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Figural1.- Superposicion de estructuras tridimensionales de los modelos obtenidos de CYP51
de X. dendrorhous y los respectivos moldes. Se utilizo el servidor web de alineamiento y
superposicion de estructura de proteinas TopMatch-web (Sippl y Wiederstein, 2008). (A) Moldes 4lxj y
4KkOf utilizados para la modelacion. (B) Molde 4lxj y modelo 1 de proteina CYP51. (C) Molde 4kOf y
modelo 2 de proteina CYP51. Las zonas de color rojo-naranjo representan regiones de alta analogia
estructural, mientras que las zonas de color azul-verde representan regiones de baja o nula analogia

estructural.

A continuacion, se utilizé la técnica de docking proteina-ligando para evaluar las
interacciones de union entre el modelo 1 de la proteina CYP51 de X. dendrorhous y
sus potenciales ligandos lanosterol e itraconazol (Figura 12A) para lo cual se uso el
programa AutoDock4 (Morris y col., 2009). Posteriormente, se determiné mediante el
programa Visualizer Molecular Dynamics (Humphrey y col., 1996) que aminoacidos de
la proteina CYP51 de X. dendrorhous interactuan directamente con los ligandos
lanosterol o itraconazol, es decir, los residuos que se encuentran a una distancia

menor a 5 A de estas moléculas con el fin de evaluar la superposicion de sitios de

union de los ligandos a la proteina (Figura 12B).
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Figura 12- Docking del modelo obtenido de CYP51 de X. dendrorhous y los potenciales
ligandos lanosterol e itraconazol. (A) Se utilizé el programa AutoDock4 (Morris y col., 2009) para
realizar docking automatizado para predecir los sitios de union de lanosterol (rojo) e itraconazol (azul)
al modelo obtenido de la proteina CYP51 de X. dendrorhous (B) Se empled el programa Visualizer
Molecular Dynamics para determinar los aminoacidos de la proteina CYP51 de X. dendrorhous que se
encuentran a menos de 5 A del ligando lanosterol (rojo) o itraconazol (amarillo), respectivamente
(Humphrey y col., 1996).




De acuerdo a los resultados anteriores se determind que los aminoacidos de la
proteina CYP51 de X. dendrorhous que interactian directamente con lanosterol serian
los siguientes de acuerdo a su posicién en la secuencia polipeptidica: 69-70-72-73-74-
95-96-98-124-125-126-128-241-242-244-245-389-418-526-528. Mientras que los
residuos que podrian estar interactuando con el ligando itraconazol corresponden a:
66-69-70-72-73-95-96-126-129-130-140-239-241-244-245-315-316-317-318-319-320-
385-386-387-388-389-525-526-527-528-529. Por lo tanto, se evidencia que la unién
del azdlico itraconazol a la proteina CYP51 se produciria en el bolsillo de unién de
sustrato de la enzima, por ende bloquearia la catalisis enzimatica. Por otro lado, al
comparar los residuos que interactian directamente con los ligandos con los
resultados de la Figura 5 se observa que las regiones comprendidas entre los
aminodacidos 241 y 245, 315 y 320, 385 y 389 corresponden a sitios de reconocimiento

de sustrato de las enzimas P450.
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3.2 Analisis de funcionalidad del gen CYP57 por complementacion heterdloga
en S. cerevisiae

3.2.1 Transformacion de S. cerevisiae

Previo a la transformacion de S. cerevisiae, los fragmentos de DNA
correspondientes a los cDNAs de los genes CYP57 de X. dendrorhous y ERG11 de S.
cerevisiae, se amplificaron por PCR con los partidores sefialados en la Tabla 3 y Pfu
DNA polimerasa desde el plasmido pBS_CYP51 (Tabla 2) y desde DNA gendrmico de
la cepa Meyen ex E.C Hansen de S. cerevisiae (Tabla 1), respectivamente. Los
productos de PCR se purificaron desde gel de agarosa y se ligaron
independientemente al vector YEpNP, el que contiene un sitio de corte para la
endonucleasa de restriccion Xbal que permite ligar el gen de interés entre el promotor
ACT4 y el terminador TDH3, ambos de S. cerevisige. Posteriormente, se
transformaron células, electrocompetentes de E. coli con dichas construcciones
seleccionando a los transformantes en placas LB suplementadas con ampicilina. La
insercién de cada inserto en el vector y en la orientacién deseada fue evaluada por
PCR de colonias en los transformantes obtenidos con los partidores gERG11.F y
ERG11.R para el plasmido YEpNP-gERG11 (Figura 13 y 14), y con CYP51.ATG.F y
CYP51.TAG.R para el plasmido YEpNP-cCYP51 (Figura 15) que permiten confirmar la
presencia del gen deseado. De esta manera se encontré 1 clon positivo para cada
plasmido y a partir de ellos se obtuvo el DNA plasmidico para los siguientes
experimentos. Los plasmidos generados se denominaron YEpNP-cCYP51 y YEpNP-
gERG11 (Tabla 2) portadores del cDNA del gen CYP51 de X. dendrorhous y ERG11 de

S. cerevisiae, respectivamente.
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Figura 13.- Resultado de PCR de colonia de E. coli transformada con el vector YEpNP-gERG11.
Carril M: Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 1-50: PCR de colonias de E. coli transformantes
YEpNP-gERG11. Carril P: Control positivo, DNA de S. cerevisiae cepa parental Meyen ex E.C Hansen.
Carril N: Control negativo (sin DNA). Carril Xd: DNA de X. dendrorhous cepa 385. Los partidores
empleados fueron gERG11.F y ERG11.R. En el recuadro rojo se indica la colonia positiva de E. coli

transformada con el vector YEpNP-gERG11.
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Figura 14.- Resultado de PCR de colonia de clon n°18 de E. coli transformado con vector
YEpNP-gERG11. Carril M: Marcador de peso molecular Lambda/Hind IIl (M+) y 1Kb (Mz). Carril 1(a b cy
4. DNA de clon n°18 de E. coli transformante con YEpNP-gERG11. Carril Nz b, cy o2 Control negativo
(sin DNA). Los partidores empleados con el tamafio del fragmento amplificado esperado entre
paréntesis son: (a) gERG11.F y ERG11.R (1600 pb), (b) gERG11.F y M13.Rv.Puc-40 (2000 pb), (c)
M13.Fw.FP y ERG11.R (2300 pb) y (d) M13.Fw.FP y M13.Rv.Puc-40 (2400 pb). (a) permite determinar
la presencia del gen ERG11, (b) y (c) permiten confirmar la orientacion deseada en el vector de
expresion, y (d) permite confirmar que efectivamente el vector contiene un inserto del tamano

esperado.
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Figura 15.- Resultado de PCR de colonia y PCR de DNA plasmidico extraido de E. coli
transformado con vector YEpNP-cCYP51. PCR de colonia de E. coli transformado con vector
YEpNP-cCYP51 (Panel A) Carril M: Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 1: DNA de el tnico clon
de E. coli transformante YEpNP-cCYP51 obtenido. Carril N: Control negativo (sin DNA). Los
partidores empleados fueron CYP51.ATG.F y CYP51.TAG.R. PCR de DNA plasmidico extraido de E.
coli transformada con el vector YEpNP-cCYP51 (Panel B) Carril M: Marcador de peso molecular 1Kb
(M1) y Lambda/Hind 11l (Mz). Carril 1(a b, cy o)) DNA plasmidico de clon transformante de E. coli YEpNP-
cCYP51. Carril Nea b, ¢ y 4 Control negativo (sin DNA). Los partidores empleados con el tamano del
fragmento amplificado esperado entre paréntesis son: (a) M13.Fw.FP y CYP51.TAG.R (2200 pb), (b)
CYP51.ATG.F y M13.Rv.Puc-40 (2000 pb), (c) CYP51.ATG.F y CYP51.TAG.R (1600 pb) y (d)
M13.Fw.FP y M13.Rv.Puc-40 (2500 pb). (a) y (b) permiten confirmar la orientacion deseada del inserto
en el vector de expresion, (c) permite determinar la presencia del cDNA del gen CYP57 y (d) permite

confirmar que efectivamente el vector contiene un inserto del tamafio esperado.
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Con los plasmidos obtenidos se transformé células electrocompetentes de la
cepa Meyen ex E.C. Hansen de S. cerevisiae que es diploide y heterocigota para el
gen ERG11 la cual se obtuvo en el proyecto de escisién genomica de S. cerevisiae en
el que se reemplazaron cientos de genes (de manera independiente) por el médulo
kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) (Wach y col., 1994). Ademas de
ser una cepa heterocigota para el gen ERG17 y para el modulo kanVX, la cepa es
auxotrofa para leucina, uracilo e histidina (leu2-fleu2-,ura3-/ura3- e his3-/his3-) y
heterocigota para genes involucrados en la sintesis de lisina y metionina (lys2-ILYS2 y
met15-IMET15, respectivamente). De esta manera, las cepas de S. cerevisiae
transformantes con el vector YEpNP (portador del gen a estudiar) son seleccionadas
por pérdida de la auxotrofia para leucina en placas SD suplementadas con uracilo,
histidina y geneticina. Asi se obtuvo 30 y 20 transformantes con los plasmidos YEpNP-
gERG11 y YEpNP-cCYP51, respectivamente.

