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RESUMEN

Los carotenoides son el grupo més diverso de pigmentos que se encuentran en la
naturaleza. Actualmente se han descrito mas de 600 de estos compuestos, distribuidos en
el reino vegetal, hongos, bacterias y animales.

La naturaleza hidrofobica y la necesidad de encontrarse unidas o asociadas a
membranas de muchas de las enzimas que participan en la sintesis de carotenoides, ha
sido una de las dificultades que ha encontrado el estudio bioquimico de la
carotenogénesis. De este modo, el andlisis de la sintesis de estos pigmentos se ha
enfocado principalmente desde el punto de vista genético-molecular.

En algunos procariontes se han descrito todos los genes que participan en la
sintesis de carotenoides no obstante, ain quedan muchos aspectos relacionados a la
regulacion que se encuentran en estudio. Por otra parte, en eucariontes la informacion es
més fragmentada y solo se han aislado algunos genes relacionados a la sintesis estos
pigmentos.

En esta tesis se utilizé la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous como modelo
de estudio de la carotenogénesis. Esta levadura sintetiza la xantéfila astaxantina (3,3°-
dihidroxi-B-B-caroten-4,4’-diona), un pigmento de alto interés comercial, especialmente
para la industrial alimentaria. La via biosintética y su regulacién no son claras, no
obstante, el analisis quimico de los intermediarios, sugiere que este pigmento se sintetiza

a través de la ruta: B-caroteno — equinenona — 3-hidroxiequinenona —» fenicoxantina

—> astaxantina.
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Este trabajo se centro particularmente en el paso entre fitoeno y licopeno, una
etapa que se ha descrito como limitante en la carotenogénesis de otros organismos.
Ademds se ha visto que en plantas, algas y cianobacterias esta reaccion es catalizada por
dos productos génicos a diferencia de los hongos donde solo se requiere uno.

A través del analisis de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de
los genes y enzimas de fitoeno deshidrogenasas aisladas de diferentes organismos, se
disefiaron partidores para amplificar, mediante PCR, el gen de esta enzima desde el
DNA genémico de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous.

El anilisis de la secuencia nucleotidica del fragmento de DNA amplificado
indica que este gen posee once intrones y codifica para una proteina de 582 aminoécidos
que corresponde a la enzima fitoeno deshidrogenasa. Por otra parte, el analisis de la
secuencia aminoacidica, permitié determinar algunas caracteristicas de esta proteina, tal
como su potencialidad de unir a membranas, un posible sitio de unién a nucledtido y la
ubicacién un sitio que uniria al fitoeno. La secuencia aminoacidica deducida muestra
una gran similitud con las secuencias de las enzimas fitoeno deshidrogenasa
provenientes de hongos y bacterias.

Ensayos de hibridacién entre el gen aislado,denominado A7X3 y cromosomas
obtenidos por campo pulsado indica que éste gen se encontraria en una de las bandas
cromosédmicas mayores del cariotipo electroforético.El mapa de restriccion indica que el
gen para la fitoeno deshidrogenasa de X. dendrorhous se encuentra en un fragmento Psil
de 30 kb.

La transformacion de la cepa silvestre con una delecion del gen A7X3, permitid

obtener mutantes de delecion palidos, que sintetizan una menor cantidad de astaxantina,
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la re-transformacién de mutantes palidos con el gen ATX3 con la delecion, produjo
transformantes albinos. Un analisis mediante PCR de estos mutantes, corrobord que los
transformantes palidos eran heterocigotos para el gen ATX3, con un alelo siivestre y otro
mutante que porta la delecién esperada y los transformantes albinos eran homocigotos
para la delecién, llevando ambos alelos mutados. Esto dltimo sugiere que esta
integracion en el genoma se realizé mediante recombinacion homologa y ademas aporta

evidencias que sostienen que X. dendrorhous presentaria una condicién diploide natural.
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ABSTRACT

The car(.)tenoids are the most diverse group of pigments found in nature. Act{lally
more than 600 of these compounds have been described distributed in the plant, fungi,
bacteria and animal kingdoms.

The hydrophobic nature and the need of association to membranes of many of the
enzymes that participate in the carotenoid synthesis has been one of the difficulties that
the biochemical study of the carotenogenesis has found. This way, an alternative
approach has been from a genetic-molecular point of view.

In some prokaryotes, all the genes that participate in the carotenoids synthesis
have been described, nevertheless there are still many unknow aspects related to
regulation. On the other hand, in eukaryotes the available information is scanty and only
a few genes related to the synthesis of these pigments have been isolated.

In this thesis, the yeast Xanthophyllomyces dendrorhous was used as a model to
study the carotenogenesis. This yeast synthesizes the xhanthophyll astaxanthin (3,3°-
dihidroxi-B-B-caroten-4,4"-dione), a pigment of high commercial interest especially for
the food industry. The biosynthetic pathway and its regulation is not clear, however, the
chemical analysis of the intermediate metabolites suggests that this pigment is
synthesized through the: B-carotene — equinenone —> 3-hydroxyequinenone —>
phenicoxantine — astaxanthin pathway.

The research described in this thesis was focused mainly on the conversion of

phytoene to lycopene, a stage that has been described as limiting in the carotenoid




biosynthesis of other organisms. In plants, algae and cyanobacteria this reaction is
catalyzed by two gene products whereas in fungi only one is required.

The gene of phytoene dehydrogenase was amplified from the genomic DNA of
the wild type UCD 67-385 of X. dendrorhous. The primers used were designed from the
analysis of the nucleotide and amino acid sequences of the enzymes phytoene
dehydrogenase from different organisms.

The analysis of the nucleotide sequence of the amplified DNA fragment indicates
that the gene contains eleven introns and codes for a protein of 582 amino acids
corresponding to phytoene dehydrogenase. The analysis of the amino acid sequence
allowed the identification of some characteristics of this protein, such as its ability to
bind to membranes and putative binding sites to nucleotide and phytoene. The amino
acid sequence deduced showed a great similarity to the sequences of phytoene *
dehydrogenase from fimgi and bacteria.

Hybridization assays between the isolated gene named A7X3 and chromosomes
obtained by pulse field indicate that this gene may be located in one of major
chromosomic bands of the electrophoretic karyotype. The restriction analysis showed
that the phytoene dehydrogenase gene of X. dendrorhous is in a 30 kb Pstl fragment.

“Pale” mutants synthesizing small amounts of astaxanthin were obtained from
transformation of the wild strain with a deletion of the gene ATX3. The re-
transformation of “pale” mutants with the deleted A7X3 gene produced albino
transformants, A PCR analysis of these mutants corroborated that the “pale” transforms
were heterozygous and the albino transformants were homozygous for the deleted A7X3

gene. This suggests that the integration in the genome was by homologous
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recombination and contributes evidence to sustain that X. dendrorhous may present a

natural diploid condition.
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INTRODUCCION

Los carotenoides constituyen el grupo mas amplio de pigmentos que se
encuentran en la naturaleza. Se han descrito mds de 600 carotenoides, los cuales se
encuentran extensamente distribuidos en el reino vegetal, bacterias fotosintéticas y no
fotosintéticas y en una diversidad de hongos (Karnaukhov, 1990, Armstrong & Hearst,
1996). Estos compuestos y sus derivados, como la vitamina A, también se encuentran en
animales, quienes los adquieren de la dieta, acumulandolos en algunos tejidos.

Los carotenoides son compuestos terpénicos, formados por la condensacién de
varias moléculas de isopreno, el cual se constituye en su unidad estructural basica. De
esta manera, se pueden encontrar carotenoides que poseen entre 30 y 40 atomos de
carbono (Figura 1). Ademas, es posible encontrar pigmentos parcialmente degradados
llamados apocarotenoides los cuales son constituyentes de estas vias metabdlicas y dan
como resultado moléculas de 45 y 50 atomos de carbono. Algunoes carotenoides pueden
presentar anillos de cinco o seis 4tomos de carbono, y/o grupos funcionales oxigenados,
tales como grupos hidroxilo, metoxi, oxo, epoxidos, carboxilos y grupos aldehidos. En
virtud a lo recientemente descrito, los carotenoides pueden ser clasificados sobre la base
de su composicion quimica en:

a) carotenos, que corresponde a aquellos que no presentan atomos de oxigeno en su
estructura y b) xantofilas, que poseen atomos de oxigeno.

Muchos carotenoides poseen un largo e:squeleto hidrocarbonado, el cual puede

presentar entre tres y quince doble enlaces conjugados. Esta larga cadena poliénica juega

un rol importante en las propiedades de dichos compuestos. El nimero de doble enlaces




es responsable de las propiedades espectrales de estos compuestos, absorbiendo la luz
entre 400 y 500 nm, y le confieren propiedades hidrofébicas pudiéndolos encontrar
habitualmente asociados a estructuras membranosas. Sucesivas deshidrogenaciones
introducen una serie¢ de dobles enlaces alargando el croméforo y produciendo
carotenoides coloreados, siendo el primero (-caroteno. Ademds, reacciones de
ciclamiento convierten a estas moléculas lineales en carotenos ciclicos, como por
gjemplo B-caroteno. Las xantofilas son formadas, posteriormente, por la adicion de
oxigeno a estas estructuras, lo que potencia la capacidad de estas moléculas para
transferir energia, como en los complejos captadores de luz en las plantas, o
incrementando sus facultades como agentes protectores contra el dafio fotooxidativo y su
capacidad para actuar sobre moléculas que promueven el dafio oxidativo.

Inicialmente, los estudios sobre los carotenoides se centraron basicamente en su
aislamiento y purificacién. En el afio 1831, Wackenroder informé el aislamiento y
cristalizacion de unos pigmentos rojo brillante desde raices de zanahoria, a los cuales,
denomind “caroteno”. Berzelius, en 1837 cre6 él termino “xantofila” para un pigmento
amarillo extraido de hojas senescentes. En 1903, utilizando cromatografia de absorcidn,
Tswett caracterizd quimicamente a estos compuestos y reconocié una relacion
estructural entre xantdfilas y carotenos, a los que denominé carotenoides.

Posteriormente, técnicas mas resolutivas permitieron determinar la estructura elemental

de los carotenos {CsoHss) y las xantdfilas (CsoHssO2) (Isler, 1979).
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Figura 1.- Relaciones biosintéticas entre los isoprenoides. IPP, isopentenil pirofosfato;
DMAPP, dimetil alilpirofosfato, GPP, geranil pirofosfato; GGPP, geranilgeranil
pirofosfato; FPP, farnesil pirofosfato. ( Modificado de Bramley & Mackenzie, 1988).

Una etapa posterior en el estudio de los carotenoides se orientéd a conocer su
biosintesis, determinindose que estas moléculas se encuentran en la ruta general de los
isoprenoides, compartiendo los sustratos basicos con compuestos tales como esteroles,
giberelinas, 4cido retinoico y quinonas (Figura 1} (Bramley & Mackenzie, 1988,
Sandman, 1991). Sin embargo, estudios comparativos de las rutas biosintéticas de dichos
compuestos, en diferentes organismos que los producen, permitieron determinar la
existencia de grandes diferencias en relacion con la formacién de sus intermediarios.
Esto sugiere la existencia de diferencias relacionadas con las enzimas que catalizan las
reacciones y por lo tanto, con los genes estructurales que controlan genéticamente cada

una de las etapas de tales vias (Bramley & Mackenzie, 1988).




En la mayoria de los organismos, hasta ahora estudiados, se ha observado un alto
grado de conservacion en las primeras etapas de la biosintesis de carotenoides, es decir,
la sintesis de geranilgeranilpirofosfato, prefitoeno y fitoeno, e incluso licopeno, se
mantienen como una constante entre los intermediarios de la via. De este modo, la gran
diversidad de carotenoides corresponde a pasos posteriores a la sintesis de fitoeno o
licopeno, abarcando especialmente, la sintesis de xantofilas. Un ejemplo Io podemos ver
en la Figura 2 (Sandmann, 1991, Chamovitz, ef al, 1992, Armstrong & Hearst, 1996).

La diversidad de carotenoides encontrados en la naturaleza, en cuanto a su
estructura e isémeros, ha planteado un gran desafio a quimicos, bioquimicos y genetistas
con respecto a la postulacion de sus rutas de biosintesis. Los estudios bioquimicos
iniciales se basaron en la utilizaciébn de precursores marcados de carotenoides,
inhibidores de la carotenogénesis y la determinacion de los compuestos intermediarios
que se acumulaban en diferentes mutantes afectados en la carotenogénesis ya sea en
plantas, bacterias y hongos. Sin embargo, la determinacién de reacciones bioquimicas
especificas ha resultado una labor dificil debido a la naturaleza hidrofobica de las
enzimas involucradas en la biosintesis de estos pigmentos vy a su tendencia a unirse a
membranas (Ister, 1979; Bramley & Mackenzie, 1988; Sandmann, 1991). Algunas de las
enzimas estudiadas han sido la geranilgeranilpirofosfato sintetéxsa y la fitoeno sintetasa,
las cuales, se encuentran en las fracciones solubles de los extractos celulares. No
obstante lo anterior, recientemente, gracias a las técnicas de DNA recombinante, ha sido
posible estudiar otra enzima de la ruta, la licopeno ciclasa de Erwinia uredovora

(Schnurr, ef al, 1996).
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Figura 2.- Esquema simplificado de la conversion de carotenos ciclicos a xantdfilas
ciclicas. En algunas bacterias es posible encontrar xantéfilas glicosiladas. Zeaxantina
diglucosido (R= glucosido) es un producto final caracteristico en especies de Erwinia.
En cianobacterias se acumula principalmente zeaxantina, Luteina, violaxantina y
neoxantina son los productos finales mas caracteristicos encontrados en plantas
superiores. Las enzimas y los genes involucrados en varias de estas conversiones
biosintéticas no han sido aun caracterizadas. (Extraido de Armstrong & Hearst, 1996).




En la actualidad, los estudios de la biosintesis de carotencides, sus intermediarios
y las enzimas que en ella participan, se han enfocado desde el punto de vista genético-
molecular. La facilidad para seleccionar mutantes afectados en la sintesis de
carotenoides ha permitido disponer de una valioso material para estos estudios. A través
de éstos, se han podido conocer las rutas completas de su biosintesis y también aislar
algunos de los genes participarltes. Sin embargo, el clonamiento y secuenciacién de los
genes, asi como el entendimiento de todos los pasos en las diferentes rutas biosinteticas
solo ha sido posible en algunos organismos procariontes.

Desde el punto de vista molecular, Rhodobacter capsulatus fue el primer
microorganismo en el cual se logro aislar los genes que participan en la sintesis de estos
pigmentos (Biel & Marrs, 1985). Posteriormente, se establecié la organizacién y
secuencia nucleotidica de los genes, asi como las propiedades deducidas de los
productos proteicos, que participaban en la biosintesis de carotenoides en este organismo
(Armstrong, et al, 1989). En esta bacteria fotosintética, existe un supercluster génico de
aproximadamente 50 kb que codifica para muchas de las funciones requeridas en la
fotosintests, incluyendo la bacterioclorofila, y ademas las enzimas involucradas en la
biosintesis de carotenoides. Se logro establecer que siete genes eran los responsables de
las enzimas que participaban en la sintesis de los dos carotenoides finales, las xantéfilas
esferoideno y esferoidenona. Los genes fueron llamados, crtd, crtB, crtC, crtD, crtE,
crtFF y cril codifican para la enzimas esferoideno monooxigenasa, fitoeno sintetasa,

hidroxineurosporeno sintetasa, metoxineurosporeno deshidrogenasa, GGPP sintetasa,

hidroxineurosporeno o-metiltransferasa y fitoeno deshidrogenasa, respectivamente.




Posteriormente, se logro establecer la secuencia de los genes que participan en la
sintesis de zeaxantina-digiucosido en la bacteria fitopatogénica y no fotosintética
Erwinia wredovora (Misawa, et al, 1990). En este organismo los genes también se
disponen en un cluster de aproximadamente 7 kb, el cual posee seis genes que codifican
las enzimas que participan en la via de sintesis de esta xantofila. Los genes fueron
lamados crtk, criB, crd, crtY, criZ y crtX y codifican las enzimas GGPP sintetasa,
fitoeno sintetasa, fitoeno desaturasa, licopeno ciclasa, [-caroteno hidroxilasa y
zeaxantina glucosilasa, respectivamente. Los estudios realizados en estos dos
microorganismos significaron un gran avance en el entendimiento de la carotenogénesis
tanto en lo que se refiere a las caracteristicas de los productos proteicos que en ella
participan como en la regulacion de sus genes. Se han comparado las secuencias
aminoacidicas de estas enzimas y observandose que poseen una seric de regiones
bastante bien conservadas, las cuales corresponden a uniones a cofactor asi como zonas
que participarian en su sitio activo. Por otra parte, en Myxococcus xanthus se ha
demostrado que la acumulacién de carotenoides es estrictamente dependiente de la luz y
ocurre cuando las células entran en fase estacionaria (Armstrong, 1997). Este organismo
acumula como productos finales un éster de mixobactona y un éster de mixobactina,
ambos son carotenoides monociclicos derivados del y-caroteno. Los estudios genéticos
clasicos, han determinado que existe una serie de genes reguladores, llamados car, a

diferencia de los genes estructurales de las enzimas de la ruta de biosinteis de estos

pigmentos, los cuales se designan crt.




Actuaimente, se han aislado los genes que participan en la sintesis de
carotenoides en una serie de bacterias y cianobacterias, tal como, el cluster completo de
los genes crt de Erwinia herbicola, €l cluster completo de Flavobacterium R1534 y el
cluster de todos los genes crt de la bacteria marina Agrobacterium aurantiacum
(Armstrong, 1994, Misawa ef al, 1995). Adicionalmente, han sido clonados algunos
genes de bacterias tales como Thermus thermophilus (Hoshino et al, 1993),
Staphylococcus aureus (Wieland et al, 1994), Sireptomyces griseus (Schumann er al,
1996) y otros.

Aun no se ha descrito el aislamiento de todos los genes que participan en la
sintesis de carotenoides en especies de cianobacteria. Sin embargo, se han podido aislar
algunos de los genes en organismos tales como: Synechocystis sp. (cepa PCC6803)
(Martinez-Férez et al, 1992), Synechococcus sp. (cepa PCC7942) (Chamovitz et ai,
1992), Anabaena sp. (cepa PCC7120) y otros.

En organismos eucariontes se han aislado algunos de los genes que participan en
la sintesis de carotenoides. No obstante, en ninguna especie han clonado todos los genes
estructurales que controlan las enzimas de una misma via. Los primeros estudios
genéticos, para identificar los genes que participan en la sintesis de estos pigmentos, en
organismos superiores estan descritos en dos especies de hongos, Neurospora crassa y
Phycomyces blaskesleeanus (Eslava et al, 1974). Sin embargo, el primer gen que
codifica para una enzima que participa en la sintesis de carotenoides en un organismo
eucarionte fue aislado a partir del analisis de una secuencia de ¢cDNA sintetizado de un
mensajero que se expresa durante la maduracion del fruto en Lycopersicon esculentum,

el cual fue llamado inicialmente pTOMS (Ray ef al, 1987). Actualmente se ha




determinado que codifica la enzima fitoeno sintetasa y es ahora conocido como PSY/

(Bird et al, 1991). Asi, mediante diferentes aproximaciones experimentales ha sido

posible aislar una serie de genes de carotenogénesis en eucariontes, ver Tablal.

Tabla 1.- Ejemplo de algunos genes involucrados en la sintesis de carotenoides aislados
desde organismos eucariontes.

