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F`ESUIVIEN

Xanthaphy//omyces  dent/rort]ous  es  una  levadura  que  sintetiza  astaxantina,

carotenoide de inter6s biotecnol6gico por sus caracteristicas antioxidantes y uso como

colorante.  La  carotenogenesis  se  abastece  de  metabolitos  derivados  de  la  ruta  del

mevalonato (MVA),  por lo que en este seminario de titulo se estudi6 el efecto que tiene

en  la  producci6n  y composici6n  de carotenoides  la sobreexpresi6n  de  dos  genes  que

codificari'an una acetoacetil-CoA tiolasa (Ef?G70 A y Ef?G70 a) y la regi6n catalitica de

la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (tfJMGB).  Para ello, se construyeron m6dulos

de expresi6n de dichos genes,  se transform6 Ia levadura y se comprob6 la integraci6n

de   6stos   en   su   genoma.   La   producci6n   de   carotenoides   y   esteroles   se   analiz6

espectrofotom6tricamente,  mientras  que  su  composici6n  se  determin6  mediante  RP-

HPLC. Ademas,  se estudi6 Ia expresi6n  de los genes a nivel de sus mpNAs mediante

FIT-qpcp,  y  paralelamente  se  realiz6  un  analisis  bioinformatico  de  las  secuencias

primaria  y  secundaria  de   las  proteinas  que  codifican   Ef]G70  A  y  Ef?G70  8.   Los

resultados  indican  que  estos  genes  posiblemente  codifican  una 3-cetoacil-CoA tiolasa

involucrada   en   la   8-oxidaci6n   de   acidos   grasos   y   una   acetoacetil-CoA   tiolasa

involucrada  en  la  ruta  del  MVA,  respectivamente.  La  sobreexpresi6n  de  Ef]G70 A  y

Ef]G70   a   no   conduce   a   cambios   significativos   en   la   cantidad/composici6n   de

carotenoides   y   de   esteroles.   Sin   embargo,   cuando   se   sobreexpres6   tHMGf?,   Ia

producci6n  de  carotenoides  y  esteroles  aument6  2,02  y  1,4  veces,  respectivamente,

luego  de  120  h  de  cultivo.  Particularmente,  se  observ6  que  la fracci6n  de  astaxantina

disminuy6 y la de P-caroteno aument6,  mostrando una relaci6n  inversa a la observada

en   la   cepa   parental   silvestre.   Curiosamente,   este  fenotipo   se   relaciona   con   una



disminuci6n  significativa  en  los  niveles  de  transcritos  de  los  genes  carotenog6nicos

crff] y crfs, quienes controlan los pasos de B-caroteno a astaxantina de esta ruta.

xii



ABSTRACT

Xanthaphy//omyces  c/enc/rorf7ous  is  a  yeast  that  synthesizes  astaxanthin,   a

carotenoid  of  biotechnological  interest  due to  its  use  as  antioxidant  and  colorant.  The

carotenogenesis  precursors  are  supplied  by  the  mevalonate  pathway,  therefore  the

effect of the overexpression of two genes involved in the  MVA pathway that encode an

acetoacetyl-CoA thiolase  (Ef]G70 A  and  Ef?G70 B)  and  the  catalytic  region  of  the  3-

hydroxy-3-methylglutaryl-CoA   reductase   (tHMGfay   in   production   and   composition   of

carotenoids   was    studied.    For   this,    expression    modules    of   these    genes   were

constructed,  the  yeast  was  transformed  and  their  integration   into   its  genome  was

verified. The production of carotenoids and sterols was analyzed spectrophotometrically

while  their  composition  was  determined  by  RP-HPLC.  In  addition,  the  expression  of

genes at the level of their mRNAs was studied by FIT-qpcPl and bioinformatic analyses

of  the  primary  and  secondary  estructures  of  thiolases  A  and  8  was  performed.  The

results  indicate  that  Ef]G70 A  and  Ef]G70  8  may  encode  a  3-ketoacyl-CoA  thiolase

involved  in  B-oxidation  of  fatty  acids  and  an  acetoacetyl-CoA  thiolase  involved  in  the

MVA pathway,  respectively.  Overexpression  of  Ef]G70 A and  Ef?G70 8 does  not  lead

to  significant changes in  the  amount/composition  of carctenoids and sterols.  However,

when t"Gfi was overexpressed, the production of carotenoids and sterols increased

2.02  and  1.4 times,  respectively,  after  120  hours  of  culture.  Particularly,  it  was  found

that the  astaxanthin  fraction  decreased  and  the  B-carotene  fraction  increased,  pattern

that showed  an  inverse  relation  in  the  wild type  strain.  Interestingly,  this  phenotype  is

associated  with  a  significant  decrease  in  the  transcript  levels  of  the  carotenogenic

genes   crff?  and   cris,   which   control  the  formation   of  astaxanthin  from   P-carofene.

xiii



INTRODUCC16N

Xanthapdy//omyces dendrowhous es una levadura pigmentada perteneciente a la

divisi6n   basidiomicetos  del   Fleino   Fungi,   aislada  originalmente   desde  exudados   de

arboles  en   las   regiones  montafiosas  de  Jap6n  y  Alaska  (Visser  y  col„   2003).   X.

dendrowhous  es  uno  de  los  pocos  organismos  conocidos  por  sintetizar  astaxantina

como principal carotenoide  (Echavarri-Erasun y Johnson.,  2004),  probablemente como

una ventaja adaptativa,  ya que  se  ha propuesto que  la propiedad  antioxidante  de  los

carotenoides protege a la levadura contra especies reactivas de oxfgeno (Schroeder y

Johnson.,1993).

Los  carotenoides,  dependiendo  de  la  longitud  de  la  cadena  de  enlaces  dobles

conjugados y sus sustituyentes,  son compuestos de colores naranjos,  amarillos y rojos

(Armstrong.,  1994;  Klassen.,  2010),  y  se  caracterizan  por  ser  potentes  antioxidantes

(Rodriguez-Saiz y col., 2010).  La astaxantina es una xant6fila  (carotenoide oxigenado)

y representa cerca del 85 a/o del contenido total de carotenoides de cepas silvestres de

X.  dendrowhous  (Visser  y  col.,  2003).  Ademas  de  las  propiedades  antioxidantes,  las

aplicaciones   de   los   carotenoides   como   colorantes,   ha   generado   un   gran   inter6s

industrial  por  esta  levadura  como  una  posible  fuente  de  producci6n  de  pigmentos

alternativa  a  la  si'ntesis  quirnica  de  carotenos  (P-caroteno)  y xant6filas  (astaxantina y

cantaxantina)   (Schmidt-Dannert.,  2000).   Sin  embargo,   un  inconveniente  es  la  baja

producci6n   de   astaxantina   (200-400   Lig/g-peso   seco)   en   cepas   silvestres   de   X.

cJenc/rowhous   (\/\/ery   y   col„    1997;    Contreras   y   col.,   2013).    Por   esta   raz6n,    los

carotenoides  producidos  por aproximaciones  biotecnol6gicas  no  han  sido  hasta ahora



capaces  de  convertirse  en   una  real  competencia  para  los  carotenoides  sint6ticos

(Schmidt y col., 2011 ).

BIOsiNTESIS DE CAFloTENOIDES Y DE ESTEROLES

CAROTENOIDES

En X.  c/endrowhous, Ia ruta de biosintesis de carotenoides ha sido descrita (Figura

1)   y  se   inicia   cuando  dos   mol6culas   de  geranilgeranil   pirofosfato   (GGPP)   forman

fitoeno,  el  primer  carotenoide  que  se  produce,  por  acci6n  de  la  enzima  bifuncional

fitoeno-B-caroteno sintasa codificada por el  gen  crfyB (Verdoes y col„  1999a).  Luego,

la  enzima  f itoeno  desaturasa  codificada  por  el  gen  crf/,  forma  licopeno  a  partir  de

fitoeno  (Verdoes  y  col.,  1999b).  La  ciclaci6n  de  los  extremos  del  licopeno  genera  P-

caroteno   por  acci6n   de   la  enzima  fitoeno-f}-caroteno   sintasa,   y  posteriormente   la

adici6n de grupos ceto en las posiciones 4 y 4', y de grupos hidroxilo en las posiciones

3  y  3'  de  los  anillos   P-ionona  del   a-caroteno,   da  lugar  a  astaxantina.   Este  paso

involucra  la  formaci6n  de  intermedlarios  y  la  cata[isis  de  un  sistem!  citocromo  P450
I

formado   por   la   enzima   citocromo   P450   denominada   astaxantinq   sintasa   y   una

citocromo   P450  reductasa,  codificadas  por  los  genes

(Alcafno y col„ 2008).

crts y  crtR,|irespectivamente

En  cuanto  a  la  regulaci6n  de  la  sintesis  de  carotenoides  en  X.  der]drowhous,  el

conocimientoesmasescaso,perosehaobservadoquelafuentede!arbonocumpnrra

ermentables  sonun  rol  importante.  En  X.  cJenc/rowhoL/s,  la  glucosa  y  otros  aztlcares

asimilados a trav6s de la glic6lisis seguida de  la fermentaci6n  alcoh

etanol,  incluso  en  presencia  de  oxfgeno  (Peynders  y  col.,   1997).

ca para producir

Mientras  que  las

fuemes de carb6no no fermentables, como el etanol, son transformados a acetil-CoA y



procesados  a  trav6s  del  ciclo  de  Krebs.  Cuando  la  f uente  de  carbono  es  glucosa,  la

sintesis  de  carotenoides  es  baja  (Vazquez  y col.,1997),  y  en  fuentes  de  carbono  no

fermentables,  la srntesis de carotenoides es mayor (Gu  y col.,1997).  Se ha  informado

que   la  glucosa  causa  represi6n  transcripcional   de  tres  genes   (atYB,   crt/  y  cris)

involucrados  en  la  sl'ntesis  de  astaxantina  desde  GGPP,  lo  cual  se  relaciona  con  la

inhibici6n   de   la  si'ntesis  de   carotenoides   (Marcoleta  y  col.,   2011),   Por  lo  tanto,   la

inducci6n de  la carotenog6nesis coincide con el  agctamiento del azi]car y el comienzo

del metabolismo del etanol (Lodato y col., 2007).

teo!{ch             :

lpp -DRAPP  :

GGPP   -F;P i¥--E_i:;:;-o

B iosintesls de
astamantirra

cr,YB

Fiteno
cndt

Licopeno

crf yB     J

a-Caroteno

Astaxantlna

!
Lanosterol

Bio5intesi5 de
ergosterol

5,7,24(28LErgostltwenol

c,p.,i
Ergosterol

Figura i.  Rutas de si'ntesis de astaxantina y ergosterol.  En  letras azules,  la
ruta  del   MVA,   astar(antina  y  ergosterol.   Cada  ruta  se  encuentra  encerrada  en   un
recuadro,  donde  se  presentan  los genes descritos que controlan  la  ruta  de  biosi'ntesis
de   astaxantina   en   X.    denc/rowhous:    crfyB   (enzima   bifuncional   fitoeno-P-caroteno
sintasa),  crt/ (enzima fitoeno  desaturasa),  cris/crff] (sistema citocromo  P450)  (Alcai'no
y  col.,   2008).   En   la  ruta  de  biosintesis  de  ergosterol  se  presenta  el   gen   CYP67,
codificante  de  una  citocromo  P450:  C-22  esterol  desaturasa  (Loto  y  col.,  2012),  y  el
gen  SOS  (enzima  escualeno  sintasa).  Tambien  en  esta  ruta  se  ha  descrito  el  gen
OYP57  codificante  de  una  citocromo  P450:  C-14  esterol  demetilasa,  que  cataliza  la
demetilaci6n  de  lanosterol  (Leiva  y  col.,  2015).  Genes  fuera  de  los  recuadros:  crfE
(GGPP sintasa) y FPS (enzima farnesil-PP sintasa) (Alcai'no y col., 2014).



ESTEROLES

Los  esteroles  son  componentes  estructurales  de  las  membranas  de  las celulas

de  eucariontes  que  regulan  su  espesor,  fluidez y permeabilidad  (Zhang y  Flao.,  2010;

Loto y col.,  2012),  siendo  el  ergosterol  el  principal  esterol  en  hongos  incluyendo  a  las

levaduras.   La  escualeno  sintasa,  codificada  por  el  gen   Ef]G9  en   Saccharomyces

oerev/.s/.ae,   realiza   la   primera   etapa   comprometida   en   la  formaci6n   de   esteroles,

generando  escualeno.  Mutaciones  en  este  gen  confieren  una  obligada  auxotrof fa  de

esteroles  (Sturley.,  2000).  El  escualeno  sufre  un  proceso  de  ciclaci6n  y  da  lugar  a

lanosterol,  donde  la  conversi6n  de  este  tlltimo  en  ergosterol  es  un  proceso  complejo

que  involucra  la  acci6n  de  varias  enzimas  unidas  a  membranas,  incluyendo  a  dos

enzimas  citocromo  P450:  CYP51  y  CYP61   (Figura  1)  (Loto  y  col„  2012;  Leiva  y  col.,

2015).

FIUTA DEL MEVALONATO (IVIVA)

Tanto los carotenoides como los esteroles pertenecen a la familia de compuestos

isoprenoides o terpenos, mol6culas sintetizadas a trave§ de sucesivas condensaciones

de dos formas de isopreno activadas: el isopentenil-pirofosfato (IPP,  C5) y el dimetilalil-

pirofosfato   (DMAPP,   C5).   En  eucariontes  no  fotosint6ticos,   el   lpp  y  el   DMAPP   se

generan en la ruta del  MVA (Figura 2)  (Miziorko., 2011).
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Figure   2.   Ruta   del   Mevalonato   (MVA).   En   letras   negras   se   indican   los
metabolitos     de     la     ruta,     donde:     HMG-CoA     (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA),     MVA

(mevalonato),  MVA-P  (MVA-5-tosfato),  MVA-PP  (MVA-5-pirofosfato),  lpp  (isopentenil-
5-pirofosfato)  y  DMAPP  (dimetilalil-pirofosfato).  En  letras  rojas  se  indican  las  enzimas
involucradas  en   cada  etapa  de  la  ruta,   donde:  TIOLASA  (acetoacetil-CoA  tiolasa),
HMGS  (HMG-CoA  sinta§a),  HMGFl  (HMG-CoA  reductasa),  MVK  (MVA-kinasa),   PMK
(fosfo-MVA-kinasa)  y  MVD  (MVAPP-decarboxilasa).   En  azul  se  presentan  los  genes
que codifican dichas enzimas en  S.  cerev/.s/.ae,  mientras que  los genes descritos en X.
dendrowhous se presentan en par6ntesis (Modificado de Loto y col., 2012).

La  ruta  del  MVA  primero  fue  descrita  en  animales  y  en  levaduras,  y  hoy  es

considerada la principal  ruta de si'ntesis de  lpp y DMAPP en eucariotas y arqueas.  Sin

embargo,  hay excepciones  pues algunas bacterias  (que generalmente sintetizan  estos

precursores    por    la    ruta    metil-eritritol-fosfato,    MEP)    poseen    la    ruta    del    MVA,

comtlnmente  explicado  por  adquisici6n   mediante  transferencia  horizontal  de  genes

desde  donantes  eucariotas  y  arqueas  (Lombard  y  Moreira.,  2011).  En  la  levadura  X.

c/endronf7ous,  no  se  ha  descrito  fomalmente  la  ruta  del  MVA  y  en  el  Laboratorio  de

Genetica  se  nan  identificado  6  genes  que  posiblemente  participarfan  en  ella,  siendo



6stos:  Ef]G70 A y Ef?G70 8 (hom6logos del gen  Ef]G70 de  S.  oerev/.s/.ae que codifica

una  acetoacetil-CoA tiolasa),  HMGS (HMG-CoA  sintasa,  siendo  Ef3G73 su  hom6Iogo

en  S.  cerev/.s/.ae),  HMGf] (HMG-CoA reductasa, siendo HMG7 y HMG2 sus hom6logos

en  S.  cerev/.s/.ae),  Mvf( (MVA-kinasa,  siendo  Ef]G72 su  hom6logo  en  S.  cerev/.s/.ae),

PMVK  (fosfo-MVA-kinasa,   siendo   Ef3G8  su   hom6logo   en   S.   cerevt.s/.ae)   y   MVD7

(MVAPP-decarbolixasa, siendo Ef?G 7g su hom6Iogo en S.  cerev/.s/.ae).

Una de las enzimas mss estudiadas de esta ruta es la HMG-CoA reductasa y se

ha determinado que la reacci6n catalizada por ella es uno de los principales cuellos de

botella  en  la  biosintesis  de  isoprenoides,  mientras  que  la  relevancia  de  la  reacci6n

catalizada por la enzima acetoacetil-CoA tiola§a en  la primera etapa de biosfntesis  de

isoprenoides  en  la  ruta  del  MVA  no  ha  sido  clasicamente  considerada  (Fox  y  col.,

2014).

TIOLASA Y HMGl], ENZIIVIAS  DE LA RUTA DEL MVA:

TI0LASA

Las  tiolasas  son  una  superfamilia  donde  la  identidad  de  secuencia  entre  las

enzimas  es  baja  (Haapalainen  y col.,  2006).  Las tiolasas  pueden  dividirse de acuerdo

al mecanismo de condensaci6n, siendo este decarboxilativo y no-decarboxilativo (Jiang

y col.,  2008).  Las tiolasas  que tienen  un  mecanismo  de condensaci6n  decarboxilativo

corresponden  a  las  tiolasas  KAS  (a-kefoacy/-acy/-carr/.er profe/.n  s)/nthase),  las  PKS

toolyketide   synthase|,  las  KCS   (P-ketoacyl-CoA   synthase|   y   las  CHS   (chalcone

synthase  fan/.ly),  mientras  que  las  tiolasas  con  un  mecanismo  de  condensaci6n  no-

decarboxilativo corresponden a las tiolasas biosint6ticas y degradativa§. Tambi6n se ha



descrito a HMGS como otra familia con un mecanismo de reacci6n t]nico (Haapalainen

y col., 2006).

En  las tiolasas  biosint6ticas y degradativas se  han  descrito  especi'ficamente  dos

clases  (Hiser  y  col.,  1994;  Mathieu  y  col.,1997;  Peret6  y  col.,  2005):  i)  Ia  3-cetoacil-

CoA tiolasa (EC 2.3.1.16), tambi6n conocida como acetil-CoA C>aciltransferasa, tiolasa

degradativa  o  tiolasa  I,  y  ii)  la  acetoacetil-CoA  tiolasa  (EC  2.3.1.9),  conocida  como

acetil-CoA  Gacetiltransferasa,  tio]asa biosint6tica o tio]asa  [1.  Aunque  ambos tipos de

tiolasas  catalizan  reacciones  reversibles  (Fox  y  col.,  2014),  la  3-cetoacil-CoA  tiolasa

esta  involucrada  en   procesos  catab6licos,   mientras  que   la  acetoacetil-CoA  tiolasa

usualmente muestra una funci6n anab6lica bajo condiciones fisiol6gicas  (Peret6 y col.,

2005;  Soto y col., 2011 ;  Fox y col., 2014) tales como la primera etapa €de biosintesis de

polihidroxibutirato  (PHB) en bacterias y de isoprenoides a trav6s de la ruta del  MVA en

eucariotas.

Se ha descrito que en las c5Iulas eucariotas ambas clases de tiolasas difieren en

su    localizaci6n    sub-celular.    La    3-cetoacil-CoA    tiolasa    ha    sido    localizada    en

mitocondrias   y    peroxisomas,    involucrada    en    la    a-oxidaci6n    de    acidos    grasos

catalizando el  dltimo paso  de degradaci6n  (Erdmann y Kunau.,1994),  mientras que  la

acetoacetil-CoA   tiolasa   ha   sido   encontrada   en   mitocondrias   y   en   el   citoplasma,

involucrada  en  el  metabolismo  de  los  cuerpos  cet6nicos  y  biosi'ntesis  de  esteroles,

respectivamente; y tambi6n se describi6 en el peroxisoma (Igual y col.,1992a;  Hiser y

col.,1994;   Peret6  y  col.,  2005).  En  S.  cerev/.s/.ae  se  describi6  una  acetoacetil-CoA

tiolasa   citoplasmatica  codificada   por   el   gen   Ef?G70  y   una   3-cetoacil-CoA  tiolasa

peroxisomal  (Fox3p)  codificada  por el  gen  P07-7,  el  cual  es  reprimib]e  por  glucosa e

inducible   por   acidos   grasos   (lgual   y   col.,   1991,   1992b).   En   la   levadura   Oanc//.da



frau/.ca//.s  se   describi6   una   3-cetoacil-CoA   tiolasa   peroxisomal,   y   dos   isoenzimas

acetoaceti]-CoA  tiolasa  codificadas  por  el  mismo  gen,  una  citoplasmatica  y  [a  otra

peroxisomal,  donde  la tlltima excepcionalmente s6lo se ha  reportado en  esta levadura

(Yamagami y col.,  2001).  Las tiolasas  peroxisomales de  este  organismo  participan  en

la P-oxidaci6n de acidos grasos, mientras que la tiolasa citoplasmatica tendri'a un  ro[ en

la ruta del MVA (Ueda y col., 2000).  En la levadura  yarrow/.a //.po/try/.oa se identific6  una

3-cetoacil-CoA  tiolasa  y   una  acetoacetil-CoA  tiolasa,   y  se   cree  que  ambas   estan

involucradas  en  el  dltimo  paso  de  la  a-oxidaci6n  de  acidos  grasos  en  el  peroxisoma,

principalmente  porque  serfan  esenciales  en  la  utilizaci6n  de  una  fuente  de  carbono

especi'fica  (Berninger  y  col.,  1993;  Yamagami  y  col.,  2001).  En  el  hongo  filamentoso

Asperg/.//us  n/.c/u/ans  se  describi6  que  la  P-oxidaci6n  de  acidos  grasos  ocurre  en  el

peroxisoma  y  en  la  mitocondria.  De  acuerdo  a  estos  reportes,  se  postul6  que  en  el

Beino  Fungi  la  B-oxidaci6n  de  acidos  grasos  puede  ocurrir  en  la  mitocondria  y  en  el

peroxisoma,  pero existen levaduras donde la a-oxidaci6n de acidos grasos ocurre s6lo

en el peroxisoma (Shen y Burger., 2009). Por otro lado, la P-oxidaci6n de acidos grasos

en  las c6lulas animales es un proceso complejo y se ha establecido que se inicia en el

peroxisoma  y  finaliza  en  la  mitocondria,  donde  se  completa  la  oxidaci6n  de  6stos  a

acetil-CoA (Poirier y col., 2006).

En  cuanto  a  la  especificidad  de  sustrato,  la  3-cetoacil-CoA  tiolasa  tiene  una

amplia  especificidad  por §ustratos  de  C4 a C22 y  cataliza  la  eliminaci6n  tiolitica  de  un

grupo acetilo de un 3-cetoacil-CoA, como ocurre en el t]ltimo paso del ciclo catali'tico de

la   P-oxidaci6n   de   acidos   grasos.   Por   el   contrario,   la   acetoacetil-CoA   tiolasa   es

especi'fica  por sustratos de  C4 y cataliza  la  condensaci6n  de  dos  mol6culas de  acetil-

CoA para formar una molecula de acetoacetil-CoA con liberaci6n de coenzima A (CoA-



SH)    (Hiser  y  col.,1994;  Peret6  y  col.,  2005;  Fox  y  col.,  2014),  siendo  6ste  el  primer

paso enzimatico en la biosintesis de isoprenoides de la ruta del  MVA:

2 Acetil-CoA ® acetoacetil-CoA + CoA-SH

Se   ha   determinado   que   la   reacci6n   de   biosrntesis   es   termodinamicamente

desfavorable,  pero el exceso de acetil-CoA (producido durante la B-oxidaci6n de acidos

grasos  o despues de  la glic6lisis)  y la eliminaci6n  inmediata de acetoacetil-CoA por la

siguiente enzima en  la ruta metab6lica,  permite que  la  reacci6n de  biosrntesis proceda

/.n v/.vo (Modis y Wierenga.,1999).

