UNIVERSIDAD DE CHILE FACULTAD DE CIENCIAS ESCUELA DE PREGRADO

“Estudio de posibles donadores de electrones alternativos en sistemas
P450 de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous”

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

MARIA SOLEDAD GUTIERREZ GUTIERREZ

Directora de Seminario de Titulo:

Dra. Jennifer Alcaino Gorman

Co- Directores de Seminario de Titulo:
Dr. Victor Cifuentes Guzmén 2y Y4

Dra. Maria Cecilia Rojas

Agosto de 2014

Santiago — Chile




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

Q-

R

\!

py

Ky

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de

Chile que el Seminario de Titulo, presentado por la Srta. Maria Soledad Gutiérrez
Gutiérrez

“Estudio de posibles donadores de electrones alternativos en sistemas
P450 de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous”

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

Director Seminario de Titulo

Dra. Jennifer Alcaino Gorman

Co-Directores

Dr. Victor Cifuentes Guzmdn

Dra. Maria Cecilia Rojas

Comision de_Evaluacion

Dr. Ricardo Cabrera
Presidente Comision

Dra. Claudia Stange
Prof. Evaluadora

Santiago de Chile, 22 de Agosto del 2014.




BIOGRAFIA

Naci un jueves 17 de Abril de 1986 en Concepcidn, integrandome a mi familia
como el conchito, la cual estaba formada por mi padre Ociel, mi mama Irma y
mis hermanos Alfredo y Ociel. Junto a mis hermanos nos criamos en el pueblo de
Monte Aguila e inicie mis estudios en la escuela basica Orlando Vera (ex Liceo
A-71). Posteriormente, los estudios de ensefianza media los realice en la ciudad
de Concepcion, decision que mis padres tomaron en busca de una mejor
formacion académica, por lo cual debi internarme en el Liceo de Ninas de ésta
ciudad, momentos de grandes cambios que me otorgaron la capacidad de mirar
mas alla con el fin de desarrollarme tanto a nivel educacional como personal.
Luego, me vine a Santiago para entrar a estudiar Bachillerato en Ciencias en la
Universidad de Chile, mi indecisién en la carrera que queria seguir me llevo a la
Facultad de Ingenieria, es alli donde me di cuenta que lo que me gustaba era la
ciencia y sus laboratorios. Es por esto que ingrese a Ingenieria en Biotecnologia
Molecular en la Facultad de Ciencias. Durante el desarrollo de diferentes cursos a
lo largo de la carrera mi interés por la ciencia incrementd, esto me motivo a
ingresar al Laboratorio de Genética de la facultad, y es aqui donde reafirmé mi
vocacion cientifica y decido entrar al Doctorado en Ciencias mencion

Microbiologia, en el cual me encuentro actualmente cursando el segundo ano.




DEDICATORIA

tii

A mi papd... en donde estés mi viejito,
A mi mamd,

Y a mis hermanos Alfredo y Janito




AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Dr. Victor Cifuentes por permitirme formar parte del Laboratorio
de Genética, a la Dra. Jennifer Alcaino, la Jenny, por su gran apoyo y confianza tanto en
el dmbito académico y personal. Ademds agradezco a todos los integrantes del

laboratorio por la buena disposicién siempre a ayudar y aclarar dudas en el trabajo.

Ademids agradezco a la comisién evaluadora de mi seminario de tftulo, al Dr.

Ricardo Cabrera y Dra. Claudia Stange, por las observaciones y evaluaci6n del trabajo.

Finalmente, agradezco a mi familia por su infinito apoyo y amor. Y a mis bellos

amigos por formar parte de mi vida.

Financiamiento: Proyecto Fondecyt 11121200 y Universidad de Chile,

iv




INDICE DE CONTENIDO
INDICE DE TABLAS ... oiereetniesteeessersstsareessetessrsssesssssessssensesossssesssmesssssssssssssessassaes vi
INDICE DE FIGURAS ..ottt rentecsstastestastessesassssessessessessesssonsassossansesseens viii
LISTA DE ABREVIATURAS .......ccovvieumiiemminieninnnrnsiecansssssseseesssssssossessmessessosssesssees viii
RESUMEN .ottt sssssaras s aras s e s st e b ee st e s seeme s ix
ABSTRACT ..ttt et as s ab b e s ss s be st s e sasssssnanenanssesas Xii
1. INTRODUCCION ....coourreermmmminsesseemsmmssmssseeesssassassssssssssssssssessasssssssssmassosssssasmssssssssases 1
1.1 SiStemnas PAS0. .....eouiiiiiccccirccccrsneessasiseesenname e senssaensssse s ess s s s ens et smne s emna 1
1.2 Xanthophyllomyces deRdrorROUS. ... veerecveeeieereeeerenssiesessessesessesssssssssssesesessasssesosen 7
1.3 Sintesis de astaxantina en X. dendrorhous
Participacién de un sistema citocromo PAS0. .......cev e eseneseesessesssssesns 9
1.4 HipOLESIS ¥ ODJEIIVOS. .erviieiriccrecrecnienerrenreeresaesesses s sassnesessassseneseesessessensessssessensonessaans 13
2 MATERIALES Y METODOS ....cccuvvveummauseseeesmammsersssssssmsssssssmsssssssssssassssssssssnnnossess 14
2.1 Cepas y condiciones de CULLiVO. ....c..evvvereeeererertsereresenerenrssressisssssssessesessesessescsssans 14
2.10 Analisis bioinfOIrMAtICO. ..uuiveeerieeecerterter et e e s asesas s seneemenens 22
2.2, Determinacion del crecimiento celular y Biomasa. co.uc.eeeveeeeeeieenineenrineccresrernecesseessens 15
2.3 Extraccion de RNA y sintesis de CDNA. wouoioeicevceereereeeceeeercereressssvessesseseesenns 16
24 RT - GQPCRu . strsninesessstiiussseseessessesieieesssassesastssasse st sssssmsssssssssnbenssassesessmesensnee 17
2.5 Extraccién de carotenoides totales de X. dendrorhous y anélisis mediante RP-HPLC.
...................................................................................................................................... 18
2.6 Extraccién de esteroles totales de X. dendrorhous y andlisis mediante RP-HPLC., ..19
2.7 Obtencién de la fraccién microsomal con proteinas activas. .........occcvmnveererissessnenns 20
2.8 Ensayo enzimdtico (actividad citocromo c reductasa). .......ccuviverveieerveennericnnsereseenees 21
2.9 Determinacion de la concentracion de proteinas. .....u..eeeerereeeeeseeesiveeresssecseessns 21
3 RESULTADOS ...ttt e rsesressesrestssssssessesssssessesateseestessensessessassssssssssssssssssens 23
3.1.1 Produccion de CarotenOides.....uuvenrerisserssrersrisssesersnesnanesmassssessensssssssssesessessaessssasens 24
3.1.2 Produccion de StEIOIES. . .iiririiieriruissssenrermrmsariessrnsssanssssssessesssassssssesasssssosessesasnns 26
3.1.3 Crecimiento en medio de cultivo sélido con dcido benzoico.......cuevvereeeevreerennean. 29
3.2 Identificacién en el genoma de X. dendrorhous y caracterizacion de los posibles
genes CBR y CYB5 que codifican donadores de electrones alternativos a CrtR.......... 30
3.3 Implementacién y optimizacién de la metodologia para la obtencién de 1a fraccién
microsomal con protefnas activas de X. dendrorhous. .......weecevvevervsvesveserisnennns 36

3.4 Determinacion de la expresion a nivel de transcrito de los genes CBR, CYBS5, NRI y
criR, y actividad citocromo c reductasa a lo largo de la curva de crecimiento de la

cepa silvestre y la mutante crfR™ de X. dendrorhious. ....vereeeeeeveececeeeeeecrerecianns 37
4 DISCUSION ...ourermmmerersacermsaseseemssssesissessessmsessssssasesasssssssssassssssassssssssssssnssssasnssssnsssssns 43
S CONCLUSIONES .....ooieiiiiniesiestssinsieststss e sesesesnssessssessassersastssassssssessesssnsssessons 51
6 PROYECCIONES ...ttt nssssnesnsssssessstes st estssasasesensensossanssssssensons 52
7 BIBLIOGRAFIA .......coiiiricerinsisisiisisisiesisiesesiesemtecsssetsessssasssresssssssssssssssssensossasesons 53




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cepas de X. dendrorhous utilizadas en este trabajo...........oeeeveeverererresesesrrnnn, 14
Tabla 2, Oligonucleétidos utilizados para RT-qPCRu......c..eueermercrrreesreeessseseseesssesss. 17
Tabla 3. Procedimiento de ruptura con cada método. .........cvrcevevereereresresseeseeeseeeesrensens 20
Tabla 4. Produccién de carotenocides totales a lo largo de la curva de crecimiento de la
cepa silvestre y mutante de X. dendrorfions. ....ucuceeeeeeeeeesevseseseneeesesessessesessserans 25
Tabla 5. Producci6n de esteroles totales a lo largo de la curva de crecimiento de la cepa
silvestre y mutante de X. dendrorfiOUs. . eereceeiecereseeeeeseeeeeeeeneeeesesressesesesseeeesseons 27
Tabla 6. Evaluacién de diferentes métodos de ruptura celular para obtener la fraccién
MICTOSOMICA CON PIOLEINAS ACHVAS. ..cvrrrreeereesnscrserererresesessessmreenesseesssssressessesessessesssssesas 38
Tabla 7. Actividad citocromo ¢ reductasa de la cepa CBS 6938 y CBSTT. .....everueen... 42

vi




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de la organizacién de los diferentes sistemas P450. .....ovvevvorvooovos 2
Figura 2, Flujo de electrones hacia citocromo P450 en el reticulo endoplasmitico........6
Figura 3. Biosintesis de terpenoides en X. dendrorious. ..o eoweeeeeeeeeseesceereseessererens 11
Figura 4. Curvas de crecimiento de las cepas CBS 6938 y CBSTY. ...vvuvveveveeureresverennnn, 24
Figura 5. Fenotipo de las cepas de estudio de X. dendrorfious. ......veeveeeereerererereesesrns 25
Figura 6. Andlisis de la composicién de carotenoides. ..........cvmereeeeeecrereesssseressresonses 26
Figura 7. Cromatogramas representativos obtenidos mediante RP-HPLC a 280 nm de
esteroles producidos por las cepas CBS 6938 ¥ CBSTE. c..ouceivveeeiieeeeeeeeeeeeeeesvessresonns 28
Figura 8. Produccién y composicién de esteroles en las cepas CBS 6938 y CBSTr de X.
dendrorhous alo largo de la curva de CTECIMIENLO. «..euvececurreiverrececeecesseeeseerereenesssasaneenns 28
Figura 9. Cultivo de las cepas CBS 6938 y CBSTr en medio YM-agar en ausencia o
presencia de ACIAO DENZOICO. u..virrrerierreeerenireeietrssrsiescteesesseessssesessssseresesrssesesessnsssensasas 30
Figura 10. Secuencias y estructuras de los genes que codifican CBRs en X. dendrorhous.
.......................................................................................................................................... 32
Figura 11. Estructura secundaria de CBRs traducidas in silico con sus dominios
caracteristicos y analisis fIlogenEtiCo.........cocvvvivireriesrrerererree st r et eans 33
Figura 12, Esquema y secuencia del gen CYB3-1 de X. dendrorhous. .ueeeeereeerena... 34
Figura 13. Andlisis bioinformaético del gen NRI de X. dendrorhous. .eeeeeeeeeeevesnnn.. 35
Figura 14. Niveles de expresion de los genes en estudio por RT-qPCR a lo largo de la
curva de crecimiento de las cepas CBS 6938 (silvestre) y CBSTr (mutante crtR). ...... 40

