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RESUREN

Los citocromos P450 (P450s) representan una de las mas grandes  superfamilias

de  proteinas  y  estin presentes  en  todos  los  dominios  biol6gicos.  Para  la  catalisis,  las

enzimas  P450s  requieren  de  dos  electrones  que  son  transferidos  desde  NADH  y/o

NADPH  por  un  sistema  donador  de  electrones.  Los  sistemas  P450  (enzima  P450  +

donador  de  electrones)  se  clasifican  segtin  su  estructura  y  localizaci6n  sub-celular,

siendo   los   de   clase   11   (localizados   en   la  membrana  del   reticulo   endoplasmatico,

micros6micos), los mas abundantes en eucariontes. Los sistemas P450 de clase 11 estan

fomados  por  dos  proteinas  integrales  de  membrana:  la  enzima  citocromo  P450  y  la

citocromo  P450  reductasa  (CPR),  donde  el  flujo  de  electrones  en  la  enzima  CPR  va

desde el NADPH al FAD al FMN y finalmente a la enzima citocromo P450. En hongos,

las   enzimas   P450s   son   claves   en   el   metabolismo   primario,   secundario   y   en   la

detoxificaci6n de xenobioticos, y se ha logrado identiflcar un alto ntimero de genes que

codifican dichas enzimas. Sin embargo,  la gran mayon'a de las especies presenta s61o un

gen para CPR. Por lo tanto, la presencia de una tinica CPR podn`a no ser suficiente para

permitir   la   transferencia   de   electrones   necesarios   para   todo   el   P450oma   en   un

organismo. Por consiguiente, proteinas de sistemas redox altemativos, tales como la via

fomada por citocromo b5 reductasa (CBR) y citocromo b5  (CY85)  (via CBR-CY85),

desempefian un rol importante en este proceso. Existen evidencias del rol que cumple la

via CBR-CY85 en los sistemas P450 en cepas mutantes del gen de CPR en F. /wjz.kwroz.

y S.  cerew.s!.czc,  ademas de ensayos   z." vz.fro con CBR y CY85 de P.  chrysoxporz.win. En



1a levadura carotenog6nica X.  cZc#drorfeows se ham identificado  13 genes que codifican'an

P450s, de los cuales se ham caracterizado funcionalmente dos: el gen crfs que codifica a

la  enzima  astaxantina  §intasa  que  oxida  el  a-caroteno  formando  astaxantina  y  el  gen

Cyp6j, que codifica a la enzima C-22 desaturasa esencial en la biosintesis de ergosterol.

Por otra parte, se ha identificado el gen crfR de X.   de#drorfeows que codifica una CPR,

cuya mutaci6n  por intermpci6n  con un m6dulo  que  confiere  resistencia  a antibi6tico,

bloquea la sintesis de astaxantina. Considerando lo anterior, es interesante estudiar vias

altemativas   de   donaci6n   de   electrones   a  P450s,   como   la   via   CBR-CY85,   en  X

dendrorhous.

De esta manera, el objetivo de este trabajo fue estudiar la participaci6n de una via

donadora de electrones altemativa a citocromo P450 reductasa en los sistemas P450 de

X.  cZc7®cJrorfeo#s.  Para ello en primer lugar se analiz6 fenotipicamente una cepa lputante

cr£R-(CBSTr) y la cepa silvestre (CBS 6938) de la cual deriva. Se determin6 que la cepa

mutante  no  produce  astaxantina,  produce  una  menor  proporci6n  de  ergosterol  y  su

crecimiento  en  presencia  de  acido  benzoico  se  ve  mas  afectado  que  el  de  la  cepa

silvestre. Por otro lado, se realiz6 un analisis bioinformatico del genoma y transcriptoma

de X. deHdrowho#s, 1ogrando identificar los genes que posiblemente codificari'an CY85 y

CBR en esta levadura. Se encontr6 un gen que codifican'a una CBR (CBR|) y dos genes

que    codifican'an    CY85,    denominados    Cy85-I    y    Cy85-2,    donde    el    segundo

posiblemente   codifica   una   CY85    mitocondrial.    Ademas,    se   identific6    un   gen

(denominado IVRjJ que codifican'a una enzima con los dominios caracten'sticos de CPR,



excepto la regi6n de trans-membrana que permite el anclaje de CPR en la membrana del

retfculo endoplasmatico. Posteriormente se determinaron los niveles de transcrito de los

genes  identificados,  ademas  del crtji,  en la cepa CBSTr y la silvestre.  En general,  los

genes `Cy85-I, CBR~J y crtR presentan una mayor expresi6n en la cepa CBSTr que en la

silvestre,   y   el   gen  NRJ   no  presenta  diferencias   significativas   entre   ambas   cepas.

Adicionalmente, se determin6 la actividad citocromo c reductasa con NADPH y NADH

en ambas cepas, para lo cual fue necesario en primer lugar optimizar las condiciones de

preparaci6n de la fracci6n micros6mica (con proteinas activas) y el ensayo enzimatico.

Se  encontr6 que la actividad citocromo  c, reductasa de cada  cepa depende del tipo  de

cofactor:  la cepa CBSTr present6  mayor actividad con NADH y la cepa  silvestre con

NADPH.   Los  mayores  niveles  de  actividad  dependiente  de  NADH  junto  con  los

mayores niveles de expresi6n de CBjI-I y Cy85-I sugieren fuertemente la participaci6n

de  la  via  CBR-CY85  como  via  donadora  de  electrones  a  las  enzimas  P450  en  X.

de#drorfeows. Si bien esta via puede sostener rutas metab6licas donde participan enzimas

P450s, como la sintesis de ergosterol, no es capaz de sustentar la sintesis de astaxantina

en el "tz\rite crtR- de X. dendrorhous.



ABSTRACT

Cytochromes P450 (P450s) are one of largest superfamily of proteins, which are

present in all biological domains. For catalysis, the P450s enzymes require two electrons

that are transferred from NADH and/or NADPH by an electron donor partner, foming

the P450  system  (P450  enzyme + electron  donor).  In this  way,  the  P450  systems  are

classified according to their structure and subcellular localization, being the class 11, the

most abundant in eukaryotes. The P450 class 11 systems are composed by two proteins

that are anchored to the endoplasmic reticulum membrane (microsomal): the cytochrome

P450 enzyme and the cytochrome P450 reductase (CPR); the electron flow in CPR goes

from  NADPH  to  FAD  to  FMN  and  finally  the  P450  enzyme.  In  fungi,  the  P450s

enzymes are key in primary, secondary xenobiotics metabolism, and a large number of

genes  encoding  such  enzymes have identified.  However,  the majority  of species  have

only one CPR gene. Accordingly, the presence of a single CPR may not be enough to

allow  the  electrons  flow  to  all  the  P450oma  in  an  organism.  Therefore,  proteins  of

alternative redox partners, such as cytochrome b5 reductase (CBR) and cytochrome b5

(CY85) pathway (CBR-CY85). play an important role. For example, there is evidence

of the role of the CBR-CY85 via at P450 reactions in CPR mutant strains of F. Jiu.I.kz/ro!.

and S.  ccrevisz.czc.  Also,  I.#  vi.fro  enzymatic  assays  have been performed  with  the  CBR

and CY85 from P. chrysosporium.

In the genome of the carotenogenic yeast X.  de#drorfoo#s,  13 genes that encode

P450s have identified. However, only two have been functionally characterized: the crfs

xii



gene that encodes the astaxanthin synthase enzyme, which oxidizes P-carotene forming

astaxanthin,  and the Cyp6J  gene,  which encodes a C-22-desaturase that is essential in

the ergosterol biosynthesis. Furthemore, the X. de#czror7!ows CPR encoding gene (crtJi)

have been characterized and its mutation blocks the astaxanthin synthesis in this yeast.

Under  this  background,   it  is  interesting  to  study  alternative  P450s   electron  donor

partners, such as the CBR-CY85 via in X cJc#chorfec)#s. Thus, the aim of this work was

to study the role of this alternative P450 electrons donor pathway in X. dc#cJror7zows.

In  first  place,  phenotypic  characterizations  were  perfomed  on  a  crtR  mutant

strain   (CBSTr)   and  the   wild-type  parental   strain   (CBS   6938)   from  which  it  was

obtained.  It was  confirmed that the mutant strain does  not produce  astaxanthin,  but it

produces ergosterol  (although in less proportion that the parental strain) and its growth

in the presence of benzoic acid was more affected than parental strain. Furthemore, by

bioinformatics   analyses   over  the  X.   de#drowhows   genome   and   transcriptomes,   the

putative  CY85  and  CBR  genes  were  identified.  By  this  way,  a  CBR  encoding  gene

(CBji-  I)  and two CY85  encoding genes  (Cy85-I  and  Cy85-2, which the second one

possibly  encodes  a  mitochondrial  CY85),  were  isolated.  Furthermore,  the IVRJ  gene,

which  encodes  an  enzyme  that  has  the  CPR  characteristic  domains  except  the  trans-

membrane region that allows CPR to anchor to endoplasmic reticulum membrane, was

isolated.  Subsequently,  the transcript levels  of the identified  genes  (and  also  of crtR),

were quantified in the CBSTr and wild-type strains. In general, the Cy85-I, CBji-J and

cr£R transcript levels  were higher in CBSTr compare to the wild-type strain,  and IVRJ

xiii



transcript did not show significant differences between the two strains. Additionally, the

cytochrome c reductase activity was determined with NADPH and NADH as co factors

in  microsomes  prepared  from both  strains.  For  this,  it was  necessary  to  optimize  the

conditions  to  obtain  the  microsomal  fraction  with  active  proteins  and  the  enzymatic

assay. We found that the cytochrome c reductase activity in each strain depended on the

cofactor: the CBSTr strain showed higher activity with NADH and the wild-type strain

with NADPH.  The higher levels of NADH-dependent activity coupled with the higher

transcript levels of CBR-I and Cy85-I in CBSTr, strongly suggest that the CBR- CY85

via is involved in X.  dc#drorfao#s  as  an  alternative electron  donor pathway.  Although

this via can sustain metabolic pathways involving P450s enzymes, such as the ergosterol

synthesis, it is not able to sustain the astaxanthin synthesis in the X.  dc#drorfeows crjR-

mutant strain.



1.  INTRODUCC16N

1.1.Sistemas P450.

Los   citocromos  P450   (P450s   o  CYP)  representan  una  de  las   mas   grandes

superfamilias   de   proteinas   que   estin   presente   en   todos   los   dominios   biol6gicos

(Bemhardt,   2006).  La teminologfa P450  se debs a que originalmente se describieron

como pigmentos (P) y luego se encontr6 que correspondr'an a proteinas con grupo hemo

del tipo b que muestran una absorci6n maxima a 450 nm en su estado reducido cuando

esta unido a mon6xido de carbono, fomando el peak de Soret (Estabrook,  2003).  Los

tipo§  de  reacciones  que  pueden  realizar  este  grupo  de  protefnas  son  muy  diversas  y

segtin el organismo al que pertenezcan pueden contribuir en procesos vitales tales como

la   asimilaci6n   de   algunas   fuentes   de   carbono,   la   biosintesis   de   homonas   y   de

componentes   estructurales   de  las   c51ulas.   Ademas,  participan  en  la  biosintesis   de

metabolitos  secundarios  y  en  la  degradaci6n  de  xenobi6ticos  (Subramanian  y  cols.,

2010).   La   gran   diversidad   de   reacciones   catalizadas   por   estas   enzimas   incluyen

hidroxilaciones,  epoxidaciones.  deshalogenaciones,  desaminaciones,  N-oxidaciones  y

otras (Vergeres y cols.,  1995; Correia y cols.,  1973). La secuencia aminoacfdica entre las

enzimas  P450  de diferentes familias  puede  ser muy diversa,  encontfandose niveles  de

identidad  menores  a un  20  %  en  algunos  casos.  Sin  embargo,  su  topologia  general  y

estructura  tridimensional  son  altamente  conservadas,  lo  que  apunta  a  un  mecanismo

comtin  de  transferencia  de  electrones  y  de  activaci6n  de  oxfgeno  (Hasemann  y  cols.,

1995).  En contraste con  esto, las regiones  mas variables  son las  de reconocimiento de



sustrato   (Podust   y   cols.,   2001)   lo   que   pemite   que   las   P450s   sean   uno   de   los

catalizadores biol6gicos mas versatiles conocidos.

