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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura que sintetiza astaxanting,
carotenoide de interés biotecnoldgico por sus caracteristicas antioxidantes y uso como
colorante. La carotenogénesis se abastece de metabolitos derivados de la ruta del
mevalonato (MVA), por lo que en este seminario de titulo se estudio el efecto que tiene
en la produccién y composicién de carotenoides la sobreexpresion de dos genes que
codificarian una acetoacetil-CoA tiolasa (ERG10 Ay ERG10 B) y la region catalitica de
la 3-hidroxi-3-metilglutarii-CoA reductasa (tHMGR). Para ello, se construyeron modulos
de expresion de dichos genes, se transformd la levadura y se comprobé la integracion
de éstos en su genoma. La produccién de carotenoides y esteroles se analizd
espectrofotométricamente, mientras que su composicién se determiné mediante RP-
HPLC. Ademas, se estudié la expresion de los genes a nivel de sus mRNAs mediante
RT-gPCR, y paralelamente se realizo un analisis bioinformético de las secuencias
primaria y secundaria de las proteinas que 'codifican ERG10 Ay ERG10 B. Los
resultados indican que estos genes posiblemente codifican una 3-cetoacil-CoA tiolasa
involucrada en la B-oxidacién de &cidos grasos y una acetoacetil-CoA tiolasa
involucrada en la ruta del MVA, respectivamente. La sobreexpresion de ERGT10 Ay
ERG10 B no conduce a cambios significativos en la cantidad/composicion de
carotenoides y de esteroles. Sin embargo, cuando se sobreexpreso tHMGR, la
produccion de carotenoides y esteroles aumenié 2,02 y 1,4 veces, respectivamente,
luego de 120 h de cultivo. Particularmente, se observé que la fraccion de astaxantina

disminuyd y la de B-caroteno aumento, mostrando una relacion inversa a la observada

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




disminucion significativa en los niveles de franscritos de los genes carotenogénicos

criRy crtS, quienes controlan los pasos de B-caroteno a astaxantina de esta ruta.
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ABSTRACT

Xanthophyllomyces dendrorhous is a yeast that synthesizes astaxanthin, a
carotenoid of biotechnological interest due 1o 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 (EAG10 A and ERG10 B) and the catalytic region of the 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (tHMGR) 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 mMRNAs was studied by RT-qPCR and bioinformatic analyses
of the primary and secondary estructures of thiclases A and B was performed. The
results indicate that ERG10 A and ERG70 B 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 EAG70 A and ERG10 B does not lead
to significant changes in the amount/composition of carotenoids and sterols. However,
when tHMGR 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 criR and crtS, which control the formation of astaxanthin from $-carotens.
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INTRODUCCION

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura pigmentada perteneciente a la
division basidiomicetos de! Reino Fungi, aislada originalmente desde exudados de
arboles en las regiones montafiosas de Japdn y Alaska (Visser y col,, 2003). X.
dendrorhous 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 propuesio que la propiedad antioxidante de los
carotenoides protege a la levadura contra especies reactivas de oxigeno (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-Séiz y col., 2010). La astaxantina es una xantdfila (carotenoide oxigenado)
y representa cerca del 85 % del contenido total de carotenoides de cepas silvestres de
X. dendrorhous (Visser y col., 2003). Ademas de las propiedades antioxidantes, las
aplicaciones de los carotenocides como colorantes, ha generado un gran interés
industrial por esta levadura como una posible fuente de produccion de pigmentos
alternativa a la sintesis quimica de carotenos (B-caroteno) y xantdfilas (astaxantina y
cantaxantina) (Schmidi-Dannert., 2000). Sin embargo, un inconveniente es la baja
produccidn de astaxantina (200-400 pg/g-peso seco) en cepas silvestres de X
dendrorhous (Wery y col.,, 1997; Contreras y col, 2013). Por esta razon, los

carotenoides producidos por aproximaciones biotecnoldgicas no han sido hasta ahora




capaces de convertirse en una real competencia para los carotenoides sintéticos

(Schmidt y col., 2011).

BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES Y DE ESTEROLES
CAROTENOIDES

En X. dendrorhous, [a ruta de biosintesis de carotenoides ha sido descrita (Figura
1) y se inicia cuando dos moléculas de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) forman
fitoeno, el primer carotenoide que se produce, por accién de la enzima bifuncional
fitoeno-B-caroteno sintasa codificada por el gen crtYB (Verdoes y col., 1999a). Luego,
la enzima fitoeno desaturasa codificada por el gen crif, forma licopeno a partir de
fitoeno (Verdoes y col., 1999b). La ciclacién de los extremos del licopeno genera B-
caroteno por accién de la enzima fitoeno-B-caroteno sintasa, y posteriormente la
adicién de grupos ceto en las posiciones 4 y 47, y de grupos hidroxilo en las posiciones
3 y 3" de los anillos B-ionona del B-caroteno, da lugar a astaxantina. Este paso
involucra la formacién de intermediarios y la catalisis de un sistema! citocromo P450
formado por la enzima citocromo P450 denominada astaxantiné sintasa y una
citocromo P450 reductasa, codificadas por los genes crtS y cn‘H‘,EjL respectivamente

{Alcaino y col., 2008).

En cuanto a la regulacién de la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous, el

conocimiento es més escaso, pero se ha observado que la fuente de carbono cumpliria
un rol importante. En X. dendrorhous, la glucosa y otros azlcares fermentables son
asimilados a través de la glicdlisis seguida de la fermentacion alcohdlica para producir
etanol, incluso en presencia de oxfgeno (Reynders y col., 1997). !Mientras que las

fuentes de carbono no fermentables, como el etanol, son transformaci[os a acetil-CoA y




procesados a través del ciclo de Krebs. Cuando la fuente de carbono es glucosa, la
sintesis de carotenoides es baja (Vazquez y col., 1997), y en fuentes de carbono no
fermentables, la sintesis de carotenoides es mayor (Gu y col., 1997). Se ha informado
que la glucosa causa represion transcripcional de tres genes (crtYB, crtl y crtS)
involucrados en la sintesis de astaxantina desde GGPP, lo cual se relaciona con la
inhibicion de la sintesis de carotenoides (Marcoleta y col., 2011). Por lo tanto, la
induccion de la carotenogénesis coincide con el agotamiento del azticar y el comienzo

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

Acetil-CoA
Ruta del MVA k
_____ IPP «» DMAPP |
FPS
reE 15QS toei i i
GGPP ‘c_ppp *3_* Escualeno Biosintesis de:
vB 1 ergosterol
crt ' £ 1
! Biosintesis de Fitoeno | :
| astaxantina i 5 , Lanosterol ;
o B S 5 cYPs1 ;
Licopeno | ‘
crtYB l ‘
B-Caroteno ! | 5.7 24(28)-Ergosta-trienol
crtS/ertR l i . CYPE1 *
Astaxantina ; Ergosterol

__________________________________________________________________

Figura 1. Rutas de sintesis de astaxantina y ergosterol. En letras azules, la
ruta del MVA, astaxantina y ergosterol. Cada ruta se encuentra encerrada en un
recuadro, donde se presentan los genes descritos que controlan la ruta de biosintesis
de astaxantina en X. dendrorhous: crtYB (enzima bifuncional fitoeno-B-caroteno
sintasa), crtl/ (enzima fitoeno desaturasa), crtS/crtR (sistema citocromo P450) (Alcaino
y col., 2008). En la ruta de biosintesis de ergosterol se presenta el gen CYP6T,
codificante de una citocromo P450: C-22 esterol desaturasa (Loto y col., 2012), y el
gen SQS (enzima escualeno sintasa). También en esta ruta se ha descrito el gen
CYP51 codificante de una citocromo P450: C-14 esterol demetilasa, que cataliza la
demetilacion de lanosterol (Leiva y col., 2015). Genes fuera de los recuadros: crtE
(GGPP sintasa) y FPS (enzima farnesil-PP sintasa) (Alcaino y col., 2014).




ESTEROLES

Los esteroles son componentes estructurales de las membranas de las células
de eucariontes que regulan su espesor, fluidez y permeabilidad (Zhang y Rao., 2010;
Loto vy col., 2012), siendo el ergosterol el principal esterol en hongos incluyendo a las
levaduras. La escualeno sintasa, codificada por el gen ERG9 en Saccharomyces
cerevisiae, realiza la primera etapa comprometida en la formacidon de esteroles,
generando escualjano. Mutaciones en este gen confieren una obligada auxotrofia de
esteroles (Sturley., 2000). El escualeno sufre un proceso de ciclacion y da lugar a
lanosterol, donde la conversion de este Ulimo en ergosterol es un proceso complejo
que involucra la accién 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).

RUTA DEL MEVALONATO (MVA)

Tanto los carotenoides como los esteroles pertenecen a la familia de compuestos
isoprenoides o terpenos, moléculas sintetizadas a través de sucesivas condensaciones
de dos formas de isopreno activadas: el isopentenil-pirofosfato (IPP, Cs) y el dimetilalil-
pirofosfato (DMAPP, Cs). En eucariontes no fotosintéticos, el IPP y el DMAPP se

generan en la ruta del MVA (Figura 2) (Miziorko., 2011).
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Figura 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-fosfato), MVA-PP (MVA-5-pirofosfato), IPP (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 sintasa), HMGR (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. cerevisiae, mientras que los genes descritos en X.
dendrorhous se presentan en paréntesis (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 sintesis de IPP 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,
comunmente explicado por adquisicion mediante transferencia horizontal de genes
desde donantes eucariotas y arqueas (Lombard y Moreira., 2011). En la levadura X.
dendrorhous, no se ha descrito formalmente la ruta del MVA y en el Laboratorio de

Genética se han identificado 6 genes que posiblemente participarian en ella, siendo




éstos: ERG10 Ay ERG10 B (homdlogos del gen ERG10 de S. cerevisiae que codifica
una acetoacetil-CoA tiolasa), HMGS (HMG-CoA sintasa, siendo ERG13 su homdlogo
en S. cerevisiae), HMGR (HMG-CoA reductasa, siendo HMG1y HMGZ2 sus homdlogos
en 8. cerevisiae), MVK (MVA-kinasa, siendo ERG12 su homologo en S. cerevisiae),
PMVK (fosfo-MVA-kinasa, siendo ERG8 su homdlogo en S. cerevisiae) y MVD1

(MVAPP-decarbolixasa, siendo ERG19 su homologo en S. cerevisiae).

Una de las enzimas més estudiadas de esta ruta es la HMG-CoA reductasa y se
ha determinado que la reaccién catalizada por ella es uno de los principales cuellos de
botella en la biosintesis de isoprenoides, mientras que la relevancia de la reaccién
catalizada por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa en la ptimera etapa de biosintesis de
isoprenoides en la ruta del MVA no ha sido clasicamente considerada (Fox y col.,

2014).
TIOLASA Y HMGR, ENZIMAS DE LA RUTA DEL MVA:
TIOLASA

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 condensacién, siendo este decarboxilativo y no-decarboxilativo (Jiang
y col., 2008). Las tiolasas que tienen un mecanismo de condensacion decarboxilativo
corresponden a las tiolasas KAS (B-ketoacyl-acyl-carrier protein synthase), las PKS
(polyketide synthase), las KCS (B-ketoacyl-CoA synthase) y las CHS (chalcone

synthase family), mientras que las tiolasas con un mecanismo de condensacién no-

decarboxilativo corresponden a las tiolasas biosintéticas y degradativas. También se ha




descrito a HMGS como otra familia con un mecanismo de reaccién Unico (Haapalainen

y col., 20086).

En las tiolasas biosintéticas y degradativas se han descrito especificamente dos
clases (Hiser y col., 1994; Mathieu y col., 1997; Peretd y col., 2005): i) la 3-cetoacil-
CoA tiolasa (EC 2.3.1.16), también conocida como acetil-CoA C-aciltransferasa, tiolasa
degradativa o tiolasa |, y ii) la acetoacetil-CoA ticlasa (EC 2.3.1.9), conocida como
acetil-CoA C-acetiltransferasa, tiolasa biosintética o tiolasa I. Aunque ambos tipos de
tiolasas catalizan reacciones reversibles (Fox y col., 2014), la 3-cetoacil-CoA tiolasa
estd involucrada en procesos catabdlicos, mientras que la acetoacetil-CoA tiolasa
usualmente muestra una funcién anabdlica bajo condiciones fisiologicas (Pereté 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 través de la ruta del MVA en

eucariotas.

Se ha descrito que en las células eucariotas ambas clases de tiolasas difieren en
su localizacién sub-celular. La 3-cetoacil-CoA tiolasa ha sido localizada en
mitocondrias y peroxisomas, involucrada en la B-oxidacién de A4cidos grasos
catalizando el dltimo paso de degradacion (Erdmann y Kunau., 1994), mientras que la
acetoacetil-CoA tiolasa ha sido enconirada en mitocondrias y en el citoplasma,
involucrada en el metabolismo de los cuerpos cetdnicos y biosintesis de esteroles,
respectivamente; y también se describid en el peroxisoma (Igual y col., 1992a; Hisery
col., 1994; Peret6é y col., 2005). En S. cerevisiae se describio una acetoacetii-CoA
tiolasa citoplasmatica codificada por el gen ERG10 y una 3-cetoacil-CoA tiolasa
peroxisomal (Fox3p) codificada por el gen POTY, el cual es reprimible por glucosa e

inducible por dcidos grasos (lgual y col, 1991, 1992b). En la levadura Candida




tropicalis se describié una 3-cetoacil-CoA tiolasa peroxisomal, y dos isoenzimas
acetoacetil-CoA tiolasa codificadas por el mismo gen, una citoplasmatica y la otra
peroxisomal, donde la dltima excepcionalmente sélo se ha reportado en esta levadura
(Yamagami y col., 2001). Las tiolasas peroxisomales de este organismo participan en
la B-oxidacién de acidos grasos, mientras que la tiolasa citoplasmatica tendria un rol en
la ruta del MVA (Ueda vy col., 2000). En la levadura Yarrowia lipolytica se identifico una
3-cetoacil-CoA tiolasa y una acetoacetil-CoA tiolasa, y se cree que ambas estan
involucradas en el Gltimo paso de la B-oxidacidn de acidos grasos en el peroxisoma,
principalmente porque serian esenciales en la utilizacion de una fuente de carbono
especifica (Berninger y col., 1993; Yamagami y col., 2001}. En el hongo filamentoso
Aspergillus nidulans se describié que la B-oxidacién de acidos grasos ocurre en el
peroxisoma y en la mitocondria. De acuerdo a estos reportes, se postulé que en el
Reino Fungi la B-oxidacidon de acidos grasos puede ocurrir en la mitocondria y en el
peroxisoma, pero existen levaduras donde la B-oxidacién de &cidos grasos ocurre sélo
en el peroxisoma (Shen y Burger., 2009). Por otro lado, la B-oxidacion de acidos grasos
en las células animales es un proceso complejo y se ha establecido que se inicia en el
peroxisoma vy finaliza en la mitocondria, donde se completa la oxidacién de éstos a

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

En cuanto a la especificidad de sustrato, la 3-cetoacil-CoA tiolasa tiene una
amplia especificidad por sustratos de C,; a Cy; y cataliza la eliminacion tiolitica de un
grupo acetilo de un 3-cetoacil-CoA, como ocurre en el tltimo paso del ciclo catalitico de
la B-oxidacién de dcidos grasos. Por el contrario, la acetoacetil-CoA tiolasa es
especifica por sustratos de C, y cataliza la condensacién de dos moléculas de acetil-

CoA para formar una molécula de acetoacetil-CoA con liberacion de coenzima A (CoA-




SH) (Hiser y col., 1994; Peretd y col., 2005; Fox y col., 2014), siendo éste 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 reaccién de biosintesis es termodinamicamente
desfavorable, pero el exceso de acetil-CoA (producido durante la B-oxidacion de acidos
grasos o después de la glicdlisis) y la eliminacion inmediata de acetoacetil-CoA por la
siguiente enzima en la ruta metabdlica, permite que la reaccion de biosintesis proceda

in vivo (Modis y Wierenga., 1999).

En el sitio activo de las tiolasas se han identificado motivos conservados en
loops cataliticos. Se han descrito 4 loops, donde cada uno de ellos conecta una sabana
B con una hélice a o sabana B (Anbazhagan y col., 2014) como se muestra en la Figura
3. El loop NB3-Na3 contiene al motivo-CxS (Cys-x-Ser), donde la cisteina es la que
inicia el primer paso de reaccion, ya sea en la direccion de sintesis o de degradacion,
activando al primer sustrato (acetil-CoA en biosintesis y 3-cetoacil-CoA en la
degradacion) mediante ataque nucleofilico permitiendo asi la formacion de un

intermediario acil-enzima.

(87) GIPHTASLNTVNRQCSSSLOAITQIANS (114)

Motivo-Cys—-x-Ser

Figura 3. Loop Catalitico. Representacion del loop NB3-Na3 de una tiolasa,
donde el motivo-Cys-x-Ser contiene al residuo de cisteina conservado que participa en
la formacién de un intermediario acil-enzima. Los elementos de la estructura
secundaria se presentan sobre la estructura primaria, y se indican como: Flecha,
tercera sabana B N-terminar (NB3); Cilindro, tercera hélice a N-terminal (Na3). NB3 y




Na3 son conectados mediante un foop en el que se localizaria el motivo-Cys-x-Ser (en
negritas).