vii




A

BSA
CBR
CPR
CYB5
Citc
DO
DTT
DNA
ANTP
EDTA
FAD
FMN
Hyg

Kb

KDa
NADH
NADPH
NR1
ORF
P450 o CYP
pb

PCR
Psi
gPCR
RNA
RP-HPLC

RT
Tris
U
uv
YM

LISTA DE ABREVIATURAS

Absorbancia

Albumina sérica bovina

Citocromo b5 reductasa

Citocromo P450 reductasa

Citocromo b5

Citocromo ¢

Densidad Optica

Ditiotreitol

Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleétido trifosfato

Tetra acetato disédico de etilendiamina
Flavin adenin dinucleétido

Flavin mononucledtido

Higromicina

Kilobases

KiloDalton

Nicotinamida adenina dinucledtido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Novel Reductase 1, protefna tipo CPR citoplasmética
Marco abierto de lectura

Citocromo P450

Pares de bases nucleotidicas

Reaccion en cadena de la polimerasa
Libras por pulgada cuadrada

PCR cuantitativo o PCR en tiempo real
Acido ribonucleico

Cromatografia liquida en fase reversa
Reaccidn de transcripcion reversa

Tris (hidroximetil) aminometano
Unidades de enzima

Ultravioleta

Medio completo para levadura

viii



RESUMEN

Los citocromos P450 (P450s) representan una de las mas grandes superfamilias
de proteinas y estdn presentes en todos los dominios bioldgicos. Para la catilisis, las
enzimas P450s requicren 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 seglin su estructura y localizacién sub-celular,
siendo los de clase II (localizados en la membrana del reticulo endoplasmético,
microsémicos), los mas abundantes en eucariontes. Los sistemas P450 de clase II estdn
formados por dos protefnas 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 vy finalmente a la enzima citocromo P450. En hongos,
las enzimas P450s son claves en el metabolismo primario, secundario y en la
detoxificacién de xenobioticos, y se ha logrado identificar un alto nimero de genes que
codifican dichas enzimas. Sin embargo, la gran mayoria de las especies presenta s6lo un
gen para CPR. Por lo tanto, la presencia de una tinica CPR podria no ser suficiente para
permitir la transferencia de electrones necesarios para todo el P450oma en un
organismo. Por consiguiente, proteinas de sistemas redox alternativos, tales como la via
formada por citocromo b5 reductasa (CBR} y citocromo b5 (CYBS) (via CBR-CYBS),
desempefian un rol importante en este proceso. Existen evidencias del rol que cumple Ia
via CBR-CYBS5 en los sistemas P450 en cepas mutantes del gen de CPR en F. fujikuroi

y S. cerevisiae, ademds de ensayos in vitro con CBR y CYBS de P. chrysosporium. En
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la levadura carotenogénica X. dendrorhous se han identificado 13 genes que codificarian
P450s, de los cuales se han caracterizado funcionalmente dos: el gen crtS que codifica a
la enzima astaxantina sintasa que oxida el P-caroteno formando astaxantina y el gen
CYP61, que codifica a 1a enzima C-22 desaturasa esencial en la biosintesis de ergosterol.
Por otra parte, se ha identificado el gen crtR de X. dendrorhous que codifica una CPR,
cuya mutacién por interrupcién con un mddulo que confiere resistencia a antibiético,
bloquea la sfntesis de astaxantina, Considerando lo anterior, es interesante estudiar vias
alternativas de donacion de electrones a P450s, como la via CBR-CYBS, en X

dendrorhous.

De esta manera, el objetivo de este trabajo fue estudiar la participacién de una via
donadora de electrones alternativa a citocromo P450 reductasa en los sistemas P450 de
X. dendrorhous. Para ello en primer lugar se analizé fenotipicamente una cepa mutante
crtR (CBSTr) y la cepa silvestre (CBS 6938) de la cual deriva. Se determind que la cepa
mutante no produce astaxamtina, produce una menor proporcion de ergosterol y su
crecimiento en presencia de 4&cido benzoico se ve mds afectado que el de la cepa
silvestre. Por otro lado, se realizé un andlisis bioinformético del genoma y transcriptoma
de X. dendrorhous, logrando identificar los genes que posiblemente codificarian CYBS5 y
CBR en esta levadura. Se encontré un gen que codificaria una CBR (CBR-1) y dos genes
que codificarfan CYBS5, denominados CYB5-1 y CYB5-2, donde el segundo

posiblemente codifica una CYB5 mitocondrial. Ademds, se identificé un gen

{denominado NRI) que codificaria una enzima con los dominios caracteristicos de CPR,




excepto la regién de trans-membrana que permite el anclaje de CPR en la membrana del
reticulo endoplasmético. Posteriormente se determinaron los niveles de transcrito de los
genes identificados, ademads del crR, en la cepa CBSTr y la silvestre. En general, los
genes CYBS -1, CBR-1y crtR presentan una mayor expresién en la cepa CBSTr que en la
silvestre, y el gen NRI no presenta diferencias significativas entre ambas cepas.
Adicionalmente, se determiné la actividad citocromo ¢ reductasa con NADPH y NADH
en ambas cepas, para lo cual fue necesario en primer lugar optimizar las condiciones de
preparacion de la fraccidn microsémica (con protefnas activas) y el ensayo enzimético.
Se encontrd que la actividad citocromo ¢ reductasa de cada cepa depende del tipo de
cofactor: la cepa CBSTr presenté mayor actividad con NADH y la cepa silvestre con
NADPH. Los mayores niveles de actividad dependiente de NADH junto con los
mayores niveles de expresién de CBR-1 y CYB5-1 sugieren fuertemente la participacién
de la via CBR-CYB5 como via donadora de electrones a las enzimas P450 en X.
dendrorhous. Si bien esta via puede sostener rutas metabdlicas donde participan enzimas

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

en el mutante 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, forming
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 II, the
most abundant in eukaryotes. The P450 class II 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
(CYB5) pathway (CBR-CYBS5), play an important role. For example, there is evidence
of the role of the CBR-CYBS via at P450 reactions in CPR mutant strains of F. fujikuroi
and S. cerevisiae. Also, in vitro enzymatic assays have been performed with the CBR

and CYBS from P. chrysosporium.

In the genome of the carotenogenic yeast X. dendrorhous, 13 genes that encode

P450s have identified. However, only two have been functionally characterized: the crtS
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gene that encodes the astaxanthin synthase enzyme, which oxidizes -carotene forming
astaxanthin, and the CYP6! gene, which encodes a C-22-desaturase that is essential in
the ergosterol biosynthesis. Furthermore, the X, dendrorhous CPR encoding gene (crtR)
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-CYBS via in X dendrorhous. Thus, the aim of this work was

to study the role of this alternative P450 electrons donor pathway in X, dendrorhous.

In first place, phenotypic characterizations were performed 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, Furthermore, by
bioinformatics analyses over the X. dendrorhous genome and tramscriptomes, the
putative CYB5 and CBR genes were identified. By this way, a CBR encoding gene
(CBR- I) and two CYBS5 encoding genes (CYB5-1 and CYB5-2, which the second one
possibly encodes a mitochondrial CYBS5), were isolated. Furthermore, the NR] 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 CYB5-1, CBR-1 and

criR transcript levels were higher in CBSTr compare to the wild-type strain, and NR]
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transcript did not show significant differences between the two strains. Additionally, the
cytochrome c reductase activity was determined with NADPH and NADH as cofactors
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-1 and CYB5-1 in CBSTr, strongly suggest that the CBR- CYB5
via is involved in X. dendrorhous 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, dendrorfious crtR

mutant strain.
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1. INTRODUCCION
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 biolégicos
(Bernhardt, 2006). La terminologia P450 se debe a que originalmente se describieron
como pigmentos (P) y luego se encontré que correspondian a proteinas con grupo hemo
del tipo b que muestran una absorcién méaxima a 450 nm en su estado reducido cuando
esta unido a mondéxido de carbono, formando el peak de Soret (Estabrook, 2003). Los
tipos de reacciones que pueden realizar este grupo de proteinas son muy diversas y
seglin el organismo al que pertenezcan pueden contribuir en procesos vitales tales como
la asimilacién de algunas fuentes de carbono, la biosintesis de hormonas y de
componentes estructurales de las células. Ademds, participan en la biosintesis de
metabolitos secundarios y en la degradacién de xenobidticos (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 aminoacidica entre las
enzimas P450 de diferentes familias puede ser muny diversa, encontrindose 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

comin de transferencia de electrones y de activacidén de oxigeno (Hasemann y cols.,

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




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

catalizadores biologicos mds versdtiles conocidos.

La reaccién general catalizada por estas enzimas es la siguiente, donde R
representa al sustrato: RH + NAD(P)H + H" + O, 2 ROH + NAD(P)" + H,O (Mansuy,
1998). Para la oxidacion 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 1):

Clase 1 Clase 11
NAD(PIH  NAD(PY
NAD(PH NAD(PY
‘ . C mEnCULo A
ENDOPLASMATICO

— J

Clase 111 Clase IV
NAD(PH NAD(PY NAD(PYH NAD(PY

HO,C m NH, NH,
I CO,H

Figura 1. Esquema de la organizacion de los diferentes sistemas P450. Ilustracion de
los cuatro sistemas P450 donde se observan sus componentes y organizacion. En circulos
celeste se representan los dominios de P450s, ferredoxina (FeS) y de unién a FAD y FMN.
En rojo se enmarca el sistema de clase II o microsémica, caracteristico 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 piridin nucleétido (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 estdn asociadas

a la membrana mitocondrial interna y sélo la ferredoxina es soluble (Bernhardt, 1996).

Clase II. Los sistemas P450s de clase II en su forma mds simple estdn compuestos por
dos proteinas que se encuentran ancladas a la cara externa del reticulo endoplasmatico
por los residuos amino terminales. Los dos componentes son: i) la enzima P450 y ii) una

citocromo P450 reductasa (CPR).

