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RESUMEN

Los carotenoides son un diverso grupo de pigmentos liposolubles ampliamente
distribuidos en la naturaleza que tienen un rol antioxidante. Dentro de ellos destaca la
astaxantina, pigmento responsable del color rojo-anaranjado de una amplia variedad de
organismos marinos, la cual es adquirida a través del alimento. Debido a sus
caracteristicas como colorante y antioxidante, la astaxantina es de gran importancia
comercial principalmente por su uso como aditivo alimenticio en la salmonicultura. Uno
de los sistemas bioldgicos mds promisorios para una produccién industrial de este
pigmento es la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous, 1a cual requiere de sélo 4
genes para sintetizar astaxantina desde fitoeno: crtl, crt¥B, crtS'y crtR. Sin embargo, una
de las mayores limitaciones para su explotacién comercial como una fuente de
astaxantina, es su bajo contenido en cepas silvestres y por esta razén, se han aplicado

distintas estrategias para mejorar su rendimiento

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodologia de mejoramiento
genético para la produccién de astaxantina en X. dendrorhous utilizando la técnica de
DNA assembler. Esta metodologia consiste en transformar la levadura con fragmentos
de DNA que poseen secuencias homdlogas en sus extremos que mediante el proceso de
recombinacién homéloga, éstos se ensamblan entre si y se integran en el genoma de la
levadura. Para cumplir el objetivo propuesto, en primer lugar se adaptd y evalué la
técnica de DNA assembler para X. dendrorhous. Para ello, 1a levadura se transformé con
un modulo de resistencia a higromicina B y dos fragmentos de DNA para dirigir la

integracién del médulo en su genoma. Se analizaron dos posibles sitios de integracién de

viii




e

la cepa silvestre UCD 67-385 de X. dendrorhous, yhu y xhd, cada uno correspondiente a
un locus, y se selecciond el locus x#d, ya que la integracién en sélo este médulo de
resistencia, no provocé cambios significativos en la produccién de carotenoides.
Posteriomente, se construyeron independientemente médulos de expresién de los genes
carotenogénicos crtYB, crtl y crtS que fueron integrados en X. dendrorhous por DNA
assembler. Dado que la cepa modelo utilizada es diploide, en primer lugar la integracién
de cada médulo ocurrié en una de las dos copias del sitio de integracién. Luego,
mediante el método dei doble recombinante, fue posible obtener cepas con dos copias de
cada mo6dulo carotenogénico de expresién. La cepa con dos copias adicionales del gen
crtYB no presentd cambios en la cantidad de carotenoides totales producidos, pero hubo
una disminucién en el contenido de astaxantina y un aumento en los otros carotenoides
biciclicos en comparacién con la cepa parental. Las cepas portadoras de copias
adicionales del gen crtl, presentaron una menor cantidad de carotenoides totales sin
cambios significativos en la composicién de pigmentos con respecto a la parental. Por
otra parte, la cepa con dos copias adicionales del gen crS presenté un mayor contenido
de carotenoides monociclicos y de astaxantina a costa de una disminucién de otros

carotenoides biciclicos.

Como conclusién, la sobreexpresién de genes carotenogénicos individualmente, no
es suficiente para aumentar el contenido de carotenoides y favorecer la produccién de
astaxantina en X. dendrorhous. Sin embargo, DNA assembler resulté ser un método
rdpido y efectivo de trasformacion de X. dendrorhous que permitird desarrollar nuevas

estrategias de transformacién de esta levadura con varios genes simultdneamente.
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ABSTRACT

Carotenoids are a diverse group of liposoluble pigments widely distributed in nature,
which have antioxidant properties. Among carotenoids, astaxanthin stands out due to its
potent antioxidant properties and for its use as a food additive in salmon farming,
necessary for their flesh pigmentation. In animals, this pigment is acquired through the
food chain and it is responsible for the orange-red color of a wide variety of marine
animals. Due to these characteristics, astaxanthin is commercially important. One of the
most promising biological sources of astaxanthin is the yeast Xamthophyllomyces
dendrorhous. This yeast requires only 4 genes to synthesize astaxantin from phytoene:
crtS, crtl, crtYB and crtR. However, the major limitation to commercially exploit this
yeast as a source of astaxanthin is the low content of astaxanthin, in wild type strains.
For this reason, different strategies to improve the production of astaxanthin in X,

dendrorhous have been applied.

The aim of this work was to develop a genetic improvement program for the
production of astaxanthin in X. dendrorhous using the DNA assembler technology. This
method involves the transformation of the yeast with DNA fragments with homologous
ends. Once in the cell, these DNA fragments are assembled together by the endogenous
homologous recombination machinery and integrated into the yeast genome. In first
place, the DNA assembler method was adapted and evaluated for X, dendrorhous. For
this, we transformed the yeast with a hygromycin B resistance module and two DNA

fragments to direct the module integration in two alternative target sites in wild type X.

dendrorhous UCD 67-385 strain, yhu y xhd, each them corresponding to a locus. We




selected xid locus as an integration target, because its interruption did not cause
significant changes in the carotenoids yeast production. In order to meet the main
objective of this work, the crtYB, crtl and crtS gene expression modules were built and
introduced by DNA assembler into a X. dendrorhous wild type strain., As the X,
dendrorhous wild type strain used in this work is diploid, after the transformation event
the expression module is integrated in only one of the two copies of the target site.
However, the double recombinant method allowed us to generate strains with the
expression module in the two homologous target sites. The strains with the crfYB gene
additional copies did not showed changes in the total amount of carotenoids, but their
composition was different: the astaxanthin content decreased and the proportion of the
other bicyclic carotenoids increased, in contrast to the parental strain. Regarding the
parental strain, the strains with additional crtI gene copies, had less total carotenoids
with no significant changes in their composition. Finally, the strains with additional cr£S
gene copies did not had differences in the amount of total carotenoids with respect to the
parental strain. However, the content of monocyclic carotenoids and astaxanthin

increased at the expense of a decrease of the other bicyclic carotenoids

In conclusion, the overexpression of an individual carotenogenic gene is not
sufficient to increase the content of carotenoids and to encourage the production of
astaxanthin in X. dendrorhous. However, DNA assembler proved to be a fast and
effective method for X. dendrorhous transformation. This will help the development of
new strategies to increase the astaxanthin content by transforming this yeast with several

genes simultaneously.
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1. INTRODUCCION
1.1. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo diverso de pigmentos ampliamente distribuidos en
la naturaleza, responsables del color amarillo, anaranjado o rojo de varios organismos.
Estdn presentes en hojas (visibles en otofio al desaparecer la clorofila), frutos (tomate,
pimiento, naranja, efc), flores y en tejidos animales, como en la yema de los huevos,
caparazon de langostas y plumas de flamencos (Primo, 1995). Los carotenoides son
sintetizados por organismos fotosintéticos, tales como plantas, algas y cianobacterias, y
también por organismo no fotosintéticos como algunas bacterias, hongos filamentosos y
levaduras (Lu y col, 2008). Sin embargo, los animales no son capaces de sintetizar

carotenoides de novo, por lo que deben adquirirlos a través de la dieta (Maoka, 2011).