Para que la cisteina genere el ataque nucleofilico, ésta debe ser activada por e!
residuo de histidina del motivo-GHP (Gly-His-Pro)} presente en el foop Cp3-Ca3. Una
segunda cisteina involucrada en el sitio catalitico se encuentra en el motivo-CxG (Cys-
x-Gly) del loop CB4-CB5 y previamente activada, actia mediante ataque nucleofilico
sobre e! segundo sustrato (un acetil-CoA en la direccién de biosintesis) activandolo
para que éste realice un ataque nucleofflico sobre el primer sustrato presente en él
intermediario acil-enzima, liberandolo de la enzima y aconteciendo la condensacion
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 (sterol carrier protein) (Anbazhagan y col., 2014). Un
cuarto /oop corresponde al foop CR2-Cu2 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 (mitocondrial trifuntional enzyme thiolase), donde el
primer residuo de estos motivos cumpliria un rol estabilizando al sustrato (Anbazhagan

y col., 2014).

La regulacién de los genes ERG, que codifican enzimas involucradas en la
biosintesis de ergosterol y donde el gen ERG10 de S. cerevisiae codifica una
acetoacetil-CoA tiolasa, ha sido estudiada. Las reacciones enziméticas han sido
definidas por la identificacién de mutaciones “erg” por sus defectos en la biosintesis de
ergosterol (Sturley., 2000). Elementos de promotores de ciertos genes EAG han sido
identificados, y en particular se ha descrito que la regulacion de la transcripcion del gen

ERG10 de la levadura S. cerevisiae es mediada por los niveles de esteroles (Dimster-
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Denk y Rine., 1996), sugiriendo que la regulaciéon de este gen ocurriria a nivel
transcripcional y seria mediada por intermediarios de la ruta de biosintesis de esteroles
{Dixon y col., 1997), tal como se ha documentado para HMGR. 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. dendrorhous se sobreexpres6 el gen que posiblemente codifica a una
acetoacetil-CoA tiolasa. Se describié que el crecimiento celular alcanzado era igual al
de la cepa control, mientras que el contenido intracelular de astaxantina era levemente
mayor (Hara y col., 2014). Sin embargo, el gen sohreexpresado corresponderia a sélo
una de las posibles tiolasas identificadas en nuestro laboratorio (particularmente,
tiolasa B codificada por el gen ERG10 B). Por otfra parte, resultados de nuestro
laboratorio (Werner., 2015) han mostrado que la delecién del gen ERG70 A, segundo
gen identificado y codificante de la tiolasa A, afecta la cantidad/composicién de
carotenoides. Lo cual sugiere la posible participacién del gen ERG10 A en la ruta del

MVA de X. dendrorhous.
HMGR

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa o
HMGR), participa del tercer paso catalitico de la ruta del MVA. Es una enzima
altamente conservada, con secuencias homdlogas en eucariotas, bacterias y arqueas
{Burg y Espenshade., 2011). El nimero de genes que codifica a la enzima HMGR
depende del organismo o de la especie. Animales, arqueas y bacterias sélo tienen un

gen HMGR, mientras que en plantas se ha postulado al menos tres genes que
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codifican diferentes isoenzimas (Croxen y col., 1994; Andrade-Pavén y col., 2014). La
levadura S. cerevisiae posee dos isoenzimas, Hmglp y Hmg2p, codificadas por dos
genes diferentes HMG?1 y HMG2 (donde cualquiera de las dos puede suministrar la
actividad esencial de HMGR cuando una de ellas es suprimida) (Croxen y col., 1994,
Hampton y Rine., 1994; Friesen y Rodwell, 2004; Burg y Espenshade., 2011). La
HMGR cataliza la conversion de 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA (HMG-CoA) a
mevalonato, una reaccién de oxido-reduccién que es un paso limitante en la sintesis de
colesterol en mamiferos y de ergosterol y otros isoprenoides en hongos (Friesen y
Rodwell., 2004; Andrade-Pavén y col., 2014). La reaccion catalizada por HMGR (EC
1.1.1.34) (Andrade-Pavén y col., 2014; Burg y Espenshade., 2011; Miziorko., 2011)

es:
(S) HMG-CoA + 2 NADPH + 2H* — (R) mevalonato + 2 NADP* + CoA-SH

En condiciones fisiolégicas, la reaccion es efectivamente irreversible a pesar que
las enzimas catalizan la reaccién en ambas direcciones in vitro (Ma y col., 2011). La
catdlisis tiene lugar en dos transferencias secuenciales de hidruro de NADPH, donde el
HMG-CoA se reduce a mevalonato. Este Ultimo proporciona IPP y DMAPP, la primera

unidad de isopreno.

Los andlisis filogenéticos han revelado dos clases de HMGR, Clase | y Clase .
La Clase | se encuentra en eucariotas y utilizan NADPH como dador de electrones,
mientras que las enzimas de la Clase |i se encuentran principalmente en bacterias y
utilizan NADH como dador de electrones (Burg y Espenshade., 2011; Ma y col., 2011;
Hedl vy col, 2004). Las HMGRs presentes en arqueas varfan ampliamente en

secuencia respecto a las enzimas de ambas clases. Las HMGRs eucariotas, son
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proteinas integrales de membrana residentes en el reticulo 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, sterol sensing domain), el
cual puede unir lipidos y juega un rol importante en la regulacién de HMGR vy un
dominio C-terminal catalitico en el citoplasma altamente conservado (Croxen y col.,
1994, Hedl y col., 2004; Burg y Espenshade., 2011; Andrade-Pavén y col., 2014}, Por

otro lado, las HMGRs procariotas son solubles y citoplasmaticas.

La expresion del gen HMGR es altamente regulada en diferentes niveles que
incluyen la transcripcién, traduccién, modificacion post-traduccional y degradacion
proteica (Dimster-Denk y col., 1994; Burg y col., 2008; Andrade-Pavon y col., 2014). En
mamiferos se ha informado que tanto la degradacién de HMGR como la transcripcion
del gen HMGR, es regulada por la concentracién de esteroles. El mecanismo de
degradacion de HMGR en el RE (reticulo endopléasmico) es conservado en mamiferos
y levaduras (Hampton y col., 1996; Hampton y Bhakta., 1997; Gardner y Hampton.,
1999) v estd sujeto a regulacioén por feedback por la ruta del MVA como parte de la
regulacion de la sintesis de esteroles: un alto flujo a través de la ruta del MVA resulta
en una alta velocidad de degradaciéon de HMGR, mientras que un flujo menor, resulta
en una lenta degradacion de ella (Hampton y col., 1996). Cuando existen bajos niveles
de colesterol, la transcripcion del gen HMGR es estimulada por el factor de
transcripcién SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) (DeBose-Boyd,,

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

En X dendrorhous se ha observado que la disrupcién del gen CYP61,
involucrado en la sintesis de ergosterol, impide la biosintesis de ergosterol y provoca la

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




(Loto y cal., 2012). En estos mutantes ocurre un aumento en los niveles de transcritos
del gen HMGR, sugiriendo que el ergosterol regula su expresién por un mecanismo de
feedback negativo. Ademés de la alteracion del contenido y composicién de los
esteroles, en los mutanies cyp67 aumenta significativamente el contenido de
carotenoides, sugiriendo que la ausencia de ergosterol favorece la biosintesis de
carotenoides (Loto y col., 2012). Lo anterior también se apoya con observaciones en
mutantes cyp51-, gen que también codifica una enzima involucrada en la sintesis de
ergosterol (Leiva y col., 2015). Si bien en estos Ultimos mutantes la composicion de
esteroles no cambia, si disminuye el contenido de ergosterol y aumenta el contenido de
carotenoides acompafiado de un aumento en los niveles de transcritos del gen HMGR,
apoyando los resultados que afirman que la reduccién de la produccion de esteroles

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

En el Laboratorio de Genética se identifico y caracterizé el gen AMGR que
codificaria a la enzima HMGR de X. dendrorhous, donde a partir de un ORF de 3.276
pb se dedujo una proteina de 1.081 aminodcidos (115,9 kDa). En ésta se identific el
dominio conservado SSD, el cual es el dominio catalitico de la enzima (Loto., 2015). La
funcionalidad del gen HMGR se evalué mediante esirategias que consistieron en
relacionar los niveles de transcrito del gen HMGR con la produccion de carotencides y
en evaluar el efecto de la delecion del gen HMGR en X. dendrorhous. También se
analizé la expresion del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de HMGR
en una cepa de S. cerevisiae recombinante productora de carotenoides. Los resultados
demostraron que en X. dendrorhous, el méximo nivel de transcrito de HMGR esta
relacionado con el inicio de la produccién de carotenoides lo que ocurre en la fase

estacionaria de crecimiento y se sugirié que dicho gen es esencial, pues no se logrd
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obtener mutantes homocigotos de delecidn. Por otro lado, la expresion de la porcién
del gen que codifica el dominio catalitico de la HMGR de X. dendrorhous en la cepa de
S. cerevisiae recombinante, favorecid la produccion de carotenocides y esteroles.
Aunque esta levadura posee dos genes diferentes HMGT y HMG2, este resultado se
atribuy6é a la sobreexpresién de este fragmento de gen, ya que es una expresién
desregulada de éste en S. cerevisiae. En otro estudio reciente, se sobreexpresé el gen
HMGR en X. dendrorhous, y se informd que el crecimiento celular alcanzado y el
contenido de astaxantina {en mg/g-células) era mayor que la cepa control luego de 72

h de cultivo (Hara y col., 2014).

Con los antecedentes anteriores, resulta interesante sobreexpresar, en la
levadura X. dendrorhous, genes involucrados en la ruta del MVA como los posibles
homdlogos de la enzima acetoacetil-CoA tiolasa y solo el dominio catalitico de HMGR,
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 biosintesis de carotencides y de
esteroles, Con particular interés en la sobreexpresién de los genes que codifican a las
tiolasas A y B, puesto que actualmente se desconoce si ambas enzimas estarian
involucradas en la ruta del MVA. Los antecedentes sobre la existencia de dos
diferentes actividades enzimdticas por parte de las tiolasas (acetoacetil-CoA tiolasa y
3-cetoacil-CoA tiolasa), sumado a su localizacion sub-celular en diferentes
compartimentos (citoplasma, mitocondria, peroxisomas), generan el interés en
determinar cudl de las dos posibles genes identificados en nuestro laboratorio, ERG10
Ay ERG10 B, codifica a una tiolasa que estaria involucrada en la ruta del MVA de X.

dendrorhous.
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Hipotesis:

La sobreexpresion de los genes que codifican las enzimas acetoacetil-CoA
tiolasa y HMG-CoA reductasa de la ruta del MVA, afectard el contenido y/o

composicién de carotenoides y esteroles en Xanthophyllomyces dendrorhous.
Objetivo General:

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de los genes ERG10 A, ERG10 By
tHMGR (fragmento del gen que codifica el dominio cataliticc de la HMG-CoA
reductasa) en la produccién/composicién de carotenoides y esteroles en la levadura

Xanthophyllomyces dendrorhous.
Objetivos especificos:

1. Analizar bioinformdticamente las secuencias génicas y aminoacidicas
deducidas de los genes ERGT0 Ay ERG10 B.

2. Construir médulos de expresién de los genes de las enzimas: tiolasa (EAG10 A
y ERG10 B) y el dominio catalitico de la HMG-CoA reductasa de la ruta del
MVA en el vector pXdVexp2, y transformar a la levadura X. dendrorhous.

3. Analizar la expresion de los genes que codifican estas enzimas por RT-qPCR, y
evaluar el contenido/composicion de carotenocides y esteroles por RP-HPLC en

las cepas mutantes de X. dendrorhous generadas en 2.

16



MATERIALES Y METODOS
1. Materiales
1.1. Microorganismos y condiciones de cultivo
1.1.1 Bacterias

Para los experimenios de clonamiento se utilizé la cepa DH5a de E. coli
(Sambrook y col., 2001), la cual se cultivé en medio Luria Bertani (LB) (triptona 1 %,
extracto de levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %) con agitaciéon constante a 37°C. Para la
seleccion de colonias transformantes, se utilizé medio LB semi-sdlido (agar 1,5 %)

suplementado con ampicilina {100 pg/mi).

1.1.2 Levadura

Para los experimentos de transformacion por recombinacién homodloga, se
utilizé la cepa silvestre de X. dendrorhous ATCC 24230 (UCD 67-385), la cual se
cultivd en medio YM (extracto de levadura 0,3 %, exiracto de malta 0,3 %,
bactopeptona 0,5 %) suplementado con glucosa 1 %, en agitacion constante a 22°C.
Para la seleccién de colonias transformantes, se utilizé medio YM sélido suplementado

con higromicina B (15 pg/mi).
1.2 Plasmidos, cepas, enzimas y acidos nucleicos

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 expresion pXdVexp2, el cual se cred en el Laboratorio de Genética (Figura 4)
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y se utilizé en un trabajo anterior para sobreexpresar los genes FPS y criE de X.
dendrorhous (Alcaino y col., 2014). En esta ocasion, este plasmido se utilizé para

sobreexpresar genes de enzimas de la ruta del MVA.

~_gDNA No Codif.

I pXdVexp2

Sos3tp

gDNA No Codif.
\\\ Hpal(2601)
- 4 T-GPD
TGPD ——— P-TEF

HygR

Figura 4. Vector pXdVexp2 de expresion en X. dendrorhous. Plasmido
pBlueScript portador del promotor del gen de ubiquitina (P-Ubi) y del terminador del
gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (T-GPD) de X. dendrorhous.
Presenta un modulo de resistencia a higromicina (HygR), donde el gen hph se
encuentra rio abajo del promotor del gen TEF-1a (P-TEF) y rio arriba del terminador T-
GPD. Las regiones flanqueantes de DNA gendmico no codificante (JDNA No Codif.)
permiten la integracién de la construccion mediante recombinacion homéloga en el
genoma de X. dendrorhous, especificamente en el locus int (Genbank: KJ140286), el
cual representa una region de DNA no codificante que no revela un nuevo fenotipo
evidente cuando es interrumpido. El sitio de restriccion Hpal permite la integracion del
cDNA a expresar entre P-Ubiy T-GDP (Alcaino y col., 2014).

Los partidores utilizados en las reacciones de PCR se indican en la Tabla 3 y
fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies. Las enzimas usadas en este
trabajo fueron: DNA ligasa T4, endonucleasas de restriccion, transcriptasa reversa
Maxima, PfuUltrall Fusion HS DNA polimerasa, Tag DNA polimerasa, DNasa |, y
RNasa A, T4 polynucleotide Kinase, FastAP 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/Hindlll Marker y GeneRuler

1kb Plus DNA Ladder de Thermo Scientific.

Tabla 1. Plasmidos generados y utilizados en este trabajo

Plasmido

Descripcion

Fuente

pXdVexp2

pXdVexp2-cERG10 A

pXdVexp2-cERG10 B

pXdVexp2-cHMGR

Vector de expresion de X. dendrorhous; Flasmido
pBlueScript portador del promotor del gen de ubiquitina
y del terminador del gen de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa de X. dendrorhous. Presenta un
modulo de expresion que contiene el gen de resistencia
a higromicina y regiones flanqueantes de DNA
gendémico no codificante que permiten la integracién de
la construccién en el genoma de X. dendrorhous.

Vector de expresion de X. dendrorhous: pXdVexp2 que
contiene el cDNA del gen ERGT0 A codificante de la
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.

Vector de expresion de X. dendrorhous: pXdVexp2 que
contiene el cDNA del gen ERG10 B codificante de la
enzima acetoacetil-CoA ticlasa B enire el promotor del
gen de ubiquitina v el temminador del gen de la
gliceraldehido  3-fosfato  deshidrogenasa de X.
dendrorhous.

Vectlor de expresion de X. dendrorhous: pXdVexp2 que
contiene el cDNA del gen HMGR codificante del
dominio catalitico de la enzima HMG-CoA reductasa
enire el promotor del gen de ubiquitina y el ferminador
del gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
de X. dendrorhous.

Alcaino
y col.,
2014

Este
trabajo.

Este
trabajo.

Este
trabajo.
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Tabla 2. Cepas generadas y utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo Fuente
E. coli
DH5a Amp® Sambrook vy
col., 2001
X. dendrorhous
UCD 67-385 Cepa parental (diploide e Hyg®) ATCC 24230
385-EAGT0 A Transformante derivade de la cepa UCD 67- Este trabajo.
385, Hyg'. Contiene copia adicional del gen
ERG10 A y el médulo de resistencia a
higromicina B.
385-ERG10 B Transformante derivado de la cepa UCD 67- Este trabajo.
385, Hyg". Contiene copia adicional del gen
ERG10 B y el mddulo de resistencia a
higromicina B.
385-tHMGR Transformante derivado de la cepa UCD 67- Este trabajo.
385, Hyg'. Contiene copia adicional del dominio
catalitico del gen HMGR y el mddulo de
resisiencia a higromicina B.
385-pXdVexp2 Transformante derivado de la cepa UCD 67- Este trabajo

385, Hyg'. Contiene mddulo de resistencia a
higromicina B.

Amp® = sensible a antibidtico ampicilina; Hyg® = sensible a antibidtico higromicina B; Hyg' = resistente a
antibiético higromicina B; ATCC = Amearican lype culture Colffection.

Tabla 3. Partidores generados y utilizades en este trabajo.