A continuacién, se extrajo el DNA total de 12 colonias transformantes con el
vector YEpNP-gERG11 seleccionadas al azar para verificar la presencia y orientacion
del gen ERG11 en el vector por PCR estandar utilizando diferentes combinaciones de
partidores incluyendo el DNA genémico de la cepa parental sin transformar como
control. Como se puede observar en la Figura 16, con el DNA de todas las cepas
transformantes se amplificé un fragmento correspondiente al gen ERGT7 de S.
cerevisiae mostrando una banda de 1,6 kb (partidores geRG11.F y ERG11.R).
Asimismo se observa que sélo con el DNA de los clones 4, 5,6,7,8Yy 10 se amplifico
el gen ERG11 en la region de clonamiento del vector YEpNP dando una banda de
alrededor de 2 kb (partidores gERG11.F y M13.Rv.Puc-40) y de 2,3 kb (partidores

M13.Fw.FP y ERG11.R.). Luego, se seleccionaron al azar los clones transformantes 6
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y 7 para realizar el proceso de esporulacion con la finalidad de obtener la cepa

haploide para estudiar la complementacion de dicho gen.

Tamario M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Sc Sc N Xd M

Tamafio M 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 N

Figura 16.- Resultado de PCR de clones de S. cerevisiae transformados con vector el YEpNP-
gERG11. Los partidores empleados en las reacciones de PCR fueron los siguientes: gERG11.F y
ERG11.R (Panel A) que permiten confirmar la presencia del gen ERG11 en el vector, M13.FW.FP y
ERG11.R (Panel B) que permiten confirmar la orientacion deseada en el vector de expresion, y
gERG11.F y M13.Rv.Puc-40 (Panel C) que tambien permiten confirmar la orientacion deseada en el
vector de expresion. Carril M: marcador de peso molecular Lambda/ Hind 1I. Carril 1-12: DNA de 12
colonias transformantes de S. cerevisiae con el plasmido YEpNP-gERG11. Carril Sc: DNA S.
cerevisiae cepa parental Meyen ex E.C. Hansen, Carril Xd: DNA X. dendrorhous cepa UCD 67-385,
Carril N: control negativo, sin DNA.

Similarmente, se extrajo el DNA total de 3 colonias al azar de S. cerevisiae

transformantes con YEpNP-cCYP51 para verificar la presencia del cDNA CYP57 en el
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vector por PCR estandar utilizando los partidores RT.CYP51.F y CYP51_Rb. Como se
ilustra en la Figura 17, con el DNA de las cepas transformantes 2 y 3 se amplifico el
fragmento esperado de 1,6 kb, al igual que el mddulo de resistencia a geneticina
mostrando una banda de alrededor de 0,8 kb y el gen ERG11 de S. cerevisiae

mostrando una banda de 1,6 kb.
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Figura 17.- Resultado de PCR de clones de S. cerevisiae transformados con el vector YEpNP-
cCYP51. Los partidores empleados en las reacciones de PCR fueron los siguientes: RT.CYP51.F y
CYP51_Rb que amplifican al gen CYP57 de X. dendrohous (Panel A), gERG11.F y ERG11.R que
amplifican al gen ERG11 de S. cerevisiae (Panel B), KanMX4.F y KanMX4.R que amplifican el
médulo de resistencia a geneticina de la cepa Meyen ex E.C Hansen de S. cerevisiae (Panel Cy
Leu2 k.F y Leu2.k.R que amplifican el gen LEUZ2 de S. cerevisiae (Panel D). Carril M: marcador de
peso molecular Lambda/ Hind Ill. Carril 1-3: DNA de colonias de S. cerevisiae transformantes con
YEpNP-cCYP51, Carril N: control negativo, sin DNA. En los recuadros rojos se indican las colonia
positivas de S. cerevisiae transformados con el vector YEpNP-cCYP51.
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En consecuencia, los clones 2 y 3 se seleccionaron para realizar el proceso de
esporulacién con la finalidad de obtener la cepa haploide para estudiar la funcionalidad
del gen CYP51 mediante complementacion heterdloga en S. cerevisiae.

La esporulacion de los clones transformantes seleccionados de S. cerevisiae
con YEpNP-gERG11 y YEpNP-cCYP51 se confirmo por la observacion de ascosporas
mediante microscopia optica. Luego, las ascas resultantes se rompieron y se incubo
en placas de medio minimo suplementadas con uracilo, histidina, lisina, metionina y
(418. Bajo estas condiciones, solo crecen aquellas cepas que tienen al vector (LEU2)
y la mutacién del gen de interés (resistencia a G418). Sin embargo, dentro de las
cepas resistentes a G418, hay cepas haploides y diploides (heterocigotas del
marcador kanMX y gen de interés), por lo que se deben seleccionar las cepas
haploides auxétrofas para lisina y/o metionina (ambos marcadores heterocigotos en la
cepa original). Asi, las colonias seleccionadas se siembran por triplicado en placas de
medio minimo suplementadas con G418 y los metabolitos: i) uracilo/histidina/lisina, i)
uracilo/histidina/metionina y iii) uracilo/histidina/metionina/lisina, para seleccionar
aquellas colonias que crezcan en placas suplementadas con los cuatro metabolitos
mencionados, pero no cuando se omite lisina o metionina.

En especifico, para la obtencion de la linea haploide de S. cerevisiae
transformante YEpNP-gERG11, se sembraron por triplicado 133 clones derivados del
proceso de ruptura de ascas en placas de medio minimo suplementadas con G418 y
los metabolitos de seleccién sefialados anteriormente. De los 133 clones, 44
presentaron crecimiento diferencial en las placas de seleccion por auxotrofia para
metionina y/o lisina, dentro de los cuales 8 mostraron doble auxotrofia. De esta
manera, se seleccionaron los 8 clones con doble auxotrofia y 6 clones al azar para

extraer DNA total y evaluar mediante PCR estandar la pérdida del alelo
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correspondiente al gen ERG11 de S. cerevisiae. Para ello se utilizaron las siguientes
parejas de partidores gERG11.F y ERG11.R, CYP51ScExt.F y ERG11.R, y gERG11.F
y CYP51ScExt.R, que permiten seleccionar las lineas haploides deseadas (Figura 16).
De los clones estudiados se encontré que 10 (clones 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 10 y 13)
corresponden a la linea haploide control de S. cerevisiae YEpNP-gERG11 ya que a
partir de su DNA sélo se amplifico el gen ERG11 inserto en el vector (Figura 18 A),
pero no la versién cromosomica de dicho gen (Figura 18 B y C). Entre ellos se
selecciond el clon 4 para los siguientes experimentos como cepa control, esta cepa se
denominé S. cerevisiae hERG11.