Gen Enzima Organismo Referencia
al-1 Fitoeno deshidrogenasa N. crassa Schmidhauser ef al, 1990
al-3 GGPP sintetasa” N. crassa Nelson ef al, 1989
al-2 Fitoeno sintetasa N. crassa Schmidhauser ef al, 1994
PDH Fitoeno deshidrogenasa C. nicotianae Ehrenshaft ef al, 1994
CCS Capsanthina-capsorubina C. annuum Armstrong & Hearst, 1996

sintetasa

PDS Fitoeno deshidrogenasa | C. annuum Hugueney ef al, 1992
PDS-1 |Fitoeno deshidrogenasa - G. soja Bartley ef al, 1991
carB Fitoeno deshidrogenasa - P. blakesleeanus |Ruiz-Hidalgo ef al, 1997.
PSY Fitoeno sintetasa L. esculentum Bird ef al, 1991
CrtL Licopeno ciclasa L. esculentum Pecker et al, 1996
CriL Licopeno ciclasa N. tabacum Pecker. ef al, 1996
PDS Fitoeno deshidrogenasa Zea mays Liefal, 1996
BKT B-caroteno cetolasa H. pluvialis Lotan & Hirschberg, 1995

*GGPP: Geranilgeranilpirofosfato
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Un microorganismo eucarionte carotenogénico es la levadura Xanthophyllomyces
dendrorhous (anteriorm_ente Phaffia rhodozyma). Este hongo acumula Iz xantofila
astaxantina (3, 3’-dihidroxi-B,B-caroteno-4,4’-diona) como producto fing] y es una
especie interesante como modelo de estudio genético molecular de la sintesis de estos
pigmentos, ademas de presentar proyecciones en cuanto a sy utilizacion como
organismo de produccién industrial de esta xantofila (Johnson ef af, 1977, Sanderson &
Jolly, 1994),

X. dendrorhous es una levadura, aislada desde exudados de arboles en las
regiones montafiosas de Alaska y Japon (Miller ez al, 1976). Se caracteriza por presentar
una pared celular estructurada en multicapas, formar yemas enteroblasticas y
clamidosporas que germinan por yemacidn. Ademis, no forma micelio, sintetiza
carotenoides (principalmente astaxantina), produce compuestos amilojdes Yy es capaz de
fermentar aziicares. Sus células son elipsoidales de 3.8 a 7.5 mm por 5.5 a 10.5 mm,
uninucleadas y frecuentemente yeman en el mismo sitio. Su contenido G + C es de 48,3
% (Miller et al, 1976).

En un principio X. dendrorhous fue clasificada como una levadura imperfecta,
por desconocerse la fase sexual de su ciclo reproductivo, de origen basidiomicete (Miller
et al, 1976; Yamada & Kawasaki, 1989, Yamada, er af, 1990). No obstante,
recientemente se ha descrito su fase perfecta, en la cual el nicleo de la célula madre se
conjuga con el nicleo de la célula hija (proceso Hlamado pedogémia), luego de esto se

desarrolla un largo holobasidio de 70 a 80 pm de longitud y 2 2 3.5 um de diametro. el

cual presenta entre 4 y 6 basidiosporas terminales, ovales ¢ elipsoidales de 4 x 8 Lm,
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Debido a que este ciclo de vida es desconocido en levaduras basidiomicetes fue
propuesto el nuevo género y especie Xanthophyllc;myces dendrorhous para el estado
perfecto de Phaffia rhodozyma (Golubev, 1995). No obstante, debido a un
comportamiento diferente en la esporulacion de la cepa tipo en esta levadura (CBS 5905,
UCD 67-210), otros investigadores discuten este analisis proponiendo que X.
dendrorhous seria una especie diferente a Phaffia rhodozyma (Kucsera et al, 1998).

En base al andlisis quimico de los intermediarios de la carotenogénesis de X.
dendrorhous, se ha propuesto una via de sintesis de astaxantina. En la figura 3 podemos
ver una modificacion de la via a partir de geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Andrewes
et al, 1976). Las caracteristicas de las enzimas responsables de la sintesis de estos
compuestos y el orden en que actiian aiin, son materia de especulacion. Actualmente, no
se ha descrito el aislamiento de genes que estén involucrados en la sintesis de
astaxantina en X. dendrorhous. Sin embargo, el andlisis de mutantes afectados en la
carotenogénesis y el analisis quimico de los intermediarios de la via, han llevado a
plantear una serie de preguntas en tormo a la sintesis de astaxantina en esta levadura.
Debido a que la carotenogénesis en X. dendrorhous formaria parte de su metabolismo
secundario, es posible proponer la existencia de tres tipos de genes involucrados en este
proceso: a) genes estructurales que codifican por las enzimas involucradas directamente
en las reacciones de sintesis de carotenoides, b) genes regulatorios que controlan la
expresion de parte o la totalidad de los genes estructurales y c) genes que poseen un

efecto indirecto sobre el fenotipo de pigmentacion, como aquellos genes que controlan el

flujo de precursores y cosustratos o facilitan la acumulacion de estos compuestos

(Lukner, 1990).
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Considerando este ultimo punto de vista, probablemente los mutantes que pueden
entregar mayor informacion son aquellos que presentan mutaciones en genes
regulatorios y estructurales. Ambos fenotipos son ficilmente reconocibles ya que
presentan alteracion en los niveles de pigmentos individuales o bien acumulan alguno de
los pigmentos intermediarios, respectivamente.

En X. dendrorhous los mutantes del tipo regulatorio presentan patrones de
pigmentacion variable, pudiéndose encontrar mutantes subproductores de pigmentos, los
que muestran niveles proporcionalmente bajo de todos los carotenoides presentes. O
bien mutantes sobreproductores que presentan un patron de pigmentacién diferente en
cuanto a la acumulacion de carotenos y xantofilas, especificamente entre -caroteno y
astaxantina. (Girard ef al, 1994., Calo et al, 1995).

Por otra parte, los mutantes que presentan alteracion en los genes estructurales de
la sintesis de astaxantina son principalmente de tres tipos. Dos de ellos son albinos y se
diferencian en el nivel de acumulacion de fitoeno (Girard et al, 1994) y el tercer grupo se
caracteriza por acumular B-caroteno (An et al, 1989, Martinez, 1995).

A la luz de los antecedentes anteriores, una de las hipotesis que surge es que,
dada la imposibilidad de obtener cepas mutantes que acumulen algiin intermediario entre
B-caroteno y astaxantina, las etapas de la sintesis de astaxantina a partir de B-caroteno
estarian controladas por un solo gen, el cual codificaria por una enzima con las dos
actividades de oxidacion necesarias para la formacién de astaxantina. Alternativamente,
estas actividades enziméticas podrian ser realizadas por polipéptidos individuales que

formarian un complejo multienzimatico, dependiente de varios genes estructurales.
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Geranilgeranilpiroshofaty

Figura 3.- Via de sintesis de astaxantina a partir de geranil-geranilpirofosfato propuesta
para Xanthophyllomyces dendrorhous (adaptado de Andrewes et al, 1976).

Otra interrogante que subyace a los antecedentes anteriores, es la posibilidad que
otros pasos en la via de sintesis de astaxantina sean controlados por un solo gen que
codificaria por una enzima capaz de reconocer dos sustratos diferentes. Uno de éstos

puede estar representado en la sintesis de licopeno a partir de fitoeno. La literatura
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describe para este paso la necesidad de introducir cuatro dobles enlaces (cuatro
desaturaciones) para pasar desde fitoeno a licopeno, pudiéndose producir como
intermediarios fitoflueno, {-caroteno y neurosporeno, como ocurre en cianobacterias y
plantas superiores (ver figuras 4 y 5) (Bramley & Mackenzie, 1988., Dogbo et al, 1988,
Armstrong & Hearst, 1996, Hugueney ef al, 1992.). Se ha descrito para estos organismos
que existen dos genes que estarian involucrados en este paso (Hugueney ef al, 1992,
Linden et al, 1994., Armstrong & Hearst, 1996.), los genes CrtP y CrtQ, que codificarian

para una fitoeno desaturasa, tipo CrtP, la cual produce {-caroteno y una enzima llamada

{-caroteno desaturasa que llevaria al C-caroteno hasta licopeno. Sin embargo,
organismos tales como bacterias no-fotosintéticas y fotosintéticas anoxigénicas poseen
la capacidad de sintetizar licopeno o neurosporeno a partir de fitoeno, mediante una sola
enzima que es codificada por un gen llamado Crtl (fitoeno deshidrogenasa tipo Crtl)
(figura 5) (Bartley ef al, 1990, Fraser ef al, 1992). Adicionalmente, en algunos hongos se
ha aislado el gen que codifica para esta enzima describiéndose como una enzima del tipo

CrtI (Schmidhauser ef al, 1990., Ehrenshaft & Daub, 1994., Armstrong & Hearst, 1996).
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Figura 4.- Via de sintesis de licopeno a partir de fitoeno. Extraido de Bramley &

Mackenzie, 1988.
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Figura 5.- Representacion esquematica de las reacciones de desaturacion en la

biosintesis de carotenoides de bacterias, hongos, cianobacterias y plantas superiores.
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Hipétesis de Trabajo:

“En la ruta de biosintesis de astaxantina, en Xanthophyllomyces dendrorhous, el
paso entre fitoeno y licopeno estarfa controlado por un solo gen estructural, el cual
codifica para una fitoeno deshidrogenasa del tipo Crtl, semejante a la descrita en algunas
bacterias y hongos”.

Una hipétesis alternativa seria:
“Existiria mas de un gen estructural que estaria involucrado en el paso de fitoeno

a licopeno en X. dendrorhous, los cuales regularian el paso de fitoeno a {-caroteno y

luego de C-caroteno a licopeno”.

Para poner a prueba esta hipétesis, en esta tesis se consideraron los siguientes
objetivos especificos:

- Aislamiento del o los genes a partir de una genoteca de la cepa UCD 67-385 de
Xanthophyllomyces dendrorhous.

- Realizacién de un mapa de restriccién de los plasmidos aislados desde la genoteca
de Xanthophyllomyces dendrorhous.

- Secuenciacién y anilisis de la secuencia nucledtidica de los genes aislados.

- Localizacion en el cariotipo electroforético de alguno de estos genes aislados.

- Transformacién de mutantes de carotenogénisis de X. dendrorhous con alguno de
estos genes.

- Transformacion de la cepa silvestre de X. dendrorhous (UCD67-385) con productos

de delecidn de los genes aislados.




Aproximacion metodolégica al problema.

Para abordar ¢l problema del aislamiento de alguno de los genes que participan
en la biosintesis de carotenoides en la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous se han
utilizado diferentes estrategias.

Estrategias metodoldgicas utilizadas en el desarrollo de esta tesis:

1° Analisis de la capacidad de complementar las mutaciones de las cepas atx3 y atx5 por
el plasmido pPR142H2,

2° Construccion de un sistema heterologo de sintesis de carotenoides.

3° Disefio de partidores a partir de zonas conservadas en la secuencias de aminoicidos

de fitoeno deshidrogenasas de bacterias y hongos.

1° El plasmido pPR142H2 es un plasmido rescatado desde transformantes de X
dendrorhous. Estos transformantes fueron obtenidos luego de experimentos de
transformacion de cepas mutantes albinas (que acumulan fitoeno) y mutantes amarillas
(que acumulan B-caroteno) con una genoteca de la cepa silvestre UCD 67-385 de X,
dendrorhous (Martinez ef al, 1998).

Fragmentos Hincll del inserto de 2,6 kb de este plasmido fireron subclonados en
pBluescript SK-. Estos fragmentos fueron secuenciados y ademas utilizados como sonda
para ;escatar desde Ia genoteca de la cepa silvestre, clones que probablemente llevarian
el gen, o parte del gen, que complementé las mutaciones. La hibridacién en colonias,

permiti6 aislar entonces 6 clones, dos de 5 kb, dos de 6 kb, uno de 8 kb y otro de 1 kb.

17
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Un analisis de restriccion permitid determinar que eran diferentes. Se probd la capacidad
de cada uno de ellos para complementar la mutacion presente en la cepa afx5, asi como
la mutacion de la cepa atx3. Ninguno de estos plasmidos, por si solos, o en parejas
fueron capaces de complementar las mutaciones presentes en estas cepas. Considerando

estos resultados se decidio utilizar una segunda estrategia.

2" Esta estrategia se basa en la expresion de los genes de carotenogénesis de la
bacteria Erwinia uredovora (Misawa, et al, 1990) en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Con este sistema se podra obtener una cepa de esta levadura que sintetice f3-
caroteno, esta cepa posteriormente seria transformarda con una genoteca de DNA total o
cDNA de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous. Se espera que los plasmidos
que lleven alguno de estos genes provocara que esta cepa cambie de color ya que le
conferira la capacidad de sintetizar un carotenoide diferente (por ejemplo equinenona, 3-
OH-equinenona, etc). De esta forma, se podria aislar el o los genes que participan en la
sintesis de astaxantina a partir de B-caroteno en X. dendrorhous.

Se utilizardn cuatro genes de E. uredovora, crtB, crtE, crtl y crtY que codifican
para las enzimas, geranilgeranilpirofosfato sintetasa, fitoeno sintetasa, fitoeno
deshidrogenasa y licopeno ciclasa. Ellos seran amplificados mediante PCR desde el

genoma de E. uredovora y ubicados bajo el control del promotor divergente Gall/10 en

el vector centromérico YCp50, para lograr su expresion en S. cerevisiae (figura 6).
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Construccion EGB

Construccion IGY

Figura 6.- Representacion esquematica de la orientacion y ubicacion de los genes crt de
E. uredovora, bajo el control del promotor Gal 1/10 de S. cerevisiae. Las flechas indican

el sentido de la transcripcion de cada uno de los genes.

3° Un tercer acercamiento consistio en un estudio de las secuencias nucleotidicas y
proteicas de algunos genes y enzimas que participan en la sintesis de carotenoides en
organismos procariontes y eucariontes, Esto se realizo con la finalidad de encontrar regiones
conservadas tanto en la secuencia nucleotidica como aminoacidica, de esta forma se podrian
construir partidores que permitieran amplificar el gen o parte de €l a partir del genoma o una
genoteca de ésta levadura. Uno de los genes analizados fue el gen de la fitoeno

deshidrogenasa, este posee una gran importancia en la sintesis de carotenoides, ya que se ha
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probado que en otros organismos existe, a este nivel, regulacién de la via de sintesis de estos
pigmentos (Ruiz-Hidalgo et al, 1997, Sandmann & Kowalczyk, 1989). Por otra parte, este
paso también presenta otros aspectos de interés como son la presencia de uno o dos genes
que participan en las cuatro reacciones de deshidrogenacion del fitoeno para dar licopeno
(ver figura 3). Al comparar las secuencias de genes y proteinas de fitoeno deshidrogenasas,
presentes en las bases de datos, de organismos tales como E. wredovora, Rhodobacter
capsulatus, Agrobacterium aurantiacum, Lycopersicon esculentum, Capsicum annuum,
Glycine max, N. crassa y Cercospora nicotianae, se logrd determinar zonas que son bastante
conservadas en la secuencia aminoacidica. De este modo, se resolvié elaborar partidores
degenerados que permitieran lograr la amplificacién de una parte del gen de la fitoeno
deshidrogenasa de X. dendrorhous. Sin embargo, al realizar un examen maés exhaustivo de la
base de datos se encontré ingresada una secuencia para una posible fitoeno deshidrogenasa
de otra cepa silvestre de X. dendrorhous. Al analizar esta secuencta, se pudo apreciar que los
partidores disefiados anteriormente presentaban una gran similitud con zonas de esta
secuencia por esto, se decidio disefiar partidores adicionales basados en la secuencia de la
base de datos e intentar su amplificacion en nuesira cepa silvestre UCD 67-385.

Un fragmento de 3,6 kb fue amplificado, clonado y secuenciado totalmente y en
ambos sentidos. Al analizar esta secuencia se observd que existia una zona de gran similitud
con la secuencta del gen de la enzima fitoeno deshidrogenasa de diferentes organismos. Para
probar que efectivamente correspondia a dicha secuencia se transformé una cepa mutante de
X. dendrorhous que acumula fitoeno, ademas se transformd la cepa silvestre UCD 67-385 de
X. dendrorhous con una delecién en esta secuencia con la finalidad de lograr reemplazar,

por recombinacién, el gen silvestre del genoma de esta levadura y obtener una cepa albina.




1.1. -

1.2.-

MATERIALES Y METODOS

Matenales
Material biologico.
Bacterias:

La cepa de Escherichia coli DH5a (Sambrook ef al, 1989) fue utilizada
como vehiculo de clonado y obtencion de plasmidos.

La bacteria carotenogénica Erwinia uredovora 20D3 ATCC 19321.
Levaduras:

La cepa silvestre de Xanthophyllomyces dendrorhous UCD 67-385 fue
adquirida al American Type Culture Collection, (ATC 24202), Rockville, MD,
US.A. Las cepas mutantes Aix3 (albina), Asx5 (amarilla), A#x8 (albina),
corresponden a mutantes de pigmentacion obtenidas en nuestro laboratorio y
derivan de la cepa silvestre UCD 67-385. Las cepas de Saccharomyces
cerevisiae AB1380, FYBI2-5Dc, FYBI1-8Ba, son parte del cepario de hongos
del Laboratorio de Genética, de la Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
Los genotipos de estas cepas son, AB1380a: ade2_1, canl-100, lys2-1, trpl,
ura3 his5 [psi+], FYBI2-5D o ura3, tripl, leu2Z y FYBI1-8Ba: ura3, leu2, his3,
lysl. Todas las cepas fueron mantenidas congeladas a -70 °C en medio YM mas
17 a 25% de glicerol y son parte del cepario de hongos del Laboratorio de

Genética, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
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Plasmidos:

Los plasmidos pBlueScript SK™ (Sambrook et al., 1989), utilizado en el
clonamiento de genes e YCp50 (Pouwels ef al, 1988) utilizado en clonamiento del
promotor Gall/10 de Saccharontyces cerevisiae y los genes de crtB, crtE, crtl y

crtY de E. uredovora, para la expresion de ellos, en esta levadura.

Enzimas:

Las endonucleasas de restriccion, DNA ligasa del bacteriofago T4, DNA
polimerasa de E. coli (fragmento Klenow) y de Thermus aquaticus fueron
adquiridas en Biolabs, Inc. U.S.A. y Gibco-BRL, U.S.A.

Las enzimas lisozima, novozima, proteinasa K y ribonucleasa A, fueron
adquiridas en Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A. y Gibco-BRL,

U.S.A.

Acidos desoxirribonucleicos:

El DNA del bacteriéfago lambda digerido con la endonucleasa de
restriccion Hind I1I, fue adquirido desde BioLabs Inc. U.S.A. y Bethesda
Research Laboratories Inc. U.S.A. El DNA de esperma de salmén se adquirid a

Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A.
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2.- Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los reactivos de uso general y frecuente son p.a. Otros reactivos fueron
adquiridos a las compafiias que se indican:

A Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A.
2,4-dihidroxypirimidina (Uracilo), 8-hidroxiquinolina, adenina, ampicilina, ATP,
bromuro de etidio, BSA (fraccion V), cloruro de litio, ioduro de sodio, IPTG,
L-arginina,  L-histidina, L-leucina, L-metionina, L-treonina, L-triptéfano,
sacarosa, SDS, tetraciclina, tiamina (Vitamina B,), X-gal, cloruro de rubidio.

A Merck Quimica Chilena Soc. Lida.: Acido bérico, alcohol isoamilico,
cloroformo, DTT, DL-valina, EDTA, etanol absoluto, fenol, formamida, glicerol,
glucosa, L(+)-alanina, L-asparagina, L-fenilalanina, L-tirosina, L-serina,
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, polietilenglicol 4000, Tris-HCL.

A Difco Laboratories, Detroit, Michigan U.S.A.: triptona, peptona,
extracto de levadura, extracto de malta, agar-agar.

A Nutricional Biochemical Corporation U.S.A.: DL-isoleucina, L-cisteina.

A Du Pont, Company, U.S.A.: a-**P-dCTP, **S-dATP.