N° Identificacién Secuencia (5-3) Direccidn
Construccién de moédulos de expresion de genes:
ERG10 A
1 Thio1.fw /[ATG] ATGCCATCTGGAAAGTCCAAG D
2 Thiol.rv /[STOP] TCACTGCTCATTCACAAACACC R
3 Erg10A-fwA GAGAAG GTGTTTGTGACGAGT D
4 Erg10a.antiA CCGAACAGATGACCACATCGT R
ERG10B
5 Thio2-atg/[ATG] ATGTCTGCCGCCTTCCGTC D
6 Thio2-stop/[STOP] TTAGAGCCTCTGGATGACGAC R
7 Thio2-Fw TCGTCTGGATGCCGAATTGTTG D
8 Erg10b.antiB AGTGAAGGAGGACATGCTAGAG R
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10
11
12

13
14

tHMGR

tHmgr-atg JATG] ATGCAGGCCCAGTCTCAGATC
Hmgr-stop [STOP]  TCAGGCATCCACGTTCACACT
Hmgr-int-rv2 TAACGGATGCTCGGGAGATAAC
Hmgr-iw AAGAATCATCGCTGCCAGTGTG

Partidores comunes en la construccién de médulos de expresién:

P.ubi.fw TCTATGGACTAAGTGTCCGACC
T.gpd.R ATGAGAGATGACGGAGATGAT

Transformacion de X. dendrorhous

15
16
17
18

19
20
21
22

23
24

Integracién en zona de recombinacion

Ext-pre-no-cod-F GTTCTTTGCGTCCCCCAAAC
Ext-post-no-cod-R CTGGCCCTCCTGTGGTCTGTC
Ubi-antisense CAATGCGAGACACGTGAGAGG
HF ATGAAAAAGCCTGAACTCACC
Médulo de resistencia a Higromicina B

HF Vern® 18

HR CTATTCCTTTGCCCTCGGAC
P.Tei.F ATCGGCTCATCAGCCGACAGT
T.gpd.R Vern® 14

Evaluacion de Heterocigosis

nocod_rv_post GGTCTGGGGGTGATAGTAGATG
nocod_fw_pre CCAAAATCCAGACGCACCCTC

PCR en tiempo Real (qPCR)

25
26

27
28

28
30

31
32

33
34

ERGT1C A

Rt_ta_F TCCGGAAGATCTCCTGGTGGCTG
RAt_ta_R GGACGAACACTGTCTGTTGACCG
ERG10B

Ri_tb_F GCACGGAGTCAAGCCTATGGCCA
Ri_tb R CGTAGAGCGCGACATCGTCAGC
HMGR

Hmgr-real-2F GGCCGATCGCTATACATCCGTTT
Hmgr-real-2R ATCCAGTTGATGGCAGAAGGCT
ACT

mActF-RT CCGCCCTCGTGATTGATAAC
mActR-RT TCACCAACGTAGGAGTCCTT
PDA1

Pdai_F GGATTCTGCCACTTGACGAT
Pdai_R TCGGCAATAACGCCCTTCAC

jwhes i lw

wy R

m_D IMIDIOYO OIDJITO

PO VO U IO IJO

D = Directo; R = Reverso.
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2. Métodos

La extraccion de &acidos nucleicos, asi como su purificacion y digestion
enzimdtica cuando correspondia, entre otras técnicas, se realizé de acuerdo a métodos
estandares (Sambrook y col., 2001} e instrucciones de los proveedores, mientras que
la transformacion de X. dendrorhous incluyd protocolos adaptados y optimizados en el

Laboratorio de Genética.

2.1 Extraccion de acidos nucleicos

2.1.1 Extraccion de DNA plasmidico desde cultivos de E. coli

La purificacién de DNA plasmidico 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).
2.1.2 Extraccion de DNA gendmico de X. dendrorhous

La extraccion de DNA gendmico de levadura se realizdé mediante ruptura
mecénica con perlas de vidrio (Sambrook y col., 2001). Se obtuvo un pellet celular
proveniente desde un cultivo en medio sdlido o liquido, se suspendio con 600 ul de
buffer TE (Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM; pH 8) y 100 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm.
Se llevo al moledor de células Mini-Beadbeater-16 (BioSpec) por 3 min, se agregé 600
ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamfiico en una proporcion 25:24:1, se homogenizo
en voértex por 2 min y se centrifugé a 10.000 x g por 5 min. Se recuperd la fase acuosa,
se agregd 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico en una proporcion 24:1, se

homogenizo en vértex y se centrifugd a 10.000 x g por § min. Nuevamente se recupero
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la fase acuosa y el DNA se precipité con 2 volumenes de etanol absoluto frio (-20°C)
incubando a -20°C por al menos 2 h. Luego se centrifugd a 10.000 x g por 10 min, se
eliminé el sobrenadante por inversion y se secé a 37°C. El pellet seco se suspendid en
50 pl de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8) con RNasa A (34 ug/ml) y se

incub6 a 37°C por 30 min. El DNA se guardé a -20°C hasta su utilizacién.
2.1.3 Extraccion de RNA de X. dendrorhous

Para la extraccion de RNA, se tomé entre 10-15 ml de un cultivo de levadura y
se deposité en tubos de 2 ml que luego se centrifugaron por 5 min a 14.000 x g. Se
eliminé el sobrenadante y el pellet se suspendid con 200 pl de buffer de lisis (acetato
de Na* 0,002 M pH 5,5, SDS 0,5 %, EDTA 1mM, en agua DEPC 0,1 %), se agregé 100
pl de perlas de vidrio de 0,5 mm y se llevd al moledor de células por 3 min. Luego, se
agrego6 800 pl de solucion TriReagent (Life Technologies), se llevé al moledor por 1 min
y se incubo en hielo por 10 min. A continuacién se agregd 200 ul de cloroformo, se
agité manualmente por 15 s y se incubé a temperatura ambiente por 6 min. Se
centrifugd a 14.000 x g por 10 min a 4°C en centrifuga refrigerada y se recuperé la fase
acuosa. Esta Ultima se depositd en un tubo Eppendorf y se le agregd un volurnen de
isopropanol frio y un 0,5 volumen de buffer de precipitacion (NaCl 1,2 M, citrato de Na*
0,8 M, en agua DEPC 0,1 %), se incubé 1 h a -20°C. Luego, se centrifugd por 10 min a
14.000 x g a 4°C, se elimind el sobrenadante, se lavé el pellet con 1 mi de etanol al 70
% y se centrifugé nuevamente por 5 min. E! pellet se dej6 secar y se suspendié con 20
a 30 Jl de agua libre de nucleasa. Finalmente, se incubd a 60°C por 10 min para

completar [a disolucién del pellet.
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2.2 Purificacidn de DNA a partir de geles de agarosa

La purificacion de DNA a partir de geles de agarosa, se realizé mediante el
metodo de perlas de silica (Boyle y col., 1995). Los fragmentos de DNA se separaron
por electroforesis en un gel de agarosa {0,8 %) en buffer TAE (1X). Las bandas fueron
visualizadas bajo luz UV en un transiluminador, cortadas con un bisturi y depositadas
en un tubo Eppendorf al cual se agregé 3 volimenes de Kl 6 M (en relacién a la masa
del trozo de gel en gramos). Para disolver la agarosa, se incubé a 55°C por 10 min.
Luego se afadid 7 pl de Glassmilk (sflica), se incubé por 10 min a temperatura
ambiente, se centrifugé por 10 s y se eliminé el sobrenadante. El pellet se lavd 3 veces
con 500 pl de solucién 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. El pellet seco se eluyd con 15-20 pl
de agua estéril, se centrifugd por 10 s y el sobrenadante se deposité en un tubo

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

2.3 Digestion de DNA plasmidico y reaccién de ligado

Para la creacién de los médulos de expresion, el plasmido pXdVexp2 se digirié
con la enzima de restriccion Hpal en un volumen final de 20 pl que incluyé 0,5 - 1 pg de
DNA plasmidico. Se incubé por el tiempo y temperatura indicado por el proveedor
(ThermoScientific). La reaccion de ligado entre el DNA plasmidico digerido y el DNA
inserto se realizé con la enzima DNA ligasa T4 en un volumen final de 20 W en una

relacion inserto-vector 5:1. Previo a la transformacion de células de E. cofi

electrocompetentes, la reaccion de ligado se dializd por 10 min.




2.4 PCR, RT-PCR y qPCR

2.4.1 Amplificacion por PCR

Se realizaron reacciones de PCR con la enzima Tag DNA polimerasa para la
confirmacion de plasmidos, integracién de fragmentos en el genoma de X.
dendrorhous, etc. Mientras que la amplificacién de los genes de las enzimas de la ruta

del MVA desde cDNA, se realizé con Pfu DNA polimerasa.

La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl que incluyé: buffer
de PCR 1X (KCI 500 mM, Tris-HCI 200 mM pH 8,4), 2 mM de MgCl,, 0,2 pM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1 uM de cada partidor, 1U de enzima y entre 10-20
ng de DNA molde; para el PCR de colonia, se suspendié una colonia en la reaccién

como DNA molde.

Para la amplificacion se utilizé el termociclador Applied Biosystem 2720 con el
siguiente programa: denaturacién inicial a 94°C por 3 min (5 min para PCR de colonia),
35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 s, annealing de partidores a 55°C por 30 sy la
elongacion a 72°C fue ajustada al tamafio del amplificado (30 s para amplificados
desde cDNA = 1 kb utilizando Pfu DNA polimerasa, y 3 min con Tag DNA polimerasa) y
luego de los ciclos, se prolongd por 10 min a 72°C y finalmente la reaccion se mantuvo

a4°C.
2.4.2 Sintesis de cDNA (RT-PCR)

Las muestras de RNA se trataron con DNasa | de acuerdo a las indicaciones
del proveedor. La reaccion de RT se realizd con la enzima Maxima Reverse

Transcriptase (ThermoScientific) en un volumen iotal de 20 pl. Se ufilizé un
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determinado volumen de RNA (5 pug) y se le agregé agua estéril hasta completar 11 .
A esta mezcla se le afiadié 1 pl de oligo-dT (25 pM) y se incubé a 70°C por 5 min.
Luego se dsj6 en hielo por 3 min y se agregé 4 pl de buffer RT 5X, 1 ul de enzima, 2 pl
de dNTPs (10 mM), y 1 Ll de agua estéril. Se incubd a 42°C por 1 h y luego a 70°C por
10 min, dejando enfriar a 4°C. Para amplificar el cDNA de cada gen se realizé una

reaccion de PCR como se indica en la seccion 2.4.1.
2.4.3 PCR en tiempo real (QPCR)

Se utilizé la mezcla de reaccion de PCR segun las especificaciones del Kit
SensiMix SYBR Green | (Quantance) que incluyé: 10 pl de mezcla del kit, 8 Wl de agua
estéril, 1 pl de cDNA y 1 pl de mezcla de partidores directo y reverso (10 pM). Los
partidores que se utilizaron tenian una eficiencia mayor al 95 %, determinada en curvas
estandares con un coeficiente de correlacién de R? = 0,996. Las muestras se cargaron
en el equipo Mx 3000P (Stratagene). Para evaluar los niveles de transcritos, los valores
de Gt (threshold cycle) se normalizaron respecto al valor obtenido del gen ACT
(Genbank: X89898.1) de X. dendrorhous, y se expresaron en funcién de las

condiciones control usando el método 2% (Livak y Schmittgen; 2001).

2.5 Transformacion de las cepas de E. coliy de X. dendrorhous

Se prepararon células electrocompetentes de E. coli y de X. dendrorhous para

luego realizar la transformacion de éstas con el DNA de interés.
2.5.1 Transformacion de E. coli

Para preparar células electrocompetentes de E. coli, se inoculé medio LB con

un cultivo de 12 h de E. coli DH5a y se incubd con agitacion 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 células y
soluciones en hielo. Las células se colectaron por centrifugacion a 10.000 x g por 5 min
en centrifuga refrigerada y se lavaron dos veces, primero con 500 ml y luego con 250
ml de agua destilada estéril. El pellet celular se suspendié con 20 ml de glicerol estéril
al 10 % (v/v) y nuevamente se centrifugd, se elimind el sobrenadante y se suspendié
con glicerol al 10 % (v/v); la suspensién de células se fraccioné en alicuotas de 40 pl
que se depositaron en tubos Eppendorf que se almacenaron a -80°C hasta su

utilizacion.

Para Ila ftransformacién, se descongelé una alicuota de células
electrocompetentes y se le agrego DNA transformante en un volumen no mayor a 4 .
Esta mezcla se deposité en una cubeta de electroporacidon de 2 mm y se electropord
utilizando el equipo BioRad Gene Pulser X Cell con las siguientes condiciones: 25 uF,
200 Q y 2,5 kV. Las células se suspendieron con 1 ml de medio LB y se incubaron a
37°C por 1 h. Posteriormente, el cultivo se sembrd en alicuotas de 75 pl, 150 ul y 225
ul en placas con medio LB suplementadas con el antibiético ampicilina (100 pg/mi), y

se incubd a 37°C hasta la aparicién de colonias.
2.5.2 Transformacion de X. dendrorhous

La preparacion de células electrocompeientes de la cepa silvesire de X.
dendrorhous UCD 67-385 se realizd segun lo descrito por Kim y col., (1998) y Adrio y
col,, (1995). Se inoculé medio YM suplementado con glucosa 1 % con un cuitivo de la
levadura de 48 h y se incubé con agitacion constante a 22°C hasta alcanzar una DO

entre 2 y 4 medida a 600 nm (cultivo en fase exponencial de crecimiento). Las células
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se colectaron por centrifugacion 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, DTT 25 mM) y se incubaron a
22°C por 15 min. Luego, las etapas siguientes se realizaron a 4°C manteniendo células
y soluciones en hielo. Las células se colectaron por centrifugacién a 4.000 x g por 3
min y se lavaron dos veces con 25 ml de solucién STM (sacarosa 270 mM, Tris-HCI 10
mM pH 7,5, MgCl, 1 mM). El pellet celular se suspendié con solucién STM y se

almacend en hielo para su uso durante el mismo dia.

La transformacién de X. dendrorhous UCD 67-385 se realizd de acuerdo al
protocolo descrito por Kim y col, (1998). A una alicuota de 60 W de células
electrocompetentes se le agregd 5 pl de DNA transformante (1 pg del fragmento de
DNA). Se electropord en el equipo BioRad Gene Pulser X Cell bajo las siguientes
condiciones: 125 pF, 600 Q y 450 V. Las células se suspendieron con 1 ml de medio
YM y se incubaron a 22°C por 4 h. Posteriormente, el cultivo se sembré en allcuotas de
200 pi en placas YM suplementadas con glucosa e higromicina B (15 ug/ml), y se

incubd a 22°C hasta la aparicién de colonias.

2.6 Extraccién de carotenoides y esteroles, y analisis por RP-HPLC

2.6.1 Extraccion y analisis de carotenoides

La exiraccién de carotencides se llevé a cabo seglin el método de exiraccién
con acetona (An y col., 1989). Se colectd un cultivo de levadura crecido en medio YM
liquido a 22°C con agitacidn constante. Se centrifugd a 4.000 x g por 5 min, se eliminé
el sobrenadante y el pellet se lavé con 10 ml de agua destilada. Luego, el pellet se
suspendié con 1 ml de agua, se transfirié a un tubo de 5 ml y se agregé 500 pl de

perlas de vidrio de 0,5 mm. Se llevé al moledor de células por 3 min, se agregd 1 mi de
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acetona y nuevamente se llevé al moledor durante 3 min. Después se centrifugé a
4.000 x g por 5 min y se recolectd el sobrenadante. Las extracciones con acetona se
repitieron hasta que el extracto celular quedara incoloro. Para cada extraccion, se llevd
la mezcla por 3 min al moledor, seguido por 5 min de centrifugacion a 4.000 x g,
recolectando el sobrenadante cada vez en el mismo tubo. Finalmente, se agrego 1/5
de volumen de éter de petrdleo al tubo que contenia los sobrenadantes colectados, se
mezclé y se centrifugd por 5 min & 4.000 x g. La fase superior, correspondiente al éter
de petrdleo con los carotenoides, se transfirié a un tubo de vidrio y se determind la
absorbancia a 474 nm para la cuantificacién total de los carotenoides. Los anadlisis se
realizaron por triplicado y los pigmentos se normalizaron respecto al peso seco de la

levadura. Se utilizé la siguiente férmula:

1g pigmentos/g muestra (ppm) = vol. éter x A4z4 x 100
21 x peso seco (g) Xc¢

Donde: vol. éter = volumen de éter de peirdleo recuperado en ml; A =
absorbancia medida a 474 nm; 21 = coeficiente de extincién 1 % = 2,100 (An y col.,

1989); ¢ = cultivo utilizado en ml.