Estos pigmentos comprenden una familia de més de 700 compuestos (Britton y
col, 2004). Estén formados por 40 dtomos de carbono, tetraterpenoides, sintetizados a
partir de 8 moléculas de isopreno (Cs) (Britton, 1995). Estructuralmente, poseen un
sistema polieno de dobles enlaces conjugados, lo que les otorga sus propiedades
croméforas (Britton, 1995). Adicionalmente, su estructura puede ser aciclica (como el
licopeno) o contener un anillo de 6 carbonos, P ionona, en uno o ambos extremos. Es un
grupo de moléculas extremadamente hidrofébicas, con baja o nula solubilidad en agua.
Por esta razén, los carotenoides comtinmente se encuentran en reas hidrofébicas de las
células como las membranas lipidicas, o bien asociadas a proteinas que permiten su

acceso a ambientes acuosos (Britton, 1995).




Los carotenoides se clasifican como carotenos y xantéfilas, Los primeros se
caracterizan por estar compuestos solo por dtomos de carbono e hidrégeno, donde el B-
caroteno es uno de los més conocidos. Las xantofilas son derivados oxigenados y entre

ellas se encuentran la zeaxantina, luteina, cantaxantina y astaxantina (Britton, 1995).

En organismos fotosintéticos, los carotenoides son pigmentos accesorios en la
fotosintesis que disipan el exceso de energfa y otorgan proteccién contra la foto-
oxidacién (Lu y col, 2008). Ademds, en plantas participan de la sintesis de 4cido
abscisico y le otorgan el color a flores y frutos que atrae a animales y permite Ia
polinizacién y dispersién de semillas (Bartley y col, 1995). Por otra parte, en Organismos
no fotosintéticos, éstos pueden secuestrar especies reactivas de oxigeno (ROS) por su
propiedad antioxidante y algunos de ellos son precursores de la vitamina A. Uno de los
carotenoides con mayor capacidad antioxidante es la astaxantina (Miki, 1991), la cual se
ha estimado que es 10 veces mayor en relacién a otros carotenoides como el pB-caroteno
y 100 veces mayor que el a-tocopherol (Miki, 1991). En relacién a Io anterior, se ha
observado que la suplementacién de astaxantina puede prevenir enfermedades
cardiovasculares, las cataratas (Iwamoto y col, 2000), estimular al sistema inmune
(Lignell y col, 2001), reducir la inflamacién géstrica y la carga bacteriana de
Helicobacter pylori (Bennedsen y col, 2000), ademds de tener propiedades

anticancerigenas (Higuera-Ciapara y col, 2006; Hussein y col, 2006).



1.2. Astaxantina: Un carotenoide de interés comercial

La astaxantina (3,3’-dihidroxi-B,B-carotene-4,4’-diona) es una xantéfila que se
caracteriza por ser la responsable del color rojo-anaranjado de la came de los salmones,
del caparazén de camarones y langostas, y de las plumas de aves como el flamenco,
entre otros (Britton y col, 2008). Es sintetizada por algunas bacterias, microalgas,
levaduras y plantas, y es adquirida por animales marinos a través de su alimento o

también por la conversién metabdlica de otros carotenoides absorbidos (Maoka, 2011).

La molécula de astaxantina tiene dos anillos terminales de B ionona. Cada anillo
posee un grupo 3-hidroxilo (OH) y 4-ceto (C=0). Debido a los dos centros quirales en
los carbonos 3 y 3° de cada anillo de B ionona, la astaxantina puede existir en tres formas
estereoisémeras: dos enantiémeros (3R, 3'R y 38, 3'S) y una forma meso (3R, 3'Sy 38,
3'R) (Schmidt y col, 2010). Por otra parte, la astaxantina se puede encontrar en forma
libre, Ia cual es inestable y susceptible a la oxidacién. Debido a ello, se ha sugerido que
en la naturaleza generalmente se encuentra conjugada con proteinas (como en el
exosqueleto de la langosta) o esterificada por una o dos cadenas de dcidos grasos, las

cuales estabilizan la molécula (Hussein y col, 2006).

Debido a sus caracteristicas de colorante y antioxidante, la astaxantina es de gran
importancia comercial. Una de sus aplicaciones mds importantes es en la salmoniculfura,
donde se utiliza obligadamente como aditivo alimenticio necesario para la pigmentacién,
crecimiento y reproduccién de salmones y truchas (Higuera-Ciapara y col, 2006). Ello se

debe a que en cautiverio, estos animales no tienen acceso a las fuentes naturales de



astaxantina, lo que resulta en que su carne no adquiere la coloracidén rojo-anaranjada
caracteristica, y en consecuencia, no satisfacen los requerimientos de pigmentacién
exigidos por el consumidor. En relacién a lo anterior, el grado de pigmentacién de la
carne es un factor preponderante en la determinacién del precio final del producto, por lo
que los productores de salmones invierten sobre el 15% del costo total de produccién en
este pigmento (Mann y col, 2000). El mercado global de la astaxantina ha estado en
constante crecimiento, el afio 2007 alcanzé los US$ 219 milllones y se estima que el
2015 alcance los US$ 253 millones (Schmidt y col, 2010). Aproximadamente el 95% de
este mercado corresponde a astaxantina producida por sintesis quimica (Lorenz y col,
2000). Sin embargo, cada dia hay una menor demanda por productos de origen sintético,
lo que ha motivado la busqueda de fuentes naturales de astaxantina. Los sistemas
biolégicos mds promisorios para una produccién comercial de este pigmento son el
microalga Haematococcus pluvialis (Lorenz y col, 2000) y la levadura

Xanthophyllomyces dendrorhous (Schmidt y col, 2010).