Con respecto a la obtencion de la linea haploide de S. cerevisiae transformante
YEpNP-cCYP51 se seleccionaron 185 clones derivados del proceso de esporulacion y
ruptura de asca que presentaron crecimiento diferencial en las placas de seleccion por
auxotrofia para metionina y/o lisina. Se extrajo el DNA total a todos los clones

seleccionados para evaluar por PCR la ausencia del gen ERG11 de S. cerevisiae
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Figura 18.- Resultado de PCR de clones haploides de S. cerevisiae transformados con el
vector YEpNP-gERG11. Los partidores empleados en las reacciones de PCR fueron los siguientes:
gERG11.F y ERG11.R (Panel A), CYP51ScExt.Fy ERG11.R (Panel B) y gERG11.F y CYP51ScExt.R
(Panel C). Carril M: marcador de peso molecular Lambda/ Hind 1Il. Carril 1-14: DNA de clones de S.
cerevisiae transformantes con YEpNP-gERG11 post esporulacion, Carril N: control negativo, sin
DNA. Carril Sc: DNA S. cerevisiae cepa S288c. Abajo de cada panel se muestra un esquema
representativo de los modulos de expresion, donde se indica por flechas los sitios de union de
partidores. Las regiones UP y DOWN corresponden a regiones de 300 pb ubicadas rio arriba y rio
abajo del gen ERG11 en el genoma de S. cerevisiae, respectivamente.
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utilizando las siguientes parejas de partidores: CYP51ScExt.F y KanMX4.R2,
KanMX4.F2 y CYP51ScExt.R, ambas parejas permiten amplificar € modulo kanMX
que confiere resistencia a geneticina (G418), el cual reemplaza al gen ERG77 de S.
cerevisiae en la cepa parental Meyen ex E.C. Hansen, RTCYP51.F y CYP51.Rb que
permiten amplificar el gen CYP51 de X. dendrorhous, gERG11.F y ERG11.R que
permiten amplificar el gen ERG11 de S. cerevisiae, y gERG11.F y CYP51ScExt.R que
permiten amplificar la versién cromosémica del gen ERG71 de S. cerevisiae.

A partir de este andlisis, se enconird que el clon 49 efectivamente contiene el
gen CYP51 de X. dendrorhous y no contiene el gen ERG11 de S. cerevisiae, lo que
permite estudiar la funcionalidad de dicho gen por complementacion heteréloga. Esta
cepa se denominé S. cerevisiae hCYP51. En la Figura 19 se resume el analisis de las
cepas S. cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51 que confirma la haploidia y
caracteristicas genéticas de ambas cepas. A partir del DNA de las lineas haploides de
S. cerevisiae transformantes YEpNP-gERG11 y YEpNP-cCYP51 y la cepa parental
Meyen ex E.C. Hansen, se amplifico ei fragmento correspondiente al médulo de
resistencia de geneticina mas una region externa rio arriba del médulo de 300 pb
mostrando una banda de alrededor de 1,1 kb (con los partidores CYP51ScExt.F y
KanMX4.R2, Figura 19 A). De la misma forma, a partir del DNA de estas cepas se
amplificd un fragmento correspondiente al modulo de resistencia de geneticina mas
una region externa rio abajo del médulo de 300 pb mostrando una banda de alrededor
de 1 kb (partidores KanMX4.F2 y CYP51ScExt.R, Figura 19 B). Por ofro lado, se
amplificé una banda de 1,6 kb (partidores CYP51.Fd y CYP51_Rb, Figura 19 C) solo
desde el DNA de la cepa hCYP51 de S. cerevisiae correspondiente al cDNA del gen
CYP51 y con los mismos partidores, se amplificé una banda de alrededor de 2 kb al

utilizar el DNA gendmico de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, ya que ésta
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posee la version el gen CYP57 que contiene intrones. Solo desde el DNA de las cepas
de S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, $288c, y hERG11 de S. cerevisiae, se
amplificd un fragmento de alrededor de 1,6 kb (partidores gERG11.F y ERG11.R,
Figura 19 D) correspondiente al gen ERG71 de S. cerevisiae (sin discriminar si este
estd en un cromosoma o en el vector). Por Gltimo, sélo a partir del DNA de [as cepas
de S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen y $288c se amplificd un fragmento de 2 kb
(partidores gERG11.F y CYP51ScExt.R) correspondiente al locus ERG11 en el
genoma de S. cerevisiae (Figura 19 E). Estos resultados permitieron confirmar la
haploidia de las cepas transformantes hERG11 y hCYP51 de S. cerevisiae (al menos

para el locus ERG11).
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Figura 19.- Resultado de PCR de clones haploides de S. cerevisiae transformados con los
vectores YEpNP-gERG11 y YEpNP-cCYP51. Los partidores empleados en las reacciones de PCR
fueron los siguientes: CYP51ScExt.F y KanMX4.R2 (Panel A), KanMX4.F2y CYP51ScExt.R (Panel
B), RTCYP51.F y CYP51.Rb (Panel C), gERGI1.F y ERGIL.R (Panel D), y gERG11.F y
CYP51ScExt.R (Panel E). Carril M: marcador de peso molecular Lambda/ Hind 11l. Carril 1: DNA S,
cerevisiae cepa parental Meyen ex E.C. Hansen, Carril 2: DNA S. cerevisiae cepa S5288c¢, Carril 3:
DNA clon haploide de S. cerevisiae transformante YEpNP-cCYP51, Carril 4: DNA clon haploide de S.
cerevisiae transformante YEpNP-gERG11, Carril 5: DNA X. dendrorhous cepa UCD 67-385, Carril 6:
control negativo, sin DNA. Abajo de cada panel se muestra un esquema representativo de los
médulos de expresion, donde se indica por flechas los sitios de unién de partidores. Las regiones UP
y DOWN corresponden a regiones de 300 pb ubicadas rio arriba y rlo abajo del gen ERG71 de S.
cerevisiae, respectivamente. La region KanMX4 corresponde al modula kanMX que confiere
resistencia a geneticina (G418), la region pACT4 corresponde al promotor pACT4 y la region {TDH3
corresponde al terminador {TDH3, ambos de S. cerevisiae.
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3.2.2 Curva de Crecimiento y produccion de esteroles en el tiempo.

Para evaluar si los modulos de expresion en los vectores YEpNP-cCYP51 y
YEpNP-ERG11 tienen algun efecto sobre el crecimiento de las cepas S. cerevisiae
hCYP51 y S. cerevisiae hERG11, se construyeron curvas de crecimiento de éstas
cepas en comparacion con la cepa parental de S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen
cultivadas en medio YM con agitacién constante a 22°C.

En la Figura 20 se ilustran [as tres curvas de crecimiento y se observa que las
cepas transformantes S. cerevisiae hCYP51 y hERG11 no presentan diferencias
significativas en su crecimiento, sin embargo estas cepas alcanzaron con un 95% de
confianza una DOsge promedio menor en un 14% y 11%, respectivamente, que la cepa
S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen al final del tiempo analizado, indicando que la

expresion de los madulos estudiados altera la produccion de biomasa.
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Figura 20.- Curva de crecimiento a 22°C de cepas transformantes de S. cerevisiae en medio YM. Verde:
cepa S. cerevisiae hERG11, Azul: cepa S. cerevisiae hCYP51, Rojo: cepa parental S. cerevisiae Meyen ex E.C
Hansen. Cada punto representa el promedio de tres cultivos independientes y su desviacién estandar se indica
mediante barras verticales.
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Paralelamente, se evalud la produccion y composicidén de esteroles a lo largo
de la curva de crecimiento por RP-HPLC. Para ello se tomaron muestras de 15 mi de
cultivo en diferentes tiempos, las cuales se dividieron en fracciones de 3 mi para medir
biomasa como peso seco, por triplicado, y 10 ml para extraccién y andlisis de
esteroles.

La Figura 21 muestra un cromatograma representativo obtenido a partir de los
esteroles extraidos desde las cepas S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, S.
cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51. En las diferentes cepas se observd un
pico predominante (pico 1) en el canal de 280 nm aproximadamente a [os 13 min con
las caracteristicas espectrales de ergosterol en el espectro de absorcion UV cuya
identidad fue confirmada mediante co-inyeccién con una muestra de ergosterol
estandar. Por otro lado, en la cepa parental y en las cepas transformantes ademas se
observé la acumulacién de otros esteroles, denominados picos 2 y 3, los cuales se
encontraron en proporciones 1% y 7%, 1% y 15%, y 1% y 10% en las cepas Meyen ex
E.C. Hansen, hERG11 y hCYP51 de S. cerevisiae, respectivamente.

Los esteroles totales obtenidos en las diferentes cepas se muestran en ia Tabla
4. En general, en comparacion con la cepa parental (S. cerevisiae ERG11*") y la cepa
haploide control (S. cerevisiae hERG11), la cepa S. cerevisiae hCYP51 presenta un
contenido total de esteroles menor. Ademdas, se observa que la produccion de
esteroles disminuye en las tres cepas a las 24 h de cultivo, luego de lo cual se observa
un aumento importante a las 56 h de cultivo, en especial en la cepa S. cerevisiae
hERG11. De hecho, los andlisis estadisticos realizados permiten afirmar que la
cantidad promedio de esteroles totales después de 56 h de cultivo de la cepa S.
cerevisiae hERG11 es mayor que en la cepa parental y en la cepa la 8. cerevisiae

hCYP51 con un 95% de confianza.