La  reacci6n  general  catalizada  por  estas  enzimas  es  la  siguiente,  donde  R

representa al sustrato: RH + NAD(P)H + H+ + 02 i> ROH + NAD(P)+ + H20 (Mansuy,

1998).  Para la oxidaci6n del sustrato,  las enzimas P450 requieren de dos electrones que

son  transferidos  desde  NADH  y/o  NADPH  por  un  sistema  donador  de  electrones.

Dependiendo  de  sus  componentes,  los   sistemas  P450  (enzima  P450  +  donador  de

electrones) se clasifican en cuatro clases principales (Figura I ):

Clase I

"A"6p'©o

Clase Ill

Cla§e ][

NAD(P)H      NAD(Pt-FADFMN                    P450

RTIIC| '.,,

Chase IV

Figura  1. Esquema de [a organizaci6n de los diferentes sistemas P450. nustraci6n de
los cuatro sistemas P450 donde se observan sus componentes  y organizaci6n.  En circulos
celeste se representan los dominios de P450s, ferredoxina (Fes) y de uni6n a FAD y FMN.
En rojo se enmarca el sistema de clase 11 o micros6mica, caracten'stico en eucariontes.



Clase I. Los  sistemas de clase  I tienen tres componentes:  i) una flavodoxina reductasa

que  contiene  FAD,  la cual  transfiere electrones  desde un piridr'n  nucle6tido  (NADH  o

NADPH) al segundo componente del sistema, ii) una ferredoxina.  Esta es una proteina

hierro-azufre y es la que reduce finalmente a iii) la enzima P450. En bacterias estas tres

proteinas son solubles, mientras que en eucariontes, la reductasa y P450 estan asociadas

a la membrana mitocondrial intema y s6lo la feITedoxina es soluble (Bemhardt,1996).

Clase 11. Los  sistemas P450s de clase 11 en su foma mss simple estin compuestos por

dos proteinas que  se encuentran ancladas a la cara extema del retl'culo endoplasmatico

por los residuos amino terminates. I,os dos componentes son:  i) la enzima P450 y ii) una

citocromo P450 reductasa (CPR).

Clase  Ill.  Esta  clase  de  sistema  P450  es  autosuficiente,  ya  que  una  sola  proteina

contiene  un dominio P450 y dominios diflavin reductasa (que  unen FMN y FAD)  que

capta electrones desde el NAD(P)H.

Clase IV. Esta tiltima clase de sistemas P450 tambi6n es autosuficiente. En este caso, la

regi6n  carboxilo  del  polip6ptido  posee  un  dominio  tipo  ferredoxina  que  acttia  como

/I."kcr  entre  el  dominio  monoflavin  reductasa  (que  une  FMN)  que  recibe  el  electr6n

desde NAD(P)H y lo transfiere al dominio P450 (Hannemann y cols., 2007).

Los  sistemas  P450 de clase 11 son los  mas abundantes en eucariontes  y como se

localizan  en  el  reti'culo  endoplasmatico,  tambi6n  se  conocen  como  micros6micos.  En

hongos,  las  P450s  son enzimas  claves en el  metabolismo primario,  secundario  y en  la

detoxificaci6n   de   xenobioticos   y   fitoalexinas   (Subramanian   y   cols.,   2010).   Estan
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fomados por dos protofnas ancladas a la membrana: i) la enzima citocromo P450 y ii) Ia

citocromo P450 reductasa (CPR). Las CPRs son flavoprotofnas que contienen un mol de

los grupos prostetico FAD y FMN por cada mol de protefna (Malonek y cols., 2004), los

que son necesarios para el flujo de electrones que van desde el NADPH al FAD luego al

FMN y finalmente a la enzima citocromo P450 (van den Brink y cols.,  1998). CPR tiene

una alta especificidad por NADPH versus NADH, siendo su afinidad por NADPH 4.000

veces  mayor (Iyanagi y Mason,  1973).  Su estructura consta de una pequefia regi6n de

transmembrana  en  su  extremo  amino  terminal  y  una  regi6n  citoplasmatica  de  cuatro

dominios: i) de uni6n a NADPH, ii) de uni6n a FAD, iii) conector y iv) de uni6n a FMN.

Este riltimo dominio es el que interactria con la enzima citocromo P450 (Wang y cols.,

1997).

Las  nuevas  herramientas  de  secuenciaci6n  masiva  y  el  creciente  ntimero  de

genomas que se han secuenciado, ha revelado un extenso repertorio de genes de enzimas

P450s (P450oma) en hongos. Es por ello que ha sido necesario desarrollar un sistema de

nomenclatura general para estas enzimas. Todas las enzimas P450 se denominan GYP,

seguido por un ntimero que representa a la familia a la cual pertenece, luego le sigue una

letra  que representa  a la  subfinilia  y finalmente,  un ntimero  que  corresponde  al  gen.

Asi,  aquellas  enzimas  que  presentan  una  identidad  mayor  al  40  %,  pertenecen  a  un

misma finilia y si la identidad es mayor al 55 %, pertenecen a la misma subfamilia. Se

ham  identificado  267  familias  con  mas  de  5.000  genes  y  dado  a  la  gran  cantidad  de

informaci6n que se ha reunido, ha sido necesario crear bases de datos especificas para

P450s. Entre ellas destacan,  Cyfochromc P450 Homepczge la cual recopila infomaci6n



de  secuencias  y  nomenclatura  de  P450s  de  todos  los  dominios  biol6gicos  (Nelson,

2009).  Una segunda base  de  datos  especializada  en secuencias  de P450  de hongos  es

F##ga/  Cy/ocferomc  P450 Dczfczbczsc  (Moktali  y  cols.,  2012),  mientras  que  la  base  de

datos  CYPED  (C}7fochromc  P450 E]7g!.#ceri.ng  Dczfczz7c!se)  ademas  integra  informaci6n

de estructuras  de P450s  (Fischer y cols.,  2006). Todas estas bases  de datos facilitan el

estudio de P450s, ya que son de libre   acceso y contribuyen para determinar la funci6n

de  ciertos  genes,  generar modelos  estructurales  y de  interacci6n entre protefnas,  entl.e

Otros.

En  contraste  con  el  alto  ninero  de  genes  de  P450s  que  puede  presentar  un

genoma,  en general solo hay un gen de CPR,  salvo  algunas pocas excepciones  (Lali y

cols.,  2008). Por lo tanto, la presencia de una CPR tinica podr'a no  ser suficiente para

permitir   la   transferencia   de   electrones   necesarios   para   todo    el   P450oma.    Por

consiguiente,  protefnas  de  sistemas  redox  altemativos  tales  como  la  via  formada  por

citocromo b5  (CY85)  y citocromo b5  reductasa (CBR)  (via CBR-CY85)  desempefian

un rol importante en este proceso. CBR es una enzima reductasa dependiente de NADH,

anclada al reticulo endoplasmatico (Schomburg y cols.,  1994)



En   cepas   mutantes   del   gen   de   CPR   del   ascomicete   Fwsarl.#m  /w/.I.kwro!.,

actividades de P450s involucradas en la biosintesis de giberelinas mostraron cambios en

su regioselectividad,  velocidad de reacci6n y fomaron productos altemativos  debido a

su  interacci6n  con  los  pc}r/"ers  recJor  altemativos:  CY85  y  CBR  (Troncoso  y  cols„

2008).   Por  otro   lado,   en   el   hongo   Pfea#crochac/c   chryfo5porl.4tm,   CBR   y   CY85

participan en  la funci6n  de CYP63A2  que es una P450 capaz de  oxidar hidrocarburos

policiclicos   aromaticos,   alquilo-fenoles   y   alcanos   (Khajamohiddin   y   cols.,   2011).

Tambi6n   se   demostr6   que   CY85   y   CBR   sostienen   la   actividad   de   CYP51   en

S¢cchflromyces  ccrcvi.5I.ac,  donde  CYP51  es  una  lanosterol  14ct-demetilasa esencial  en

la  sintesis  de  ergosterol  (Lamb  y cols.,  1999).  Estas  evidencias  demuestran  que  la  via

CBR-CY85   es  capaz  de  sustentar  las  reacciones  de  P450s  tanto  del   metabolismo

primario (por ejemplo, en la sintesis de ergosterol)  como secundario (por ejemplo, en la

sintesis  de carotenoides).  De  esta manera,  CY85  puede  ser reducida tanto por CPR  o

CBR, entregando los electrones a la enzima P450 (Porter, 2002) (Figura 2).

iEiEHFiiii=
Figura 2. Flujo de electrones hacia citocromo P450 en e] reticulo endop]asmftico. ha
enzima P450 podrfa recibir ambos electrones  tanto por la via CBR-CY85  como de CPR
(Modificado de Porter, 2002).



1.2.      Xanthopkyllomyces dendrorhous.

X.    deHdrorfeows    es    una   levadura   carotenog6nica   basidiomicete    en    estado

telem6rfico, es decir,  formadora de basidios  (Golubev,  1995).  Entre sus  caracten'sticas

destaca su color, ya que tiene la capacidad de sintetizar el carotenoide astaxantina como

principal  pigmento.  Ademas,  es  una  levadura  facultativa  que  produce  etanol  por  la

fermentaci6n   de   azricares   (Andrewes      y  cols.,   1976).  X.   dc#dror7!ows  fue   aislada

originalmente desde exudados de drboles de regiones montafiosas de Jap6n y Alaska en

la d6cada de los 60s por Phaff y colaboradores (Phaff y cols.,  1972). Posteriomente, se

obtuvieron   aislados   procedentes   de   la   Patagonia   Argentina   asociados   a   cuexpos

fructfferos de Cyrfczrz.cz feori.of!.I. en fuboles del gcinero IVoffeo/agws (Libkind y cols., 2007;

Libkind y col.. 2008) y del sur de Chile desde hojas de eucaliptus (Weber y cols., 2008).

Debido  a  su  capacidad  de  producir  carotenoides  y  la  importancia  comercial  de  estos

compuestos, X. dc#drowhows es objeto de un gran nrimero de estudios.

Los  carotenoides  son un grupo de pigmentos  muy diversos  y estin anpliamente

distribuidos  en  la  naturaleza.  Son  compuestos  orginicos  de  40  atomos  de  carbono

derivados del isopreno y poseen una cadena de dobles  enlaces conjugados,  sistema de

polieno, 1o que les otorga sus propiedades cromoforicas  (Frengova y Beshkova,  2009).

Debido a la alta hidrofobicidad que tienen estas mol6culas, generalmente se encuentran

en las membranas lipfdicas de las c6lulas o asociadas a proteinas permitiendo su acceso

a ambientes acuosos (Britton y cols., 2004).



Actualmente se conocen mss de setecientas estructuras diferentes de este tipo de

pigmentos, 1os que se clasifican como carotenos o xant6filas. Los carotenos s6lo poseen

atomos  de carbono e hidr6geno en su  estructura,  siendo  el B-caroteno uno de los  mas

reconocidos.  Las  xant6filas  son  derivados  oxigenados  y  entre  ellas  se  encuentran  la

zeaxantina,  cantaxantina y astaxantina  (Britton,  1995).  Los carotenoides  se encuentran

en  la  mayon'a  de  las  forlnas  de  vida  y  son  producidos  naturalmente  por  organismos

fotosint6ticos y algunos procariontes, hongos filamentosos y levaduras (Lu y col, 2008).

Por el contrario, los  animates no son capaces de sintetizar estos pigmentos, por lo Canto

los adquieren desde su dicta (Maoka, 2011). Algunas de las funciones que cumplen los

carotenoides son: pigmentos fotosinteticos, precursores de la vitamina A, antioxidantes

(protecci6n contra foto-oxidaci6n y radicales libres) y participan en la sintesis de acido

abscisico.  Tambi6n son importantes para la atracci6n visual de  ahimales polinizadores

(Frengova y Beshkova, 2009).

Se postula que  en X.  cJenczror7!owF los  carotenoides  cumplen un rol  antioxidante,

principalmente porque su habitat original, exudados de drboles, es altamente oxidante y

contiene sustancias antifungicas. Por lo tanto, e'stos pigmentos estan'an ejerciendo un rol

protector  en  la  levadura  especialmente porque  en X.  cJc7!cfrorfeows  hay  carencia  y  baja

actividad   de   enzimas   antioxidantes   como   la   super6xido   dismutasa   y   la   catalasa,

respectivamente (Schroeder y cols.,  1993). En apoyo de esta hip6tesis, astaxantina es el

principal carotenoide producido por esta levadura y se ha demostrado que esta xant6fila

en   particular   tiene   una   alta   actividad   antioxidante,   incluso   mayor   a   la   de   otros

reconocidos  antioxidantes  como  el  P-caroteno  y  el  a-tocoferol  (Miki,  1991).  Por  este



motivo,  actualmente  la  astaxantina  es  comercializada  por  la  industria  nutrac6utica.