Una de las diferencias entre H. pluvialis y X. dendrorhous para una produccién
comercial del pigmento, es que el primero produce principalmente astaxantina mono
esterificada (70%) y el estado no esterificado (libre) solo alcanza el 5% (Lorenz y col,
2000). Debido a esto, se ha reportado que la suplementacién de astaxantina producida
por el alga alcanza bajos niveles de pigmentacién en trucha arcofris (Sommer y col,
1991), ya que en el misculo de truchas y salmones predomina la astaxantina no
esterificada (Torrissen y col, 1989). En cambio, X. dendrorhous sintetiza astaxantina

100% libre (Schmidt y col, 2010). Adicionalmente, el desarrollo de las tecnologfas de



cultivo de H. pluvialis es menor en comparacién con las levaduras, lo que disminuye el
interés para su explotacién comercial (Markovits, 1991). Estas razones le dan una
ventaja competitiva a X. dendrorhous sobre el alga. Sin embargo, la principal desventaja
de la levadura, es su bajo contenido de astaxantina (200-400 pm/g peso seco) (Johnson y
col, 1979), lo que ha motivado a investigadores a conocer y estudiar la regulacién de la

sintesis de astaxantinan esta levadura.
1.3. X. dendrorhous, levadura productora de astaxantina

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete pigmentada rojo-anaranjada y es el
estado teleomorfico (formadora de basidios) de Phaffia rhodozyma (Golubev, 1995),
siendo esta ltima originalmente aislada desde exudados de arboles de zonas fifas de
Jap6n, Finlandia y Rusia (Phaff y col, 1972; Golubev, 1995). X. dendrorhous es de gran
interés biotecnolégico debido a su capacidad de sintetizar carotenoides, principalmente
xantéfilas, donde la astaxantina representa entre el 83-87% del total de carotenoides,
seguido por la fenicoxantina (5-7%), 3-hidroxiequinenona (3-4%), equinenona (2-4%) y
p-caroteno (2-2,5%) (Andrewes y col, 1976; Schmidt y col, 2010). En cuanto a la
funcién que la astaxantina cumpliria en X. dendrorhous, se sugiere que ésta actuarfa
como un antioxidante inactivando las ROS generadas en su hébitat natural (exudados de
arboles) o producidas por el metabolismo oxidativo intracelular propio (Schroeder y col,
1995). Ademds, se ha planteado que la sintesis de astaxantina compensa Ia falta o la muy
disminuida actividad de otras enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa y

catalasa (Schroeder y col, 1993),



1.3.1. Biosintesis de astaxantina en X, dendrorhous.

La astaxantina es un metabolito secundario, es decir, no tiene un rol directo en el
crecimiento y reproduccion en el organismo donde es sintetizado. En X. dendrorhous la
produccién de astaxantina se deriva de la via del mevalonato (Figura 1). Tres moléculas
de acetil-CoA se condensan para formar el mevalonato, que luego es transformado a
isopentenil pirofosfato (IPP), precursor de los isoprenoides (Sandmann, 2001). A partir
del IPP, se forma el dimetilalil pirofosfato (DMAPP) catalizado por la enzima IPP

isomerasa, codificada por el gen idi (Kajiwara y col, 1997).

Una molécula de IPP y ofra de su isémero DMAPP, se condensan para formar el
geranil pirofosfato, GPP. La adicién de unidades adicionales de IPP forma de manera
consecutiva el farnesil pirofosfato, FPP, y el geranil-geranil pirofosfato, GGPP. En estos
pasos participa la enzima GGPP sintasa (gen crtE) (Niklitschek y col, 2008) y
posiblemente la enzima farnesil pirofosfato sintasa, codificada por el gen FPS que ha

sido recientemente descrito en nuestro laboratorio (Romero, 2010).

La condensacién de dos moléculas de GGPP produce ¢l primer carotenoide de esta
via, el fitoeno (Cap), paso catalizado por la actividad fitoeno sintasa de la enzima
bifuncional fitoeno B-caroteno sintasa (PBS, gen crtYB) (Verdoes y col, 1999a; Alcafno
2002). Cuatro desaturaciones del fitoeno por la catdlisis de la enzima fitoeno desaturasa
(gen crtl) conducen a la formacién de licopeno (Verdoes y col, 1999b), cuyos extremos
son ciclados por la actividad licopeno ciclasa de la enzima PBS (gen cr?¥B) formando el

B-caroteno (Verdoes y col, 1999a).
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Figura 1. Biosintesis de carotenoides biciclicos y monociclicos en X. dendrorhous.
Isopentenil pirofosfato (IPP), dimetilalil pirofosfato (DMAPP), geranil pirofosfato
(GPP), farnesil pirofosfato (FPP), geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Se indica los genes
estructurales participantes en la formacién de carotenoides biciclicos y monociclicos
desde la formacién de fitoeno. Asteriscos (* y **) indican potenciales rutas para la
formacién de toruleno desde neurosporeno. Figura adaptada de Visser y col, 2003;
Schmidt y col, 2010.



Finalmente, la formacién de astaxantina involucra Ja oxidacién secuencial del -
caroteno, al que se adicionan grupos ceto en los carbonos C4 y C4’, e hidroxilo en los
carbonos C3 y C3” de ambos anillos. Estos pasos requieren de las enzimas astaxantina
sintasa (gen crtS) (Alvarez y col, 2006; Ojima y col, 2006) y citocromo P450 reductasa

(gen creR) (Alcaino y col, 2008).

Paralelamente, se ha propuesto la existencia de una via de sintesis de carotenoides
monociclicos (An y col, 1999), que diverge de la via de los biciclicos en el neurosporeno
(uno de los productos de desaturacién del fitoeno) y prosigue con B-zeacaroteno, y-
caroteno, toruleno y 3-hidroxi-3',4'-didehidro-p,y-caroteno-4-ono (HDCO) y el producto
final 3,3"-dihidroxi-B,y-caroteno-4,4'-diona (DCD). Se desconoce las enzimas
participantes en esta via, sin embargo, se propone que las enzimas codificadas por los

genes cril, crtYB'y crtS, participarfan en esta ruta (Figura 1) (Visser y col, 2003).

1.3.1. Estrategias para mejorar la produccién de astaxantina en X,

dendrorhous.