En  el  sitio  activo  de  las  tiolasas  se  han  identificado  motivos  conservados  en

/oaps catall'ticos. Se han descrito 4 /oaps, donde cada uno de ellos conecta una sabana

a con una h6lice a o sabana 8 (Anbazhagan y col., 2014) como se muestra en la Figura

3.  El  /oap  N83-Na3  contiene  al  motivo-CxS  (Cys-x-Ser),  donde  la  cisteina  es  la  que

inicia el  primer paso de  reacci6n,  ya sea en  la direcci6n  de sfntesis o de  degradaci6n,

activando    al    primer   sustrato    (acetil-CoA   en    biosi'ntesis   y   3-cetoacil-CoA   en    la

degradaci6n)    mediante    ataque   nucleofrlico    permitiendo    asi   la   formaci6n    de    un

intermediario acil-enzima.

( 8 7 )  GI PHTASLNTVNRQCSSSLQAITQIANS  ( 114 )

Motivo-Cys-x-Ser

Figura  3.  [oap Catalitico.  Bepresentaci6n  del  /oap  N83-Na3  de  una tiolasa,
donde el  motivo-Cys-x-Ser contiene al  residuo de cisteina conservado que participa en
la   formaci6n    de    un    intermediario   acil-enzima,    Los   elementos   de    la    estructura
secundaria  se  presentan  sobre   la  estructura  primaria,   y  se   indican   como:   Flecha,
tercera  sabana  8  N-terminar  (NP3);  Cilindro,  tercera  helice  a  N-terminal  (Na3).  N83  y



Na3 son conectados mediante un  /oap en el que se localizari'a el motivo-Cys-x-Ser (en
negritas).

Para que  la cistei'na genere  el  ataque  nucleofl'lico,  6sta debe ser activada por el

residuo  de  histidina  del  motivo-GHP  (Gly-His-Pro)  presente  en  el  /oap CP3-COS.  Una

segunda cistei'na involucrada en e] sitio catali'tico se encuentra en el motivo-CxG  (Cys-

x-Gly)  del  /oap  CP4-C85  y  previamente  activada,  actda  medi;nte  ataque  nucleof ilico

sobre  el  segundo  sustrato  (un  acetil-CoA  en  la  direcci6n  de  biosfntesis)  activandolo

para  que  6ste  realice  un  ataque  nucleof ilico  sobre  el  primer  sustrato  presente  en  el

intermediario  acil-enzima,  liberandolo  de  la  enzima  y  aconteciendo  la  condensaci6n

reflejada   en   un   nuevo   enlace   C-C   (acetoacetil-CoA)    (Modis   y   Wierenga;    1999;

Haapalainen  y  col.,  2006).  No  todas  las  tiolasas  cuentan  con  esta  segunda  cisteina,

como  es  el  caso  de  las  SCP2  (sfero/  carr/.er prole/.n)  (Anbazhagan  y  col.,  2014).  Un

cuarto  /oap  corresponde  al  /oap  CP2-Ca2  que  incluye  al  motivo-NEAF  (Asn-Glu-Ala-

Phe),  el cual cambia a HDCF  (His-Asp-Cys-Phe)  en  las tiolasas SCP2 y a HEAF  (His-

Glu-Ala-Phe)  en  la  tiolasas  TFE  (in/.locondr.a/  £r/.furl/.ona/  enzyme  th/.o/ace),  donde  el

primer residuo de estos motivos cumplirl'a un rol estabilizando al sustrato (Anbazhagan

y col.,  2014).

La  regulaci6n  de  los  genes  Ef?G,  que  codifican  enzimas  involucradas  en  la

biosintesis   de   ergosterol   y   donde   el   gen   Ef]G70  de   S.   cerev/.s/.ae   codifica   una

acetoacetil-CoA   tiolasa,   ha   sido   estudiada.   Las   reacciones   enzimaticas   han   sido

definidas por la identificaci6n de mutaciones  "erg" por sus defectos en la biosintesis de

ergosterol  (Sturley.,  2000).  Elementos  de  promotores  de  ciertos  genes  EF}G han  sido

identificados, y en particular se ha descrito que la regulaci6n de la transcripci6n del gen

Ef?G70 de la levadura  S.  cerev/.s/.ae es mediada por los niveles de esteroles  (Dimster-
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Denk   y   F}ine.,   1996),   sugiriendo   que   la   regulaci6n   de   este   gen   ocurriri'a   a   nive]

transcripcional y serfa mediada por intermediarios de la ruta de biosintesis de esteroles

(Dixon y col.,  1997), tal como se ha documentado para HMGPl.  En esta levadura se ha

demostrado   que   cuando   los   niveles   de   ergosterol   son   bajos,    incrementan    las

actividades  enzimaticas  de  varias  enzimas,  tales  como  la  acetoacetil-CoA  tiolasa  y

HMGS (Leber y col., 2001 ).

En  X.   c/enc/rorf7ous  se  sobreexpres6  el  gen  que  posiblemente  codifica  a  una

acetoacetil-CoA tiolasa.  Se  describi6 que  el  crecimiento  celular alcanzado era  igual  a[

de la cepa control,  mientras que el contenido intracelular de astaxantina era levemente

mayor (Hara y col.,  2014).  Sin embargo,  el gen sobreexpresado corresponderl'a a s6Io

una   de   las   posib]es  tiolasas   identificadas   en   nuestro   laboratorio   (particularmente,

tiolasa  8  codificada  por  el  gen   Ef?G70  a.   Por  otra  parte,   resultados  de  nuestro

laboratorio  (Wemer.,  2015)  han  mostrado que  la deleci6n  del  gen  Ef]G70 A,  segundo

gen   identif icado   y   codificante   de   la  tiolasa  A,   afecta   la   cantidad/composici6n   de

carotenoides.  Lo cual  sugiere  la posible  participaci6n  del  gen  EHG70 A en  la  ruta del

WA de X. dendrorhous.

HMGR

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa o

HMGP),   participa   del   tercer  paso   catalitico   de   la   ruta   del   MVA.   Es   una   enzima

altamente conservada,  con secuencias hom6logas en eucariotas,  bacterias y arqueas

(Burg  y  Espen§hade.,  2011).   El  ntimero  de  genes  que  codifica  a  la  enzima  HMGF}

depende  del  organismo o de la especie.  Animales,  arqueas y bacterias s6lo tienen  un

gen  "Gf?,   mientras  que  en  plantas  se  ha  postulado  al  menos  tres  genes  que
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codifican diferentes  isoenzimas  (Croxen y col.,1994;  Andrade-Pav6n y col.,  2014).  La

levadura  S.  oerev/.s/.ae  posee  dos  isoenzimas,  Hmglp  y  Hmg2p,  codificadas  por  dos

genes  diferentes  HMG7  y  HMG2  (donde  cualquiera  de  las  dos  puede  suministrar  la

actividad  esencial  de  HMGF` cuando  una de ellas  es suprimida)  (Croxen y col.,1994;

Hampton  y  Ftine.,1994;   Friesen  y  F]odwell.,   2004;   Burg  y  Espenshade.,  2011).   La

HMGFl    cataliza    la    conversi6n     de    3-hidroxi-3-metilglutaril     CoA     (HMG-CoA)     a

mevalonato, una reacci6n de oxido-reducci6n que es un paso limitante en la sl'ntesis de

colesterol  en  mamiferos  y  de  ergosterol  y  otros  isoprenoides  en  hongos  (Friesen  y

Rodwell.,  2004;  Andrade-Pav6n  y  col.,  2014).  La  reacci6n  catalizada  por  HMGP  (EC

1.1.1.34)  (Andrade-Pav6n  y  col.,  2014;  Burg  y  Espenshade.,  2011;      Miziorko.,  2011)

es:

(S)  HMG-CoA + 2 NADPH + 2H+ + (fi) mevalonato + 2 NADP+ + CoA-SH

En condiciones fisiol6gicas,  la reacci6n es efectivamente irreversible a pesar que

las  enzimas  catalizan  la  reacci6n  en  amba§  direcciones  /.n  v/.fro (Ma y col.,  2011).  La

catalisis tiene lugar en dos transferencias secuenciales de hidruro de NADPH, donde el

HMG-CoA se  reduce a mevalonato.  Este  dltimo proporciona  lpp y DMAPP,  la primera

unidad de isopreno.

Los analisis filogen6ticos  han  revelado  dos clases de  HMGFl,  Clase  I  y Clase  11.

La  Clase  I  se  encuentra  en  eucariotas  y  utilizan  NADPH  como  dador  de  electrones,

mientras  que  las  enzimas  de  la  Clase  11  se  encuentran  principalmente  en  bacterias y

utilizan  NADH como dador de electrones  (Burg y Espenshade„  2011 ;  Ma y col.,  2011 ;

Hedl   y   col.,   2004).   Las   HMGF]s   presentes   en   arqueas   varl'an   ampliamente   en

secuencia  respecto  a  las  enzimas  de  ambas  clases.   Las  HMGPls  eucariotas,  son
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protei'nas  integrales  de  membrana residentes en  el  reti'culo  endoplasmatico  (Croxen y

col.,1994;  Burg  y  Espenshade.,  2011),  poseen  un  dominio  N-terminal  que  contiene

entre 2 y 8 segmentos de transmembrana (e incluye un SSD, sfero/ sons/.ng cJoma/.n), el

cual  puede  unir  lfpidos  y  juega  un  rol  importante  en  la  regulaci6n  de  HMGF`  y  un

dominio  C-terminal  catall'tico  en  el  citoplasma  altamente  conservado  (Croxen  y  col„

1994;  Hedl  y col.,  2004;  Burg  y  Espenshade.,  2011;  Andrade-Pav6n y col.,  2014).  Por

otro lado, las HMGFls procariotas son solubles y citoplasmaticas.

La  expre§i6n  del  gen  HMGf]  es  altamente  regulada  en  diferentes  niveles  que

inc[uyen   la   transcripci6n,   traducci6n,   modificaci6n   post-traduccional   y   degradaci6n

proteica (Dimster-Denk y col.,1994;  Burg y col., 2008; Andrade-Pav6n y col.,  2014).  En

mamiferos  se  ha  informado  que tanto  la degradaci6n de  HMGP  como  la transcripci6n

del  gen   fJMGf],  es  regulada  por  la  concentraci6n  de  esteroles.   El   mecanismo  de

degradaci6n de  HMGPl  en  el  BE  (retfoulo endoplasmico)  es conservado en  mami'feros

y  levaduras  (Hampton  y  col.,  1996;  Hampton  y  Bhakta.,  1997;  Gardner  y  Hampton.,

1999)  y  esta  sujeto  a  regulaci6n  por  feedback por  la  ruta  del  MVA  como  parte  de  la

regulaci6n  de  la si'ntesis de esteroles:  un  alto flujo a trav6s de la ruta de[  MVA resulta

en  una alta velocidad  de  degradaci6n  de  HMGPl,  mientras  que  un flujo  menor,  resulta

en  una lenta degradaci6n de ella (Hampton y col„  1996). Cuando existen bajos niveles

de   colesterol,   la   transcripci6n   del   gen   "Gf]   es   estimulada   por   el   factor   de

transcr.ipcti6n   SF+EBP   (Sterol   F3egulatory   Element   Binding   Proteirty   (DeBose-Bayd.,

2008;  Burg y Espenshade., 2011 ; Tsai y col., 2012).

En   X.    c/enc/rowhous   se   ha   observado   que   la   disrupci6n   del   gen    CyfJ61,

involucrado en la sfntesis de ergosterol,  impide la biosfntesis de ergosterol y provoca la

acumulaci6n  de  otros  esteroles  como  ergosta-5,8,22-trien-3-ol  y  ergosta-5,8-dien-3-ol



(Loto y col.,  2012).  En estos  mutantes ocurre  un aumento en  los niveles de transcritos

del gen  HMGf?, sugiriendo que el ergosterol regula su expresi6n par un mecanismo de

feedback  negativo.   Ademas   de   la   alteraci6n   del   contenido   y  composici6n   de   los

esteroles,    en    los   mutantes    eyp67-   aumenta   significativamente   el    contenido    de

carotenoides,   sugiriendo  que   la  ausencia  de   ergosterol  favorece   la  biosintesis  de

carotenoides  (Loto  y  col.,  2012).  Lo  anterior tambi6n  se  apoya  con  observaciones  en

mutantes  cyp51-,  gen  que  tambi6n  codifica  una  enzima  involucrada  en  la si'ntesis  de

ergosterol  (Leiva  y  col.,  2015).  Si  bien  en  estos  tiltimos  mutantes  la  composici6n  de

esteroles no Gambia, si disminuye el contenido de ergosterol y aumenta el contenido de

carotenoides acompafiado de un aumento en los niveles de transcritos del gen  HMGf],

apoyando  los  resultados  que  afirman  que  la  reducci6n  de  la  producci6n  de  esteroles

favorece la producci6n de carotenoides (Leiva y col., 2015).

En  el  Laboratorio  de  Gen6tica  se  identific6  y  caracteriz6  el  gen  "Gf?  que

codificari'a a la enzima HMGFl de X.  c/enc/rowhous,  donde a partir de  un OPIF de 3.276

pb se  dedujo  una protefna de  1.091  aminoacidos  (115,9  kDa).  En  6sta se  identific6  el

dominio conservado SSD, el cual es el dominio catalitico de la enzima (Loto., 2015).  La

funcionalidad   del   gen   HMGf]  se  evalu6   mediante  estrategias  que   consistieron   en

relacionar los niveles de transcrito del gen  HMGf] con la producci6n de carotenoides y

en  evaluar  el  efecto  de  la  deleci6n  del  gen  fJMGf] en  X.  dencJrowhous.  Tambi6n  se

analiz6 la expresi6n del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de  HMGR

en una cepa de S.  cerev/.s/.ae recombinante productora de carotenoides.  Los resultados

demostraron  que  en  X.  c/endrowhous,  el  maximo  nivel  de  transcrito  de  HMGf]  esta

relacionado  con  el  inicio  de  la  producci6n  de  carotenoides  lo  que  ocurre  en  la  fase

estacionaria  de  crecimiento  y se  sugiri6  que  dicho  gen  es  esencial,  pues  no  se  logr6
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obtener  mutantes  homocigotos  de  deleci6n.  Por  otro  lado,  Ia  expresi6n  de  la  porci6n

del gen que codifica el dominio catalitico de la HMGF] de X.  dendrowhous en la cepa de

S.   cerev/'s/'ae   recombinante,   favoreci6   la   producci6n   de   carotenoides  y   esteroles.

Aunque  esta  levadura posee dos genes diferentes  HMG7 y  HMG2,  este  resultado se

atribuy6  a  la  sobreexpresi6n  de  este  f ragmento  de  gen,  ya  que  es  una  expresi6n

desregulada de este en S. cerev/.s/.ae. En otro estudio reciente, se sobreexpres6 el gen

HMGf]  en  X.  dent/rowhous,  y  se  inform6  que  el  crecimiento  celular  alcanzado  y  el

contenido de astaxantina (en mg/g-celulas)  era mayor que  la cepa control  luego de 72

h de cu[tivo (Hara y col., 2014).

Con   los   antecedentes   anteriores,   resulta   interesante   sobreexpresar,   en   la

levadura  X.  dendrowhous,  genes  involucrados  en  la  ruta  del  MVA  como  los  posibles

hom6Iogos de la enzima acetoacetil-CoA tiolasa y s6lo el dominio catalitico de HMGP,

para determinar el efecto del aumento de los niveles de transcrito de estos genes en la

ruta  que  abastece  de  precursores  a  las  rutas  de  biosi'ntesis  de  carotenoides  y  de

esteroles.  Con particular inter6s en  la sobreexpresi6n de  los genes que codifican  a las

tiolasas  A  y  8,  puesto  que  actualmente  se  desconoce  si  ambas  enzimas  estarl'an

involucradas   en   la   ruta   del   MVA.   Los   antecedentes   sobre   la   existencia   de   dos

diferentes  actividades  enzimaticas  por  parte  de  ]as  tiolasas  (acetoacetil-CoA tiolasa y

3-cetoacil-CoA    tiolasa),     sumado     a    su     localizaci6n     sub-celular    en     diferentes

compartimentos    (citoplasma,    mitocondria,    peroxisomas),    generan    el    intetes    en

determinar cual  de las dos posibles genes identificados en  nuestro laboratorio,  Ef]G70

A y  Ef]G70 8,  codifica a una tiolasa que estarfa involucrada en  la ruta del  MVA de X.

dendrorhous.
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Hip6tesis:

La  sobreexpresi6n   de   los   genes   que   codifican   las   enzimas   acetoacetil-CoA

tiolasa   y   HMG-CoA   reductasa   de   la   ruta   del    MVA,   afectara   el   contenido   y/o

composici6n de carotenoides y esteroles en Xanthaphj///omyces dent/rowhous.

Objetivo General:

Evaluar  el  efecto  de  la  sobreexpresi6n  de  los  genes  Ef]G70  A,  Ef]G70  8  y

t"Gf]   (fragmento   del   gen   que   codifjca   el   dominio   catall'tico   de   la   HMG-CoA

reductasa)  en  la  producci6n/composici6n  de  carotenoide§  y  esteroles  en  la  levadura

Xanthophyllomyces dend rorhous.

Objetivos especificos:

1.    Analizar     bioinformaticamente     las     secuencias     g6nicas     y     aminoaci'dicas

deducidas de los genes Ef?G70 A y Ef]G70 8.

2.    Construir m6dulos de expresi6n de los genes de las enzimas: tiolasa (Ef?G70 A

y  Ef]G70  a)  y  el  dominio  catali'tico  de  la  HMG-CoA  reductasa  de  la  ruta  del

MVA en el vector pxdvexp2, y transformar a la levadura X. c/endrorf]ous.

3.    Analizar la expresi6n de los genes que codifican estas enzimas por FIT-qpcFl, y

evaluar el contenido/composici6n  de carctenoides y esteroles por BP-HPLC en

las cepas mutantes de X. dendrorf]ous generadas en 2.
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MATERIALES Y IVIETODOS

1 . Materiales

1.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

1.1.1  Bacterias

Para   los  experimentos  de  clonamiento  se   utiliz6   la  cepa   DH5c(  de   E.   co//.

(Sambrook y  col.,  2001),  la  cua[  se  cultiv6  en  medio  Luria  Bertani  (LB)  (triptona  1  a/o,

extracto  de  levadura  0,5  %,  NacI  0,5  a/a)  con  agitaci6n  constante  a  37°C.  Para  la

selecci6n  de  colonias  transformantes,  se  utiliz6  medio  LB  semi-s6lido  (agar  1,5  %)

suplementado con ampicilina (100 Hg/ml).

1.1.2 Levadura

Para   los   experimentos   de  transformaci6n   por  recombinaci6n   hom6Ioga,   se

utiliz6  la  cepa  silvestre  de  X.   c/enc/rowhous  ATCC  24230  (UCD  67-385),  Ia  cual  se

cultiv6   en   medio   YM   (extracto   de   levadura   0,3   %,   extracto   de   malta   o,3   °/o,

bactopeptona  0,5  °/a)  suplementado  con  glucosa  1  %,  en  agitaci6n  constante  a  22°C.

Para la selecci6n de colonias transformantes, se utiliz6 medio YM s6lido suplementado

con  higromicina 8 (15 Llg/ml).

1.2 Pliismidos, cepas, enzimas y acidos nuc[eicos

Los plasmidos y cepas utilizadas y generadas en este trabajo se describen en la

Tabla  1  y Tabla  2,  respectivamente.  Dentro  de  los  plasmidos  usados,  se  destaca  el

vector de expresi6n pxdvexp2, el cual se cre6 en el Laboratorio de Gen6tica (Figura 4)
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y  se  utiliz6  en  un  trabajo  anterior  para  sobreexpresar  los  genes  EPS  y  ortE de  X.

dendrowhous  (Alcaino  y  col.,   2014).   En  esta  ocasi6n,   este  plasmido  se   utiliz6  para

sobreexpresar genes de enzimas de la ruta del MVA.

gI)RA lto Codif.

Figura  4.  Vector  pxdvexp2  de  expresi6n  en  Jf.  dendrowhous.   Plasmido
pBluescript  portador  del  promotor  del  gen  de  ubiquitina  (P-Ub/)  y  del  terminador  del
gen   de   la   gliceraldehido   3-fosfato   deshidrogenasa   (T-GPO)   de   X.   dendrowhous.
Presenta   un   m6dulo   de   resistencia   a   higromicina   (HygB),   donde   el   gen   hph   se
encuentra rfo abajo del  promotor del gen  7EF-7cr (P-7EF) y rid arriba del terminador T-
GPO.  Las  regiones  flanqueantes  de  DNA  gen6mico  no  codificante  (gDNA  No  Codif.)
permiten  la  integraci6n  de  la  construcci6n  mediante  recombinaci6n  hom6loga  en  el
genoma  de  X.  dendrowhous,  especl'ficamente  en  el  /ocus t.nf (Genbank:  KJ140286),  el
cual  representa  una  regi6n  de  DNA  no  codificante  que  no  revela  un  nuevo  fenotipo
evidente cuando es  interrumpido.  El  sitio de  restricci6n  Hpal  permite  la integraci6n  del
CDNA a expresar entre P-Ubt. y T-GOP (Alcafno y col., 2014).

Los  partidores  utilizados  en  las  reacciones  de  PCPl  se  indican  en  la Tabla  3  y

fueron  sintetizados  por  /nregrafed  DNA  Techno/ogt.es.  Las  enzimas  usadas  en  este

trabajo  fueron:   DNA  ligasa  T4,   endonucleasas  de  restricci6n,  transcriptasa  reversa

Maxima,   Pfuu/frall   Fusion   HS   DNA  polimerasa,   raq  DNA  polimerasa,   DNasa   I,   y

FINasa  A, T4  polynucleotide  Kinase,  FasIAP  Thermosensitive  alcaline  phosphatase,

obtenidas    desde    Agilent   Technologies,    Thermoscientific   y    Life   Technologies,    y
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utilizadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor.  Los acidos nucleicos utilizados

incluyen  los  marcadores  de  peso  molecular Lambda  DNA/fJ/'ndlll  Marker y GeneF`uler

1 kb Plus DNA Ladder de Thermo Scientific.