Sistemas de purificacion y marcado radiactivo de acidos nucleicos.

Los siguientes sistemas fueron adquiridos a las compafiias que se indican:

A Bio 101, California, U.S. A.: Kit.GeneClean II, a Gibco-BRL: Kit Random Primers
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DNA labeling System, a United Stated Biochemical: Sequenase V(2.0), DNA sequencing

Kit y a Promega el sistema de secuenciacién de DNA fmol.

II.

1.1. -

1.2. -

Meétodos
Cultivos y mantencion de Microorganismos.
Bacterias:

Escherichia coli fue crecida en medio de cultivo Luria Bertani (LB)
(Apéndice 1) a 37 °C, con agitacion constante. Para su mantencién se crecid hasta
saturacion, se adicioné ampicilina 100 pg/ml en el caso de cepas portadoras de
plasmidos. Se tomaron 1400 pl del cultivo y se mezclaron con 400 pl de glicerol
al 87% y se mantuvieron indefinidamente a -70 °C. E. wredovora fue crecida en
medio de cultivo Luria Bertani (LB) a 30 °C con agitacion constante. la
mantencién se realizd de igual forma que E. coli.

Levaduras:

Las cepas de X. dendrorhous fueron crecidas en medio YM (Apéndice 1)
a 22 °C con agitacion constante. Para los experimentos de fusion de protoplastos,
la levadura fue crecida en medio minimo Vogel, MM, (Apéndicel). La
mantencion de las cepas de X. dendrorhous se realizd creciendo fa levadura en
YM durante 7 dias hasta alcanzar una DOssep=1.2 para luego congelarlas a -
70°C en presencia de glicerol a una concentracion final de 20 a 30%. S.

cerevisiae fue crecida en YEP (Apéndice 1) a 30 °C, con agitacion constante. Las
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cepas de S. cerevisiae se crecieron en YEP a 30 °C hasta alcanzar una DOssgn, de
1.0 y congeladas en glicerol a una concentracion final de 20 a 30 %, a —70 °C.
Formacion ;de protoplastos,

La formacién de protoplastos fue realizada de acuerdo al método
desarrollado en nuestro laboratorio (Hermosilla ez al, 1995). Para ello las células

de X denc!irorhous fueron crecidas en 100 ml de medio minimo MM, hasta
alcanzar un%. DOssoam=1.2. Luego, las células se lavaron dos veces con KCl1 0.8 M,
se resuspejndieron en 4.5ml de KCl0.8M y se agregd novozima a una
concentraci%n final de 1 mg/ml, completando un volumen total de 5 ml. La mezcla
fue incubada a 22 °C con agitacién suave por aproximadamente 12 h, tiempo en el
cual se obtiene un 100% de protoplastos. Los protoplastos fueron lavados tres
veces con KCl0.8M, centrifigando a 1500 x g por 5min en centrifuga
refrigerada Sorvall (modelo RC-5B con un rotor de angulo fijo $8-34) y
resuspendidos en 2 ml del mismo estabilizador osmético (1 x 10® células/mi). La

concentracion de protoplastos fue determinada mediante recuento directo con una

camara de Neubauer y por plaqueo en medio de regeneracién YM-KCl-agar 0.7%

(Apéndice 1).
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3.-  Pigmentos:

La extraccién y cuantificacion de los pigmentos en microgramos por
gramo de levadura seca (ppm), se realizo6 utilizando una modificacién al método descrito
por An ef al. (1989), a partir de 10 a 15 mg de peso seco de células. Las células fueron
depositadas en un tubo de vidrio de 20 x 150 mm conteniendo 2.5 cm de perlas de vidrio
de 0.5 mm de didmetro. El tubo fue agitado durante 2 min en un vértex a maxima
velocidad y se agregd 6 ml de acetona. Se agitd nuevamente en vortex por 1 min y se
agregé 2 ml de una solucion de NaCl (4 %) y 6 ml de éter de petréleo. El tubo fue
agitado nuevamente en vortex por 1 min y se centrifugd durante 6 min a 1935 x g enuna
centrifuga Sorvall a 4 °C. La fase éter fue traspasada a un tubo de vidrio y se midio el
volumen recuperado. Se midi6 la absorbancia de la fase éter a 450 nm y se estimo la

concentracién de pigmentos, (An ef al, 1989).

3.1. - Cromatografia liquida de alta resolucién:
La separacion de los pigmentos mediante HPLC de fase reversa se realizo
basandose en lo descrito por Craft, 1992. Los pigmentos obtenidos segun el punto
4 fueron resuspendidos en 200 pl de éter de petréleo y alicuotas de 50 ul fueron
sometidas al anilisis cromatografico. Se utilizé como fase mévil una mezcla de
acetonitrilo: metanol (9: 1), en una columna LiChrospher RP18, 5 pm (Merck).

Se aplic6 un flujo de 1 ml/min durante toda la corrida cromatogréfica (35 min) y
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los pigmentos fieron registrados a una longitud de onda de 450 nm de. Para el

analisis de fitoeno, los pigmentos fueron medidos a 287 nm.

Purificacion de DNA.
DNA plasmidial;

Para aislar DNA plasmidial de cultivos bacterianos, se utilizé el método de
la lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979). Las cepas bacterianas fueron crecidas en
10 ml de medio LB suplementado con el antibiético correspondiente. el DNA fue
resuspendido en 50 pl de tampén TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA mM) con
RNAsa A a una concentracién de 30 pg/ml. La solucidn fue incubada durante
15 min a 37 °C, finalmente la calidad y concentracion del DNA fue visualizada por
electroforesis en gel de agarosa (Sambrook ef al, 1989) y utilizando el program

ID1 de Kodak,

Extraccion de DNA desde geles de agarosa:

En algunos casos fue necesario limpiar el DNA mediante “GeneClean”.
GeneClean II es un kit comercializado por Bio 101, Carlsbad, CA, USA
(hitp://www.bic101.com). Para ello, 1 g de Acidos nucleicos aislados fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 0,7% a 7V/em por 3h
Posteriormente, se aislé un fragmento de gel que contenia el DNA de interés y fue

purificado de acuerdo a lo descrito en el manual de este kit
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4.3. - DNA genomico de X. dendrorhous:

Para obtener DNA de peso molecular sobre 23 kb, se utilizd un protocolo
basado en la obtencidn de protoplastos (ver punto 2). Los protoplastos de X.
dendrorhous fueron centrifugados a 1935 x g en una centrifuga Sorvall (rotor
5§-34) durante 4 min y resuspendidos suavemente en 4.5 ml de Tris-HCl 10 mM
pH 8.0, EDTA 20 mM. Luego, se agregd 0.5 ml de SDS al 10% y se incubd la
mezcla a temperatura ambiente por 5min, después se agregd 50l de
proteinasa K a 20 mg/ml y se incub6 a 55 °C por 1 hr. Posteriormente, se agregd
10 pl de RNAsa a 10 mg/ml y se incubd a 30 °C por 30 min. La solucidn con el
DNA fue desproteinizada agregando 5 ml de fenol saturado en tampén Tris-HCL
pH 7.4 y se agito suavemente durante 30 min. Las fases fileron separadas por
centrifugacién a 4000 rpm por 4 min, la fase acuosa fue transferida a un tubo
Corex de 30 ml con una pipeta de vidrio de 10 ml. A la fase fendlica, se agregd
2 ml de solucidén Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 20 mM y se agité suavemente
por 30 min, separando las fases nuevamente por centrifugacion a 4000 rpm por
4 min. Ambas fases acuosas se unieron y se agregaron 4 ml de fenol saturado.
Después de agitar la mezcla por 30 min, se recuperd la fase acuosa mediante
centrifugacion a 1935 x g por 4 min. Este tltimo paso fue repetido una vez mas y
posteriormente se agregaron 5 ml de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) a la fase acuosa. Se mezclo suavemente y ambas fases fueron

separadas por centrifugacion a 1935 x g por 4 min, recuperando la fase acuosa.
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Para retirar restos de fenol desde la fase acuosa, se agregd 5 ml de una mezcla de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), agitando suavemente por 30 min y
separando las fases por centrifugacién. Por tltimo, el DNA fue precipitado
mediante la adicion de 2.5 volimenes de etanol absoluto e incubado en hielo por
10 min. Los acidos nucleicos fileron retirados de la suspension con ayuda de una
pipeta de 10 mi en posicion invertida y depositados en un tubo de microcentrifuga
estéril. Luego de secar el DNA, este fue lavado con etanol al 70% vy
posteriormente resuspendido en 500 a 1000 pl de tampoén TE. Finalmente, el

DNA fue analizado mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.5-0.6%.

Extraccién de DNA gendmico de E. uredovora.

La extraccidn de DNA genémico de E. uredovora fue realizada mediante
una adaptacién al método descrito por Misawa ef al, 1990. Las células fueron
crecidas en medio LB (apéndice 1) a 30 °C con agitacion constante hasta llegar a
fase estacionaria. Se agregé al medio de cultivo 0,2 ml de ampicilina 100 mg/ml y
se incubd por una hora. Las células fueron centrifugadas a 4340 x g en una
centrifuga Sorvall (rotor §8-34) durante 5 minutos y se resuspendieron en buffer
TES (apéndice 2) y fueron incubadas a 68 °C durante 15 minutos. Luego las

células fueron centrifugadas a 4340 x g por 5 minutos, resuspendidas en 7 mi de

solucién I con lisozima a 5 mg/ml y agregd 10 pl de RNAsa a 100 mg/ml La

mezcla fue incubada por 30 minutos a 37 °C, posteriormente se agregd 50 ul de
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proteinasa K a 20 mg/ml y se continu¢ incubando por 15 minutos. Luego, se
agregd 0,7 ml de SDS al 10 % y se incubo la mezcla a 37 °C durante varias horas,
hasta ver lisis total de las células. La solucion con el DNA fite desproteinizada
mediante dos extracciones con fenol: cloroformo: alcohol iscamilico (25:24:1) y
dos con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). En ambos casos las fases fueron
mezcladas suavemente y separadas por centrifugacion a 1935 x g por 4 minutos.
Finalmente, el DNA se precipitd agregando 3 volumenes de etanol absoluto fifo y
mezclando muy suavemente. L.os acidos nucleicos fiieron retirados de la solucion
utilizando una pipeta de 10 ml en posicién invertida y depositados en un tubo de

microcentrifuga.

Transformacion genética.
L. coli:

La transformacién genética de la cepa DH5a. de E. coli, fue realizada
segin el método de RbCl (Ulthermohlen, 1994). La cepa DH5a, de E. coli, fue
sembrada en medio LB solido. Las placas se incubaron durante dos dias a 37°C.
Se tomaron tres colonias aisladas y con ellas se inoculé un matraz de 50 ml que
contenia 7 ml de medio ¢ ( Apéndice 1). El cultivo fue incubado con agitacion
constante hasta alcanzar una DOssoun=0.3. 5 ml del cultivo se utilizaron para
inocular 100 ml de medio ¢ precalentado a 37°C, el cual se incubé con agitacion

hasta alcanzar una DOssouy= 0.48. Este cultivo fue distribuido en tubos Corex de
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15 ml preenfriados, las células fueron precipitadas mediante centrifugacion a 5000
rpm en una centrifuga Sorvall a 4°C y luego resuspendidas suavemente en 30 m|
de solucion TIBI (Apéndice 2). Posteriormente las células fueron precipitadas por
centrifugaciéon bajo las mismas condiciones, resuspendidas en 4 ml de solucién
TPl (Apéndice 2), distribuidas en alicuotas de 50 6 100 pl en tubos de

microcentrifiiga de 1.5 ml y guardadas inmediatamente a -70°C.

5.1.1. - Transformacion:

Las ceélulas competentes de E. coli fueron descongeladas en hielo.
Posteriormente, se adicion6 el DNA transformante en un volumen no superior a
los 10 pl y la mezcla fue incubada en hielo por 15 min, luego de lo cual fue
sometida a un pulso térmico de 2 min a 42 °C. En seguida, las células fueron
incubadas en hielo por 2 min y posteriormente a temperatura ambiente por
10 min. Con la finalidad de permitir la expresién del gen de resistencia codificado
en el vector transformante, se adiciond a la mezcla 1 ml de medio LB y se incubd
a 37 °C durante 1 hr. Finalmente, se sembraron alicuotas de 100 pul de células en

placas con medio LB que contenia los antibidticos apropiados e incubadas a 37 °C

por 12-16 h.
5.1.2.- Seleccion de clones con inserto:
Para el plasmido pBluescript, la seleccion fie realizada directamente

debido a que las bacterias transformadas fueron sembradas en placas con medio
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LB-agar, ampicilina 100 ng/ml, IPTG 32 pg/ml, X-gal 32 pg/ml. En este medio
de cultivo, las colonias que poseen el plasmido con un inserto que interrumpe al

gen lacZ, son blancas y las que no poseen inserto son azules (Sambrook ef al.,

1989).

5.2 .- Xanthophyllomyces dendrorhous

5.2.1.

- Transformacion mediante protoplastos de X. dendrorhous. Los protoplastos
fueron precipitados mediante centrifugacion a 1935 x g en centrifuga Sorvall a
4°C y resuspendidos en 1 ml de KCI 0,8 M, CaClI2 10 mM, Tris-HC! 10 mM pH
8.0. La suspension fue dividida en alicuotas de 100 pl y depositadas en tubos
Eppendorf de 1.5 ml y mantenidos en hielo. El DNA transformante se agrega en
un méaximo de 10 pl y se incubé por 10 min a 22 °C. Se agregd 1 ml de PEG 4000
26,4%, KCI 0,8 M, Tris-HCI 10 mMpH 8.0. CaCI2 10 mM y se incub6 por 10
min a 22 °C. Los protoplastos fueron recuperados mediante centrifugacion a 1000
X g por 5 minutos y resuspendidos en 1 ml de medio YM-KCI1 0,8 M, CaCl2 5mM
e incubados durante 1 hr a 22 °C para permitir la regeneracion de la pared celular,
Finalmente, se depositaron alicuotas de 100 ml de en 3 ml de medio YM-KCI 0,8
M, agar 0,7% a 45 °C y luego se deposité homogeneamente sobre la superficie
de placas Petri que contenian medio YM-agar, KCl 0,8 M. Las placas fueron

incubadas a 22 °C por 7 a 10 dias.
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5.2.2. - Transformacion mediante Electroporacion de X. dendrorhous.

6. -

La electrotransformacion de X. dendrorhous fue realizada mediante una
modificacion a lo descrito por Kim er al, 1998. Un cultivo de 48 horas de
crecimiento es diluido 100 a 200 veces en 200 ml de YM, el cultivo es crecido
con agitacion constante hasta una DOssenm de 1.2, Las células son centrifugadas en
centrifuga Sorvall (rotor SS-34) a 3600 x g durante 6 minutos. Luego las células
fueron resuspendidas en 25 ml de buffer BD (apéndice 2) e incubadas durante 15
minutos a 21 °C. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con 25 ml
de buffer STM (apéndice 2), frio y finalmente, resuspendidas en 0.5 ml de buffer
STM (aproximadamente 3 x10° células/ml). A 60 ul de células
electrocompetentes de X. dendrorhous se agregé el DNA en un volimen de 5 pl.
Luego se mezclaron y fueron colocadas en una cubeta de 0.2 cm, Bio Rad. El
pulso eléctrico es realizado con Gene Pulser Bio Rad y correspondié a 125 mF,
600 ohms, 0.45 kV/cm. Luego las células fueron resuspendidas en 0.5 ml de
medio YM e incubadas durante 5 horas a 22 °C. Posteriormente fueron sembradas

en placas Petri con medio YM-agar.

Analisis de DNA.

6.1. - Digestion con endonucleasas de restriccion:

Los andlisis de restriccion fueron realizados segin lo descrito en

Sambrook et al (1989). Se incub6 0.5 a 1 pug de DNA plasmidial con 1 a 2
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unidades de enzima de restriccion durante 3h en tampén y temperatura
requeridos por la enzima (segin instrucciones del fabricante). Las reacciones de
digestion fueron realizadas en un volumen final de 20 pl. Cuando fue necesario
digerir el DNA plasmidial con dos enzimas de restriccion, las reacciones fueron
realizadas en forma simultanea utilizando tamp6n multicore 10X de Promega vy los
;:ontroles individuales respectivos. Cuando los productos de digestion eran
requeridos para otra reaccion enzimatica el DNA fue desproteinizado con un
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), luego con un
volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y posteriormente precipitado
con dos volimenes de etanol a -20 °C. Finalmente, el DNA fue resuspendido en
aguay o tampon TE.

Los productos de digestion fireron analizados por electroforesis en gel de
agarosa entre el 0,8 y 1,0%. Los tamafios de los fragmentos generados fueron

calculados utilizando el programa computacional ID.1 de Kodak

6.2. - Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).
6.2.1. — Partidores para el aislamiento de los genes de carotenogénesis de E. uredovora:
Los partidores fueron disefiados a partir del andlisis de la secuencia del
cluster de los genes de la biosintesis de carotenoides de E. uredovora cuyo

namero de acceso de la base de datos del GenBank es D90087 (Misawa et ai,

1990).
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— Amplificacion de DNA:

Como templado se utilizo entre 10 y 100 ng de DNA gendmico de E.
uredovora 6 X. dendrorhous en un volumen de reaccién de 25 pl que contenia
buffer de PCR 1X pH 8,4 (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI), MgCl, 2mM,
mezcla equimolar de los cuatro desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,2 mM, 1 pM de cada partidor y entre 0.2 y 0.5 unidades de DNA Taq
polimerasa (Gibco-BRL) o en otros casos Vent-polimerasa (Biolabs). Las
reacciones se realizaron en tubos de 0.2 ml en un termociclador Perkin Elmer,
modelo 9600, los parametros del ciclo fueron: Denaturacion previa del DNA a 94
°C durante 3 minutos, luego 35 ciclos que incluian, denaturacién a 94 °c por 30
segundos, alineacidn de los partidores a 55 °C por 30 segundos y una elongacion
a 72 °C durante 3 minutos. Finalmente una elongacién final a 72 °C por 10

minutos.