Como se expuso anteriormente, la principal desventaja de X, dendrorhous como
fuente industrial para la produccion de astaxantina, es su bajo contenido de astaxantina
en cepas silvestres. Por esta razén, se han desarrollado distintas estrategias para mejorar
su rendimiento como: i) Optimizacién de las condiciones de cultivo y fermentacién, que
incluye el estudio de pardmetros, tales como: niveles de glucosa, oxigeno, fosfato,
intensidades de luz, inhibidores de la cadena respiratoria y la razén carbono/nitrégeno

(Yamane y col, 1997; de la Fuente y col, 2010; Flores-Cotera y col, 2001; Chévez-



Cabrera y col, 2010). Estos estudios han contribuido al conocimiento de la
carotenogénesis, pero los resultados de productividad de astaxantina alcanzados, no han
sido satisfactorios para una explotacién industrial. ii) Por mutagénesis cldsica con
mutdgenos fisicos, come la luz ultravioleta, o quimicos, como el N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG), se han obtenido cepas de la levadura con una mayor
produccién de astaxantina (An y col, 1989; Retamales y col, 1998) de hasta 1.400 pg/g
[peso seco](Meyer y col, 1993). Sin embargo, la inestabilidad genética es el mayor
problema de las mutantes hiperproductoras de carotenoides (An y col, 1989). Ademds,
generalmente las cepas mutantes estables presentan una disminucién en la tasa de
crecimiento y/o biomasa (An y col, 1989; Fang y col, 1993; Meyer y col, 1993). iii)
Ingenieria metabdlica, mediante Ia cual se manipula los procesos metabdlicos utilizando

la tecnologia del DNA recombinante (Verdoes y col, 2003).

El desarrollo de la ingenierfa metabdlica para permitir la biosintesis de
carotenoides en un hospedero heterélogo requiere que este sea capaz de sintetizar
moléculas precursoras de isoprenoides y almacenar compuestos lipofilicos (Jonas y col,
2009). Por esta razén, uno de los principales candidatos para una produccién heterdloga
de astaxantina es la levadura no carotenogénica Saccharomyces cerevisiae (Yamano y
col, 1994). En esta levadura se ha logrado obtener cepas productoras de astaxantina al
sobreexpresar €l gen endégeno BTSI (homdélogo al gen crtE de X. dendrorhous) y al
expresar los genes crt¥B, crtl, crtS y crtR de X. dendrorhous, alcanzando bajas
cantidades de astaxantina (3 pg/g [peso seco]). Al reemplazar estos dos tiltimos genes

por los genes bacterianos crtW'y crtZ, se alcanzé niveles mayores (29 png/g [peso seco])




(Ukibe y col, 2009). Segin los resuitados expuestos, las cantidades producidas en
hospederos heterélogos no son competentes a las cantidades alcanzadas en X,
dendrorhous, ya que actualmente ain falta mucho por conocer de la biosintesis del
pigmento. Por lo tanto, X. dendrorhous sigue siendo un buen candidato para la

produccion de astaxantina de manera industrial.

En X. dendrorhous también se ha alterado la ruta de biosintesis de carotenoides
construyendo cepas con muiltiples copias de estos genes luego de ser transformadas con
un vector que dirige la integracién en el DNA ribosomal de la levadura. Al aumentar el
nimero de copias del gen crfYB hay un leve aumento en el contenido total de
carotenoides, como de B-caroteno y equinenona, pero no asi el de astaxantina, lo que
indicaria el posible paso limitante de la actividad astaxantina sintasa (gen cr£5). Ademds,
se observo una disminucién en los carotenoides monociclicos (Verdoes y col, 2003). En
oposicidn, al sobreexpresar el gen crtl se observé una disminucién en el contenido de
carotenoides totales y un 50% menos de astaxantina. Sin embargo, el contenido de
carotenoides monociclicos aumenté hasta 4 veces, como los casos del HDCO vy toruleno
(Verdoes y col, 2003). De la misma forma, al sobreexpresar el gen idi, se observé una
disminucién en el contenido de astaxantina y de carotenoides totales en comparacién a
la cepa silvestre (Visser y col, 2005). Sin embargo, es necesario destacar que estos
resultados han sido un gran avance principalmente si consideramos la escasez de
herramientas moleculares, por ejemplo la carencia de vectores, para la manipulacién de

X. dendrorhous.
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Las estrategias de transformacién que utilizan la propia maquinaria de
recombinacién de X. dendrorhous han resultado exitosas (Wery y col, 1998; Visser y
col, 2005) y en nuestro laboratorio hemos desarrollado distintas técnicas que nos han
permitido modificar genéticamente esta levadura. Dentro de ellas destacan la
construccién de mddulos de expresion de genes de resistencia a antibidticos
(Niklitschek, 2007). Ademds, hemos logrado obtener mutantes de varios genes
carotenogénicos utilizando la propia maquinaria de recombinacién de la levadura
(Alcaino y col, 2008; Niklitschek y col, 2008; Romero, 2010). En relacién a lo anterior,
recientemente se ha reportado en S. cerevisiae un método eficiente de transformacién
por integracién, llamado DNA assembler, que se basa en el proceso de recombinacién
homéloga (Shao y col, 2009). Utilizando este método, se logré el ensamblaje e
integracién de los genes de las vias de utilizacién de D-xilosa y biosintesis de zeaxantina
(8 genes en total equivalentes a 19 kb), en solo un evento de transformacién. El sistema
demostrd ser eficiente para ensamblar genes tanto en un pldsmido como su integracién
en un cromosoma de la levadura. Para esta técnica se requiere de fragmentos de DNA
que contengan extremos homologos de al menos 40 pb entre si. Uno de estos fragmentos
puede ser un vector o un /elper fragment, es decir, un fragmento de DNA compuesto
por un marcador de seleccién y una secuencia homéloga a un sitio especifico del
cromosoma para dirigir la integracién (Figura 2). Los fragmentos de DNA (médulos de
expresion y vector linearizado o helper fragment) son incorporados en S. cerevisiae por
electroporacién y por el mecanismo de recombinacién homéloga, los fragmentos de
DNA se ensamblan entre si y con el vector o se integran en el cromosoma de la

levadura.
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Figura 2. Método de ensamblaje e integracién de una via metabdlica mediante
recombinacion homdéloga en S. cerevisiae. A) Ensamblaje de los médulos en un vector
con resistencia a antibiético (amp) y marcador de seleccién (ura3) B) Ensamblaje e
integracion de los médulos y helper fragment en un sitio especifico (sitio §) del genoma
de S. cerevisiae. 1,2,3, n-1 y n representan los médulos de expresion. Los extremos
homodlogos de los fragmentos de DNA se representan en rosado. X: evento de
recombinacion. Modificado de Shao y col, 2009.
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Finalmente debemos destacar que aiin falta mucho por comprender de la genética |
de la levadura X. dendrorhous y para poder estudiarla se requiere de un método efectivo
y eficiente de transformacién. El método de DNA assembler es una metodologia
potencial para estos propdsitos y junto con la ingenierfa metabélica, que no solo tiene
por objetivo aumentar Ia produccién de un compuesto dado, sino también entender el
proceso de biosintesis, son herramientas que posiblemente permitirdn encontrar en un
futuro una estrategia que mejore la produccién de astaxantina en X. dendrorhous. De

acuerdo a lo anteriormente descrito, se plantea la siguiente hipétesis:

Hipdtesis

La técnica de DNA assembler es funcional en X. dendrorhous y permite aumentar
el mimero de copias de los genes crtYB, cril y crtS, alterando la composicién y cantidad

de carotenoides en la levadura.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una metodologia de mejoramiento genético utilizando la técnica de
DNA assembler para incrementar la dosis de los genes de carotenogénesis en X,

dendrorhous.

Objetivos especificos

* Construir médulos de expresién de los genes carotenogénicos crtYB, crtl, y crtS.

¢ Adaptar la técnica de DNA assembler para X, dendrorhous.

e Aumentar el ntimero de copia de los genes c#tYB, crtl y crtS en X, dendrorhous
mediante DNA assembler.

* Evaluar el impacto de la sobreexpresion de los genes crtYB, crtl y crtS en la

composicién y cantidad de carotenoides en X. dendrorhous.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Pliasmidos, cepas y condiciones de cultivo

Los nombres y descripciones de las pldsmidos y cépas utilizados en este trabajo se

encuentran en la tabla 1 y 2, respectivamente.

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37 °C y agitacion constante en medio Luria
Bertani (LB) (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/1) (Sambrook y col,
2001). Las cepas portadoras del pldsmido pBluescript SK- se crecieron en medio LB

suplementado con ampicilina 100 pg/ml (Amp).

1as cepas de X. dendrorhous se cultivaron a 22 °C y agitacion constante en medio
YM (extracto de levadura 3 gfl, extracto de malta 3 g/l, glucosa 10 g/l y peptona 5 g/l).
Las cepas transformantes de UCD 67-385 se crecieron en medio YM suplementado con
higromicina B a 15 pg/ml. Para el andlisis de auxotrofia, la levadura se cultivé en medio
minimo v) con glucosa al 2% (Retamales y col, 2002). Para cultivos en medio

sélido, los medios se suplementaron con agar al 1,5 %.
2.2 Acidos nucleicos y enzimas

Como marcador de peso molecular se utilizé el DNA del bacteriéfago lambda digerido
con la enzima de restriccion HindIIl (Fermentas). Los oligonucledtidos utilizados en las
reacciones de PCR y secuenciacion se indican en la tabla 3, los que fueron sintetizados

por Integrated DNA Technologies. Para crear fragmentos de DNA con homologia, se
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Tabla 1. Plasmidos utilizados y generados en este trabajo.

Plismido

Descripcion

Fuente/referencia

pBluescript SK-

pMIN-Hyg

pXd _Ex_crtYB
pXd Ex crtl
pXd _Ex_crtS

pBS-PTEF-crtS-Tact

pBS-Pact-crtYB-TgdhA

pBS-PADHI-crtI-TINV

Vector clonamiento
MCS incluido en el gen lacZ . Amp', ColE1l
ori
pBluescript SK- con el médulo de
resistencia a higromicina B (gen Ap# bajo el
promotor del factor de elongacion la y el
terminador de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de X. dendrorhous) en el
sitio EcoRV,
pBluescript SK- con el cDNA del gen crtYB
en el sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el cDNA del gen crt/
en el sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el cDNA del gen crtS
en el sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el médulo de
expresion del gen crzS (gen crtS bajo el
promotor TEF y el terminador de actina de
X dendrorhous) en el sitio EcoRV.,
pBluescript SK- que contiene en el sitio
EcoRV, el médulo de expresion del gen
crtYB (gen crtYB bajo el promotor de actina
y el terminador de la glutamato
deshidrogenasa de X. dendrorhous).
pBluescript SK- que contiene en el sitio
EcoRV, el médulo de expresion del gen
crtl (gen crtl bajo el promotor de la alcohol
deshidrogenasa y el terminador de B-
fructofuranosidasa de X. dendrorhous).

Invitrogen

(Niklitschek, 2007)

(Alcaino, 2002)
(Lodato, 2002)
(Carmona, 2007)

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

MCS, Sitio de miltiple clonamiento; Amp": Resistencia a ampicilina; ColE1 ori: Origen de replicacién

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

Cepa Genotipo Fuente/referencia
E. coli
DH5a Amp® (Sambrook y
col, 2001)
X. dendrorhous
UCD 67-385 Cepa parental (diploide e Hyg®) ATCC 24230
VLI Transformante de 1a cepa UCD 67-385, Hyg'. Este trabajo.
Contiene una copia del modulo de resistencia a higromicina B
en xhd"
VILLc2 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg". Este trabajo.
Contiene dos copias del mddulo de resistencia a higromicina B
en xhd"
IL5 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Este trabajo.
Contiene una copia del médulo de resistencia a higromicina B
en yhu®

Iv.1,1.cl Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene una Este trabajo.
copia adicional del gen cr¢S y del moédulo de resistencia a
higromicina B en xhd"
IvV.1,1.c2 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene dos Este trabajo.
copias adicionales del gen crtS y del médulo de resistenciaa
higromicina B en xhd®,
V.A2.c1 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg". Contiene una Este trabajo.
copia adicional del gen cr/YB y del mddulo de resistencia a
higromicina B en xhd",
V.A2.c2 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene dos Este trabajo.
copias adicionales del gen cr¢YB y del mddulo de resistencia a
higromicina B en xAd".
V.B3.cl Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene una Este trabajo.
copia adicional del gen crf y del médulo de resistencia a
higromicina B en xhAd".
VY.B3. 92 Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene dos Este trabajo.
: copias adicionales del gen cr#!' vy del médulo de resistencia a
¢ - higromicina B en xhd".