Tabla 1. Plasmidos enerados utilizados en este
Plasmido                            Descripci6 n                                                                                    Fuente

pxdvexp2 Vector   de   expresi6n   de   X.    der]drarf]ous:    Plasmido     Alcai'no
pBluescript portador del  promctor del  gen  de  ubiquitina     y col.,
y  del  terminador  del  gen  de  la  gliceraldehi'do  3-fosfato      2014
deshidrogenasa    de    X.    dendrorftous.    Presenta    un
m6dulo de expresi6n que contiene el gen de resistencia
a    higromicina    y    regiones    flanqueantes    de     DNA
gen6mico no codificante que permiten  la integraci6n de
la construcci6n en el genoma de X. deridrowhous.

pxdvexp2-cEf?G70A      Vector de expresi6n de x. dendrowhous: pxdvexp2 que     Este
contiene  el  CDNA  del  gen  Ef3G70  A  codificante  de  la     trabajo.
enzima acetoacetil-CoA tiolasa A entre  el  promotor del
gen    de    ubiquitina   y   el   terminador   del    gen    de    la
gliceraldehido      3-fosfato      deshidrogenasa      de      X.
dendrorhous.

pxdvexp2-cEf]GJO B      Vector de expresi6n de x. dendrowhous: pxdvexp2 que     Este
contiene  el  CDNA  del  gen  EfJG70  8 codificante  de  la     trabajo.
enzima acetoaceti[-CoA tiolasa  8  entre  el  promotor del
gen    de    ubiquitina   y   el    terminador   del    gen    de    la
gliceraldehido      3-fosfato      deshidrogenasa      de      X.
dendrorhous.

pxdvexp2-cHMGf]           Vector de expresi6n de x.  dendrorf]ous: pxdvexp2 que     Este
contiene    el    CDNA    del    gen    HMGf3   codificante    del     trabajo.
dominio  catalitico  de  la  enzima  HMG-CoA  reductasa
entre  el  promotor  del  gen  de  ubiquitina  y  el  terminador
del  gen  de  la  gliceraldehido  3-fosfato  deshidrogenasa
de X. dendrorhous.
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Tabla 2. Ce eneradas utilizadas en este
a                                              Genoti o                                                                         Fuente

Amps Sambrook      y
col., 2001

X. dendrorhous

UCD 67-385

385-EF?G10 A

385-ERG10 a

385-`HMGR

385-pxdvexp2

Cepa parental (dip|oide e Hygs) ATCC 24230

Transformante   derivado   de   la  cepa   UCD   67-     Este trabajo.
385,   Hygr.   Contiene   copia   adicional   del   gen
Ef]G70    A    y    el    m6dulo    de    resistencia    a
higromicina 8.

Transformante   derivado   de   la  cepa   UCD   67-     Este trabajo.
385,   Hygr.   Contiene   copia   adicional   del   gen
Ef]G70    8    y    el    m6dulo    de    resistencia    a
higromicina 8.

Transformante   derivado   de   la   cepa   UCD   67-     Estetrabajo.
385,  Hyg'.  Contiene  copia  adicional  del  dominio
catalitico    del    gen    fJMGf]   y    el    m6dulo    de
resistencia a higromicina 8.

Transformante  derivado  de  la  cepa  UCD  67-     Estetrabajo
385,   Hygr.   Contiene   m6dulo   de   resistencia   a

romicina a.
Amps  = sensible  a  antibi6tico  ampicilina;  Hygs  =  sensible  a  antibi6tico  higromicina
antibi6tico higromicina a; ATCC = AmeH.carl type cL//lure Co//eat/.on.

Tabla 3. Partidores enerados utilizados en este

a;  Hygr =  resistente  a

N a          ldentificaci6 n                  Secu encia Direcci6n

Construcci6n de m6du]os de expresi6n de genes:

EFIG10 A
1               Thiol.fw /[ATG]
2             Thiol.rv /[STOP]
3              E rg 1 oA-fwA

4             Ergl 0a.antiA

ERGI a a
5             Thio2-atg/[ATG]
6             Thio2-stop/[STO P]
7             Thio2-Fw
8             Ergl 0b.antiB

ATGCCATCTGGAAAGTCCAAG
TCACTGCTCATTCACAAACACC
GAGAAG GTGTITGTGACGAGT

CCGAACAGATGACCACATCGT

ATGTCTGCCGCCTTCCGTC
TTAGAGCCTCTGGATGACGAC
TCGTCTGGATGCCGAATTGITG
AGTGAAGGAGGACATGCTAGAG



\HMGR
9             tHmgr-atg /[ATG]
10           Hmgr-stop /[STOP]
11             Hmgr-jnt-rv2
12           Hmgr-fw

ATGCAGGCCCAGTCTCAGATC
TCAGGCATCCACGTTCACACT
TAACGGATGCTCGGGAGATAAC
AAGAATCATCGCTGCCAGTGTG

Partidores comunes en ]a construcci6n de m6du]os de expresi6n:
13           P. ubi.fw                                TCTATGGACTAAGTGTCCGACC
14           T. gpd. PI                                 ATGAGAGATGACGGAGATGAT

Transformaci6n de X. dendrowhous

lntegraci6n en zona de recombinaci6n
15           Ext-p re-no-cod-F
16           Ext-post-no-cod-Pl
17           Ubi-antisense
18HF

GTTcllTGCGTCCCCCAAAC
CTGGCCCTCCTGTGGTCTGTC
CAATGCGAGACACGTGAGAGG
AIITGAAAAAiacc;ITGAA!cITCA!OG

M6dulo de resistencia a Higromicina a
19            HF                                              Vern°  18
20          H PI                                         CTAITCCTTTG CCCTCGGAC
21           P.Tef. F                                 ATCGG CTCATCAG CCGACAGT
22           T.gpd.PI                                   Ver n°  14

Evaluaci6n de Heterocigosis
23          nocod_rv_post                  G GTCTG G G G GTGATAGTAGATG
24          nocod_fw_p re                   CCAAAATCCAGACG CAC CCTC

PCR en tiempo Real (qpcR)

EFIGI 0 A
25          F]Lta_F
26            Bt  ta   PI

EEGTo a
27           Pit  tb   F
28          BLtb_PI

HMGR
29           H mgr-real-2 F
30           H mgr-real-2 P

ACT
31            mActF-RT
32           mActPl-PIT

PDA,
33          Pdal   F
34          Pdal _Pl

TCCGGAAGATCTCCTGGTGGCTG
GGACGAACACTGTCTGTTGACCG

GCACGGAGTCAAGCCTATGGCCA
CGTAGAGCGCGACATCGTCAGC

G.GCCGATCGCTATACATCCGllT
ATCCAGTTGATGGCAGAAGGCT

CCGCCCTCGTGATTGATAAC
TCACCAACGTAGGAGTCCIT

GGATTCTGCCACITGACGAT
TCGGCAATAACGCCCTTCAC

D = Directo;  Fl = Beverso.
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2. M6todos

La   extracci6n   de   acidos   nucleicos,   asr   como   su   purificaci6n   y   digesti6n

enzimatica cuando correspond fa, entre otras t6cnicas, se realiz6 de acuerdo a m6todos

estandares  (Sambrook y col.,  2001)  e  instrucciones  de  los  proveedores,  mientras  que

la transformaci6n de X.  dent/rorf]ous incluy6 protocolos adaptados y optimizados en  el

Laboratorio de Genetica.

2.1  Extracci6n de acidos nucleicos

2.1.1  Extracci6n de DNA plasmidico desde cultivos de E. co/i.

La   purificaci6n   de   DNA  plasmi'dico  se   realiz6   mediante   Gene  JET   Plasmid

Miniprep  Kit de acuerdo a las  indicaciones del  proveedor (Thermoscientific).  El  inserto

de los plasmidos construidos en este trabajo (Tabla 1) se secuenciaron completamente

(Tabla 3).

2.i.2 Extracci6n de DNA gen6mico de X. dendrowhous

La   extracci6n   de   DNA   gen6mico   de   levadura  se   realiz6   mediante   ruptura

mecanica  con  perlas  de  vidrio  (Sambrook  y  col.,  2001).  Se  obtuvo  un  pellet  celular

proveniente  desde  un  cultivo  en  medio  s6lido  o  liquido,  se  suspendi6  con  600  lil  de

buffer TE  (Tris-Hcl 25 mM,  EDTA 10 mM;  pH 8) y 100 Lil de perlas de vidrio de 0,5 mm.

Se llev6 al moledor de celulas  Mini-Beadbeater-16  (Biospec)  por 3 min, se agreg6 600

ul  de  fenol:  cloroformo:  alcohol  isoamilico  en  una  proporci6n  25:24:1,  se  homogeniz6

en v6rtex por 2 min y se centrifug6 a 10.000 x g por 5 min. Se recuper6 la fase acuosa,

se   agreg6   600   Lil   de   cloroformo:   alcohol   isoamrlico   en   una   proporci6n   24:1,   se

homogeniz6 en v6rtex y se centrifug6 a 10.000 x g por 5 min.  Nuevamente se recuper6
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la fase  acuosa y el  DNA se  precipit6 con  2 voltlmenes  de  etanol  absoluto frfo  (-20°C)

incubando a -20°C por al  menos 2 h.  Luego se centrifug6 a  10.000 x g por 10 min,  se

elimin6 el sobrenadante por inversi6n y se sec6 a 37°C.  El pellet seco se suspendi6 en

50  lil  de  buffer TE  ITris-Hcl  10  mM,  EDTA  1  mM;  pH  8)  con  BNasa A  (34  Lig/ml)  y se

incub6 a 37°C por 30 min.  EI DNA se guard6 a -20°C hasta su utilizaci6n.

2.1.3 Extracci6n de RNA de X. dendrorf]ous

Para la extracci6n  de  FINA,  se tom6 entre  10-15 ml  de  un cultivo de  levadura y

se  deposit6  en  tubos  de  2  ml  que  luego  se  centrifugaron  por 5  min  a  14.000  x g.  Se

elimin6  el  sobrenadante y el  pellet se suspendi6 con  200  Lil  de  buffer de  lisis  (acetato

de Na+ 0,002 M pH 5,5, SDS 0,5 0/o,  EDTA lmM, en agua DEPC 0,1  °/a), se agreg6100

Lll  de  perlas de vidrio de 0,5  mm y se  llev6 al  moledor de c6lulas por 3 min.  Luego,  se

agreg6 800 Ltl de soluci6n Tripeagent (Life Technologies), se llev6 al moledor por 1  min

y  se  incub6  en  hielo  por  10  min.  A  continuacj6n  se  agreg6  200  LLI  de  cloroformo,  se

agit6  manualmente  por  15  s  y  se  incub6  a  temperatura  ambiente   por  6   min.   Se

centrifug6 a 14.000 x g por 10 min a 4°C en centri'fuga refrigerada y se recuper6 la fase

acuosa.  Esta  tlltima se  deposit6 en  un  tubo  Eppendorf y se  le  agreg6  un volumen  de

isopropanol fri'o y un 0,5 volumen de buffer de precipitaci6n (Nacl  1,2 M, citrato de Na+

0,8 M, en agua DEPC 0,1  %), se incub61  h a -20°C.  Luego, se centrifug6 por 10 min a

14.000 x g a 4°C, se elimin6 el sobrenadante, se lav6 el pellet con  1  ml de etanol al 70

°/a y se centrifug6 nuevamente por 5 min.  El pellet se dej6 secar y se suspendi6 con 20

a  30  Lll  de  agua  libre  de  nucleasa.  Finalmente,  se  incub6  a  60°C  por  10  min  para

completar la disoluci6n del pellet.
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2.2 Purificaci6n de DNA a partir de geles de agarosa

La  purificaci6n  de  DNA  a  partir  de  geles  de  agarosa,  se  realiz6  mediante  el

m6todo de  perlas  de silica  (Boyle y col.,1995).  Los fragmentos de  DNA se separaron

por electroforesis en  un gel de agarosa (0,8 a/a) en buffer TAE (1X).  Las bandas fueron

visualizadas  bajo  luz  UV  en  un transiluminador,  cortadas con  un  bisturl' y depositadas

en  un tubo  Eppendorf al cual se agreg6 3 voldmenes de Kl  6  M  (en relaci6n a la masa

del  trozo  de  gel  en  gramos).  Para  disolver la  agarosa,  se  incub6  a  55°C  por  10  min.

Luego   se  afiadi6   7   I(I   de   G/assm/./A  (silica),   se   incub6   por   10   min   a  temperatura

ambiente, se centrifug6 por 10 s y se elimin6 el sobrenadante.  EI pellet se lav6 3 veces

con 500 lil de soluci6n Newwash (Tris-Hcl  10 mM pH 7,5,  EDTA 2,5 mM,  Nacl 50 mM,

Etanol 50 % v/v), centrifugando por 10 s cada vez.  EI pellet seco se eluy6 con  15-20 ul

de  agua  est6ril,  se  centrifug6  por  10  s  y  el  sobrenadante  se  deposit6  en  un  tubo

Eppendorf nuevo. EI DNA obtenido fue evaluado en gel de agarosa (0,8 %).

2.3 Digesti6n de DNA plasml'dico y reacci6n de ligado

Para la creaci6n de los  m6dulos de expresi6n,  el  plasmido pxdvexp2 se digiri6

con la enzima de restricci6n Hpal en un volumen final de 20 Hl que incluy6 0,5 - 1  Llg de

DNA  plasmidico.  Se  incub6  por  el  tiempo  y  temperatura  indicado  por  el  proveedor

(Thermoscientific).  La  reacci6n  de  ligado  entre  el  DNA  plasmi'dico  digerido  y  el  DNA

inserto  se  realiz6  con  la  enzima  DNA  ligasa T4  en  un  volumen  final  de  20  Lil  en  una

relaci6n    inserto-vector   5:1.    Previo    a    la    transformaci6n    de    c6lulas    de    E.    co//.

electrocompetentes, la reacci6n de ligado se dializ6 por 10 min.

24



2.4 PCR, RT-PCR y qpcR

2.4.1  Amplificaci6n por PCR

Se  realizaron  reacciones  de  PCR  con  la  enzima  Tag  DNA  polimerasa  para  la

confirmaci6n    de    plasmidos,    integraci6n    de    fragmentos    en    el    genoma    de    X.

c/endrowhous,  etc.  Mientras que la amplificaci6n de los genes de las enzimas de la ruta

del MVA desde CDNA, se realiz6 con Pfu DNA polimerasa.

La reacci6n  de  PCR se  realiz6 en  un volumen final de 25 lil  que incluy6:  buffer

de  PCF}  1X  (Kcl  500  mM,  Tris-Hcl  200  mM  pH  8,4),  2  mM  de  Mgc12,  0,2  LIM  de  cada

dNTP  (dATP, dTTP, dGTP, dcTP),  1  LiM de cada partidor,  1 U de enzima y entre  10-20

ng  de  DNA  molde;  para  el  PCPl  de  colonia,  se  suspendi6  una  colonia  en  la  reacci6n

como DNA molde.

Para  [a amp[jficaci6n  se  utiliz6  e[ termociclador Applied  Biosystem  2720 con  el

siguiente programa:  denaturaci6n  inicial a 94°C por 3 min  (5 min para  PCF3 de colonia),

35 ciclos de denaturaci6n a 94°C por 30 s,  ar}r]ea//.ng de partidores a 55°C por 30 s y la

elongaci6n  a  72°C  fue  ajustada  al  tamafio  del  amplificado  (30  s  para  amplificados

desde CDNA S 1  kb utilizando Pfu DNA polimerasa, y 3 min con  Taq DNA polimerasa) y

luego de los ciclos, se prolong6 por 10 min a 72°C y fjnalmente la reacci6n se mantuvo

a 4OC.

2.4.2 Sintesis de CDNA (RT-PCP)

Las  muestras  de  PNA  se  trataron  con  DNasa  I  de  acuerdo  a  las  indicaciones

del   proveedor.    La   reacci6n   de   FIT   se   realiz6   con   la   enzima   Maxima   F]everse

Transcriptase    (Thermoscientific)    en    un   volumen   total    de   20    lil.    Se    utiliz6    un
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determinado volumen de  F`NA (5 Lig) y se le agreg6 agua est6ril hasta completar 11  lil.

A  esta  mezcla  se  le  afiadi6  1   Lil  de  oligo-dT  (25  LiM)  y  se  incub6  a  70°C  por  5  min.

Luego se dej6 en hielo por 3 min y se agreg6 4 Ill de buffer PT 5X,  1  ul de enzima, 2 lil

de dNTPs (10 mM), y 1  ul de agua esteril. Se incub6 a 42°C por 1  h y luego a 7o°C por

10  min,  dejando  enfriar  a  4°C.  Para  amplificar  el  CDNA  de  cada  gen  se  realiz6  una

reacci6n de PCR como se indica en la secci6n 2.4.1.

2.4.3 PCR en tiempo real (qpcR)

Se  utiliz6  la  mezcla  de  reacci6n  de  PCPl  segtin  las  especificaciones  del  Kit

SensiMix SYBPI  Green  I  (Quantance)  que incluy6:  10 HI  de  mezcla del  kit,  8 lil  de agua

est6ril,1   Lil  de  CDNA  y  1   Lil  de  mezcla  de  partidores  directo  y  reverso  (10  uM).  Los

partidores que se utilizaron ten fan una eficiencia mayor al 95 %, determinada en curvas

estandares con  un coeficiente de correlaci6n  de  R2 2 0,996.  Las muestras se cargaron

en el equipo Mx 3000P (Stratagene). Para evaluar los niveles de transcritos, los valores

de   Ct   (threcho/d  oyc/e)   se   normalizaron   respecto   al  valor  obtenido   del   gen   AC7-

(Genbank:   X89898.1)   de   X.    der}drowhous,   y   se   expresaron   en   funci6n   de   las

condiciones control  usando el  m6todo 2-AAct (Livak y Schmittgen; 2oo| ).

2,5 Transformaci6n de fas cepas de E. co/i. y de Jr. dendrorAous

Se  prepararon c6lulas electrocompetentes de  E.  co//. y de X.  dendrowhous para

[uego realizar la transformaci6n de estas con el DNA de inter6s.

2.5.1 Transformaci6n de E. co/t.

Para  preparar  celulas  electrocompetentes  de  E.  co//.,  se  inocul6  medio  LB  con

un  cultivo  de  12  h  de  E.  co//. DH5a y se  incub6  con  agitaci6n  constante  a 37°C  hasta
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alcanzar  una  DO  entre  0,5  y  0,8  medida  a  600  nm  (cultivo  en  fase  exponencial  de

crecimiento).   Las   etapas   siguientes   se   realizaron   a   4°C,   manteniendo   c6lulas   y

soluciones en hielo.  Las c6lulas se colectaron por cemrifugaci6n a 10.000 x g por 5 min

en  centrl'fuga refrigerada y se  lavaron dos veces,  primero con  500  ml  y luego  con 250

ml  de agua destilada est6rjl.  E[ pellet celular se suspendi6 con 20  ml  de  glicerol  esteril

al  10  a/a  (v/v)  y  nuevamente  se  centrifug6,  se  elimin6 el  sobrenadante y se  suspendi6

con  glicerol  al  10 %  (v/v);  Ia suspensi6n  de c6lulas se fraccion6 en  alfouotas  de 40  lil

que  se   depositaron   en   tubos   Eppendorf  que   se   almacenaron   a   -80°C   hasta   su

utilizaci6n.

Para      la     transformaci6n,      se      descongel6      una     ali'cuota      de      celulas

electrocompetentes y se le agreg6 DNA transformante en  un volumen  no mayor a 4 lil.

Esta mezcla se deposit6 en  una cubeta de electroporaci6n de 2  mm y se electropor6

utilizando el equipo Biopad Gene  Pulser X Cell con  las siguientes condiciones:  25  LiF,

200  Q y 2,5  kv.  Las c6lulas  se suspendieron  con  1  ml  de  medio  LB y se  incubaron  a

37°C  por 1  h.  Posteriormente,  el cultivo se sembr6 en alfouotas de 75  Lil,150  Lil y 225

Lil  en  placas  con  medio  LB  suplementadas  con  e]  antibi6tico  ampicilina  (100  Lig/ml),  y

se incub6 a 37°C hasta la aparici6n de colonias.

2.5.2 Transl:ormaci6n de X. dendro/f)oqs

La   preparaci6n   de   c6Iulas   electrocompetentes   de   la   cepa   silvestre   de   X.

c/enc/rowhous UCD 67-385 se  realiz6 segtin  lo  descrito  por Kim y col.,  (1998)  y Adrio y

col.,  (1995).  Se inocul6 medio YM suplementado con glucosa  1  % con un cultivo de la

levadura de 48 h y se incub6 con  agitaci6n constante a 22°C  hasta alcanzar una DO

entre 2 y 4 medida a 600 nm  (cultivo en fase exponencial de crecimiento).  Las c6lulas
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se colectaron  por centrifugaci6n a 4.000 x g  por 3  min,  se suspendieron  con  25  ml  de

buffer fosfato de potasio (fosfato de potasio 50 mM pH 7,  DIT 25 mM) y se incubaron a

22°C por 15 min. Luego, las etapas siguientes se realizaron a 4°C manteniendo c6lulas

y  soluciones  en  hielo.  Las  c6lulas  se  colectaron  por centrif ugaci6n  a  4.000  x  g  por  3

min y se lavaron dos veces con 25 ml de soluci6n STM (sacarosa 270 mM, Tris-Hcl  10

mM   pH  7,5,   Mgc12   1   mM).   El   pellet  celular  se  suspendi6  con   soluci6n  STM  y  se

almacen6 en hielo para su uso durante el mismo dfa.

La  transformaci6n  de  X.  c/enc/rowhous  UCD  67-385  se  realiz6  de  acuerdo  al

protocolo   descrito   por   Kim   y   col.,   (1998).   A   una   ali'cuota   de   60   Lil   de   c6lulas

electrocompetentes  se  le  agreg6  5  ul  de  DNA  transformante  (1   Lig  del  fragmento  de

DNA).   Se  electropor6  en  el  equipo  BioPlad  Gene  Pulser  X  Cell  bajo  las  siguientes

condiciones:  125  LiF,  600  Q y 450 V.  Las celulas  se  suspendieron  con  1  ml  de  medio

YM y se incubaron a 22°C por 4 h.  Posteriormente, el cultivo se sembr6 en alieuotas de

200  lil  en  placas  YM  suplementadas  con  glucosa  e  higromicina  8  (15  iig/ml),  y  se

incub6 a 22°C hasta la aparici6n de colonias.

2.6 Extracci6n de carotenoides y esteroles, y analisis par RP-HPLC

2.6.1  Extracci6n y analisis de carotenoides

La  extracci6n  de  carotenoides  se  llev6  a  cabo  segdn  el  m6todo  de  extracci6n

con  acetona (An y col.,1989).  Se colect6 un  cultivo de levadura crecido en  medio YM

llquido a 22°C con agitaci6n constante. Se centrifug6 a 4.000 x g  por 5 min,  se elimin6

el  sobrenadante  y  el  pellet  se  lav6  con  10  ml  de  agua  destilada.  Luego,  el  pellet  se

suspendi6  con  1   ml  de  agua,  se  transfiri6  a  un  tubo  de  5  ml  y  se  agreg6  500  Lil  de

perlas de vidrio de 0,5 mm. Se llev6 al moledor de c6lulas por 3 min, se agreg6 1  ml de
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acetona  y  nuevamente  se  llev6  al  moledor  durante  3  min.  Despu6s  se  centrifug6  a

4.000 x g  por 5  min  y se  recolect6  el  sobrenadante.  Las  extracciones  con  acetona se

repitieron hasta que el extracto celular quedara incoloro.  Para cada extracci6n, se llev6

la  mezcla  por  3  min  al  moledor,  seguido  por  5  min  de  centrifugaci6n  a  4.000  x  g,

recolectando  el  sobrenadante  cada vez  en  el  mismo  tubo.  Finalmente,  se  agreg6  1/5

de volumen de 6ter de petr6leo al tubo que contenfa los sobrenadantes colectados, se

mezcl6 y se centrifug6 por 5 min a 4.000 x g.  La fase superior,  correspondiente al eter

de  petr6leo  con  los  carotenoides,  se  transfiri6  a  un  tubo  de  vidrio  y  se  determin6  la

absorbancia a 474  nm  para la cuantificaci6n total  de  los carotenoides.  Los  analisis se

realizaron  por triplicado  y  los  pigmentos  se  normalizaron  respecto  al  peso  seco  de  la

levadura.  Se utiliz6 la siguiente f6rmula:

Llg pigmentos/g muestra (ppm) = vol. 6ter  x   A474  x   100

21  x peso seco (g) x c

Donde:   vol.   eter   =   volumen   de   6ter   de   petr6[eo   recuperado   en   ml;   A   =

absorbancia  medida  a 474  nm;  21  =  coeficiente  de  extinci6n  1  °/a  =  2,loo  (An  y  col.,

1989); c = cultivo utilizado en ml.