Adicionalmente,  el  mercado  mss  importante  de  este  carotenoide  es  la industria  de  la

acuicultura ya que se usa como colorante de salm6nidos cultivados (Higuera-Ciapara y

cols" 2006).

1.3.      Sfntesis  de  astaxantina  en  X.  dci2drorJZozls:  Participaci6n  de  un  sistema

citocromo P450.

Los  carotenoides  son  tetratexpenos  (C4o)  cuya  unidad  basica  es  la  mol6cula  de

isopreno (C5), siendo el isopentenil pirofosfato (IPP) y su is6mero dimetilalil pirofosfato

(DMAPP) las formas activas (Britton  y cols.. 2004). En eucariontes, el IPP deriva de la

via del mevalonato, donde tres mol6culas de acetil-CoA se condensan, seguido por dos

reacciones de fosforilaci6n y una descarboxilaci6n (Sandmann, 2001). En la sintesis de

carotenoides en X.  cZc"drorfooz(F (Figura 3), en primer lugar el DMAPP se foma por la

isomerizaci6n del IPP por la enzima IPP isomerasa codificada por el gen I.cJz. (Kajiwara y

cols.,  1997). Luego, 1a condensaci6n de una mol6cula de IPP con una de DMAPP foma

geranil  pirofosfato  (GPP,  Cio),  al  cual  se  le  adiciona  una  segunda  mol6cula  de  IPP

formando  famesil  pirofosfato  (FPP,  Ci5).  Ambas  reacciones  son  catalizadas  por  la

enzima  FPP-sintasa,  codificada por el  gen  PPS  (Alcalno,  2014).  El  siguiente  paso  es

catalizado por la enzima geranilgerahil pirofosfato sintasa (codificada por el gen crfE/,

que  agrega una tercera mole'cula de  IPP  generando  geranilgeranil pirofosfato  (GGPP,

C2o)  (Verdoes  y  cols.,  1999b).  Posteriomente,  la  condensaci6n  de  dos  mole'culas  de

GGPP,  etapa  catalizada  por  la  enzima  bifuncional  fitoeno-P-caroteno  sintasa  (PBS)

codificada por el gen crf yB, produce fitoeno (C4o) que es el primer carotenoide de la via



(Verdoes   y   cols,    1999a;   Alcaino   2002).   A   continuaci6n,   el   fitoeno   sufre   cuatro

desaturaciones por la enzima fitoeno desaturasa (PDS, producto del gen crfD generando

licopeno   (Verdoes   y  cols,   1999b).   Los   extremos   del   licopeno   son  ciclados   por  la

actividad  licopeno  ciclasa de la enzima PBS  formando  el  a-caroteno  (Verdoes  y cols,

1999a). Finalmente, el P-caroteno es oxidado por acci6n de la enzima astaxantina sintasa

(Crts, codificada por el gen crJD la cual es una enzima citocromo P450 monooxigenasa

(Ojima y cols., 2006). De esta manera, Crts adiciona un grupo ceto en los carbonos 4 y

4',  y un grupo hidroxilo en los carbonos  3  y 3'  en los anillos del 0-caroteno, generando

astaxantina   (de   la  Fuente   y   cols,   2010).   Se  ha  demostrado   que   en   la   sfntesis   de

astaxantina desde a-caroteno en X.  de#drowhows, tambi6n es esencial la enzima CrtR que

es una citocromo P450 reductasa codificada por el gen crrR (Alcalno y cols„ 2008).
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Via de] mevalonato  (MVA)

in,A
i

IPP

GGpp + FPP\,-~ E:cu:le:-o     -Li;sintesis de

Biosintesis de
cr'_''B_   i

carotenoides               c,.f/     t

Licopeno

cr,l'B        '

P-cueteno

E'gosterol

esteroles

Figura  3.  Biosfntesis  de  terpenoides  en X.  dc#drorrfeows.  Se  esquematiza  la  via  del
mevalonato,   la   biosintesis   de   carotenoides   y   la   biosintesis   de   esteroles   de   X.
dc7tcJrorfeo4!s.  En  letras  cursivas  se indica  los  genes  estructurales  participantes  en  cada
ruta y a continuaci6n su ndmero de acceso entre par6ntesis a la base de datos GenBank:
I.dl.  [DQ235686], PPS [D1032788.I, patente US  6872556 82],  crrE [DQ012943],  crfyB
[DQ016503],  crfJ [Y15007],  crfs [EU713462],  cr£R   [EU884133] y  Cyp6/  [JX183236

Lbr:::cT:::::£nc[dro°j°me:eal6Sne]:gatrdSA,et::oa;en:::ffep£:o¥sC;apt=t£St,:m£Smeptr£:I:i
pirofosfato  (DMAPP),  famesil  pirofosfato  (FPP),  geranilgeranil  pirofosfato  (GGPP)
(Modificado de Loto, 2012).

Hasta la fecha, X.  cJe7tdrowhows es el tinico organismo que se conoce que sintetiza

astaxantina  a  trav6s  de  un  sistema  citocromo  P450.  Es  interesante  el  hecho  que  la

interrupci6n del gen crfR bloquea la producci6n de astaxantina, sin embargo, el mutante

es  viable  (Alcai'no  y  cols.,  2008).  Ademas,  en  el  genoma  de  X.  de#cJrowhows  se  han

identificado   13   genes  que  probablemente  codifican  enzimas  P450  y  todos  ellos  se

transcriben (Bravo y cols.,  2012). Mas ann,  la sintesis de esteroles tambi6n deriva de la
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ruta de biosintesis de texpenoides, siendo el FPP su precursor. Con relaci6n a lo reci6n

expuesto,  este  tipo  de  mol6culas,  los  esteroles,  son  componentes  estructurales  de  la

membrana plasmatica y ejercen un rol muy importante modulando la permeabilidad y la

fluidez  de la membrana  (Zhang  y Rao,  2010).  En hongos  filamentosos  y levaduras  el

principal esterol es el ergosterol y se ha demostrado en X.  cJc#drorfeows que en la sintesis

de esta tiltima mol6cula, la enzima C22-desaturasa (CYP61), la cual tambi6n pertenece a

la superfumilia de las citocromo P450, es esencial (Loto y cols., 2012). Por otro lado, en

la descomposici6n de compuestos fen61icos t6xicos  se ha determinado la participaci6n

de una  P450, la enzima benzoato p-hidroxilasa (Lah  y cols.. 2011), en el genoma de X.

c7c#drorfoo#s se encontr6 un gen que podrfa cumplir esta funci6n (Bravo y cols.,  2012).

Ademas  se  han  identificado  otras  enzimas  del  tipo  CPR  pero  sin  el  dominio  trans-

membrana en c6lulas humanas e invertebrados  (Kwasnicka-Crawford y Vincent,  2005;

Paine y cols., 2005). Si bien se conoce la funci6n de CPR en los sistemas P450s, el rol

que  podr'an  cumplir  estas  enzimas  reductasas,  denominadas  NR1  (IVovcJ  Rcdwc/czse),

atn no esta claro (Kwasnicka-Crawford y cols., 2003). Estos antecedentes sugieren que

en   X.   dc#czrorfoowf   existe   un   sistema   donador   de   electrones   altemativo   a   CrtR,

probablemente  la  via  CBR-CY85,  que  en  el  mutante  crfR-  (CBSTr)  sostiene  algunas

reacciones  donde  participan  enzimas  P450,  tales  como  aquellas  de  la  biosfntesis  de

ergosterol.

Acorde  a  lo  anterior,  en  este  trabajo  se  propuso  estudiar  la  via  CBR-CY85  que

altemativamente a CrtR dona electrones a las enzimas P450 en X. deHdrorfeo#s.
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1.4.        Hip6tesis y objetivos.

Hip6tesis:

En X.  de"drorfeows,  el gen crJR codifica la enzima citocromo P450 reductasa la

cual   es   esencial  en   la   sintesis   de   astaxantina.   La  via   altemativa   de   donaci6n   de

electrones, CBR-CY85, no es capaz de complementar la mutaci6n crfR-en la sintesis de

&staxa,rl+ira pero  podria  sostener  la  actividad  de  otras  enzimas  P450  presentes  en  ha

levadura como aquellas involucradas en la sintesis de ergosterol.

Objetivo general

Estudiar   la   participaci6n   de   una   via   donadora   de   electrones   altemativa   a

citocromo P450 reductasa en los sistemas P450 de X. dcjccJrorfeows.

Obj etivos espeofricos

•   Analizar  fenotl'picamente  la  cepa  silvestre  y  mutante  crfR-  de  X.  cJendrowho4!s,  en

cuanto a la producci6n de carotenoides, esteroles y crecimiento en benzoato.

•   Identificar en el genoma de X.  de#drorfeows y caracterizar los posibles genes  CBji y

Cy85 que codifican donadores de electrones altemativos a CrtR.

•   Implementar y optimizar una metodologfa para obtener la fracci6n micros6mico con

proteinas activas de X. cJc"drowhows.

•   Determinar la expresi6n a nivel de transcrito de los genes CBR,  Cy85, Ivji/ y crfJi,  y

evaluar la actividad citocromo c reductasa a lo largo de la curva de crecimiento de la

cepa silvestre y de la mutante crfji- de X. de"chorfeows.
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2.  MATERIALES Y METODOS

2.1.        Cepas y condiciones de cultivo.

Las  cepas de X.  de77drowho#f utilizadas  en este trabajo se  describen en la Tabla  1  y se

cultivaron a 22 °C en medio completo YM (extracto de levadura 3 g/L, extracto de malta

3  g/L,  glucosa  10  g/L  y peptona 5  g/L)  con  agitaci6n  constante.  Para los  cultivos  en

medio  semi-s6lido,  al  medio  YM  se  le  adicion6  agar  al  1,5  %.  Adicionalmente,  el

crecimiento de ]as  cepas  de levaduras  se evalu6 en placas  con medio YM semi-s6lido

(pH  5,5)  suplementado  con benzoato  a 250 mg/mL,  incubadas  a 22  °C.  En este caso,

para evaluar el creciriento, se tom6 un registro fotogfafico de las placas cada 48 h.

Tabla 1. Cepas de X. dej!drorfeozis utilizadas en este trabajo.

a                Genoti o o caracter]'sticas relevantes                                      Referencia
UCD 67-385     ATCC 24230, cepa silvestre                                                           ATCC

CBS 6938          ATCC 96594, cepa silvestre                                                           ATCC
CBSTr               (crfRAJvdcl .... frpfe).   Transformante  de  la  cepa  CBS   6938   Alcaino y cols., 2008.

que  acumula  a-caroteno,  ya  que  se  escindi6  una porci6n
del  gen crfR  y  se reemplaz6 por un  m6dulo  que  confiere
resistencia a hi omicina 8.
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2.2.      Determinaci6n del crecimiento celular y biomasa.    El crecimiento celular se

deterlnin6 midiendo la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm con un espectrofot6metro

UV-630  de  JASCO  cada   10  -   12  h.  Las  curvas  de  crecimiento  se  realizaron  por

triplicados. Para ello, se inocularon matraces Erlenmeyer de  1  L que contenian 400 mL

de medio YM con un cultivo de 72 h para alcanzar una D06oo inicial entre 0,1 y 0,2. Los

cultivos se incubaron a 22 °C con agitaci6n constante a 150 rpm y luego de 24, 38, 72 y

120 h, se colectaron muestras de 65 mL para: i) determinar el peso seco de levadura en

el  cultivo  (2 muestras  de  2,5  mL),  ii)  extraer RNA  (4 muestras  de 5  mL),  iii)  extraer

carotenoides  (1  muestra  de  15  mL),  iv)  extraer  esteroles  (1  muestra  de  5  mL)  y  v)

obtener  la  fracci6n  micros6mico  (2  muestras  de  10  mL).  Los  pellets  de  c6lulas  se

lavaron con agua destilada y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

La biomasa se determin6 como el promedio del peso seco de levadura, para lo cual el

pellet celular de dos  muestras  de 2,5  mL de cultivo  se  secaron  a  80  °C  por toda una

noche (16 h aproximadamente).
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2.3.      Extracci6n de RNA y sintesis  de CDNA. La extracci6n de RNA se realiz6 de

acuerdo a Chomczynski y Sacchi (1987). Brevemente, se tom6 una muestra de 5 mL de

un  cultivo  de  la  levadura  y  se  centrifug6  a  4.000  x  g  por  5  min  descartando  el

sobrenadante. El pellet celular se suspendi6 en   200 prL de soluci6n de lisis  (Acetato de

Sodio 0,02 M a pH 5,5, SDS 0,5  % y EDTA  1  mM),  se adicion6  100 HL de perlas de

vidrio  de  0,5   mm  (Biospec)   y  se  agit6  por   1   min  en  un  homogeneizador  Mini-

Beadbeater-16   (Biospec).   Luego   se   agreg6   800   prL  de  TRI  Reagent   (Ambion)   y

nuevamente  se  agit6  en  homogeneizador  por  1  min  e  incub6  en  hielo  por  10  min.