62




Tabla 4.- Composicién de esteroles en el tiempo de la cepa parental S. cerevisiae Meyen
ex E.C. Hansen, y cepas transformantes S. cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51 de

acuerdo a sus perfiles de RP-HPLC (mg/g peso seco de levadura).

Cepas

8. cerevisiae S. cerevisiae hERG11 S. cerevisiae hCYP51

Meyen ex E.C.

Hansen
Tiempo de 56 10 24 56 10 24 56
Cultivo (h) 10 24
Ergosterol* 22504465 10,11£1,01 19512227 16,78:2,17 1505426 34,33t642 16,06:279 890:317 17,81£1,61
P + 1
ico 2 ND 0,030,02 0,210,268 ND 0,06£0,02  0,470,41 ND 0.0240  0,21£0,04
Pico 3" 2624009 0745012 1458003  3,83:1,47 1512041 313:041 2443059 0.68:0,06 1,58:0,09
Esteroles
totales 262156541 10,89%1,16 21,1742,53 20,60£7,89 1662:4,60 37934699 18,50:3,38 9,60:1,04 19,61x1,75

La tabla muestra los valores promedios + la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
Tiempo retencion: *:11 min **: 12,5 min y ***: 15 min. ND: no detectado en RP-HPLC.
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Figura 21.- Analisis de esteroles por RP-HPLC representativo de la cepa S. cerevisiae Meyen ex
E.C Hansen y cepas transformante S. cerevisiae hERG11y S. cerevisiae hCYP51. El cromatograma
(a 280 nm) corresponde a los esteroles extraidos a partir de la cepa transformante S. cerevisiae
hCYP51 como se describe en la seccion Materiales y Métodos. Al lado de cada pico (picos N°1a3),se
incluyeron los espectros de absorcion UV correspondientes. El ergosterol corresponde al pico n°1.
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3.3 Analisis de mutantes de cyp51T de X. dendrorhous en cuanto a su

crecimiento y produccién de ergosterol y carotenoides.

3.3.1 Obtencion de cepa mutante cyp57 de X. dendrorhous.

Previo a la transformacion, los fragmentos de DNA correspondientes a la region
de 0,7 kb rio arriba del codén de inicio del gen CYP517 de X. dendrorhous (lado A) y 0,6
kb rio abajo del codén de término de dicho gen (lado B), se amplificaron por PCR
usando Pfu DNA polimerasa desde DNA gendmico de la cepa UCD 67-385 de X
dendrorhous (Tabla 1) con los partidores CYP51_del.Fw y CYP51_del-Hpal.Rv, y
CYP51_del-Hpal.Fw y CYP51_delRv, respectivamente. lLos partidores utilizados
permiten generar extremos complementarios entre ambos fragmentos. De esta
manera, los productos de PCR se purificaron desde gel de agarosa y posteriormente
se unieron por PCR de elongacion (OE-PCR). Finalmente, el fragmento de DNA
obtenido se amplificé a través de una reacciéon de PCR estandar con Pfu DNA
polimerasa, utilizando la mezcla de reaccion del OE-PCR como DNA molde. El
fragmento obtenido se ligo al vector pBS digerido previamente con la endonucleasa de
restriccion EcoRV para posteriormente transformar células electrocompetentes de E.
coli seleccionando a los transformantes en placas LB suplementadas con ampicilina.

A continuacion, se purificé el DNA plasmidico de un clon transformante y de
acuerdo al disefic de partidores utilizados para unir las regiones rio arriba y rio abajo
del locus CYP51, se incluy6 un sitio de restriccion Hpal que permitié insertar el médulo
de resistencia a higromicina B (Niklitschek, 2007). De esta manera se obtuvo el vector
pBS_del_CYP51_Hyg (Figura 22). Posteriormente se digirid dicho vector con las

endonucleasas de restriccion Nofl y Xhol para liberar el modulo de resistencia a
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higromicina B integrado entre las regiones homélogas rio arriba y rio abajo del gen
CYP51 de X. dendrorhous para luego transformar células electrocompetentes de la
levadura seleccionando a los transformantes en placas YM suplementadas con

higromicina B.
LadoA ladoB

gpdT Cyp51 del Rw

pBS del-Cyp51 Hyg

Cyp51 del Fwr

Figura 22.- Estructura del médulo para la escision del gen CYP51 de X. dendrorhous. En
flechas verdes se ilustran los fragmentos de DNA correspondientes a la region de 0,7 kb rio arriba del
codén de inicio del gen CYP51 de X. dendrorhous (lado A) y 0,6 kb rio abajo del codén de término del
gen CYP51 de X. dendrorhous (lado B), y el modulo de resistencia al antibiético higromicina B
(HygR), compuesto por el gen hph, bajo el promotor TEF y el terminador gpd de X. dendrorhous.

De esta manera, se obtuvo 1 transformante de X. dendrorhous y se le extrajo el
DNA total para verificar por PCR la presencia del modulo de resistencia a higromicina
B en el locus CYP51 utilizando diferentes combinaciones de partidores. Como se
puede observar en la Figura 23, s6lo desde el DNA del clon transformante se amplifico
un fragmento correspondiente al gen hph de E. coli mostrando una banda de 1kb
(partidores H.F y H.R). De igual forma se observa que sblo a partir de este clon se
amplificé fragmentos correspondientes a la region rio arriba del codén de inicio del gen
CYP51 de X. dendrorhous (lado A) unida al promotor TEF del médulo de resistencia a
higromicina B dando una banda de 0,7 kb (partidores PRE_CYP51_del.F vy
TEF_Xd_antisense.R) y la region rio abajo del codon de término del gen CYP51 de X.
dendrorhous (lado B) unida al terminador gpd del modulo de resistencia a higromicina

B dando una banda de 0,7 kb (partidores GPD_Xd_sense.F y Post_CYP51_del.R). Por
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lo tanto, se confirmé la integracion del médulo de resistencia a higromicina B en el
locus CYP51 de X. dendrorhous.

Pese a que el nivel de ploidia de la cepa CBS 6938 de X. dendrorhous es
desconocido, estudios previos basados en experimentos de mutagénesis al azar y
transformacién de genes carotenogénicos han resuelto que esta variedad es
aneuploide (Loto y col., 2012, Alcaino y col., 2008), por lo que es necesario un analisis
genotipico basado en PCR para determinar la escision de un gen especifico. De esta
manera en la Figura 23 B, se observa que desde el DNA del clon transformante y de la
cepa silvestre CBS 6938 se amplifica un fragmento de DNA correspondiente al gen
CYP51 de X. dendrorhous dando una banda de alrededor de 0,6 kb (partidores
CYP51up.F y CYP51.Rd), por lo tanto se concluye que el mddulo de resistencia a
higromicina B solo reemplazd uno de los alelos del gen CYP51 de X. dendrorhous. Asi,
el clon transformante obtenido probablemente corresponde a una cepa mutante
heterocigota para el gen CYP57 de X dendrorhous, la cual se denomind X

dendrorhous CBS-CYP51+/-.
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Figura 23.- Resultado de PCR de cepa mutante de X. dendrorhous CBS-CYP51+/-. Los

partidores empleados en las reacciones de PCR fueron los siguientes: H.F y H.R que amplifican el
gen hph de E. coli (Panel A), CYP51up.F y CYP51.Rd que amplifican el gen CYP51 de X
dendrohous Panel B), PRE_CYP51_del.F y TEF_Xd_antisense.R que amplifican la region rio arriba
del codén de inicio del gen CYP51 de X. dendrorhous unida al promotor TEF del modulo de
resistencia a higromicina B (Panel C), y GPD_Xd_sense.F y Post_CYP51_del.R que amplifican la
region rio abajo del codon de término del gen CYP51 de X. dendrorhous (lado B) unida al terminador
gpd del médulo de resistencia a higromicina B (Panel D). Carril M: marcador de peso molecular
Lambda/ Hind ll. Carril 1: DNA de cepa mutante de X. dendrorhous CBS-CYP51+/-,Carril 2: DNA de

X. dendrorhous CBS-6938, Carril 3: control negativo, sin DNA.
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3.3.2 Curva de crecimiento.