Amp®; Sensible a ampicilina; Hyg®: Sensible a higromicina B; Hyg": Resistente a higromicina B; ATCC =
American Type Culture Collection; xkd": locus ubicado rio abajo del gen HIS3; yhu®: locus ubicado rio
arriba del gen HIS3
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados y generados en este trabajo.

N°© Nombre Secuencia (52 3") Direccién
Construoccién médualos de expresion
1 TEF. IF GGCTCATCAGCCGACAGTTC D
2 21TEF-13citS. R~ CCAAGATGAACATTGAAGCTGTTCGAGATAGATT R
3 I3TEF-21crtS.F  TCGAACAGCTTCAATGTTCATCTTGGTCTTGCTC D
4 21 crtS- 13ACTt. AGACTTTGITGACTCATTCGACCGGCTTGACCTG R
R
5 2IACTt-13citS.F  GCCGGTCGAATGAGTCAACARAGTCTTTCTATCC D
6 21 actT. R TATTTATTACGTCTAATGTA R
7 adhP. F TCTGTCATTGCCTCGTTTTT D
8 20adhP- 13cril. R GTTCTPTTCCCATTGTGGCGTTCAGATCGATGTC R
9 20 crtl- 13 adhP.F ‘TCTGAACCCCACAATGGGAAARGARCAAGATCA D
10 20 crtl- 13 invT. R GATAGTAGGATACTCAGAAAGCAAGAACACCAA R
11 20 invT- 13 crt. F  TCTTGCTTTCTGAGTATCCTACTATCGTACTTT D
12 invT. R TCCTCATCTCTCGGCTTTTG R
13 actP. F TACAAGAGCATTACAGCCTA D
14 20 actP-13 crtYB. CGAGAGCCGTCATGGTGGGCTAGACTGTTTCTT R
R
15 20crtYB-13 actP. F  AGTCTAGCCCACCATGACGGCTCTCGCATATTA D
16 20crtYB- 13 GAGGCGGEETAATTTACTGCCCTTCCCATCCGC R
gdhaT. R
17 20gdhaT- 13 GGAAGGGCAGTAAATTACCCCGCCTCTCTCACA D
ctYB. F
18 gdhaT. R CGCAAGAGCCGTTGTTCAAG R
Transformacion de X. dendrorhous
19 x.Hisup.F TTGCAACCTCGAGTTGATAG D
20 x.Hisup.R TTGGTCTCGTCTTTGTTCGC R
21 x.Hup-50TEFR  GACGATCTAGGCAAAGAGCTTGTGTCGGATGAACTG D
TCGGCTGATGAGCCTTGGTCTCGT
22 TEF-50x.HupF TCETCTTCITTTTCCATCTAAGGCACAGACGCGAAC R
AAA GACGAGACCAAGGCTCATCAG
23 gpd-50xH.dw.R ~ ATATCTGAAGGGAAAAAAGAAARACGAAAGAACCTC D
ACTCAACCGATGTCATCATGAGAG
24 xH.dw-50gpdT.F  TTCAATCACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCG R
TCATCTCTCATGATGACATCGGTT
25 xHis.dw. F GACATCGGCTTGAGTGAGGTT D
26 xHis.dw. R AATTGTGATGTGTGACGGGC R
27 yHisU.up.F TAGATGTCCTCGTAGACGAG D
28 yHisU.up. R AACCTATCAAACTGTCAACC R
29 yHisU.up48TEF. CGATCTAGGCAAAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTC R
R GGCTGATGAGCCAACCTATCAAAC
30 TEF-50yHis.U.up. GTAAGCATAAACAAGCAACAGGACTGTGTGGGTTGA D
F CAGTTIGATAGGTTCGCTCATCAG
31 gpdT-50yH.dw, R TCTTTGTACATTCTTCAATTCTTCCGCTTTCCTCCC R

AACTCITTTCTTGCATCATGAGAG

D: Directo, R; Reverso; nucledtidos de superposicidn se indica en negrita
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Tabla 3 (continuacién).

N° Nombre Secuencia (5'a 3" Direccién

32 yHisU. dw-50gpd. F ~ ‘IPCAATCACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCET D
CATCTCTCATGATGCAAGAAAAG

33 yHiSU.dw. F GCAAGAARAAGAGTTGGGAGG D

34 yHisU.dw. R AAATCTCCGGATACTGCTCC R

35 10TEF-50gpd.F TTCAATCACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGET D
CATCTCTCATGATGGCTCATCAG

36 ACTt-50xHis.R ATATCTGAAGGGAAAAAAGAAAAACGAAAGAACCTCA R
CTCAACCGATGTCTATTTATTAC

37 xHis.49actT.F ATGAGATTTATTCAACTACTAAATAACGATACATTAG D
ACGTAATAAATAGACATCGGTTG

38 x.His.up-50x.R CCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGT R
CAGTCAGTCAGTCTTGGTCTCET

39 sx50 TEF.R GACGATCTAGGCAAAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGET R
CGGCTGATGAGCCCCAGTCAGTC

40 gpdT.50X.R CCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGT R
CAGTCAGTCAGTCATCATGAGAG

41 Sx50Padh.R GACGTTTCTGAGGAGCCCCTCGATGCGAAGAAAAACG R
AGGCAATCGACAGACCAGTCAGTC

42 Tinv.50xHis.dw.R ATATCTGAAGGGAAAAAAGAAAARACGAAAGAACCTCA R
CTCAACCGATGTCTCCTCATCTC

43 xHisdw.49Tinv.F TACAAGACGGAAAGAAAGAGAGCCAATGTCAAAAGCC D
GAGAGATGAGCGAGACATCGGTTG

44 Sx50ACTp.R TGACTTCCACCTCTCACTTCCATTCACATATAGECTG R
TAATCCTCTTGTACCAGTCAGTC

45 Tgdh50xHis.dw.R ATATCTGAAGGGAAARAAGAAAAACGAAAGAACCTCA R
CTCAACCGATGCCGCAAGAGCC

46 xHis,dw-50gdhT.F GATGATCTTCTTTCGCCATTTTCTTTCCCCCTTEGAAC D
AACGCCTCTTGCGGACATCGGTT

47 gpd.R ATCATGAGAGATGACGGAGA R
Evaluacién de Ia transformacién en X, dendrorhous

48 1.out.xHis.F GAGAGGAAGATAGAGGAGAG D

49 2.out.xHis. R CGTTCAGGAGTGTGAAAACG R

50 1 .out.yHis.F CTTCGACCACTACTTCAACG D

51 2.0ut,yHis, R ACTGTCTCCATGCTGAAACC R

52 HF ATGAAAAAGCCTGAACTCACC D

53 HR CTATTCCTTTGCCCTCGGAC R

54 lLinxHis.F AGATCATTAGCAGGTGAGCC D

55 2.in.xHis,R GTTTACCACCTGCCTCAAAC R

D: Directo, R: Reverso; nucledtidos de superposicidn se indica en negrita,
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utilizaron partidores con secuencias de superposicion en sus extremos 5°, indicados en

negritas en la tabla 3.