La   determinaci6n   de   la   composici6n   de   pigmentos   se   realiz6   mediante

cromatografra  li'quida  en  fase  reversa  (BP-HPLC)  en   un  equipo  de   HPLC  con   un

detector de arreglo de diodos  Shimadzu  SPD-M10A y una columna Lichrospher PIP18

125-4   (Merck).   Para   ello,   se   dej6   evaporar   el   6ter   de   petr6leo   del   extracto,   se

suspendi6 con 200 lil  de acetona y se  inyect6 20  Lil en el  equipo.  Como fase  m6vil se

utiliz6  acetonitrilo:  metanol:  isopropanol  en  una  proporci6n  85:  10:  5  (v/v),  con  un  flujo
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de   1    ml/min   en   condiciones   isocraticas.   Los   carotenoides   fueron   reconocidos   de

acuerdo a sus tiempos de retenci6n y espectro de absorci6n de acuerdo a estandares.

2.6.2 Extracci6n de esteroles

Se  colect6  cultivo  de  levadura  crecido  en  medio  YM  a  22°C  con  agitaci6n

constante. Se centrifug6 a 4.000 x g por 5 min, se elimin6 el sobrenadante y el pellet se

lav6  con   agua  destilada.   Luego,   el   pellet  se  suspendi6  con   16  ml  de   la  siguiente

soluci6n:  EtoH al 60 a/o y 4 g KOH; y se dej6 en bafio termo regulado   (a 80°C) por 2 h.

Luego,  se agreg6  5  ml  de  6ter de  petr6leo,  se  mezcl6  bien,  se  centrifug6  por 5  min  a

4.000  x  g  y  se  recuper6  la  fase  superior  correspondiente  al  6ter  de  petr6leo.  Este

procedimiento  se  rea[iz6 2 veces  en total.  Para  la cuantificaci6n de  estero[es se  midi6

la absorbancia a 280 nm, normalizando respecto al peso seco de la levadura. Se utiliz6

la siguiente f6rmula:

Llg esteroles/g muestra = vol. 6ter  x  A28o   x   |o4
11,9cO x peso seco (g)

D6nde:   vol.   6ter  =  volumen   de   6ter  de   petr6[eo   recuperado   en   ml;   A28o   =

absorbancia medida a 280 nm;  11.900 = coeficiente de extinci6n molar de ergosterol en

acetona en M-1  cm-1;  104= constante de conversi6n de unidades Lig/g.

Para la determinaci6n  de  la composici6n  de  esteroles  mediante  PP-  HPLC,  se

dej6 secar el 6ter de petr6leo y se suspendi6 en 200 Lil de acetona. Como fase m6vil se
1

us6   metanol:    H29   en   proporci6n   97:3   (v/v),   con   flujo    lml/min   en   condiciones

I

isocraticas.  Los esteroles fueron  reconocidos de acuerdo a sus tiempos de retenci6n y

espectro de absorei6n de acuerdo a estandares.
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RESULTADOS

1. Analisis bioinformatico de la secuencia de las enzimas tiolasas codificadas por

los genes ERG10 A y ERG10 a.

Previamente  en  el  Laboratorio  de  Genetica  se  caracteriz6  el  gen  HMen de  X.

dendrowhous (Loto„  2015).  Sin embargo, tambi6n se  identific6 dos  posibles genes que

codificarran una enzima tiolasa (tiolasa A y tiolasa 8) que podrran estar involucrados en

la   ru\a   clel    INA    en    X.    dendrorhous   ctenomlnados    EF3G10   A   y    ERG10    a,

respectivamente.  A  partir  de  sus  secuencias  gen6micas  y  de  CDNA  se  determin6  la

organizaci6n  estructural  de  ambos  genes,  donde  el  de  la  tiolasa  A  (gen  Ef]G70  A)

consiste  de 6 exones  (84  pb,188  pb,  58  pb,  57  pb,  234 pb y 591  pb) y 5  intrones  (88

pb,148  pb,107  pb,  80  pb  y  92  pb),  mientras  que  su  transcrito  maduro  es  de  1.212

bases.  En cambio,  el gen de  la tiolasa 8 (gen  Ef]G70 a) consiste de 8 exones  (99 pb,

177 pb, 218 pb, 458 pb,185 pb, 30 pb, 90 pb y 39 pb) y 7 intrones (306 pb,150 pb,115

pb, 97 pb, 86 pb,  81  pb, y 81  pb), y su transcrito maduro es de 1.296 bases.

Analisis de la estructura primaria:

Para obtener informaci6n  de  las enzimas,  se dedujo  la secuencia aminoacidica

utilizande   7lrar]sfate  rbo/  del  servlder  ExPAsy  (htto//web.exDasv.ora/translate/\  y  se

dcletermin6  que  los  genes  Ef]G70  A  y  Ef3G70  8,  codifican  proternas  de  403  y  431

aminoacidos,  respectivamente.  A partir de  las secuencias  de  las  proternas  deducidas,

se  caloularon  los  parametros  fisicos  y qufmicos  utilizando  Proifa/a/7.i  rbo/ del  mismo

servider  (httD//web.exoasv.ora/DrotDaram/).  La tiolasa A tendrfa  un  peso  molecular de

42,01   kDa  y  un  pl  de  7,65,  mientras  que  la  tiolasa  8  tendrfa  un  peso  molecular  de

44,38  kDa  y  un  pl  de  7,65.  Ademds,  el  indice  de  estabilidad  que  se  define  mediante
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una  ecuaci6n  que  considera  la  ocurrencia  de  ciertos  dip6ptidos  en  la  proterna  (cada

dipeptido   tiene    un    valor   asignado),    la   longitud   de   6sta   y   analisis   estadi'sticos

(Guruprasad y col.,  1990),  permiti6 clasificar a ambas proteinas como estables,  puesto

que el valor obtenido (28,15 para la tiolasa A y 38,11  para la tiolasa a) fue  menor a 40

(40  es  el  valor  lrmite  consjderado  entre  las  proteinas  estables  e   inestables).   Para

calcular la vida media,  la herramienta considera el aminoacido que ocupa el N-terminal,

donde  la  presencja  de  metionina,  glicina,  prolina  o  valina  determinan  una  vida  media

larga  (Battaner.,  2012).  En  este  caso  consider6  metionina  en  ambas  tiolasas,  por  lo

tanto,  Ia vida media estimada para ambas fue de >20 h en levaduras /.r) v/.vo.

EI gran promedio de hidropatfa (GrandAverage of hydrqpally,  GRAVY) definide

como  la  suma  de  los  valores  de  hidropatfa  de  todos  los  aminoacidos  dividido  por  la

longitud de la cadena,  permite predecir si la proteina es hidrofflica (valores negativos) o

hidrof6bica  (valores  positivos)  (Jenssen  y col.,  2004).  EI  analisis se  basa  en  La  esca.Ia

de  hidropatia  de  Kyte-Doolittle  dende  a  cada  aminoacido  se  le  asigna  un  valor  de

hidropatra que varra entre 4,5 (Arginima) y +4,5 (Isoleucima)  (Kyte y Doolittle,1982).  En

el  caso de  ambas tiolasas analizadas,  Ios valores calculados fueron  de ro,009 y 0,182

para  Las  tiolasas  A  y  8,  respectivamente,  sugiriendo  la  solubilidad  de  la  tiolasa  A  en

medio  acuoso.   La  escala  de  hidropatfa  de  Kyte-Doolittle,  tambien  permite  predecir

h6lices   transmembrana  en   las   protefnas   a  traves   de   una   represemaci6n   gratica

(httD//acat.davidson.edu/rakarnik/kvie-dcolittle.htm).       AI       ingresar       la       secuencia

aminoacidica  de  la  protefna  se  obtiene  una  figura  (como  la  Figura  5)  que  permife

dcleterminar  posibles  regiones  transmembrana  cuando  los  valores  de  los  picos  son

mayores  a  1,8  (linea  roja  horizontal  en  la  Figura  5),  al  utilizar  especificamente  uma

ventana tamafio  19.  El tamaFlo de la ventana se  refiere al  ntimero de aminoacidos que
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son examinados a la vez para determinar un  punto de cafacter hidr6fobo en el grafico,

donde  una ventana tamaFio  19  es  adecuada  para examinar dominios  transmembrana,

pues   estos   se   destacan   agudamente   al   sobrepasar   el   valor   1,8   del   eje   de   las

ordenadas   ya   que   son   muy   hidr6fobos   (Kyte   y   Doolittle,    1982).    Los   resultados

obtenidos sugieren que las tiolasas A y a no poseen segmemos de transmembrana.

Hidr6fobo

•,...,:..:...-:....--:     ::..,:-::,I--+:.:

a             LID             lee            ae             a.a            in            see

Ndmero de residuo 11idr6filo

NltyNI\vfl^\ulnfurtyNAi

co         i-         .so         an         so         "         sS®         -

Ndmero de residuo

Figura  5.  Perfil  de  hidropatl'a  de  las tiolasas A y  8  de Jf.  dendrowhous en
base  a  la  escala  de  hidropatia  de  Kyte-Doolittle.   Perfiles  de   hidropatfa  de  las
tiolasas A) A y a) 8 de X.  c/endrowhous.  EI eje de las abscisas representa la posici6n de
los   aminoacidos,   mientras   que   el   eje   de   las   ordenadas   representa   el   indice   de
hidropatl'a;  resultados en  una ventana de tamaF`o 19.  Los valores positivos en el eje de
las   ordenadas   indican   una   regi6n   hidrof6bica   en   la   protei'na,   en   cambio   valores
negativos  indican  una  region  hidrofl'Iica.   La  ausencia  de  picos  sobre  1,8  indica  que
posiblemente ambas tiolasas no poseen dominios de transmembrana.

El  servider  SOsul   (httowharner.naaahama-itoie.ac.iD/sosuVsosui   submit.html)

tambi6n   predice   h6lices  transmembrana  en  base  al   promedio  de   hidropatfa  y  sus

resultados   indican   explfoitamente   si   la  proteina  es   soluble  o  si   es   de   membrana

(indicando el  ndmero de  helices transmembrana).  En  concordancia con  los  resultados

aanteriores, el servidor SOsul  predijo que ambas tiolasas son solubles.  Por lo tanto,  los
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resultados   obtenidos   sugieren   que   ambas   tiolasas   efectivamente   son   protei'nas

solubles no asociadas a membrana.

Posteriormente  se   realie6   un   analisis  de   predicci6n   de   la   localizaci6n   sub-

celular,  donde  los  resultados fueron variables de acuerdo  al  servidor que  se  utiliz6.  EI

servidor   Pred/ctptotei.n  (httDs//www. Dredictorotein.ora/)   permite   predecir  localizaci6n

sub-celular  en   los  distintos  dominios  de   la  vida  y  la  puntuaci6n   de  confianza  que

acompaha su  resultado va desde 0 (ro fiable) a 100 (fiable). AI  ingresar las secuencias

de  ambas  tiolasas,  la tiolasa  8  se  localiz6  en  el  dominio  Eucarionte  y  la  localizaci6n

sub-celular fue  la  mitocondria,  con  uma  puntuacich  de  confianza  46.  En  el  caso  de  la

tiolasa   A,   no   dio   resultados.   Ademas,   para   ambas   tiolasas   predijo   que   ninguna

contenfa   una   seFial   de   localizaci6n   nuclear   (NLS,   Mtclear  /oca//zafrori   s{gitiao.   El

servldor   DISTILL   (httD//distill.ucd.ie/distilv)   tambi6n   predice   localizaci6n   sub-celular,

pero  a  diferencia  de   PHedfoIprote/n,   hace  sus  predicciones  en   los   F3einos  Animal,

Planta y Fungi.  Ademas,  permite  indicar en cual de ellos se  ha fa la predicci6n y como

resultado  entrega  la  localizaci6n  sub-celular  de  La  protefna  consultada  y  el  nivel  de

confianza    (expresados    explfoitamente    como    bajo,    medio    o    alto)    en    el    Fteino

sseleccionado.   Para  ambas  tiolasas  se   seleccion6  el   Fteino   Fungi,   y  este   servidor

tambi6n   preduo  localizaci6n  sub-celular  mitocondrial   para  la  tiolasa  8  con   una  alta

cconfianza,  mientras  que  la  localizaci6n  sub-celular para  la tiolasa A fue citoplasmatica

ccon una confianza media. Se destaca que las predicciones del servidor se basan en el

predietor SCLpred que ro predice localizaci6n sub-celular peroxisomal.  Finalmente,  se

utiliz6 PSOBT 11  (htto//Dsort.hac.iDfform2.html),  el cual es recomendado para el and,lisis

de   secuencias   de   proteinas   animales   y  de   levaduras;   ademas,   permite   predecir

localizaci6n  sub-celular peroxisomal junto con  otras  localizaciones  sub-celuLares.  Para
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la tiolasa a encontr6 una posible serial de destino al peroxisoma (perox/.soma/ fargef/.ng

s/.gna/,   PTS)  y  ademas   predijo   una  probabilidad   menor  del   50   °/a   de   localizaci6n

citoplasmatica o en  la mitocondria.  Para la tiolasa A,  predijo localizaci6n citoplasmatica

con una probabilidad del 52,2 a/a.

De  acuerdo con  los analisis  realizados,  la posible  localizaci6n  sub-celular de la

tiolasa  A  seri'a  el  citop[asma,   mientras  que  para  la  tiolasa  8  serl'a  mitocondrial  o

peroxisomal.  Para determinar la posibi[idad de localizaci6n sub-celu[ar peroxisomal,  se

analizaron   las   secuencias   de   ambas   tiolasas   a   trav6s   de   un   alineamiento   de

secuencias   con   tiolasas   descritas   como   peroxisomales.   Los   peroxisomas   poseen

receptores conservados que reconocen proteinas destinadas a la matriz peroxisomal a

trav6s de sus  PTS que consiste en el tripeptido SKL (o una variante conservada) en el

extremo  del  dominio  C-terminal  (Grunau  y  col.,  2009).  Sin  embargo,   hay  protel'nas

peroxisomales que poseen  un  PTS2 que consiste en un  nonap6ptido representado por

la  secuencia   consenso   (FVK)(lJV/I/Q)XX(LJV/I/H/Q)(LJS/G/A/K)X(H/Q)(L/A/F),   la   cual

descrjbirl'a  esencialmente  todas  las  variantes  del  PTS2  (Petriv  y  col.,  2004).   La  3-

cetoacil-CoA  tiolasa  peroxisomal   (Fox3p)   de   S.   cerev/.s/.ae  posee   un   PTS2  en   los

primeros 16 aminoacidos, por ]o tanto, ]as secuencias de las tiolasas A y 8 se alinearon

con  la  secuencia  de  Fox3p  para  determinar  la  presencia  del  PTS2.  Adema§,  en  las

secuencias  de  las tiolasas  peroxisomales se  afiadieron  las secuencias  de  las tiolasas

documentadas  de   yarrow/'a  //Po/ut/.ca  y   CancJ/`da   trop/.oa//.s  (Berninger  y  col.,   1993;

Kanayama  y  col.,1998;  Ueda  y  col.,  2000,.  Yamagami  y  col.,  2001)  (Figura  6).  Los

resultados sugieren  que  la tiolasa  8  posee  un  PTS2,  tal  como  lo detect6  PSOBT  11,  y

en consecuencia podri'a ser una tiolasa con localizaci6n sub-celular en el peroxisoma, y

en consecuencia,  participar de la a-oxidaci6n de los acidos grasos, ya que en el  Beino
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Fungi existen levaduras tales como S.  cerev/.s/.ae y C.  frau/.ca//.s donde este proceso se

lleva a cabo exclusivamente en el peroxisoma (Shen y Burger.,  2009).  Por el contrario,

en la tiolasa A no se detect6 un posible PTS2 mediante alineamientos de secuencias.

Tiolasas peroxisomales

1.     H.   sapiens
2.      R.   norveg±cus
3.     a.   taurus
4.     E.   caballus
S.     C.   Iupug  fan±liaris
6.      M.   rrliisculus
7.     Y.1ipolytica
8.   S.   cerevigiae   (Fox3p)
9.   X.   dendrorhous   (tiolaBa  a)
10.   X.   denc!rorhous   (tioJ.asa  A)

secuencia  consenso   PTS2

Domln]o N-terminal

;:;:;;;;:¥:,g#gE¥g==:g§ggiTi8a2:g:i:3;82sg:¥
----------MRFL:QWI.GHLKGRPASDPE--PQATPCWSGARRASAEDV
---~~-----MQRLQWLGH'ckGRPHSGPEPAPRAAPCWSSTRWPADEDV

=====:==::S:;g#8=;k8?::SEg3:¥8¥g593:8£Sg:¥
_ . _ . . . ~ . _ ~MDFZ4,N[.ATQ,I.EON . . _ _ _ P _ _ . , .AKGLDA[TSKNPDDV
--------- MsquLQS IKI)HLIVE ----- SAMGKGESKRKNSLLEKRPEDV
-------MSAAFRIITTIKIHELP--VFSIRPSI.ASIRS¥SSMSSFTPQEV
--------~~--==------I-------------MPSGKSKILQENENDV

I\R/K.)(I.|v|±/r|)xx(L|v/i./H|r|)(L|s/G/A|K.)x(Jl/rr)(I/r\|F)

Figura 6. Alineamiento mtiltip[e de secuencias de tiolasas peroxisomales.
Se  seleccionaron  secuencias  de  tiolasas  peroxisomales  de  distintos  organismos  y se
realiz6   un   alineamiento   mdltiple   de   secuencias   utilizando   Clustalw2   junto   a   las
secuencias  de  las  tiolasas  A  y  8  de  X.  dendrowhous.  Los  asteriscos  destacan  los
residuos conservados en tiolasas peroxisomales dimericas (Mathieu y col.,1997) y son
indicados en azul en la secuencia consenso que forma el PTS2. Ademas, en la primera
y segunda secuencia, correspondientes a H. sap/.ens y f]. norveg/.ous, se indica en rojo
un  residuo de cisteina, ya que posterior a 61 se ha reportado  un sitio de corte,  ausente
en la tiolasa de S.  oerev/.s/.ae (Glover y col.,  1994). Como en la tiolasa de f?. r}orveg/.cue
la  secuencia  consenso  se  obtuvo  entre  los  23  primeros  residuos  del  N-terminal,  se
analiz6  el  N-terminal  de  la tiolasa A de X.  der]cJrowhous hasta 25  residuos sin  detectar
un  posible  PTS2.   Ntimero  de  acceso:  1)  Homo  sap/.ens  (NP_001598.1),  2)  f?a#us
norveg/.cus   (NP_036621.1),   3)   Dos   faun/s   (NP_001029491.1),   4)   Equus   oaba//us
(XP_001488609.1),   5)    Cant.s   /upus   fan/.//.a„.s   (XP_534222.2),   6)   Mus   muscu/us
(NP_570934.1),   7)    yarrow/.a   //.po/"/.ca   (Q05493.1),   8)   Saocharomyces   cerev/.s/.ae
(CAAI37472.1),  9)  Xanthopyllomyces  dendrorhous  (tiic>lasa  EI),  10|  Xanthopyllomyces
dendrorhous (tlalasa A:).

lntegrando  los  resultados de  los analisis bioinformaticos  predictivos,  se sugiere

que la tiolasa 8 probablemente sea una tiolasa de peroxisoma,  mientras que la tiolasa

A posib[emente se localice en e[ citoplasma.  Sin embargo, si se realizan a[ineamientos

de  a  pares  entre  las  tiolasas  A  y  8  con  tiolasas  de  localizaci6n  sub-celular  en  el
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peroxisoma y en  el  citoplasma,  lo§  resultados obtenidos  indican  que  la tiolasa A tiene

una  mayor  identidad  con  3-cetoacil-CoA  tiolasas,  es  decir,  tiolasas  involucradas  en

procesos degradativos como la P-oxidaci6n de acidos grasos,  mientras que la tiolasa 8

tendri'a  una  mayor  identidad  con  acetoacetil-CoA  tiolasas,  enzimas  involucradas  en

rutas  de sfntesis.  En  primer lugar es importante destacar que  la estructura primaria de

las tiolasas A y a es distinta, pese a que conservan los residuos aminoaci'dicos que las

clasifican  como tiolasas;  ambas tiolasas  solo comparten  un  34  °/a  de  identidad  con  un

95   a/o   de   cobertura,   en   consecuencia   podrfan   estar   involucradas   en   procesos

metab6licos  distintos.  La tiolasa A tiene  un  50 a/o  de  identidad  con  un  98  a/o cobertura

con la tiolasa de peroxisoma de  S.  cerev/.s/.ae (CAA37472.1),  mientras que la tiolasa a,

comparte un 32 % de identidad con un 98 % de cobertura con la misma enzima. Si este

mismo   analisis   se   hace   respecto   de   la   tiolasa   de   peroxisoma   de    y.   //.po/ut/.oa

(Q05493.1),  el  resultado es similar,  ya que la tiolasa A tiene  un 58 % de  identidad con

un  99  a/o  cobertura con  esta proteina,  mientras que  la tiolasa  a  un  32  a/o  de  identidad

con  un 93 a/o de cobertura.  Por otro lado, si los analisis se hacen respecto a tiolasas de

localizaci6n citoplasmatica que estarl'an  involucradas en  la ruta del MVA, tales como la

acetoacetil-CoA  tiolasa  de  S.  cerev/.s/.ae  (P41338.3)  y  de  S.  pombe  (Q9UQW6.1),  la

tiolasa a tiene una mayor identidad con estas protei'nas.  Por ejemplo,  la tiolasa 8 tiene

un   48   %   de   identidad   con   un   91    0/o   cobertura   con   la   acetoacetil-CoA   tiolasa

citoplasmatica de S. cerev/.s/.ae,  mientras que la tiolasa A,  un 36 a/o de identidad con  un

96 °/a de cobertura.  De la misma forma,  Ia tiolasa a tiene  un 50 0/a de identidad con  un

90 a/o cobertura con la tiolasa citoplasmatica de S. pombe, mientras que la tiolasa A,  un

37 % de identidad con un 95 0/a de cobertura.
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Analisis filogen6tico:

Para  complementar el  analisis  anterior,  se  realiz6  un  and,lisis  filogenetico  para

cdetermjnar  La posible  localizacich  sub-celular de  las tiolasas  identificaclas como A y  8.

Para  ello  se  seleccionaron  secuencias  aminoacidicas  de  tiolasas  en  las  que  se  ha

descrito   su   ubicaci6n   sub-celular  y  especificado   su   funci6n   como   acetoacetil-CoA

tiolasa   o   como   3-cetoacll-CoA   tiolasa.   Para   el   alineamiento   mdltiple   se   utiliz6   el

pprograma  Clustalw  2.1  (penalizaci6n  10,0  por apertura de  gap,  0,20  por extensi6n  de

gap y  retraso  de  divergencia  del  30  %),  y  pare  crear  el  arbol  filogenetico,  se  us6  el

m6todo  ne{givbor-giv.nt.ng  (Saitou  y  Nei.,1987)  con  un  boolslrap de  1.000  replicas  en

MEGA6 (httD://www.meaasoftware.net/).