Posteriormente, para evaluar si la escision de uno de los alelos del gen CYP57
en la cepa mutante CBS-CYP51(+/-) de X. dendrorhous tiene algln efecto sobre el
crecimiento de ésta, se confeccionaron curvas de crecimiento de la cepa heterocigota
CBS-CYP51(+/-) y de la cepa silvestre CBS 6938 de X. dendrorhous cultivadas en
medio YM con agitacion constante a 22°C.

En la Figura 24 se ilustran las dos curvas de crecimiento y se observa que el
crecimiento de ambas cepas no presenta diferencias significativas en los primeros
tiempos. Sin embargo, en fase estacionaria puede afirmarse con un 95% de confianza
que la cepa mutante CBS-CYP51(+/-) alcanza una DOgoo promedio menor en un 10%
que la cepa silvestre, indicando que la escision de una de las copias del gen CYP51

afecta significativamente la biomasa alcanzada bajo las condiciones utilizadas.

69




18.00
16,00 -
14,00

12,00

D .O. Sﬂgnm
o
o
o

—— CBS 6938
—— CBS-CYP51+/-

20

40 60 80 100
Tiempo (horas)

Figura 24.- Curva de crecimiento a 22°C de cepas de X. dendrorhous en medio YM. Azul: cepa X.
dendrorhous CBS 6938, Rojo: cepa X. dendrorhous CBS-CYP51+/-. Cada punto representa el
promedio de tres cultivos independientes, y su desviacion estandar se indica mediante barras

verticales.
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3.3.3 Produccion de pigmentos y esteroles en el tiempo.

Paralelamente, se evalué la produccion de pigmentos y esteroles a lo largo de
la curva de crecimiento de la cepa silvestre CBS 6938 y la cepa heterocigota CBS-
CYP51+/- de X. dendrorhous. Para ello se tomaron muestras de 35 ml y 15 ml de
cultivo de ambas cepas en diferentes tiempos de cultivo para extraccion de pigmentos
y esteroles, respectivamente.

Los pigmenios (carotenoides) totales obtenidos desde ambas cepas se
muestran en la Tabla 5. En general, la cepa CBS-CYP51+/- de X dendrorhous
presenta una mayor produccion de carotenoides que la cepa silvestre CBS 6938, de
hecho puede afirmarse con una confianza del 95% que la cepa CBS-CYP51+/-
produce alrededor de un 30% mas de carotenoides totales que la cepa silvestre luego
de 120 h de cultivo.

Como se ilustra en la Tabla 5, el principal carotenoide producido por ambas
cepas es astaxantina. No obstante, se observa la produccion de otros pigmentos en
menor proporcion en ambas cepas, entre eilos: fenicoxantina, cantaxantina, OH-ceto-
y-caroteno, OH-ceto-toruleno, ceto-y-caroteno y OH-equinenona, cuyos niveles de
produccion varian de acuerdo al tiempo de crecimiento de la levadura. La produccion
de pigmentos de la cepa CBS-CYP51+/- y la cepa silvestre CBS 6938 aumenta en el
tiempo, hasta alcanzar después de las 120 h de cultivo un valor de 398 y 302 (ugfg
peso seco de levadura), respectivamente, lo que coincide con la fase estacionaria
tardia de crecimiento de la levadura. Por otro lado, la composicién de carotenoides
producidos por ambas cepas también varia en el tiempo, particularmente a medida que
aumenta el tiempo de cuitivo la produccion de carotenoides se diversifica ampliando la
gama de compuestos sintetizados. Pese a lo anterior, no hay diferencias significativas

entre los principales carotenoides producidos por ambas cepas en los diferentes
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tiempos de cultivo, siendo estos astaxantina, fenicoxantina y cantaxantina. Sin
embargo, cabe destacar que en fase estacionaria la cepa CBS-CYP51+/- produce
significativamente una mayor cantidad de carotencides derivados de y-caroteno como
OH-ceto-y-caroteno,OH-ceto-toruleno y ceto-y-caroteno, respecto a la cepa parental

CBS 6938.

Tabla 5.- Composicién de carotenoides en el tiempo de la cepa silvestre CBS 6938 y cepa

heterocigota CBS-CYP51+/- de X. dendrorhous (ig/g peso seco de levadura).

Cepas

CBS 6836 CBS-CYPS1+- Run Do
Tiempo de Cultivo 24 120 24 120 (%) (%)
ggtaxantina 62,60£5,19  200,12:21,19 927241119 22910#12,52  48% 15%
Fenicoxantina 26,8110,35 26,6542,73 27,76+2,26 38,59+1,47 4% 44%
Cantaxantina 18,60£0,12  43,1044,24 17,0544,24 74,60£6,41 8% 73%
OH-ceto-y- 1,65£0,27 9,10+2,95 1,9£0,95 37,93:6,99  15% 317%
caroteno
OH.ceto-toruleno ND ND ND 15,50#1,59  ND Nuevo
ceto-y-caroteno 057£024 2473025 0,69:0,25 8,40:222  21% 240%
OH-equinenona 0.23:015  555:2,19 0,440,19 10531098  91% 90%
Equinenona ND 5,99+1.41 0,41+0,07 8,90+1,41 Nuevo 49%
Fitoeno ND ND ND ND ND ND
Licopeno ND 0,3810,02 ND 0,54+0,09 ND 50%
y-caroteno 0,06:0,00  0,55:0,02 ND 0,01£0,01 ND -99%
B-caroteno ND 1,4910,92 ND 0,60£0,39 ND -60%
Carotenoides 154,66£13,03 30220:31,52  164,66£13,92 3980045058 7% 32%

totales

{a tabla muestra los valores promedios  la desviacion esténdar de tres experimentos independientes.

ND: no detectado en RP-HPLC.
A: Diferencia en la cantidad promedio de carotencides entre la cepa mutante CBS-CYP51+/- y la cepa

parental CBS 6838.

Por otro lado, los esteroles totales obtenidos desde la cepa silvestre CBS 6938
y la cepa CBS-CYP51+/- se muestran en la Tabla 6. En general se puede observar que

en ambas cepas la produccion de esteroles totales disminuye en el tiempo,
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obteniéndose 60% y 31% menos de rendimiento de esteroles totales a las 120 h de
cultivo en relacion a lo obtenido a las 24 h de cultivo para la cepa silvestre y la cepa
mutante, respectivamente. Como se puede observar, el principal esterol producido por
las diferentes cepas fue ergosterol. De igual forma, en el andlisis de esteroles de la
cepa silvestre CBS 6938 y la cepa mutante CBS-CYP51+/- se observa la produccién
de otros dos esteroles anque en muy baja proporcion, con tiempos de retencion
cercanos a los 11 min (pico 2) y 15 min (pico 3). Estos dos picos también poseen las

caracteristicas espectrales de los esteroles.

Tabla 6.- Composicion de esteroles en el tiempo de la cepa silvestre X. dendrorhous CBS

6938 vy cepa CBS-CYP51+/- de acuerdo a sus perfiles de RP-HPLC (mgl/g peso seco de

levadura).
Cepas

CBS 6938 CBS-CYP51+-~ A an A 1zon
Tiempo de 0 24 120 % %
Cultivo (h) 4 12 ’
Ergosterol* 10,00:£0,86 5,010,17 7,2040,35 5,5810,40 -28% 1%
Pico 2** 0,14£0,04  0,0940,01 0,1240,01 0,08+0,01 -14% -
Pico 3*** 0,09£0,056  0,010,01 0,03£0,01 0,01:0,00 -66% -
Esteroles 1333236 5,38:0,39 8,54:0,60 5,92+0,28 -36% 10%
totales

La tabla muestra los valores promedios + la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
Tiempo retencion: *:11 min **: 12,5 min y ***: 15 min. ND: no detectado en RP-HPLC.

A: Diferencia en la cantidad promedio de esteroles entre la cepa mutante CBS-CYP51+/- y 1a cepa
parental CBS 6838.