Clase III. 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 tltima clase de sistemas P450 también es autosuficiente. En este caso, la
region carboxilo del polipéptido posee un dominio tipo ferredoxina que actia como
linker entre el dominio monoflavin reductasa (que une FMN) que recibe el electron

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

Los sistemas P450 de clase II son los mds abundantes en eucariontes y como se
localizan en el reticulo endoplasmdtico, también se conocen como microsémicos. En
hongos, las P450s son enzimas claves en el metabolismo primario, secundario y en la

detoxificacion de xenobioticos y fitoalexinas (Subramanian y cols., 2010). Estin




formados por dos proteinas ancladas a la membrana: i) la enzima citocromo P450 v ii) la
citocromo P450 reductasa (CPR). Las CPRs son flavoprotefnas que contienen un mol de
los grupos prostético FAD y FMN por cada mol de proteina (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 regién de
transmembrana en su extremo amino terminal y una regidn citoplasmitica de cuatro
dominios: i) de unién a NADPH, ii) de unién a FAD, iii) conector y iv) de unién a FMN.
Este dltimo dominio es el que interactia con la enzima citocromo P450 (Wang vy cols.,

1997).

Las nuevas herramientas de secuenciacién masiva y el creciente nimero 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 CYP,
seguido por un nimero que representa a la familia a la cual pertenece, luego le sigue una
letra que representa a la subfamilia y finalmente, un nimero que corresponde al gen.
Asi, aquellas enzimas que presentan una identidad mayor al 40 %, pertenecen a un
misma familia y si la identidad es mayor al 55 %, pertenecen a la misma subfamilia. Se
han identificado 267 familias con mds de 5.000 genes y dado a la gran cantidad de
informacién que se ha reunido, ha sido necesario crear bases de datos especificas para

P450s. Entre ellas destacan, Cytochrome P450 Homepage la cual recopila informacién




de secuencias y nomenclatura de P450s de todos los dominios biolégicos (Nelson,
2009). Una segunda base de datos especializada en secuencias de P450 de hongos es
Fungal Cytochrome P450 Database (Moktali y cols., 2012), mientras que la base de
datos CYPED (Cyrochrome P450 Engineering Database) ademas integra informacién
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 funcién
de ciertos genes, generar modelos estructurales y de interaccidn entre protefnas, entre

Otros.

En contraste con el alto nimerc de genes de P450s que puede presentar un
genoma, en general solo hay un gen de CPR, salvo algunas pocas excepciones (Lah y
cols., 2008). Por lo tanto, la presencia de una CPR tnica podrfa no ser suficiente para
permitir la transferencia de electrones necesarios para todo el P450oma. Por
consiguiente, proteinas de sistemas redox alternativos tales como la via formada por
citocromo b5 (CYBS5) y citocromo b5 reductasa (CBR) (via CBR-CYBS5) desempefian

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

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




En cepas mutantes del gen de CPR del ascomicete Fusarium fujikuroi,
actividades de P450s involucradas en la biosintesis de giberelinas mostraron cambios en
su regioselectividad, velocidad de reaccién y formaron productos alternativos debido a
su interaccion con los partners redox alternativos: CYB5 y CBR (Troncoso y cols.,
2008). Por otro lado, en el hongo Phanerochaete chrysosporium, CBR y CYBS
participan en la funcién de CYP63A2 que es una P450 capaz de oxidar hidrocarburos
policiclicos aromdticos, alquilo-fenoles y alcanos (Khajamohiddin y cols., 2011).
También se demostré que CYB5 y CBR sostienen la actividad de CYP51 en
Saccharomyces cerevisiae, donde CYP51 es una lanosterol 14a-demetilasa esencial en
la sintesis de ergosterol (Lamb y cols., 1999). Estas evidencias demuestran que la via
CBR-CYBS 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, CYB5 puede ser reducida tanto por CPR o

CBR, entregando los electrones a la enzima P450 (Porter, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Flujo de electrones hacia citocromo P450 en el reticulo endoplasmatico. La
enzima P450 podria recibir ambos electrones tanto por la via CBR-CYBS5 como de CPR
(Modificado de Porter, 2002).




1.2. Xanthophyllomyces dendrorhous.

X. dendrorhous es una levadura carotenogénica basidiomicete en estado
telemorfico, es decir, formadora de basidios (Golubev, 1995). Entre sus caracteristicas
destaca su color, ya que tiene la capacidad de sintetizar el carotenoide astaxantina como
principal pigmento. Ademds, es una levadura facultativa que produce etanol por la
fermentacién de aziicares (Andrewes y cols., 1976). X. dendrorhous fue aislada
originalmente desde exudados de 4rboles de regiones montafiosas de Japén y Alaska en
la década de los 60s por Phaff y colaboradores (Phaff y cols., 1972). Posteriormente, se
obtuvieron aislados procedentes de la Patagonia Argentina asociados a cuerpos
fructiferos de Cyttaria hariotii en drboles del género Nothofagus (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. dendrorhous es objeto de un gran mimero de estudios.

Los carotenoides son un grupo de pigmentos muy diversos y estdn ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Son compuestos orginicos de 40 itomos de carbono
derivados del isopreno y poseen una cadena de dobles enlaces conjugados, sistema de
polieno, lo que les otorga sus propiedades cromoféricas (Frengova y Beshkova, 2009).
Debido a la alta hidrofobicidad que tienen estas moléculas, generalmente se encuentran

en las membranas lipidicas de las células o asociadas a proteinas permitiendo su acceso

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




Actualmente se conocen més de setecientas estructuras diferentes de este tipo de
pigmentos, los que se clasifican como carotenos o xantéfilas. Los carotenos sélo poseen
atomos de carbono e hidrégeno en su estructura, siendo el B-caroteno uno de los mds
reconocidos. Las xantdfilas son derivados oxigenados y entre ellas se encuentran la
zeaxantina, cantaxantina y astaxantina (Britton, 1995). Los carotenoides se encuentran
en la mayoria de las formas de vida y son producidos naturalmente por organismos
fotosintéticos y algunos procariontes, hongos filamentosos y levaduras (Lu y col, 2008).
Por el contrario, los animales no son capaces de sintetizar estos pigmentos, por lo tanto
los adquieren desde su dieta (Maoka, 2011). Algunas de las funciones que cumplen los
carotenoides son: pigmentos fotosintéticos, precursores de la vitamina A, antioxidantes
(proteccién contra foto-oxidacidn y radicales libres) y participan en la sintesis de 4dcido
abscisico. También son importantes para la atraccién visual de animales polinizadores

(Frengova y Beshkova, 2009).

Se postula que en X. dendrorhous los carotenoides cumplen un rol antioxidante,
principalmente porque su hdbitat original, exudados de drboles, es altamente oxidante y
contiene sustancias antifiingicas. Por lo tanto, éstos pigmentos estarian ejerciendo un rol
protector en la levadura especialmente porque en X. dendrorhous hay carencia y baja
actividad de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa y la catalasa,
respectivamente (Schroeder y cols., 1993). En apoyo de esta hipétesis, 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 B-caroteno y el a-tocoferol (Miki, 1991). Por este




motivo, actualmente la astaxantina es comercializada por la industria nutracéutica.
Adicionalmente, el mercado mas importante de este carotenoide es la industria de la
acuicultura ya que se usa como colorante de salménidos cultivados (Higuera-Ciapara y

cols., 2006).

1.3. Sintesis de astaxantina en X. dendrorhous: Participacién de un sistema

citocromo P450.

Los carotenoides son tetraterpenos (Cao) cuya unidad bdsica es la molécula de
isopreno (Cs), siendo el isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) las formas activas (Britton y cols., 2004). En eucariontes, el IPP deriva de la
via del mevalonato, donde tres moléculas de acetil-CoA se condensan, seguido por dos
reacciones de fosforilacion y una descarboxilacion (Sandmann, 2001). En la sintesis de
carotenoides en X. dendrorhous (Figura 3), en primer lugar el DMAPP se forma por la
isomerizacién del IPP por la enzima IPP isomerasa codificada por el gen idi (Kajiwara y
cols., 1997). Luego, la condensacién de una molécula de IPP con una de DMAPP forma
geranil pirofosfato (GPP, Cio), al cual se le adiciona una segunda molécula de IPP
formando farnesil pirofosfato (FPP, C;s). Ambas reacciones son catalizadas por la
enzima FPP-sintasa, codificada por el gen FPS (Alcaino, 2014). El siguiente paso es
catalizado por la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa (codificada por el gen crtE),
que agrega una tercera molécula de IPP generando geranilgeranil pirofosfato (GGPP,
Cag) (Verdoes y cols., 1999b). Posteriormente, la condensacién de dos moléculas de
GGPP, etapa catalizada por la enzima bifuncional fitoeno-B-caroteno sintasa (PBS)

codificada por el gen crtYB, produce fitoeno (Cag) que es el primer carotenoide de la via




(Verdoes y cols, 1999a; Alcaino 2002). A continuacién, el fitoeno sufre cuatro
desaturaciones por la enzima fitoeno desaturasa (PDS, producto del gen crtl) generando
licopeno (Verdoes y cols, 1999b). Los extremos del licopeno son ciclados por la
actividad licopeno ciclasa de la enzima PBS formando el B-caroteno (Verdoes y cols,
1999a). Finalmente, el B-caroteno es oxidado por accién de la enzima astaxantina sintasa
(CrtS, codificada por el gen crzS) 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 B-caroteno, generando
astaxantina (de la Fuente y cols, 2010). Se ha demostrado que en la sintesis de
astaxantina desde B-caroteno en X. dendrorhous, también es esencial la enzima CrtR que

es una citocromo P450 reductasa codificada por el gen crtR (Alcaino y cols., 2008).
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Figura 3. Biosintesis de terpenoides en X. dendrorhous. Se esquematiza la via del
mevalonato, la biosintesis de carotenoides y la biosintesis de esteroles de X.
dendrorhous. En letras cursivas se indica los genes estructurales participantes en cada
ruta y a continuacion su nimero de acceso entre paréntesis a la base de datos GenBank:
idi [DQ235686], FPS [DI032788.1, patente US 6872556 B2), crtE [DQO012943], crtYB
[DQO16503], crtl [Y15007], crtS [EUT13462], crtR [EU884133] y CYP61 [JX183236
]. Enmarcado en rojo se seiala las etapas donde participan sistemas P450.
Abreviaciones: Acido mevalénico (MVA) Isopentenil pirofosfato (IPP), dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), farnesil pirofosfato (FPP), geranilgeranil pirofosfato (GGPP)
(Modificado de Loto, 2012).