Estos  resultados  indican  que  posiblemente  la  tiolasa  A  es  una  3-cetoacil-CoA

tiolasa,  mientras que  la tiolasa 8  una acetoacetil-CoA tiolasa,  ya que claramente en  la

Figura  7  ambas  tiolasas  se  presentan  en  grupos  distintos,  sean  estos  el  de  las  3-

cetoacil-COA tiolasas y acetoacetil-CoA tiolasas.
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Figura  7.  Arbol  filogen6tico  de  tiolasas  seleccionadas.  El  arbol  se  cre6
usando  el  metodo  neighbor-joining  ITamura  y  col.,  2013).  Los  ntlmeros  en  los  nodos
indican    el    porcentaje    de    respaldo    para    nodos   especi'ficos   despu6s    de    1.000
repeticiones  de  analisis  de   boolslrap.   Ndmeros  de  acceso  en  parentesis.  Tiolasa
mitocondria/acetoacetil-CoA tiolasa:  Bos  Taurus (NP_001039540.1 ) ,  Homo sap/.ens
(P±AI0138J.1),      Canis      lupus      familiaris      (XP_5465392),      F3attus      norvegicus
(NP_058771.2),   Ga//us  ga//us   (NP_001264708.1 ).   Tiolasa   citoplasma/acetoacetil-
Co^ tiiolasa.. Schizosaccharomyces pombe (Q9UOw6.1) , BIumeria graminis f. sp. tritici
96224   (EF.Q61678.1),   Saccharomyces   cerevisiae   (P41338.3),   Nicotiana   tabacum
(AAU95618.1 ), Zea mays (N P_001266315.1 ), Arabt.dapsi.s fha/;.ana (Q9FIK7.1 ). Tiolasa
mitocondria/3-cetoacil-CoA  tiolasa:   Dos  laurus  (NP_001030419.1 ),   ML/s  musoL//us
(NP_803421.1 ),   f?affus  norveg/.cus  (NP_569117.1 ).   Tiolasa  peroxisoma/3-cetoacil-
CoA tiola§a:  Saccharomyces cerev/.s/.ae (CAA37472.1 ),  Yarrow/.a //.polyf/.ca (Q05493.1 ),
Callus   gallus   (NP_O01184217.1),   Mus   musculus   (NP_570934.1),   Equus   caballus
(XP_001488609.1),       Canis       lupus       familiaris       (XP_534222.2).       Bos       taurus
(NP_001029491.1 ),   Homo  sapt.ens  (NP_001598.1 ).  Xanfhaphy//omyces  dendrowhous
[A]: tiolasa A. XanlhapAy//omyces dendtowhoLts [8]: tiolasa 8.

39



Posteriormente,  para buscar posibles patrones y motivos conservados  que son

regiones  en  una secuencia aminoaci'dica que tiende  a corresponderse  con  elementos

estructurales y/o funcionales de una proteina (Elena y CodoFier.,  2007),  las secuencias

de        las        tiolasas        se        analizaron        con        la        herramienta        Scanpros/te

(httpJ/prosite.expasy.orcvscanDroslteL/} que permito bener La 8couoncla de uma prote/ne

contra  la  base  de  datos  de  PPIOSITE  que  almacena  motivos  conservados  a  partir de

alineamientos mdltiples.

Al  ingresar  ambas  secuencias  aminoaci'dicas  (tiolasas  A  y  8),  la  herramienta

detect6  tres   patrones  caracterl'sticos  de   las  tiolasas,   identmcados   por  los  c6digos

PSO0098,  PS00737  y  PS00099  (Tabla  4).  Un  patr6n  permite  caracterizar  motivos  e

indicar  qu6  posiciones  de  los  residuos  son  mss  importantes  y  cuales  pueden  variar.

PPOSITE entrega estos patrones en c6digos y su 16gica es que cualquier protei'na que

posea    uno    de    estos    patrones    debera    desempeFiar    una    funci6n    relacionada.

Suponiendo lo l]ltimo,  las tiolasas pueden ser reconocidas por cualquiera de estos tres

patrones,  ya que son  una familia bien defjnida (Modis y Wierenga.,  1999).  Scanprosi.re

detect6  los  tres  patrones  en  la  tiolasa  a,  pero  en  la  tiolasa  A,  s6lo  identific6  a  los

patrones  PS00098 y  PS00737.  Los patrones consensos obtenidos se presentan en  la

Tabla 4.
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Tabla  4.  Patrones  conservado§  detectados  por  Scanprosi.fe  en  la  Tiolasa  A  y
Tiiolasal a de X. dendrorhous.
C6digo del patr6n: PSO0098
ldentificaci6n del patr6n:  `7h/.o/aces acy/-enz)/me /.ntermed/.are s/.gnafure"
Tiolasa:  Identificado en tiolasa A y a
Patr6n consenso:

SAGLl
C6digo del patr6n: PS00737

LIVMFYNS STAG

ldentificaci6n del patr6n: "rh/.o/aces s/.gnalure 2"
Tiolasa:  ldentificado en tiolasa A y 8
Patr6n consenso:

LIVM]-[SA -x-a-H-P-x-
C6digo del patr6n: PS00099
ldentificaci6n del patr6n:  "rhi.a/aces acfr.ve si.te"
Tiolasa:  Identificado en tiolasa 8.
Patr6n consenso:

LIVMA STAGCLIVM]- STAG LIVMA -x-[AG
Se indican los patrones detectados en  la tiolasa A y/o tiolasa  a.  En  los patrones consenso se  indica
en  rojo  los  residuos conservados  e  involucrado§  en  el  sitio  catalftico de  las tiolasas.  Plesiduos  entre
corchetes indica que cualquiera de ellos puede ocupar la posicj6n,  residuos entre llaves son aquellos
no aceptados en la posici6n, '`-" es un separador de elementos en el  patr6n, "-x-" indica que cualquier
residuo  puede ocupar la  poslci6n,  x(6)  indica cualquier residuo  repetido 6 veces.  Plesiduos  sin  estas
caracteristicas e indicados en  rojo son altamente conservados.

Para comprobar la presencia del patr6n  PS00099 en la tidasa A, en especial el

motivo-CxG  portador de  la cistefna activadora del segundo sustrato  en  la  reacci6n,  se

utlliz6  otra  base  de  datos  para  buscar  motivos  conservados  en  la  protefna.  En  este

ccaso   se   utiliz6   BLOCKS   (httD/folocks.fhcrc.ora/blocks»   que   almacena   segmentos

(bloques)   may  conservados  de  alineamientos   mllltiples  de   proteinas  sin   giaps.   La

herramienta  Block  Searcher compara  la  proterma  con  La  base  de  datos  y  busca  las

regiones  mds altamente conservas  en  grupos de  proternas docurnentadas  en  la  base

de datos  lnterpro.  AI ingresar la secuencia aminoacidica de la tiolasa A,  la herramienta

detect6  7  bloques  utilizando el  c6digo  lpPl002155 de  lnterpro que  identifica a  la familia

de  tiolasas.  Uno  de  los  bloques  detectado  contiene  el  motlvo-CxG   (presente  en  el

patr6n    PS00099   de    Scanprosife),    confirmande   su    presencia   en    la   tiolasa   A.

Paralelamente,  tambien  se  ingres6  la secuencia de  la tiolasa  8,  y se detectaron  6 de
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los  7  bloques  indicados  para  la  tiolasa  A  al  utilizar  el  mismo  c6digo  IPF}002155  de

lnterpro.

Una  forma  de  representar  un  bloque  es  a  traves  de  un  logotipo  que  es  una

representaci6n grafica de las secuencias alineadas,  donde el tamafio de cada residuo

es  proporcional  a  su  frecuencia  en  la  posici6n  que  ocupa  y  el  color se  relaciona  con

sus  caracteri'sticas  fisicoqui'micas  (Schneider  y  Stephens.,1990).  En  la  Tabla  5,  se

representan graficamente los 7 bloques en logotipos y se destaca en ellos los residuos

aminoacidicos  presente  en  los  mctivos  pertenecientes  al  posible  sitio  catalitico  de  las

tiolasas A y 8.
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Tabla  5.  Alineamiento  mdltiple  esquematizado  en  logotipos,  donde  cada  uno
resenta a uno de los 7 blo ues identificados or BLOCKS.

F]esiduos aminoacidicos
BIoque§                                                Logotipo                                             Tiolasa A         Tiolasa B

(23-29) ND

BIoque 2               4_

Motivo-CxS

(PS00098de      'a
Scanprosite|

(`\               (75-119)                (99-143)

EL

I             Cys-101              Cys-125

(161 -206)             (198-243)

Bloque 5

Motivo-NEAF (301 -334)            (332-365)

As n-326            Asn-357

Bloque 6            -

Motivo-GHP

(PS00737de      E
Scan prosite|          `

(346-366)           (377-397)

H i s-358               H is-389

Bloque 7

Motivo-CxG            g

(PS00099 de
Scanprosite)

(383-400)            (412-429)

Cys-3 88            Cys-417

ND:  No detectado.  Numeros entre pafentesis indican el rango de residuos en donde BLOCKS detect6 cada
bloque  en  las tiolasas A y  8.  En  la columna residuos  aminoacidicos:  en  rojo  los  residuos  conservados  del
sitio activo, y en azul el  residuo asparagina del motivo NEAF detectado en algunas tiolasas.
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En  el  bloque  5  de  la  Tabla  5  se  destaca  el  motivo-NEAF,  el  cual  tiene  alta

probabilidad  de  ocurrencia en  esa posici6n,  pero se  puede  apreciar en  el  logotipo que

existen  otros  residuos  en  esa  posici6n  con  una  menor  probabilidad.  Esto  tiltimo  esta

relacionado  con  las  secuencias  que  utiliz6  BLOCKS  del  alineamiento  mtlltiple,  ya  que

existen  tiolasas  que  poseen  el  motivo-HEAF  y  otras  el  motivo-NEAF,  ademas  de  los

residuos conservados del sitio catalitico.  En la Figura 8, se destaca que las tiolasas A y

8  poseen  el  motivo-NEAF,  representado  por Asn-326  en  la  tiolasa  A y Asn-357  en  la

tiolasa  8.  Ademas,  en  la misma figura se destacan  los  residuos  pertenecientes  al  sitio

catalitico de las tiolasas en comparaci6n con  la tiolasa biosintetica mejor caracterizada

de la bacteria Zoog/oea ram/.gera.

jf.ci    [A]           1    --------------------- ~---MPSGKSKILQKNANDVVICSAVRTPITRARKGGLK      35
X. d    [8]           1   MSAAFRLTTIKIHLLPVFSIRPSLASIRSYSSMSSFTPQEVFIVSAVRTPIG-TLNGALK      5 9
Z.r                    1    ----------------------- MSTPS ------------- IVIASARTAVG-SFNGAFA      23

X. ci    [A]        36   DTLPEDLLVAVFKATLERSKVDPSLIDDIAVGNVLPPGGGANVARMAQLRAGIPHTASLN      95
jr. c!    [8]        6 o    sQTGVQLGTTAVKAAlsRAGIEpsAVEEL¥MGQvlQAGAGQSpARQVALAAGCEASTDST   iig
Z. r                  24   NTPAHEI.GATVISAVLERAGVAAGEVNEVILGQVLPAGEGQNPARQAAMKAGVPQEATAW      83

X.d    [A]        96   TVNRQC.SSSLQAITQIANSIACG ------ QISIGIGAGVESMT ----- THYGAGV-LPEK   143     [CyB-loll
X. d    [8]     120    TINKVC`ASGMKAITLAAQGMMLGGFGGSQKRGVVVAGGMESMSNAPFLVPR-AVPGFGGF    178     [CyB-125]
Z. r                  84   GMNQLCGSGLRAVALGMQQIATG ------ DASIIVAGGMESMSMAPHC"IAGGVKMGDF   137    [Cy8-89]

X. d    [A]     144    ISEDVLSNQEAQDVL--IPMGITSENVAKEFGVTRKEQDEFAAKSYQKAFAARKVGHFKE   2 01
X. ci    [8]     179    QTKDSVQTDGLWDVSNNFPMGNCAEHIAAKFSISRESQDEHALESYRRAAEAWSTGKFEA   23 8
Z. r                13 8    KMIDTMIKDGLTDAFYGYHMGTTAENVAKQWQLSRDEQDAFAVASQNKAEAAQKDGRFKD    197

X. ci    [A]     2 02   EIVPVKTEIVDPKSGETKTVLVDEDDGIRDGMTAESI.AKLKPAFSKE-GSTHAGNASQVS    2 6 0
X. d    [8]    239   EIAPV---TLKGPKGE--TVVAEDEDYKK--VIPSKVPTLKPVFQREGGTITPANASGIN   291
Z. r               198   EIVPF---IVKGRKGD--~ ITVDAI)EYIRHGATLDSMAKLRPAFDKE-GTVTAGNASGLN   250

X. ci    [A]     261    DGAAAVLLVRRDVAEKLKLPII.GKFVTTGYAGVPPKVMGIGPAVAIPKALANAGIESSDV   3 2 0
X. d    [8]     292   DGASAVVLMTGEKVQEHGVKPMAKILGFADAAIAPIEFPIAPTVAIPIALKNAGVSADDV   3 51
Z. r                251   DGAAAALLMSEARASRRGIQPLGRIVSWATVGVI)PKVMGTGPIPASRKALERAGWKIGDL   310

X. ci    [A]     321   DFWEINRAFASQAVYSVKKLGLDFEKVNPGGGAIALGIIPLGATGARQVATALAIIAKRSGE   380     [Asn-326,    His-358]
X. d    [8]     352   AI.YEINEAFSVVARAAEKILNIDPSKLNVNGGGVALGHPIGSSGCRIVVS-LVHALQPG-409    [A8n-357 ,    His-389]
Z. r               311   DLVENRAFAAQACAVNKDLGWDPSIVNVNGGAIAIGHPIGASGARILNTLI.FEMKRRGA   3 7 0     [A8n-316 ,    His -348]

x.d    [A]    381   KvrvTSMclGSGMGLAsvFVNEQ   4o3    [cys-388]
X.a    [8]    410    QIGVAGICNGGGAATA-VVIQRI.   431    [CyB-417]
Z. r               371   RKGLATLCIGGGMGVA-MCIESI.   392     [CyB-378]

Figura  8.  Alineamiento  de  secuencias  aminoacl'dicas.  El  alineamiento  se
realiz6 con  Clustalw  (2.1 ).  Las secuencias de  las tiolasas A y 8 de X.  c/endrorf)ous se
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compararon  con  la tiolasa caracterizada de Zoog/oea rami.gera (UniprotKB/Swiss-Prot:
P07097.4),  donde  X.d [A]  =  Tiolasa  A  de  X.  dendrowhous;  X.c/ [8]  =  Tiolasa  8  de  X.
dent/rowhous;  Z.r =  Tiolasa  de  Z.  ran/.gera.  Los  residuos  conservados  en  todas  las
secuencias   se   presentan   en   rojo  y  en   corchetes  su   posici6n   en   la  secuencia,   y
corresponden a Cys-89, Asn-316,  His-348, Cys-378 en la tiolasa de Z.  ram/gera (Modis
and Wierenga,1999), y Cys-101, Asn-326,  His-358, Cys-388 en la tiolasa A, y Cys-125,
Asn-357,  His-389, Cys-417 en la tiolasa 8.

Analisis de la estructura secundaria:

AI  utilizar  Predforprofet.n  thttD//DredictDrotein.ora),  se  preclijo  que  la  tiolasa  A

esta compuesta per un  36 % de h6lices a,17,1  % de sabanas a y un 46 % de  toaps;

mientras que la tiolasa 8 per un 39,4 % de helices a,13,9 % de sabanas 8 y un 46,6 %

de  /oaps.  Se  utiliz6  Ia  herramienta YAPSIN  (httDM^/ww.ibi.vu.nvoroarams/vasDinwww»

del  servider  lBIVu  para  determinar  La  distribucich  de  h6lices  a,  sabanas  P  y  /oqps  (o

co/is) en  las proteinas,  y ademas manualmente se  identific6 a las posibles estructuras

(h6lices   a,   sabanas   8)   donde   se   ha   descrito   que   se   encuentran   los   residuos

aminoacidicos   involuerados   en   el   sitio  catalitico   (Anbazhagan   y  col.,   2014).   En   la

Figura 9 se  presenta parte de  la representaci6n  de estructura secundaria predicha  por

YAPSIN para las tielasas A y 8.
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A) Predicci6n

I,£Ilea   1
I,£nea  2
Lined   3

L±nea
LInea
LInea

L±nea   1
Linea  2
Linea  3

de estructura secundaria para Tiolasa A
(NP3             -            Na3 )

(61)IDDIAVGNVLPPGGGAVARMAQLRAGIPHTASI.NTVNRQgggsLQAITQIANSIACGQI(120)
- - EEEE EE --------- EljHiihilm ------ _ _ _ iE iE I iE I I I _ H H N N Li I. H H N H H .... _ ` .

241176201354436357898994735853046013562026404699999999925567

(C82            -           ca2 )
(284)KFVTTGYAGVPPKVMGIGPAVAIPKALANAGIESSDVDFWEI!E±=ASQAVYSVKKLGLD(343)

EE EEEEEEE ~ --------- HHHHHlmHHlnl -- -HHH - -EEEE -
757642301462100217715485999915484602120222358849776855261769

(cpe           -           ca3)                                      (cP4           -           c85 )
( 3 4 4 ) FEKVNPGGGAIALgg±LGATGARQVATALAHAKRSGEKVFVTSMg±gsGMGLASVFVNEQ ( 4 0 3 )

------ ~ --EEEE -------  H                                   ---- EEEEEEEEE -EzmzEEEEEEE --
010055688611146653531098999899671116541678873221200000782439

A) Predicci6n de estructura secundaria para Tiolasa a
(NB3             -             Na3 )

Linea  1
Linea  2
Linea  3

Linea
Lined
I,izlea

I,inoa
L±nea
Lfnea

( 121 )  INKV±±gGMKAI TLAAQG"LGGFGGSQKRGVVVAGGMESMSNAPFLVPRAVPGFGGFQT ( 18 0 )
REEEE-mtapHHHHHHHHHHH---------EEEEE--------HHHHH------------
452023415799998998915322437653418630500001000412213335576400

(c'P2            -            ca2 )
(312)pMAKILGFADAAIApIEFpIAPTVAIpIALENAGvsAI]DVALyEIrmFsvvARAAEKIL(371)

-EEEEEEEEEEE----------HHHHHHHHlnl----HHH--EEEE-

114866311201371201525826386999940685811011323657648899987250

(CP3            -            Ca3)                                     (CP4            -            Ca5)
(372)NIDPSKLNVNGGGVALgEEIGSSGC'RIVVSLVHAI.QPGQIGVAGICINGGGAATAWIQRL(431)

------------ EEEE ------- nrmm 1" +I I"iTml ---EEEEEEE=--}m±ml -
778141055588611146753420088999799883167533786315204616743049

Figura 9.  Predicci6n  de estructura secundaria  para  las tiolasa  A y  a  por
YAPSIN.  A)  Predicci6n  para  tiolasa  A  y  8)  Predicci6n  para  la  tiolasa  8.  La  II'nea  1
presenta  parte  de  la  predicci6n  de  la  estructura  secundaria  determinada  en  un  rango
de  residuos  aminoacidicos  (ndmeros  entre  pafentesjs),  mientras  que  la  II'nea  2  indica
las  posibles  h6lices  a  (H),  sabanas  8  (E)  y  co/./s (-)  conformadas  por  un  segmento  de
residuos.  En  la linea 3 se muestra la confianza de la predicci6n de 0 (baja confianza) a
9  (alta confianza).  Ademas,  se  muestran  las  posibles  h6Iices  a y sabanas  8  donde se
ha  descrito  la  existencia  de  los  residuos  en  motivos  conservados  involucrados  en  el
sitio catalitico (por ejemplo:  CB4-CB5,  residuo del motivo-CxG  entre la cuarta sabana P
del  dominio  C-terminal  y  entre  la  quinta  B  del  dominio  C-terminal).   Los  motivos  se
presentan  en  letra  en  negrita  y  subrayada,  y  en  gris,  el  residuo  involucrado  en  la
reacci6n.
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2. Construcci6n de vectores con m6dulos de expresi6n de los genes de la ruta

del MVA y transformaci6n de Jf. dendrowhous.

2.1  Construcci6n de vector con m6dulo de expresi6n:

Con el objetivo de evaluar el efecto de la sobreexpresi6n de los genes de la ruta

del   MVA  en  X.   dendrowhous,  se  construyeron  m6dulos  de  expresi6n  de  los  genes

Ef]G70 A,   Ef]G70 8 y t"Gf] (fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de

HMGPl) y para ello se utiliz6 el vector pxdvexp2 (Alcafno y col., 2014).  Los m6dulos se

generaron  ligando el CDNA de cada gen  (Ef?G70 A,  Ef?G70 8 y tHMGf3)  al vector,  de

tal  forma  que  la  expresi6n  de  cada  gen  qued6  bajo  la  regulaci6n  de  un  promotor

constitutivo  (P-Ub/.,  promotor del  gen de  ubiquitina)  y un terminador de  [a transcripci6n

(T-GPO,  terminador del  gen  de  la gliceraldehi'do  3-fosfato  deshidrogenasa),  de  genes

de X.  c/encirowhot/s.  El  CDNA de  cada gen  se  obtuvo  a  partir de  FINA de  la cepa  UCD

&]-385 de X. dendrorhous.

Una vez ligados el vector y cada CDNA, se utMiz6 la cepa de  E.  co//. DH5-a para

la  replicaci6n  de  6ste.  Se  seleccionaron  aquellas  colonias  de  E.  co//.  resistentes  al

antibi6tico  ampjcilina y se  utiliz6  la tecnica  de  PCFl  de  colonia  para  seleccionar a  las

colonias   portadoras   del   vector   con   el   inserto   en   la   orientaci6n   correcta   entre   el

promotor y e[ terminador,  Para e[lo se utiliz6 una pareja de partidores que amplifica una

regi6n  que  abarca  la  regi6n  promctora  y  una  regi6n  del  CDNA,  o  en  su  defecto,  una

regi6n   del   CDNA  y   una   regi6n   del   terminador.   Una  vez   identificadas   las   colonias

portadoras de los plasmidos disefiados (pxdvexp2-cEf?a 70 A, pxdvexp2-cEf?G 70 8 y

pxdvexp2-CHMGF),  se  purific6  el  DNA  plasmidico  desde  ellas  y se  analiz6  mediante

PCB.  Ademas,  el  inserto  de  los  plasmidos  se  secuenci6  para confirmar que  no  habi'a
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errores  en  la  secuencia.  A  modo  de  ejemplo,  la  Figura  10  ilustra  la  construcci6n  del

vector pxdvexp2-cEf]GJO A y su analisis por PCPl.