Hibridacion DNA-DNA:
Los analisis de hibridacién de acidos nucleicos fueron realizados

basandose en la técnica desarrollada por Southern (1975) y descrita en Sambrook

et al, (1989 )y Rose et al, (1990).
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6.3.1. - Marcado de las sondas:

Las sondas de DNA fueron marcadas con ot-[szP]-dCTP mediante la
técnica de “"random primers" (Sambrook ef al, 1989). Para ello se utilizd el
sistema “Random Primers DNA Labeling System” (Gibco-BRL) segin
instrucciones del fabricante. Para ello, 30 ng de sonda, disueltos en 20 pl de agua
fueron denaturados, mediante calentamiento en bafio de agua por Smin e
inmediatamente el tubo fue depositado en hielo. Luego, se agregd 6 ul de una
solucidn que contenia una mezcla equimolar de desoxiribonucledtidos (dATP,
dGTP y dTTP), 15 ul de una mezcla de partidores sintéticos, 5 pl de a-[?P]-
dCTP (50 uCi) y 3 pl de agua destilada (Apéndice 2). La solucién fire mezclada
suavemente y se agregd 1pl de DNA polimerasa I (fragmento Klenow)
(Apéndice 2). La reaccidn fue incubada durante 3 h a 25 °C, luego se detuvo la
reaccion con 5 pl de “Stop Buffer” (Apéndice 2). La sonda marcada fue separada
de los nucledtidos no incorporados mediante sucesivas precipitaciones con dos
volimenes de etanol en presencia de acetato de amonio (1/10 de volumen de una

solucién 7.5 M). Finalmente, la sonda fue resuspendida en 100 pl de agua y

mantenida a -20 °C hasta ser utilizada.
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6.3.2. - Hibridacion:

Los experimentos de hibridacion de DNA fueron realizados basandose en
la técnica desarrolflada por Southern (1975). La electroforesis se realizé en geles
de agarosa, 0,8 % en presencia de bromuro de etidio 0.5 pg/ml, TAE 1X, se
utilizé 7 a 10 pg de DNA gendmico iratado con enzimas de restriccion o bien 40
a 100 ng de DNA plasmidial. El tampon de corrida fue TAE 1X. Luego de la
electroforesis, el gel fue irradiado con radiacion UV de 260 nm y fotografiado con
una referencia de distancia, para registrar la migracion del DNA. Posteriormente,
el gel fue sumergido en 300 ml de solucién HC1 0.25 M por 15 min para depurinar
y luego en 300 ml de solucion NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M a temperatura ambiente
por 30 min para denaturar el DNA. Posteriormente, el gel fue neutralizado
incubandolo en 300 ml de Tris-HCI 0.5 M (pH 7.4), NaCl 3.0 M durante 2 h. El
DNA fue transferido a una membrana de nylon (Pall) como se describe en
Sambrook, ef al. (1989), utilizando una solucién de citrato de sodio 10X (SSC
10X) como tampon de transferencia (Apéndice 2). La transferencia se realizd

durante 16 a 20 h y el DNA fue fijado covalentemente a la membrana mediante

irradiacion del filtro con radiacion UV de 260 nm durante 5 min. La membrana
fue incubada con solucion de pre-hibridacion (Apéndice 2) durante 4 ha 42°C y
luego se incubo por 24 h a 42 °C en presencia de la sonda marcada, previamente

denaturada mediante calentamiento 2 90 °C por 5 min. Una vez terminada la

hibridacién, la membrana file lavada dos veces con una solucién de SSC 5X,
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SDS 0.5% durante 15 min con agitacién a temperatura ambiente, Iuego dos veces
con una soluciéon SSC 1X, SDS 0.5% a 37 °C por 15 min y finalmente, se lavo
tres veces en SSC 0.1X, SDS 1% por 15 min a 65 °C, para una alta estrictez. En
caso de necesitar baja estrictez, el filtro fue lavado dos veces por 15 min en
SSC 1X, SDS 0.1% a temperatura ambiente y luego dos veces por 15 min en
SSC 1X, SDS 0.1% a 37° C. Posteriormente, la membrana fire secada entre papel
filtro y se dispuso sobre una plataforma de cartulina, la cual estaba previamente
recubierta con film plastico (“alusaplast™), y todo fue cubierto con el mismo tipo
de papel plastico. El armado fue puesto en una caja de exposicién
autorradiografica con pantalla intensificadora Kodak, que contenia una placa
autorradiogréfica tipo R. La caja fue incubada a -70 °C por 2 h, para hibridacién
de DNA plasmidial o 12 a 24 h para hibridacion de DNA genémico. Las placas

fueron reveladas y fijadas segin los procedimientos fotograficos rutinarios.

Hibridacion en libreria gen6mica.

Se utiliz6 una libreria genémica en pBlueScript de X, dendrorhous, cepa
UCD 67-385 (Martinez, 1995). Se analizaron 16 grupos provenientes de esta
libreria, cada uno de ellos conteniendo entre 100 ¥ 150 clones recombinantes. De
cada grupo se aisl6 DNA de acuerdo a Birnboim & Doly (1979), como se detalla

en la seccion 4.1. El DNA aislado de cada grupo fie digerido con la enzima de

restriccidon Bam HI. La hibridacion fue realizada segun el procedimiento descrito
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en la seccion 6.3.2, excepto que se utilizo aproximadamente 1 pug de DNA por
carril de cada grupo.

6.4.1 - Hibridacion de DNA en colonia:

La hibridacion de DNA en colonia fue realizada segiin Sambrook (1989).
Para cada grupo de la libreria gendmica de X. dendrorhous, se aislaron colonias
por plaqueo en placas LB conteniendo ampicilina 100 pg/ml, X-gal 32 pg/ml,
IPTG 32 pg/ml e incubando por 24 h a 37°C. Se prepararon en réplica cinco
placas con medio LB y ampicilina (100 pg/ml), cada una con una densidad de 100
colonias por placa para cada grupo analizado. Luego, se incubé por 24 h a 37 °C
y se procedid a transferir las colonias de una de las réplicas a filtros de nylon BRL
recortados circularmente con un didmetro menor al de la placa. Este filtro fue
puesto sobre la placa y se marcéd en cuatro posiciones de forma asimétrica
mediante la perforacién con una aguja estéril. Durante 5 min se dejo el filtro en
contacto con la placa. Toda la manipulacién de las placas fue realizada bajo
campana para minimizar los riesgos de contaminacién. Posteriormente, el filtro
fue retirado por medio de pinzas delgadas y sometido a los procesos de
denaturacion y neutralizacidon. Para la denaturacién, el filtro fie puesto en
contacto con papel Whatman humedecido con una solucion de NaOH 0.5 N,
durante 7.mir1. Para la neutralizacion el filtro fire puesto en contacto con papel

Whatman saturado con Tris-HCI IM, pH 8.0 por 5 min. Luego, el filtro fue

depositado sobre papel Whatman saturado con Tris-HCI, pH 8.0, NaCl 1.5 M por
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5 min. 'y lavado con una solucion de SSC 2X (Apéndice 2). Por tdltimo el DNA
fue fijado al nylon por irradiacién con luz UV durante 5 min.

La prehibridacion fue realizada de acuerdo a la seccién 8.4.2 por 4 h. a
42 °C. La hibridacion, fue efectuada en condiciones de hibridacién estrictas en
presencia de 50% de formamida, y a 42 °C durante 24 h. Se utilizaron 30 ng de
sonda marcada, denaturada por simple ebuilicion durante 5 min.

Los lavados posthibridaciéon fueron realizados en condiciones de alta
estrictez, esto es dos veces con una solucién de SSC 5X, SDS 0.5% durante
15 min, con agitacidn suave a temperatura ambiente, luego dos veces con una
solucién SSC 1X, SDS 0.5% a 37°C por 15 min y finalmente, tres veces en
SSC 0.1X, SDS 1% por 15 min a 65 °C. Para la autorradiografia, el nylon fue

expuesto a -70 °C durante 48 h.

Secuenciacién:

Se realizé mediante PCR, basado en la metodologfa basica descrita por
Sanger ef al, 1977. El procedimiento utilizado fue el descrito en el manual de
instruccion del fabricante del kit fmol distribuido por Promega.

La secuencia completa de los clones que portaban los genes crt de Erwinia
uredovora y de los clones que lievan los genes de carotenogénesis de X

dendrorhous fue obtenida del servicio de secuenciacidén de DNA automatizado del

Centro de Biologfa Molecular “Severo Ochoa”, Madrid, Espafia.
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6.5.1. - Gel de secuenciacion: Sistema “Base Ace de Stratagene'™.

Se preparé 50 ml de solucién de poliacrilamida para un gel al 6%
(Apéndice 2) y se agregd 30 ul de TEMED y 250 pl de persulfato 10% para
iniciar la polimerizacion, mezclando suavemente. Con ayuda de una jeringa vy
evitando la formacion de burbujas, se depositd la solucidn por la parte superior de
dos placas de vidrio separadas por 0.2 mm. Una vez vertida la solucidén fue
colocada una peineta de “dientes de tiburon” invertida se sello con papel plastico
(alusaplast) el borde superior para evitar la deshidratacion y se dejé polimerizando
a temperatura ambiente. Posteriormente el gel se montd en un sistema de
electroforesis Stratagene™, la corrida fue realizada en Buffer TBE 1X. Se realizé
una precorrida a 1500 volts para estabilizar la temperatura a 50 °C, las muestras
fueron cargadas luego de ser calentadas a 72 °C por 2 min. Se realizd una corrida
corta, de 120 min aproximadamente, y una mas larga de 240 min. Una vez
finalizada la electroforesis el gel fue transferido cuidadosamente a papel Whatman
3M y secado al vacio a 80 °C. Luego, el gel deshidratado fue expuesto a una placa
autorradiografica junto con una pelicula Kodak en oscuridad aproximadamente 24

h y posteriormente se revel6. La autorradiografia fue interpretada en la forma

convencional para determinar la secuencia de cada una de las muestras,
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7. — Preparacion de DNA cromosdmico para campo pulsado.
7.1. - X dendrorhousy S. cerevisiae.

S . cerevisiae y X. dendrorhous fueron cultivados en 100 ml de medio
YEP en y medio MM,, respectivamente, hasta alcanzar la fase estacionaria. Las
células se colectaron por centrifiigacién a 6900 x g por 10 min. y lavadas dos
veces con una solucion de EDTA 50 mM pH 8.0. Posteriormente las células de S.
cerevisiae fueron resuspendidas en 1 ml de la misma solucién conteniendo 25 pl
de zimoliasa 2 mg/ml en tampén fosfato 10 mM y glicerol 50%. En el caso de X,
dendrorhous se resuspendio en una solucién de EDTA 50 mM pH 8.0 que
contenia 10 mg/ml de novozima. Las suspensiones fireron mezcladas con 3 ml de
agarosa de bajo punto de fusiéon 1%, EDTA 125 mM pH 8.0 (precalentada a
42 °C) y distribuida en moldes de 100 pi, dejando enftiar a 4 °C durante 15 min,
Los bloques fueron sumergidos en 5ml de solucion LET (Apéndice 2)
conteniendo 0.04 mg/ml de zimoliasa en el caso de S. cerevisiae y 0.4 mg/ml de
novozima para X. dendrorhous, e incubados por 16 h a 37°C. Después, los
bloques fueron lavados dos veces con EDTA 50 mM y sumergidos en 5 ml de
solucion NDS con proteinasa K 1 mg/ml (Apéndice 2), incubando a 50 °C por
24 h. Por ultimo, los bloques fueron lavados dos veces con EDTA 50 mM y
mantenidos en esta solucion a 4 °C hasta ser utilizados. Para un tiempo largo de
almacenamiento fueron sumergidos en una solucién de EDTA 50 mM, glicerol

50% vy puestos a -20 °C.
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Electroforesis de campo pulsado:

El DNA cromosomico fire separado mediante electroforesis de campo
pulsado del tipo CHEF en un equipo BioRad II (Chu et al, 1986) de 15 cm’. Para
ello, se utilizaron geles de agarosa 0.85-1% en tampén TBE 0.5X (Apéndice 2).
La electroforesis fue realizada a 14 °C en TBE 0.5X como tampén de corrida. Las
condiciones de corrida correspondieron a un pulso inicial y final de 60 segundos
durante 24 horas a 6 Volts/cm y luego un pulso de 120 segundos durante 24
horas. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio, 1 pg/ml, durante 6 h y
después destefiidos por 3 a 4h en agua destilada. Finalmente, el DNA

cromosomico fue visualizado mediante irradiacién UV. La hibridacion se realizé

de acuerdo a lo descrito en la seccion 6.3.2.




RESULTADOS

1.-  Analisis de clones rescatados a partir de transformantes de X, dendrorhous.

A partir de un clon obtenido de transformantes de X. dendrorhous y denominado
PPR142I12 (Martinez, 1995), se obtuvieron dos fragmentos de DNA, de 0.5 kb y 1.3 kb,
al digerir con la enzima de restriccion Hincll. Estos fragmentos fueron subclonados en el
plasmido pBluescript SK™ generando de esta forma los plasmidos llamados pRLO.5 vy
pRLI.3 que portan los fragmentos de 0.5 y 1.3 kb respectivamente(figura 7). En esta
condicion fueron analizados por secuenciacion y utilizados como sonda para el
aislamiento de clones a partir de la genoteca de la cepa silvestre, UCD 67-385.

La secuenciacion parcial de ambos clones, fue realizada utilizando los partidores
T7 y T3. Del mismo modo fueron secuenciados los extremos del plasmido pPR142H2
(figura 8 y figura 9). Estas secuencias fueron comparadas con la base de datos del
programa GCG, mediante el programa FASTA. El resultado del analisis no presentd

similitud con otras secuencias o segmentos de secuencias pertenecientes a la base de

datos.
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Figura 7.- Electroforesis en gel de agarosa 0,8%. Se muestra el DNA de los clones
PRL1.3 y pRLO.5 derivados del clon pPR142H2.

Carriles 1 y 8: DNA del AMHindlIl. Carril 2: pRL1.3. Carril 3 y 4: pRLO.5. Carril 5:
PRL1.3 digerido con Hincll. Carril 6 y 7; pRLO.5 digerido con Hincll. Los tamaiios del
estandar de peso molecular (A/HindIIl) son entregados en kilobases (kb). Las flechas
indican los fragmentos de 1.3 kby 0.5 kb
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A
1 50
GATTCGTTTC CTTCTCAGAT GAGAATCTAA GATGATATCG ATACCGGCGA
51 100
AACGGTCTGT TCAGGCAGGT CCATCGTTGT CTGCACACCG GTATGAAACG
101 150
CAAGATTGCT GTTGCACCTG TTGATCTTTG TAGCCGAAAT TCACCGCAAG
151 200
GGATTATTGT CAAGTCCTAG ACGTCAATCT CGATGTGTTG TCTACTCGTT
201 212
CAAGCGTTGC TT
B

1 50
GGTCAACTGT CAAAGCCAAC AGCATAGAAG GTTAGAAAAG GATACATTTG

51 100
TCGAACGGCT AAACCTATAG GCTGAACTCA TTCTTCGCTC TARATAAATA

101 150
AATGCGCGAA GGAAATAAGA AGAACAATAT AGTCATATAT ACACCATEGEG

151 186
ATAATCTCAA GGTATCGTCT GTCATCTCGT TTTCGA

Figura 8.- La figura muestra la secuencias nucleotidica obtenidas a partir de los
extremos mas cercanos al sitio de multiclonamiento del plasmido pPR142H2.

A: Secuencia obtenida a partir del partidor T7, ubicado en Ia region de
multiclonamiento, del plasmido pPR142H2.

B: Secuencia nucleotidica obtenida a partir del partidor T3, del sitio de

multiclonamiento, del plasmido pPR142H2.

\




1 50
GCATATTTAR AAGAGCARGG TARAGAGAAA TAATGTTCGG GGAGAATGAG

51 100
AATGATGAAT GAGAARGTGC ATCTAGTTCT AATTGTTTTC CACGTGTAGA

101 150
TCAATAGAGA CCCACGGACG ACCAACCTGG NGGCCGGGCA GTCTCGGCCG

1531 200
TCAGAGTGAT GATTTCACTA CCGGGGTAAC CARACGTGTC TTTACTGGGN

201 232
NNNGCGTGTG TATCATATCA GTTGATACAG GA

50
TCGT CAAAGCCAAC AGCATAGBAG GTTAGAARAG ATACATTTGT

51 100
CGAACGGCTA AACCTATAGG CTGAACTCCA TTCTTCGCTC TARATARATA

101 150
AATGCGCGRA GGARATAAGA AGAACAATAT CACGATCATA TATACACCAT

151 200
GGGATAATCT CAAGGTATCG TCGGTCATCT CGTTTTGCAA GAGCTTTCTT

201 228
CGTTCGATCA GCTTCACTCA ATTTCTAC

1 50
CACATGRATA AGACTGGATT ACTGTTACGA CAARACCCCGG CGATAGTTTT

81 100
TGTTTGACAT TGATGAAACG GCTTCTCGTT CAGCCATACCT GTCACATAR

101 150
CATAGTCGT CTTTCAGACGA TTCGTTCTTE TATCTCTCTGG CCCGTCGTT

151 200
GAGGAAGATT GTACATTCAT CTCCATTCAT ACCAGATGCCG TGACTTGGG

201 250
TGGTGGTCGC AACGATCTGG CTCCTARGGA AATGGCAGGTT TGGGATATT

251
ATAT
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Figura 9.- Secuencia nucleotidica de los subclones PRLO.5 y pRL1.3 provenientes del

plasmido pPR142H2. A: Secuencia nucleotidica del plasmido pRLO.5 utilizando el

partidor. B: Secuencia nucleotidica del plasmido PRL1.3 utilizando el partidor T3. C:

Secuencia nucleotidica del plismido pRL1.3 utilizando el partidor T7
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Se realizaron dos experimentos de hibridacion en colonias provenientes de la
genoteca de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous (Martinez, 1995). En este
caso fueron utilizados como sonda los fragmentos Hincll de 0.5 kb y 1.3 kb,
provenientes del plasmido pPR142H2. De esta forma, al ufilizar como sonda el
fragmento de 0.5 kb se pudo aislar 3 clones y al utilizar como sonda el fragmento de 1.3
kb se aislaron 4 clones.

En la figura 10 se muestra el patrén electroforético de los siete clones, aislados
desde la genoteca y digeridos con la enzima BamH/. Esta genoteca fue construida en el
sitio BamH1I del plasmido Bluescript, de esta forma, al digerir con dicha enzima se libera
el inserto. Se puede observar que los clones aislados presentan insertos de diferentes
tamafios, dos de 5.0 kb (pRL5a y pRLS5b), dos de 6.0 kb (pPRL6a y pRL6b), uno de 8.0
kb (pRL8), uno de 3.0 (pRL3) kb y uno de 1.0 kb (pRL1).

Estos clones fueron analizados mediante digestién con enzimas de restriccion
para determinar la existencia de relaciones de semejanza entre ellos, En la figura 11 se
muestra un andlisis de digestion de dos de estos clones, pRL3 y pPRL5a . Aunque no fue
posible encontrar un patrén de digestion semejante entre los clones, ellos fueron
utilizados en experimentos de transformacién para complementar mutantes afectados en

la ruta de biosintesis de carotenoides de X dendrorhous.
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Figura 10. Electroforesis en geles de agarosa (0.8%) del DNA de los clones rescatados
desde la genoteca de X. dendrorhous, digerido con BamHI Carril 1: DNA del fago
MHindlll. Carril 2: pRL5a/BamHI. Carril 3: pRL8/BamHI. Carrild: pRL6a/BamHI.
Carril 5: pRL6b/BamHI. Carril 6: pBluescript SK/BamHI. Carril 7: pRL5b/BamHI.
Carril 8: pRL1/BamHI. Carril 9: pRL3/BamHI. Los tamafios del estandar de peso
molecular (A/HindlI]) estan en kilobases (kb).
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Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa {0.8%) del DNA de los clones pRL3 vy
pRL5a digeridos con endonucleasas de restriccion. Carril 1 y 16 DNA del fago
MHindlII. Carril 2: pRL3/Aval. Cartil 3: pRL3/BamH]. Carril 4: pRL3/Bcll. Carril 5:
pRL3/Bglll. Carril 6: pRL3/Clal. Carril 7: pRL3/EcoRI. Carril 8: pRL3/EcoRV. Carril 9:
PRL3/Hindlll. Carril 10: pRL3/Stul. Carril 11: pRL3/Styl. Carril 12: pRL5a/Pvul. Carril
13: pBluescript/Pvul. Carril 14: pRL5a/Bgll. Carril 15: pBluescript/Bgll. Los tamafios
del estandar de peso molecular (A/Hindlll) estan en kilobases (kb).
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1.1.- Transformacion con los clones rescatados desde la genoteca de X. dendrorhous.

Se realizaron experimentos de transformacidén, mediante protoplastos, de
mutantes de carotenogénesis con el DNA del plasmido pPR142H2 y DNA de los clones
pRL. En la tabla 2 se muestra un resumen de los experimentos de transformacion de las

cepas mutantes Atx3 (albina) y Atx5S (amarilla), realizados con el plasmido pPR142H2.

Tabla 2
Experimentos de transformacién, mediante protoplastos, de las cepas mutantes de X,

dendrorhous Atx3 y Atx5, con el plasmido pPR142H2.