Hasta la fecha, X. dendrorhous es el inico organismo que se conoce que sintetiza
astaxantina a través de un sistema citocromo P450. Es interesante el hecho que la
interrupcion del gen criR bloquea la produccién de astaxantina, sin embargo, el mutante
es viable (Alcaino y cols., 2008). Ademads, en el genoma de X. dendrorhous se han
identificado 13 genes que probablemente codifican enzimas P450 y todos ellos se

transcriben (Bravo y cols., 2012). Mds ain, la sintesis de esteroles también deriva de la




ruta de biosfntesis de terpenoides, siendo el FPP su precursor. Con relacién a lo recién
expuesto, este tipo de moléculas, los esteroles, son componentes estructurales de la
membrana plasmdtica 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. dendrorhous que en la sintesis
de esta tiltima molécula, la enzima C22-desaturasa (CYP61), la cual también pertenece a
Ia superfamilia de las citocromo P450, es esencial (Loto y cols., 2012). Por otro lado, en
la descomposicién de compuestos fendlicos téxicos se ha determinado la participacién
de una P450, la enzima benzoato p-hidroxilasa (Lah y cols., 2011), en el genoma de X.
dendrorhous se encontré un gen que podria cumplir esta funcién (Bravo y cols., 2012).
Ademds se han identificado otras enzimas del tipo CPR pero sin el dominio trans-
membrana en células humanas e invertebrados (Kwasnicka-Crawford y Vincent, 2005;
Paine y cols., 2005). Si bien se conoce la funcién de CPR en los sistemas P450s, €l rol
que podrian cumplir estas enzimas reductasas, denominadas NR1 (Novel Reductase),
aiin no estd claro (Kwasnicka-Crawford y cols., 2003). Estos antecedentes sugieren que
en X. dendrorhous existe un sistema donador de electrones alternativo a CrtR,
probablemente la via CBR-CYBS, que en el mutante crtR” (CBSTr) sostiene algunas
reacciones donde participan enzimas P450, tales como aquellas de la biosintesis de

ergosterol.

Acorde a lo anterior, en este trabajo se propuso estudiar la via CBR-CYB5 que

alternativamente a CrtR dona electrones a las enzimas P450 en X. dendrorhous.
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14. Hipétesis y Objetivos.

Hipotesis:

En X. dendrorhous, el gen crtR codifica la enzima citocromo P450 reductasa la
cual es esencial en la sintesis de astaxantina. La via alternativa de donacién de
electrones, CBR-CYBS5, no es capaz de complementar la mutacion c¢rtR™ en la sintesis de
astaxantina pero podria sostener la actividad de otras enzimas P450 presentes en la
levadura como aquellas involucradas en la sintesis de ergosterol.

Objetivo general

Estudiar la participacion de una via donadora de electrones alternativa a

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

Objetivos especificos

e Analizar fenotipicamente la cepa silvestre y mutante crtR de X. dendrorhous, en
cuanto a la produccion de carotenoides, esteroles y crecimiento en benzoato.

e Identificar en el genoma de X. dendrorhous y caracterizar los posibles genes CBR y
CYBS5 que codifican donadores de electrones alternativos a CrtR.

e Implementar y optimizar una metodologia para obtener la fraccion microsémico con
proteinas activas de X. dendrorhous.

e Determinar la expresion a nivel de transcrito de los genes CBR, CYBS5, NRI y crtR, y
evaluar la actividad citocromo c reductasa a lo largo de la curva de crecimiento de la

cepa silvestre y de la mutante crtR” de X. dendrorhous.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Cepasy condiciones de cultivo.

Las cepas de X. dendrorhous 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 agitacién constante. Para los cultivos en
medio semi-sélido, al medio YM se le adicioné agar al 1,5 %. Adicionalmente, el
crecimiento de las cepas de levaduras se evalud en placas con medio YM semi-sélido
(pH 5,5) suplementado con benzoato a 250 mg/mL, incubadas a 22 °C. En este caso,
para evaluar el crecimiento, se tom6 un registro fotogrifico de las placas cada 48 h.

Tabla 1. Cepas de X. dendrorhous utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia

UCD 67-385 ATCC 24230, cepa silvestre ATCC

CBS 6938 ATCC 96594, cepa silvestre ATCC

CBSTr (crtRANdel::hph). Transformante de la cepa CBS 6938 Alcaino y cols., 2008.

que acumula (-caroteno, ya que se escindié una porcién
del gen criR y se reemplazé por un médulo que confiere
resistencia a higromicina B.
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2.2. Determinacion del crecimiento celular y biomasa. El crecimiento celular se
determiné midiendo la densidad optica del cultivo a 600 nm con un espectrofotémetro
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 DQgg inicial entre 0,1 y 0,2, Los
cultivos se incubaron a 22 °C con agitacién 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) extraecr 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 fraccién microsémico (2 muestras de 10 mL). Los pellets de células se
lavaron con agua destilada y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.
La biomasa se determiné 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. Extraccién de RNA y sintesis de ¢cDNA. La extraccién de RNA se realizé de
acuerdo a Chomczynski y Sacchi (1987). Brevemente, se tomé una muestra de 5 mL de
un cultivo de Ila levadura y se centrifugé a 4.000 x g por 5 min descartando el
sobrenadante. El pellet celular se suspendié en 200 pL de solucién de lisis (Acetato de
Sodio 0,02 M a pH 5,5, SDS 0,5 % y EDTA 1 mM), se adicioné 100 uL de perlas de
vidrio de 0,5 mm (BioSpec) y se agité por 1 min en un homogeneizador Mini-
Beadbeater-16 (BioSpec). Luego se agregé 800 pL de TRI Reagent (Ambion) y
nuevamente se agité en homogeneizador por 1 min e incubé en hielo por 10 min.
Posteriormente, se adiciond 200 pL de cloroformo, se agité manualmente por 15 s y se
incubd por 6 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 14.000 x g por 10 min a
temperatura ambiente y se recuper6 la fase acuosa a la que se le adicioné un volumen de
isopropanol irio, ¥2 volumen de solucién de precipitacion (NaCl 1,2 M, citrato de sodio
0,8 M). La mezcla se incubé por 1 h a -20 °C y posteriormente se centrifugé por 10 min
a 14.000 x g descartando el sobrenadante. El precipitado se lavé con 1 mL de etanol 70
% y se centrifugé por 5 min a 14,000 x g. Nuevamente se descartd 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 suspendié en 20 — 40 pL de
agua bidestilada libre de nucleasas y la muestra de RNA obtenida se almacend a -80 °C
hasta su andlisis. Para determinar la calidad del RNA extraido, se determind la razén de
absorbancias Ajzeonm/A2sonm de una alicuota (Sambrook y Russell, 2001). La
concentracién se determiné utilizando el coeficiente de extincién (1 Ajep pm = 40 ng
RNA/mL) por el factor de dilucién correspondiente en cada caso. La sintesis de cDNA,
se realiz6 con 5 pg de RNA total, 1,25 pM de partidor oligo-dT, 0,5 uM de dNTPs y 200
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U de transcriptasa reversa M-MLYV (Invitrogen) en un volumen final de 20 uL, segtin las

indicaciones del fabricante de la enzima.

24. RT - qPCR. La determinacién de los niveles de expresién relativa se realizé 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 reaccion se realizé en un volumen final de 20 uL con 1 pL de cDNA

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

partidores utilizados se les determiné la 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. Oligonucleétidos utilizados para RT-qPCR.

Partidor Secuencia 5°a 3’ Blanco de hibridacion
crtR_RT.F TGTGTTTGGCCTGGGAAACAAGAC gencrtR
crtR_RT.R TGTCGTAACCGAGGTTCCTAACCA gencriR
cytb5_RT.F CGTCCGATTCTGGAAAGATTACCC gen CYBS5
cytb5S_RT.R AAGCTGGTAAGGATGCGACTGA gen CYBS5
RT-CBR1.F AAGCACATCGACGGACTCAA gen CBR-1
RT-CBR1.R TTCCTCGGTCACATTAGCGT gen CBR-1
cytbSR_RT.F CAAGGCTGGCTTCAAGGGTACATT gen CBR-2
cytbSR_RT.R TCTTGCTTCGAAAGGAATGGGACG gen CBR-2
NRI1_RT.F GGGGAAGATCCAGCTTTIGTATTGC gen NRI
NR1_RT.R CTTTCCTCGAGCACCGTCTTTTAG gen NRI
mactF-RT CCGCCCTCGTGATTGATAAC gen ACT
mactR-RT TCACCAACGTAGGAGTCCTT gen ACT
oligodT TITTTTITTTTTTTTTTTTT mRNAs
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25. Extracciéon de carotenoides totales de X. dendrorhous y andlisis mediante
RP-HPLC. La extraccién de carotenoides totales se realizé con acetona desde
precipitados celulares (An y cols, 1989). Para ello, se recolectd el peilet celular por
centrifugacién de 15 mL de cultivo y se suspendi6é en 1 mL de agea con 500 pL de
perlas de vidrio de 0,5 mm (BioSpec). La muestra se agité durante 3 min en un
homogeneizador Mini-Beadbeater-16 (BioSpec), se agregé 1 mL de acetona y
nuevamente se llevé al homogeneizador durante otros 3 min. El homogeneizado se
centrifugd a 4.000 x g por 5 min y se recolecté el sobrenadante. Las extracciones con 2
mlL de acetona se repitieron hasta que el extracto celular fuese incoloro juntando Fodos
los sobrenadantes en un mismo tubo. Posteriormente, se agregé 1/6 del volumen final de
sobrenadante recuperado de éter de petréleo, se mezcld y se centrifug6 por 5 min a 4.000
X g. La fase superior (éter de petrdleo) se transfirié a un tubo de vidrio y se determiné su

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

(v érer)(A)(100)
() (peso seco levadura)

Total de carotenoides(*8/g peso seco) =

Donde: A= Absorbancia a 465 nm, v éter= volumen de éter de petréleo recuperado (mL)

y &= coeficiente extincién 100 % =21 (An y cols, 1989).

A continuacién se dejé evaporar totalmente el éter del extracto de carotenoides,
cubriendo los tubos con papel aluminio, los que luego se disolvieron en acetona (50-100
uL). La composicion de pigmentos se determind mediante cromatografia liquida en fase
reversa {(RP-HPLC, Shimatzu SPD-M10VP) con un detector con arreglo de diodos,

usando una columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y como fase mévil, una mezcla
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de acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5) con un flujo de 1 mL/min. Cada pigmento
se identificé de acuerdo a su tiempo de retencién y su espectro de absorcién, en

comparacién a estdndares (Britton y cols., 2004).