Posteriormente, se adicion6 200 prL de cloroformo, se agit6 manualmente por 15 s   y se

incub6 por 6 min a temperatura ambiente. Luego se centrifug6 a 14.000 x g por 10 min a

temperatura ambiente y se recuper6 la fase acuosa a la que se le adicion6 un volumen de

isopropanol fn'o, I/2 volumen de soluci6n de precipitaci6n (Nacl  1,2 M, citrato de sodio

0,8 M). ha mezcla se incub6 por 1 h a -20 °C y posteriormente se centrifug6 por 10 min

a 14.000 x g descartando el sobrenadante. El precipitado se lav6 con  1 mL de etanol 70

% y se centrifug6 por 5 min a 14.000 x g. Nuevamente se descart6 el sobrenadante con

una micro-pipeta para eliminar todo el etanol  (cuando fue necesario,  el precipitado  se

calent6 a 65 °C hasta evaporar el etanol). El precipitado se suspendi6 en 20 - 40 prL de

agua bidestilada libre de nucleasas y la muestra de RNA obtenida se almacen6 a -80 °C

hasta su analisis. Para determinar la calidad del RNA extraido, se determin6 1a raz6n de

absorbancias    A26onm/A28onm    de    una    alfcuota    (Sambrook    y    Russell,    2001).    La

concentraci6n  se  determin6  utilizando  el  coeficiente  de  extinci6n  (1  A26o nm  =  40  pug

RNA/mL) por el factor de diluci6n correspondiente en cada caso. La sintesis de CDNA,

se realiz6 con 5 pug de RNA total.  1,25 prM de partidor oligo-dT, 0,5 iiM de dNTPs y 200
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U de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) en un volumen final de 20 prL, segtin las

indicaciones del fabricante de la enzima.

2.4.       RT -qpcR. La deteminaci6n de los niveles de expresi6n relativa se realiz6 de

acuerdo  a Livak,  2001  (Livak  y  Schmittgen,  2001)  utilizando  el  kit  SensiMix  SYBR

Green  I  (Quantance)  segtin  las  indicaciones  del  proveedor  en  un  equipo  Mx  3000  P

(Stratagene).  La reacci6n  se realiz6  en un volumen final de  20  LIL con  1  prL de CDNA

molde y 0,25  prM de cada partidor especffico para cada gen (Tabla 2). A las parejas de

partidores  utilizados  se  les  determin6  1a  eficiencia  mediante  una  curva  estandar  con

diluciones seriadas de CDNA. Los valores de Ct obtenidos se normalizaron con el valor

respectivo del gen de actina [GenBank: X89898.1] (Wery y cols.,1996).

Tabla 2. 0ligonucle6tidos utilizados para RT-qpcR.

Partidor                Secuencia 5' a 3'                                           Blanco de hibridaci6n
crtR  RT.F
crtR  RT.R
cytb5_RT.F
cytb5_RT.R
RT-CBR1.F
RT-CBR1.R
cytb5R_RT.F
cytb5R_RT.R
NRI  RT.F
NRI  RT.R
mactF-RT
mactR-RT

TGTGTITGGCCTGGGAAACAAGAC
TGTCGTAACCGAGGTTCCTAACCA
CGTCCGATI'CTGGAAAGAITACCC
AAGCTGGTAAGGATGCGACTGA
AAGCACATCGACGGACTCAA
TTCCTCGGTCACATI'AGCGT
cAAGGCTGGCTrcAAGGGTACAIT
TCTTGCTTCGAAAGGAATGGGACG
GGGGAAGATCCAGCTITGTATI`GC
cTTTccTCGAGCAccGTCTTTrAG
CCGCCCTCGTGATTGATAAC
TCACCAACGTAGGAGTCCTT

TITT

gen crtR
gen crtR
gen CY85
gen CY85
genCBR-1
gen CBR-1
gen CBR-2
gen CBR-2
gen IVRJ
gen IVRJ
genACT
genAcr
mRNAs
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2.5.      Extracci6n  de  carotenoides  totales  de X.  deHdrorfeozis  y  analisis  mediante

RP-HPLC.     La   extracci6n   de   carotenoides   totales   se   realiz6   con   acetona  desde

precipitados  celulares  (An  y  cols,   1989).  Para  ello,  se  recolect6  el  pellet  celular  por

centrifugaci6n  de  15  mL  de  cultivo  y  se  suspendi6  en  1  mL  de  agua con  500  HL  de

perlas  de  vidrio  de  0,5  mm  (Biospec).  La  muestra  se  agit6  durante  3  min  en  un

homogeneizador   Mini-Beadbeater-16   (Biospec),   se   agreg6    1    mL   de   acetona   y

nuevamente  se  llev6  al  homogeneizador  durante  otros  3  min.  El  homogeneizado  se

centrifug6 a 4.000 x g por 5 min y se recolect6 el sobrenadante. Las extracciones con 2

mL de acetona se repitieron hasta que el extracto celular fuese incoloro juntando todos

los sobrenadantes en un mismo tubo. Posteriormente, se agreg6 1/6 del volumen final de

sobrenadante recuperado de 6ter de petr6leo, se mezcl6 y se centrifug6 por 5 min a 4.000

x g. La fase superior (6ter de petr6leo) se transfiri6 a un tubo de vidrio y se determin6 su

absorbancia a 465 nm. La cantidad de carotenoides se calcul6 con la siguiente formula:

Total  de carotenoides(ug/g peso seco) = (veter)(A)(100)
(a) (peso seco levadura)

Donde: A= Absorbancia a 465 nm, v c'/er= volumen de 5ter de petr6leo recuperado (mL)

y 8= coeficiente extinci6n 100 % = 21 (An y cols,  1989).

A continuaci6n se dej6 evaporar totalmente el 6ter del extracto de carotenoides,

cubriendo los tubos con papel aluminio, los que luego se disolvieron en acetona (50-100

prL). La composici6n de pigmentos se determin6 mediante cromatografi'a lfquida en fase

reversa  (RP-IIPLC,  Shimatzu  SPD-M10VP)  con  un  detector  con  arreglo  de  diodos,

usando una columna Lichrospher RP18  125-4 (Merck) y como fase m6vil, una mezcla
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de acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5) con un flujo de  1 mL/min. Cada pigmento

se  identific6  de  acuerdo  a  su  tiempo  de  retenci6n  y  su  espectro  de  absorci6n,  en

comparaci6n a estandares (Britton y cols., 2004).

2.6.       Extracci6n de esteroles totales de X.  dc"drarfeozis y anflisis mediante RP-

HPLC.   La extracci6n de esteroles  se realiz6  segtin el protocolo descrito previamente

por Shang y colaboradores (Shang y cols., 2006 y Cheng y cols., 2010). Brevemente, se

agreg6 4 g de KOH y 16 mL de etanol 60 % al pellet celular, se mezcl6 y se sumergi6 en

un  bafio  a  80  °C  por  2  h  (sapohificaci6n).  Los  esteroles  no  saponificables  fueron

extraldos con  10 mL de e'ter de petr6leo y se cuantificaron espectrofotom6tricamente a

280  nm  (Lanacka  y  Sajbidor,  1997).  Posteriormente  el  extracto  de  esteroles  se  dej6

secar completamente y la composici6n se detemin6 mediante cromatograffa lfquida en

fase  reversa  (RP-HPLC,  Shimatzu  SPD-M10VP),  usando  una  columna  Lichrospher

RP18  125-4 (Merck). Como fase m6vil se utiliz6 una mezcla de metanol:agua (97:3) con

un flujo  de  1  mlJinin.  Como estandar se  utiliz6  ergosterol comercial  (Sigma-Aldrich,

CAS No. 57-87-4).
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2.7.      Obtenci6n de la fracci6n micros6mica con protefnas activas.  El pellet celular

de  10 mL de cultivo se suspendi6 en 4 mL de buffer de extracci6n (EDTA  1 mM, Tris

Hcl 50 mM a pH 7,5, DTT 1 mM, Sorbitol 0,3 M, inhibidor de proteasas Complete" de

Boehringer Mannheim) y se someti6 a los m6todos de ruptura descritos en la Tabla 3. El

extracto obtenido por cada mc5todo de ruptura se centrifug6  a  1.000 x  g por 3  min,  se

recuper6  el  sobrenadante  el  cual  se  centrifug6  a  20.000  x  g  a  4  °C  por  30  min.

Posteriormente, el nuevo sobrenadante se centrifug6 a 100.000 x g a 4 °C por  1  h y en

esta oportuhidad se descart6 el sobrenadante. El pellet se suspendi6 en buffer de lavado

(EDTA 1 mM, Tris Hcl 50 mM a pH 7,5, DTr 1 mM, sorbitol 0,3 M) y se centrifug6 a

100.000 x g por 1 h a 4 °C. Finalmente, el pellet obtenido (que corresponde a la fracci6n

micros6mica), se suspendi6 en 200 prL de buffer (Fosfato de Potasio 30 mM a pH 7,8 y

EDTA  0,1  mM)  y  se  dividi6  en  alfcuotas  de  40  prL que  se  congelaron  con  nitr6geno

h'quido en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80 °C.

Tab]a 3. Procedimiento de ruptura con cada m6todo.

M6todo de rupture          Descripci6n

Homogeneizador   Mini-   Al pellet celular colectado y lavado  se le  adicion6 500  prL de perlas
Beadbeater-16                      de vidrio de o,5  mm (Biospec)  y  se  someti6  a 2 ciclos  de  1  min de

(Biospec)                               agitaci6n e incubaci6n de  1 min en hielo.

Prensa frl'a (X-Press)          Al pellet celular colectado y lavado se le adicion616 mL de buffer de
extracci6n   y    se   congel6   a   -20    °C    en   un   tubo   de   50   mL.
Posteriormente, la muestra se someti6 a una presi6n de 12.000 Psi .

Sonicador               (Cole-Al pellet celular colectado y lavado se le adicion6 500  prL de perlas
Farmer)                                  de  vidrio  de  o,5  mm  (Biospec)  y  se  sonic6 por 20 ciclos  de  20  s  e

incubaci6n de 1 min en hielo.

20



2.8.      Ensayo enzimatico (actividad citocromo c reductasa). El ensayo enzimatico se

adapt6 de Vemillion y colaboradores (1974) y se llev6 a cabo midiendo la absorbancia

a 550  nm cada  1  s  por 5  min   en un  espectrofot6metro  UV-630  de JASCO  en modo

cin6tico a 22 ±  1  °C.  Para esto,  en una cubeta (UV-Micro de BRAND)  de 275  prL de

volumen se le agreg6 237,5 prL de soluci6n de ensayo (Fosfato de Potasio 260 mM a pH

7,8, EDTA 0,09 mM, BSA 0,01 mg/ml y citocromo c 31  |lM), 5-10 LtL de la muestra de

microsomas y la reacci6n se inici6 con  12,5  prL de NADPH (2 mM) o NADH (2 mM)

segdn corresponda cada ensayo. Las velocidades iniciales de cada curva de progreso se

deteminaron con el software Spccrrcz A7tcz/ys!.s de JASCO.

2.9.      Determinaci6n   de   la   concentraci6n   de   proteinas.   La   concentraci6n   de

protofnas se determin6 mediante el m6todo de Bradford con el kit Coonczsl7[.c PJws Assay

(Themo Scientific) segtin las indicaciones del proveedor. Se realiz6 una curva estandar

por triplicado con un rango de concentraciones de 0 a 750 Hg/mL de proteina BSA. Para

esto,  a  750  prL  del  reactivo  CoomcJss!.e  PJws  se  le  agreg6  25  ILL  de  cada  muestra  de

concentraci6n estandar de proteina,  se mezcl6 e incub6 a temperatura ambiente por  10

min  y posteriormente  se  determin6  la  absorbancia  a  595  nm  en un espectrofot6metro

UV-630  de  JASCO  en  modo  de  analisis  cuantitativo  (segtin  el  software  del  equipo).