La determinacién de la composicion de pigmentos se realizé mediante
cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) en un equipo de HPLC con un
detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD-M10A y una columna Lichrospher RP18
125-4 (Merck). Para ello, se dej6é evaporar el éter de petréleo del extraclto, se
suspendié con 200 pl de acetona y se inyecté 20 pl en el equipo. Como fase movil se

utilizé acetonitrilo: metanol: isopropanol en una proporcion 85: 10: 5 (v/v), con un flujo
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de 1 m¥min en condiciones isocraticas. Los carotenoides fueron reconocidos de

acuerdo a sus tiempos de retencién y espectro de absorcién de acuerdo a estdndares.
2.6.2 Extraccidn de esteroles

Se colectd cultivo de levadura crecido en medic YM a 22°C con agitacién
constante. Se centrifugd a 4.000 x g por 5 min, se eliming el sobrenadante y el pellet se
lavé con agua destilada. Luego, el pellet se suspendié con 16 ml de la siguiente
solucion: EtOH al 60 % y 4 g KOH; y se dej6 en bafio termo regulado (a 80°C) por 2 h.
Luego, se agregd 5 ml de éter de petrdleo, se mezcld bien, se centrifugd por 5 min a
4,000 x g y se recupero la fase superior correspondiente al éter de petrdleo. Este
procedimiento se realizé 2 veces en total. Para la cuantificacion de esteroles se midid
la absorbancia a 280 nm, normalizando respecto al peso seco de la levadura. Se utilizo
la siguiente férmula:

lg esteroles/g muestra = vol. éter x_Azso_x_10*
11,900 x peso seco (g)

Dénde: vol. éter = volumen de éter de petrdleo recuperado en ml; Agg =
absorbancia medida a 280 nm; 11.900 = coeficiente de extincion molar de ergosterol en

acetona en M cm™; 10°= constante de conversién de unidades pg/g.

Para la determinacién de la composicién de esteroles mediante RP- HPLC, se
dejo secar el éter de petrdleo y se suspendio en 200 pl de acetona. Como fase movil se
usé metanol; Hz(;%) en proporcion 97:3 (v/v), con f{lujo 1mi/min en condiciones
isocraticas. Los eslteroles fueron reconocidos de acuerdo a sus tiempos de retencién y

» .
espectro de absorcion de acuerdo a estandares.
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RESULTADOS

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

los genes ERG10 Ay ERG10 B.

Previamente en el Laboratorio de Genética se caracterizé el gen HMGR de X.
dendrorhous (Loto., 2015). Sin embargo, también se identifico dos posibles genes que
codificarian una enzima tiolasa (tiolasa A y tiolasa B) que podrian estar involucrados en
la ruta del MVA en X. dendrorhous denominados ERG10 A y ERG10 B,
respectivamente. A partir de sus secuencias gendmicas y de cDNA se determind la
organizacion estructural de ambos genes, donde el de la tiolasa A (gen ERG10 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 B (gen ERG10 B) 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 informacion de las enzimas, se dedujo la secuencia aminoacidica

utilizando Translate Tool del servidor ExPASy (http://web.expasy.org/translate/) y se

determiné que los genes ERG10 A y ERG10 B, codifican proteinas de 403 y 431
aminoacidos, respectivamente. A partir de las secuencias de las proteinas deducidas,
se calcularon los parametros fisicos y quimicos utilizando ProtParam Tool del mismo

servidor (http://web.expasy.org/protparam/). La tiolasa A tendria un peso molecular de

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

44,38 kDa y un pl de 7,65. Ademas, el indice de estabilidad que se define mediante
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una ecuacion que considera la ocurrencia de ciertos dipéptidos en la proteina (cada
dipéptido tiene un valor asignado), la longitud de ésta y andlisis estadisticos
(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 B) fue menor a 40
(40 es el valor limite considerado entre las proteinas estables e inestables). Para
calcular la vida media, la herramienta considera el aminoacido que ocupa el N-terminal,
donde la presencia de metionina, glicina, prolina o valina determinan una vida media
larga (Battaner., 2012). En este caso consideré metionina en ambas tiolasas, por lo

tanto, la vida media estimada para ambas fue de >20 h en levaduras in vivo.

El gran promedio de hidropatia (Grand Average of hydropathy, GRAVY) definido
como la suma de los valores de hidropatia de todos los aminoacidos dividido por la
longitud de la cadena, permite predecir si la proteina es hidrofilica (valores negativos) o
hidrofobica (valores positivos) (Jenssen y col., 2004). El anélisis se basa en la escala
de hidropatia de Kyte-Doolittle donde a cada aminoacido se le asigna un valor de
hidropatia que varia entre -4,5 (Arginina) y +4,5 (Isoleucina) (Kyte y Doolittle, 1982). En
el caso de ambas tiolasas analizadas, los valores calculados fueron de -0,009 y 0,182
para las tiolasas A y B, respectivamente, sugiriendo la solubilidad de la tiolasa A en
medio acuoso. La escala de hidropatia de Kyte-Doolittle, también permite predecir
hélices transmembrana en las proteinas a través de una representacion grafica

(http://gcat.davidson.edu/rakarnik/kyte-doolittle.htm). Al  ingresar la secuencia

aminoacidica de la proteina se obtiene una figura (como la Figura 5) que permite
determinar posibles regiones transmembrana cuando los valores de los picos son
mayores a 1,8 (linea roja horizontal en la Figura 5), al utilizar especificamente una

ventana tamano 19. El tamafio de la ventana se refiere al nimero de aminoacidos que
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indice Hidropatico

son examinados a la vez para determinar un punto de caracter hidréfobo en el grafico,
donde una ventana tamafo 19 es adecuada para examinar dominios transmembrana,
pues éstos se destacan agudamente al sobrepasar el valor 1,8 del eje de las
ordenadas ya que son muy hidréfobos (Kyte y Doolittle, 1982). Los resultados

obtenidos sugieren que las tiolasas A y B no poseen segmentos de transmembrana.
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Figura 5. Perfil de hidropatia de las tiolasas A y B de X. dendrorhous en
base a la escala de hidropatia de Kyte-Doolittle. Perfiles de hidropatia de las
tiolasas A) A y B) B de X. dendrorhous. El eje de las abscisas representa la posicion de
los aminoacidos, mientras que el eje de las ordenadas representa el indice de
hidropatia; resultados en una ventana de tamafo 19. Los valores positivos en el eje de
las ordenadas indican una region hidrofébica en la proteina, en cambio valores
negativos indican una region hidrofilica. La ausencia de picos sobre 1,8 indica que
posiblemente ambas tiolasas no poseen dominios de transmembrana.

El servidor SOSUI (http:/harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html)

también predice hélices transmembrana en base al promedio de hidropatia y sus
resultados indican explicitamente si la proteina es soluble o si es de membrana
(indicando el nimero de hélices transmembrana). En concordancia con los resultados

anteriores, el servidor SOSUI predijo que ambas tiolasas son solubles. Por lo tanto, los
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resultados obtenidos sugieren que ambas tiolasas efectivamente son proteinas

solubles no asociadas a membrana.

Posteriormente se realizé6 un andlisis de prediccion de la localizacion sub-
celular, donde los resultados fueron variables de acuerdo al servidor que se utilizé. El

servidor PredictProtein (https://www.predictprotein.org/) permite predecir localizacion

sub-celular en los distintos dominios de la vida y la puntuacion de confianza que
acompana su resultado va desde 0 (no fiable) a 100 (fiable). Al ingresar las secuencias
de ambas tiolasas, la tiolasa B se localizé en el dominio Eucarionte y la localizacién
sub-celular fue la mitocondria, con una puntuaciéon de confianza 46. En el caso de la
tiolasa A, no dio resultados. Ademds, para ambas tiolasas predijo que ninguna
contenia una senal de localizacion nuclear (NLS, Nuclear localization signal). El

servidor DISTILL (http:/distill.ucd.ie/distill/) también predice localizacién sub-celular,

pero a diferencia de PredictProtein, hace sus predicciones en los Reinos Animal,
Planta y Fungi. Ademas, permite indicar en cual de ellos se hara la prediccion y como
resultado entrega la localizacion sub-celular de la proteina consultada y el nivel de
confianza (expresados explicitamente como bajo, medio o alto) en el Reino
seleccionado. Para ambas tiolasas se seleccion6 el Reino Fungi, y este servidor
también predijo localizacion sub-celular mitocondrial para la tiolasa B con una alta
confianza, mientras que la localizacidon sub-celular para la tiolasa A fue citoplasmatica
con una confianza media. Se destaca que las predicciones del servidor se basan en el
predictor SCLPred que no predice localizacién sub-celular peroxisomal. Finalmente, se

utilizé PSORT 1l (http://psort.hge.jp/form2.html), el cual es recomendado para el anélisis

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

localizacion sub-celular peroxisomal junto con otras localizaciones sub-celulares. Para
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la tiolasa B encontrd una posible sefial de destino al peroxisoma (peroxisomal targeting
signal, PTS) y ademds predijo una probabilidad menor del 50 % de localizacién
citoplasmatica o en la mitocondria. Para la tiolasa A, predijo localizacién citoplasmatica

con una probabilidad del 52,2 %.

De acuerdo con los andlisis realizados, la posible localizacion sub-celular de la
tiolasa A seria el citoplasma, mientras que para la tiolasa B seria mitocondrial o
peroxisomal. Para determinar la posibilidad de localizacién sub-celular peroxisomal, se
analizaron las secuencias de ambas tiolasas a través de un alineamiento de
secuencias con tiolasas descritas como peroxisomales. Los peroxisomas poseen
receptores conservados que reconocen proteinas destinadas a la matriz peroxisomal a
través de sus PTS que consiste en el tripéptido SKL (o una variante conservada) en el
extremo del dominio C-terminal (Grunau y cof., 2009). Sin embargo, hay proteinas
peroxisomales que poseen un PTS2 que consiste en un nonapéptido representado por
la secuencia consenso (R/K)(L/V/I/Q)XX(LVAM/Q)(LY/S/G/A/K)X(HIQYL/A/F), la cual
describiria esencialmente todas las variantes del PTS2 (Petriv y col., 2004). La 3-
cetoacil-CoA tiolasa peroxisomal (Fox3p) de S. cerevisiae posee un PTS2 en los
primeros 16 aminoacidos, por lo tanto, las secuencias de las tiolasas A y B se alinearon
con la secuencia de Fox3p para determinar la presencia del PTS2. Ademas, en las
secuencias de las tiolasas peroxisomales se afiadieron las secuencias de las tiolasas
documentadas de Yarrowia lipolytica y Candida tropicalis (Berninger y col., 1993;
Kanayama y col., 1998; Ueda y col., 2000; Yamagami y col., 2001) (Figura 6). Los
resultados sugieren que la tiolasa B posee un PTS2, tal como lo detecté PSORT I, y
en consecuencia podria ser una tiolasa con localizacion sub-celular en el peroxisoma, y

en consecuencia, participar de la B-oxidacion de los acidos grasos, ya que en el Reino
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Fungi existen levaduras tales como S. cerevisiae y C. fropicalis donde este proceso se
lleva a cabo exclusivamente en el peroxisoma (Shen y Burger., 2009). Por el contrario,

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

Tiolasas peroxisomales Dominio N-terminal

1. H. sapiens 0 —mc;esmaa-o-o MQRLQVVLGHLRG— - PADSGWMPQAAPCLSGAPQASAADY 38
2. R. norvegicus MSESVGRTSAMIRLQWLGHLAG— -RPESSSALOAARPCSATFPQASASDV 48
3. B. taurus === enemeacacao MRRLQWLGHLKGRPASDPE— ~PQATPCWSGARRASAEDV 38
4. E. caballus =0 ceeeeeeeoo MQRLQVVLGHLKGRPHSGPEPAPRAAPCWSSTRWPADEDV 40
5. C. lupug familiaris = = = -—-—-eaon-- MRRLQVVLGHLSGQPPSDGAPAPQAARCLGGAPGASADDV 40
6. M. musculus =0 @0@0@@—mee--enan MHRLQVVLGHLAG— ~-RPESSSALOAAPCSARFPOASASDYV 38
7. Y. lipolytica === e MDRLNNLATQLEQN ————— P--=-- AKGLDAITSKNPDDV 30
8. 8. cerevisiae (Fox3p}) = = =  =m==uwuas MSQRLQSIKDHI.NE ————— SAMGKGESKRKNSLLEKRPEDV 36
9. X. dendrorbhous (tiolaga B) = ------- MSAAFRLTTIKIHLLP- -VFSIRPSLASIRSYSSMSSFIEQEV 41
10. X. dendrorhous {tiolasa RA)  ~---cemmeemomo e MPSGKSKILOKNANDV 16

* % *
secuencia consenso PTS2 = {R/K) (L/V/I/Q)XX{L/V/Z/H/Q) (L/S/G/A/K) X (H/Q) {L/A/F)

Figura 6. Alineamiento miiltiple de secuencias de tiolasas peroxisomales.
Se seleccionaron secuencias de tiolasas peroxisomales de distintos organismos y se
realizé un alineamiento multiple de secuencias utilizando ClustalW2 junto a las
secuencias de las tiolasas A y B de X. dendrorhous. Los asteriscos destacan los
residuos conservados en tiolasas peroxisomales diméricas (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. sapiens y R. norvegicus, se indica en rojo
un residuo de cisteina, ya que posterior a él se ha reportado un sitio de corte, ausente
en la tiolasa de S. cerevisiae (Glover y col., 1994). Como en la tiolasa de A. norvegicus
la secuencia consenso se obtuvo entre los 23 primeros residuos del N-terminal, se
analizé el N-terminal de la tiolasa A de X. dendrorhous hasta 25 residuos sin detectar
un posible PTS2. Numero de acceso: 1) Homo sapiens (NP_001598.1), 2) Rattus
norvegicus (NP_036621.1), 3) Bos taurus (NP_001029491.1), 4) Equus caballus
(XP_001488609.1), 5) Canis lupus familiaris (XP_534222.2), 6) Mus musculus
(NP_570934.1), 7) Yarrowia lipolytica (Q05493.1), 8) Saccharomyces cerevisiae
(CAA37472.1), 9) Xanthopyllomyces dendrorhous (tiolasa B), 10) Xanthopyliomyces
dendrorhious (tiolasa A).

Integrando los resultados de los andlisis bioinformdticos predictivos, se sugiere
que la tiolasa B probablemente sea una tiolasa de peroxisoma, mientras que la tiolasa
A posiblemente se localice en el citoplasma. Sin embargo, si se realizan alineamientos

de a pares entre las ticlasas A y B con tiolasas de localizacién sub-celular en el
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peroxisoma y en el citoplasma, los 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 B-oxidacion de dcidos grasos, mientras que la ticlasa B
tendria una mayor identidad con acetoacetil-CoA ticlasas, enzimas involucradas en
rutas de sintesis. En primer lugar es importante destacar que la estructura primaria de
las tiolasas A y B es distinta, pese a que conservan los residuos aminoacidicos que las
clasifican como tiolasas; ambas tiolasas solo comparten un 34 % de identidad con un
95 % de coberiura, en consecuencia podrian estar involucradas en procesos
metabdlicos distintos. La tiolasa A tiene un 50 % de identidad con un 98 % cobertura
con la tiolasa de peroxisoma de S. cerevisiae (CAA37472.1), mientras que Ia tiolasa B,
comparte un 32 % de identidad con un 98 % de cobertura con la misma enzima. Si este
mismo andlisis se hace respecto de la tiolasa de peroxisoma de Y. lipolytica
(Q05493.1), el resultado es similar, ya que la tiolasa A tiene un 58 % de identidad con
un 99 % cobertura con esta proteina, mientras que la tiolasa B un 32 % de identidad
con un 93 % de caobertura. Por otro lado, si los andlisis se hacen respecto a tiolasas de
localizacion citoplasmatica que estarian involucradas en la ruta del MVA, tales comno la
acetoacetil-CoA tiolasa de S. cerevisiae (P41338.3) y de S. pombe (QOUQWSE.1), la
tiolasa B tiene una mayor identidad con estas proteinas. Por ejemplo, la tiolasa B tiene
un 48 % de identidad con un 91 % cobertura con la acetoaceti-CoA tiolasa
citoplasmatica de S. cerevisiae, mientras que la tiolasa A, un 36 % de identidad con un
96 % de cobertura. De la misma forma, la tiolasa B tiene un 50 % de identidad con un
90 % cobertura con la tiolasa citoplasmaética de S. pombe, mientras que la tiolasa A, un

37 % de identidad con un 95 % de cobertura.
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Analisis filogenético:

Para complementar el andlisis anterior, se realizé un andlisis filogenético para
determinar la posible localizacion sub-celular de las tiolasas identificadas como A y B.
Para ello se seleccionaron secuencias aminoacidicas de tiolasas en las que se ha
descrito su ubicacion sub-celular y especificado su funcién como acetoacetil-CoA
tiolasa o como 3-cetoacil-CoA tiolasa. Para el alineamiento mdultiple se utilizd el
programa ClustalW 2.1 (penalizacién 10,0 por apertura de gap, 0,20 por extension de
gap y retraso de divergencia del 30 %), y para crear el arbol filogenético, se usé el
método neighbor-joining (Saitou y Nei., 1987) con un bootstrap de 1.000 réplicas en

MEGAG®6 (http://www.megasoftware.net/).