Cepa Concentracion | DNA linearizado | Concentracion % de
de DNA (pg) de protoplastos | regeneracién
Atx5 7 - 5x107 32
Atx5 12 - 2x107 30
Atx5 9 - 7x107 39
Atx5 8 + 1x107 45
Atx5 14 + 3x107 51
Atx5 10 - 2x107 47
Atx3 6 - 3x107 29
Atx3 9 + 4x107 35
A3 8 + 2x107 41

+ = DNA linearizado. -=DNA no linearizado.
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Las condiciones de los experimentos de transformacion realizados en dos cepas
mutantes (Atx3 y Atx5) de X. dendrorhous con los plasmidos rescatados desde la
genoteca, son resumidas en la tabla 3. De este modo, se intentd determinar la capacidad
de estos plasmidos para complementar estas mutaciones. Para examinar la posible
complementacion de estos mutantes se realizaron también experimentos de co-
transformacion con parejas de estos plismidos aislados, considerando que cada uno de
los plésmidos podria llevar solo un fragmento del gen (tabla 4).

En estos experimentos se observan diferencias en los porcentajes de regeneracion
de protoplastos, siendo en muchos casos inferiores o iguales al 30%. Estas diferencias se
correspondian perfectamente con el cambio de “batch” de la enzima (Novozyma de
SIGMA) utilizada para la remocidn de la pared celular,

En ninguno de los experimentos de transformacion, de estos mutantes, realizado
con los plasmidos, en forma individual o en parejas, fue posible obtener transformantes

que recuperaran la condicion silvestre.
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Tabla 3
Experimentos de transformacion, mediante protoplastos, de las cepas mutantes de X

dendrorhous Atx3 y Atx5, con los plasmidos rescatados desde la genoteca.

Plasmido | Cepa |Concentracion| *DNA Protoplastos % de
de DNA (ug) | linearizado por ml regeneracion
pRL3 Atx5 4 - 4x 10 24
pRL3 Atx5 7 + 1x 107 29
pRL3 Atx5 9 + 4% 10 33
pRL5a | Atx5 6 + 1x10 32
pRL6a | Atx5 9 + 3x 10’ 30
pRL6a | Atx5 10 - 5x 107 39
pRL6b Atx5S 6 + 2x 10’ 45
pRL6b | Atx5 8 + 3x 107 51
pRLS Atx5 9 + 1x10° 47
pRLS Atx5 12 + 4x 107 41
pRLS Atx5 10 + 2x10° 35
pRLS Atx5 10 - 3% 10’ 29
pRL5a Atx3 8 + 4x 107 30
pRL6a Atx3 10 + 7x 10’ 45
pRL6b | Atx3 8 - 5% 10 43
pRL6b | Atx3 8 + 6 x 10 28
pRLR Atx3 12 - 4x 10’ 32

* . DNA no linearizado




Tabla 4
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Experimentos de transformacidn, mediante protoplastos, de las cepas mutantes de X,

dendrorhous Atx3 y Atx5, con parejas de plasmidos rescatados desde la genoteca.

Plasmidos Cepa | Concentracion DNA Protoplastos %o de
de DNA (ug) | linearizado por ml regeneracion
pRL5a, pRL5b | Atx5 6/5 +/+ 2x 10’ 25
pRL5a, pRL6a | Atx5 6/8 +/+ 3x 107 21
pRLSa, pRL6b | Atx5 6/9 +/+ 3x 107 33
pRL5a, pRL8 | Atx5 7710 +/+ 2x 107 34
pRL6a, pRL8 | AtxS 8/10 +/+ 4x10’ 28
pRL6a, pRL8 | Atx5 6/8 +/+ 1x10’ 37
pRL6b, pRLE | Atx5 9/10 +/+ 2x 107 31
pRL6b, pRLS | Atx3 8/9 +/+ 5x 107 35
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2.-  Clonamiento de los genes crt de E. uredovora.
2.1. - Disefio de los partidores de PCR para la sintesis de los genes crtB, criE, crtl y

crtY de E. urodovora.

A partir de la secuencia nucleotidica del cluster que lleva los genes de [a
via de sintesis de carotenoides, (N° de acceso del GenBank es D90087) (Misawa
et al, 1990), se disefiaron 4 parejas de partidores para amplificar los genes crtE,
crtB, crtl y crtY, mediante PCR. Las reacciones que dichos genes controlan y que

conducen a la sintesis de B-caroteno se muestran en la figura 12.

cr1B [ORF-E) citY {ORF-C)

FPP ——=- G GPP———»=-Fit0€n0 ———jgme- | icopeno ——pme-f-caroteno

r

ortE (ORF-A) ortl {ORF-D}

Figura 12. — Resumen de la via de sintesis de carotenos de E. uredovora. En este caso, se
muestran los genes e intermediarios de la via, que serian necesarios para lograr la

sintesis de B-caroteno en E. coli o S. cerevisiae.
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2.1.1. -Partidores utilizados para la amplificacion de los genes crt. de E. uredovora.

A cada partidor le file adicionada una secuencia de reconocimiento de una

enzima de restriccidon, con el objeto de permitir una manipulacién mas facil del

gen amplificado una vez que éste ha sido clonado en pBluescript. De este modo,

los sitios de restriccion utilizados correspondieron a los descritos en la tabla 5.

Tabla 5

Secuencia nucleotidica de los partidores disefiados para amplificar los genes

crtB, crtE, crtl y crtY de E. uredovora. Subrayados, en las secuencias, se indican

los sitios de restriccion.

Gen Enzima Sitio de Tamafio | Secuencia nucleotidica de los partidores
restriccion | del gen (kb)
CrtEl: 5’-ggatccatgacggtctgcgcaaaana- 3°
crtE Geranilgeranil BamHI 0.91
pirofosfato sintetasa CrtE2: 5’-ggatccttaactgacggeagegagtt- 3°
CrtB1: 5 -ppatccatggcagtigpctcgaaaag- 3°
crtB | Fitoeno sintetasa BamHI 0.89
CrtB2: 5’-ggatccctagagepggcactgecaga-3’
Crtll: 5’-gaattcatgaaaccaactacggtaat-3’
crtl | Fitoeno desaturasa EcoRI 1.48
Crtl2: 5’-gaattctcaaatcagatectccagea-3’
CrtY1: 5°-ggatccatgcaaccgcattatgatct?’
crtY | Licopeno ciclasa BamHI 1.15

CrtY2: 5°-ggatccttaacgatgagtcgtcataa-3’
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2.2. - Amplificacion y clonamiento en el plasmido Bluescript SK de los genes crt de £,
uredovora.

Como resultado de los experimentos de amplificacion con cada pareja de
partidores, se logré obtener cuatro fragmentos de DNA de E. uredovora de igual
tamafio a los descritos en la literatura (Misawa ef al, 1990), (ver tabla 5 y figura
13) . Los cuatro genes, crtE, crtB, crtl y crtY, fueron clonados en el sitio EcoRY
del plasmido Bluescript SK, para generar los plasmidos pBSE, pBSB, pBSI y
pBSY respectivamente (figura 14).Los fragmentos amplificados pueden ser
liberados del vector con las enzimas de restriccion BamHI o EcoRI (figura 14).
Se obtuvo varias colonias blancas a partir de cada una de las mezclas de ligado
(pBluescript SK™ mas los genes crt). El DNA de estos clones fiie analizado
mediante enzimas de restriccién y secuenciacién, se logré determinar que
llevaban un inserto de tamafio esperado y la secuencia parcial permitié confirmar
en forma efectiva que los fragmentos de DNA clonados correspondian a estos
cuatro genes. En la figura 15 se presenta un esquema ilustrativo de las
construcciones realizadas, para lograr la expresién de estos cuatro genes de

carotenogénesis en S. cerevisiae.
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123456

Figura 13.- Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los productos de amplificacién de
los genes crt desde el genoma de E. uredovora. Carril 1: DNA del fago A/HindIll. Carril
2: Control, amplificacidn sin DNA. Carril3: Gen crtE. Carril 4: Gen crtl. Carril 5: Gen
crtY. Carril 6 : Gen crtB. Los tamafios del estandar de peso molecular (A/HindlII) son
entregados en kilobases (kb).
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Figura 14.- Electroforesis en gel de agarosa (0.8 %) que muestra DNA de los plasmidos
que llevan los genes crt de E. uredovora. Carril 1: DNA del fago AMHindlll. Carril 2:
DNA del plasmido pBSB digerido con BamHI. Carril 3: DNA del plasmido pBSE
digerido con BamHI. Carril 4: DNA del plasmido pBSI digerido con EcoRI. Carril 5:
DNA del plasmido pBSY digerido con BamHI. Los tamafios del estandar de peso
molecular (A/HindlII) son entregados en kilobases (kb).
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DNA gendmico

PCR EcoRV
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— R
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Figura 15.- Esquema de clonamiento de los genes crt de F. uredovora y fabricacion de
las construcciones (EGB y IGY), para la expresion de estos genes en Saccharomyces

cerevisiae. Promotor Gall/10 = s
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2.3.- Formacion de las construcciones EGB e IGY en el plasmido Bluescript SK™. Y

clonamiento de ellas, en el vector YCp50.

Con el propésito de ubicar los genes crtE, crtB, crtl y crtY bajo el control
del promotor Gall/10, se clond este promotor en pBluescript SK’, ubicando los
genes como se muestra en la figura 15, estas construcciones fileron denominadas
EGB y IGY. Cada una de estas construcciones fue analizada mediante enzimas
de restriccion y resueltas en un gel de agarosa al 0.8 % como se muestra en las
figuras 16 y 17. Mediante el analisis de restriccién se determind también si los
genes se encontraban correctamente orientados con respecto al promotor
Gall/10. En el caso del plasmido pIGY la dig;estién con la enzima BamHI nos
permitia determinar la orientacién de los genes. La digestion de estos clones con
BamH]I da como resultado fragmentos de 4,3, 1,1 y 0,9 kilobases (kb) indicando
que estan apropiadamente orientados (figura 16, carril 5). Los resultados de un
andlisis similar pero para el caso del plasmido pEGB, utilizando las enzimas Aval
y Pvul, se muestra en la figura 17.

Luego, los segmentos EGB e IGY fueron subclonados en el vector
centromérico de levadura YCp50, generando los plasmidos YCpEGB e YCpIGY

respectivamente (Figura 15). El anilisis de restriccion de los constructos se

muestra en las figuras 16y 17.




62

Figura 16.- Electroforesis en gel de agarosa (0.8%) donde semuestra el anjlisis de

restriccidn del plasmido pIGY. Se determina la orientacién de los genes (cril y crtY) con

respecto al promotor Gall/10. pGY corresponde a una etapa intermedia en la
construccion de pIGY. Carriles 1 y 9: DNA del fago MHindlll, Carril 2: pGY/BamHI.
Carril 3: pGY/Xhol. Carril 4: pGY/Hindlll. Carrils: pIGY/BamHI. Carril 6:
pIGY/Hindlll. Carril 7: pIGY/Xhol. Los tamafios del estindar de peso molecular

(MHindIII) son entregados en kilobases (kb).
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Figura 17.- Electroforesis en gel de agarosa (0.8%) se muestra el analisis de los

plasmidos pEGB e YCpEGB mediante enzimas de restriccion. Se determina la

orientacion de los genes crtB y criE respecto al promotor Gal1/10.Carriles 1 y 12: DNA
del fago AHindlll. Carril 2: pEGB/BamHI. Carril 3 - PEGB/Aval. Carril 4: pEGB/Pvul.
Carril 5: pEGB/Hindlll. Carril 6: pEGB/HindIIl/Xbal. Carril 7- YCpEGRB/BamHI. Carril
8: YCpEGB/Aval. Carril 9: YCpEGB/Pvul, Carril 10: YCpEGB/Pvul/Aval. Carril 11:

YCpEGB/HindIll.. Los tamafios del estandar de peso molecular (A/HindlIl) son

entregados en kilobases (kb).
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2.4.- Transformacion de S. cerevisiae y expresién de los genes crt de E. yredovora.

Las cepas FYBI2-5SDoy FYBII-8Ba de 8. cerevisiae fueron transformadas con los
plasmidos YCpEGB e YCpIGY, respectivamente, A través del anilisis mediante
PCR se pudo determinar si efectivamente los transformantes de S, cerevisiae poseian
el plasmido con ambos genes en su interior. El analisis se realizé directamente desde
las colonias obtenidas en las placas de transformacién (figura 18).

Una vez establecidos que los transformantes portaban los plasmidos con los genes
correspondientes y considerando que ambas cepas posefan un tipo de apareamiento
diferente, se procedid a realizar un cruzamiento entre estos clones, para obtener una
cepa diploide que Ilevara ambos plasmidos con los cuatro genes en su interior. Estas
células diploides fueron analizadas por PCR, al igual como se realiz6 con sus
parentales mencionados anteriormente, ver figura 19,

Las cepas fueron crecidas en medio minimo con los suplementos apropiados
agregandose, posteriormente galactosa, para inducir Ia expresion del promotor
Gall/10.

Para apreciar la produccion de los pigmentos en estas cepas transformantes
haploides y sus diploides se realizd una extraccién y andlisis de pigmentos
mediante HPLC. Uno de estos anlisis es mostrado en la figura 20. Como resultado
se observa que las cepas transformantes, portadoras de los genes crtB y crtE,
presentaban un pico de absorcién a 286 nm. que corresponderia a fitoeno. Sin
embargo, en las cepas diploides analizadas se observa una modificacion en la

retencion del pico de fitoeno que no corresponde a B-caroteno,




Figura 18.- Electroforesis en gel de agarosa (0,8%), se muestra el analisis mediante PCR
de los transformantes de S. cerevisiae que llevan el plasmido YCpEGB. Se tomé parte
de la colenia transformante y se disolvié en la mezcla de reaccién de PCR, en algunos
casos la levadura disuelta fue hervida y luego llevada al termociclador, Carril 1 y 10:
DNA del fago AMHindfIl. Carril 2 y 6: Transformante 9 hervido durante diez minutos.
Carril 3 y 7: Transformante 9 sin hervir. Carril 4: Control, amplificacion utilizando DNA
del plasmido YCpEGB. Carril 5: Control, amplificacién sin DNA. Carril 8: Control,
amplificacion utilizando DNA del plasmido YCpEGB. En las reacciones de los carriles
2 al 5 fueron utilizados partidores para el gen crtB. En las reacciones de los carriles 6 al
9 fueron utilizados partidores para el gen crtE. Los tamafios del estandar de peso
molecular (A/HindIII) son entregados en kilobases (kb).
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Figura 19.- Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) se muestra el anilisis, mediante
PCR, de los diploides de S. cerevisiae que llevan los plasmidos YCpEGB e YCpIGY,.
El anélisis fue realizado al igual que en la figura 18. Carril 1 y 14: DNA del fago
MHindlll. Carril 2: Cepa FYBI2-5Dc que lleva el vector YCp50. Carril 3 y 9: Cepa
diploide 1. Carril 4 y 10: Cepa diploide 2. Carril 5 y 11: Cepa diploide 3. Carril 6 : Cepa
diploide 4. Carril 7: Control, plasmido YCpEGB. Carril 8: Gen crtE. Carril 12: Control,
plasmido YCpIGY. Carril 13: Control, amplificacién sin DNA. En las reacciones de los
carriles 2 al 7 fueron empleados los partidores que permiten amplificar el gen criE. En
las reacciones de los carriles 9 al 13 fueron empleados los partidores que permiten la
amplificacion del gen crtl. Los tamafios del estandar de peso molecular (AHindlII) son

entregados en kilobases (kb).

?
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Figura 20.- Analisis mediante HPLC de los cepas transformantes y diploides, de
Saccharomyces cerevisiae, que llevan los genes de carotenogénesis de E. uredovora.

En A se muestra el perfil cromatografico de una de las cepas de S. cerevisiae utilizadas
para la transformacion con los plismidos YCpEGB e YCpIGY. En B el perfil
correspondiente a la cepa transformante 9, esto corresponde a la cepa FYBI2-5Da
transformada con el plasmido YCpEGB. En C se muestra el perfil cromatografico de la
cepa Diploide 3, esta cepa lleva ambos plasmidos, YCpEGB e YCpIGY. La flecha

indica el pico que corresponde a fitoeno.
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3.-  Aislamiento, clonamiento y secuenciacion del gen ATX3 (crzl), que codifica para

la enzima fitoeno deshidrogenasa de X. dendrorhous.

Una comparacién de las secuencias nucleotidicas de los genes, asi como de las
secuencias aminoacidicas de fitoeno deshidrogenasas de distintos organismos, presentes
en la base de datos del Genbank, permiti6 distinguir dos zonas que son medianamente
conservadas en dichas enzimas. De este modo, se confeccionaron partidores degenerados
que permitieron amplificar y clonar una parte del gen ATX3 de X. dendrorhous.
Posteriormente, un analisis mas exhaustivo de la base de datos con el programa GCG
(Genetics Computers Group) permitid encontrar una secuencia ingresada como el
posible gen que codificaba para la erizima fitoeno deshidrogenasa de una cepa silvestre,
correspondiente a la cepa UCD 67-210 de X. dendrorhous. Al comparar las parejas de
partidores disefiados y utilizados anteriormente (P1-2 y P3-4) con la secuencia de la cepa
UCD 67-210, se pudo observar que ellos, presentaban una gran similitud con regiones de
ella, por lo que se decidi¢ disefiar nuevos partidores utilizando ambas informaciones (los
partidores iniciales y la secuencia de la cepa tipo de X. dendrorhous) para lograr
amplificar el gen ATX3 desde el genoma la cepa UCD 67-385. Al realizar experimentos
de amplificacién con estos partidores, utilizando como molde DNA gendmico de la cepa
UCD 67-385, se obtuvo tres productos de amplificacion: uno de 1,4 kb otro de 2,0 kb y
uno de 3,6 kb (figura 21). Este tltimo fragmento de 3,6 kb corresponderia al gen
completo de la fitoeno deshidrogenasa. Este fragmento de DNA de 3,6 kb fue clonado

en el sitio EcoRV del plasmido Bluescript SK'. Luego de transformar la cepa

DH5a de £. coli con la mezcla de ligado, se seleccionaron las colonias blancas, a las
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Figura 21.- Gel de agarosa 0,8 % en buffer TAE 1X. Se presentan los productos de
amplificacion obtenidos desde el genoma de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous,
utilizando los partidores disefiados para la fitoeno deshidrogenasa. Carril 1: DNA del
fago AMHindIlI. Carril 2 y 3: Producto de amplificacion al utilizar la mezcla de partidores
P1-2. Carril 4 y 5: Producto de amplificacion al utilizar la mezcla de partidores P3-4.
Carril 6 y 7: Producto de amplificacién al utilizar la mezcla de partidores P1-4. Carril 8:
Control de amplificacion sin DNA.
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cuales se les extrajo DNA plasmidial. El DNA de varios clones fue analizado mediante
enzimas de restriccion, todos ellos presentaban un inserto de 3,6 kb. Se escogieron dos
clones al azar, que fueron llamados L2 2 y L2 5, los cuales presentaban el inserto en
orientacién opuesta, detectado por analisis de restriccion de ambos clones como se
muestra en la figura 22. Como resultado de Ia digestion de los clones L2 2 y .2 5 con
las enzimas BamHI, FcoRI y HindIlI, asi como la doble digestion con ellas, se observa
la diferencia en la orientacion del inserto. En la figura 23 se presenta un esquema de los
clones L2 2 y L2_5 con la ubicacion de algunas enzimas de restriccion presentes en el

inserto que lleva el gen de 1a fitoeno deshidrogenasa (atx3) de la cepa UCD 67-385.

3.1 Secuenciacion delosclones L2 2yL2 5

Los clones, L2_2 y L2_5, fueron secuenciados completamente a partir de ambos
extremos, ufilizando un secuenciador automatico ABS de Perkin Elmer. Para ello se utilizd
partidores que permitfan extender la secuencia desde los extremos de la regién
anteriormente secuenciada. Las secuencias totales de ambos clones son mostradas en lasg
figura 24 y 25.