Posteriomente,   1a   curva   estindar   se   utiliz6   para   determinar  la   concentraci6n   de

proteinas de cada una de las muestras micros6micas obtenidas.
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2.10.    Ani]isis   bioinformatico.   Para   los   analisis   de   secuencias   se   utilizaron   las

hherranhentas   ContigExpress   y   Alignx   del   programa   Vector   NT   Advance   v.1l

(Invitrogen);  Geneious  6  y  los  programas  disponibles  en  linea  colno  la  herramienta

BLAST  u  ORF  Finder  del  Centro  Nacional  de  informaci6n  Biotecnol6gica  (NCBI)

thttD://www.ncbi.nlm.nih.gov).  Adem4s,  las  secuencias  del  transcriptoma  y  genoma de

la cepa UCD 67-385 de A dedrorhous disponibles en el Laboratorio de Gen6tica de la

Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad de  Chile,  se  analizaron  con  el  programa CLC

Genomics Workbench 5.
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3.       RESULTADOS
3.1.      Analisis fenotipico de la cepa silvestre y mutante crriR-de x. dcHdrorfeo#s, en

cuanto a la producci6n de carotenoides, esteroles y crecimiento en benzoato.

Los  antecedentes  antes mencionados permiten postular que las  enzimas  CBR y

CY85 poch'an participar como dadores de electrones altemativo para las enzimas P450

en  X.   c7c#drorfeozjs.  Por  este  motivo  se  propuso  como  objetivo  evaluar  el  fenotipo

relacionado   con  vfas  metab6licas   donde  participan  enzimas  P450s:   producci6n  de

carotenoides,  sintesis de ergosterol y tolerancia a benzoato en una cepa silvestre y una

mutante  crfR-   de  X.   cJe#dror%ows'.   El   analisis   de  la  producci6n   y  composici6n   de

carotenoides,   permiti6   evaluar  indirectamente   la  funcionalidad   de   la  enzima  Crts

(astaxantina  sintasa),  una  P450  que  cataliza  la  sintesis  de  astaxantina  a  partir  de  P-

caroteno.   Por  otra  parte,  la  producci6n  y  composici6n  de  esteroles,  via  donde  se

demostr6  la  participaci6n  de  la  enzima  P450  CYP61  (C22-desaturasa)  (Loto  et  al.,

2012),  tambi6n  mos  permiti6  evaluar  el  aporte  de  un  sistema  donador  de  electrones

altemativos para P450s. Finalmente, tambi6n se evalu6 la funcionalidad de una posible

benzoato 4-hidroxilasa (que tambi6n pertenece a la familia de las P450s), involucrada en

la descomposici6n de compuestos  fen6licos t6xicos  (Lah   y cols.,  2011),  ya que en el

genoma de X. de#drorrfeows se encontr6 un gen que podri'a cumplir esta funci6n (Bravo y

cols..  2012).  Como  en la cepa CBSTr el  gen  crfR  esta interrumpido  (Alcaino  y cols.,

2008),  representa un buen modelo  de  estudio para evaluar la participaci6n de una via

donadora de electrones altemativa a CPR. De esta manera, 1os analisis de carotenoides y

ergosterol se realizaron desde muestras que se tomaron luego de 21, 38, 72 y  120 h de

cultivo  de  las  cepas  CBS  6938  (silvestre)  y  CBSTr  (mutante  cr£R-)  (Figura  4).  Estos
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tiempos  representan  las  etapas  exponencial  temprana,  exponencial  media,  estacionaria

temprana y estacionaria tardfa de crecimiento de la levadura, respectivamente. En cuanto

a  la  tolerancia  a  benzoato,   se  compar6  cualitativanente  el  crecimiento  de  la  cepa

silvestre y de la mutante cr£R- en presencia de acido benzoico.

0                24              48              72              96             120
Tiempo    [h]

Figura 4. Curves de crecimiento de las cepas CBS 6938 y CBSTr. I.as cepas se cultivaron en
triplicados a 22°C en medio YM con agitaci6n constante. Las flechas verdes indican los tiempos
(21,  38,  72 y  120 h)  en  que  se tomaron  las  muestras para la extracci6n de carotenoides  (punto
3. I .1 ), esteroles (punto 3. I .2),  RNA (punto 3.5) y para la preparaci6n de fracci6n micros6mica
(punto 3.5).

3.I.1.    Producci6n de carotenoides.

En la Figura 5 se puede apreciar la notoria diferencia en la coloraci6n de los cultivos de

ambas cepas en estudio: la cepa silvestre tiene la pigmentaci6n anaranjada caracten'stica

de X.  dc"chowhows,  en  cambio  CBSTr es  de  color  amarillo.  Lo  anterior  sugiere  que  la

producci6n   de   carotenoides   en   ambas   cepas   es   radicalmente   diferente,   lo   que   se

confirm6 cuantitativamente.  Los  resultados obtehidos  se resumen en  la Tabla 4,  donde
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se  observa  que  en  todos  los  tiempos  analizados,  la  cepa  silvestre  CBS  6938  contiene

menos carotenoides totales que la cepa CBSTr, llegando a producir un 64  % memos de

carotenoides  por  peso  seco  de  levadura  luego  de  120  h  de  cultivo.  A  continuaci6n  se

analiz6  la composici6n de  los  carotenoides producidos por ambas  cepas  mediante  RP-

HPLC. Como era esperado, la cepa CBSTr no produce astaxantina, siendo el P-caroteno

el  carotenoide  principal  a diferencia de  la cepa silvestre  cuyo carotenoide principal  es

astaxantina (Alcaino y cols., 2008) (Figura 6).

Tabla 4.  Producci6n  de  carotenoides  totales  a lo largo  de  la curva  de  crecimiento de  la
ceoa si|vestre v mutante de X.  dc'"drorfe°"S    rigmentus .i`otales

eso seco]
CBS-6938                                                     CBSTr
15,4     ±     3.3

26,8     ±    0,6
441,2     ±     9,9
476,I     ±    22,0

50,5     ±    5,9
30,2     ±    2,6

661,2     ±     90,I
783,0    ±    59,2

25



CBS 6938

iiE      iii
2lb                                  38h                                  73h                                120b

EOIros           .   0-caroleno        .   Aslaxanlina

I
c]Olros           .   a-caroleno        -As.amntlna

Figura 6.  An6]isis  de  La  compusici6n  de carotenoides.  Cantidad  de  pigmentos  mayoritarios  en  4
puntos  de  la  curva  de  crecimiento  (21,  38,  72  y  120  h):  A)  Cepa  CBS  6938.  8)  Cepa  CBSTr.  La
categon'a     ``otros"      incluye     carotenoides     bajamente     representados     como     hidroxitoruleno,
hidroxiequinenona,  licopeno,  cantaxantina,  fenicoxantina  y  equinenona.  Los  datos  corresponden  al

promedio de tres experimentos independientes.

3.I.2.             Producci6n de esteroles.

En X. dc>"cJrowho4Is se determin6 que la enzima CYP61  es esencial para la sintesis

de  ergosterol.   Las   cepas   mutantes   eyp6J-   no  producen   ergosterol   y   acumulan   dos

intermediarios de su sfntesis con  15  y 22 min de tiempo de retenci6n luego de RP-HPLC

(Loto  y cols.,  2012).  Ambas cepas,  CBS  6938  y CBSTr, producen niveles equivalentes

de   esteroles   totales   a   lo   largo   de   la   curva   de   crecimiento,   alcanzando   la   mayor

producci6n  a  las  21   h  de  cultivo  con  aproximadamente  8  mg  por  g  de  levadura  seca

(Tabla 5).  Sin embargo,  se esperaba que la composici6n  de esteroles  en  la cepa CBSTr

estuviese   afectada   por   la   mutaci6n   del   gen   crfR-   que   codifica   a   la   CPR   de  X.

de#drowhows,  lo cua[  se confirm6 al  analizar la composici6n de esteroles  mediante RP-

HPLC. La Figura 7 muestra como ejemplo uno de los cromatogramas obtenidos a partir

de las  muestras de esteroles extrafdos de cada uno de  los  cuatro tiempos de la curva de

crecimiento analizados. Por un lado, los esteroles de la cepa silvestre CBS  6938 (Figura

7A)  mostraron  solo  un  pico  con  un  tiempo  de  retenci6n  de  16  min  correspondiente  a

ergosterol, lo cual se confirm6 al co-inyectar la muestra con ergosterol estandar. Por otra

parte, las muestras de la cepa CBSTr presentaron tres picos:  uno a los  16 min de tiempo
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de retenci6n que corresponde a ergosterol (pico  1) y otros dos picos:  a los  14 (pico 2) y

21   (pico  3)  min  de  retenci6n  (Figura  78).  Al  co-inyectar  una  muestra  de  esteroles

extraidos desde CBSTr con una de la cepa eyp6j-(Loto y cols., 2012), se comprob6 que

los picos 2 y 3 son los mismos a los observados en los mutantes eyp6j-. Asf, se confirm6

que la cepa parental produce  100 7o de ergosterol, mientras que la cepa CBSTr produce

alrededor de un 73  % de e.rgosterol y un  10 y  17  % de los esteroles correspondientes al

pico  2  y 3, respectivamente (Figura 8).  La acumulaci6n de los  mismos esteroles en la

cepa CBSTr. que en la cepa eyp6J-, ademas de ergosterol, sugiere que la funcionalidad

de la enzima CYP61 se encuentra parcialmente afectada en la cepa CBSTr.

Tabla 5. Producci6n de esteroles totales a lo largo de la curva de crecimiento de la cepa
silvestre y mutante de X. dc#drorfoo#s.

Estero]es Totales
de esteroles/ eso seco de levadura]

CBS 6938                                                     CBSTr



Figura  7.  Cromatogramas  representatives  obtehidus  mediante  RP-HPLC  a  280  nln  de
esteroles producidos por las cepas CBS 6938 y CBSTI.. A) Cromatograma de la muestra de la
cepa  silvestre  CBS  6938  (72  h  de  cultivo):  presenta  s6lo  un  pico  principal  con  un  tiempo  de
retenci6n  de  16  min  que  corresponde  a ergosterol.  8) Cromatograma de  la muestra de  la cepa
CBSTr (72  h  de  cultivo):  presenta tres picos  con  16  (ergosterol,  pico  I),14  (pico  2)  y  21  (pico
3) min de tiempo de retenci6n.

2l  h               38h               72h              120h
•Ergosterol   .Pico2   .Pico3

.I_                      1      --

---                 0     --

2l  h              38h              72h             120h
|Ergosterol    |Pico 2   Dpico 3

Figura  8.  Producci6n  y  composici6n  de  estero]es  en  ]as  cepas  CBS  6938  y  CBSTr  de  X.
de#drorrfeow§ a lo largo de la curva de crecimiento. A) Cepa CBS 6938: en todas las muestras
analizadas de todos los tiempos, la cepa CBS 6938 contiene alrededor de un  100 % de ergosterol.
8) Cepa CBSTr:  en todas las muestras analizadas de todos los tiempos,  la cepa CBSTr contiene
alrededor de un 73 % de ergosterol.
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3.1.3.             Crecilniento en medio de cultivo s6lido con acido benzoico.

En el genoma de la cepa silvestre se identific6 otro gen que codifica una enzima

P450   que,   segtin   su   secuencia,   probablemente  participa  en   la  descomposici6n   de

compuestos  fen6licos t6xicos.  Para evaluar esta posibilidad,  se  sembraron   micro-gotas

de  diluciones  seriadas  de  un  cultivo  en  fase  exponencial  de  crecimiento  de  la  cepa

parental  y de CBSTr en placas con medio YM-agar (control) e YM-agar suplementado

con acido benzoico  a 250  mg/mL (Figura 9 A)  de modo  de obtener colonias  aisladas.