Estos resultados indican que posiblemente la tiolasa A es una 3-cetoacil-CoA
tiolasa, mientras que la tiolasa B 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 filogenético de tiolasas seleccionadas. El arbol se creé
usando el método neighbor-joining (Tamura y col., 2013). Los nimeros en los nodos
indican el porcentaje de respaldo para nodos especificos después de 1.000
repeticiones de analisis de bootstrap. Numeros de acceso en paréntesis. Tiolasa
mitocondria/acetoacetil-CoA tiolasa: Bos Taurus (NP_001039540.1), Homo sapiens
(BAAO1387.1), Canis Ilupus familiaris (XP_546539.2), Rattus norvegicus
(NP_058771.2), Gallus gallus (NP_001264708.1). Tiolasa citoplasma/acetoacetil-
CoA tiolasa: Schizosaccharomyces pombe (QQUQWS.1), Blumeria graminis f. sp. tritici
96224 (EPQ61678.1), Saccharomyces cerevisiae (P41338.3), Nicotiana tabacum
(AAU95618.1), Zea mays (NP_001266315.1), Arabidopsis thaliana (Q9FIK7.1). Tiolasa
mitocondria/3-cetoacil-CoA tiolasa: Bos taurus (NP_001030419.1), Mus musculus
(NP_803421.1), Rattus norvegicus (NP_569117.1). Tiolasa peroxisoma/3-cetoacil-
CoA tiolasa: Saccharomyces cerevisiae (CAA37472.1), Yarrowia lipolytica (Q05493.1),
Gallus gallus (NP_001184217.1), Mus musculus (NP_570934.1), Equus caballus
(XP_001488609.1), Canis lupus familiaris  (XP_534222.2). Bos taurus
(NP_001029491.1), Homo sapiens (NP_001598.1). Xanthophyllomyces dendrorhous
[A]: tiolasa A. Xanthophyllomyces dendrorhous [B]: tiolasa B.
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Posteriormente, para buscar posibles patrones y motivos conservados que son
regiones en una secuencia aminoacidica que tiende a corresponderse con elementos
estructurales y/o funcionales de una proteina (Elena y Codofer., 2007), las secuencias
de las  tiolasas se analizaron  con la herramienta ScanProsite

(hitp://prosite.expasy.org/scanprosite/) que permite barrer la secuencia de una proteina

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

alineamientos multiples.

Al ingresar ambas secuencias aminoacidicas (tiolasas A y B), la herramienta
detecté tres patrones caracteristicos de las tiolasas, identificados por los codigos
PS00098, PS00737 y PS00099 (Tabla 4). Un patrén permite caracterizar motivos e
indicar qué posiciones de los residuos son mas importantes y cuales pueden variar.
PROSITE entrega estos patrones en cédigos y su logica es que cualquier proteina que
posea uno de estos patrones deberd desempefar una funcion relacionada.
Suponiendo lo dltimo, las tiolasas pueden ser reconocidas por cualquiera de estos tres
patrones, ya que son una familia bien definida (Modis y Wierenga., 1999). ScanProsite
detecto los tres patrones en la tiolasa B, pero en la tiolasa A, sélo identifico a los
patrones PS00098 y PS00737. Los patrones consensos obtenidos se presentan en la

Tabla 4.
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Tabla 4. Patrones conservados detectados por ScanProsite en la Tiolasa A y
Tiolasa B de X. dendrorhous.

Caodigo del patrén: PS00098

Identificacion del patrén: “Thiolases acyl-enzyme intermediate signature”

Tiolasa: Identificado en tiolasa A y B

Patrén consenso:
[LIVM]-[NST]-{T}—x-C-[SAGLI]-[ST]-[SAG]-[LIVMFYNS]-x-[STAG]—[LIVM]-x(6)-{LiVM]

Cadigo del patron: PS00737

Identificacion del patrén: “Thiolases signature 2”

Tiolasa: Identificado en tiolasa A y B

Patron consenso:
N-x(2)-G(2)-x-[LIVM]-[SA]-x-G-H-P-x-[GAS]-x-[ST]-G

Cadigo del patrén: PS00099

Identificacion del patrén: “Thiolases active site”

Tiolasa: |dentificado en tiolasa B.

Patron consenso:
[AG]-[LIVMA]-[STAGCLIVM]-[STAG]-[LIVMA]-C-{Q}-[AG]-x-[AG]-x-[AG]-x-[SAG]

Se indican los patrones detectados en la tiolasa A y/o tiolasa B. En los patrones consenso se indica
en rojo los residuos conservados e involucrados en el sitio catalitico de las tiolasas. Residuos entre
corchetes indica que cualquiera de ellos puede ocupar la posicién, residuos entre llaves son aquellos
no aceptados en la posicion, “-“ es un separador de elementos en el patrén, “-x-* indica que cualquier
residuo puede ocupar la posicién, x(6) indica cualquier residuo repetido 6 veces. Residuos sin estas
caracteristicas e indicados en rojo son altamente conservados.

Para comprobar la presencia del patrén PS00099 en la tiolasa A, en especial el
motivo-CxG portador de la cisteina activadora del segundo sustrato en la reaccion, se
utilizé otra base de datos para buscar motivos conservados en la proteina. En este

caso se utilizé BLOCKS (http:/blocks.fherc.org/blocks/) que almacena segmentos

(bloques) muy conservados de alineamientos multiples de proteinas sin gaps. La
herramienta Block Searcher compara la proteina con la base de datos y busca las
regiones mas altamente conservas en grupos de proteinas documentadas en la base
de datos InterPro. Al ingresar la secuencia aminoacidica de la tiolasa A, la herramienta
detecto 7 blogues utilizando el codigo IPR002155 de InterPro que identifica a la familia
de tiolasas. Uno de los bloques detectado contiene el motivo-CxG (presente en el
patron PS00099 de ScanProsite), confirmando su presencia en la tiolasa A.

Paralelamente, también se ingresé la secuencia de la tiolasa B, y se detectaron 6 de
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los 7 blogues indicados para la tiolasa A al utilizar el mismo cédigo IPR002155 de

InterPro.

Una forma de representar un blogue es a través de un logotipo que es una
representacion gréfica de las secuencias alineadas, donde el tamafic de cada residuo
es proporcional a su frecuencia en la posicién que ocupa vy el color se relaciona con
sus caracterfsticas fisicoquimicas (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 motivos pertenecientes al posible sitio catalitico de las

tiolasas Ay B.
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Tabla 5. Alineamiento muliltiple esquematizado en logotipos, donde cada uno
representa a uno de los 7 bloques identificados por BLOCKS.
Residuos aminoacidicos