A) Constr]icefor` de N6du]® de Expresi6n

VetorPxjd^I®xpQ&ERG10A

9J265 pb

[19]               [41             P]              H!ql

r        1          r      1   MedubgenresEaencia

gDNA No
Cedlf_

Promctor
P-ubJ G.n              T-GPO          T_TEE    nrfuenora    T-GFD

EROIO A\

CONA        lermmator   prorTtor       Pen      TeT::r!e9or  ¥udE;

B)V€ctorpxd\/exp2¢ER670A

Medulo gen enzma  MVA

lIIIIIt
M6dde gen ©ia

gDNA NO

Canil Parcaorce I,b
1 p ubi.ho y T_and.R 2101

2 ThD1 _fro v ThD1 _rv 1.212

3 P.ubi.fw v Erol0a antLA 957
4 Thbl _fw y T.qDd.R t599
5 FH y RH 1422

Figura  10.  Construcci6n  del vector pxdvexp2-cEf}GJO A y su  analisis.  A)
Vector  pxdvexp2  con  el  m6dulo de expresi6n  del  gen  Ef]GJO A.  Plepresentaci6n
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del  vector  pxdvexp2  ligado  al  CDNA  del  gen  Ef?G70  A,  conformando  asi'  el  vector
pxdvexp2-cEf]G70 A.  Se  destacan  los  partidores  utilizados  como  flechas  de  angulo
recto (en este caso el  par rojo identificados como  P.ubi.fw y Ergl0a.antiA), seguido de
fotograf fa  del  gel  de  agarosa,  donde  se  presenta  el  resultado  de  la  amplificaci6n  por
PCF} de colonia,  positivo para el vector pxdvexp2-cEf?G70 A.  Carril  1 :  colonia positiva
para  la amplificaci6n,  por lo tanto,  para el vector pxdvexp2-cEf?G70 A,  carril  "+"  es  el
control  positivo  (reacci6n  de ligado) y el carril  ``-" es el  control  negativo  (sin  DNA).  En  el
esquema,  el m6dulo de expresi6n del gen  Ef?G70 A esta representado por flechas de
color verde  obscuro  (corresponden  al  promotor y terminador del  gen  Ef?G70 A),  y por
una flecha de  malla azul  (corresponde al  gen  Ef]G70 A),  mientras  que el  m6dulo  que
confiere    resistencia    a    higromicina    8    esta    representado    por    f[echas    azules
(corresponden  al  promotor  y  terminador  del  gen  que  otorga  resistencia),  y  por  una
flecha   de   malla   anaranjada   (corresponde   al   gen   que   otorga   resistencia),   ambos
m6dulos  se encuentran flanqueados  por DNA gen6mico no  codificante  (flechas  rojas),
que  permite   la  integraci6n   en   el   genoma  de  la  levadura  por  un  evento  de  doble
recombinaci6n  hom6loga.  a)  Analisis  del  vector  pxdvexp2-cEf]G70  A  par  PCR.
Bepresentaci6n   del  vector  pxdvexp2-cEf]G70  A  y  en   llaves   rojas   horizontales   el
fragmento que  se  amplific6  especificado  por un  carril  del  1  al  5  correspondientes  a  la
imagen  del  gel.  A  la  derecha  de  este,  se  especifican  los  partidores  utilizados  y  el
tamaflo   del   amplificado   en   cada   carril.   ^=marcador   de   peso   molecular   Lambda
DNAvf+/.r}dll I  Marker.

2.2 Transformaci6n de Jf. dencJrorf]ous.

La cepa silvestre UCD 67-385 de X.  dent/rowhous se transform6 con la digesti6n

enzimatica de cada uno de los vectores construidos (pxdvexp2-cEf]G70 A, pxdvexp2-

oEf]G70  8,   pxdvexp2-cHMGf]  y   pxdvexp2).   Los   vectores   se   digirieron   con   las

enzimas  IVofl y Kpnl  que permiten  liberar el fragmento de  DNA transformante  portador

del  m6dulo  de  expresi6n  del  gen  de  la  ruta  del  MVA  y  el  m6dulo  que  confiere  a  X.

dendronf)ous  resistencia  a  higromicina   8,   ambos   m6dulo§   entre   regiones  de   DNA

gen6mico no codificante de aproximadamente 900 pb que permiten su integraci6n en el

genoma de  la levadura mediante  recombinaci6n  hom6loga una vez en  la c6lula.  En  la

Figura  11,  se  muestra la digesti6n  del vector pxdvexp2-cEf]G70 A y la comprobaci6n

de  la  reacci6n  enzimatica  por analisis  de  electroforesis en  gel;  ademas,  se  destaca el

fragmento portador de los m6dulos (fragmento 1).
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A)Itepresentacf6ndelvectorpxd`fexp2¢ERG70A

Now (611  pb)b M6dub gf¥i enzma  M\IA M6dLto gen r©ta

goc#,,To    pFu#r  GenMFT T# p:¥

Karl (7064 pb)

Gen      Terrrmutr   gD_NA_NoCurT.7Z]F    resis{encra    T-GfD

6.393 pb

(Fragnut  1)

a) Dlgesti6n enzimaeca vector pxdv®xp2¢ERG70A

FragiTcko I _
(6.393 pb)

Fragnch 2 -
(2_872  pb)

Vcor
cJcudr

(9J265  pb)

Figura  11.  Representaci6n  del  vector  pxdvexp2-cEf]GJO A  y  su  analisis
por restricci6n. A) Representaci6n del vector pxdvexp2-cEf}GJO A. Se indican en
el  vector  los  sitios  de  restricci6n  para  las  enzimas  IVofl  y  Kpnl;  la  llave  horizontal  azul
representa el fragmento  liberado  por doble  digestion  enzimatica con  Kpnl  y  IVofl.  Este
fragmento de 6.393 pb (fragmento  1 )  incluye al m6dulo de expresi6n  del gen  Ef3GJO A
(flechas de color verde obscuro corresponden al promotor y terminador del gen  Ef]G70
A,  y este  ultimo  es  representado  por la flecha de  malla azul)  y el  m6dulo que confiere
resistencia a higromicina a  (flechas  azules corresponden  al  promotor y terminador del
gen que otorga resistencia a higromicina 8, y este ultimo es representado por la flecha
de  malla anaranjada),  ambos  m6dulos  se  encuentran flanqueados  por  DNA gen6mico
no  codificante  (flechas  rojas),  que  permite  la  integraci6n  en  el  genoma de  la  levadura
por un  evento de doble recombinaci6n  hom6loga.  8)  Digesti6n enzimatica del vector
pxdvexp2-cEf}GJO A con  las enzimas de restricci6n  Alpnl y Wofl.  La fotografra del
gel  a  la  izquierda  muestra  la  digestion  completa  del  vector,  reflejado  por  la  presencia
de  dos  fragmentos  de  6.393  pb  (DNA  transformante,  fragmento   1)  y  de  2.872  pb
(plasmido pBluescript, fragmento 2).  En la fotografra del gel a la derecha se presenta el
vector   pxdvexp2-cEf]G70  A   sin   digerir.   ^=marcador   de   peso   molecular   Lambda
DNA/Hi.ndl I I  Marker.
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Se   obtuvieron   colonias   transformantes   de   X.   c/enc/rowhous   en   placas   YM

suplementadas con antibi6tico (higromicina a,15 ijg/ml) y para evaluar a los mutantes,

se  seleccionaron   las  colonias   mss  grandes  y  se   les  extrajo   DNA  gen6mico  para

confirmar  la  presencia  del  fragmento  portador  de  los  m6dulos  jumo  con  su  correcta

integraci6n en el /ocus /.nf.  Los mutantes obtenidos se identificaron como 385-Ef]G70 A

(mutante donde  el  gen  Ef]G70 A se sobreexpresa),  385-Ef]G70 a (mutante donde  el

gen  Ef]G70 8 se  sobreexpresa),  385-tHMGf]  (mutante  donde  la  region  del  gen  que

codifica  el  dominio  catalitico  de  HMGPl  se  sobreexpresa)  y  385-pxdvexp2  (mutante

con m6dulo de expresi6n vaci'o).

A modo  de  ejemplo,  la  Figura  12  muestra la confirmaci6n  de  la integraci6n  del

fragmento  en  el  genoma  del  mutante  385-Ef?G70  8 y  la  presencia  del  m6dulo  que

otorga resistencia al  antibi6tico en el fragmento en  la Figura  13.  Conjuntamente,  en  la

Figura 14 se confirma la presencia del m6dulo de expresi6n del gen de la ruta de  MVA

en el fragmento, integrado en el genoma del mutante 385-Ef]G70A.
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A) lntegTaci6n pop recombjiiacl6n hom6loga en foaErs /in

gEL[ELRA

Mthilo gen enzima MVA       M6dulo goi resistencia

B)lntegraci6nenelfoous/utyari4IisisporPCR

[15]ytl7] [1 q y [1 q

Figura  12.  Verificaci6n  de  la  integraci6n  del  fragmento  en  el  genoma  del
mutante   de   sobreexpresi6n   del    gen   de   la   tiolasa    8   (385-Ef?G70   B).   A)
F]epresentaci6n  del  /oous  inr en  el  genoma  de  X.  dendrorAous.  Las  zonas  de
recombinaci6n  estan  indicados  por  los  rectangulos  en  rojo  e  incluyen  DNA  gen6mico
no  codificante  (gDNA  No  Codif.),  mientras  que  el  DNA  gen6mico  no  involucrado  en  el
evento   de   recombinaci6n   esta   representado  por   rectangulos   de   color  verde   claro
(gDNA).  El  m6dulo  del  gen  a  sobreexpresar  esta  compuesto  por  las  flechas  de  color
verde  obscuro  y  corresponden  al  promotor  y  terminador  del  gen  a  sobreexpresar,  y
este  tiltimo  es  representado  por  la flecha  de  malla  azul,  mientras  que  el  m6dulo  que
confiere    resistencia    a    higromicina    a   esta   compuesto    por   flechas    azules    que
corresponden  al promotor y terminador del gen que otorga resistencia a higromicina 8,
y este  ultimo  es  represemado  por la flecha de  malla anaranjada.  a)  Representaci6n
del  fragmento  (m6dulo  de  expresi6n  del  gen  EF7G70 8   +  m6dulo  del  gen  que
otorga  resistencia  a  higromicina  8,  flanqueados  par gDNA  No  Codif.)  integrado
en  el  /ocus /.nf y debajo  los ge[es con  los amplificados  que  lo corroboran.  En  el
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esquema  las  flechas  negras  con  angulo  recto  indican   los  partidores  utilizados.   Pli'o
arriba del  /ocus /.nf,  los partidores Ubiantisense y Ext-pre-no-cod-F amplifican  1.353 pb
(carril  1  del  gel)  y abarcan  DNA gen6mico  no  recombi.nante y el fragmento.  Plfo  abajo
del  /oous /.nf los  partidores  Ext-post-no-cod-Pl y HF amplifican  2.641  pb  (carril  2  del  gel)
y abarcan el fragmento y DNA gen6mico no recombinante.

uedulo dbl eon que oterg. roeserict[ a Nqrondca`. 8

C&nd 1                                                                                                 ^Iedde gen reststenaaiirgDNA NO

iP-7Z=     reststema (20)    TTon

iLrtyfiRE*ill"+JEAI          in"ifFT

gENA No                                                                                                                                            gDNA NI

Prtrtyor       on
P-7EF     itsoema|2o]     T-GfD

CalTfl 3

M.MI.-...,HrmthEi"fiEE#MRE

P-7EF     reststema              [22]

Figura  13.  Representaci6n  del  m6dulo  del  gen  que  otorga  resistencia  a
higromicina   8   presente   en   el   fragmento   integrado   en   el   genoma   de   X.
dendrowhous, y su verificaci6n por PCF] en las cepas mutantes. Los esquemas se
denominan  carril  1,  carril  2  y carril  3,  y  a  cada  amplificado  le  corresponde  el  carril  del
gel.  Los partidores utilizados corresponden a las flechas negras con angulo recto en los
esquemas.  Carril  1=1.026  pb,  amplifican  el  gen  que  otorga  resistencja  al  antibi6tico;
carril  2=1.424  pb,  amplificado  entre  el  P-7EF y  el  cod6n  de  t6rmino  del  gen;  Carril
3=1.422  pb,  amplificado entre  el  cod6n  de  inicio  del  gen  y el  T-GPO.  M,  marcador de
peso   molecular,   1kb   Plus   DNA   Ladder.   En   todos   los   esquemas,   las   zonas   de
recombinaci6n  estan  indicados  por  las  flechas  en  rojo  e  incluyen  DNA  gen6mico  no
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codifjcante  (gDNA  No  Codif.),   mientras  que  el  DNA  gen6mico  no  involucrado  en  el
evento  de   recombinaci6n   esta   representado   por   rectangulos   de   color  verde   claro
(gDNA).  El  m6dulo  del  gen  a  sobreexpresar  esfa  compuesto  por  las  flechas  de  color
verde  obscuro  y  corresponden  al  promotor  y  terminador  del  gen  a  sobreexpresar,  y
este  ultimo  es  representado  por  la flecha  de  malla  azul,  mientras  que  el  m6dulo  que
confiere    resistencia   a    higromicina    8    esta   compuesto    por   flechas    azules    que
corresponden al promotor (P-7Ef) y terminador (T-GPO) del gen que otorga resistencia
a higromicina a, y este tlltimo es representado por flecha de malla anaranjada.

A) Ibdub del geri de ta ®nzina d. a nlt. del ll`IA

Carrd 1                            Meduto gcii gtzima wA

IB

J
goNAgDCEro

gDRA NO
C"r,      gRA

-FT=¥:?::.:P+::::::;:::=::..-
P-tA»           WA  [2]            T{ro

CalTi] 2

gDNANo       [13]
90RA     codl'

11111+

C,rril 3

90RA NO
gDNA     coall- P-Ub/             WA   (2]               T-GFD

Prornolor    Con ertgivia
P-UOI             EN^

8) mfante de sobreexprcel®n del gen d® fa tolasa A, 385.EAG70 A

gc)RA NO
carl/         gDRA

gDNA NO
cedii         gDRA

Figura  14.  Verificaci6n  del  m6dulo  de  expresi6n  del  gen  de  la  enzima
tiolasa A en el fragmento integrado en el genoma de la cepa mutante 385-Ef?G70
A. A) Representaci6n del m6dulo de expresi6n del gen Ef}GJO A codificante de la
tiolasa A.  Los esquemas se denominan carril  1, carril 2 y carril 3, y a cada amplificado
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le corresponde el carril del gel del panel a.  Los partidores utilizados corresponden a las
flechas  negras con  angulo  recto en  los  esquemas.  a)  Cepa  mutante 385-Ef}G70 A.
Verificaci6n  del  m6dulo  de  expresi6n  del  gen  Ef]G70  A  por  PCF]  en  el  mutante  de
sobreexpresi6n  del  gen de  la tiolasa A.  Carril  1=1.212 pb,  partidores  amplifican  el gen
Ef?G70 A;  carril  2=1.714  pb,  amplificado  entre  el  P-Ubi. y  el  cod6n  de  t6rmino  del  gen
Ef?G70 A;  carril  3=1.602 pb,  amplificado  entre  el cod6n  de  inicio  del  gen  Ef]G70 A y el
T-GPO.  En  todos  los  esquemas,  las  zonas  de  recombinaci6n  estan  indicados  por  las
flechas  en  rojo  e  jncluyen  DNA  gen6mico  no  codificante  (gDNA  No  Codif.),  mientras
que el DNA gen6mico no involucrado en el evento de recombinaci6n esta representado
por rectangulos de color verde  claro  (gDNA).  El  m6dulo del  gen  a sobreexpresar esta
compuesto por las flechas de color verde obscuro y corresponden al promotor (P-Ub/) y
terminador  IT-GPO)  del  gen  a  sobreexpresar,  y  este  ultimo  es  representado  por  la
flecha de  malla azul,  mientras que  el  m6dulo  que confjere  resistencia a  higromicina  a
esta compuesto por flechas azules que corresponden al  promotor y terminador del gen
que  otorga resistencia a higromicina  8,  y este  dltimo es  representado  por [a flecha de
malla anaranjada. M, marcador de peso molecular,1kb Plus DNA Ladder.

Se evalu6 la posible  heterocigosis de la mutaci6n en  las cepas transformantes,

ya  que  se   ha  sugerido  que   la  cepa   UCD   67-385  de  X.   c/endrowhous  es   diploide

(Hermosilla  y  col.,  2003).  Con  este  prop6sito,  se  analiz6  por  PCPl  la  integraci6n  del

fragmento  (que  contiene  al  m6dulo  de  expresi6n  del  gen  de  la  ruta  del  MVA  y  al

m6dulo  de  expresi6n  que  otorga  resistencia  a  higromicina  8)  en  el  /ocus  /.nf,  y  se

utilizaron  partidores  que  abarcaron  la  zona de  recombinaci6n  y  el  DNA  gen6mico  no

recombinante,  ta[  como se  representa en  la  Figura  15.  Por lo  tanto,  si  el  mutante  era

heterocigoto  para  la  mutaci6n  se  obtendri'a  un  fragmento  de  aproximadamente  1.400

pb que corresponderl'a a la amplifjcaci6n del /OCL/s /.nf del cromosoma hom6logo intacto.

Por  otro  lado,  tambi6n  era  esperable  que  los  partidores  amplificaran  el  /ocus  /.nf del

cromosoma  hom6]ogo  donde  ocurri6  [a  integraci6n  del  fragmento,  pero  se  utiliz6  un

tiempo  de  elongaci6n  de  3  min  y  la  reacci6n  de  amplificaci6n  fue  con  la  enzima  raq

DNA    polimerasa    (1     kb    por    min),    por    lo    tanto,    el    fragmento    esperado    de

aproximadamente  6.200   kb  que  corresponde   al   /ocus  /.nf  interrumpido  con   ambos

m6dulos de expresi6n no serfa amplificado.  Debido a que se amplific6 un fragmento de
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aproximadamente  1.400  pb  en  todas  las  cepas  mutantes  y  anteriormente  se  habi'a

determinado la presencia de ambos m6dulos (del gen de  la enzima de  la ruta del  MVA

y del  gen que otorga resistencia al antibi6tico) en  el  /ocus /.nr de  los transformantes,  se

comprob6 que todos eran heterocigotos para la mutaci6n.

A continuaci6n se evalu6 el efecto de la incorporaci6n de una copia adicional de

un  posible gen de la ruta del  MVA en  las cepas, en cuanto a la cantidad y composici6n

de los pigmentos y esteroles luego de 36 h y 120 h de crecimiento.

A| Ftopresentaclen d®l foceis /.nr

Medulo gen enzlma MVA + M6dulo gen resetenoa

gDRA   gDRANo
Codlf                           gDa\iA        gDNANo

IHRA
A
B))

gDRA NO
I,_    goRA

q!
B)Am|)mcaci6n  de zioma de integraci6n

Figura 15. Integraci6n del fragmento que posee el m6dulo de expresi6n de
un  gen  de  la  ruta  del  MVA  (Ef7G70  A,  Ef7C70  a  o  tHMGD  y  el  m6dulo  que
confiere   resistencia   a   higromicina   a   en   el   /ocus   /.nf   del   genoma   de   X.
dendrowhous.  A)  Representaci6n  del  /ocus  /.nr en  mutantes  heterocigotos.  Se
presenta   el   /ocus   /.nf  en   los   cromosomas   hom6logos,   donde   la   integraci6n   del
fragmento ocurri6 solo en  uno de los dos alelos.  Las flechas y los  rectangulos   en  rojo
indican    el     DNA    gen6mico    no    codificante    (gDNA    No    Codif.)    que    permite    la
recombinaci6n  hom6loga,  y en  consecuencia,  la  integraci6n  del  fragmento  en  el  /ocus
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/'nf.   Ademas,   en   rectangulos  de  color  verde  claro  se  presen{an   regiones  de   DNA
gen6mico  no  recombinante  (gDNA)  rfo  arriba  y  rfo  abajo  del  /ocus  /.r}f.  EI  m6dulo  del
gen   a   sobreexpresar   esta   compuesto   por   flechas   de   color   verde   obscuro   que
corresponden  al  promotor  y  terminador  del  gen  a  sobreexpresar,  y  este  l]ltimo  es
representado   por   la   flecha   de   malla   azul,   mientras   que   el   m6dulo   que   confiere
resistencia  a  higromicina  a  esta  compuesto  por  flechas  azules  que  corresponden  al
promotor y terminador del  gen que otorga resistencia a higromicina 8, y este  t]ltimo es
representado  por  la flecha  de  malla  anaranjada.  Las flechas  negras  con  angulo  recto
indican  los  partidores  utilizados  que  amplifican  un  fragmento  de  aproximadamente
i.400 pb en el cromosoma hom6logo donde no se  integr6 el fragmento transformante.
8)  Amplificaci6n  por  PCF]  del  /ocus  i.nf en  mutantes  y  cepa  UCD  67-385.  Los
partidores amplifican  el fragmento  de  menor tamafio  (aprox.1.400 pb)  correspondiente
al  /ocus /.nf del  cromosoma  donde  no  hubo  un  evento  de  recombinaci6n  homologa en
cada mutante,  desde los carrjles  1  al 4.  Carril  1=385-Ef]G70 A, carril 2=385-Ef]G70 8,
carril  3=385-tHMGf?,  carril  4=385-pxdvexp2,  carril  5=cepa  silvestre  UCD  67-385,  (-)
control negativo (sin DNA).  M, marcador de peso molecular,1kb Plus DNA Ladder.

3. Evaluaci6n del efecto del aumento de la dosis de los genes Ef]G70 A, Ef]GJO

8,  y  tHn4Gf] en  la  composici6n  y  cantidad  de  carotenoides  y  esteroles  en  X.

dendrorhous.

Para evaluar el efecto de la copia adicional  del  gen  de  la enzima de la  ruta del

MVA en las cepas mutantes de X.  c/er}c/rowhous, se realiz6 una curva de crecimiento en

medio  YM   por  5  dl'as   a  22°C   en   agitaci6n   constante.   De   la  curva  se   extrajeron

muestras  luego  de  36  h  y  120  h  de  crecimiento,  para  posterior  analisis  en  cuanto  a

producci6n  de  carotenoides  y  esteroles.  La  cantidad  de  carotenoides  y  esteroles  se

evalu6    mediante    la   determinaci6n    de    la   absorbancia   a   474    nm   y   280    nm,

respectivamente;  mientras  que  la  composici6n  de  estos  se  analiz6  par  cromatograf i'a

en  fase  reversa  (PP-HPLC).  En  un  experimento  se  crecieron  paralelamente  bajo  las

mismas condiciones y en triplicados la cepa silvestre  UCD 67-385 y los mutantes 385-

Ef]G70 A,  385-Ef?G70 8 y  385-pxdvexp2;  y en  otro  experimento,  la  cepa  silvestre  y

los mutantes 385-tfJMGf? y 385-pxdvexp2.
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3.1  Fenotipo y curva de crecimiento

El  efecto de  la sobreexpresi6n de cada gen s6lo se evidenci6 a simple vista en

el cambio de fenotipo de la cepa mutante 385-t"Gf? respecto a la cepa silvestre UCD

67-385,  donde la primera sobreexpresaba el fragmento del gen que codifica el dominio

catalitico  de  la  enzima  HMGPl.   En  cambio  las  cepas  mutantes  385-Ef7G70  A,  385-

Ef]G70  8 y  385-pxdvexp2  no  mostraron  un  cambio  evidente  en  el  fenotipo  de  color

comparado con la cepa silvestre (Figura 16).