Cualitativamente se observ6 que el acido benzoico afecta el crecimiento en ambas cepas,

teniendo  un mayor efecto  sobre la cepa CBSTr.  Similares  resultados  se  observaron  al

sembrar  ambas  cepas  con  un  asa en  ambos  medios  (Figura  9  8).  Se  observ6  que  las

colonias  en presencia de  acido  benzoico  tienen  un  menor tamafio,  lo  que  es  atin  mas

pronunciado  en  la  cepa  CBSTr.  Estos  resultados  indican  que  la  cepa  CBSTr  es  mss

sensible al acido benzoico, lo que hace suponer que la actividad de la enzima benzoato

para-hidroxilasa en 6sta cepa se encuentra disminuida por la mutaci6n crtR-.
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Figura  9.  Cultivo  de  ]as  cepas  CBS  6938  y  CBSTr  en  medio  YM-agar  en  ausencia  o
presencia de ficido benzoico. A)  Sembrado de  micro-gotas de diluciones  seriadas  de cultivos
en fase exponencial de crecimiento en YM-agar e YM-agar suplementado con acido benzoico a
250  mg/mL.   8)   Sembrado  de  ambas  cepas  con  un  asa  en   medio  YM-agar  sin  y  con   la
suplementaci6n de acido benzoico 250 mg/mL.

3.2.       Identir]caci6n  en  el  genoma  de  X.  de73drorfeoz.s  y  caracterizaci6n  de  los

posib]es  genes CBR y Cy85 que codifican donadores de e]ectrones a]ternativos  a

CrtR.

Para identificar los posibles genes de donadores altemativos de electrones  (CBR

y Cy85), se analiz6 la base de datos del genoma y transcriptoma de la cepa UCD 67-385

de   X.    de#drorfaows   disponibles   en   nuestro    [aboratorio.    Mediante   una   btisqueda

bioinformatica   utilizando   la   herramienta   BLAST   del   programa   CLC    Genomics

Workbench   5,   se   compar6   la   base   de   datos   de   X.   dc#drowhows   con   secuencias

nucleotfdicas hom6logas de cada gen disponibles en la base de datos GenBank.  De esta

manera,  se  logr6  identificar  la  secuencia  g6nica  y  de  CDNA  de  ambos  genes,  y  se
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determin6 su estructura. Ademas se realiz6 un analisis de la secuencia traducida !.7c fz./I.co

con los softwares Predicprotein e Interproscan disponibles libremente en linea.

Se  identificaron  dos  genes  que  posiblemente  codifican'an  a  CBR,  que  llamamos

CBR-J  y CBR-2.  El gen CBR-I posee un tamafio de  1.472 pb con siete exones  (Figura

10 A)  que forman  un  ORF de  883  pb.  La traducci6n I.# sz.Jz.co  de este  ORF genera una

proteina de  289  aminoacidos  con  31,48  KDa de peso  molecular  Q]igura  11  A).  El  gen

CBR-2  tiene un tamafio de  1.951  pb con nueve exones  (Figura  10 8) y un ORF de 993

pb.  Su  traducci6n  I.#  s'z.Jz.co  indic6  que  el  gen  CBR-2  codifican'a  una  proteina  de  330

aminoacidos  con  un  peso  molecular  de  35,35   KDa  (Figura   11   8).  El  analisis  con

Predictprotein arroj61os tres dominios caracten'sticos de estas flavoproteinas: i) de uni6n

a  NADH,  ii)  de  uni6n  a  FAD  y  iii)  trams-membrana  en  el  N-terminal.  Al  utilizar  la

herramienta PSORT, la cual se basa en el m5todo de MCGeoch's (Nakay y Horton, 1996)

y    predice    la    localizaci6n    sub-celular    de    protefnas,    encontramos    que    CBR-1

probablemente   se   localiza  en   el  reticulo   endoplasmatico,   mientras   que   CBR-2   se

localizari'a en la membrana mitocondrial.  Por otra parte,  el  analisis  filogen6tico  de las

proteinas CBR-1  y CBR-2 de X.  czeHdrorfeows traducidas I.# sz./I.co en conjunto con otras

CBRs de hongos disponibles en la base de datos UniprotKB, agrup6 a CBR-1 junto con

CBRs  descritas  como  micros6micas  y  a  CBR-2,  con  las  mitocondriales  (Figura  11  C).

Por esta raz6n,  lo  mss  probable  que  CBR-1  (y no  CBR-2)  estan'a participando  en los

sistemas P450 de clase 11 de X.  de#dror72ows. Por otro lado, se encontr6 un gen de  1.091

pb con seis  exones,  que codifican'a a CY85,  el  cual denominamos  Cy85-I  (Figura  12

A). Este gen foma un ORF de 444 pb y su traducci6n I.„ s'z./I.co resulta en una proteina de

148   aminoacidos   con   un   peso   molecular   calculado   de   16,07   KDa.   La   secuencia
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traducida  present6  los  dominios  caracten'sticos  de  la  familia  CY85:  i)  de  uni6n  a

membrana en  el  N-terminal  y ii)  de uni6n  al  grupo  hemo  que  segtin la nomenclatura

usada en la base de datos PROSITE, su patr6n es  [FY]-[LIVMK]-{I}-{Q}-H-P-[GA]~G

(nomenclatura segtin PROSITE, cada ``-" indica la posici6n de cada aminoacido, entre [ ]

se indican los  aminoacidos  aceptables  y entre  {  }  1os que  no deben ir en  esa posici6n)

(De  Castro  y cols.,  2006)  (Figura  12 8).  Los porcentajes  de identidad de  CY85-1  con

otras CY85 de hongos es entre un 24 a 41  %, siendo la regi6n de uni6n al grupo hemo la

mas conservada (Figura 12 C).

En el trabajo de Alcaino y cols. (2008) se determin6 la presencia de un solo gen

de  CPR,  pero  dado  que  a  la  fecha  se  cuenta  con  el  genoma  y  transcriptoma  de  la

levadura, se realiz6 el mismo analisis bioinformatico con la intenci6n de encontrar otros

genes que codifican'an CPRs. Esto permiti6 comprobar que no existen otras secuencias

que codifican'an CPRs que compensen y confieran redundancia funcional. Sin embargo,

en este trabaj6 se logr6 identificar un gen que codifican'a una reductasa del tipo  CrtR,

cuyo  producto  g6nico  carece  del  dominio  de  trans-membrana  caracten'stico  de  6stas

flavoprotefnas  que permite  su anclaje en  la membrana del reticulo  endoplasmico.  Este

nuevo gen se llam6 IVRJ  (Novel Reductase  1), tiene un tamafio 2.570 pb con 9  exones,

un ORF de  1.896 pb (Figura  13 A) y que codifican'a una proteina de 631  aminoacidos

cuyo peso molecular sen'a de 71,15 KDa (Figura 13 8).
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3.3.      Implementaci6n y optimizaci6n  de la metodologfa para la obtenci6n de la

fracci6n micros6mica con protefnas activas de jr. dei!drorj!o%s.

Las proteinas CPR, CBR y CY85 son proteinas ancladas al retfculo endoplasmatico

(von   Jagow      y   Sebald,   1980;   van   de   Brink   y   cols.,   1996).   Por   ello,   como   una

aproximaci6n para evaluar la funcionalidad de 6stas enzimas, se determin6 la actividad

citocromo   c   reductasa  de   extractos   micros6micos.   En   primer  lugar  fue   necesario

implementar  un   m6todo   eficiente  de  obtenci6n  de  la  fracci6n   micros6mica  de  X.

de#drorfeowE.  La actividad enzimatica se determin6 por medio del  ensayo citocromo c

reductasa,  el  cual  utiliza  como  sustrato  artificial  a  la proteina  citocromo  c  (cit  c)  en

presencia   de   un   cofactor   (NADPH   o   NADH).   La  cin6tica  de   reacci6n   se  midi6

espectrofotom6tricamente  a  550  nm  ya  que  cit  c  presenta un  pico  de  absorbancia  en

estado reducido a e'sta longitud de onda.  La unidad enzimatica  (U)  se defini6 como la

cantidad de enzima que puede catalizar la reducci6n de  1  prmol de cit c en presencia de

100 LtM de NAD(P)H por min a pH de 7,8 a 22 ± 1  0 C de acuerdo a lo indicado por el

proveedor del  kit.  Para la optimizaci6n  de  la obtenci6n  de proteinas  micros6micas  se

realiz6  la  extracci6n  de  proteinas  de  un  cultivo  de  la  cepa  UCD  67-  385  en  fase

exponencial de crecimiento (48 h) en medio YM con agitaci6n constante a 22 °C.  Una

vez  colectadas  las  c6lulas,  se probaron  3  m6todos  de ruptura  celular  de  acuerdo  a la

Tabla  3.  En  cada  caso  se  evalu6  en  los  extractos  proteicos  obtenidos:  la  cantidad  de

proteinas  extrafdas  (por el  mgtodo  de Bradford),  el  porcentaje  de  ruptura celular  (por

conteo celular pre- y post- ruptura) y la actividad citocromo c reductasa en presencia de

NADPH. Cada medici6n se realiz6 por triplicado t6cnico para tres muestras biol6gicas.

La Tabla 6 resume los resultados de actividad obtenidos.  Si bien la ruptura celular con

prensa fn'a arroj6  los  mejores  resultados,  6sta requiere  ser enfriada a -78  °C por  12 h

previ6 al procesamiento de cada muestra lo cual limita su uso. Sin embargo, la ruptura

por el por m6todo de sonicaci6n, arroj6 resultados similares a los obtenidos por ruptura

con prensa fn'a. Por este motivo,  la metodologia mas  apropiada para la ruptura celular

para  luego  medir  la  actividad  citocromo  c  reductasa  resulta  ser  mediante  sonicaci6n

tanto por la factibilidad t6cnica, ya que permite el procesamiento de una mayor cantidad
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de muestras en un dfa, como por el porcentaje de ruptura celular que permite obtener una

alta cantidad de proteina activa  para los ensayos enzimaticos posteriores.

Tabla  6.    Evaluaci6n  de  diferentes  m6todos  de  ruptura  celular  para  obtener  la
fracci6n micros6mica con protefnas activas.

M6todo de              [].^+^f. ^r. r.. „,_„                Porcentaje de            Actividad enzimatica
Ru-itL'r-a-:eTiar        Pr°teinas [Ltg/inl]              ;:;;:'rLa"*J[%ii [U/mg prot]
Homogenizador                  960   ±   70                         22   ±     7,8                             7,4   ±    1.3
PrensaFn'a                          2810   ±   150                       51   ±     6,4                              8,7   ±    1,0
Sonicador                           2410   ±   90                         47   ±     5,7 9.9   ±     1,5

*El porcentaje de ruptura celular se determin6 de dos formas: i) conteo de c6lulas totales y ii) midiendo la

D06oo de la muestra antes y despu6s del tratamiento.

3.4. Determinaci6n de la expresi6n a nivel de transcrito de los genes CBR,  Cy85,

JVRZ  y  artR,.  y  actividad  citocromo  c  reductasa  a  lo  largo  de  la  curva  de

crecimiento de la cepa silvestre y la mutante crriR- de X. dei!drorj!ozis.