Blogues Logotipo TiolasaA  Tiolasa B
Bloque 1 4
. E (23-29) ND
* F {
|
et
Bloque 2 s
Motivo-CxS (75-119) (99-143)
(PS00098 de
ScanProsite) Cys-101 Cys-125
Bloque 3
(161-206) (198-243)
Bloque 4
L &E (226-258) (256-288)
~~~~~~ RS eRrnee e RSN ARRCR AR oS
Bloque 5
Motivo-NEAF A (301-334) (332-365)
| vy Asn-326 Asn-357
YAPY
N hxareaSrNOEEeE 9RA AR AN ALE ARE B AL
Bloque 6
A
Motivo-GHP (346-366) (377-397)
(PS00737 de | ? !
ScanProsite) \‘-‘J VA His-358 His-389
Xy SAL N
e e ercass .'_'::'.":'.'ez: =2rx
Bloque 7 4
~ AN A (383-400)  (412-429)
Motivo-CxG 21, A E
(PS00099 de b A | Cys-388 Cys-417
ScanProsite) ) 6 | V =
-y ;‘.’-vl—-_i_{.

-

e L - maa‘-ﬂn-.fnnlnr-m

ND: No detectado. Numeros entre paréntesis indican el rango de residuos en donde BLOCKS detectd cada
bloque en las tiolasas A y B. 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 posicion, pero se puede apreciar en el logotipo que
existen otros residuos en esa posicién con una menor probabilidad. Esto ultimo esta
relacionado con las secuencias que utilizé BLOCKS del alineamiento multiple, 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
B poseen el motivo-NEAF, representado por Asn-326 en la tiolasa A y Asn-357 en la
tiolasa B. Ademas, en la misma figura se destacan los residuos pertenecientes al sitio
catalitico de las tiolasas en comparacién con la tiolasa biosintética mejor caracterizada

de la bacteria Zoogloea ramigera.
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96 TVNRQCSSSLQAITQIANSIACG------ QISIGIGAGVESMT----- THYGAGV-LPEK 143 [Cys-101]
120 TINKVCASGMKAITLAAQGMMLGGFGGSQKRGVVVAGGMESMSNAPFLVPR-AVPGFGGF 178 [Cys-125]
84 GMNQLCGSGLRAVALGMQQIATG------ DASIIVAGGMESMSMAPHCAHLAGGVKMGDF 137 [Cys-89]

144 ISEDVLSNQEARQDVL-—IPMGITSENVAKEFGVTRKEQDEFAAKSYQKAFAARKVGHFKE 201
179 QTKDSVQTDGLWDVSNNFPMGNCAEHIAAKFSISRESQDEHALESYRRAAEAWSTGKFEA 238
138 KMIDTMIKDGLTDAFYGYHMGTTAENVAKQWQLSRDEQDAFAVASQONKAEAAQKDGRFKD 197

202 EIVPVKTEIVDPKSGETKTVLVDEDDGIRDGMTAESLAKLKPAFSKE-GSTHAGNASQVS 260
239 EIAPV---TLKGPKGE--TVVAEDEDYKK--VIPSKVPTLKPVFQREGGTITPANASGIN 291
198 EIVPF---IVKGRKGD---ITVDADEYIRHGATLDSMAKLRPAFDKE-GTVTAGNASGLN 250

261 DGAAAVLLVRRDVAEKLKLPILGKFVTTGYAGVPPKVMGIGPAVAIPKALANAGIESSDV 320
292 DGASAVVLMTGEKVQEHGVKPMAKILGFADAAIAPIEFPIAPTVAIPIALKNAGVSADDV 351
251 DGAAAALLMSEAEASRRGIQPLGRIVSWATVGVDPKVMGTGPIPASRKALERAGWKIGDL 310

321 DFWEINEAFASQAVYSVKKLGLDFEKVNPGGGAIALGHPLGATGARQVATALAHAKRSGE 380 [Asn-326, His-358]
352 ALYEINEAFSVVARAAEKILNIDPSKLNVNGGGVALGHPIGSSGCRIVVS-LVHALQPG- 409 [Asn-357, His-389]
311 DLVEANEAFAAQACAVNKDLGWDPSIVNVNGGAIAIGHPIGASGARILNTLLFEMKRRGA 370 [Asn-316, His-348]

381 KVFVTSMCIGSGMGLASVFVNEQ 403 [Cys-388]
410 QIGVAGICNGGGAATA-VVIQRL 431 [Cys-417]
371 RKGLATLCIGGGMGVA-MCIESL 392 [Cys-378]

Figura 8. Alineamiento de secuencias aminoacidicas. El alineamiento se
realizé con ClustalW (2.1). Las secuencias de las tiolasas A y B de X. dendrorhous se
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compararon con la tiolasa caracterizada de Zoogloea ramigera (UniProtKB/Swiss-Prot:
P07097.4), donde X.d [A] = Tiolasa A de X. dendrorhous; X.d [B] = Tiolasa B de X.
dendrorhous; Z.r = Tiolasa de Z. ramigera. Los residuos conservados en todas las
secuencias se presentan en rojo y en corchetes su posicién en la secuencia, y
corresponden a Cys-89, Asn-316, His-348, Cys-378 en la tiolasa de Z. ramigera (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 B.

Analisis de la estructura secundaria:

Al utilizar PredictProtein (hitp:/predictprotein.org), se predijo que la tiolasa A

esta compuesta por un 36 % de hélices a, 17,1 % de sabanas B y un 46 % de loops;
mientras que la tiolasa B por un 39,4 % de hélices a, 13,9 % de sabanas B y un 46,6 %

de loops. Se utilizé la herramienta YAPSIN (http:/www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/)

del servidor IBIVU para determinar la distribucién de hélices a, sabanas B y loops (o
coils) en las proteinas, y ademas manualmente se identificé a las posibles estructuras
(hélices a, sabanas B) donde se ha descrito que se encuentran los residuos
aminoacidicos involucrados en el sitio catalitico (Anbazhagan y col., 2014). En la
Figura 9 se presenta parte de la representacion de estructura secundaria predicha por

YAPSIN para las tiolasas A y B.
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A) Prediccion de estructura secundaria para Tiolasa A

(NB3 - Na3)
Linea 1: (61)IDDIAVGNVLPPGGGANVARMAQLRAGIPHTASLNTVNRQCSSSLOAITQIANSIACGQT (120)
Linea 2: --EEEEEE--------- HHHHHHHH- - - ------ EEEEEEE - HHHHHHHHHHHHHHH - - -
Linea 3: 241176201354436357898994735853046013562026404699999999925567
(cp2 - Ca2)
Linea 1: (284)KFVTTGYAGVPPKVMGIGPAVAIPKALANAGIESSDVDFWEINEAFASQAVYSVKKLGLD (343)
Linea 2: EEEEEEEEE---------- HHHHHHHHHHH- - -HHH - - EEEE - HHHHHHHHHHHHEH - - - -
Linea 3: 757642301462100217715485999915484602120222358849776855261769
(CB3 - Ca3) (cp4 - CB5)
Linea 1: (344)FEKVNPGGGAIALGHPLGATGARQVATALAHAKRSGEKVFVTSMCIGSGMGLASVEFVNEQ (403)
Linea 2: = --------- EEEE- - ----- HHHHHHHHHHHHH - - - -EEEEEEEEE - HHHHEEEEEEE - -
Linea 3: 010055688611146653531098999899671116541678873221200000782439

A) Prediccion de estructura secundaria para Tiolasa B

(NB3 - Na3)
Linea 1: (121)INKVCASGMKAITLAAQGMMLGGFGGSQKRGVVVAGGMESMSNAPFLVPRAVPGFGGFQT (180)
Linea 2: EEEEE - HHHHHHHHHHHHHHH - - - - - - - - - EEEEE-------- HHHHH- - ----------
Linea 3: 452023415799998998915322437653418630500001000412213335576400
(cp2 . Ca2)
Linea 1: (312)PMAKILGFADAAIAPIEFPIAPTVAIPIALKNAGVSADDVALYEINEAFSVVARAAEKIL (271)
Linea 2: -EEEEEEEEEEE---------- HHHHHHHHHH - - - -HHH- -EEEE - HHHHHHHHHHHHH -
Linea 3: 114866311201371201525826386999940685811011323657648899987250
(cB3 - Ca3) (CR4 - Cas)
Linea 1: (372)NIDPSKLNVNGGGVALGHPIGSSGCRIVVSLVHALQPGQIGVAGICNGGGAATAVVIQRL (431)
Linea 2: = = -—-----o—oooo EEEE------- HHHHHHHHHHHHEH - - -EEEEEEE - - - - HHHHHHHHH -
Linea 3: 778141055588611146753420088999799883167533786315204616743049

Figura 9. Prediccion de estructura secundaria para las tiolasa A y B por
YAPSIN. A) Prediccion para tiolasa A y B) Prediccion para la tiolasa B. La linea 1
presenta parte de la prediccion de la estructura secundaria determinada en un rango
de residuos aminoacidicos (numeros entre paréntesis), mientras que la linea 2 indica
las posibles hélices a (H), sabanas B (E) y coils (-) conformadas por un segmento de
residuos. En la linea 3 se muestra la confianza de la prediccion de 0 (baja confianza) a
9 (alta confianza). Ademas, se muestran las posibles hélices a y sabanas B 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 B
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
reaccion.

46




2. Construccion de vectores con médulos de expresién de los genes de la ruta

del MVA y transformacion de X. dendrorhous.
2.1 Construccion de vector con médulo de expresion:

Con el objetivo de evaluar el efecto de la sobreexpresién de los genes de la ruta
del MVA en X. dendrorhous, se construyeron médulos de expresién de los genes
ERG10 A, ERG10 By tHMGR (fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de
HMGR) y para ello se utilizé el vector pXdVexp2 (Alcaino y col., 2014). Los médulos se
generaron ligando el cDNA de cada gen (ERG10 A, ERG10 By tHMGR) al vector, de
tal forma que la expresién de cada gen quedé bajo la regulacién de un promotor
constitutivo (P-Ubi, promotor del gen de ubiquitina) y un terminador de la transcripcidn
(T-GPD, terminador del gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), de genes
de X. dendrorhous, El cDNA de cada gen se obtuvo a partir de RNA de la cepa UCD

67-385 de X dendrorhous.

Una vez ligados el vector y cada cDNA, se utilizé la cepa de E. coli DH5-a para
la replicacion de éste. Se seleccionaron aquellas colonias de E. coli resistentes al
antibiético ampicilina y se utilizé la técnica de PCR de colonia para seleccionar a las
colonias portadoras del vector con el inserto en la orientacion correcta entre el
promotor y el terminador. Para ello se utilizd una pareja de partidores que amplifica una
region que abarca la region promotora y una regidn del cDNA, o enh su defecto, una
region del cDNA y una regién del terminador. Una vez identificadas las colonias
portadoras de los plasmidos disefiados (pXdVexp2-cERG10 A, pXdVexp2-cERG10 By
pXdVexp2-cHMGR), se purificd el DNA plasmidico desde ellas y se analizé6 mediante

PCR. Ademas, el inserto de los plasmidos se secuencid para confirmar que no habia
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errores en la secuencia. A modo de ejemplo, la Figura 10 ilustra la construccién del

vector pXdVexp2-cERG10 Ay su andlisis por PCR.
A) Construccion de Modulo de Expresion

Vector pXdVexp2-cERG10 A
9.265 pb

[19] [4] [3 [20]
P ﬁ P <| Méduio gen resistencia
[

TR TERTRET LN
R

REXE

gDNA No

9%‘\;‘3 ENO Promator eDNA  Terminador Promotor Gen Terminador ¥~ ¢
: P-Ubi Gen T-GPD  T.TEF resstencia T-GPD
ERG10 A

B) Vector pXdVexp2-cERG10 A

Mdodulo gen enzima MVA Madulo gen resistencia

Carril Partidores pb
1 | PubifwyTgpdR 2101
2 | Thiol fwy Thiol rv 1.212
3 | PubifwyErgiQaantA | 957
4 | ThiolfwyTgpdR 1.599
5 |FHyRH 1422

Figura 10. Construccion del vector pXdVexp2-cERG10 A y su analisis. A)
Vector pXdVexp2 con el modulo de expresion del gen ERG10 A. Representacion
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del vector pXdVexp2 ligado al cDNA del gen ERG10 A, conformando asi el vector
pXdVexp2-cERG10 A. Se destacan los partidores utilizados como flechas de angulo
recto {en este caso el par rojo identificados como P.ubi.fw y Erg10a.antiA), seguido de
fotograffa del gel de agarosa, donde se presenta el resultado de la amplificacion por
PCR de colonia, positivo para el vector pXdVexp2-cERG10 A. Carril 1: colonia positiva
para la amplificacién, por lo tanto, para el vector pXdVexp2-cERG10 A, carril “+” es el
control positivo {reaccién de ligado) y el carril ““ es el control negativo (sin DNA). En el
esquema, el modulo de expresion del gen ERG70 A estd representado por flechas de
color verde obscuro (cotresponden al promotor y terminador del gen ERG70 A), y por
una flecha de malla azul (corresponde al gen ERG10 A), mientras que el médulo que
confiere resistencia a higromicina B estd representado por flechas 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
modulos se encuentran flanqueados por DNA genémico no codificante (flechas rojas),
que permite la integracién en el genoma de la levadura por un evento de doble
recombinacién homdloga. B) Analisis del vector pXdVexp2-cERG70 A por PCR.
Representacion del vector pXdVexp2-cERG70 A y en llaves rojas horizontales el
fragmento que se amplificé especificado por un carril del 1 al 5 correspondientes a la
imagen del gel. A la derecha de éste, se especifican los partidores utilizados y el
tamafo del amplificado en cada carril. A=marcador de peso molecular Lambda
DNA/Hindllt Marker.

2.2 Transformacion de X, dendrorhous.

La cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous se transformé con la digestién
enzimatica de cada uno de los vectores construidos (pXdVexp2-cERG10 A, pXdVexp2-
cERG10 B, pXdVexp2-cHMGR y pXdVexp2). Los vectores se digirieron con las
enzimas Nofi y Kpnl que permiten liberar el fragmento de DNA transformante portador
del médulo de expresion del gen de la ruta del MVA y el mddulo que confiere a X.
dendrorhous resistencia a higromicina B, ambos mddulos entre regiones de DNA
genomico no codificante de aproximadamente 800 pb que permiten su integracion en el
genoma de la levadura mediante recombinacion homdloga una vez en la célula. En la
Figura 11, se muestra la digestion del vector pXdVexp2-cERG10 A y la comprobacion
de la reaccién enzimatica por analisis de electroforesis en gel; ademas, se destaca el

fragmento portador de los médulos (fragmento 1).
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A) Representacion del vector pXdVexp2-cERG10 A

Not! (671 pb) | Modulo gen enzima MVA Maodulo gen resistencia Kpni (7064 pb)
1
| } I 1* | | (!
g%’i’é‘;‘m Promotor Gen enzima Terminador Promotor Gen  Terminador QDPfA No
' P-Ubi MVA T-GPD T.TEF resistencia T-GPD Codif
6.393 pb
{(Fragmento 1)

B) Digestion enzimatica vector pXdVexp2-cERGT0A

Vector
circular
Fragmento 1 ____ (9265 pb)
(6.393 pb)
Fragmento 2 —
(2872 pb)

Figura 11. Representacion del vector pXdVexp2-cERG10 A y su analisis
por restriccion. A) Representacion del vector pXdVexp2-cERG10 A. Se indican en
el vector los sitios de restriccion para las enzimas Nofl y Kpnl; la llave horizontal azul
representa el fragmento liberado por doble digestion enzimatica con Kpnl y Notl. Este
fragmento de 6.393 pb (fragmento 1) incluye al modulo de expresion del gen ERG10 A
(flechas de color verde obscuro corresponden al promotor y terminador del gen ERG10
A, y este Ultimo es representado por la flecha de malla azul) y el médulo que confiere
resistencia a higromicina B (flechas azules corresponden al promotor y terminador del
gen que otorga resistencia a higromicina B, y este ultimo es representado por la flecha
de malla anaranjada), ambos modulos se encuentran flanqueados por DNA gendmico
no codificante (flechas rojas), que permite la integracion en el genoma de la levadura
por un evento de doble recombinacién homdloga. B) Digestion enzimatica del vector
pXdVexp2-cERG10 A con las enzimas de restriccion Kpnl y Nofi. La fotografia 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 fotografia del gel a la derecha se presenta el
vector pXdVexp2-cERG10 A sin digerir. A=marcador de peso molecular Lambda
DNA/Hindlll Marker.
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Se obtuvieron colonias transformantes de X. dendrorhous en placas YM
suplementadas con antibiético (higromicina B, 15 pg/ml) y para evaluar a los mutantes,
se seleccionaron las colonias mas grandes y se les exirajo DNA gendmico para
confirmar la presencia del fragmento portador de los modulos junto con su correcta
integracion en el locus int. Los mutantes obtenidos se identificaron como 385-ERG10 A
(mutante donde el gen ERG10 A se sobreexpresa), 385-ERG10 B (mutante donde el
gen EAG10 B se sobreexpresa), 385-tHMGR (mutante donde la regién del gen que
codifica el dominio catalitico de HMGR se sobreexpresa) y 385-pXdVexp2 (mutante
con médulo de expresién vacio).

A modo de ejemplo, la Figura 12 muestra la confirmacion de la integracién del
fragmento en el genoma del mutante 385-ERG10 B y la presencia del médulo que
otorga resistencia al antibiético en el fragmento en la Figura 13. Conjuntamente, en la
Figura 14 se confirma la presencia del médulo de expresién del gen de la ruta de MVA

en el fragmento, integrado en el genoma del mutante 385-EAG10 A.

51



A) Integracién por recombinacion homéloga en Jocus int

gDNA  gDNA No gDNANo gDNA

4 i Codif Codif I i

Maodulo gen enzima MVA Méodulo gen resistencia

B)Integracion en el locus inty analisis por PCR

gDNA No Promotor Terminador Gen gDNA No
[15] " coait P-Ubi 1-GPp [18Blresistencia ~ Codif gDNA

A

) v
gDNA Promotor  Terminador
[17] - T-TEF T-GPD [16]
ERG10B

kb

2,0 —
1,5 —
1,0 -

(1S1y (17] [16]y [18]

Figura 12. Verificacién de la integracion del fragmento en el genoma del
mutante de sobreexpresion del gen de la tiolasa B (385-ERG10 B). A)
Representacion del locus int en el genoma de X. dendrorhous. Las zonas de
recombinacion estan indicados por los rectangulos en rojo e incluyen DNA gendmico
no codificante (JDNA No Codif.), mientras que el DNA gendmico no involucrado en el
evento de recombinacion esta representado por rectangulos de color verde claro
(gDNA). El médulo 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 Ultimo es representado por la flecha de malla azul, mientras que el médulo que
confiere resistencia a higromicina B estd compuesto por flechas azules que
corresponden al promotor y terminador del gen que otorga resistencia a higromicina B,
y este ultimo es representado por la flecha de malla anaranjada. B) Representacion
del fragmento (médulo de expresion del gen ERG10 B + modulo del gen que
otorga resistencia a higromicina B, flanqueados por gDNA No Codif.) integrado
en el locus int y debajo los geles con los amplificados que lo corroboran. En el
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esquema las flechas negras con angulo recto indican los partidores utilizados. Rio
arriba del /ocus int, los partidores Ubiantisense y Ext-pre-no-cod-F amplifican 1.353 pb
(carril 1 del gel) y abarcan DNA genémico no recombinante y el fragmento. Rio abajo
del locus int los partidores Ext-post-no-cod-R y HF amplifican 2.641 pb (carril 2 del gel)
y abarcan el fragmento y DNA gendmico no recombinante.

Modulo del gen que otorga resistencia a Higromicina B

Carril 1 Modulo gen resistencia
gONA No [1 9] QONA No
gONA  Coaif ? Codif  gONA
v '
Promotor Gen &Term:naoof
P-TEF resistencia [20] T-GFD
Carril 2
gONA No [21 ] QDNA No
gONA  Codif Coaif gDNA

I

Promotor Ge;'s J\ Terminador
P-TEF  resistencia [20] T-GPD

Carril 3

gONA No [1 9] Terminador gDNA No
gONA  Coaif T-GPD  Codif  gONA

Promotor  gen
P-TEF  resistencia [22]

Figura 13. Representacion del modulo del gen que otorga resistencia a
higromicina B presente en el fragmento integrado en el genoma de X.
dendrorhous, y su verificacion por PCR 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 resistencia al antibiotico:
carril 2=1.424 pb, amplificado entre el P-TEF y el codén de término del gen; Carril
3=1.422 pb, amplificado entre el codén de inicio del gen y el T-GPD. M, marcador de
peso molecular, 1kb Plus DNA Ladder. En todos los esquemas, las zonas de
recombinacion estan indicados por las flechas en rojo e incluyen DNA genémico no
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codificante (QDNA No Codif.), mientras que el DNA genémico no involucrado en el
evento de recombinacion estd representado por rectangulos de color verde claro
(9DNA). El médulo 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 Ultimo es representado por la flecha de malla azul, mientras que el médulo que
confiere resistencia a higromicina B estd compuesto por flechas azules que
corresponden al promotor (P-TEF) y terminador (T-GPD) del gen que otorga resistencia
a higromicina B, y este ultimo es representado por flecha de malla anaranjada.

A) Modulo del gen de la enzima de la ruta del MVA

Carril 1 Modulo gen enzima MVA

gONA No [1] ] gDNA No
gDNA - Coaif Codif  gDONA
. A :

4 . ¢
Promotor Gen enzima Terminador
P-Ubi VA [2] T-GFD
Carril 2
gONANe  [13] gONA No
gONA  coaif Codif  gDNA

D I

v . +
Promotor Gen enzima A Terminador

P-Ubi MVA [2] T-GPD
Carril 3
gDONA No [1] Terminador gONA No
gONA - Coalf T-GPD Codif  gDNA
I | | ! !
'-’-‘ron;omr Gen en'zma ,J
P- U MVA [14]

B) Mutante de sobreexpresion del gen de la tiolasa A, 385-ERG10 A

kb

Figura 14. Verificacion del moédulo de expresion del gen de la enzima
tiolasa A en el fragmento integrado en el genoma de la cepa mutante 385-ERG10
A. A) Representacion del modulo de expresion del gen ERG10 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 B. Los partidores utilizados corresponden a las
flechas negras con dangulo recto en los esquemas. B) Cepa mutante 385-ERG10 A.
Verificacion del mddulo de expresién del gen ERG10 A por PCR en el mutante de
sobreexpresion del gen de la tiolasa A. Carril 1=1.212 pb, partidores amplifican el gen
ERG10 A; carril 2=1.714 pb, amplificado entre el P-Ubi y el codén de término del gen
ERG10 A; carril 3=1.602 pb, amplificado entre el coddn de inicio del gen ERG10 Ay el
T-GPD. En todos los esquemas, las zonas de recombinacién estan indicados por las
flechas en rojo e incluyen DNA genémico no codificante (gDNA No Codif.), mientras
que el DNA gendmico no involucrado en el evento de recombinacién esta representado