Figura 16. Comparaci6n de fenotipos entre las cepas mutantes y silvestre
de   Jf.   dendro/hous.   Placa   agar-YM,   donde:   385-Ef?GJO  A:   mutante   donde   se
sobreexpresa  el  gen  Ef?G70  A  que  codifica  a  la  tiolasa  A,  385-Ef}aJO  8:  mutante
donde  se  sobreexpresa  el  gen  Ef]G70  8  que  codifica  a  la  tiolasa  8,  385-tHMGft
mutante donde se sobreexpresa el fragmento del gen que codifica el dominio catalitico
de  HMGPl,  385-pxdvexp2:  mutante con  m6dulo de expresi6n  de  la enzima de  la  ruta
del MVA vacfo, y cepa silvestre UCD 67-385.
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En  cuanto  al  crecimiento  (Figura  17),  los  mutantes  385-Ef]G70 A,  385-Ef?G70

8, 385-pxdvexp2 y 385-t"Gf?, no presentaron diferencias significativas respecto a la

cepa silvestre UCD 67-385 en las distintas fases de crecimiento durante 5 dias.

1                  1:                 3€                36                ut8                Ei]                i:                Ei€                 3E               1:a             1::T-qu
-385-ER8i:A     -SEE-ER81iJa     ~385-p,¢J+le*pl      -u,[36T-38S

•`r-
I               1:              24              36              +5             €0              I:              8j              3f             +i]!           .::

TMpeq,)

-395-tHr'.'iGB      -3£5-p\..j'I''£})i::      -iJ[: ETL3z;s

Figura  17.  Curvas de crecimiento.  A)  Cultivos  paralelos de mutantes 385-
Ef}GJO  A,  385-EflGJO  a  y  385-pxdvexp2,  y  la  cepa  silvestre  UCD  67-385.  a)
Cultivos  paralelos  de  mutantes  385-tHA4Gf? y 385-pxdvexp2,  y  la  cepa  silvestre
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UCD   67-385.   En   todos   los   casos,   no   se   observan   cambios   significativos   en   el
crecimiento  de  las  cepas  mutantes  respecto  con  la cepa silvestre  durante  5  dras  de
crecimiento  que  fue  monitoreado  a  600  nm.  Las  cepas  se  cultivaron  en  medio  YM  a
22°C  en  agitaci6n  constante.  Las  flechas  indican  los  tiempos  en  que  se  tom6  una
muestra de cultivo  para analisis  posteriores.  Los valores son  el  promedio ± desviaci6n
estandar de 3 cultivos independientes de cada cepa estudiada.

3.2 Cantidad y composici6n de pigmentos

Se  mencion6  anteriormente  que se  realizaron  dos  experimentos  de  curvas  de

crecimiento,  y  en  consecuencia  dos  analisis  de  muestras  independientes.  En  ambos

experimentos se utiliz6 como controles la cepa silvestre UCD 67-385 y la cepa mutante

385-pxdvexp2,   y   se   determin6   que   entre   estas   cepas   no   existen   diferencias

significativas en la producci6n y composici6n de los pigmentos,  En ambas,  el pigmento

principal producido, tanto a las 36 h como a las  120 h de cultivo,  es la astaxantina.  Por

ejemplo,  a las  120 h de incubaci6n junto con  las cepas 385-Ef]G70 A y 385-Ef]G70 8,

las  cepas   UCD   67-385  y  385-pxdvexp2   produjeron   un   75,4  0/o  y  un   74,4  %   de

astaxantina (respecto al total de carotenoides),  respectivamente  (Tabla 6). A las  120 h

de   incubaci6n   junto   con   el   mutante   385-tHMGf],   las   cepas   UCD   67-385   y   385-

pxdvexp2  produjeron  un  74,9  °/o  y  un  73,7  °/o  de  astaxantina  (respecto  al  total  de

carotenoides) ITabla 7).
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Las   cepas   385-Ef?G70   A   y   385-Ef?G70   8,    no   presentaron   diferencias

estadl'sticamente significativas en  la cantidad y composici6n  de  carotenoides  respecto

a la cepa silvestre  UCD  67-385,  siendo  la astaxantina el  pigmento  principal  producido

tanto a las 36 h como a las  120 h de cultivo.  El mutante 385-Ef]G70 A produjo un 68,7

% de astaxantina (respecto al total de carotenoides) a las  120 h de cultivo y el mutante

385-Ef?G70  8,  un  73,8  %  de  astaxantina  (respecto  al  total  de  carotenoides)  en  el

mismo  tiempo  de  cultivo.   La  composici6n  y  cantidad  de  pigmentos  producidos  por

estas cepas se presenta en la tabla 6.

Por  el  contrario,  Ia  cepa  385-tHMGf]  present6  diferencias  significativas  en  la

cantidad  de  pigmentos,  pero  s6lo  a  las  120  h  de  cultivo  (Prueba  t-student;  p<0,01).

Produjo 2,1  veces  mss carotenoides que  la cepa silvestre  UCD 67-385  (en  la Tabla 7

se observa que la cepa 385-tHMGf? produjo 731,4 ppm y la cepa silvestre 346,6 ppm a

las  120 h de cultivo). Ademas, la composici6n de los pigmentos se alter6 tanto a las 36

h como a las 120 h de cultivo, aunque como se mencion6, Ia cantidad de pigmentos fue

significativamente  mayor  s6lo  a  [as  120  h  de  cultivo.  En  la  Figura  18  se  presentan

graficamente  los pigmentos producidos agrupados de acuerdo a su estructura quinica

a   las   36   h   y   120   h   de   cultivo.   A   las   36   h,   el   mutante   385-tf+MGf?   produjo

significativamente  menos  astaxantina  respecto  a  la  cantidad  total  de  pigmentos,  en

comparaci6n   a  la  cepa  silvestre   UCD   67-385.   El   mutante   produjo   un  44,6  %   de

astaxantina,  mientras  que  la  cepa  si[vestre  produjo  un  59  %  del  mismo  pjgmento.  En

este  mismo tiempo  de  cultivo,  [os  otros  carotenoides  bici'clicos  djstintos  a  astaxantina

(fenicoxantina, cantaxantina, OH-equinona, equinenona,  a-caroteno) y los carotenoides

acl'clicos  (licopeno, fitoeno)  no variaron significativamente.  En  el  mismo  mutante,  a las

120 h de cultivo la astaxantina se redujo a un  16,5 0/a (respecto al total de pigmentos), y
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esta   vez    los    otros    carotenoides    bicfolicos   distintos    a   astaxantina   aumentaron

significativamente alcanzando un 75 a/o del contenido total de pigmentos producidos, en

comparaci6n     a     la     cepa     UCD     67-385     donde     estos     pigmentos     alcanzaron

aproximadamente un  19 %.
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Figura 18. Porcentaje de carotenoides respecto a los carotenoides totales
en las cepas mutantes 385-tHA4GF) y 385-pxdvexp2, y cepa silvestre UCD 67-385.
A)  Composici6n  de  pigmentos  luego  de  36  h  de  cu[tivo.  8)  Composici6n  de
pigmentos  luego  de  120  h  de  cultivo.  Otros  carotenoides  bicielicos:  fenicoxantina,
cantaxantina,  OH-equinona,  equinenona y B-caroteno.  Carotenoides aci'clicos:  licopeno
y   fitoeno.    Los   valores    son    el    promedio    ±   desviaci6n    estandar   de    3    cultivos
independientes de cada cepa (Prueba t-student; "p<O,01 ; *p<0,05).
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3.3 Cantidad y composici6n de esteroles

Fletomando  lo  mencionado  anteriormente,   la  cantidad  y  composici6n  de  los

pigmentos  no  presenta  diferencias significativas  entre  la cepa silvestre  UCD  67-385  y

la cepa mutante 385-pxdvexp2, en ambos experimentos realizados. Sumado a esto, la

cantidad y composici6n  de los esteroles tampoco presenta diferencias significativas en

las mismas condiciones.  En ambas cepas el esterol principal producido tanto a las 36 h

como  a  las  120  h  de  cultivo,  es  ergosterol.  En  cuanto  a  la  cantidad,  a  las  120  h  de

cultivo  las  cepas  UCD 67-385 y 385-pxdvexp2  produjeron  3,5 y 3,8  mg  de  ergosterol

por  g  de  peso  seco  de  levadura,  respectivamente;  cuando  se  incubaron  junto  a  las

cepas 385-Ef?G70 A y 385-Ef?G70 8 (Tabla 8).  Cuando se incubaron junto al  mutante

385-tHMGf],  produjeron 2,9  y 3,5  mg  de  ergosterol  por g  de  peso  seco  de  levadura,

respectivamente (Tabla 9).

Tabla  8.  Composici6n  de  esteroles  de  las  cepas  mutantes  y  silvestre  de  J(.
dendrorh ous (mgl_

a de cultivo

eso seco de levadura de acuerdo a su erfil RP-HPLC.
as X. dendrorhous

UCD 67i385                    385- 2                a85-EFiGio A                 385-ERGi a B

36                  120                  36                  120                  36             '    120                  36                  120

Total er osterol 4,9  ±0,6      3,5±0,4      5,0±0,4      3,8±0,14,7±0,6      3,9±0,2      4,7±0,3      3,9±0,1
La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desvjaci6n  estandar  de  tres  cultivos  independientes  de  cada
Cepa.

Tabla  9.  Composici6n  de  esteroles  de  las  cepas  mutantes  y  silvestre  de  X.
dendrorhous (in

a de cultivo

eso seco de levadura de acuerdo a su erfil RP-HPLC.
as X. dendrorhous

UCD 67-385                                    385. 2.                                   385-urMGFi

36                           120                          36                          120                          36                          120

osterol                                    3,5 ± 0,3             2,9 ± 0,09           3.8 ± 0,08 3,5 ±0,2            4.9 ±0,04           4,2 ±0,01

Plco 2                                                       ND                            ND                            ND ND                  0,4 ±0,04           0,7 ±0,01

Total esteroles 3,5 ± 0,3 2,9 ±0,09           3,8 ±0,08            3,5 ±0,2 5,2 ±0,4             4,9 ±0,8
La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  esfandar  de  tres  cultivos  independientes  de  cada
cepa.  Pico  2:  [ntermediario  de  la  biosintesis  de  ergosterol  presen{e  en cromatograma.  (Figura
19.)
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Sin   embargo,   la  cepa  385-tHMGf]  present6   diferencias   significativas   en   la

cantidad de esteroles luego de las 36 h y 120 h de cultivo.  En  la Tabla 9 se presenta la

cantidad de esteroles producida por 385-tHMGf],  385-pxdvexp2 y  UCD  67-385 a las

36  h  y  120  h    de  cultivo,  y  se  destaca  que  385-tHMGf] produjo  1,5  y  1,4 veces  mss

esteroles que  las cepas  UCD  67-385 y 385-pxdvexp2 a  las 36  h,  respectivamente;  y

1,7  y  1,4  veces  mss  respecto  a  las  mismas  cepas  a  las  120  h  de  cultivo  (Prueba  t-

student;   p<0,05).   Es  jmportante  mencionar  que   en   el   analisis  de   composici6n   de

esteroles  mediante  F]P-HPLC  se  observ6  que    el  mutante  385-tfJMGf]  acumula  un

segundo esterol, cuyo tiempo de retenci6n aproximado es de 12 min (pico 2 en la Tabla

9),  ademas  de  ergosterol  (tiempo  de  retenci6n  aproximado  de  14  min,  pico  1);  por lo

tanto, a diferencia de la cepa silvestre el ergosterol s6lo alcanz6 un 93,5 % a las 36 h y

un  85,7  %  120  h  de  cultivo,  respecto  al  total  de  esteroles  producidos.  La  Figura  19

muestra el cromatograma obtenido desde las muestras de esteroles donde se pueden

apreciar dos picos en la cepa 385-tHMGf] (picos 1  y 2) a diferencia de la cepa silvestre

(pico 1) que s6lo muestra un pico que corresponde a ergosterol.

Para   identificar   el   esterol   adicional   que   acumula   [a   cepa   385-WMGf?,   se

analizaron  muestras de esteroles de  los mutantes  385-t"Gf] y CBS-cyp67`-',  donde

este   tiltimo   presenta   una   mutaci6n   en   el   gen   que   codifica   una   citocromo   P450

involucrada  en   la  biosintesis  de  ergosterol,   por  lo  tanto,   no   produce  ergosterol  y

acumula   otros   dos   esteroles   que   podrfan   corresponder   a   ergosta-5,8-dien-3-ol   y

ergosta-5,8,22-trien-3-ol  (Loto  y  col.,  2012),  picos  2  y  3,  respectivamente  (Figura  19,

panel  C).  Por  [o  tanto,  el  esterol  adicional  a  ergosterol  producido  por e[  mutante  385-

t"Gf]  podrfa  corresponder   a  ergosta-5,8-dien-3-ol   de   acuerdo   a   su   tiempo   de
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UCD  67-385.    Los  picos  en  los  cromatogramas  se  enumeraron  del  1  al  3.  Cepas:  A)

:o%sg::%8e:;ae:epr:c:st:rofoyrr:,sB:cnod%r,,:o:roe:gs::::,r,o±,Bc,B§:c5#.fE,re::nE:coun:
mutaci6n  en  el  gen  que  codifica  una  citocromo  P450  involucrada  en  la  biosintesis  de
ergosterol,  por lo  tanto,  no  produce  ergosterol  (pico  1)  y acumula  otros  esteroles  que
podrl'an  corresponder  a  ergosta-5,8-dien-3-ol  (pico  2)  y  ergo§ta-5,8,22-trien-3-ol  (pico

%)BSL.°cty°p#?I.,  2012)I  D)  CO-inyecci6n  de  muestras  de  esteroles  de  385-tHMGB y

4.  Ana[isis  de  expresi6n  de  genes  de  la  ruta  de[  mevalonato  y  otros  genes

involucrados en la carotenog6nesis.

Con el fin de confirmar que efectivamente  la integraci6n  de una copia adicional

de cada gen tiene como consecuencia un mayor nivel de transcrito de dichos genes, se

determin6  la  expresi6n  relativa  de  los  genes  Ef?G70 A,  EfiG70 8 y  tHMGf? por  FIT-

qpcB en  las cepas  mutantes y en  la cepa silvestre  UCD  67-385  luego de las  36  h y

120  h  de cultivo.  Ademas,  en  la cepa 385-tHMGf3 se evalu6  el  nivel  de  los transcritos

de los genes carotenog6nicos cris y crff], ya que justamente se encontraron mayores

diferencias  en  la  proporci6n  de  carotenoides  involucrados  en  el  paso  controlado  por

dichos genes.

Se analiz6 el nivel de expresi6n de los genes Ef?G70 A, Ef]G70 8, HMGfJ, cris

y  crff] en  la cepa silvestre  UCD  67-385  y en  la cepa  mutante  385-pxdvexp2.  El  nivel

de transcrito de cada gen se normaliz6 en cada cepa respecto al nivel de transcrito del

gen  ACT,   a  las  36  y  120  h  de  cultivo.     Posteriormente,   los  niveles  de  transcrito

normalizados  de  cada  gen,  se  normalizaron  nuevamente  con  los  niveles  respectivos

utilizando   como   control   a   la   cepa   UCD   67-385.    No   se   detectaron   diferencias

significativas en  los  niveles  de transcrito de los  genes analizados entre  ambas  cepas;

por lo tanto,  se utiliz6  Ia cepa 385-pxdvexp2 como control  para evaluar los niveles de
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transcritos en los mutantes 385-Ef]G70 A,  385-Ef]G70 8 y 385-t"Gf].  Se determin6

que   la  cepa   385-pxdvexp2   es   un   buen   control,   pues   es   resistente   al   antibi6tico

higromicina  8  al  igual  que  los  mutantes  de  sobreexpresi6n,  y  la cantidad/composici6n

de   carotenoides   y   esteroles   no  varfan   significativamente   con   respecto   a   la   cepa

silvestre UCD 67-385.

En  la  Figura 20 se  observa que  los  niveles de transcrito alcanzados  por el  gen

Ef?G70 A  en  el  mutante  385-Ef?GJO A fueron  4,3  y  4,9  veces  mayores  que  la  cepa

control,  despues  de  las  36  h  y  120  h  de  cultivo,  respectivamente.  Por  otro  lado,  Ios

niveles  de  transcrito  alcanzados  por  el  gen  Ef}G70  8  en  el  mutante  385-Ef?G70  8

fueron  2,6  y  3,2  veces  mayores  que  la  cepa  control,  a  las  mismas  horas  de  cultivo.

Adicionalmente, se observ6 que el nivel de transcrito alcanzados por "Gf? en ambas

cepas mutantes no es significativo.

I 36 h  I 120 h

ERG10 A       ERGIO B         HMGF\

385-ERG10A

ERGio^       EF\GioB         HrvlGR

38S-ERG10 8

Figura  20.  Analisis  de  los  niveles  de  transcrito  de  los  genes  Ef]GJO A,
ERGIO  a  y  HMGR en  los  mutaTl`es ®85-ERG10 A 385-ERG10  a.   Los  niveles  de
transcrito  de  los  genes  Ef]G70  A,  Ef]G70  8 y  "Gf?,  se  determin6  por  PIT-qpcPl
normalizada a la expresi6n del  gen  ACT,  despues de las 36  h y  120  h de cultivo.  A su
vez,   los  niveles  de  transcrito  normalizados  de  cada  gen,   se  normalizaron  con   los
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niveles respectivos de la cepa 385-pxdvexp2 (Linea horizontal =+1 ).  (Prueba t-student;
'p<0,01)

Conjuntamente, en la Figura 21  se observa que los niveles de expresi6n del gen

"Gf] en el mutante 385-t"Gf? fueron 4,1 y  6,3 veces mayores que la cepa control,

a las 36 h y 120 h. Ademas,  los niveles de transcrito de los genes carotenog6nicos cris

y crff? disminuyeron  significativamente 2,1  y 2,3 veces,  respectivamente;  en  relaci6n a

la cepa control a las 36 h de cultivo. Sin embargo, a las  120 h solo la expresi6n del gen

crff? djsminuy6 significativamente 2,7 veces respecto a la cepa control.  No se observan

diferencias significativas en los niveles de transcrito de los genes Ef]G70 A y Ef]GJO 8

en el mutante 385-tHMGf] (Figura 21 ).

<               HMGR                   crtR                          arts                      ERG10 A                ERG IO B

Figura  21.  Analisis  de  los  nivele§  de  transcrito  de  los  genes   HMGf},
carotenog6nicos  crtf) y  cris,  Ef)G70 A  y  Ef7G70  8 en  el  mutante  385-tHMGf),
Iuego de 36 h y 120 h de cultivo.  Los niveles de transcrito de  los genes  HMGPl,  crff],
cris,  EflG70 A y  Ef?GJO 8 se  determinaron  por PIT-qpcPl y se  normalizaron  respecto
al transcrito del  gen ACT,  despu6s de 36  h y 120 h de cultivo.  A su vez,  los niveles de
transcrito  normalizados  de  cada  gen  en  el  mutante  385-tHMGf],  se  normalizaron  con
los   njveles   respectivos   del   mutante   385-pxdvexp2   (Hnea   horizontal   =+1,   e   =-1).
(Prueba t-student;  +*p<0,01 ;  *p<0,05).
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DISCUS16N

En este seminario de tesis se estudi6 el efecto de la sobreexpresi6n de genes

codificantes  de  enzimas   de   la  ruta  del   MVA  en   la  producci6n  de  carotenoides  y

esteroles de X.  dent/rowhous.  En particular, se evalu6 el efecto de la sobreexpresi6n del

posible gen codificante de la acetoacetil-CoA tiolasa,  Ef]G70 A y Ef]G70 a,  la primera

enzima  de  la  ruta,  y  la sobreexpresi6n  del  fragmento  del  gen  que  codifica  el  dominio

catali'tico de la HMGFl, siendo 6sta la tercera enzima de la ruta del MVA.  El efecto de la

sobreexpresi6n   de  estos  genes   no  habi'a  sido  estudjado   particularmente  en   esta

levadura,  pero en forma para[ela a[ desarrol[o de este seminario de t]'tu[o, se pub[ic6 un

ar[ieulo donde se sobreexpres6 el  gen que codificarfa a la acetoacetil-CoA tiolasa y el

gen que codifica a la HMGPl de la ruta del  MVA de X.  c/enc/rowhous (Hara y col., 2014).

Sin  embargo,  Io  resultados  reportados  en  este  seminario  difieren  a  lo  informado  por

estos autores, y seran discutidos.

En  general,  la sobreexpresi6n  de  los  genes  Ef]G70 A y  Ef?G70 8 no tiene  un

efecto  significativo  en  la  producci6n  de  carotenoides y  estero[es,  mientras  que  con  la

sobreexpresi6n  de[  fragmento  del  gen  que  codifica  e[  dominio  catall'tico  de  HMGF3  se

obtiene  un  cambio  significativo  en  esta  producci6n.  Por  el  contrario,  en  el  estudio  de

Hara y col.,  (2014), la sobreexpresi6n del gen que posiblemente codifica a la tiolasa de

la ruta del MVA y que posee un 98 a/o de identidad con el gen  Ef?G70 8 identificado en

nuestro laboratorio, y la sobreexpresi6n del gen que codifica a HMGF], aumentan leve e

igualmente  el  contenido  intracelular  y  la  concentraci6n  volum6trica  de  astaxantina

luego  de  72  h  de  cultivo.  Sin  embargo,  no  queda  claro  si  esta  cantidad  se  refjere  al

contenido    total    de    carotenoides    producidos    por    las    cepas,    y   tampoco    si    la
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sobreexpresi6n fue del gen que codifica a HMGPl o s6lo la porci6n de 6ste que codifica

el   dominio   catalitico   de   la   enzima.   Si   el   aumento   se   refiere   particularmente   a

astaxantina,   el   resultado   discrepa  con  el   obtenido  en   este  seminario,   pues  en   el

mutante donde ocurre la sobreexpresi6n  del  gen que codifica a la posible tiolasa de  la

ruta del  MVA,  se produce alrededor de un 74 a/a de astaxantina en fase estacionaria, y

no  varfa  significativamente  de  la  cepa  silvestre.  Mientras  que  en  el  mutante  donde

ocurre  la  sobreexpresi6n  del  fragmento  del  gen  que  codifica  el  dominio  catalitico  de

HMGR   (385-tHMGfi),   la   astaxantina   solo   representa   el   16,5   °/o   bajo   las   mismas

condiciones de cu[tivo.  Por otro lado, si el aumento se refiere a [os carotenoides totales

producidos,  el  resultado  tambi6n  discrepa,  ya  que  en  el  mutante  donde  ocurre  la

sobreexpresi6n del gen que codifica a la tiolasa, la producci6n de carotenoides no vari'a

significativamente  de  la  cepa  silvestre,  mientras  que  385-tHMGf?  produce  2,i  veces

mss carotenoides que la cepa silvestre.