De acuerdo a los resultados estadisticos obtenidos, puede afirmarse con un
95% de confianza que la cepa silvestre CBS 6938 presenta un contenido fotal de
esteroles mayor que la cepa CBS-CYP51+/- a las 24 h de cultivo, en especifico se

evidencié una disminucién del rendimiento de esteroles totales de 38% en la cepa
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mutante respecto a la silvestre. Sin embargo, a las 120 h de cultivo, con un nivel de
confianza del 95% los datos no apoyan la afirmacién de que las cepas CBS 6938 y
CBS-CYP51+/- producen diferentes niveles de esteroles totales, alcanzando a;nbas
cepas airededor de 6.000 g esteroles totales/g peso seco de levadura.

3.4 Analisis de expresion de genes de la ruta del mevalonato,
carotenogénicos y de la biosintesis de ergosterol por RT-gPCR en mutantes de
cyp51 de X. dendrorhous

En forma paralela, se analizé la expresion de genes de la ruta del mevalonato,
carotenogénicos y de la biosintesis de ergosterol a lo largo de la curva de crecimiento
de la cepa silvestre CBS 6938 y la cepa mutante CBS-CYP51+/- de X. dendrorhous.
En especifico, se cuantificé los niveles de mRNA de HMGR, crtR y CYP51 por RT-
qPCR para ambas cepas después de 24 y 48 h de cultivo. Los valores de Ct obtenidos
se normalizaron respecto al valor del gen constitutivo beta-actina, ACT [Genbank:
X89898.1] y luego se expresaron en funcion de las condiciones confrol usando el
algoritmo AACt (Livak y Schmitigen, 2001).

Los resuitados de analisis de expresion relativa de los genes HMGR, criR y
CYP51 de ambas cepas se muestran en la Figura 25. En general, los patrones de
expresion de los gen‘c-:s estudiados fueron diferentes entre la cepa mutante CBS-
CYP51+/- y la cepa silvestre CBS 6938 de X dendrorhous. De hecho puede afirmarse
con una confianza del 95% que la cepa mutante CBS-CYP51+/- alcanza niveles de
expresién de HMGR alrededor de 1,8 y 1,4 veces mayores, que la cepa silvestre luego
de 24 y 48 h de cultivo, respectivamente. Asimismo, se puede afirmar con el mismo
grado de confianza que la cepa mutante CBS-CYP51+/- alcanza un nivel de expresion
de criR alrededor de 1,6 veces mayor que [a cepa silvestre iuego de 24 h de cultivo;

sin embargo, esta diferencia no se observa a las 48 h de cultivo. Por otro lado, se

puede afirmar que la cepa mutante CBS-CYP51+/- alcanza un nivel de expresién de
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CYP51 alrededor de 0,5 veces menor, que la cepa silvestre luego de 48 h de cultivo,

en contraste con lo anterior no se observé una diferencia estadisticamente significativa

entre ambas cepas a las 24 h de cultivo.
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Figura 25.- Andlisis de expresion de genes HMGR, crtR y CYP51 en las cepas silvestre CBS
6938 y mutante CBS-CYP51+/- de X. dendrorhous por RT-gPCR. La expresion de los genes HMGR
(A), crtR (B) y CYP51 (C) se determind por RT-gPCR normalizada por la expresion del gen de actina
después de 24 y 48 h de cultivo. A su vez, los niveles de transcrito normalizados de cada gen, se
normalizaron con los niveles respectivos en la cepa control (cepa silvestre). Negro: cepa silvestre CBS
6938 (= 1), Gris: cepa mutante CBS-CYP51+/-. Los valores representan el promedio + desviacion
estandar de tres experimentos independientes (*p = 0,05; test T de Student).
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4 Discusion

4.1 Clonacion y analisis de secuencia del gen CYP57 de X. dendrorhous

En este estudio se aislé y caracterizd el gen CYP571 de X. dendrorhous, el cual
posiblemente codifica un polipéptido de 550 aminodcidos que presenta un 48% de
identidad y 65% de similitud con la 14-a-desmetilasa de esteroles de S. cerevisiae
(ERG11): una enzima que pertenece a la familia de proteinas citocromo P450 y que
estd involucrada en la biosintesis de ergosterol.

A partir del alineamiento de las secuencia aminoacidicas de la potencial
proteina CYP51 de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous y la enzima ERG11 de Ia
cepa S288c de S. cerevisiae, se determind que sélo siete residuos aminoacidicos
difieren entre ambos microorganismos en los cinco sitios de reconocimiento de
sustrato descritos por Lepesheva y Waterman, 2004, lo cual da cuenta de la
importancia de éstas regiones para la actividad enzimatica de estas proteinas. Cabe
destacar que pese a que las-secuencias aminoacidicas de las proteinas de la familia
de Citocromo P450s son extremadamente diversas, su plegamiento estructural se
encuenira altamente conservado (Reichhart y Feyereisen, 2000). En particular CYP51
es considerada como una enzima ancestral conservada estructural y funcionalmente
que participa en la biosintesis de ergostero! en membrana. De esta manera, en este
trabajo fueron predichos varios elementos estructurales secundarios de Citocromo
P450s en la proteina CYP51 deducida de X. dendrorhous, esto incluy6 12 hélices alfa,
12 hojas beta y un bucle meandro B posiblemente involucrado en la estabilizacion de
la estructura terciaria de la proteina. Ademas, en la proteina CYP51 deducida se
identificaron los fres residuos totalmente conservados en la familia de proteinas

Citocromo P450: el acido glutamico y la arginina en el motivo E-X-X-R en la hélice Ky
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la cisteina implicada en la union del grupo hemo (Syed y Masehle, 2014). También, fue
posible predecir una potencial regién de transmembrana en el extremo amino terminai
de la proteina CYP51 deducida, lo cual permitiria anclar esta proteina a la membrana
del reticulo endoplasmico lo que es caracteristico en las CYPs de clase Il {van den
Brink y col., 1998). En conjunto, estas observaciones sugieren que el gen CYP57 de X.
dendrohous identificado codifica la enzima citocromo P450 CYP51 o lanosterol
desmetilasa.

Posteriormente, mediante modelamiento por homologia se predijo la estructura
tridimensional de la proteina CYP51 deducida de X. dendrohous, utilizando como
molde la proteina ERG11 de S. cerevisiae con lanosterol como ligando (Monk y col,
2014, cbédigo de modelo: 4Ixj.1). A continuacién, el alineamiento de estructura
tridimensional entre el modelo de la proteina CYP51 deducida y su respectivo molde
permitio realizar la superposicién estructural de ambas proteinas, mostrando una alta
analogia estructural entre la enzima ERG11 de S. cerevisiae y la proteina CYP51
deducida de X, dendrorhous; lo que es esperable pues ambas proteinas pertenecen a
la superfamilia de enzimas Citocromo P450 que se caracterizan porque su estructura
secundaria y terciaria se ha mantenido a lo largo de la evolucion (Reichhart y
Feyereisen, 2000). Por otro lado, mediante la técnica de docking proteina-ligando se
predijo los sitios de unién de los potenciales ligandos lanosterol e itraconazol en la
proteina CYP51 deducida de X. dendrohous y se evalud su disposicion espacial. Cabe
destacar que de acuerdo a los resultados obtenidos, itraconazol se uniria de forma
similar a lanosterol al bolsillo hidrofébico de la proteina mediante interacciones con los
residuos Met-315 y el grupo P-metilo de Thr-322, interacciones reportadas en estudios
previos como sitios de unién de antiftingicos azélicos a proteinas CYP51 (Sharma y

Bathia, 2011). Ademas, se observd que ambos ligandos se unirian en los sitios de
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reconocimiento de sustrato de las enzimas P450 (Lepesheva y Waterman, 2004), lo
cual permitié comprobar que la unién del azdlico itraconazol a la proteina CYP51 se
produciria en el pocket de union de sustrato de la enzima y por ende bloquearia su
actividad catalitica impidiendo la sintesis de ergosterol, reproduciendo el mecanismo
de accion de esta familia de compuestos antifingicos azélicos (Warrilow y col. 2013).
En consecuencia, estas Ultimas observaciones apoyan la hipétesis de que la
proteina CYP51 deducida de X. dendrohous corresponde a una enzima Citocromo

P450 que participa en la ruta de biosintesis de ergosterol.

4.2 Analisis de funcionalidad del gen CYP51 de X. dendrorhous.

La funcionalidad del gen CYP57 de X. dendrorhous se evalu6 mediante dos
vias: i) complementacién heterdloga en S. cerevisiae y ii) mutacion génica en X
dendrorhous.