2.6.  Extraccion de esteroles totales de X. dendrorhous y andlisis mediante RP-
HPLC. La extraccién de esteroles se realizd segiin 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 mezcld y se sumergid en
un bafio a 80 °C por 2 h (saponificacién). Los esteroles no saponificables fueron
extraidos con 10 mL de éter de petréleo y se cuantificaron espectrofotométricamente a
280 nm (Lamacka y Sajbidor, 1997). Posteriormente el extracto de esteroles se dejé
secar completamente y la composicién se determind mediante cromatografia liquida en
fase reversa (RP-HPLC, Shimatzu SPD-M10VP), wsando una columna Lichrospher
RP18 125-4 (Merck). Como fase mévil se utilizd una mezcla de metanol:agua (97:3) con
un flujo de 1 mL/min. Como estdndar se utiliz6é ergosterol comercial (Sigma-Aldrich,

CAS No. 57-87-4).
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2.7.  Obtencién de la fraccién microsémica con proteinas activas. El pellet celular
de 10 mL de cultivo se suspendi6 en 4 mL de buffer de extraccién (EDTA 1 mM, Tris
HC1 50 mM a pH 7,5, DTT 1 mM, Sorbitol 0,3 M, inhibidor de proteasas CompleteTM de
Boehringer Mannheim) y se sometié a los métodos de ruptura descritos en la Tabla 3. El
extracto obtenido por cada método de ruptura se centrifugé a 1.000 x g por 3 min, se
recuperé el sobrenadante el cual se centrifugé a 20.000 x g a 4 °C por 30 min.
Posteriormente, el nuevo sobrenadante se centrifugé a 100.000 x ga4 °Cpor 1 hyen
esta oportunidad se descart6 el sobrenadante. El pellet se suspendié en buffer de lavado
(EDTA 1 mM, Tris HC1 50 mM a pH 7,5, DTT 1 mM, sorbitol 0,3 M) y se centrifugd a
100.000 x g por 1 h a 4 °C. Finalmente, €l pellet obtenido (que corresponde a la fraccién
microsdmica), se suspendié en 200 pL de buffer (Fosfato de Potasio 30 mM a pH 7,8 y
EDTA 0,1 mM) y se dividié en alicuotas de 40 pL que se congelaron con nitrégeno

liquido en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80 °C.

Tabla 3. Procedimiento de ruptura con cada método.

Meétodo de ruptura Descripcion

Homogeneizador Mini- Al pellet celular colectado y lavado se le adicioné 500 pL de perlas
Beadbeater-16 de vidrio de 0,5 mm (BioSpec) y se sometié a 2 ciclos de 1 min de
(BioSpec) agitacién e incubacién de ! min en hielo,

Prensa fria (X-Press) Al pellet celular colectado y lavado se le adicioné 16 mL de buffer de
extracciébn y se congelé a -20 °C en uwn tubo de 50 ml.
Posteriormente, la muestra se sometié a una presién de 12,000 Psi .

Sonicador (Cole- Al pellet celular colectado y lavado se le adicioné 500 uL de perlas
Parmer) de vidrio de 0,5 mm (BioSpec) y se sonicé por 20 ciclos de 20 s e
incubacidn de 1 min en hielo.
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2.8. Ensayo enzimitico (actividad citocromo c reductasa). El ensayo enzimético se
adapté de Vermillion y colaboradores (1974) y se llevé a cabo midiendo la absorbancia
a 550 nm cada 1 s por 5 min en un espectrofotémetro UV-630 de JASCO en modo
cinético a 22 = 1 °C. Para esto, en una cubeta (UV-Micro de BRAND) de 275 pL de
volumen se le agreg6 237,5 nL de solucién de ensayo (Fosfato de Potasio 260 mM a pH
7.8, EDTA 0,09 mM, BSA 0,01 mg/ml y citocromo ¢ 31 pM), 5-10 pL de la muestra de
microsomas y la reaccidn se inicié con 12,5 pL. de NADPH (2 mM) o NADH (2 mM)
segiin corresponda cada ensayo. Las velocidades iniciales de cada curva de progreso se
determinaron con el software Spectra Analysis de JASCO.

2.9. Determinacion de la concentracion de proteinas. La conceniracién de
protefnas se determiné mediante el método de Bradford con el kit Coomassie Plus Assay
(Thermo Scientific) segiin las indicaciones del proveedor. Se realizé una curva estdndar
por triplicado con un rango de concentraciones de 0 a 750 pg/ml. de proteina BSA. Para
esto, a 750 pL del reactivo Coomassie Plus se le agregd 25 pL de cada muestra de
concentracion estdndar de proteina, se mezclé e incubé a temperatura ambiente por 10
min y posteriormente se determind la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro
UV-630 de JASCO en modo de anilisis cuantitativo (segiin el software del equipo).
Posteriormente, la curva estiandar se utiliz6 para determinar la concentracién de

proteinas de cada una de las muestras microsémicas obtenidas.
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2.10. Andlisis bioinformatico. Para los andlisis de secuencias se utilizaron las
herramientas ContigExpress y AlignX del programa Vector NT Advance v.11
(Invitrogen); Geneious 6 y los programas disponibles en linea como la herramienta
BLAST u ORF Finder del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ademds, las secuencias del transcriptoma y genoma de

la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous disponibles en el Laboratorio de Genética de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, se analizaron con el programa CLC

Genomics Workbench 5.




3. RESULTADOS

3.1.  Anailisis fenotipico de la cepa silvestre y mutante crtR™ de X. dendrorhous, en
cuanto a la produccion de carotenoides, esteroles y crecimiento en benzoato.

Los antecedentes antes mencionados permiten postular que las enzimas CBR y
CYBS5 podrian participar como dadores de electrones alternativo para las enzimas P450
en X. dendrorhous. Por este motivo se propuso como objetivo evaluar el fenotipo
relacionado con vias metabélicas donde participan enzimas P450s: produccién de
carotenoides, sintesis de ergosterol y tolerancia a benzoato en una cepa silvestre y una
mutante c¢rtR° de X. dendrorhous. El andlisis de la produccién y composicién de
carotenoides, permitié evaluar indirectamente la funcionalidad de la enzima CrtS
(astaxantina sintasa), una P450 que cataliza la sintesis de astaxantina a partir de B-
caroteno. Por otra parte, la produccién y composicién de esteroles, via donde se
demostré la participacion de la enzima P450 CYP61 (C22-desaturasa) (Loto et al.,
2012), también nos permiti6 evaluar el aporte de un sistema donador de electrones
alternativos para P450s. Finalmente, también se evalué la funcionalidad de una posible
benzoato 4-hidroxilasa (que también pertenece a la familia de las P450s), involucrada en
la descomposicion de compuestos fendlicos toxicos (Lah y cols., 2011), ya que en el
genoma de X, dendrorhous se encontrd un gen que podsfa cumplir esta funcién (Bravo y
cols., 2012). Como en la cepa CBSTr el gen crtR estd interrumpido (Alcaino y cols.,
2008), representa un buen modelo de estudio para evaluar la participacién de una via
donadora de electrones alternativa a CPR. De esta manera, los andlisis 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 crtR) (Figura 4). Estos
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tiempos representan las etapas exponencial temprana, exponencial media, estacionaria
temprana y estacionaria tardia de crecimiento de la levadura, respectivamente. En cuanto
a la tolerancia a benzoato, se compar$ cualitativamente el crecimiento de la cepa

silvestre y de la mutante ¢rfR” en presencia de acido benzoico.
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Figura 4. Curvas de crecimiento de las cepas CBS 6938 y CBSTr. Las cepas se cultivaron en
triplicados a 22°C en medio YM con agitacién constante. Las flechas verdes indican los tiempos
(21, 38, 72 y 120 h) en que se tomaron las muestras para la extraccion de carotenoides (punto

3.1.1), esteroles (punto 3.1.2), RNA (punto 3.5) y para la preparacién de fraccién microsémica
(punto 3.5).

3.1.1. Produccion de carotenoides.
En la Figura 5 se puede apreciar la notoria diferencia en la coloracion de los cultivos de
ambas cepas en estudio: la cepa silvestre tiene la pigmentacion anaranjada caracteristica
de X. dendrorhous, en cambio CBSTr es de color amarillo. Lo anterior sugiere que la
producciéon de carotenoides en ambas cepas es radicalmente diferente, lo que se
confirmo cuantitativamente. Los resultados obtenidos 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 % menos de
carotenoides por peso seco de levadura luego de 120 h de cultivo. A continuacién se
analiz6 la composicion de los carotenoides producidos por ambas cepas mediante RP-
HPLC. Como era esperado, la cepa CBSTr no produce astaxantina, siendo el B-caroteno
el carotenoide principal a diferencia de la cepa silvestre cuyo carotenoide principal es
astaxantina (Alcaino y cols., 2008) (Figura 6).

Tabla 4. Produccién de carotenoides totales a lo largo de la curva de crecimiento de la

cepa silvestre v mutante de X. dendrorhous .
Pigmentos 1otales

[ug/g peso seco]

Tiempo [h] CBS-6938 CBSTr
21 154 + 33 505 = 59
38 26,8 = 06 302 = 26
72 4412 = 99 661,2 = 90,1
120 476,1 + 220 7830 + 5972

Figura 5. Fenotipo de las cepas de estudio de X. dendrorhous. Fotografia de los cultivos en
matraces de la cepa parental CBS 6938 y la cepa mutante crfR™ CBSTr, luego de 120 h de
cultivo en medio YM a 22 °C.
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Figura 6. Analisis de la composicion de carotenoides. Cantidad de pigmentos mayoritarios en 4
puntos de la curva de crecimiento (21, 38, 72 y 120 h): A) Cepa CBS 6938. B) Cepa CBSTr. La
categoria “otros” incluye carotenoides bajamente representados como hidroxitoruleno,
hidroxiequinenona, licopeno, cantaxantina, fenicoxantina y equinenona. Los datos corresponden al
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promedio de tres experimentos independientes.

3.1.2. Produccion de esteroles.

En X. dendrorhous se determiné que la enzima CYP61 es esencial para la sintesis
de ergosterol. Las cepas mutantes cyp6/  no producen ergosterol y acumulan dos
intermediarios de su sintesis con 15 y 22 min de tiempo de retencion 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
produccién a las 21 h de cultivo con aproximadamente 8 mg por g de levadura seca
(Tabla 5). Sin embargo, se esperaba que la composicion de esteroles en la cepa CBSTr
estuviese afectada por la mutaciéon del gen crtR™ que codifica a la CPR de X
dendrorhous, lo cual se confirmé al analizar la composicion de esteroles mediante RP-
HPLC. La Figura 7 muestra como ejemplo uno de los cromatogramas obtenidos a partir
de las muestras de esteroles extraidos 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 retencion de 16 min correspondiente a
ergosterol, lo cual se confirmé al co-inyectar la muestra con ergosterol estindar. Por otra

parte, las muestras de la cepa CBSTr presentaron tres picos: uno a los 16 min de tiempo
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de retencién que corresponde a ergosterol (pico 1) y otros dos picos: a los 14 (pico 2) y
21 (pico 3) min de retencion (Figura 7B). Al co-inyectar una muestra de esteroles
extraidos desde CBSTr con una de la cepa cyp61” (Loto y cols., 2012), se comprobé que
los picos 2 y 3 son los mismos a los observados en los mutantes cyp61°. Asi, se confirmé
que la cepa parental produce 100 % de ergosterol, mientras que la cepa CBSTr produce
alrededor de un 73 % de ergosterol y un 10 y 17 % de los esteroles correspondientes al
pico 2 y 3, respectivamente (Figura 8). La acumulacién de los mismos esteroles en la
cepa CBSTr. que en la cepa cyp6!’, ademds de ergosterol, sugiere que la funcionalidad

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

Tabla 5. Produccién de esteroles totales a lo largo de la curva de crecimiento de la cepa
silvestre y mutante de X, dendrorhous.