Existen  estudios que  han obtenido resultados similares a los de esta tesis,  por

ejemplo,  se  ha observado que  la sobreexpresi6n  del  gen codificante  de  la acetoacetil-

CoA tiolasa citoplasmatica de S.  uvart/in en S.  oerev/.s/.ae y en la misma S.  uvarun, no

incrementa  el  contenido  de  ergosterol  en  estas  levaduras  comparado  con  las  cepas

silvestres  (Denquin y col.,1988 a,1988 b).  Ademas,  en  otro estudio se inform6 que la

sobreexpresion conjunta de los genes codificantes de la acetoacetil-CoA tiolasa y de la

enzima   HMGF]   (gen   HMG9   en   S.   oerev/.s/.ae,.   si   bien   aumenta   el   contenido   de

esteroles, esto no se debe al efecto de la sobreexpresi6n del gen de la acetoacetil-CoA

tiolasa  (Dimster-Denk y  Rine,.1996).  Por lo tanto,  llama  la atenci6n  que en  el  estudio

de  Hara y col.,  (2014)  la sobreexpresi6n del  gen que codifica la enzima  HMGB,  tenga

el  mismo  efecto  que  la  sobreexpresi6n  del  gen  que  codifica  a  la  posible  acetoacetil-
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CoA  tiolasa,  ya  que  es  esperable  que  la  sobreexpresi6n  de  un  gen  que  codifica  una

enzima  considerada  un  paso  limitante  en  la  ruta  del   MVA,  favorecerfa  el  flujo  de

metabolitos  por 6sta.  En  efecto,  se  ha  informado  que  HMGPl tiene  un  rol  cri'tico  en  la

producci6n de moleculas derivadas desde el MVA (su producto)  (Hampton y col.,1996)

y la sobreexpresi6n  del  gen  que la codifica aumenta el  suministro de  FPP  (Yan  y col.,

2012), que a su vez es precursor de las rutas de sl'ntesis de carotenoides y esteroles.

Por  lo  tanto,  tambi6n  es  razonable  inferir que  si  se  sobreexpresa  el  gen  que  codifica

una HMGPl carente de la regi6n N-terminal que posee un dominio conocido como SSD

(Sfero/  Sens/.ng  Doma/.n)  requerido  en  la  regulaci6n  de  la  degradaci6n  de  la  enzima

(Theesfeld    y   col.,    2011;    Burg    y    Espenshade.,    2011),    se    genera    una    HMGP

cataliticamente activa,  no asociada a membrana y no regulada por esteroles (DeBose-

Boyd   R.,  2008),   lo  que  tendri'a  un  efecto  significativo  en  las  rutas  metab6licas  de

biosi'ntesis   de   carotenoides   y   esteroles   debido   a   que   ambas   vi'as   utilizan   como

precursor  al  lpp  derivado  de  la  ruta  del  MVA.  Precisamente,  la  expresi6n  de  solo  la

porci6n  de[  gen  que  codifica  el  dominio  catall'tico  de  HMGF3  tiene  un  efecto  en  la  ruta

de sintesis de carotenoides y esteroles,  ya que en nuestro laboratorio previamente se

evalu6 la funcionalidad de este fragmento en  una cepa recombinante de la levadura S.

oerev/.s/.ae  productora  de  a-caroteno,  logrando  un  incremento  de  3  y  2  veces  en  la

producci6n de carotenoides y ergosterol,  respectivamente.  (Loto., 2015). Naturalmente,

la  sobreexpresi6n  de  este  fragmento  de  gen  tiene  un  efecto  similar  en  la  cepa  de  X.

dendrorf7ous,  donde  la  producci6n  de  carotenoides  y  esteroles  aumenta  de  2,1  y  1,7

veces,  respectivamente,  Iuego  de  120  h  de cultivo.  Sin  embargo,  este  aumento  no es

significativo en  la producci6n de carotenoides ]uego de 36 h de cultivo. Justamente, se

espera  que  la  diferencia  en  la  producci6n  se  presente  luego  de  las  36  h  de  cultivo,

donde   particularmente   la  cepa  385-tHMGf?  alcanza  la  fase  exponencial  tardi'a  de
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crecimiento, fase en la cual se ha observado que los niveles de expresi6n de los genes

carotenog6nicos aumenta y corresponderl'a con  la inducci6n  de  la carotenog6nesis en

X.  c/endrowhous (Loto y col., 2012).  En particular el gen HMGf? alcanza un maximo nivel

de   transcrito   y   una   mayor   actividad   especifica,   que   luego   disminuye   aunque   la

concentraci6n   intracelular  de  carotenoides  sigue  aumentando   (Loto.,  2015).   Por  lo

tanto,  es esperable que el aumento significativo en la producci6n de carotenoides s6lo

se haya observado luego de 120 h de cultivo en la cepa 385-tHMGf] respecto a la cepa

silvestre.   Por  otro   lado,   el   efecto  de   la  sobreexpresi6n  en   la  composici6n   de   los

carotenoides ya es evidente a las 36  h  de cultivo,  pese a que  no existe  una diferencia

significativa  en  la  cantidad  de  carotenoides  totales  producidos  por  la  cepa  mutante

respecto a la cepa silvestre.

En   fase   estacionaria,   Ia   cepa   silvestre   de   X.    c/endrowhous   ademas   de

astaxantina,  tambi6n  acumula  P-caroteno  y otros  intermediarios  de  la  ruta de  si'ntesis

en  una menor proporci6n  (Verwaal  y col.,  2007).  Luego  de  36  h y  120  h  de cultivo,  la

cepa   silvestre    produce    aproximadamente    un    60    a/a   y   75    0/o    de   astaxantina,

respectivamente, mientras que en el mutante 385-tHMGf? la producci6n de astaxantina

disminuye  aproximadamente  a  un  45  % y  17 %,  respectivamente.  Especificamente,  a

las  120 h de cultivo se registra un aumento en la producci6n de carotenoides bici'clicos

distintos  a  astaxantina,  entre  ellos  el  P-caroteno,  los  cuales  alcanzan  un  73  a/a  del

contenido  total  de  pigmentos  producidos  en  comparaci6n  con  la cepa silvestre  donde

estos  pigmentos  alcanzan  aproximadamente  un  20  %.  Ademas,  en  el  mutante  385-

tHMGf?   se   produce   una   disminuci6n    en    el    nivel    de   transcrito   de   los   genes

carotenog6nicos   crff]   y   cris,   los   que   precisamente   codifican   las   enzimas   que

intervienen  en  la  conversi6n  del  P-caroteno  en  astaxantina:  Ia  astaxantina  sintasa,
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codificada por el gen  orts que   requiere de la citocromo P450 reductasa, codificado por

el   gen   ortf]  para   la  conversi6n   de   P-caroteno   en   astaxantina  en   X.   c/endrowhous

(Alcaino  y col.,  2008,  Alcai'no  y  col.,  2012).  Por lo tanto,  la  disminuci6n  conjunta en  el

nivel  de  transcrito  en  ambos  genes  observada  luego  de  36  h  de  cultivo,   refleja  la

dependencia de  las  enzimas que codifican y podrfa explicar el aumento  en  la f racci6n

de a-caroteno (y disminuci6n de la fracci6n de astaxantina).

Por otro  lado,  es esperable que  la disminuci6n  en  el  nivel de transcrito del  gen

chf? tenga  algt]n  efecto  en  la  ruta  de  sintesis  de  esteroles,  ya  que  la citocromo  P450

reductasa codificada por este gen probablemente aporta electrones a citocromos de la

ruta de sintesis de  ergosterol.  Por ejemplo,  la deleci6n  del  gen  que codifica a CYP51,

una   citocromo   P450   reductasa   involucrada  en   la   ruta   de   si'ntesis   del   ergosterol,

aumenta  el  nivel  de  transcrito  del  gen  crff] (Leiva.,  2015).  Entonces,  se  puede  inferir

que  si  el  nivel  de  expresi6n  del  gen  crtf? esta  disminuido,  la  producci6n  de  esteroles

tambien se veri'a disminuida,  pero esto no sucede en mutante 385-tf+MGf?. Al parecer,

la  sobreexpresi6n  del  fragmento  del  gen  que  codifica  el  dominio  catali'tico  de  HMGF]

favorece el flujo de precursores hacia la ruta de sintesis de ergosterol, ya que a las 36

h  de cultivo se registra un  aumento significativo en  la cantidad de esteroles,  no asf de

carotenoides. Ademas, se ha informado que esta citocromo P450 reductasa al parecer

es  esencial  para  la  sl'ntesis  de  astaxantina,   no  asf  para  la  sfntesis  de  ergosterol

(Guti6rrez., 2014).

EI   conocimiento   de   la   regulaci6n   de   la   ruta   sintesis   de   ergosterol   en   X.

c/enc/rowhous, es limitado. Ademas de CYP51  (Leiva y col„ 2015) se ha identificado otro

citocromo  P450 en esta ruta,  el cual corresponde a CYP61  (Loto y col.,  2012).  CYP61

controlarfa un  paso metab6lico posterior a CYP51  y posiblemente alguno de los pasos
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finales  de  la  ruta  que  concluye  con  la  producci6n  de  ergosterol.  La  deleci6n  del  gen

Cyfnol   genera  mutantes  que  no  producen  ergosterol  y  acumulan  otros  esteroles,

posiblemente  ergosta-5,8-dien-3-ol  y  ergosta-5,8,22-trien-3-ol  (Loto  y  col.,  2012).   El

mutante    385-tHMGf?   posiblemente   acumula   ergosta-5,8-dien-3-ol,    reduciendo    la

proporci6n de ergosterol a aproximadamente un 94 a/o y 86 a/o,  luego de las 36 h y  12o

h de cultivo,  respectivamente.  For lo tanto, existirfa la acumulaci6n de un intermediario,

posiblemente al final de la ruta de si'ntesis de ergosterol.  Este resultado difjere un poco

de  otros  estudios,  donde  la  sobreexpresi6n  del  fragmento  del  gen  que  codifica  el

dominio  catalitico  de  HMGl  en  la  levadura  S.  cerev/.s/.ae,  genera  la  acumulaci6n  de

escualeno, el primer esterol de la ruta (Polakowski y col„  1998). Ademas, es esperable

que la producci6n de esteroles se reduzca en las cepas mutante y silvestre, ya que se

ha  observado  que  existe  una  disminuci6n  en  la tasa  de  formaci6n  de  esterol  en  fase

estacionaria (Leiva., 2015).

Por otro lado,  la localizaci6n de las tiolasas codificadas por Ef}G70 A y Ef3G70

8  no  es  completamente  clara  mediante  el  analisis  bioinformatico.   Sin  embargo,   la

evidencia  experimental  permite  vincular  una funci6n  a estas  enzimas,  es  decir,  como

acetoacetil-CoA tiolasa o como 3-cetoacil-CoA tiolasa,  como se discute a continuaci6n

para los genes Ef]G70 A y EFiG70 8. En general, estas enzimas estarfan involucradas

en la a-oxidaci6n de acidos grasos y en la ruta del MVA.

En  primer  lugar,  respecto  a  la  ruta  del  MVA,  la  sobreexpresi6n  del  gen  que

cc>difjcarra  a  la  tio[asa  de  esta  ruta  conducirl'a  a  una  mayor  cantidad  de  la  enzima

acetoacetil-CoA  tiolasa  disponible  para  la  sl'ntesis  de  acetoacetil-CoA  a  partir  de  la

condensaci6n de dos mol6culas de acetil-CoA.  Por lo tanto,  la sobreexpresi6n del  gen

que posiblemente codifica a la tiolasa de  la  ruta del  MVA,  en  particular el  gen  Ef]G70
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8, tendrra un leve efecto en  la ruta.  No obstante, el analisis bioinformatico de la tio[asa

que codifica sugiere que posee  un posible PTS2 N-terminal, y por ello es probable que

esta enzima se localice en la matriz del peroxisoma, ya que se ha descrito la presencia

de  una tiolasa participante  de  la B-oxidaci6n  de  los acidos grasos en  ese  organelo en

levaduras (Shen y Burger., 2009).  Esta tiolasa posee residuos aminoaci'dicos presentes

en  la secuencia consenso  PTS2 N-terminal determinada en  el  estudio de  Petriv y col.,

(2004).  Sin  embargo,  estos  autores  informan  que  la  secuencia  consenso  PTS2  es

demasiado  amplja  en  su  definici6n  para  ser  utilizado  de  forma fjable  como  un  factor

determinante en la localizaci6n peroxisomal de una protel'na. Ademas es probable que

en  ,Xl  c/endrorf]ous existan  otras secuencias  consenso  de  localizaci6n  sub-celular que

atin no han sido descritas.  Por otra parte, en el arbol fi[ogen6tico, Ia tiolasa 8 se agrupa

con  las acetoacetil-CoA tiolasas que se  localizan  en el citoplasma y en  la mitocondria,

involucradas  en  rutas  de  sfntesis  de  esteroles  y  cuerpos  cet6nicos,  respectivamente

(Peret6  y  col.,  2005),  siendo  la  segunda  ubicaci6n  descrita  en  las  c6lulas  animales

(Peret6  y col.,  2005;  Anbazhagan  y col.,  2014).  Entonces,  si  Ef]G70 8 efectivamente

codifica a ]a tiolasa involucrada directamente en la ruta del MVA, su sobreexpresi6n  no

conduciria  a   cambios   significativos   en   la   producci6n   de   esteroles  y   carotenoides

posiblemente porque se ha reportado que la reacci6n catalizada por HMGFl es el paso

limitante  en  la  ruta  del  MVA  en  hongos  (Andrade-Pav6n  y  col.,  2014),  pues  es  una

enzima  a[tamente  regulada  en  distintos  niveles  (DeBose-Boyd.,  2008).  Ademas,  en

este  seminario  la  sobreexpresi6n  de   Ef?G70  8  no  afecta  el  nivel  de  transcrito  de

HMGFl.

Se   infiere  que  el  gen   que  codifica  a  la  tiolasa  de   la  ruta  del   MVA  en  X.

dendronf)ous debe de ser esencial, tal como se ha descrito en  S.  cerevt.s/.ae. Ademas,
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hasta el momento s6lo se ha logrado obtener un mutante heterocigoto del Ef7G70 8 en

X.  c/endrowhous  (no  se  ha  logrado  obtener  un  mutante  homocigoto)  (Werner.,  2015),

que a simple vista no muestra cambios significativos en la pigmentaci6n. Sin embargo,

se podrl'a esperar que esta deleci6n favoreceri'a de cierta forma a las rutas metab6licas

que utilizan acetil-CoA como sustrato, en particular la ruta de sfntesis de acidos grasos,

ya  que  se  ha  informado  una  relaci6n  inversa  entre  esta  ruta y  la  ruta  de  sl'ntesis  de

carotenoides.   Por  ejemplo,   en   cepas   de   Pha#/.a   whodoz)/rna  sobreproductoras   de

astaxantina  disminuye  signifjcativamente  el  contenido  total  de  acidos  grasos  (Miao  y

col.,  2010a,  2010b;  Xiao y col.,  2015)  y levemente  el  contenido  de  ergosterol  (Miao y

col.,  2010a, 2010b), ademas se ha demostrado que el bloqueo de las rutas de si'ntesis

de  ergosterol  y  acidos  grasos  en   la  cepa  silvestre  de  esta  levadura  aumenta  el

contenido total de astaxantina (Miao y col., 2010b).

Por otro  lado,  en  la secuencia  de  la tiolasa A,  codificada por el  gen  Ef?G70 A,

no  se  detecta  un   posible   PTS.   Por  lo  tanto,   es   probable  que  esta  enzima  est6

involucrada  en  la  ruta  del   MVA,  ya  que  ademas  es  soluble  en  medio  acuoso  de

acuerdo   al   analisis   bioinformatico   y   recientemente   se   describi6   que   la   deleci6n

homocigota  del  gen  Ef]G70 A  afecta  la  producci6n  de  carotenoides,  generando  una

cepa mutante fenotrpicamente distinta a la cepa silvestre,  pero esta deleci6n  no a[tera

significativamente    la   cantidad/composici6n    de    los   esteroles   en    la   levadura   X.

dencJrorf]ous  (Werner.,  2015).   No  obstante,  en  el  arbol  filogen6tico  esta  tiolasa  es

agrupada   con    las    3-cetoacil-CoA   tiolasas    que   justamente    se    localizan    en    el

peroxisoma,   lo  cual  es  posible  porque  no  es  necesario  que  posea  una  sefial  con

destino  al  peroxisoma  para  localizarse  en  este  organelo.  Es  mss,  se  ha  descrito  que

proteinas  sin  una  seFial  de  destino  al  peroxisoma  pueden  translocarse  a  la  matriz  de
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6ste  por  un  mecanismo  de  acoplamiento  con  otras  proteinas  que  posean  un  PTS

(Olivier  y  col.,  2000),  y  como  se  mencion6  anteriormente,   es  probable  que  en  ,X.

cJencirowhous existan otras secuencias consenso de localizaci6n sub-celular.  Un reporte

que  apoya  la  posible  localizaci6n  peroxisomal  de  la  tiolasa  A,  es  que  la  B-oxidaci6n

facilita  la  utilizaci6n  de   lfpidos  en   ausencia  de  glucosa,   ya  que  este  carbohidrato

reprime el ensamblaje del peroxisoma y la expresi6n de los genes involucrados en la 8-

oxidaci6n   de   los   acidos   grasos   en   algunos   hongos   (Kretschmer   y   col.,   2012).

Precisamente,   el   nivel   de   expresi6n   del   gen   Ef?G70  A  es   reprimido   por  glucosa

disminuyendo  su  nivel  de  transcrito  hasta  120  veces,  respecto  de  la  cepa  control,  y

este valor §e normaliza cuando la glucosa del medio de cultivo es consumida (Werner.,

2015).  Ademas,  el  gen  Ef]G70 A  no  es  esencial,  puesto  que  se  obtuvo  la  deleci6n

homocigota de este gen en X.  c/endrowhous (Werner., 2015), y se ha descrito que en la

cepa  haploide  de   S.   cerev/.s/.ae,   la  deleci6n  del   gen   que  codifica  a  la  tiolasa  del

peroxisoma  afecta  la  P-oxidaci6n  de  los  acidos  grasos,  sin  afectar  la  morfologra  de]

peroxisoma, pero esta levadura es incapaz de crecer en un medio cuando la fuente de

carbono  son  exclusivamente  acidos  grasos  (Marchesini  y  Poirier.,  2003;  Zhang  y col.,

2006).  Por lo tanto, si se sobreexpresa el gen que codifica a la tiolasa involucrada en la

a-oxidaci6n  de  los  acidos  grasos,  aumentarfa  la  cantidad  de  enzima  disponible  para

catalizar el  llltimo  paso de  la  P-oxidaci6n  de  los  acidos  grasos,  donde  la degradaci6n

del  3-cetoacil-CoA  por esta tiolasa,  produce  acil-CoA  (n-2)  y acetil-CoA  (Beopoulos  y

col.,  2011),  donde e]  dltimo producto es el sustrato de la tiolasa de la ruta del  MVA,  la

cual condensa dos acetil-CoA para generar acetoacetil-CoA (Hiser y col.,1994;  Peret6

y col.,  2005;  Fox y col„  2014).  Posiblemente,  la sobreexpresi6n  de  Ef]G70 A no tiene

efectos en  la ruta del  MVA,  debido a que la reacci6n catalizada por HMGP es el  paso
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Iimitante,  tal  como  se  mencion6  anteriormente  para  el  caso  de  la  sobreexpresi6n  de

EFIG10 8.

Entonces,  la  deleci6n  homocigota  del  gen  Ef]G70 A  afectarfa  el  suministro  de

acetil-CoA  hacia  la  ruta  del  MVA,  afectando  las  rutas  de  si'ntesis  de  carotenoides  y

esteroles.   No   obstante,   la   deleci6n   de   este   gen   s6lo   afecta  significativamente   la

producci6n de carotenoides (Werner., 2015).  Esto ultimo es posible, debido a que la 8-

oxidaci6n  de  los acidos grasos  no  es  la  nnica fuente  de  acetil-CoA.  La conversi6n  del

pjruvato  a  acetaldehido  y  luego  a  citrato,  produce  acetil-CoA,  ademas,  en  levaduras

oleaginosas como X.  dendrowhous (Xiao y col., 2015), se ha identificado  una ruta extra

de  si'ntesis  de  acetil-CoA,  donde  el  exceso  de  citrato  derivado  del  ciclo  de  Krebs  es

convertido a oxaloacetato + acetil-CoA en el citoplasma ITehlivets y col., 2007).  Pero el

acetil-CoA no es sustrato  exclusivo de  la ruta del  MVA,  sino tambien  de  la si'ntesis  de

acidos  grasos  (Miao y col.,  2010a),  de  la acetilaci6n  de  residuos de  lisina  en  muchas

proteinas,  contribuyendo  a su  estabilidad  y funci6n  (Lee y col.,  2011)  y ademas  es  el

combustible   el   ciclo   de   Krebs   (Berg   y   col.,   2002).    Por   lo   tanto,   existiri'a   una

competencia   por   el   acetil-CoA   por   las   diferentes   rutas   metab6licas,   que   podrfa

reflejarse  en  un  aumento  en  el  nivel  de transcrito  del  gen  Ef]G70 8 que codificari'a la

tiolasa de la ruta del  MVA.  En efecto, cuando se deleta Ef]G70 A,  el nivel de transcrito

de  Ef?G70  8  aumenta  hasta  8,7  veces,  respecto  al  control  (Werner.,  2015).  Serian

privilegiadas   aquellas   rutas   conducentes   a   [a  formaci6n   de   metabolitos   primarios

involucrados directamente con la producci6n de biomasa y energia.  Particularmente,  la

sintesis  de  carotenoides  tendri'a  un  rol  menor en  el  crecimiento,  ya  que  se  considera

que la astaxantina es producida como un metabolito secundario en Pha#/.a whodozyma
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(An   y   col.,   1991;   Choudhary  y  Johri.,   2009),   en   consecuencia   esto   explicarl'a   la

disminuci6n de la producci6n s6lo de los carotenoides.

Entonces,  basandose  en  todos  estos  antecedentes,  es  muy  probable  que  los

genes  Ef]G70 A y Ef]G70 8 codifiquen a una 3-cetoacil-CoA tiolasa y una acetoacetil-

CoA  tiolasa,  respectivamente.  Sin  embargo,  el  analisis  bioinformatico  de  localizaci6n

sub-celular no es muy efectivo, pero no se descarta.

Finalmente,    los    resultados    de    este    seminario    de   tesis    indican    que    la

sobreexpresi6n  de  genes  que  controlan  la  ruta  del  MVA  favorece  la  producci6n  de

carotenoides  en  X.  dendrowhous,  en  especial  de  genes  que  codifican  enzimas  que

controlan  pasos  limitantes  en  la  ruta  y  que  poseen  una  conocida  regulaci6n  por  los

niveles de esteroles,  como es el caso de  HMGF].  EI conocimiento de la red metab6lica

de  X.  c/endrowhous  no  es  completa,  y  el  entendimiento  de  la  ruta  de  producci6n  de

carotenoides  en  esta  levadura  sigue  siendo  parcial.  La  sobreexpresi6n  de  genes  no

regulados,    por   ejemplo   por   el    nivel   de    esteroles,    favorece    la   producci6n    de

carotenoides en  X.  c/endrowhoL/s.  Por lo tanto,  este estudio tambi6n  se podrfa abordar

desde en la comprensi6n de la maquinaria que detecta los niveles de esteroles.
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CONCLUSIONES

•     La  sobreexpresi6n  de  los  genes   Ef?G70  A  y  Ef]G70  a,   que  posiblemente

codifican   enzimas  que   estan   involucradas  en   la   P-oxidaci6n   de   los   acidos

grasos  y  en   la  ruta  del   MVA,   respectivamente,  y  que  estarl'an  controlando

etapas  metab6Iicas  que  preceden  a  HMGPl,  no  tiene  efecto  en  las  rutas  de

si'ntesis de carotenoides y esteroles.

•     La  sobreexpresi6n  del  fragmento  del  gen  que  codifica  el  dominio  catali'tico  de

HMGP   favorece    la    producci6n    de    carotenoides    y   de    esteroles    en    X.

c/endrowhous,  probablemente  porque  se  genera  una  enzima cuya  degradaci6n

no puede ser regulada por los niveles de esteroles   como ha sido reportado en

otras levaduras.
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