Para la complementacién heterdloga en S. cerevisiae, se utilizé la cepa Meyen
ex E.C Hansen YHRO07C BY4743 (S. cerevisiae ergi1*), que es diploide y
heterocigota para el gen ERG11 de S. cerevisiae. El gen ERG11 de S. cerevisiae y el
cDNA del gen CYP51 de X. dendrorhous fueron clonados en el vector de expresion
YEpNP de S. cerevisiae para fransformar la cepa S. cerevisiae erg11*". De esta
manera se obtuvieron las cepas diploides: S. cerevisiae cCYP51 y S. cerevisiae
gERG11, a partir de las cuales luego del proceso de esporulacion y seleccion de lineas
haploides se obtuvieron las cepas para los estudios de expresion heterdloga S.
cerevisiae hERG11 y S. cerevisiae hCYP51, respectivamente.

La complementacion génica se evalué mediante andlisis fenotipico de l[as
cepas haploides transformantes a través de construccion de curvas de crecimiento y

andlisis de produccion de esteroles. La curva de crecimiento se hizo en medio YM a
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22°C, temperatura cercana al éptimo de crecimiento de la cepa parental S. cerevisiae
Meyen ex E.C. Hansen y, temperatura optima de crecimiento de X. dendrorfious
(Melillo, 1983), considerando que se esta estudiando la expresion del gen CYP57 de
X. dendrorhous. De esta manera se encontré que la expresion de los médulos
estudiados afecta el crecimiento de las cepas haploides en relacion a su parental
diploide, lo que podria estar relacionado con una variacion en la distribucion de fiujos
metabolicos debido a la expresion constitutiva de los médulos de expresion estudiados
en vectores de alto niimero de copias limitando la tasa de crecimiento de la levadura.

En cuanto a la produccién de esteroles de las cepas haploides hERG11 y
hCYP51, y de la cepa parental diploide Meyen ex E.C Hansen de S. cerevisiae, se
enconiré que las tres cepas contienen la misma composicién de esteroles, siendo el
ergosterol el esterol mayoritario (92%). Sin embargo, la cepa hERG11 mostré un
mayor contenido de esteroles fotales a las 56 horas de cultivo, aproximadamente el
doble que las otras dos cepas. Esto posiblemente se debe al mayor nimero de copias
de este gen integrado en un vector y que ademas esta regulado por un promotor fuerte
y constitutivo. Por lo tanto es de esperar que el nivel de produccion de estercles
alcanzado por la cepa que expresa el médulo con el gen endégeno sea mayor que la
cepa parental y que al de la cepa hCYP51, pues esta cepa expresa un gen heterdlogo
y por ende la funcionalidad del producto génico posiblemente no sea equivalente a la
enzima nativa de S. cerevisiae.

Ahora bien, pese a que la cepa hCYP51 mostré un menor contenido de
esteroles que las cepas parental diploide y hERG11 de S. cerevisiae en todos los
tiempos analizados (Tabla 4), el solo hecho de que la cepa hCYP51 sea viable y capaz
de producir ergosterol indica que el gen CYP57 de X. dendrorhous complementa la

mutacion erg?1 de S. cerevisiae, puesto que las mutantes erg11 de S. cerevisiae no
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son viables (Winzeler y col., 1999). En consecuencia, estos resuitados permiten
concluir que efectivamente el gen CYP57 de X. dendrorhous codifica una 14-a
desmetilasa de esteroles.

Por ofra parte, se obtuvieron mutantes cyp57 de X dendrorhous por
recombinacion homéloga del locus CYP57 con un médulo de resistencia a antibiotico

(Alcaino y col., 2014). En especifico, se obtuvo un mutante de X. dendrorhous para el

gen CYP51 que posiblemente es heterocigoto, pues al reemplazar dicho gen por un
modulo que confiere resistencia a higromicina B, aun se detectd mediante PCR un
alelo CYP51. Sin embargo, este resultado era de esperar ya que estudios previos de
mutacion al azar y transformacion genética de la cepa parental utilizada (CBS 6938),
sugieren que esta cepa seria aneuploide (Loto y col., 2012, Alcaino y col., 2008).
Ademés, probablemente la obtencion de un mutante homocigoto del gen CYP57 no es
posible, ya que en otras levaduras se ha demosirado que su mutacion es letal
(Winzeler y col., 1999, Lepesheva y Waterman, 2007). Sin embargo, la cepa obtenida
igualmente es (til para estudiar la funcionalidad del gen CYP51 de X. dendrorhous en
cuanto a crecimiento y produccién de esteroles y pigmentos en relacién a su parental,
ya que el carecer de uno de los alelos podria presentar un efecto de dosis génica
como ha sido reportado en estudios previos de cepas heterocigotas de X. dendrorhous
para algunos genes, entre ellos criE, FPS (Alcaino y col., 2014) y crtR (Alcaino y col.,
2008), las cuales han mostrado variaciones fenotipicas respecto a su parental.

Se realizaron curvas de crecimiento en triplicado de la cepa silvestre CBS 6938
y CBS-CYP51 * de X. dendrorhous, a 22°C en medio YM con agitacion constante y se
tomaron muestras luego de 24 y 120 h de cultivo para extraer carotenoides y esteroles.
En cuanto al crecimiento, se encontré que la escision de uno de los alelos del gen

CYP51 afecta el crecimiento de la levadura pues, en fase estacionaria, la cepa
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mutante CBS-CYP51(+/-) alcanzé una menor DOgqo que la cepa silvestre lo cual podria
relacionarse a una variacién en la distribucion de flujos metabdlicos limitando la tasa
de crecimiento de la levadura. Adicionalmente, al evaluar la produccién de esteroles en
la cepa silvestre y mutante, se encontré que el contenido de esteroles en ambas cepas
vario en el tiempo, mostrando una menor cantidad en la fase estacionaria de cultivo y,
asimismo, ambas cepas tienen la misma composicién de esteroles siendo el ergosterol
el principal. Sin embargo, la cepa mutante presenté un 36% menos de esteroles
totales respecto a la cepa silvestre a las 24 h de cultivo, lo cual se debe principalmente
a una baja en ergosterol (Tabla 6). Este resultado muestra que la escision de uno de
los alelos del gen CYP51 de X. dendrorhous afecta la produccidn de ergosterol en esta
levadura, de lo cual se infiere que la enzima CYP51 codificada por dicho gen participa
en la biosintesis de ergosterol en X. dendrorhous. Si bien a las 120 h de cultivo no se
observd una diferencia significativa en el contenido de esteroles totales entre ambas
cepas, esto podria explicarse por un mecanismo de regulacion de la produccion de
esteroles de acuerdo al estado metabdlico de la levadura, reduciend6 su biosintesis
hasta un nivel basal en la fase estacionaria de crecimiento. De esta manera, este
efecto regulatorio estaria presente tanto en la cepa mutante como en la cepa silvestre
modificando la producciones de esteroles totales en base al estadio de crecimiento
celular. De manera similar, estudios previos han reportado en levaduras y hongos
flamentosos una disminucion de la tasa de formacion de ergosterol en fase
estacionaria de crecimiento (Zil y col., 1988; Loto y col., 2012)