Esteroles Totales
[mg de esteroles/g peso seco de levadura]
Tiempo [h] CBS 6938 CBSTr
21 8,6 + 0,3 79 = 02
38 69 + 0,3 52 = 03
72 47 £ 0,2 49 = 03
120 42 + 0,2 44 = 01
\
|
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Figura 7. Cromatogramas representativos obtenidos mediante RP-HPLC a 280 nm de
esteroles producidos por las cepas CBS 6938 y CBSTr. A) Cromatograma de la muestra de la
cepa silvestre CBS 6938 (72 h de cultivo): presenta s6lo un pico principal con un tiempo de
retencion de 16 min que corresponde a ergosterol. B) Cromatograma de la muestra de la cepa
CBSTr (72 h de cultivo): presenta tres picos con 16 (ergosterol, pico 1), 14 (pico 2) y 21 (pico
3) min de tiempo de retencion.
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Figura 8. Produccion y composicion de esteroles en las cepas CBS 6938 y CBSTr de X.
dendrorhous 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.
B) 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. Crecimiento en medio de cultivo sélido con acido benzoico.

En el genoma de la cepa silvestre se identificé otro gen que codifica una enzima
P450 que, seglin su secuencia, probablemente participa en la descomposicién de
compuestos fendlicos téxicos. 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 4cido benzoico a 250 mg/mL (Figura 9 A) de modo de obtener colonias aisladas.
Cualitativamente se observé que el 4cido 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 B). Se observé que las
colonias en presencia de dcido benzoico tienen un menor tamafio, lo que es ain mds
pronunciado en la cepa CBSTr. Estos resultados indican que la cepa CBSTr es mds
sensible al dcido benzoico, lo que hace suponer que la actividad de la enzima benzoato

para-hidroxilasa en ésta cepa se encuentra disminuida por la mutacién crtR".
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Figura 9. Cultivo de las cepas CBS 6938 y CBSTr en medio YM-agar en ausencia o
presencia de acido benzoico. A) Sembrado de micro-gotas de diluciones seriadas de cultivos
en fase exponencial de crecimiento en YM-agar e YM-agar suplementado con édcido benzoico a
250 mg/mL. B) Sembrado de ambas cepas con un asa en medio YM-agar sin y con la
suplementacién de dcido benzoico 250 mg/mL.

3.2. Identificacion en el genoma de X. dendrorhous y caracterizacion de los
posibles genes CBR y CYBS5 que codifican donadores de electrones alternativos a
CrtR.

Para identificar los posibles genes de donadores alternativos de electrones (CBR
y CYB5), se analizo la base de datos del genoma y transcriptoma de la cepa UCD 67-385
de X. dendrorhous disponibles en nuestro laboratorio. Mediante una busqueda
bioinformdtica utilizando la herramienta BLAST del programa CLC Genomics
Workbench 5, se compar6é la base de datos de X. dendrorhous con secuencias
nucleotidicas homélogas de cada gen disponibles en la base de datos GenBank. De esta

manera, se logro identificar la secuencia génica y de cDNA de ambos genes, y se
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determind su estructura. Ademds se realizé un andlisis de la secuencia traducida in silico
con los softwares PredicProtein e InterProScan disponibles libremente en linea.

Se identificaron dos genes que posiblemente codificarfan a CBR, que Hamamos
CBR-1 y CBR-2. El gen CBR-I posee un tamaiio de 1.472 pb con siete exones (Figura
10 A) que forman un ORF de 883 pb. La traduccién ir silico de este ORF genera una
proteina de 289 aminodcidos con 31,48 KDa de peso molecular (Figura 11 A). El gen
CBR-2 tiene un tamaiio de 1.951 pb con nueve exones (Figura 10 B) y un ORF de 993
pb. Su traduccién in silico indicé que el gen CBR-2 codificaria una proteina de 330
aminodcidos con un peso molecular de 35,35 KDa (Figura 11 B). El andlisis con
PredictProtein arrojd los tres dominios caracteristicos de estas flavoproteinas: i) de unién
a NADH, ii) de unién a FAD vy iii} trans-membrana en el N-terminal. Al utilizar la
herramienta PSORT, la cual se basa en el método de McGeoch's (Nakay y Horton, 1996)
y predice la localizacién sub-celular de proteinas, encontramos que CBR-1
probablemente se localiza en el reticulo endoplasmaético, mientras que CBR-2 se
localizaria en la membrana mitocondrial. Por otra parte, el andlisis filogenético de las
proteinas CBR-1 y CBR-2 de X. dendrorhous traducidas in silico en conjunto con otras
CBRs de hongos disponibles en la base de datos UniProtKB, agrupé a CBR-1 junto con
CBRs descritas como microsémicas y a CBR-2, con las mitocondriales (Figura 11 C).
Por esta razén, lo mis probable que CBR-1 (y no CBR-2) estarfa participando en los
sistemas P450 de clase II de X. dendrorhous. Por otro lado, se encontré un gen de 1.091
pb con seis exones, que codificarfa a CYBS, el cual denominamos CYB5-1 (Figura 12
A). Este gen forma un ORF de 444 pb y su traduccion in silico resulta en una proteina de
148 aminodcidos con un peso molecular calculado de 16,07 KDa. La secuencia
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traducida presenté los dominios caracteristicos de la familia CYB5: i) de unién a
membrana en el N-terminal y 1i) de unién al grupo hemo que segiin la nomenclatura
usada en la base de datos PROSITE, su patrén es [FY]-[LIVMK]-{I}-{Q}-H-P-[GA]-G
(nomenclatura segtin PROSITE, cada “-” indica la posicién de cada aminodcido, entre [ ]
se indican los aminodcidos aceptables y entre { } los que no deben ir en esa posicion)
(De Castro y cols., 2006) (Figura 12 B). Los porcentajes de identidad de CYB5-1 con
otras CYBS5 de hongos es entre un 24 a 41 %, siendo la regién de unién al grupo hemo la
mds conservada (Figura 12 C).

En el trabajo de Alcaino y cols. (2008) se determiné la presencia de un solo gen
de CPR, pero dade que a la fecha se cuenta con el genoma y transcriptoma de la
levadura, se realizd el mismo andlisis bioinformético con la intencién de encontrar otros
genes que codificarfan CPRs. Esto permitié comprobar que no existen otras secuencias
que codificarfan CPRs que compensen y confieran redundancia funcional. Sin embargo,
en este trabajo se logré identificar un gen que codificarfa una reductasa del tipo CrtR,
cuyo producto génico carece del dominio de trans-membrana caracteristico de éstas
flavoproteinas que permite su anclaje en la membrana del reticulo endopldsmico. Este
nuevo gen se llamé NRI (Novel Reductase 1}, tiene un tamafio 2.570 pb con 9 exones,
un ORF de 1.896 pb (Figura 13 A) y que codificaria una protefna de 631 aminodcidos

cuyo peso molecular seria de 71,15 KDa (Figura 13 B).
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3.3. Implementacién y optimizacién de la metodologia para la obtencién de Ia
fraccién microsémica con proteinas activas de X. dendrorhous.

Las proteinas CPR, CBR y CYBS son proteinas ancladas al reticulo endoplasmadtico
(von Jagow y Sebald, 1980; van de Brink y cols., 1996). Por ello, como una
aproximacion para evaluar la funcionalidad de éstas enzimas, se determiné la actividad
citocromo ¢ reductasa de extractos microsémicos. En primer lugar fue necesario
implementar un método eficiente de obtencién de la fraccién microsémica de X.
dendrorhous. La actividad enzimdtica se determiné por medio del ensayo citocromo ¢
reductasa, el cual utiliza como sustrato artificial a la proteina citocromo ¢ (cit c) en
presencia de un cofactor (NADPH o NADH). La cinética de reaccién se midié
espectrofotométricamente a 550 nm ya que cit ¢ presenta un pico de absorbancia en
estado reducido a ésta longitud de onda. La unidad enzimética (U) se definié como la
cantidad de enzima que puede catalizar la reduccién de 1 umol de cit ¢ en presencia de
100 pM de NAD(P)H por min a pH de 7,8 a 22 £ 1 ° C de acuerdo a lo indicado por el
proveedor del kit. Para la optimizacién de la obtencién de proteinas microsGmicas se
realizé la extraccién de protefnas de un cultivo de la cepa UCD 67- 385 en fase
exponencial de crecimiento (48 h) en medio YM con agitacién constante a 22 °C. Una
vez colectadas las células, se probaron 3 métodos de ruptura celular de acuerdo a la
Tabla 3. En cada caso se evalué en los extractos proteicos obtenidos: la cantidad de
proteinas extraidas (por el método 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 realizd por triplicado técnico para tres muestras biolGgicas.
La Tabla 6 resume los resultados de actividad obtenidos. Si bien la ruptura celular con
prensa fria arroj6é los mejores resultados, €sta requiere ser enfriada a -78 °C por 12 h
previo al procesamiento de cada muestra lo cual limita su uso. Sin embargo, la ruptura
por ¢l por método de sonicacion, arrojé resultados similares a los obtenidos por ruptura
con prensa frfa. Por este motivo, la metodologia mds apropiada para la ruptura celular
para luego medir la actividad citocromo c reductasa resulta ser mediante sonicacién

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

alta cantidad de proteina activa para los ensayos enzimdticos posteriores.

Tabla 6. Evaluacién de diferentes métodos de ruptura celular para obtener la
fraccién microsémica con proteinas activas.

Meétodo de . Porcentaje de Actividad enzimati
Ruptura celular Proteinas [pg/mi] rupturﬂ*J[%] [U/mg Pmt]ahca
Homogenizador 960 = 70 22 + 718 74 = 1,3
Prensa Fria 2810 = 150 51 + 64 87 =+ 10
Sonicador 2410 = 90 47 = 57 99 + 1,5

*El porcentaje de ruptura celular se determiné de dos formas: i) conteo de células totales y ii) midiendo [a

DOy de la muestra antes y después del tratamiento.