Con el objetivo de obtener una aproximaci6n de la funcionalidad de los genes de las

enzimas identificadas en este trabajo que podn'an estar relacionados con las diferencias

fenotfpicas encontradas entre las cepas CBS 6938 (parental silvestre) y CBSTr (crfR-), se

determin6 los niveles expresi6n de los genes  CBR-I,  Cy85-I,  MtJ  y cr£R.  Ademas se

evalu6  Ia actividad  citocromo  c reductasa en  estas  cepas.  Los  niveles  de transcritos  de

los  genes  crfR,  CBR-I,   Cy85-I  y  IVRj,   se  cuantificaron  mediante  RT-qpcR  y  los

valores obtenidos fueron normalizados empleando el gen de actina [GenBank X89898.1]

como referencia.  Se puede  observar que los  niveles  de transcritos  del  gen  CBji-/  son

significativamente mayores en la cepa CBSTr respecto a la cepa silvestre. La diferencia

se  observ6  principalmente  en  las  primeras  etapas  de  crecimiento  (21,   38  y  72  h)

alcanzando de 2 a 3 veces mas en CBSTr. Sin embargo, los niveles de este gen en etapa

estacionaria  tardfa  de  crecimiento  es  similar en  ambas  cepas  (Figura  14  A).  Por  otro
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lado,  la  expresi6n  del  gen  Cy85-/  fue  entre  2  a  5  veces  mayor  en  la  cepa  CBSTr

respecto   a   la   cepa   parental   en   las   fases   exponencial   y   estacionana   temprana   de

crecimiento  (21,  38  y  72  h de  cultivo).  Al  igual  que en el  caso  anterior,  no  se  observ6

una  diferencia  significativa  en  la  expresi6n  de  Cy85-/  entre  ambas  cepas  en  la  fase

estacionaria   tardfa   de   crecimiento   (120   h   de   cultivo)   (Figura   14   8).   Ademas,   se

determinaron   [os   niveles   de   expresi6n   del   gen   CBR-2,   la   cual   segtin   los   analisis

bioinfomaticos  codificaria  una  CBR  mitocondrial.  En  este  caso,  la  mayor  diferencia

entre  ambas  cepas  se  observ6  a  las  21  y  72  h  de  cultivo,  siendo  aproximadamente  2

veces  mayor  en   [a  cepa  CBSTr  que  en  la  cepa  silvestre,   sin  encontrar  diferencias

significativas  de  expresi6n  luego  de  38  y  120  h  de  cultivo  (datos  no  mostrados).  La

expresi6n  del  gen  IVJiJ,  que  codifican'a  una  enzima  tipo  CPR  citoplasmatica  ya  que

carece  del  dominio  de  trams-membrana,  no  present6  diferencias  significativas  en  su

expresi6n  entre  ambas  cepas  durante  las  primeras  etapas  de  crecimiento;  sin  embargo,

luego de  120 h se observ6 un incremento en la cepa silvestre (Figura 14 C).
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Por tiltimo,  se  determin6  los  niveles  de expresi6n  del  gen crtji.  Este gen  en  la

cepa CBSTr esta interrumpido por un m6dulo que confrere resistencia a higromicina 8,

1o  que  impide  la  sintesis  de  una  proteina funcional.  Sin  embargo.  se  podri'an  generar

transcritos  intermmpidos  (truncos)  por  el  m6dulo  mencionado,  por  esto  se  disefiaron

oligonucle6tidos  que  permitieran  detectar  este  transcrito  trunco.   Se  observ6  que  la

expresi6n de crfR durante la curva de crecimiento de la cepa CBSTr siempre fue mayor

(4-5  veces) que en la silvestre,  siendo a las 72 h de cultivo el mayor nivel de expresi6n

alcanzado  (Figura  14 D).  La expresi6n de  crjR en la cepa silvestre  se mantuvo  en un

nivel   bajo   y   constante   durante  el   crecimiento,   como   fue   reportado   anteriormente

(Alcaino y cols., 2008).

Con   el   objetivo   de   evaluar   la   funcionalidad   de   las   enzimas   reductasas

dependientes de NADH (via CBR-CY85)  o NADPH  (CrtR) en las cepas  CBS  6938  y

CBSTr,  se obtuvo la fracci6n micros6mica de ambas cepas luego de 21,  38, 72 y  120 h

de  cultivo  para  determinar  la  actividad  citocromo  c  reductasa.  Dichas  muestras  se

tomaron junto  con  las  muestras  desde  las  cuales  se  extrajo  carotenoides,  esteroles  y

RNA para  los  analisis  en  los  objetivos  anteriores.  El  pellet de  cc;lulas  obtenido  de  las

muestras,  se someti6  a un proceso  de ruptura mediante sonicador bajo las condiciones

previamente optimizadas para obtener proteinas activas. Luego, mediante centrifugaci6n

diferencial  se  obtuvo  el pellet de  100.000 x  g,  denominado  fracci6n micros6mica que

contiene  las  proteinas  ancladas  a  membrana  del  reticulo  endoplasmatico  y  al  Golgi.

Luego, se realizaron los ensayos enzimaticos de actividad citocromo c reductasa y con la

intenci6n  de  evaluar  la  preferencia  de  cofactor,  los  ensayos  se  realizaron  con  los
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cofactores  NADH  o  NADPH  lo  que  estan'a  relacionado  con  la  via  de  donaci6n  de

electrones   (CBR-CY85   o   CrtR,   respectivamente)   que   estan'a   participando   en   la

correspondiente  fracci6n  micros6mica  de X.  dendrorrfeows.  Los  resultados  obtenidos  se

resumen la Tabla 7. Las fracciones micros6micas de las muestras obtenidas luego de 21,

38,   72   y   120  h  de  cultivo  de  la  cepa  silvestre  presentaron  actividad  citocromo  c

reductasa con ambos cofactores, la que fue similar en todas las muestras. Sin embargo,

se observ6 diferencias entre los cofactores utilizados. La actividad enzimatica fue de 2 a

4  veces  mayor  en  presencia  de  NADPH  en  comparaci6n  con  NADH  en  todas  las

muestras  analizadas.  Por  otro  lado,  las  fracciones  micros6micas  de  la  cepa  CBSTr,

mutante crfR-, presentaron una mayor actividad citocromo c reductasa cuando se utiliz6

NADH  como  co factor.  Al  igual  que  en  la  cepa  silvestre,  no  se  observaron  grandes

diferencias en las actividades enzimaticas al utilizar microsomas de distintos tiempos de

la curva de crecimiento. Al comparar los resultados de los ensayos enzimaticos entre los

microsomas  de  ambas  cepas,  se  observ6  que  la  cepa  CBSTr present6  alrededor  de  3

veces  memos  actividad  citocromo  c  reductasa con NADPH,  en  cambio  con  NADH  la

actividad fue casi 3 veces mayor en comparaci6n con la cepa silvestre.

Tabla 7. Actividad citocromo c reductasa de la cepa CBS 6938 y CBSTr.

Actividad citocromo c reductasa [U/in
Tiempo Cultivo

[h]
Cepa                                   NADPH                                      NADH

CBS 6938                          6,36
CBSTr                               3,12

2,87   ±   0.80

CBS 6938                         4,20
CBSTr                               2,14
CBS6938                          7,11   ±   0,42
CBSTr                               1,24   ±   0,59
CBS6938                         8,69   ±   0,78
CBSTr                               1,57   ±   0,96
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4.   DISCUS16N

En  el trabajo  de  Alcaino  y  cols.  (2008)  se identific6  y  caracteriz6  un  gen  que

codifica  a una CPR  y  se  demostr6 que  era dispensable para la viabilidad  de  la c6lula

pero  esencial  en  la  producci6n  de  astaxantina  en  X.  de#drowhows    (Alcaino  y  cols.,

2008).  Dicho  trabajo  dio  el  primer  indicio  de  la  existencia  de  una  via  donadora  de

electrones para P450s altemativa a CPR en X.  deHdrowhozif.  En este trabajo, los analisis

fenotfpicos se realizaron en una cepa silvestre (CBS 6938) y en una mutante que posee

una  interrupci6n  del  gen  crfji-  (CBSTr)  de  X.  dencJro7.feows'.  En  primera  instancia  se

realiz6 una curva de crecimiento de ambas cepas y se colectaron muestras a 24, 38, 72 y

120  h  para  el  analisis  de  la  producci6n  carotenoides  y  ergosterol.  En  cuanto  a  la

producci6n  de  carotenoides  se  detemiin6  que  ambas  cepas  producen  un  maximo  de

carotenoides  a  las  120  h,  1o  cual  fue  previamente  reportado  en  varios  estudios  de  X.

cZcHdrorrfeows (Verdoes y cols., 2003; Liu y Ju, 2007; Ukibe y cols., 2008). Por otro lado,

la cepa CBSTr produce un 64 % mas carotenoides que la cepa silvestre y se corrobor6

que  la  cepa  CBSTr no  produce  astaxantina acumulando  P-caroteno  como  carotenoide

principal.   Esto   indica   que   la   via  donadora   de   electrones   independiente   de   CPR,

probablemente  la via  CBR-CY85,  no  es  capaz  de  sostener el  flujo  de  electrones  a la

enzima P450 astaxantina sintasa (Crts).

Se  esperaba  que  en  la  cepa  CBSTr,  la  ruta  de  biosintesis  de  esteroles  estuviese

afectada dado que en ella participan dos enzimas P450: CYP51  y CYP61  (Loto y cols.,

2012).  Si bien se detemin6 que la cepa parental y la mutante CBSTr producen niveles

equivalentes  de esteroles  a lo  largo  de la curva de crecimiento,  siendo el  principal  de

43



ellos  el ergosterol,  la cepa CBSTr produce un 25  %  menos  ergosterol  que la silvestre.

Similar rue lo deteminado en una cepa mutante del  gen de CPR en S.  ccret;isz.czc,  en la

cual   disminuyo   en   4   veces   la   producci6n   de   ergosterol   respecto   a   su   parental

(Venkateswarlu  y  cols.,  1998).  Interesantemente,  el analisis  de esteroles  por RP-HPLC

revel6 la acumulaci6n de los mismos intermediarios acumulados por el mutante eyp6j-

ademas  de  ergosterol.  Estos  resultados  indican  que  efectivamente  en  X.  de#drorfeows

existe una via donadora de electrones altemativa a CPR que puede sostener la sintesis de

ergosterol  en  CBSTr.  aunque  con  menor  eficiencia  que  CPR.  Esto  es.contrario  a  lo

observado en S.  cerevz.sz.czc, ya que la cepa mutante de CPR no presenta acumulaci6n de

intermediarios   de   la  ruta  de   sintesis   de   ergosterol   (Venkateswarlu   y  cols.,   1998).

Tambi6n  se  demostr6  que  en  el  hongo  Cock/I.oboJws  feeft3rasfropfews,  el  cual  posee  dos

genes que codifican CPRs, CPRl transfiere los electrones a las P450s involucradas en la

ruta   de   sintesis   de   ergosterol;   sin   embargo,   en   mutantes   CPRj-   su   funci6n   la

complementa la via CBR-CY85  y no  la otra CPR  (CPR2) presente en  este organismo

(Lah  y cols.,  2011).  En S.  ccrcw.s!.cze,  otras  evidencias  revelan  la importancia de la via

CBR-CY85; por ejemplo, el doble mutante de eyb5-y cpr-es letal (Truan y cols.,  1994)

al igual que la escisi6n de los genes de CBR y CPR en conjunto, Io que fue demostrado

con una cepa mutante condicional (Tiedje y cols., 2007). La capacidad de la cepa CBSTr

de producir ergosterol revela la intercambiabilidad en el sistema dador de electrones en

X.  cJc"drorfeows para las P450s involucradas en la sintesis de esteroles, no asf para Crts

en la biosintesis de astaxantina. Ademas, los resultados sugieren que la via CBR-CY85

tendn'a mayor afinidad por algunas P450s. Esto es apoyado por lo observado en ensayos

I.j? vztro  de actividad CYP51  realizados  con  CBR-CY85  y CPR de S.  cercvz.sz.czc en  los
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cuales  se  determin6  que  CYP51  presenta una actividad  equivalente  al  utilizar   ambos

donadores de electrones (Lamb y cols.,  1999).

Por  otro  lado,  se  determin6  el  efecto  del  benzoato  en  ambas  cepas  (silvestre  y

mutante CBSTr)  dado  que este compuesto es  degradado por la enzima P450 benzoato

para-hidroxilasa  en  otros  organismos  (Lah  y  cols.,  2011;  Faber  y  cols.,  2001;  van  de

Brink y cols.,  1996). Se observ6 que tanto la cepa silvestre como CBSTr son sensibles al

benzoato, pero las  colonias de la cepa mutante son mss pequefias  al  mismo tiempo de

incubaci6n,  como  se  observa  en  la  Figura  9  A.  Estos  resultados  son  similares  a  lo

observado previamente en una cepa mutante cpr-  de S.  ccrevz.sz.ac,  la cual presenta un

crecimiento  reducido  en presencia de benzoato  y una restauraci6n  de  su  capacidad  de

crecimiento al complementar la mutaci6n con el gen  CPR  silvestre (Lah y cols., 2011).

Similarmente,  una cepa mutante froock-o#f del  gen de CPR en  G. /wjz.kwroz. fue mucho

mss  sensible  al  benzoato  que  la  cepa  silvestre  debido  a la p6rdida  de  actividad  de la

P450   benzoato   para-hidroxilasa   (Malonek   y   cols.,   2004).   En   general,   los   analisis

fenotfpicos de la cepa mutante crfji-presentan los primeros antecedentes de la presencia

de una via donadora de electrones altemativa a las enzimas P450s, probablemente la via

CBR-CY85, en X. dendrorhous.