Ademas de las alteraciones en el contenido y composicion de esteroles, la cepa
mutante CBS-CYP51(+/-) de X. dendrorhous exhibié un fenctipo de color diferente a
simple vista respecto a la cepa silvestre de la cual deriva. Efectivamente los analisis de

carotenoides revelaron que la cepa mutante produce mds carotenoides totales que la
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cepa silvestre (Tabla 5), demostrando que la escisién de uno de los alelos del gen
CYP51 de X. dendrorhous afecta la biosintesis de carotenoides. La mayor diferencia
se observo a las 120 h de cultivo (fase estacionaria tardia), donde la cepa mutante
CBS-CYP51+/- produce alrededor de un 30% mas carotenoides fotales que la cepa
silvestre, principalmente debido a un aumento en la produccion de astaxantina.
Estudios previos de! proceso de carotenogénesis han mostrado que los niveles
maximos de expresion de los genes carotenogénicos se alcanzan al final de la etapa
exponencial y al inicio de la fase estacionaria de crecimiento de X. dendrorhous,
coincidiendo con la induccién de la carotenogénesis. Por lo tanto, se espera que las
mayores diferencias en el contenido de carotenoides se observen una vez que se ha
inducido la carotenogénesis (Lote y col., 2012). De forma similar a estos resultados,
otros estudios han demostrado un incremento en la produccidn de astaxantina en
Phaffia rhodozyma (estado anamorfico de X. dendrorhous) cuando los niveles de
ergosterol estan reducidos por tratamiento con el agente azdlico fluconazol (Miao y
col., 2011). Una posible explicacién para el incremento de carotenoides en la cepa
mutante CBS-CYP51+/- podria ser un aumento en la disponibilidad de precursores de
carotenoides en condiciones de disminucién de la regulacién de realimentacion
negativa de ergosterol. Este razonamiento se apoya en un estudio previo de mutantes
cyp61° de X. dendrorhous en el cual se determiné que el ergosterol regularia la
expresion del gen HMGR por un mecanismo de retroalimentacion negativa y de esta
manera contribuye a la regulacién de la biosintesis de carotenoides (Loto y cols.,
2012). En ese sentido, otros estudios han mostrado que la suplementacion de cultivos
de Phaffia rhodozyma con MVA (compuesto sintetizado por la enzima HMGR), resulta
en un incremento en la produccion de carotencides (Calo y cols, 1995). Asimismo, la

delecién del gen que codifica la escualeno sintasa (ERGY) en combinacion con la
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sobreexpresion del dominio catalitico de HMGR en una cepa recombinante de C. utilis
productora de carotenoides produjo un incremento de [a biosintesis de licopeno
(Shimada y cols., 1998). Por estos motivos se evaluo la expresion del gen HMGR
ademas de los genes crfR y CYP51, que codifican enzimas involucradas en la via de
sintesis de ergosterol, mediante RT-gPCR en la cepa mutante CBS-CYP57(+/-) yen la
cepa silvestre de X. dendrorhous después de 24 y 48 h de cultivo .Cabe destacar que
el gen criR también participa en la sintesis de astaxantina ya que codifica una
citocromo P450 reductasa.

En primer iugar, los analisis revelaron que la cepa mutante alcanza niveles
mayores del transcrito HMGR, en todos los tiempos analizados que la cepa silvestre,
indicando que la escisién de uno de los alelos del gen CYP57 de X. dendrorhous
afecta la expresién de HMGR, siendo este uno de los principales pasos regulatorios
para la biosintesis de carotenoides y ergosterol (Parks y Casey, 1985). De esta
manera el incremento en la expresion de HMGR podria explicar en parte el aumento
en el contenido de carotenoides en la cepa mutante CBS-CYP51(+/-). De forma similar
a estos resultados, otros estudios han demostrado un incremento de [os niveles de
transcrito de HMGR y del contenido de carotenoides en el hongo Blaskelea tripora al
tratarlo con ketoconazol, que es un inhibidor especifico de CYP51 (Tang y col., 2008).
Asimismo, otros estudios realizados en S. cerevisiae, que posee dos isogenes que
codifican para HMG-CoA reductasa, HWG1 y HMG2, han demostrado que la expresion
de HMG1 es controlada a nivel transcripcional por ergosterol (Veen y Lang, 2004).
Ademas, se ha observado que la sobreexpresion de HMG7 combinada con el
tratamiento con ketoconazol incrementd la produccién de B-caroteno en una cepa
recombinante de S. cerevisiae (Yan y col, 2012). Por otro lado, estudios previos

realizados en X, dendrorhous han revelado un incremento en los niveles de transcrito
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de HMGR y del contenido de carotenocides en mutantes cyp67, gen que codifica
también para una citocromo P450 involucrada en la biosintesis de ergosterol (Loto y
col,, 2012).

En segundo lugar, los analisis de expresion también revelaron que la cepa
mutante alcanza un mayor nivel de transcritos del gen criR después de 24 h de culfivo
que la cepa silvestre. Por lo tanto, la escision de uno de los alelos del gen CYP57 de
X. dendrorhous afecta la expresion de crtR, que codifica una citocromo P450
reductasa (CPR) que acttia como donador de electrones para la biosintesis de
carotenoides y de ergosterol. Sin embargo, respecto a la biosintesis de astaxantina, el
gen criR es esencial, no asi para la biosintesis de ergosterol (Gutierrez, 2014). De
acuerdo a los resultados, el incremento en la expresién de criR podria explicar el
aumento en el contenido de astaxantina en la cepa mutante CBS-CYP51(+/-).

Es importante sefialar que pese a que en un organismo pueden existir varios
genes que codifican diferentes enzimas citocromo P450, generalmente hay sélo un
gen que codifica la enzima citocromo P450 reductasa. Por lo tanto, es necesario un
complejo mecanismo de regulacién de la expresion de criR para ajustar los niveles de
actividad citocromo P450 reductasa en relacion a las diversas proteinas citocromo
P450 existentes. De hecho, estudios previos han mostrado diferencias entre los
patrones de expresion del gen crtR y el resto de los genes carotenogénicos,
posiblemente debido a la existencia de un mecanismo regulatorio de la expresion de
criR diferente dado que CPR se encuentra involucrado en otras vias metabdlicas de
levaduras {Alcaino y col., 2008). De esta fc;rma, la citocromo P450 reductasa
codificada por el gen criR estaria actuando como partner redox de enzimas citocromo
P450 de las vias de sintesis de carotenocides y ergosterol, de manera que éstas

compiten por la transferencia de electrones, en este sentido [a deficiencia de uno de
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los alelos CYP51, y por consiguiente la posible disminucidn de la enzima CYP51 que
participa en [a biosintesis de ergosterol permitiia un incremento en e! flujo de
electrones mediado por CPR hacia la produccién de carotenoides.

Por ofro lado, en relacion a la utilizacidn de precursores comunes en las vias
de sintesis de carotenoides y ergosterol, el aumento en la expresion de crfR en la cepa
mutante CBS-CYP51(+/-) y del contenido de carotenoides, estaria relacionado a un
incremento en la utilizacién de farnesil pirofosfato para la biosintesis de carotenoides
en desmedro de la produccién de ergosterol. De forma similar estudios previos han
mostrado que en cepas de S. cerevisiae recombinantes que producen altos niveles de
licopeno por expresién de genes carotenogénicos, el nivel de ergosterol se
correlacioné de forma inversa al contenido de licopeno, sugiriendo que las vias de
sintesis de ergosterol y licopeno compiten por el uso de farnesil pirofosfato (Bahieldin y
col., 2014).

Por Ultimo, los andlisis de expresion revelaron que efectivamente la cepa
mutante CBS-CYP51(+/-) alcanza un menor nivel de transcritos CYP57, en todos los
tiempos de cultivo analizados, cercano a un 50% que en la cepa silvestre. Lo anterior
confirma que la escisién de uno de los alelos del gen CYP57 de X. dendrorhous
conlleva una disminucién en el nivel de expresion de este gen en la levadura, lo que a
su vez estaria relacionado con la reduccién del contenido de esteroles totales en la

cepa mutante, que a su vez se relaciona con una mayor produccion de carotenoides.
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5 CONCLUSIONES

Los analisis bioinformaticos realizados sobre el gen CYP57 identificado
surgieren que éste codificaria una proteina Citocromo P450 de 550
aminoacidos con peso molecular de aproximadamente 61,8 kDa, ya que
contiene todos los motivos conservados y caracteristicas estructurales de una
proteina Citocromo P450.

El gen CYP51 de X dendrorhous complementa la mutaciéon erg?? en S.
cerevisiae, por lo tanto este gen efectivamente codifica una 14-a desmetilasa
de esteroles.

La mutaciéon CYP51 en X dendrorhous afectd la sintesis de ergosterol
sugiriendo su participacion en la biosintesis de esteroles. Por otro lado, al igual
que en ofros trabajos, se observd una relacién entre una disminucion de
ergosterol con un aumento de carotenoides en X. dendrorhous, apoyando la
hipétesis de que ergosterol regula la sintesis de carotenocides en esta levadura.
Probablemente este seria por un mecanismo de feedback negativo donde el
ergostero! participaria en la regulacién del gen HMGR, principal punto de
regulacion de la via del Mevalonato (MVA) y de esta manera contribuiria a la
regulacién de la biosintesis de carotenoides. Similarmente, el ergosterol estaria
involucrado en la regulacion del gen crtR, lo que también contribuye en la

regulacion de la sintesis de carotenoides.
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