La comparacién de estas secuencias permitié determinar que presentaban una gran
similitud entre ellas, solo se observa una diferencia de 21 nuclebtidos, con un 52 % de estas
diferencias ubicadas en zonas no codificantes. Una comparacién de las secuencias
nucleotidicas se presentan en la figura 26. Las cajas representan las regiones codificantes.

Al analizar la secuencia mediante el programa GCG (Genetic Computer Group) y

comparar las secuencias nucelotidicas de estos clones (L2_2 y L2_5) con las secuencias
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Figura 22.- Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (buffer TAE 1X). Se presentan seis

clones que llevan como inserto el fragmento de 3,6 kb, amplificado a partir de la cepa
silvestre de X. dendrorhous (UCD 67-385). Gel A: Carril 1 y 18 : DNA del fago

VHindIII. Carriles 2-5 Clon A2 digerido con BamHI, EcoRI, BamHI/EcoRI

y

Hind[Il{EcoRI, respectivamente. Carriles 6-9: ClonB2 digerido con BamHI, EcoRI,
BamH1/FcoRI y Hindlll/[EcoRI respectivamente. Carril 10-13: ClonL2_2 digerido con

BamHI, EcoRI, BamHI/EcoRI y Hindlll/EcoRI, respectivamente, Carril 14-1

T

ClonL2 4 digerido con BamHI, EcoRI, RamHI/EcoRI y HindIIl/EcoRI, respectivamente

Gel B: Carril 1y 11: DNA del fago VHindlII. Carril 2-5; Clon L2_5 digerido con
BamH]I, EcoRI, BamHI/EcoRI y HindIIl/EcoRI, respectivamente. Carril 6-9 Clon L4 4

digerido con BamHI, EcoRI, BamHI/EcoRI y Hind[Il/EcoRlI, respectivamente. Carril 10:

vacio.




L22 L25

T

Hir

v

Q<

E
i
"

.

)]

Hir

Hi

72

Figura 23 .- Representacion esquematica de los clones L2 2 y L2 5. Se muestra que

ambos se encuentran clonados en pBluescript SK- en orientacion opuesta. El fragmento
de 3,6 kb fue clonado en el sitio ZcoRV (EV) del sitio de multiclonamiento (MCS) de

este plasmido. HII: Hincll, P: Pstl, X: Xbal, H: HindlIl, A: Aval, E: EcoRI.
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Figura 24.- Se presenta la secuencia nucleotidica total del inserto del clon L2 2. En
mayuscula la secuencia correspondiente al gen de Ia fitoeno deshidrogenasa de X
dendrorhous. Las zonas en amarillo corresponderian a las regiones codificantes de este
gen (exones). La zona subrayada codificaria para la regién de la proteina que uniria
nucleotido. La caja en celeste seria la region codificante que en la proteina dara lugar al
sitio de unidn a carotenos (fitoeno). En nimeros romanos y de color rojo se indican los

intrones de este gen.
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Figura 25.- Se presenta la secuencia nucleotidica total del inserto en el clon L2 5 En
mayuscula se indica la secuencia correspondiente al gen de la fitoeno deshidrogenasa de
X. dendrorhous. Las zonas en amarillo corresponderian a las regiones codificantes de
este gen (exones). La zona subrayada codificarfa para la region de la proteina que se
unirfa el nucledtido. La caja en celeste seria la region codificante que en la proteina dara
lugar al sitio de unién a carotenos (fitoeno). En niimeros romanos y de color 1ojo se

indican los intrones de este gen.
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Figura 26.- Alineamiento y comparacioén de las secuencias nucleotidicas de los clones

L2 2y L2 5. Las cajas corresponden a las secuencias codificantes (exones). Las bases

marcadas en amarillo corresponden a las diferencias entre ambas secuencias.
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nucleotidicas de otras fitoeno deshidrogenasas provenientes de otros organismos y la
comparacion de las regiones intron-exon del gen de la proteina ribosomal L41, el gen de
la gliceraldheido3fosfato deshidrogenasa y el gen de actina de X, dendrorhous se pudo
determinar que en este gen se encuentran 11 intrones (figura 26). La secuencia
aminoacidica, deducida a partir de la secuencia nucleotidica, de ambos clones se
muestran en la figuras 27. Ambas secuencias aminoacidicas presentan una gran similitud
y en la figura se muestra en color verde las diferencias que presentan ambas proteinas.
En amarillo se destaca una posible zona de unién a nuclestido ¥y en rojo, cerca del

carboxilo terminal, la region que uniria fitoeno.

4.-  Andlisis genético molecular del gen arx3, que codifica para la fitoeno
deshidrogenasa, en X. dendrorhous.

Con la finalidad de conocer la estructura de este gen y su ubicacién dentro del
genoma de la levadura, se optd por determinar su localizacién en el cariotipo
electroforético. De este modo, se realiz6 una electroforesis de campo pulsado, como es
descrito en el punto 7.1 y 7.2 de Material y Métodos. En la figura 28A, se muestra una
electroforesis de campo pulsado de la cepa silvestre UCD 67-385, utilizando como
control la cepa AB-1380 de S. cerevisize. El gel fue transferido a una membrana de
nylon para realizar posteriormente un Southerblot y determinar en que banda
cromosomica electroforética se encuentra este gen. En la figura 28 B, se muestra una
autoradiografia donde se distingue una clara banda de hibridacion correspondiente a la

primera banda del cariotipo electroforético de esta levadura. En este caso se utilizé como
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Figura 28.- Hibridacién de la sonda del fragmento interno EcoRV del gen ATX3 (fitoeno
deshidrogenasa) con la banda cromosémica I de la cepa silvestre UCD 67-385 de X,
dendrorhous. Las condiciones de electroforesis fueron, un pulso inicial y final de 60 s
durante 24 horas a 6 Volts/cm y luego un pulso de 120 s durante 24 horas en un gel de
agarosa al 0,9 %. A: Cariotipo electroforético tefiido con bromuro de etidio. Caril 1 -

Cepa AB1380 de S. cerevisiae. Carril 2-6: Cepa UCD 67-385. B: Autoradiografia luego
de la hibridacion,
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sonda un fragmento EcoRV interno de 1128 pb, el cual se obtiene al digerir el gen con la

enzima FcoRV .

4.1.- Anilisis de restriccion de DNA gendémico de X. dendrorhous, utilizando como

sonda el fragmento interno EcoRV del gen ATX3.

El anilisis de restriccion del DNA genoémico de X. dendrorhous con posterior
hibridacién con una sonda interna del gen ATX3 nos podria indicar algunas
caracteristicas de Ia ubicacién de este gen, asi como la posibilidad de determinar si este
gen se encuentra como simple copia en el genoma de la cepa UCD 67-385 de X
dendrorhous. La digestibn del DNA genémico de X, dendrorhous con diferentes
enzimas de restriccién y su hibridacién con una sonda de 1128 pb correspondiente a un
fragmento interno EcoRV del gen ATX3 se muestra en la figura 29. A partir de los
resultados observados en la radioautografia, se desprende que este gen estaria contenido
en el genoma de esta levadura en un fragmento BamHI de aproximadamente 18,5kby
en un fragmento EcoRI de 10,9 kb. También es posible distinguir en la autoradiografia
una banda de hibridacion de 4,5 kb cuando el DNA gendmico de la levadura es digerido
con la enzima Aval y dos bandas cuando la digestién se realiza con Pstl, una de
aproximadamente 19 kb y otra de 10,9 kb. En la figura 23 se puede ver que el fragmento

de 3,6 kb posee un sitio Ps#/ cercano a uno de los sitios EcoRV. El control de este

andlisis corresponde al DNA genémico de X. dendrorhous digerido con EcoRV y en
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el carril 5 de la figura 29 se puede distinguir una clara banda de hibridacion, la cual
posee un tamafio de 1,3 kb. Una banda de similar tamafio se observa en el carril 7, que
corresponde al control positivo de esta hibridacion.

También se realizé la digestion del DNA gendmico con dos y tres enzimas de
restriccion para luego hibridar con la sonda de 1128 pb. Las enzimas utilizadas en este
caso fueron fundamentalmente las mismas del experimento anterior, més las enzimas
Xhol, Kpnl y HindlIl. Las dos primeras enzimas no muestran un sitio de restriccion
dentro del gen ATX3, de acuerdo al andlisis de Ia secuencia de los clones L2 2 y 1.2 5.
No obstante, HindlIl tendria tres sitios de restriccién, de los cuales, ninguno se
encuentra en el fragmento FcoRV. Ademas dos de ellos se encuentran a una distancia de
48 pb. En la figura 30 se muestra una radioautografia correspondiente al analisis de
hibridacion, Como se puede apreciar en esta figura el nimero de bandas producido por
las doble y triple digestiones es bajo, observandose, en general, dos bandas de
hibridacién en la mayoria de los casos (ver tabla 6). También se puede apreciar que la
enzima Kpnl no tendria un sitio de restriccién en el gen, lo cual concuerda con la
secuencia nucleotidica de los clones, L2 2y L2 5.

En la figura 31 se muestra una representacion esquematica del mapa de

restriccién de un segmento del genoma de X. dendrorhous en el cual se encontraria el

gen que codifica para la enzima fitoeno deshidrogenasa.
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Figura 29.- Anilisis de restriccion de DNA gendmico total de X, dendrorhous (cepa
UCD 67-385), utilizando como sonda el fragmento interno EcoRV que se encuentra
dentro del gen ATX3. En cada uno de los carriles se deposit6 5 pig de DNA gendmico
digerido con las enzimas Aval, BamHI, EcoRI, EcoRV, Pstl, Carril 2, Carril 3, Carril 4,
Carril 5 y Carril 6, respectivamente. Carril 1: DNA del fago AHindlII. Carril 7- 10 ng
del DNA del clon L2_5 digerido con EcoRV. La flecha en el Carril 6 indica una banda

tenue de hibridacién, que se aprecia cuando el filtro es expuesto més tiempo.
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Figura 30.- Anélisis de restriccion de DNA genémico total de X. dendrorhous (cepa
UCD 67-385). Se digirieron 5 pg de DNA gendmico y se utilizd como sonda el
fragmento interno EcoRV que se encuentra dentro del gen ATX3. En cada carril se
indican las enzimas utilizadas. Carril 1: Aval y BamHI. Carril 2: Ava y Pstl. Carril 3:
BamHI 'y EcoRI. Carril 4: Pstl y BamHI. Carril 5: Xhol y BamHI. Carril 6: PstI y EcoRI.
Carril 7. Xhol y Pstl. Carril 8: Aval, BamHI y Pstl. Carril 9: EcoRV y Kpnl. Carril 10:
BamHI'y Kpnl. Carril 11: EcoRI'y Kpnl. Carril 12: HindlII y KpnlI.
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Tamafio de las bandas, en kilobases, obtenidas a partir de la hibridacion de la

figura 31.
Carril Banda 1 (kb) Banda 2 (kb) Enzir_na§ .de
restriccion

1 4.5 Aval / BamHI
2 3,2 1,7 Aval / Pst]
3 11,2 BamH]I / EcoRI
4 16,0 5,4 BamHI / Pstl
5 5,6 Xhol / BamHT
6 10,5 1,7 Pstl / EcoRI
7 3,4 2,1 Xhol / Pstl
8 3,2 1,6 Aval / BamHI / Pstl
9 1,4 EcoRV / Kpnl
10 18,0 BamHI / Kpnl
11 11,4 5,7 | EcoRI/ Kpnl
12 3,4 HindIll / Kpnl
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5.- Transformacion de X. dendrorhous con el DNA de los clones

12 2yL2 5.

5.1.- Electrotransformacion de Ia cepa albina (Atx3) de X. dendrorhous.

Con Ia finalidad de determinar la presencia del gen estructural de la
enzima fitoeno deshidrogenasa, en el fragmento de 3,6 kb, en los clones L2 2y L2 5 se
realizé experimentos de transformacidn de la cepa albina, Atx3 de X, dendrorhous, con
DNA de ambos clones. La transformacion fue realizada mediante electroporacién de
acuerdo al protocolo descrito en la seccion 5.2.2 de Material y Métodos.

Se realizaron siete experimentos de transformacién. En estos ensayos el
DNA fue utilizado en su forma circular cerrada y en forma lineal, este Gltimo fue
obtenido luego de digerir los plasmidos con la enzima BamHI . Ademas, se utilizé el
fragmento de 3,6 kb que porta el gen de Ia fitoeno deshidrogenasa, el que fire obtenido al
digerir cada plasmido con las enzimas BamHI y Xhol, respectivamente. En la tabla 7 se
muestran lo resultados de cada uno de estos experimentos. En ninguno de los ensayos se
obtuvo transformantes que mostraran caracteristicas de la cepa silvestre (UCD 67-3 85)o

que sintetizara astaxantina.
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Resumen de los experimentos de transformacion de la cepa albina (Atx3) con los

plasmidos L2 2y L2 5.

Experimento L2 2 L2 5 {Concentracién| Nuamero de
de DNA. células/ml,

1 C.C cC 5,0 ug 1,2x 10"

2 C.C C.C 43 g 8,5 x 10’

3 L L 3,2 ug 5,0x 10

4 L L 6,4 ug 6,3 x10°

5 F F 6,4 ug 58x10°

6 F F 53 g 3,2x10°

7 F F 53 ug 4,7x10°

C.C= circular cerrado.
L= linearizado,
F=fragmento de 3,6 kb.
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5.2.- Electrotransformacion de la cepa silvestre de X. dendrorhous (UCD 67-385), con

una delecion en el gen de la fitoeno deshidrogenasa.

Con el objetivo de inducir una mutacion en el gen silvestre de X. dendrorhous se
realizé una electrotansformacion de la cepa silvestre de esta levadura con un fragmento
que lleva una delecién del gen de la fitoeno deshidrogenasa. Para construir el fragmento
con la delecion se digirié el DNA de cada uno de los plésmidos que portan este gen
(L2_2 y L2 5) con la enzima EcoRV. De este modo se elimina un fragmento del gen de
1128 pb (figura 23). Posterior a la digestion se fenolizé la reaccién para eliminar la
enzima de restriccion, el DNA se religo y se transformé E. coli. El DNA de los clones
resultantes file analizado mediante electroforesis en gel. Se seleccionaron dos clones,
uno proveniente del clon L2 2 y otro del clon L2 5. Estos clones fueron llamados
L2 2delV y L2_5delV, poseen un plasmido de 5,4 kb, los cuales al ser digeridos con las
enzimas BamHI 'y Xhol liberan un fragmento de 2,4 kb (figura 32).

Con el DNA de los plasmidos L2_2delV y L2_5delV se transformo la cepa UCD
67-385 en forma similar al punto 4.1. Se realizaron tres experimentos de
electrotransformacion con el fragmento de 2,4 kb que corresponde al fragmento de 3,6
kb con una delecién de 1128 pb dentro del gen atx3. El DNA de los plésmidos se digirié
con las enzimas BamHI y Xhol simultaneamente, para liberar el fragmento de 2.4 kb y

asi transformar la cepa UCD 67-385.
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Figura 32.- Geles de agarosa (0.8 %) que muestran la construccion de los plasmidos que
llevan el fragmento de 2,4 kb correspondiente al gen de la fitoeno deshidrogenasa con
una delecion de 1,2 kb. En la parte A se muestra un gel donde se han digerido los
plasmidos L2 2y L2 5 con EcoRV, la flecha indica el fragmento de 1,2 kb. Carriles 1 y
2 DNA del plasmido L2_2 con EcoRV. Carriles 3 y 4 DNA del plasmido L2 5 digerido
con LcoRV. Carril 5 DNA del fago lambda digerido con HindIII.. En B se observa los
plasmidos L2_2delV (Carril 1) y L2_5delV (Carril 2 ) lineales, ambos de 5,3 kb el Carril
3 esta vacio y el Carril 4 corresponde al DNA del fago lamda digerido con HindlII. En C
se observan los plasmidos L2 2delV (Carriles 2 al 5) y L2_5delV (Carriles 7 al 10) sin
digerir. Se observa que son de menor tamafio que los plasmidos L2 2 (Carril 6)yL2 S
(Carril 11). En el Carril 1 se encuentra el estandar de peso molecular (DNA del fago

MHindIII).
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Se realizaron varios experimentos de transformacion con DNA portador de la
delecion del gen. Como resultado se obtuvieron 8 colonias que presentaban una
coloracién mas palida que la cepa silvestre (colonias pélidas). En la tabla 8 se presentan
las caracteristicas y los resultados de estos experimentos. La frecuencia de
transformantes por colonia analizada fue de 1,1x10™,

Con la finalidad de confirmar que estas cepas palidas eran transformantes
originados a partir de la cepa UCD 67-385, ellas fueron analizadas observindolas bajo el
microscopio Optico y un analisis de sus acidos nucleicos para determinar la presencia de
RNA de doble hebra (Castillo y Cifuentes, 1994). Las colonias analizadas presentaban
las caracteristicas de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous, en cuanto a
forma y presencia de las bandas de RNA de doble hebra.

Un andlisis de los carotencides de una de las transformantes palidas
(transformante 5), mediante HPLC mostro un perfil semejante al de la cepa silvestre con
un pico de astaxantina con un tiempo de retencién de aproximadamente dos minutos. Sin
embargo, no fue posible observar el pico de B-caroteno que posee un tiempo de

retencidn cercano a los 24 minutos (ver figura 33).

5.3.- Transformacion de una de las transformantes palidas, con la delecion del gen de la
fitoeno deshidrogenasa utilizada en 5.2.

Una de las cepas transformantes palidas (transformante 5), obtenidas en

5.2, fue electrotransformada con el segmento de DNA 2.4 kb correspondiente al

segmento de DNA. de 3,6 kb con una delecion en el gen ATX3. En este experimento se

i -
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utilizd aproximadamente 8 pg del fragmento de 2,4 kb, de ambos clones (L2 2delV y
L2_35 delV) y nimero inicial de células por ml, utilizadas, fue de 9,2x10%. A partir de
este ensayo se obtuvo 97 colonias blancas, con una frecuencia de 9,8x10™
retransformantes por colonias analizadas. La figura 34 muestra una de las placas de esta
transformacion, se observan colonias transformantes palidas y colonias transformantes
blancas.

Tabla 8

Electrotranformacion de la cepa silvestre de X. dendrorhous con el gen ATX3, portando

una delecidén de 1,1 kb.

Experimento | Plasmido | Numerode |Concentracién de | Colonias
células/ml DNA palidas
1 L2 2delv| 4,5x10° 1,2 pug 0
L2 5delv] 4,5x10° 0,9 ug 0
2 L2 2delV| 60x10° 2,0 1g 0
L2 5delv] 6,0x10° 2.8 pg 0
3 L2 2delV| 7,3x10° 50 pg B
L2 5delV| 7,3x10° 4.8 ug 0
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Figura 34.- Se muestran las colonias obtenidas a partir de la electrotransformacion de
una de las colonias “palidas”, transformada con el DNA que porta una delecion del gen
ATX3. En A y E se pueden distinguir colonias blancas y “palidas”. En B se se sefiala
con flecha una colonia que presenta el fenotipo silvestre y ademas se encuentra

sectorizada. En C, D, F las flechas sefialan colonias que han recuperado el fenotipo de la

cepa silvestre.
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El analisis de estos transformante palidos y blancos, mediante PCR, utilizando
los partidores que amplifican el fragmento de 3,6 kb desde el gendéma de X. dendrorhous
se aprecia en la figura 35. Se puede distinguir claramente una banda de amplificacion de
3,6 kb en el control de la cepa silvestre (UCD 67-385), carril 2. Las cepas
transformantes palidas 3 y 5, carriles 3 y 4, muestran dos bandas de amplificacién; una
de 3,6 y otra de 2,4 kb. Los carriles 5 y 6 muestran la reaccién de amplificacién de dos
colonias blancas, obtenidas en el experimento de electrotransformacién, en ellos se

distingue claramente una banda de amplificacién de 2,4 kb.
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Figura 35.- Gel de agarosa (0.8 %) que muestra DNA amplificado, utilizando los
partidores que amplifican el fragmento de 3,6 kb. Se utilizo DNA de la cepa silvestre
UCD 67-385, de las dos transformantes palidas y el DNA de dos colonias
transformantes blancas. Carril 1 y 8: DNA del fago A/HindllI. Carril 2: UCD 67-385.
Carriles 3 y 4: Transformantes pélidas. Carriles 5 y 6: Transformantes blancas. Carril 7:
Control de amplificacion sin DNA. Los tamafios del estandar de peso molecular
(MHindl[Il) son entregados en kilobases (kb). El fenotipo de los transformantes
analizados corresponde a las colonias ubicadas sobre cada uno de los carriles. En la parte
inferior derecha se observa una colonia sectorizada obtenida en los experimentos de

transformacion.