por rectangulos de color verde claro (gDNA). El médulo del gen a sobreexpresar esta
compuesto por las flechas de color verde obscuro y corresponden al promotor (P-Ub)) y
terminador (T-GPD) del gen a sobreexpresar, y este dltimo es representado por la
fliecha de malla azul, mientras que el mddulo que confiere resistencia a higromicina B
esta compuesto por flechas azules que corresponden al promotor y terminador del gen
que otorga resistencia a higromicina B, y este Ultimo es representado por la flecha de
malla anaranjada. M, marcador de peso molecular, 1kb Plus DNA Ladder.

Se evaluo la posible heterocigosis de la mutacion en las cepas transformantes,
ya que se ha sugerido que la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous es diploide
{Hermosilla y col., 2003). Con este propdsito, se analizé por PCR la integracion del
fragmento (que contiene al médulo de expresién del gen de la ruta del MVA vy al
médulo de expresién que otorga resistencia a higromicina B) en el focus int, y se
utilizaron partidores que abarcaron la zona de recombinacién y el DNA gendmico no
recombinante, tal como se representa en la Figura 15. Por lo tanto, si el mutante era
heterocigoto para la mutacion se obtendria un fragmento de aproximadamente 1.400
pb que corresponderia a la amplificacién del locus int del cromosoma homdlogo intacto.
Por otro lado, también era esperable que los partidores amplificaran el focus int del
cromosoma homélogo donde ocurrié la integracién del fragmento, pero se utilizé un
tiempo de elongacion de 3 min y la reaccién de amplificacion fue con la enzima Tag
DNA polimerasa (1 kb por min), por lo tanto, el fragmento esperado de
aproximadamente 6.200 kb que corresponde al focus int interrumpido con ambos

modulos de expresion no seria amplificado. Debido a que se amplificd un fragmento de
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aproximadamente 1.400 pb en todas las cepas mutantes y anteriormente se habia
determinado la presencia de ambos mdédulos (del gen de la enzima de la ruta del MVA
y del gen que otorga resistencia al antibiético) en el locus int de los transformantes, se

comprobd que todos eran heterocigotos para la mutacion.

A continuacion se evalué el efecto de la incorporacion de una copia adicional de
un posible gen de la ruta del MVA en las cepas, en cuanto a la cantidad y composicion

de los pigmentos y esteroles luego de 36 h y 120 h de crecimiento.

A) Representacion del locus int

gDNANo _
Cadif Q‘J;JA

[1s!
Médulo gen enzima MVA + Médulo gen resistencia

v v
gONA gDNA No
Codif gONA  gDNA No gONA No gDNA [23]
+ Codif Codif. ¢ +

[
b 4

8] ]

B) Amplificacion de zona de integracion

Figura 15. Integracion del fragmento que posee el médulo de expresion de
un gen de la ruta del MVA (ERG710 A, ERG10 B o tHMGR) y el médulo que
confiere resistencia a higromicina B en el locus int del genoma de X.
dendrorhous. A) Representacion del locus int en mutantes heterocigotos. Se
presenta el locus int en los cromosomas homélogos, donde la integraciéon del
fragmento ocurrié sélo en uno de los dos alelos. Las flechas y los rectdngulos en rojo
indican el DNA gendémico no codificante (JDNA No Codif.) que permite la
recombinacion homdloga, y en consecuencia, la integracion del fragmento en el locus
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int. Ademds, en rectangulos de color verde claro se presentan regiones de DNA
gendmico no recombinante (gDNA) rio arriba y rio abajo del focus int. El médulo del
gen a sobreexpresar estd compuesto por flechas de color verde obscuro que
corresponden al promotor y terminador del gen a sobreexpresar, y esite Udltimo es
representado por la flecha de malla azul, mientras que el mddulo que confiere
resistencia a higromicina B estd compuesto por flechas azules que corresponden al
promotor y terminador del gen que otorga resistencia a higromicina B, y este tltimo es
representado por la flecha de malla anaranjada. Las flechas negras con angulo recto
indican los partidores utilizados que amplifican un fragmento de aproximadamente
1.400 pb en el cromosoma homélogo donde no se integrd el fragmento transformante.
B) Amplificacién por PCR del locus int en mutantes y cepa UCD 67-385. Los
partidores amplifican el fragmento de menor tamafio (aprox.1.400 pb) correspondiente
al locus int del cromosoma donde no hubo un evento de recombinacion homologa en
cada mutante, desde los carriles 1 al 4. Carril 1=385-ERG10 A, carril 2=385-ERG10 B,
carril 3=385-tHMGR, 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. Evaluacidn del efecto del aumento de la dosis de los genes ERG10 A, ERG10
B, y tHMGR en la composicién 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. dendrorhious, se realizé una curva de crecimiento en
medio YM por 5 dias a 22°C en agitacion constante. De la curva se exirajeron
muestras luego de 36 h y 120 h de crecimiento, para posterior andlisis en cuanto a
produccién de carotenoides y esteroles. La cantidad de carotenoides y esteroles se
evalué mediante la determinaciéon de la absorbancia a 474 nm y 280 nm,
respectivamente; mientras que la composicién de éstos se analizé por cromatografia
en fase reversa (RP-HPLC). En un experimento se crecieron paralelamente bajo las
mismas condiciones y en triplicados la cepa silvestre UCD 67-385 y los mutantes 385-
ERG10 A, 385-ERG10 By 385-pXdVexp2; y en otro experimento, la cepa silvestre y

los mutantes 385-tHMGR y 385-pXdVexp2.
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3.1 Fenotipo y curva de crecimiento

El efecto de la sobreexpresion de cada gen solo se evidencié a simple vista en
el cambio de fenotipo de la cepa mutante 385-tHMGR respecto a la cepa silvestre UCD
67-385, donde la primera sobreexpresaba el fragmento del gen que codifica el dominio
catalitico de la enzima HMGR. En cambio las cepas mutantes 385-ERG10 A, 385-
ERG10 By 385-pXdVexp2 no mostraron un cambio evidente en el fenotipo de color

comparado con la cepa silvestre (Figura 16).

\-i!. 385-ERG10 A
\ _ . UCD 67-385 §
\ : o 4
\\ 385-tHMGR N/

Figura 16. Comparacion de fenotipos entre las cepas mutantes y silvestre
de X. dendrorhous. Placa agar-YM, donde: 385-ERG710 A: mutante donde se
sobreexpresa el gen ERG10 A que codifica a la tiolasa A, 385-ERG70 B: mutante
donde se sobreexpresa el gen ERG10 B que codifica a la tiolasa B, 385-tHMGR:
mutante donde se sobreexpresa el fragmento del gen que codifica el dominio catalitico
de HMGR, 385-pXdVexp2: mutante con modulo de expresion de la enzima de la ruta
del MVA vacio, y cepa silvestre UCD 67-385.
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En cuanto al crecimiento (Figura 17), los mutantes 385-ERG10 A, 385-ERG10
B, 385-pXdVexp2 y 385-tHMGR, no presentaron diferencias significativas respecto a la

cepa silvestre UCD 67-385 en las distintas fases de crecimiento durante 5 dias.

A)
$— t7 § - l
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T ” 1 ’
= : 2
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Ed
Tiempo [h)
—9— 2B5-tHMGE —@— 3B5-pXdVexpl

Figura 17. Curvas de crecimiento. A) Cultivos paralelos de mutantes 385-
ERG10 A, 385-ERG10 B y 385-pXdVexp2, y la cepa silvestre UCD 67-385. B)
Cultivos paralelos de mutantes 385-tHMGR 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 dias de
crecimiento que fue monitoreado a 600 nm. Las cepas se cultivaron en medio YM a
22°C en agitacion constante. Las flechas indican los tiempos en que se tomé una
muestra de cultivo para andlisis posteriores. Los valores son el promedio + desviacion
estandar de 3 cultivos independientes de cada cepa estudiada.

3.2 Cantidad y composicion de pigmentos

Se menciond anteriormente que se realizaron dos experimentos de curvas de
crecimiento, y en consecuencia dos andlisis de muestras independientes. En ambos
experimentos se utilizd como controles la cepa silvestre UCD 67-385 y la cepa mutante
385-pXdVexp2, y se determind que enire esias cepas no existen diferencias
significativas en la produccién y composicion 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 incubacién junto con las cepas 385-ERGT10 Ay 385-ERG10 B,
las cepas UCD 67-385 y 385-pXdVexp2 produjeron un 75,4 % y un 74,4 % de
astaxantina (respecto al total de carotenoides), respectivamente (Tabla 6). A las 120 h
de incubacion junio con el mutanie 385-tHMGR, las cepas UCD 67-385 y 385-
pXdVexp2 produjeron un 74,9 % y un 73,7 % de astaxantina {respecto al total de

carotenoides) (Tabla 7).
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Las cepas 385-ERG10 A y 385-ERG10 B, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad y composicién de carotenocides respecto
a la cepa silvestre UCD 67-385, siendo la astaxantina e! pigmento principal producido
tanto a las 36 h como a las 120 h de cultivo. El mutante 385-ERG10 A produjo un 68,7
% de astaxantina (respecto al total de carotenoides) a las 120 h de cultivo y el mutante
385-EAG10 B, un 73,8 % de astaxantina (respecto al total de carotenoides) en el
mismo tiempo de cultivo. La composicién y cantidad de pigmentos producidos por

estas cepas se presenta en la tabla 6.

Por el contrario, la cepa 385-tHMGR presenté diferencias significativas en la
cantidad de pigmentos, pero sélo a las 120 h de cultivo {(Prueba t-student; p<0,01).
Produjo 2,1 veces mas carotenoides que la cepa silvestre UCD 67-385 (en la Tabla 7
se observa que la cepa 385-tHMGR produjo 731,4 ppm y la cepa silvestre 346,6 ppm a
las 120 h de cultivo). Ademas, la composicion de los pigmentos se alteré tanto a las 36
h como a las 120 h de cultivo, aunque como se menciond, la cantidad de pigmentos fue
significativamente mayor sélo a las 120 h de cultivo. En la Figura 18 se presentan
graficamente los pigmentos producidos agrupados de acuerdo a su estructura quimica
alas 36 h y 120 h de cultivo. A las 36 h, el mutante 385-tHMGH produjo
significativamente menos astaxantina respecto a la cantidad total de pigmentos, en
comparacion a la cepa silvesire UCD 67-385. El mutante produjo un 44,6 % de
astaxantina, mientras que la cepa silvestre produjo un 59 % del mismo pigmento. En
este mismo tiempo de cultivo, los otros carotenoides biciclicos distintos a astaxantina
(fenicoxantina, cantaxantina, OH-equinona, equinenona, 3-caroteno) y los carotenocides
aciclicos (licopeno, fitoeno) no variaron significativamente. En el mismo mutante, a las

120 h de cultivo la astaxantina se redujo a un 16,5 % (respecto al total de pigmentos), y
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esta vez los otros carotenoides biciclicos distintos a astaxantina aumentaron
significativamente alcanzando un 75 % del contenido total de pigmentos producidos, en
comparacion a la cepa UCD 67-385 donde estos pigmentos alcanzaron

aproximadamente un 19 %.

A)
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Astaxantina Otros Carotenoides Otros
Carotenoides Aciclicos Carotenoides
Biciclicos
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Figura 18. Porcentaje de carotenoides respecto a los carotenoides totales
en las cepas mutantes 385-tHMGR y 385-pXdVexp2, y cepa silvestre UCD 67-385.
A) Composicion de pigmentos luego de 36 h de cultivo. B) Composicion de
pigmentos luego de 120 h de cultivo. Otros carotenoides biciclicos: fenicoxantina,
cantaxantina, OH-equinona, equinenona y (-caroteno. Carotenoides aciclicos: licopeno
y fitoeno. Los valores son el promedio + desviacién estandar de 3 cultivos
independientes de cada cepa (Prueba t-student; **p<0,01; *p<0,05).
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3.3 Cantidad y composicion de esteroles

Retomando lo mencionado anteriormente, la cantidad y composicién de los
pigmentos no presenta diferencias significativas entre la cepa silvestre UCD 67-385 v
la cepa mutante 385-pXdVexp2, en ambos experimentos realizados. Sumado a esto, la
cantidad y composicion 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-ERG10 A y 385-ERG10 B (Tabla 8). Cuando se incubaron junto al mutante
385-tHMGR, produjeron 2,9 y 3,5 mg de ergosterol por g de peso seco de levadura,

respectivamente (Tabla 9).

Tabla 8. Composicién de esteroles de las cepas mutantes y silvestre de X,
dendrorhous (mg/g peso seco de levadura) de acuerdo a su perfil RP-HPLC.

Cepas X, dendrorhous

ucb 67-385 385-pXdVexp2 385-ERGI0 A 385-ERGIOB

Tiempo de cultivo {h) 36 120 36 120 36 - 120 36 120

Total ergostercl (100%) 4,9 =06 35x04 50+04 38:x0,1 4706 39=02 47+0,3 39=x0,1

La tabla muestra el promedio + desviacién estandar de tres cuitivos independientes de cada
cepa.

Tabla 9. Composicion de esteroles de las cepas mutantes y silvestre de X.
dendrorhous (mg/g peso seco de levadura) de acuerdo a su perfil RP-HPLC.

Cepas X. dendrorhous

UCD 67-385 385-pXdVexp2 385-tHUGR
Tiempo de cultivo (h) 36 120 36 120 36 120
Ergosterol 3,5+0,3 2,9 + 0,03 3,8 + 0,08 3,5+0,2 4,9 +0,04 4,2 +0,01
Pico 2 ND ND ND ND 0,4 + 0,04 0,7 +0,01
Total esteroles (100%) 3,5+0,3 2,9+0,09 3,8 20,08 3,5=0,2 52x04 4,9x0,8

La tabla muestra el promedio + desviacidn estandar de tres cultivos independientes de cada
cepa. Pico 2: Intermediario de la biosintesis de ergosterol presente en cromatograma. (Figura
19.}
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Sin embargo, la cepa 385-tHMGR presentd 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-tHMGR, 385-pXdVexp2 y UCD 67-385 a las
36 h y 120 h de cultivo, y se destaca que 385-tHMGR produjo 1,5 vy 1,4 veces mas
esteroles que las cepas UCD 67-385 y 385-pXdVexp2 a las 36 h, respectivamente; y
1,7 y 1,4 veces méas respecto a las mismas cepas a las 120 h de cultivo (Prueba t-
student; p<0,05). Es importante mencionar que en el andlisis de composicién de
esteroles mediante RP-HPLC se observd que el mutante 385-tHMGR acumula un
segundo esterol, cuyo tiempo de retencion aproximado es de 12 min (pico 2 en la Tabla
9), ademas de ergosterol (tiempo de retencion aproximado de 14 min, pico 1); por lo
tanto, a diferencia de [a cepa silvestre el ergosterol sélo alcanzd un 93,5 % alas 36 hy
un 85,7 % 120 h de cultivo, respecto al total de esteroles producidos. La Figura 19
muestra el cromatograma obtenido desde las muesiras de esteroles donde se pueden
apreciar dos picos en la cepa 385-tHMGR (picos 1 y 2} a diferencia de la cepa silvestre

{pico 1) que sélo muestra un pico que corresponde a ergosterol.

Para identificar el esterol adicional que acumula la cepa 385-tHMGR, se
analizaron muestras de esteroles de los mutantes 385-tHMGR y CBS-cyp61, donde
este Ultimo presenta una mutacién 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 podrian 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 lo tanto, el esterol adicional a ergosterol producido por el mutante 385-

tHMGR podria corresponder a ergosta-5,8-dien-3-ol de acuerde a su tiempo de
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retencion de aproximadamente 12 min y de acuerdo a la sobreposicion de picos

cuando ambas muestras se co-inyectan.

300 -
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300: ." l‘
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Figura 19. Analisis de esteroles por RP-HPLC de las cepas UCD 67-385,
385- tHMGR y CBS-cyp61“. Los cromatogramas (a 280 nm) corresponden a esteroles
extraidos desde las cepas mutantes 385-tHMGR y CBS-cyp61”, y la cepa silvestre
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UCD 67-385. Los picos en los cromatogramas se enumeraron del 1 al 3. Cepas: A)
UCD 67-385, el pico 1 corresponderfa a ergosterol, B) 385-tHMGR, el pico 1
corresponderfa a ergosterol y el pico 2 a otro esterol, C) CBS-cyp617, presenta una
mutacién 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
podrian corresponder a ergosta-5,8-dien-3-ol (pico 2) y ergosta-5,8,22-trien-3-ol (pico
3) (Loto y col., 2012), D) Co-inyeccion de muestras de esteroles de 385- tHMGR y
CBS-cyp61°.

4. Andlisis de expresién de genes de la ruta del mevalonato y otros genes

involucrados en la carotenogénesis.

Con el fin de confirmar que efectivamente la integracion de una copia adicional
de cada gen tiene como consecuencia un mayor nivel de transcrito de dichos genes, se
determiné la expresion relativa de los genes ERG10 A, ERG10 B y tHMGR por RT-
gPCR 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-tHMGH se evalud el nivel de los transcritos
de los genes carotenogénicos crtS y crif, ya que justamente se encontraron mayores
diferencias en la proporcion de carotenoides involucrados en el paso controlado por

dichos genes.

Se analizé el nivel de expresidn de los genes ERG10 A, ERG10 B, HMGR, criS
y crif? en la cepa silvestre UCD 67-385 y en la cepa mutante 385-pXdVexp2. El nivel
de transcrito de cada gen se normalizo 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
utlizando 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 utilizd la cepa 385-pXdVexp2 como control para evaluar los niveles de
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transcritos en los mutantes 385-ERG10 A, 385-ERG10 By 385-tHMGR. Se determind
que la cepa 385-pXdVexp2 es un buen control, pues es resistente al antibitico
higromicina B al igual que los mutantes de sobreexpresion, y la cantidad/composicion
de carotenoides y esteroles no varian 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
ERG10 A en el mutante 385-ERG10 A fueron 4,3 y 4,9 veces mayores que la cepa
control, después de las 36 h y 120 h de cultivo, respectivamente. Por otro lado, los
niveles de transcrito alcanzados por el gen ERG70 B en el mutante 385-ERG10 B
fueron 2,6 y 3,2 veces mayores que la cepa control, a las mismas horas de cultivo.
Adicionalmente, se observo que el nivel de transcrito alcanzados por HMGR en ambas

cepas mutantes no es significativo.

6 * E36h w120h

Nivel relativo de transcrito

ERGI0OA ERG10B HMGR ERGIOA ERGIOB HMGR

385-ERG10A 385-ERG10B

Figura 20. Analisis de los niveles de transcrito de los genes ERG10 A,
ERG10 B y HMGR en los mutantes 385-ERG10 A 385-ERG10 B. Los niveles de
transcrito de los genes ERG10 A, ERG10 B y HMGR, se determiné por RT-qPCR
normalizada a la expresion del gen ACT, después 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 expresion del gen
HMGR en el mutante 385-tHMGR fueron 4,1y 6,3 veces mayores que la cepa control,
alas 36 h'y 120 h. Ademas, los niveles de transcrito de los genes carotenogénicos crtS
y crtA disminuyeron significativamente 2,1 y 2,3 veces, respectivamente: en relacion a
la cepa control a las 36 h de cultivo. Sin embargo, a las 120 h sélo la expresién del gen
crtA disminuyd significativamente 2,7 veces respecto a la cepa control. No se observan
diferencias significativas en los niveles de transcrito de los genes ERG10 Ay ERG10 B

en el mutante 385-tHMGR (Figura 21).

10
we W 36h w120h

g s

Nivel relativo de transcrito
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Figura 21. Analisis de los niveles de transcrito de los genes HMGR,
carotenogénicos crtR y crtS, ERG10 A y ERG10 B en el mutante 385-tHMGR,
luego de 36 h y 120 h de cultivo. Los niveles de transcrito de los genes HMGR, crtR,
crtS, ERG10 Ay ERG10 B se determinaron por RT-qPCR y se normalizaron respecto
al transcrito del gen ACT, después de 36 h y 120 h de cultivo. A su vez, los niveles de
transcrito normalizados de cada gen en el mutante 385-tHMGR, se normalizaron con
los niveles respectivos del mutante 385-pXdVexp2 (Linea horizontal =+1, e =-1).
(Prueba t-student; **p<0,01; *p<0,05).
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PISCUSION

En este seminario de tesis se estudio el efecto de ia sobreexpresién de genes
codificantes de enzimas de la ruta del MVA en la produccién de carotenoides y
esteroles de X. dendrorhous. En particular, se evalud el efecto de la sobreexpresidn del
posible gen codificante de la acetoacetil-CoA tiolasa, ERG10 Ay ERG10 B, la primera