3.4, Determinacion de la expresién a nivel de transcrito de los genes CBR, CYBS,
NRI y criR; y actividad citocromo ¢ reductasa a lo largo de la curva de
crecimiento de la cepa silvestre y la mutante crtR” de X. dendrorhous.

Con el objetivo de obtener una aproximacidn de la funcionalidad de los genes de las
enzimas identificadas en este trabajo que podrian estar relacionados con las diferencias
fenotipicas encontradas entre las cepas CBS 6938 (parental silvestre) y CBSTr (crtR), se
determind los niveles expresion de los genes CBR-1, CYB5-1, NRI y crtR. Ademds se
evalué la actividad citocromo c reductasa en estas cepas. Los niveles de transcritos de
los genes crtR, CBR-I1, CYB5-1 y NRI, se cuantificaron mediante RT-gPCR 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 CBR-I son
significativamente mayores en la cepa CBSTr respecto a la cepa silvestre. La diferencia
se observo principalmente en las primeras etapas de crecimiento (21, 38 y 72 h)
alcanzando de 2 a 3 veces méds en CBSTr. Sin embargo, los niveles de este gen en etapa

estacionaria tardia de crecimiento es similar en ambas cepas (Figura 14 A). Por otro
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lado, la expresion del gen CYB5-/ fue entre 2 a 5 veces mayor en la cepa CBSTr
respecto a la cepa parental en las fases exponencial y estacionaria temprana de
crecimiento (21, 38 y 72 h de cultivo). Al igual que en el caso anterior, no se observé
una diferencia significativa en la expresion de CYB5-1 entre ambas cepas en la fase
estacionaria tardia de crecimiento (120 h de cultivo) (Figura 14 B). Ademds, se
determinaron los niveles de expresion del gen CBR-2, la cual segin los andlisis
bioinformaticos codificaria una CBR mitocondrial. En este caso, la mayor diferencia
entre ambas cepas se observo a las 21 y 72 h de cultivo, siendo aproximadamente 2
veces mayor en la cepa CBSTr que en la cepa silvestre, sin encontrar diferencias
significativas de expresion luego de 38 y 120 h de cultivo (datos no mostrados). La
expresion del gen NR/, que codificaria una enzima tipo CPR citoplasmdtica ya que
carece del dominio de trans-membrana, no presento diferencias significativas en su
expresion entre ambas cepas durante las primeras etapas de crecimiento; sin embargo,

luego de 120 h se observo un incremento en la cepa silvestre (Figura 14 C).



ov 10°0>d 4+ & SO'0>d+ JUapmIS-1 BganI ‘sensanul
san ap otpawoid [e uopuodaliod SopeINsAI SO BIDUAIDJAI OWOD ([HY) BUNOR 3p U3 [e 010adsal uod uoIeZI[ewLIou s uoisaidxa
9P SIAAIU SO Y12 (A A [YN (D °[-SGAD (A *[-4gD (V ua3 [2p oane[ai ugisaidxa ap [2AIN “((Y 442 duejnui) 11D & (JAISIA[S) 8€69
S sedad se| Ip 0JUINUIIIAID IP BAIND B[ I 0318 0] € JYHJb- LY 10od 0o1pnsd ud soudd sof ap uoisaadxa ap SIPAIN “$] ean3i]

oAnmd ap odwar oAnnd ap odwarp
qozl qcL 4 8¢ 41z q ozl L q 8¢ 1T
0 - F 0 -
1o @ ¢
& 1o &
= rog Z
Em= g =
£ -~ -~
;. als o E%
= & = #
11s40@ ém 53 ¢ ¥
R 1S90 o B
s0g z
8€69 sEOm o >
Q 8€69 SEO@ o Q
Lo -’ )
= ww oo (@ TN PO
oAnmd ap odwar oA ap oduar
7071 qL LR qIc qozI qzL q 8¢
¢ L L0 o
L3 (3
= -
. m nom
11sd0@ - 11s4oe 2 " B
= M * ok 90 poo
869 S4O@ ¢ =z 8£60 SEOM@ o B
m L0 m
. 80
* r Am # ok 60 AA‘.
[-£4910 [-44)




Por 1ltimo, se determiné los niveles de expresién del gen crfR. Este gen en la
cepa CBSTr estd interrumpido por un médulo que confiere resistencia a higromicina B,
lo que impide la sintesis de una protefna funcional. Sin embargo, se podrfan generar
transcritos interrumpidos (truncos) por el médulo mencionado, por esto se disefiaron
oligonucledtidos que permitieran detectar este transcrito trunco. Se observé que la
expresion 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 expresién
alcanzado (Figura 14 D). La expresion de crtR 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-CYBS5) o NADPH (CrtR) en las cepas CBS 6938 y
CBSTr, se obtuvo la fraccién microsémica de ambas cepas luego de 21, 38, 72 y 120 h
de cultivo para determinar la actividad citocromo ¢ reductasa. Dichas muestras se
tomaron junto con las muestras desde las cuales se extrajo carotenoides, esteroles y
RNA para los andlisis en los objetivos anteriores. El pellet de células obtenido de las
muestras, se sometié a un proceso de ruptura mediante sonicador bajo las condiciones
previamente optimizadas para obtener proteinas activas. Luego, mediante centrifugacién
diferencial se obtuvo el pellet de 100.000 x g, denominado fraccién microsdémica que
contiene las proteinas ancladas a2 membrana del reticulo endoplasmidtico y al Golgi.
Luego, se realizaron los ensayos enzimdticos de actividad citocromo c reductasa y con la

intencién de evaluar la preferencia de cofactor, los ensayos se realizaron con los
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cofactores NADH o NADPH lo que estarfa relacionado con la via de donacién de
electrones (CBR-CYB5 o CrtR, respectivamente) que estarfa participando en la
correspondiente fraccién microsémica de X. dendrorhous. Los resultados obtenidos se
resumen la Tabla 7. Las fracciones microsémicas de las muestras obtenidas luego de 21,
38, 72 y 120 h de cultivo de la cepa silvestre presentaron actividad citocromo ¢
reductasa con ambos cofactores, la que fue similar en todas las muestras. Sin embargo,
se observé diferencias entre los cofactores utilizados. La actividad enzimética fue de 2 a
4 veces mayor en presencia de NADPH en comparacién con NADH en todas las
muestras analizadas. Por otro lado, las fracciones microsémicas de la cepa CBSTr,
mutante crtR’, presentaron una mayor actividad citocromo ¢ reductasa cuando se utilizé
NADH como cofactor. Al igual que en la cepa silvestre, no se observaron grandes
diferencias en las actividades enzimdticas al utilizar microsomas de distintos tiempos de
la curva de crecimiento. Al comparar los resultados de los ensayos enzimdticos entre los
microsomas de ambas cepas, se observo que la cepa CBSTr presentd alrededor de 3
veces menos actividad citocromo ¢ reductasa con NADPH, en cambio con NADH la

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

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

Actividad citocromo ¢ reductasa [U/mg prot]

T‘e‘“pg’hf“““’“ Cepa NADPH NADH
o CBS 6038 636 = 0,42 2,87 = 0,80
CBSTr 3,12 + 094 612 = 045

-8 CBS 6038 420 0,57 374 = 0,89
CBSTr 2,14 = 083 804 + 037

72 CBS 6938 7.0 = 0,42 2,51 = 033
CBSTr 124 + 0,59 578 = 0.88

' CBS 6938 860 + 0,78 327 % 0,51
CBSTr 1,57 + 096 724 + 0,62
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4. DISCUSION

En el trabajo de Alcafno y cols. (2008) se identificé y caracteriz6 un gen que
codifica a una CPR y se demostré que era dispensable para la viabilidad de la célula
pero esencial en la produccién de astaxantina en X. dendrorhous (Alcaino y cols.,
2008). Dicho trabajo dio el primer indicio de la existencia de una via donadora de
electrones para P450s alternativa a CPR en X. dendrorhous. En este trabajo, los andlisis
fenotfpicos se realizaron en una cepa silvestre (CBS 6938) y en una mutante que posee
una interrupcién del gen crtR™ (CBSTr) de X. dendrorhous. En primera instancia se
realizé una curva de crecimiento de ambas cepas y se colectaron muestras a 24, 38, 72 y
120 h para el andlisis de la produccién carotenoides y ergosterol. En cuanto a Ia
produccién de carotenoides se determiné que ambas cepas producen un méximo de
carotenoides a las 120 h, lo cual fue previamente reportado en varios estudios de X.
dendrorhous (Verdoes y cols., 2003; Liu y Ju, 2007; Ukibe y cols., 2008). Por otro lado,
la cepa CBSTr produce un 64 % mds carotenoides que la cepa silvestre y se corrobord
que la cepa CBSTr no produce astaxantina acumulando B-caroteno como carotenocide
principal. Esto indica que la via donadora de electrones independiente de CPR,
probablemente la via CBR-CYBS, 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 determiné 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
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elios el ergosterol, la cepa CBSTr produce un 25 % menos ergosterol que la silvestre.
Similar fue lo determinado en una cepa mutante del gen de CPR en S. cerevisiae, en la
cual disminuyo en 4 veces la produccién de ergosterol respecto a su parental
(Venkateswarlu y cols., 1998). Interesantemente, el andlisis de esteroles por RP-HPLC
revel6 la acumulacién de los mismos intermediarios acumulados por el mutante cypbl
ademds de ergosterol. Estos resultados indican que efectivamente en X. dendrorhous
existe una via donadora de electrones alternativa 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. cerevisiae, ya que la cepa mutante de CPR no presenta acumulacién de
intermediarios de la ruta de sintesis de ergosterol (Venkateswarlu y cols., 1998).
También se demostré que en el hongo Cochliobolus heterostrophus, el cual posee dos
genes que codifican CPRs, CPR1 transfiere los electrones a las P450s involucradas en la
ruta de sintesis de ergosterol; sin embargo, en mutantes CPRI™ su funcién la
complementa la vfa CBR-CYBS5 y no la otra CPR (CPR2) presente en este organismo
(Lah y cols., 2011). En S. cerevisiae, otras evidencias revelan la importancia de la via
CBR-CYBS; por ejemplo, el doble mutante de cyb5™ y ¢pr” es letal (Truan y cols., 1994)
al ignal que la escisién de los genes de CBR y CPR en conjunto, lo 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. dendrorhous para las P450s involucradas en la sintesis de esteroles, no asf para CrtS
en la biosintesis de astaxantina. Ademds, los resultados sugieren que la via CBR-CYB5
tendria mayor afinidad por algunas P450s. Esto es apoyado por lo observado en ensayos

in vitro de actividad CYP51 realizados con CBR-CYBS5 y CPR de S. cerevisiae en los
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cuales se determiné que CYP51 presenta una actividad equivalente al utilizar ambos

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

Por otro lado, se determiné 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 observé que tanto la cepa silvestre como CBSTr son sensibles al
benzoato, pero las colonias de la cepa mutante son més pequefias al mismo tiempo de
incubacidn, como se observa en la Figura 9 A. Estos resultados son similares a lo
observado previamente en una cepa mutante cpr de S. cerevisiae, la cual presenta un
crecimiento reducido en presencia de benzoato y una restauracién de su capacidad de
crecimiento al complementar la mutacién con el gen CPR silvestre (Lah y cols., 2011).
Similarmente, una cepa mutante knock-out del gen de CPR en G. fujikuroi fue mucho
mds sensible al benzoato que la cepa silvestre debido a la pérdida de actividad de 1a
P450 benzoato para-hidroxilasa (Malonek y cols., 2004). En general, los andlisis
fenotipicos de la cepa mutante crzR’ presentan los primeros antecedentes de la presencia
de una via donadora de electrones alternativa a las enzimas P450s, probablemente la via

CBR-CYBS5, en X. dendrorhous.