DISCUSION

Analisis genético del clon pPR142H2 y Jos clones rescatados desde la genoteca de X,
dendrorhous.

En la basqueda de los genes que controlan la ruta de biosintesis de carotenoides
en X. dendrorhous se logrd rescatar un plasmido derivado de un transformante rojo, el
cual fue denominado pPR142H2. Este plismido estd compuesto por el vector
pBluescript SK. y un segmento de DNA de 2,5 kb de X. dendrorhous. Como parte del
analisis de dicho DNA se elabord un mapa de restriccion parcial, el subclonamiento de
dos fragmentos generados por la endonucleasa Hincll y su secuenciacién parcial. Las
secuencias de los subclones que portaban los fragmentos Hincll de 0,5 y 1,3 kilobases
provenientes del plasmido pPR142H2 fueron comparadas con la base de datos del
GenBank y las bases de datos del programa GCG, el anilisis no permiti6 encontrar una
similitud significativa con ninguna secuencia. Sin embargo, esto era esperable ya que, en
eucariontes, solo se ha descrito una secuencia para un gen que participa en la via de
sintesis de astaxantina a partir 3-caroteno. En el alga unicelular Haematococcus pluvialis
se aislo un ¢cDNA que codifica para la enzima llamada B-C-4 oxigenasa que cataliza la
conversién de B-caroteno a cantaxantina via equinenona. (Donkin, 1976). Sin embargo,
se ha comprobado que la enzima B-C-4 oxigenasa no convierte zeaxantina en
astaxantina, por lo cual se ha postulado la existencia de otra enzima que catalizaria la
conversion de cantaxantina a astaxantina, mediante una actividad C-3-hidroxilasa

(Lotan, ef al, 1995). Por otra parte, en X. dendrorhous no es posible encontrar la
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xantdfila cantaxantina como intermediario de la sintesis de astaxantina (Andrewes, et al,
1976). De este modo, las enzimas que participarian en los pasos de oxidacion de J-
caroteno para originar posteriormente astaxantina, probablemente, son distintas en estos
dos organismos. Es importante hacer notar, que la literatura asi como nuestro laboratorio
no describe el aislamiento de ningin mutante que acumule algln intermediario entre p-
caroteno y astaxantina (ver figura 3), por lo cual se ha planteado la hipotesis que en X,
dendrorhous dicho paso estaria controlado por una enzima compleja con mas de una
actividad y codificada por un solo gen (An et al, 1989, Martinez, 1995). Una alternativa
a esta explicacion seria la participacion de un sistema multienzimatico que realizaria las
dos reacciones de oxidacion necesarias para obtener astaxantina a partir de B-caroteno.
En la bacteria marina Agrobacterium aurantiacum se han aislado todos los genes
que participan en la sintesis de astaxantina (Misawa, et al, 1995). Sin embargo, los
intermediarios que se encuentran en los pasos posteriores a B-caroteno, en este
organismo, son diferentes a los que sintetizan H. pluvialis y X. dendrorhous (Donkin,
1976; Andrewes et al, 1976). En A.  aurantiacum, se pueden encontrar los
intermediarios adonixantina, P-criptoxantina, fenicoxantina, cantaxantina y 3-
hidroxiequinenona de los cuales, tres (adonixantina, B-criptoxantina y cantaxantina) no
se encuentran en X. dendrorhous. Estos intermediarios serian productos de la actividad

de dos enzimas con una baja especificidad de sustrato y que son codificadas por dos

genes crtW y crtZ (Misawa et al, 1995).
Estos datos sugieren el porqué las secuencias nucleotidicas de Ios subclones del

clon pPR142H2, asi como las secuencias de los extremos de este plasmido, obtenidas
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con los partidores T7 y T3 de pBluescript, no presentan similitud con secuencias
presentes en la base de datos. Aln las posibles secuencias de aminoacidos de los
péptidos obtenidos, al analizar los posibles marcos de lecturas, no presentan similitud
significativa con ninguna proteina de las bases de datos.

Paralelamente, los intentos por transformar mutantes albinos (Atx3) y amarillos
(Atx5) de X. dendrorhous, con el plasmido pPR142H2 asi como con los plasmidos
selecionados de la genoteca mediante hibridacién, no permiti obtener transformantes
con un fenotipo rojo. Basados en lo descrito por Nelson et al (1989) en el aislamiento
del gen al-3 de Neurospora crassa, se realizaron experimentos de co-transformacion con
estos plasmidos, los cuales también fileron negativos.

Dado el origen del plasmido pPR142H2, existen otras posibles explicaciones que
pueden dar cuenta del hecho de no encontrar similitud entre la secuencia de este
plasmido con genes o proteinas involucradas en la sintesis de carotenoides de otros
organismos. Asi como, el no obtener transformantes rojos en los experimentos de
transformacion de mutantes de carotenogénesis de X. dendrorhous, con el DNA de los
clones aislados desde la genoteca. Estas explicaciones pueden estar basadas en posibles
rearreglos de las secuencias integradas en los transformantes, de los cuales proviene el
plasmido pPR142H2, asi como eventos de co-integracion de DNA transformante en los
genomas de eucariontes (Riggs & Bates, 1986). Tales eventos pueden haber determinado
el aislamiento de una secuencia perteneciente al genoma de X. dendrorhous, 1a cual
probablemente no tiene relacién con los genes que participan en la sintesis de pigmentos
en este organismo. Este tipo de fendmeno estd ampliamente descrito en hongos, los

cuales pueden ocurrir con una frecuencia de hasta un 95% (Aleksenko, 1994., Briickner,




104

et al, 1992). Ademas, las secuencias del vector integradas en el genoma de la levadura
probablemente sirvieron como regiones de homologia para la integracién de plasmidos
recombinantes que portaban distintos insertos no relacionados con la carotenogénesis.
La metodologia por la cual se obtuvo el plismido pPR142H2 (Martinez, 1995) y los
fenébmenos mencionados anteriormente podrian ser responsables de la presencia de un
segmento de DNA del genoma de X. dendrorhous en este plasmido, el cual no tenia
relacion con la sintesis de astaxantina en esta levadura, o bien, alteraron

considerablemente la organizacion de dicho segmento.

Utilizacién de los genes de E. uredovora para el aislamiento de los genes de

carotenogénesis de X. dendrorhous.

Con la finalidad de aislar el o los genes involucrados en la sintesis de astaxantina
entre §-caroteno y astaxantina en la levadura X. dendrorhous se elaboré una estrategia
que consistia en expresar ios genes de la bacteria carotenogénica E. uredovora en E, coli
y §. cerevisiae, los cuales naturalmente no producen estos pigmentos. La facil
manipulacion de estos organismos, las posibilidades de mejorar ostensiblemente las
condiciones de cultivo y especialmente las grandes ventajas que presentan en cuanto a su
manejo a nivel molecular (clonamiento y expresion de genes) motivaron dicha idea. De
este modo, al expresar cada uno de los genes de la via de sintesis de 3-caroteno de E,
uredovora en S. cerevisige y transformar a su vez la levadura con una genoteca de

cDNA de X. dendrorhous seria posible aislar los genes que completarian la via hasta
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astaxantina. Estos transformantes sintetizarian astaxantina y presentarian un fenotipo
coloreado, diferente al productor de B-caroteno.

Las transformaciones de las cepas de S. cerevisize con estas construcciones
fueron positivas; pues cada uno de los transformantes asi como las cepas diploides
presentaban los genes en su interior, al ser analizados mediante PCR. Al analizar la
expresion de ellos, agregando en el medio galactosa, se pudo ver, que las cepas
transformante que llevaban los dos primeros genes de la ruta, la construccion EGB
(parte B en figura 20), presentaban un pico que corresponderia a fitoeno, sin embargo, al
analizar la cepa diploide (parte C figura 20), Ia cual lleva los cuatro genes, presenta un
perfil ligeramente diferente a fitoeno pero que no corresponde a B-caroteno. Ninguna de
las cepas diploides probadas que llevaban los cuatro genes de E. uredovora bajo el
promotor Gall-10, en su interior sintetiz6 B-caroteno. Las posibles causas de esto no son
claras. Sin embargo, ultimamente se ha descrito que en organismos recombinantes, tales
como Candida utilis y S. cerevisiae que portan los genes de carotenogénesis de E.
uredovora, necesitan la presencia de otro gen para que ellos adquieran la habilidad de
sintetizar carotenoides (Misawa & Shimada, 1997). Estas dos levaduras, las cuales no
sintetizan naturalmente carotenoides, son capaces de sintetizar estos pigmentos si llevan
los genes de carotenogénesis de E. uredovora o A. aurantiacum y ademas el gen para la
enzima isopentenil difosfato isomerasa de X. dendrorhous o H. pluvialis. Esta enzima
cataliza la isomerizacién entre isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalilpirofosfato
(DMAPP) (ver figural), dos isoprenoides que son parte de fundamental en la sintesis de

compuestos como son los esteroles, las quinonas, hormonas como la guiberelina y
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carotenoides. Probablemente el equilibrio mantenido por la isopentenil difosfato
isomerasa entre estos dos intermediarios en la cepa de S. cerevisiae utilizada, no sea
suficiente como para que el flujo de carbono de la via de sintesis de ergosterol sea
parcialmente desviado hacia Ia ruta de sintesis de carotenoides y de este modo los
pigmentos no pueden ser producidos por este organismo. Por otra parte, es probable que
los componentes membranosos de esta cepa no sean adecuados o suficientes para una
interaccion apropiada entre las enzimas que llevan la sintesis de carotenoides, posterior a
la sintesis de fitoeno De hecho, se ha descrito ampliamente que las dos primeras enzimas
de la via, geranilgeranil pirofosfato sintetasa y fitoeno sintetasa se encuentran en forma
soluble dentro de la célula. Sin embargo, las enzimas como fitoeno deshidrogenasa y
licopeno ciclasa requieren estar unidas a membrana para que puedan ser activas

(Bramley & Mackenzie, 1988; Bonk et af, 1997)

Aislamiento, clonamiento y secuenciacién del gen de la fitoeno deshidrogenasa de X,

dendrorhous.

Para aislar el gen que codifica la enzima fitoeno deshidrogenasa, de la levadura
X. dendrorhous, se analizaron y compararon diferentes secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas de esta enzima, aisladas desde diferentes organismos procariontes y
eucariontes y que se encuentran almacenadas en la base de datos del Genbank. El
analisis de las secuencias proteicas logré identificar dos zonas que son medianamente
conservadas en esta enzima. Sin embargo, el anilisis de las secuencias nucleotidicas de

los diferentes genes, que codifican para la fitoeno deshidrogenasa, no mostré una gran
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stmilitud entre estas secuencias. De este modo, se confeccionaron partidores
degenerados que permitieron amplificar un segmento de 1,4 kb, al utilizar DNA
genomico de la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous.

Un analisis mas exhaustivo de la base de datos que se entrega con el programa
GCG (Genetics Computers Group) permitié encontrar una secuencia que se encontraba
ingresada como el posible gen que codificaba para la enzima fitoeno deshidrogenasa de
otra cepa silvestre, UCD 67-210, de esta levadura. Se compararon los partidores
anteriormente disefiados, con esta secuencia y se observé una gran semejanza a unas
zonas de este gen. Se disefiaron partidores, basados en la secuencia descrita para la cepa
UCD 67-210, y se obtuvo la amplificacién de un segmento de 2,0 kb, cuando se utilizo
DNA gendémico de la cepa UCD 67-385. Su tamafio era correspondiente con lo esperado
del andlisis de la secuencia de la cepa UCD 67-210 de X. dendrorhous. Por consiguiente,
se opt6 por fabricar partidores a partir de la secuencia de la base de datos que permitiera
amplificar un fragmento de 3,6 kb donde se encontraba incluido el gen que codifica la
enzima fitoeno deshidrogenasa. Luego de clonar dicho fragmento, fueron seleccionados
dos clones que presentaban el inserto en orientacion opuesta. Ambos fueron
secuenciados completamente en ambas direcciones, permitiendo confirmar la secuencia.
Al realizar la comparacion con las secuencias nucleotidicas de los genes y de
aminodcidos de la fitoeno deshidrogenasas provenenientes de otros OTganismos
presentes en la base de datos, se pudo ver que el gen supuesto se encontraba en un
fragmento de DNA de 2,8 kb dentro del amplificado de 3,6 kb. Esta comparacion, la
comparacién de las secuencias intron-exon de los genes de actina (Wery et al, 1996) y

de Ia proteina ribosomal L41 (Kim et al, 1998) de X. dendrorbous y la utilizacion del
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programa de analisis genético GCG permitid estimar los posibles marcos de lectura
presentes en nuestra secuencia, indicando que el gen, posee 11 intrones y codifica para
una proteina que tiene 582 aminoécidos. Por otra parte, la comparacién de la secuencia
nucleotidica de ambos fragmentos de DNA secuenciados desde ambos extremos, a partir
de los clones L2 2 y L2_5, evidenci6 que ellas presentaban solo 21 bases diferentes, de
las cuales, el 55 % se encuentran en zonas no codificantes para la enzima. La
comparacion de las secuencias nucleotidicas de los clones L2 2, L2 5 y la secuencia
descrita para la cepa UCD 67-210, nos muestra una gran similitud entre ellas. Solo
aparecen 43 bases diferentes, con un 68 % de ellas, ubicadas en zonas no codificantes.

En la figura 36 se muestra una comparacién de las tres secuencias aminoacidicas
deducidas, de la fitoeno deshidrogenasa de los clones L2_2,1.2 5y de la cepa UCD 67-
210, ellas presentan un alto grado de similitud. La secuencia obtenida a partir del clon
L2 2 es la que presenta mas diferencias, con 43 aminoécidos distintos agrupados,
principalmente, en una regién de la secuencia (ver zonas verdes en la figura 36). La
secuencia obtenida a partir del clon L2_5 solo presentd 11 diferencias con aquella de la
cepa UCD 67-210.

En las figuras 27, 28 y 36 se destacan dos zonas dentro de la secuencia proteica,
la zona en color amarillo corresponderia a una region de unidn a nucleétido, hecho que
ha sido ampliamente descrito para estas enzimas. Se ha determinado que estas enzimas
necesitan unirse a un nucledtido para lograr su actividad. Se ha encontrado que Ia fitoeno
desaturasa de Narcissus pseudonarcissus y Capsicum annuum requieren la unién de
flavina adenina dinucleotido (FAD) como cofactor para su activacién (Al-Babili e al,

1996; Hugueney ef al, 1992). De igual forma, en el hongo filamentoso Phycomyces
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blakesleeanus, cuya proteina posee 583 residuos aminoacidicos, se ha determinado que
requiere tanto NADP como FAD para que realice las reacciones de deshidrogenacién
(Fraser & Bramley, 1994). Sin embargo, la fitoeno desaturasa de E. uredovora require
FAD para su actividad y es inhibida por NAD y NADP (Fraser ef al, 1992). La gran
semejanza que existe entre las fitoeno desaturasa de X. dendrorhous y P. blakesleeanus
permite pensar que ambas presentan caracteristicas similares, respecto al requerimiento
de los nucledtidos NAD, NADP y FAD para su actividad.

La zona en celeste presente en las secuencias de la fitoeno deshidrogenasa de las
figuras 27, 28 y 36 corresponderia a la regién en la cual la enzima se uniria al fitoeno y
sus posteriores sustratos en las reacciones de deshidrogenacion par dar como resultado
licopeno. La comparacién con las secuencias aminoacidicas de las fitoeno
deshidrogenasas de N. crassa, P. blakesleeanus, E. uredovora y R. capsulatus muestra
una region similar, a la cual se le ha asignado dicha funcién (Armstrong et al, 1989).

Cabe hacer notar que todas las diferencias encontradas entre las tres secuencias
proteicas (figura 36), se encuentran fuera de las regiones que se unirfan al nucleotido
(amarillo) y al sustrato (celeste). Este hecho, asi como las diferencias encontradas a nivel
de la secuencia nucleotidica, donde la mayor parte de estas variaciones se ubican en las
regiones no codificantes, pueden inducir a pensar que las secuencias de los clones L2 2
y L2_5 corresponderian a dos alelos del gen presentes en el genoma de nuestra cepa
sitvestre de X. dendrorhous, UCD 67-385. De esta manera, estos resultados entregan
informacién adicional que apoya la sugerencia de un estado diploide natural de X.

dendrorhous como ha sido descrito anteriormente (Calo ef al, 1996; Hermosilla, 1997).
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Adicionalmente, el andlisis de la secuencia aminoacidica deducida, de la fitoeno
deshidrogenasa de X. dendrorhous en relaciéon a su perfil de hidrofobicidad, como se
muestra, en la figura 37, nos permite observar graficamente que la enzima posee, a lo
menos, 7 regiones hidrofdbicas claras. Estas, podrian ser responsables de una asociacién
de dicha proteina con estructuras membranosas. En relacion a lo anteriormente indicado,
se ha descrito que las enzimas relacionadas con la sintesis de carotenoides se encuentran
generalmente asociadas a membranas (Isler, 1979; Sandman, 1991) y aparentemente
nuestra enzima no seria la excepcion. En otros organismos, tal como el guisante, se ha
determinado la ubicacién de diferentes enzimas involucradas en la sintesis de
carotenoides, por ejemplo, la enzima geranigeranildifosfato sintetasa permanece en la
region soluble del estroma del cloroplasto en forma libre, mientras que, la enzima
fitoeno sintetasa se encuentra asociada a la membrana del tilacoide. Sin embargo,
sorprendentemente en este organismo las enzimas fitoeno deshidrogenasa y licopeno
ciclasa permanecen en la region soluble del estroma, aunque su actividad es totalmente
dependiente de su asociacion a membranas (Bonk ef al, 1997). En Narcissus
pseudonarcissus la fitoeno deshidrogenasa se encuentra en el cloroplasto, en forma
soluble y unida membrana, sin embargo, la forma soluble es enzimaticamente inactiva y
la forma que se encuentra asociada a membrana es completamente funcional (Al-Babili
et al, 1996). En bacterias, como es el caso de E. uredovora, se ha determinado que esta
enzima se encuentra unida a membrana en su forma totalmente activa (Fraser ef af,
1992). En el hongo P. blakesleeanus, dicha enzima también se encuentra unida a
membrana, condicién requerida para mantener su actividad (Fraser & Bramley, 1994).

Adicionalmente, se puede deducir a partir de la grafica de la figura 37, que la zona com-

|
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prendida aproximadamente entre los aminoacidos 65 y 101 no tendrian un papel
preponderante en el establecimiento de algin dominio de unién a membrana en esta
proteina. Esto es relevante si se considera que es la zona que presenta mayores
diferencias en la secuencia, de aminoacidos, de la proteina deducida a partir del clon
L2 2 (figura 36).