Por los motivos anteriores, se analiz6 el genoma y transcriptoma de X. de#dror%ows,

para  encontrar  y  caracterizar  los  genes  de  la  via  CBR-CY85.  De  esta  manera  se

identific6  dos  secuencias  g6nicas  que  codifican'an  CBRs:  CBJ3-I  y  CBR-2,  que  segtin

analisis    bioinformaticos,     sus    productos    g6nicos     contienen    los    tres    dominios

caracten'sticos de esta familia de proteinas: i) de uni6n a NADH, ii) uni6n a FAD y iii)
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trams-membrana  en  el  N-terminal     (Karplus  y  cols.,   1991)   (  Figura   11   A-B).   Sin

embargo, al predecir la localizaci6n sub-celular se encontr6 que CBR-1  se localizarfa en

el retfculo endoplasmatico y CBR-2 en la membrana mitocondrial.  Similares resultados

se  encontraron  al  construir  drboles  filogen5ticos  donde  CBR-1  se  agrup6  junto  con

CBRs micros6micas y por otro lado, CBR-2 junto a CBRs mitocondriales (Figura 11 C).

Esto sugiere que probablemente CBR-1 sen'a parte de la via altemativa transportadora de

electrones  a las P450 de clase 11 en X.  dc"drowhowji.  Por otro lado, tambi6n se encontr6

la secuencia nucleotfdica de un posible gen CY85  que llamamos  CyBJ-1.  La proteina

deducida s6lo tiene  148  aminofcidos, lo que coincide con CY85  de otros hongos  que

van  desde  120  a '158  aminoacidos   (Ichinose  y Wariishi,  2012;  Nierman  y  cols.,  2005;

Malmstr6m  y  cols.,  2007).  Ademas,  encontramos  en  CY85-1  la presencia  de  residuos

conservados  que  han  sido  descritos   (Vergeres  y  Waskell,   1995),  particularmente  el

dominio  de uni6n  al  grupo hemo  que  se localiza entre los  aminoacidos  55  al  62  y la

regi6n de trans-membrana en el carboxilo terminal.

Previamente, se habfa reportado la presencia de un solo gen que codifica una P450

reductasa,  crfjt,  en X.  dc„dror7!o#s  (Alcai'no  y  cols.,  2008).  Dado  que  actualmente  se

cuenta   con   el   genoma   y   transcriptoma   de   la   levadura,   se   realiz6   una   btisqueda

bioinformatica con  la intenci6n  de  encontrar otros  genes  que  codificarfan  CPRs.  Esto

permiti6  identificar una  secuencia  nucleotidica  que  codifican'a una  reductasa  del  tipo

CPR, ya que la proteina deducida presenta los dominios conservados en CPR, de uni6n a

FMN,  FAD  y NADPH,  pero  carece  del  dominio trams-membrana caracteristico  que  le

permite   el   anclaje   al  retfculo   endoplasmatico   a  e'stas   flavoproteinas.   Este   gen   se
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denomin6 IVRJ (Novel Reductase 1 ). Similarmente, se ham identificado otras enzimas del

tipo  CPR  pero  sin  el  dominio  trams-membrana  en  c6lulas  humanas  e  invertebrados

(Kwasnicka-Crawford  y  Vincent,  2005;  Paine  y  cols„  2005).   Si  bien  se  conoce  la

funci6n  de  CPR  en  los  sistemas  P450s,  el  rol  que  podn'an  cumplir  estas  enzimas

reductasas NRl  atin no esta claro (Kwasnicka-Crawford y cols., 2003).

Interesantemente, la deteminaci6n de los niveles de expresi6n de los genes CBR-I,

Cy85-I,  IVRJ  y  cr£R  en  las  cepas  silvestre  y  CBSTr,  brind6  una  aproximaci6n  de  la

funcionalidad de las enzimas que codifican. Se observ6 que los niveles de expresi6n de

CBR-I en la cepa CBSTr fue mayor que en la cepa silvestre durante la etapa exponencial

y estacionaria temprana (Figura 14 A). Por otro lado, el gen Cy85-I tuvo una expresi6n

muy  elevada,  siendo  aproximadamente  4  veces  mayor  en  las  tres  primeras  etapas  de

crecimiento  en  la  cepa  CBSTr  comparado  con  la  cepa  silvestre.  En  cambio,  no  se

observaron  diferencias  significativas  de  expresi6n  en  la  etapa  estacionaria  tardfa  de

crecimiento  en  ninguno  de  los  dos  genes.  Lamentablemente  escasa  informaci6n  hay

respecto  a los  niveles de expresi6n  de  CBji en hongos,  los  estudios  se ham centrado  en

expresarlas  y  realizar  ensayos  I.#  vi.fro  (Ichinose  y  Wariishi,  2012).  Sin  embargo,  los

mayores   niveles   de  expresi6n   de   CBji-J   y   CyBJ-J   se  podrfan  explicar  como   un

mecanismo de compensaci6n  a la perdida de funci6n de CrtR en la cepa CBSTr.  Para

poder  comprender  esto,  sen'a  necesario  analizar  si  el  mayor  nivel  de  sus  transcritos

efectivamente conlleva una mayor cantidad de la proteina respectiva.  Sin embargo,  no

contamos  con  anticuexpos  contra  estas  proteinas,  por  lo  que  como  una  aproximaci6n

altemativa  evaluamos  la  actividad  citocromo  c  reductasa con  distintos  cofactores  (vcr
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mss adelante). Por otro lado, la expresi6n del gen IVRJ, que codifican'a una enzima tipo

CPR  pero  citoplasmatica  ya  que  carece  del  dominio  de  uni6n  a  membrana,  present6

niveles altos de expresi6n con un pico a las 72 h, pero 6stos se mantuvieron equivalentes

entre  ambas  cepas.  El  no  observar  diferencias  en  la  expresi6n  de IVRj  entre  la  cepa

mutante crtjz-y silvestre sugiere que la funci6n de NRl  sen'a independiente de CrtR. Si

bien  NRl  podn'a  tener  la  capacidad  de  reducir  a  una  P450,  su  posible  localizaci6n

citoplasmatica  sen'a  una  limitante  para  la  interacci6n  entre  ellas.  Por  otra  parte,  se

determinaron los  niveles  de transcritos  cr£R en  ambas  cepas.  La cepa CBSTr posee el

gen crfR intermmpido por un m6dulo que confiere resistencia a higromicina a  lo  que

impedin'a la sintesis de una proteina silvestre;  sin embargo,  de igual forma se podn'an

generar los  transcritos,  aunque  interrumpidos.  Dado  esto  se  disefiaron  oligonucle6tidos

que reconocieran estos transcritos. Se observ6 de 2 a 3 veces mayor expresi6n de crfR en

la  cepa   CBSTr   en   comparaci6n   con   la   silvestre.   Varios   estudios   demuestran   un

mecanismo  de  co-regulaci6n  de  la  expresi6n  g5nica de  CPR  y P450  caracten'stico  en

hongos  (Baillie,   1993;  Bhatagnar  y  cols.,  1982).  Se  ha  visto  que  enzimas  P450  son

inducibles  por  sustrato,  es  decir,  al  aumentar  la  concentraci6n  de  su  sustrato  se  ve

incrementada de gran manera su expresi6n g6nica lo que ademas conlleva a un aumento

en  la expresi6n  g6nica de  su pczrfHcr  rcdor CPR  (Lah  y  cols.,  2011;    van  der Brink  y

cols.,  1996; Sutter y cols.,  1990; Ghosh y cols.,  1983). Esto hace pensar que el aumento

en  la  expresi6n  de  crfR  en  la  cepa  CBSTr  podn'a  ser  por  una  co-regulaci6n  de  la

expresi6n del sistema P450 (CPR-P450) dada la acumulaci6n del sustrato P-caroteno, lo

cual podrfa ser confirmado al medir los niveles de expresi6n del gen crfs. Por otro lado,
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la  cepa  silvestre  presenta  niveles  de  expresi6n  bajos  y  constantes;  similares  patrones

fueron los observados por Alcaino y cols. (2008).

Finalmente,   se   determin6   1a   actividad   citocromo   c   reductasa   en   la   fracci6n

micros6mica  de  las  cepas  CBSTr  y  silvestre.  Para  ello,  fue  necesario  previamente

implementar  la  metodologia  de  obtenci6n  de  la  fracci6n  micros6mica  con  proteinas

activas, resultando ser la sonicaci6n el me'todo mss 6ptimo para la ruptura celular tanto

por su factibilidad de operaci6n como por el porcentaje de ruptura celular, cantidad de

proteina y actividad citocromo  c reductasa obtenida.  Los  resultados  de los  ensayos  de

actividad  citocromo  c  reductasa  realizados  con  la  fracci6n  micros6mica  de  las  cepas

silvestre   y   mutante   crjfz-   a   lo   largo   de   la   curva   de   crecimiento   demuestran   la

funcionalidad  de  las  vfas  dependientes  de  NADPH  (probablemente  CrtR)  y  NADH

(probablemente  la  via  CBR-CY85).  Se  determin6  que  la  cepa  silvestre  presenta  una

mayor  actividad  citocromo  c  reductasa  dependiente  de  NADPH,  en  cambio  la  cepa

CBSTr (c`ndi-),  tiene mayor actividad al utilizar NADH como cofactor (Tabla 7).  Cabe

mencionar que, si bien se ha demostrado que CBRs de eucariontes superiores requieren

de CY85 para reducir cit c (Arinc y Cakir,  1999; Strittmatter y Velick,  1957), tambi6n

CBR  es  capaz  de  reducirlo  directamente  (Bagnaresi    y  cols.,  1997;  Kitajima  y  cols.,

1981).   Por   lo   tanto,   el   ensayo   citocromo   c   reductasa   podn'a   no   demostrar   una

funcionalidad completa de la via CBR-CY85.

En conjunto, los resultados de expresi6n que muestran un aumento en los niveles de

CBR-I  y Cy85-I y la mayor actividad citocromo c reductasa dependiente de NADH en

la  cepa  CBSTr,  sugieren  que  en  ausencia  de  la  citocromo  P450  reductasa  CrtR,  la
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actividad de la via donadora de electrones  CBR-CY85  se podn'a vcr incrementada de

manera de compensar la pc5rdida de actividad reductora de CrtR en X. deHczrowhozts'.
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5.   CONCLUSIONES

Con los resultados de este trabajo se puede concluir que la enzima CrtR participa

en la biosintesis de astaxantina y de ergosterol en X.  de#drorfoo#S,  donde hay enzimas

P450s  involucradas.  Sin  embargo, .existe  una  via  altemativa  a  CPR  de  donaci6n  de

electrones capaz de complementar la mutaci6n del gen crfR- en la sintesis de ergosterol

(aunque con menor eficiencia) , no asf en la sintesis de astaxantina.

La metodologfa implementada en  este trabajo  para  la  obtenci6n  de  la fracci6n

micros6mica en X.  cZc#drorrfeows fue 6ptima y eficaz para realizar ensayos  de reducci6n

de   citocromo   c,   como   aproximaci6n   para   evaluar   posibles   via   de   reducci6n   de

citocromos P450.

Por tiltimo,  los resultados obtenidos  a nivel  de expresi6n g6nica y de actividad

citocromo c reductasa sugieren fuertemente la participaci6n de una via dependiente de

NADH,   probablemente   la   via   CBR-CY85,   como   via   altemativa   de   donaci6n   de

electrones a las enzimas P450 en X.  deHdrowhows, cuya actividad se ve incrementada en

ausencia de CrtR.
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6.   PROYECCI0NES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, seri'a de gran interes seguir

estudiando   la   participaci6n   de   la   via   CBR-CY85   como   donadora   altemativa   de

electrones  a las  enzimas  P450  en X.  dc#drorfeows.  Por un lado,  la funcionalidad  de  los

genes  CBjI-I  y  CyBJ-I  se  podn`a  determinar construyendo  cepas  mutantes  de  ambos

genes y evaluando sus fenotipos. Ademas, para obtener infomaci6n de la regulaci6n de

la expresi6n g6nica de los sistemas P450 se podrfa analizar las zonas promotoras de los

genes  CBji-I,  CyBJ-I  y crfR asf como tambi6n determinar los niveles de expresi6n de

los genes de P450. Esto acompafiado de ensayos que permitan determinar los niveles de

proteinas   presentes   daria  cuenta  del   nivel   de  regulaci6n  que  poseen   estos   genes.

Finalmente,  para  conocer  especificamente  a  que  enzimas  P450  1a  via  CBR-CY85  le

donan'a electrones sen'a necesario caracterizar funcionalmente otras enzimas P450 en la

levadura y realizar ensayos  enzimaticos  I.#  vz.fro  con  las proteinas P450,  CBR  y CY85

purificadas.
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