Las enzimas Pfu DNA Polimerasa, Rnasa A, T4 DNA ligasa y la endonucleasa de
restriccidon EcoRV fueron adquiridas de las empresas Promega, New England BioLabs,

Agilent, Sigma y Gibco-BRL, y se usaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
2.3 Purificacion de Acidos nucleicos
2.3.1 Extraccién de DNA genémico de X. dendrorhous

La extraccién de DNA gendmico se realizo mediante perlas de vidrio (Sambrook y
col, 2001). Se cosecharon células provenientes de placa o de medio liquido por
centrifugacién a 4.000 x g y se resuspendieron en 400 pl de buffer TE (Tns- EDTA
10:25, pH 8.0) y 250 pl de perlas de vidrio 0,5 mm. Posteriormente, se agité en un
vértex a mdxima velocidad durante 10 min. Luego, se agrego 400 nl fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), se llevé 1 min a vortex y se centrifugé a 10.976 x g por 5
min. A la fase acuosa obtenida se le realizé una segunda extraccion fenodlica y para
eliminar los restos de fenol, se lavé con 400 pl de cloroformo-alcohol iscamilico (24:1).
El DNA se precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto y la mezcla se incub6 a -20 °C
al menos po} 2 h. Finalmente, el DNA se colecté por centrifugacion a 10.976 x g por 10
min y se suspendié en buffer TE (Tris-EDTA 10:1, pH 8,0} con 34 ng/mi de RNasa A.
Luego, la mezcla se incubd durante 30 min a 37 °C. El DNA obtenido se evalué en un

gel de agarosa segun 2.6 y posteriormente se guardo a -20 °C hasta su utilizacion.
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2.3.2 Extraccién de DNA plasmidial desde cultivos de E. coli

La extraccion de DNA plasmidial de E. coli se realizd por el método de lisis
alcalina (Sambrook y col, 2001). Las células de 7 ml de cultivo suplementado con
antibidtico se recolectaron por centrifugacién durante 5 min a 4.000 x g, El pellet celular
se suspendi6é en 100 pl de Solucién I (Tris-HCI 25 mM; EDTA 10 mM; glucosa 50
mM; pH 8,0) y se incubd 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié 200
nl de solucién II (NaOH 0,2 N; SDS 1%), se mezclo suavemente y se dejé 5 min en
hielo. Después, se agregé 150 nl de solucién II (acetato de potasio 5 M), se agité
suavemente y se mantuvo por 5 min en hielo. La mezcla se centrifugé a 10.976 x g
durante 5 min. La fase acuosa se lavé dos veces con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1) y una vez con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Para la precipitacién del
DNA se afiadi6 2 voliimenes de etanol absoluto y se mantuvo por al menos 2 h a -20 °C,
Luego, se centrifugd 5 min a 10.976 x g y se eliminé el sobrenadante. Finalmente, el
DNA plasmidial se secé y se suspendié en buffer TE (Tris-EDTA 10:1; pH 8,0) con
Rnasa A a 34 pg/ml. La mezcla se incubé durante 30 min a 37 °C, se evalué en un gel de
agarosa segun seccion 2.6 y luego el DNA se guardé a -20° C hasta su utilizacién, Para
efectos de secuenciacién, el DNA plasmidial se purificé con el kit comercial de Axygen

AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit, segtin las indicaciones del fabricante,
2.4 Digestiones de DNA plasmidial con enzimas de restriccién

Para la digestion del plismido Bluescript SK- se utilizé la endonucleasa de

restriccion EcoRV (Fermentas), segiin las especificaciones del fabricante. Un pg de
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vector se digiri6 con 10 unidades enzimaticas en buffer 1X a un volumen final de 50 pl,

durante 1 ha 37 °C.
2.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA cromosémico, plasmidial o fragmentos de PCR se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM; EDTA
I mM; pH 8,0) con bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Las muestras de DNA se mezclaron
con buffer de carga GLD 1X (Ficoll 0,3%; azul de bromofenol 0,04%; glicerol 5,8%) y
las bandas de DNA se visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz
ultravioleta. El tamafio y la concentracién del DNA se determiné utilizando el programa
Kodak 1D versién 2.0.1 utilizando como estdndar de peso molecular el DNA del fago

lambda digerido con la enzima de restriccion HindIIl (Fermentas).
2.6 Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se utilizé el método
de perlas de silica (Boyle y col, 1995). La banda de DNA de interés se corté con un
bistur{ desde un gel de agarosa y se transfirié a un tubo Eppendorf. Se afiadié 3
vohimenes de KI 6 M, de acuerdo al peso del trozo de gel, y se incubd a 55 °C hasta
que la agarosa estuviese totalmente disuelta. Luego, se afiadié 7 ul de glassmilk (perlas
de silica suspendidas en KI 3 M) y se incubé durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd por 30 s a 10.976 x g, se eliminé el sobrenadante y se lavé
dos veces con 500 pnl de “New Wash” (Tris-HCI 10 mM; NaCl 50 mM; EDTA 2,5 mM;

etanol 50 %; pH 7,5), centrifugando 30 s a 10.976 x g en cada lavado, Las perlas se
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suspendieron en 14 nl de agua y se incubd durante 5 min a 65 °C. Para recuperar el
DNA, se centrifugd a 10.976 x g por 30 s y Iuego se evalué en un gel de agarosa. El

DNA se guard6 a -20 °C hasta su utilizacién.