Al analizar la secuencia aminoacidica de la enzima fitoeno deshidrogenasas de X,
dendrorhous, en el conjunto de varias otras fitoeno deshidrogenasas aisladas desde
diferentes organismo, tales como plantas, eubacterias, hongos y cianobacterias; se pudo
determinar que existe una relacidén entre las enzimas aisladas desde estos diferentes
grupos. Un alineamiento entre tales proteinas permitié elaborar un dendrograma el cual
se presenta en la figura 38. En dicho dendrograma se puede observar que las fitoeno
deshidrogenasas de hongos y bacterias se encuentran més relacionadas entre si formando
un grupo claramente diferente al que forman las enzimas provenientes de plantas y
cianobacterias.

En resumen, con los antecedentes expuestos hasta el momento podriamos indicar
que la enzima fitoeno deshidrogenasa de X. dendrorhous presenta claramente, en su
secuencia proteica, un dominio de unidn a nucleStido (FAD, NAD ¢ NADP) y se
distingue ademas la zona en que se uniria el sustrato de la enzima. Por otra parte, un
andlisis de la hidropatia de esta proteina indica que en la enzima, a lo menos, seis zonas
tendrian la posibilidad de constituir dominios de unién o interactuar con membranas. Las
relaciones de semejanza de la fitoeno deshidrogenasa de esta levadura nos indicaria que
existe una mayor relacion con las enzimas provenientes de hongos y bacterias que las

fitoeno deshidrogenasas provenientes de plantas y cianobacterias. Desde este punto de
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Analisis genético molecular y funcional del gen (ATX3) de la fitoeno deshidrogenasa de
la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous

De acuerdo a los experimentos de hibridacion realizados sobre el cartotipo
electroforético de la cepa UCD 67-385 X. dendrorhous, se pudo determinar que este gen
se encuentra localizado en la banda de mayor tamafio de este cariotipo y no presenta
hibridacién con ninguna otra banda cromosomal. Sin embargo, es importante hacer notar
que esta primera banda corresponde a un triplete (Cifuentes ef al, 1997) y de acuerdo a
la intensidad de la hibridacién se podria afirmar que este gen se encontraria en solo una
de estas bandas, haciendo posible su identificacién. El cambio de las condiciones de
electroforésis podria permitir la separacion de estas bandas cromosémicas, lo que
llevaria a una asignacion méas exacta de esta secuencia.

El andlisis de restriccion, simple y doble, del DNA genémico de la cepa silvestre
UCD 67-385 y la hibridacion con el fragmento interno del gen (fragmento EcoRV) dio
como resultado solo unas pocas bandas de hibridacién en ambos casos (ver figura 29, 30
y tabla 6), esto indicaria que el gen de la fitoeno deshidrogenasa, en X. dendrorhous, se
encuentra como simple copia en el genoma. Si este gen se encontrara en un niimero de
copia superior a uno se podria esperar un niimero de bandas hibridacién mayor, ya que
los sitios de restriccién que se encontrarian cercanos a los diferentes genes serian
distintos, lo que a su vez generaria fragmentos de DNA, que llevan el gen, de diferente
tamafio. Ademds, también fue posible determinar un mapa de restriccién de una zona de
aproximadamente 30 kb que involucra dos sitios Pst] en el cual se encontraria el gen de

la enzima fitoeno deshidrogenasa (ver figura 31).
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Para probar si efectivamente el gen ATX3, que codifica para la enzima fitoeno
deshidrogenasa, se encuentra en ¢l fragmento de DNA clonado a partir de la cepa UCD
67-385 de X. dendrorhous, se intento transformar una cepa mutante albina, Atx3 que
acumulaba fitoeno (Martinez, 1995). La complementacion de esta mutante con el alelo
silvestre ATX3, debia corregir la etapa de la via que se encontraba bloqueada
permitiendo la sintesis de astaxantina. No obstante, los experimentos realizados
mediante electrotransformacion de dicha cepa, con el DNA plasmidial proveniente de
los clones L2 2 y L2 5 no dieron resultados positivos y no fue posible obtener
complementacién de la mutacién en dicha cepa. Una explicacion posible es el hecho de
que la cepa albina fue obtenida a partir de repetidos experimentos de mutagénesis
(Martinez, 1995) y probablemente presenta otras mutaciones en su genoma que
impedirian que se recobrara el fenotipo silvestre al introducir el gen de la enzima fitoeno
deshidrogenasa.

Como alternativa a esta situacion se optd por transformar la cepa silvestre UCD
67-385 de X. dendrorhous con el gen de la fitoeno deshidrogenasa, del mismo
organismo, pero portando una delecién interna. Como resultado se podria esperar
obtener un mutante portador de la delecién y albino, indicando que efectivamente el gen
para la fitoeno deshidrogenasa se encontraba en estos clones. De este modo, se realizé
una delecion en el gen digiriendo con la enzima de resticcidon EcoRV liberando un
fragmento interno de este gen, de aproximadamente 1,2 kb (ver figura 23). Ahora con el
gen que portaba dicha delecién se electrotransformé la cepa silvestre UCD 67-385,
obteniendose como resultado algunas colonias que presentaban una coloracién mas

palida que la cepa silvestre. El fenotipo de estas colonias, tanto a simple vista como al
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examen microscopico, se asemejaba a las caracteristicas de la cepa silvestre, El analisis
de sus acidos nucleicos indico la presencia de las cuatro bandas de RNA de doble hebra
caracteristicos de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous (Castillo & Cifuentes, 1994)
lo que confirmé el origen de estas colonias palidas. El analisis mediante HPLC (figura
33) de una de estas transformantes, present6 un perfil semejante al de la cepa silvestre,
se observa claramente el pico correspondiente a astaxantina, sin embargo no es posible
observar el pico de B-caroteno, esto probablemente se debe a que en la cepa silvestre,
UCD 67-385, el pico correspondiente a este pigmento siempre es pequefio y en el caso
de los transformantes palidos probablemente la cantidad de B-caroteno es atin mas baja y
por esto no fue posible detectarlo.

Un experimento de transformacién mediante electroporacion de una de las
colonias palidas, denominada transformante5, con el DNA portador de la delecién
EcoRV de 1,2 kb, dio como resultado una serie de colonias blancas. La forma y textura
de la colonia, las carateristicas microscopicas y la presencia de RNA de doble hebra nos
indic6 que correspondia a X. dendrorhous. Aqui surgen las preguntas ; porqué al
transformar la cepa silvestre con DNA con una delecion de 1,2 kb, en el gen ATX3, no
se obtienen transformantes albinos?, ; porqué los clones albinos solo se obtienen luego
de transformar una cepa transformante palida?. Estas preguntas tienen respuesta si
consideramos a la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous, como un diploide
natural. De esta manera, €l transformante palido podria ser un heterocigoto en el cual ha
ocurrido un evento de integracion del DNA transformante, dejando solo una copia

normal del gen, induciendo a una disminucion de la cantidad de astaxantina total del
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clon. Esto podria ser causado por un efecto de dosis génica. Los transformantes albinos
s0lo surgen luego de tranformar los clones palidos con DNA del gen ATX3 portador de
la delecion, mediante un segundo evento de integracion, reemplazando la copia completa
del gen ATX3 por la mutada. Asi, se genera un homocigoto con la delecion.
Efectivamente, un anilisis mediante PCR, de los clones transformantes,
utilizando la mezcla de partidores, P1-4, que amplifican el fragmento de 3,6 kb,
correspondiente al gen completo de la fitoeno deshidrogenasa, muestra que los
transformantes palidos presentan dos bandas de amplificacidn: a) una correspondiente al
gen completo, en una banda de 3,6 kb y b} otra banda de 2,4 kb correspondiente al gen
con la delecion de 1,2 kb. Adicionalmente, la amplificacion a partir del DNA genémico
de las transformantes albinas muestra solamente una banda de 2,4 kb correspondiente al
gen con la delecion (figura 35). De esto se desprende que la integracion, en ambos casos
de transformacién, se realiz6 mediante recombinacion homéloga reemplazando al gen
silvestre. La obtencion de un transformantes pélidos en un primer paso de
transformacion y la obtencion de dos bandas de diferente tamafio, 3,6 y 2,4 kb, mediante
PCR, nos indica que esta cepa transformante palida seria heterocigota para el gen
ATX3, con un alelo silvestre de 3,6 kb y un alelo mutado con delecién de 2,4 kb.
Posteriormente, al transformar las colonias palidas, con el mismo DNA del experimento
anterior, se generé colonias blancas, con solo una banda, correspondiente al gen con
delecion, de 2,4 kb, sugiriendo que esta cepa podria ser homocigota, en ambos alelos
mutados por la delecion de 1,2 kb. Debido a esto, y como se mencioné anteriormente,
las cepas obtenidas en el primer paso de transformacién presentan una coloracién mas

pélida que la cepa silvestre, ya que presentarian solo un alelo que codifica para una
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enzima funcional, a diferencia de la cepa silvestre, la cual es homocigota para el gen
ATX3 de 3,6 kb. Ademas, se ha observado que algunas colonias de estas transformantes
palidas presentan sectorizacion, lo cual evidenciaria la ocurrencia de recombinacién
mitdtica, y por lo tanto segregacion de ambos alelos (figura 34). Por otra parte, al
sembrar algunas de estas colonias palidas en placas con medio YM/agar se ha podido
ver algunas colonias con fenotipo silvestre para la acumulacidn de pigmento,
confirmando las observaciones antes descritas.

La amplificacion de solo una banda, de 2,4 kb , en las transformantes blancas,
nos indica que ambos alelos estarian mutados. Estos resultados, apoyan la teoria de la
diplodia de este organismo (Calo & Johnson, 1996; Hermosilla, 1997) ya que al menos
el gen ATX3 se encontraria en una condicién diploide en esta levadura.

En organismos tales como Phycomyces blakesleeanus y en la cianobacteria
Anacystis, se 2 comprobado que existe regulacion de la via de sintesis de pigmentos a
nivel de la enzima fitoeno deshidrogenasa (Sandmann & Kowalczyk, 1989; Ruiz-
Hidalgo ef al, 1997). Probablemente, este seria un paso dentro de la via de sintesis de
carotenoides en X. dendrorhous, importante de analizar ya que podria ser la limitante
para la sintesis de pigmentos en la levadura. Esto estaria de acuerdo a lo descrito a través
del analisis de mutantes de carotenogénesis ( Martinez, 1995), donde existirian dos

pasos de regulacion uno antes de B-caroteno, el cual es representado por la mutante

atxS1 y otro paso de regulacion posterior a B-cartoteno representado por la mutante

atxS2, ambas obtenidas en nuestro laboratorio (Martinez, 1995). Seria muy relevante

para los estudios de ingenieria metabolica, en esta levadura, el determinar los efectos
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que tendria en Ja biosintesis de astaxantina la desrregulacion o sobreexpresién de este
gen asi como el aumento de su dosis génica. Por otra parte, el aislamiento y
caracterizacion de este gen permite proyectar con mayor facilidad los estudios de
regulacion de la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de astaxantina en

la levadura X. dendrorhous.




CONCLUSIONES

El analisis de la secuencia nucleotidica del gen de la fitoeno deshidrogenasa de,
Xanthophyllomyces dendrorhous, permitié determinar gue este gen posee 11

intrones y codifica para una proteina de 582 aminoacidos.

La hibridacidn sobre DNA genomico digerido con enzimas de restriccién y sobre
el cariotipo electroforético de la cepa silvestre UCD 67-385, de X. dendrorhous,
con una sonda correspondiente a un fragmento del gen ATX3 indican que este
gen se encuentra en un fragmento Pstl de aproximadamente 30 Kb en la banda

cromosomica 1.

La secuencia de aminoicidos, deducida, de la enzima fitoeno deshidrogenasa de
X. dendrorhous ha permitido observar: a) una estrecha relacién con fitoeno
deshidrogenasas de bacterias y hongos, estimandose que esta seria una enzima
del tipo Crtl. b) que posee dos zonas altamente conservadas que corresponderian
a, un motivo de unién a sustrato (fitoeno) y otro de unién a nucledtido (FAD o
NAD). c¢) su perfil de hidrofobicidad muestra a lo menos siete zonas que

posiblemente se unirian ¢ asociarian a membranas.
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El analisis de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de dos clones portadores
del gen ATX3, asi como el andlisis, mediante PCR, de las colonias palidas y
albinas obtenidas luego de transformaciones sucesivas de la cepa silvestre (UCD
67-385) con un producto de delecion de este gen, a permitido concluir que el gen
de la fitoeno deshidrogenasa se presenta en una condicién diploide en el genoma
de la levadura, lo que apoya fuertemente Jas teorias de una diploidia natural de .X.

dendrorhous.




APENDICE N° 1

Medios de cultivo.
1.- Medios de Cultivo:
a) Medio LB (Luria Bertani).

Trptona
Extracto de levadura
Cloruro de Sodio

b) Medio LB-agar.

Medio LB
agar

c¢) Medio YM.

Glucosa

Extracto de levadura
Extracto de malta
Peptona

d) Medio YM-agar.

Medio YM
Agar

e) Medio YM-KCI

Medio YM
KCl

f) Medio YM-KCl-agar 0.5 %
Medio YM-KCI
agar

g) Medio Minimo (MM).

Glucosa
Vogel
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1.0%
0.5 %
0.5 %.

2.0%

1.0%
03 %
03 %
0.5%

20%

0.8 M

0.5%

2.0%
1.0X
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h) Medio Minimo-agar (MM-agar).

Medio Minimo (MM)
Agar 2.0%

i) Medio o.
Triptona 2.0%
Extracto de levadura 0.5%
Cloruro de potasio 10 mM
Sulfato de Magnesio 0.4 % plv

El medio fue llevado a pH 7.6 con hidréxido de potasio 1M.
Se utiliza agua deshionizada.

j) Medio YEP
Extracto de levaduras 1.0%
Peptona 2.0%
Glucosa 2.0%

k ) Medio YNB (w/o aminoacidos)

1) Medio con galactosa para levadura.




APENDICE N° 2
SOLUCIONES:
1.- Transformacion de . coli.
a) Solucion T{RL
Cloruro de Rubidio
Cloruro de manganeso tetrahidratado
Acetato de Potasio

Cloruro de Calcio
Glicerol

100.0 mM
50.0 mM
30.0 mM
10.0 mM
15.0%

La solucion es llevada a pH 5.8 con 0.2 M de acido acético.

b) Solucion TBIIL.

MOPS pH 7.0
Cloruro de rubidio
Cloruro de calcio
Glicerol

2.- Hibridacion de acidos nucléicos
a) Solucidn de prehibridacién.

SS8C

Reactivo de Denhardt
SDS

DNA esperma de salmén
Formamida

b) Solucion de hibridacion.

SSC

Reactivo de Denhardt

SDS

DNA esperma de salmén
Formamida

Sonda radioactiva denaturada

c) Solucién de Denhart
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10.0 mM
10.0 mM
75.0 mM
15%

6 X

5X
0.5%
100 pg/ml
50 %

6.0X

50X

0.5%

100 pg/mi
50.0 %

>10° cpm/ug,




Ficoll
Polivinilpirrolidona
BSA (fraccion IV)

d) SSC 20 X

NaCl
Citrato de sodio

3.- Marcado radiactivo de acidos nucleicos.

a) Mezcla de partidores sintéticos

HEPES

Tris-HCI

MgClz

B-Mercaptoetanol

BSA

Partidores sintéticos (hexameros)

b) Mezcla de desoxinucledtidos

Tris-HCl pH= 7.0
Na2EDTA
dATP, dGTP, dTTP

¢} Solucién fragmento Klenow

Fragmento Klenow de la

DNA polimerasa I de E. coli
Tampén fosfato de potasio pH=7.0
B-Mercaptoetanol

Glicerol

d) Solucién “Stop Buffer”

Na2EDTA, pH= 7.5
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1.0%
1.0%
1.0%

175.3 g/lt
88.2 g/lt

0.67TM

0.17M

17.0 mM

33.0 mM

1.33 mg/ml

18.0 D0255 unidades/ml

3.0mM
0.2 mM
0.5 mM

3.0 unidades/pl
100 mM

10 mM

50.0 % (v/v).

0.2M




4 .- Electroforesis de DNA

a) TAE 50.0 X
Tris 242.0 g/lt
Acido acético glacial 57.1 ml/it
EDTA (0.5 M) pH= 8.0 100 ml/it
b} TBES.0X
Tris base 54.0 gflt
Acido borico 275 g/t
EDTA (0.5 M) pH 8.0 20 ml/lt

5.- Soluciones para la secuenciacién

2) Tampon de reaccion (5.0 X)
Tris-HCL, pH 7.5 200.0 mM
MgCI2 100.0 mM
NaCl 250,0 mM
b) Mezcla de terminacién

ddG: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 pM,
dTTP 80 pM, ddGTP 8 uM,
NaCl 50 pM

ddA: dGTP 80 pM, ddATP 8 uM, dCTP 80 uM,
dTTp 80 uM, dGTP 80 M,
NaCl 50 mM

ddT: dGTP 80 pM, dATP 80 uM, dCTP 80 uM,
ddTTP 8 uM, dGTP 80 pM,
NaCl 50 mM

ddC: dGTP 80 pM, dATP 80 M, ddCTP 8 pM,
dTTP 80 pM, dGTP 80 pM,
NaCl 50 mM

d) Mezcla de marcaje

dGTP 7.5 M
dCTP 7.5 UM
dTTP 7.5 uM

e) Tampon de dilucion de la enzima.

Tris-HCL, pH 7.5 10.0 mM
DTT 5.0 mM
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f) Solucién “Stop Buffer”
Formamida
EDTA
Azu! bromofenol
Cianol xileno

6.- Gel de secuenciacion.

a) Solucién acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida

Bisacrilamida
H;0

0.5 mg/ml

95 %

20 mM
0.05%
0.05 %

38.0gr
20gr
100 mt

Filtrar la solucién y mantener a 4°C en oscuridad.

b) Gel 6 %

Urea ultra pura

Solucién Acrilamida-bisacrilamida
TBES5 X

H20

Filtrar antes de utilizar.
7.- Soluciones para medios de cultivo
a) Vogel 50.0 X

Citrato de Sodio x 5 H,O
KH2P04 anhidro
NI']4N03 anhidro
MgSO4x 7H;0

CaClxx 2 H;0

Elementos trazas

Biotina

23.0 gr
7.5 ml

10.0 ml

40.0

150.0 g/it
250.0 g/it
100.0 g/it
10.0 g/lt
5.0 glflt
5.0 ml

48 mg/lt
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8.~ Soluciones para electroforesis de campo pulsado

a) LET
EDTA (0.5 M) pH 8.0
Tris, pH 7.5
B-mercaptoetanol

b) NDS
EDTA. (0.5 M) pH 8.0
Tris, pH 7.5
N-lauroilsarcosina

9.- Soluciones electrotransformacion.

a) BD
Buffer fosfato de potasio 1.0 M, pH 7.0
Ditiotritol 0.25 M

b) STM

Sacarosa 1M

Tris 0.5 M, pH 7.5
MgCl 0,5 M

925.0 ml/it

1.5 g/lt
75.0 ml/lt

890.0 ml/lt

1.5 g/lt
100.0 ml/lt

50.0 ml/lt
100.0 ml/It

270.0 mi/it
20.0 mi/it
20.0 ml/1t
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Marcador de tamafio molecular.

APENDICE N° 3

Tamafio y peso molecular de los fragmentos obtenidos al tratar el DNA del

bacteriofago lambda con la endonucleasa de restriccion HindII1.

N° fragmento

00 =1 N e W) e

Tamafio Molecular
(kb)
23.130
9.419
6.557
4371
2.322
2.028
0.564
0.125
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Peso Molecular
(Megadalton)
15.00
6.12
426
2.84
1.51
1.32
037
0.08
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