Por los motivos anteriores, se analizé el genoma y transcriptoma de X, dendrorhous,
para encontrar y caracterizar los genes de la via CBR-CYBS5. De esta manera se
identificé dos secuencias génicas que codificarian CBRs: CBR-1 y CBR-2, que segin
andlisis bioinformadticos, sus productos génicos contienen los tres dominios

caracteristicos de esta familia de proteinas: 1} de unién a NADH, ii) unién a FAD vy iii)
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trans-membrana en el N- terminal (Karplus y cols., 1991) ( Figura 11 A-B). Sin
embargo, al predecir la localizacién sub-celular se encontré que CBR-1 se localizaria en
el reticulo endoplasmadtico y CBR-2 en la membrana mitocondrial. Similares resultados
se encontraron al construir drboles filogenéticos donde CBR-1 se agrupé junto con
CBRs microsémicas y por otro lado, CBR-2 junto a CBRs mitocondriales (Figura 11 C).
Esto sugiere que probablemente CBR-1 serfa parte de la via alternativa transportadora de
electrones a las P450 de clase II en X, dendrorhous. Por otro lado, también se encontré
la secuencia nucleotidica de un posible gen CYBS5 que llamamos CYB5-1. La proteina
deducida sdlo tiene 148 aminodcidos, lo que coincide con CYBS5 de otros hongos que
van desde 120 a 158 aminodcidos (Ichinose y Wariishi, 2012; Nierman y cols., 2005;
Malmstrém y cols., 2007). Ademds, encontramos en CYB5-1 la presencia de residuos
conservados que han sido descritos (Vergeres y Waskell, 1995), particularmente el
dominio de unién al grupo hemo que se localiza entre los aminoédcidos 55 al 62 y Ia

region de trans-membrana en el carboxilo terminal.

Previamente, se habia reportado la presencia de un solo gen que codifica una P450
reductasa, crtR, en X. dendrorhous (Alcaino y cols., 2008). Dado que actualmente se
cuenta con el genoma y transcriptoma de la levadura, se realizé una biisqueda
bioinformdtica con la intencién de encontrar otros genes que codificarian CPRs. Esto
permitié identificar una secuencia nucleotidica que codificarfa una reductasa del tipo
CPR, ya que la proteina deducida presenta los dominios conservados en CPR, de unién a

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

permite el anclaje al reticulo endoplasmdtico a éstas flavoproteinas. Este gen se




denomind NRI (Novel Reductase 1). Similarmente, se han identificado otras enzimas del
tipo CPR pero sin el dominio trans-membrana en células humanas e invertebrados
(Kwasnicka-Crawford y Vincent, 2005; Paine y cols., 2005). Si bien se conoce la
funcién de CPR en los sistemas P450s, el rol que podrian cumplir estas enzimas

reductasas NR1 aiin no estd claro (Kwasnicka-Crawford y cols., 2003).

Interesantemente, la determinacién de los niveles de expresién de los genes CBR-1,
CYB5-1, NRI y criR en las cepas silvestre y CBSTr, brind6 una aproximacién de la
funcionalidad de las enzimas que codifican. Se observé que los niveles de expresién de
CBR-1 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 CYBS5-I tuvo una expresién
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 expresién en la etapa estacionaria tardia de
crecimiento en ninguno de los dos genes. Lamentablemente escasa informacién hay
respecto a los niveles de expresién de CBR en hongos, los estudios se han centrado en
expresarlas y realizar ensayos in vitro (Ichinose y Wariishi, 2012). Sin embargo, los
mayores niveles de expresién de CBR-I y CYB5-1 se podrian explicar como un
mecanismo de compensacién a la perdida de funcién de CrtR en la cepa CBSTr. Para
poder comprender esto, serfa necesario analizar si el mayor nivel de sus transcritos
efectivamente conlleva una mayor cantidad de la proteina respectiva. Sin embargo, no
contamos con anticuerpos contra estas proteinas, por lo que como una aproximacién

alternativa evaluamos Ia actividad citocromo ¢ reductasa con distintos cofactores (ver
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mas adelante). Por otro lado, la expresién del gen NRI, que codificarfa una enzima tipo
CPR pero citoplasmitica ya que carece del dominio de unién a membrana, presento
niveles altos de expresién con un pico a las 72 h, pero éstos se mantuvieron equivalentes
entre ambas cepas. El no observar diferencias en la expresidén de NRI entre la cepa
mutante creR y silvestre sugiere que la funcién de NR1 seria independiente de CrtR. Si
bien NR1 podria tener la capacidad de reducir a una P450, su posible localizacién
citoplasmética serfa una limitante para la interaccién entre ellas. Por otra parte, se
determinaron los niveles de transcritos crtR en ambas cepas. La cepa CBSTr posee el
gen crtR interrumpido por un médulo que confiere resistencia a higromicina B lo que
impediria la sintesis de una protefna silvestre; sin embargo, de igual forma se podrian
generar los transcritos, aunque interrumpidos. Dado esto se disefiaron oligonucledtidos
que reconocieran estos transcritos. Se observd de 2 a 3 veces mayor expresion de crtR en
la cepa CBSTr en comparacién con la silvestre. Varios estudios demuestran un
mecanismo de co-regulacién de la expresién génica de CPR y P450 caracteristico en
hongos (Baillie, 1993; Bhatagnar y cols., 1982). Se ha visto que enzimas P450 son
inducibles por sustrato, es decir, al aumentar la concentracion de su sustrato se ve
incrementada de gran manera su expresion génica lo que ademés conlleva a un aumento
en la expresion génica de su partner redox 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 expresion de crtR en la cepa CBSTr podria ser por una co-regulacién de la
expresion del sistema P450 (CPR-P450) dada la acumulaci6n del sustrato f-caroteno, lo

cual podria ser coniirmado al medir los niveles de expresidn del gen ertS. Por otro lado,
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la cepa silvestre presenta niveles de expresién bajos y constantes; similares patrones
fueron los observados por Alcaino y cols. (2008).

Finalmente, se determiné la actividad citocromo ¢ reductasa en la fraccién
microsémica de las cepas CBSTr y silvestre. Para ello, fue necesario previamente
implementar la metodologfa de obtencién de la fraccién microsémica con protefnas
activas, resultando ser la sonicacién el método més dptimo para la ruptura celular tanto
por su factibilidad de operacién como por el porcentaje de ruptura celular, cantidad de
protefna y actividad citocromo ¢ reductasa obtenida. Los resultados de los ensayos de
actividad citocromo ¢ reductasa realizados con la fraccién microsémica de las cepas
silvestre y mutante crtR™ a lo largo de la curva de crecimiento demuestran la
funcionalidad de las vias dependientes de NADPH (probablemente CrtR) y NADH
(probablemente la via CBR-CYBS5). Se determiné que la cepa silvestre presenta una
mayor actividad citocromo ¢ reductasa dependiente de NADPH, en cambio la cepa
CBSTr (crtR’), 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 CYB5 para reducir cit ¢ (Arinc y Cakir, 1999; Strittmatter y Velick, 1957), también
CBR es capaz de reducirlo directamente (Bagnaresi y cols., 1997; Kitajima y cols.,
1981). Por lo tanto, el ensayo citocromo c reductasa podria no demostrar una
funcionalidad completa de ia via CBR-CYBS.

En conjunto, los resultados de expresidn que muestran un aumento en los niveles de
CBR-1 'y CYB5-1 y la mayor actividad citocromo c¢ reductasa dependiente de NADH en

la cepa CBSTr, sugieren que en ausencia de la citocromo P450 reductasa CriR, la
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actividad de la via donadora de electrones CBR-CYBS se podria ver incrementada de

manera de compensar la pérdida de actividad reductora de CrtR en X. dendrorhous.




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. dendrorhous, donde hay enzimas
P450s involucradas. Sin embargo, existe una via alternativa a2 CPR de donacién de
electrones capaz de complementar la mutacién del gen crtR en la sintesis de ergosterol

(aunque con menor eficiencia) , no asi en la sintesis de astaxantina.

La metodologia implementada en este trabajo para la obtencién de la fraccidn
microsémica en X. dendrorhous fue Gptima y eficaz para realizar ensayos de reduccién
de citocromo c, como aproximacién para evaluar posibles via de reduccién de

citocromos P450.

Por 1iltimo, los resultados obtenidos a nivel de expresion génica y de actividad
citocromo ¢ reductasa sugieren fuertemente la participacién de una via dependiente de
NADH, probablemente la via CBR-CYBS5, como via alternativa de donacién de
electrones a las enzimas P450 en X. dendrorhous, cuya actividad se ve incrementada en

ausencia de CrtR.
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6. PROYECCIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, seria de gran interés seguir
estudiando Ia participacién de la via CBR-CYB5 como donadora alternativa de
electrones a las enzimas P450 en X. dendrorhous. Por un lado, la funcionalidad de los
genes CBR-1 y CYB5-1 se podifa determinar construyendo cepas mutantes de ambos
genes y evaluando sus fenotipos. Ademds, para obtener informacién de la regulacién de
la expresion génica de los sistemas P450 se podria analizar las zonas promotoras de los
genes CBR-1, CYB5-1 y crtR asi como también determinar los niveles de expresi6n de
los genes de P450. Esto acompaiiado de ensayos que permitan determinar los niveles de
proteinas presentes daria cuenta del nivel de regulacién que poseen estos genes.
Finalmente, para conocer especfficamente a que enzimas P450 la via CBR-CYBS5 le
donaria electrones seria necesario caracterizar funcionalmente otras enzimas P450 en la
levadura y realizar ensayos enzimadticos in vitro con las proteinas P450, CBR y CYBS

purificadas.
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