enzima de la ruta, y la sobreexpresion del fragmento del gen que codifica el dominio
catalitico de la HMGR, siendo ésta la tercera enzima de la ruta de! MVA. El efecto de la
sobreexpresion de estos genes no habia sido estudiado particularmente en esta
levadura, pero en forma paralela al desarrollo de este seminario de titulo, se publicé un
articulo donde se sobreexpresé el gen que codificaria a la acetoacetil-CoA tiolasa y el
gen que codifica a la HMGR de la ruta del MVA de X. dendrorhous (Hara y col., 2014).
Sin embargo, lo resultados reportados en este seminario difieren a lo informado por

estos autores, y seran discutidos.

En general, la sobreexpresion de los genes ERG10 Ay ERG10 B no tiene un
efecto significativo en la produccién de carotencides y esteroles, mientras que con la
sobreexpresion del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de HMGR se
obtiene un cambio significativo en esta produccién. Por el contrario, en el estudio de
Hara y col., (2014), la sobreexpresion del gen que posiblemente codifica a la tiolasa de
la ruta del MVA y que posee un 98 % de identidad con el gen ERG10 B identificado en
nuestro laboratorio, y la sobreexpresién del gen que codifica a HMGR, aumentan leve e
igualmente el contenido intracelular y la concentracién volumétrica de astaxantina
luego de 72 h de cultivo. Sin embargo, no queda claro si esta cantidad se refiere al

contenido total de carotenocides producidos por las cepas, y tampoco si la
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sobreexpresion fue del gen que codifica a HMGR o sélo la porcién de éste 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 sobreexpresion del gen que codifica a la posible tiolasa de la
ruta del MVA, se produce alrededor de un 74 % de astaxantina en fase estacionaria, y
no varfa significativamente de la cepa silvestre. Mientras que en el mutante donde
ocurre la sobreexpresién del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de
HMGR (385-tHMGR), la astaxantina solo representa el 16,5 % bajo las mismas
condiciones de cultivo. Por otro lado, si el aumento se refiere a los carotenoides totales
producidos, el resultado también discrepa, ya que en el mutante donde ocurre la
sobreexpresion del gen que codifica a [a tiolasa, la produccién de carotenoides no varia
significativamente de la cepa silvestre, mientras que 385-tHMGR produce 2,1 veces

mas carotenoides que la cepa silvestre.

Existen estudios que han obtenido resultados similares a los de esta tesis, por
ejemplo, se ha observado que la sobreexpresion del gen codificante de la acetoacetil-
CoA tiolasa citoplasmatica de S. uvarum en S. cerevisiae y en la misma S. uvarum, 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 informd que la
sobreexpresion conjunta de los genes codificantes de la acetoacetil-CoA tiolasa y de la
enzima HMGR (gen HMGZ2) en S. cerevisiae; si bien aumenta el contenido de
esteroles, esto no se debe al efecto de [a sobreexpresién del gen de la acetoacetil-CoA
tiolasa (Dimster-Denk y Rine,. 1996). Por lo tanto, llama la atencién que en el estudio
de Hara y col., (2014) Ia sobreexpresion del gen que codifica la enzima HMGR, tenga

el mismo efecto que la socbreexpresién del gen que codifica a la posible acetoacetil-
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CoA tiolasa, ya que es esperable que la sobreexpresién de un gen que codifica una
enzima considerada un paso limitante en la ruta del MVA, favoreceria el flujo de
metabolitos por ésta. En efecto, se ha informado que HMGR tiene un rol critico en la
produccidn de moléculas derivadas desde el MVA (su producto) (Hampton y col., 1996)
y la sobreexpresion del gen que la codifica aumenta el suministro de FPP (Yan y col.,
2012), que a su vez es precursor de las rutas de sintesis de carotenoides y esteroles.
Por lo tanto, también es razonable inferir que si se sobreexpresa el gen que codifica
una HMGR carente de la regién N-terminal que posee un dominio conocido como SSD
(Sterol Sensing Domain) requerido en la regulacién de la degradacién de la enzima
(Theesfeld y col., 2011; Burg y Espenshade., 2011), se genera una HMGR
cataliticamente activa, no asociada a membrana y no regulada por esteroles (DeBose-
Boyd R., 2008), lo que tendria un efecto significativo en las rutas metabdlicas de
biosintesis de carotenoides y esteroles debido a que ambas vias utilizan como
precursor al |IPP derivado de la ruta del MVA. Precisamente, la expresion de sdlo la
porcion del gen que codifica el dominio catalitico de HMGR tiene un efecto en la ruta
de sintesis de carotenoides y esteroles, ya que en nuestro laboratorio previamente se
evaluo la funcionalidad de este fragmento en una cepa recombinante de la levadura S.
cerevisiae productora de B-caroteno, logrando un incremento de 3 y 2 veces en la
produccion de carotenoides y ergosterol, respectivamente. (Loto., 2015). Naturalmente,
la sobreexpresion de este fragmento de gen tiene un efecto similar en la cepa de X
dendrorhous, donde la produccion de carotenoides y esteroles aumenta de 2,1y 1,7
veces, respectivamente, luego de 120 h de cultivo. Sin embargo, este aumento no es
significativo en la produccién de carotenoides luego de 36 h de cultivo. Justamente, se
espera que la diferencia en la produccion se presente luego de las 36 h de cultivo,

donde particularmente la cepa 385-tHMGR alcanza la fase exponencial tardia de
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crecimiento, fase en la cual se ha observado que los niveles de expresién de los genes
carotenogénicos aumenta y corresponderia con la induccién de la carotenogénesis en
X. dendrorhous (Loto y col., 2012). En particular el gen HMGR alcanza un maximo nivel
de transcrito y una mayor actividad especifica, que luego disminuye aunque la
concentracion intracelular de carotenoides sigue aumentando (Loto., 2015). Por lo
tanto, es esperable que el aumento significativo en la produccién de carotenoides sdlo
se haya observado luego de 120 h de cultivo en la cepa 385-tHMGH respecto a la cepa
silvestre. Por ofro lado, el efecto de la sobreexpresion en la composicién 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 [a cepa silvestre.

En fase estacionaria, la cepa silvestre de X. dendrorhous ademas de
astaxantina, también acumula B-caroteno y otros intermediarios de la ruta de sintesis
en una menor proporcion (Verwaal y col., 2007). LLuego de 36 h y 120 h de cultivo, la
cepa silvesire produce aproximadamente un 60 % y 75 % de astaxantina,
respectivamente, mientras que en el mutante 385-tHMGR la produccion de astaxantina
disminuye aproximadamente a un 45 % y 17 %, respectivamente. Especificamente, a
las 120 h de cultivo se registra un aumento en la produccion de carotenoides biciclicos
distintos a astaxantina, entre ellos el B-caroteno, los cuales alcanzan un 73 % del
contenido total de pigmentos producidos en comparacién con la cepa silvestre donde
estos pigmentos alcanzan aproximadamente un 20 %. Ademas, en el mutante 385-
tHMGR se produce una disminucion en el nivel de transcrito de los genes
carotenogénicos criR y criS, los que precisamente codifican las enzimas que

intervienen en la conversién del B-caroteno en astaxantina: la astaxantina sintasa,
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codificada por el gen crtS que requiere de Ia citocromo P450 reductasa, codificado por
el gen crtA para la conversidn de B-caroteno en astaxantina en X. dendrorhous
(Alcaino y col., 2008, Alcaino y col., 2012). Por lo tanto, la disminucién 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 fraccidn

de B-caroteno (y disminucién de la fraccidn de astaxantina).

Por ofro lado, es esperable que la disminucién en el nivel de transcrito del gen
crtA tenga algin 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 delecién del gen que codifica a CYP51,
una citocromo P450 reductasa involucrada en [a ruta de sintesis del ergosterol,
aumenta el nivel de transcrito del gen crtR (Leiva., 2015). Entonces, se puede inferir
que si el nivel de expresion del gen crfR esta disminuido, la produccién de esteroles
también se veria disminuida, pero esto no sucede en mutante 385-tHMGR. Al parecer,
la sobreexpresidn del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de HMGR
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 asi de
carotenoides. Ademas, se ha informado que esta citocromo P450 reductasa al parecer
es esencial para la sintesis de astaxantina, no asi para la sintesis de ergostero!

(Gutiérrez., 2014).

El conocimiento de la regulacion de la ruta sintesis de ergosterol en X.
dendrorhous, 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

controlaria un paso metabdlico posterior a CYP51 y posiblemente alguno de los pasos




finales de la ruta que concluye con la produccidn de ergosterol. La delecidn del gen
CYP61 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-tHMGR posiblemente acumula ergosta-5,8-dien-3-ol, reduciendo la
proporcion de ergosterol a aproximadamente un 94 % y 86 %, luego de las 36 hy 120
h de cultivo, respectivamente. Por lo tanto, existiria la acumulacién de un intermediario,
posiblemente al final de la ruta de sintesis de ergosterol. Este resultado difiere un poco
de otros estudios, donde la sobreexpresién del fragmento del gen que codifica el
dominio catalitico de HMG1 en la levadura S. cerevisiae, genera la acumulacién de
escualeno, el primer esterol de la ruta (Polakowski y col., 1998). Ademas, es esperable
que la produccidn de esteroles se reduzca en las cepas mutante y silvestre, ya que se
ha observado que existe una disminucién en la tasa de formacién de esterol en fase

estacionaria (Leiva., 2015).

Por otro lado, la localizacion de las tiolasas codificadas por ERG10 Ay ERG10
B no es completamente clara mediante el anadlisis bioinformatico. Sin embargo, la
evidencia experimental permite vincular una funcion a estas enzimas, es decir, como
acetoacetil-CoA tiolasa o como 3-cetoacil-CoA tiolasa, como se discute a continuacién
para los genes ERG10 Ay ERG10 B. En general, estas enzimas estarian involucradas

en la B-oxidacién de &cidos grasos y en la ruta del MVA.

En primer lugar, respecto a la ruta del MVA, la sobreexpresion del gen que
codificarfa a la tiolasa de esta ruta conduciria a una mayor cantidad de la enzima
acetoacetil-CoA tiolasa disponible para la sintesis de acetoacetil-CoA a partir de la

condensacion de dos moléculas de acetil-CoA. Por [o tanto, la sobreexpresién del gen

que posiblemente codifica a la tiolasa de la ruta del MVA, en particular el gen ERG10




B, tendria un leve efecto en la ruta. No obstante, el andlisis bioinformatico de la tiolasa
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-oxidacién de los dcidos grasos en ese organelo en
levaduras (Shen y Burger., 2009). Esta tiolasa posee residuos aminoacidicos 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 amplia en su definicién para ser utilizado de forma fiable como un factor
determinante en la localizacién peroxisomal de una proteina. Ademés es probable que
en X, dendrorhous existan otras secuencias consenso de localizacién sub-celular que
aun no han sido descritas. Por otra parte, en el arbol filogenético, ia tiolasa B se agrupa
con las acetoacetil-CoA tiolasas que se localizan en el citoplasma y en la mitocondria,
involucradas en rutas de sintesis de esteroles y cuerpos ceténicos, respectivamente
(Peretd y col., 2005), siendo la segunda ubicacién descrita en las células animales
(Peretd y col., 2005; Anbazhagan y col., 2014). Entonces, si ERG70 B efectivamente
codifica a la tiolasa involucrada directamente en la ruta del MVA, su sobreexpresion no
conduciria a cambios significativos en la produccién de esteroles y carotenoides
posiblemente porque se ha reportado que la reaccion catalizada por HMGR es el paso
limitante en Ia ruta del MVA en hongos (Andrade-Pavon y col., 2014), pues es una
enzima altamente regulada en distintos niveles (DeBose-Boyd., 2008). Ademas, en
este seminario la sobreexpresidén de ERG10 B no afecta el nivel de transcrito de

HMGR.

Se infiere que el gen que codifica a la tiolasa de la ruta del MVA en X

dendrorhous debe de ser esencial, tal como se ha descrito en S. cerevisiae. Ademas,




hasta el momento sélo se ha logrado obtener un mutante heterocigoto del ERG70 Ben
X. dendrorhous (no se ha logrado obtener un mutante homocigoto) (Werner., 2015),
que a simple vista no muestra cambios significativos en la pigmentacion. Sin embargo,
se podria esperar que esta delecion favoreceria de cierta forma a las rutas metabdlicas
que utilizan acetil-CoA como sustrato, en particular la ruta de sintesis de dcidos grasos,
ya que se ha informado una relacién inversa entre esta ruta y la ruta de sintesis de
carotenoides. Por ejemplo, en cepas de Phaffia rhodozyma sobreproductoras de
astaxantina disminuye significativamente el contenido total de dcidos grasos (Miao y
col., 2010a, 2010b; Xiao y col., 2015) y levemente el contenido de ergosterol (Miao y
col., 2010a, 2010b), ademds se ha demostrado que el bloqueo de las rutas de sintesis
de ergosterol y &cidos 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 ticlasa A, codificada por el gen ERG10 A,
no se detecta un posible PTS. Por lo tanto, es probable que esta enzima esté
involucrada en la ruta del MVA, ya que adem&s es soluble en medio acuoso de
acuerdo al analisis bioinformatico y recientemente se describié que la delecidn
homocigota del gen ERG10 A afecta la produccion de carotenoides, generando una
cepa mutante fenotipicamente distinta a [a cepa silvestre, pero esta delecién no altera
significativamente [a cantidad/composicion de los esteroles en la levadura X
dendrorhous (Werner., 2015). No obstante, en el arbol filogenético 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 mas, se ha descrito que

proteinas sin una sefial de destino al peroxisoma pueden translocarse a la matriz de
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éste por un mecanismo de acoplamiento con otras protefnas que posean un PTS
(Olivier y col., 2000), y como se mencioné anteriormente, es probable gue en X
dendrorhous existan otras secuencias consenso de localizacién sub-celular. Un reporte
que apoya la posible localizacion peroxisomal de la tiolasa A, es que la B-oxidacion
facilita la utilizacién de lipidos en ausencia de glucosa, ya que este carbohidrato
reprime el ensamblaje del peroxisoma y la expresion de los genes involucrados en la B-
oxidacion de los &cidos grasos en algunos hongos (Kretschmer y col.,, 2012).
Precisamente, el nivel de expresién del gen ERG70 A es reprimido por glucosa
disminuyendo su nivel de transcrito hasta 120 veces, respecto de la cepa control, y
este valor se normaliza cuando la glucosa del medio de cultivo es consumida (Werner.,
2015). Ademas, el gen ERG10 A no es esencial, puesto que se obtuvo la delecion
hormocigota de este gen en X. dendrorhous (Wemer., 2015), y se ha descrito que en Ia
cepa haploide de S. cerevisiae, la delecion del gen que codifica a la tiolasa del
peroxisoma afecta la B-oxidacion de los acidos grasos, sin afectar la morfologia del
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
B-oxidacion de los dcidos grasos, aumentaria la cantidad de enzima disponible para
catalizar el (ltimo paso de la B-oxidacion de los acidos grasos, donde la degradacion
del 3-cetoacil-CoA por esta tiolasa, produce acil-CoA (n-2) y acetil-CoA (Beopoulos y
col.,, 2011), donde el dltimo producto es el sustrato de la tiolasa de la ruta del MVA, la
cual condensa dos acetil-CoA para generar acstoacetil-CoA (Hiser y col., 1994; Peretd

y col., 2005; Fox y col., 2014). Posiblemente, la sobhreexpresién de ERG10 A no tiene

efectos en la ruta del MVA, debido a que la reaccidn catalizada por HMGR es el paso




limitante, tal como se mencioné anteriormente para el caso de la sobreexpresién de

ERG10B.

Entonces, la delecién homocigota del gen ERG70 A afectarfa el suministro de
acetil-CoA hacia ia ruta del MVA, afectando las rutas de sintesis de carotenoides y
esteroles. No obstante, la delecién de este gen sélo afecta significativamente la
produccion de carotenoides (Werner., 2015). Esto lltimo es posible, debido a que la -
oxidacion de los dcidos grasos no es Ia tinica fuente de acetil-CoA. La conversién del
piruvato a acetaldehido y luego a citrato, produce acetil-CoA, ademas, en levaduras
oleaginosas como X. dendrorhous (Xiao y col., 2015), se ha identificado una ruta extra
de sintesis de acetil-CoA, donde el exceso de citrato derivado del ciclo de Krebs es
convertido a oxaloacetato + acetil-CoA en el citoplasma (Tehlivets y col., 2007). Pero el
acetil-CoA no es sustrato exclusivo de la ruta del MVA, sino también de la sintesis de
acidos grasos (Miao y col., 2010a), de la acetilacion de residuos de lisina en muchas
proteinas, contribuyendo a su estabilidad y funcién (Lee y col., 2011) y ademds es el
combustible el ciclo de Krebs (Berg y col., 2002). Por lo tanto, existitia una
competencia por el acetil-CoA por las diferentes rutas metabolicas, gue podria
reflejarse en un aumento en el nivel de transcrito del gen ERG10 B que codificaria la
tiolasa de la ruta del MVA. En efecto, cuando se deleta ERG10 A, el nivel de transcrito
de ERG10 B aumenta hasta 8,7 veces, respecto al control {Werner., 2015). Serian
privilegiadas aquellas rutas conducentes a la formacién de metabolitos primarios
involucrados directamente con la produccién de biomasa y energia. Particularmente, la
sintesis de carotenoides tendria un rol menor en el crecimiento, ya que se considera

que la astaxantina es producida como un metabolito secundario en Phaffia rhodozyma
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(An y col,, 1991; Choudhary y Johri., 2008), en consecuencia esto explicarfa la

disminucion de la produccién sélo de los carotenoides.

Entonces, basandose en todos estos antecedentes, es muy probable que los
genes EARG10 Ay ERG10 B codifiquen a una 3-cetoacil-CoA ticlasa y una acetoacetil-
CoA tiolasa, respectivamente. Sin embargo, el andlisis bioinformdtico de localizacién

sub-celular no es muy efectivo, pero no se descarta.

Finalmente, los resultados de este seminatio de tesis indican que la
sobreexpresién de genes que controlan la ruta del MVA favorece la produccién de
carotenoides en X. dendrorhous, en especial de genes que codifican enzimas que
controlan pasos limitantes en la ruta y que poseen una conocida regulacién por los
niveles de esteroles, como es el caso de HMGR. El conocimiento de la red metabdlica
de X. dendrorhous no es completa, y el entendimiento de la ruta de produccién de
carotenoides en esta levadura sigue siendo parcial. La sobreexpresién de genes no
regulados, por ejemplo por el nivel de estercles, favorece la produccién de
carotenoides en X. dendrorhous. Por lo tanto, este estudio también se podrfa abordar

desde en la comprensién de [a maquinaria que detecta los niveles de esteroles.
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CONCLUSIONES

La sobreexpresién de los genes ERG10 A y ERG10 B, que posiblemente
codifican enzimas que estan involucradas en la B-oxidacién de los dcidos
grasos y en la ruta del MVA, respectivamente, y que estarian controlando
etapas metabdlicas que preceden a HMGR, no tiene efecto en las rutas de
sintesis de carotenoides y esteroles.

La sobreexpresién del fragmento del gen que codifica el dominio catalitico de
HMGR favorece la produccién de carotencides y de esteroles en X.
dendrorhous, probablemente porque se genera una enzima cuya degradaci&')n
no puede ser regulada por los niveles de esteroles como ha sido reportado en

otras levaduras.
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