2.7 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y Overlap extensiéon-PCR (OE-

PCR)

Las reacciones de amplificacién se realizaron con la DNA polimerasa Tag
(Genlab). Sin embargo, para la amplificacién de ¢cDNA se utilizé la enzima Pfu
(Agilent), ya que la tasa de error de la 1iltima es menor que la primera (Cline y col,
1996). Cada reaccién estaba compuesta por: 1X de buffer (Tris-HCI 200 mM; KCl 500
mM; pH 8,4); MgCl, 2mM; 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 1 pM
de cada partidor; 10-20 ng de DNA molde y 1 unidad enzimdtica de DNA polimerasa en
un volumen final de 25 pl. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Applied Biosystems 2720 con ¢l signiente programa: 3 min de desnaturacién (6 5 min
para PCR de colonias) a 94 °C, seguido por 35 ciclos de: 30 s a 94 °C de desnaturacién,
30 s a 55 °C para el alineamiento de partidores y 3 min a 72 °C de extension.
Finalmente, la reaccién se mantuvo 10 min a 72 °C para una elongacién final y luego a 4

°C hasta su andlisis.

Los distintos mddulos de expresion se construyeron por Overlap extension PCR,
(OE-PCR) (Horton y col, 1989; Niklitschek y col, 2008) con la DNA polimerasa Pfis.
Cada elemento del médulo de expresion (promotor, cDNA de gen crzS, cril o crtYB, y

terminador) se amplificé por PCR con partidores disefiados de tal manera que los
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fragmentos de DNA a unir, complementaran entre si (Tabla 3). Los fragmentos de DNA
se unieron en un volumen final de 25 pl de una solucién compuesta por: 0,2 mM de cada
dNTPs, buffer de PCR 1X, 1 unidad enzimdtica de Pfu DNA polimerasa y 1ng por pb de
cada fragmento de DNA. Las reacciones se realizaron en un termociclador Applied
Biosystems 2720 con el siguiente programa: 1 min de desnaturacidn inicial a 94 °C, 10
ciclos compuestos por: 30 s a 94 °C de desnaturacion, 45 s a 55 °C para el alineamiento
de los fragmentos y 1,5 min a 72 °C para la elongacién. Luego, 10 min a 72 °C para la
elongacion final. De esta reaccion, se utilizé 8 pl para una reaccién estandar de PCR
para amplificar el producto generado con los partidores adecuados (segtin los fragmentos

de DNA unidos).

2.8 Secuenciacion de DNA y andlisis bioinformatico

La secuenciacion de DNA se realiz6 en un secuenciador automatico ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) con el kit de terminadores fluorescentes
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias se analizaron con los
programas de Vector NTI Advance v.10 (Invitrogen) y programas disponibles en linea,

como BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar secuencias

nucleotidicas 'y aminoacidicas con la bases de datos y ORF finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf) para buscar posibles marcos de lectura

abiertos. Ademds, se analizé el transcriptoma y genoma de la cepa UCD 67-385

disponible en nuestro laboratorio.
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2.9 Ligado de los médulos de expresién al vector

Para ligar los médulos de expresién al vector pBluescript SK-, previamente
digerido con EcoRV y purificado, se utilizé la enzima T4 DNA ligasa de Invitrogen,
segun las especificaciones del fabricante. Se utilizé 10 unidades enzimdticas, buffer 1X,
50 ng de vector previamente digerido y una relacién inserto-vector de 5:1 en un volumen
final de 20 pl. La reaccién se incubé a 22 °C por al menos 1 h. Antes de electroporar, la

mezcla de ligado se dializé por 10 min.

2.10 Transformacién mediante electroporacién

2.10.1 Transformacién de E. coli mediante electroporacién

Para la preparacién de células electrocompetentes se incubd E. coli DH50 en 500
ml de medio LB a 37 °C con agitacién constante hasta alcanzar una absorbancia de 600
nm a 0,5 y 0,8. Todos los procedimientos siguientes se realizaron a 4 °C, manteniendo
las soluciones y células en hielo. Las células se colectaron por centrifugacién y se
lavaron dos veces con agua destilada estéril, el primer lavado con 500 ml y el segundo
con 250 ml. Luego, las células se suspendieron en 2 a 3 ml de glicerol 10% (v/v). La

suspension se fracciond en alicuotas de 40 pl y se almacenaron a -80 °C.

Para cada transformacién, se descongelé una alicuota de E coli DHS5g,
electrocompetente y se agregé hasta 25 ng de DNA plasmidial (en un volumen méximo
de 5pl). La mezcla se conservé en hielo y posteriormente se transfirié a una cubeta de
electroporacién de 0,2 cm preenfriada. Se electropord con el equipo BioRad Gene Pulser

X Cell, bajo las condiciones de 25 pF, 200 Q y 2,5 KV. Posteriormente, se agregé 1 ml
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de medio LB y se transfirié a un tubo Eppendorf estéril, el cual se incubd por 1 h a 37
°C. Finalmente, el cultivo se sembré en alicuotas de 100 pl en placas LB-agar,
suplementado con ampicilina 100 pg/ml y X-gal 80 pg/mi (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
-D-galactopiranésido). El vector pBluescript SK- confiere resistencia a ampicilina, por
lo tanto, en presencia de este antibidtico se seleccionan las células portadoras del vector.
La presencia de X-gal permite discriminar entre colonias portadoras de vector con y sin
inserto. Esto se debe a que ¢l sitio de miltiple clonamiento (MCS) interrumpe al gen
lacZ que codifica la enzima B-galactosidasa, la cual tiene la capacidad de degradar el X-
gal a 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un producto de coloracion azul. Por lo tanto, las
colonias portadoras del vector sin inserto son azules y las colonias con vector e inserto
son blancas (Sambrook y col, 2001). Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C y se
seleccionaron las colonias blancas. A estas colonias se les extrajo el DNA plasmidial

para su posterior andlisis.

2.10.2 Transformacién de X. dendrorhous por electroporacion

La preparacion de células electrocompetentes de la cepa silvestre UCD 67-385 de
X. dendrorhous se realizd segin el protocolo descrito por Kim y col. (1998), y Adrio y
col (1995). Las células electrocompetentes se prepararon a partir de cultivos con una
absorbancia a 600 nm de 2-4, crecidos en 100 ml de medio YM a 22 °C con agitacién
constante. Las células se colectaron por centrifugacion, se suspendieron en 25 ml de
buffer fosfato de potasio (fosfato de potasio 50 mM; DTT 25 mM; pH 7,0) y se
incubaron 15 min a 22 °C. Los siguientes procedimientos se realizaron a 4 °C,

manteniendo las células y soluciones en hielo. Luego, las células se lavaron dos veces
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con 25 mL de solucién STM (sacarosa 270 mM; Tris-HCI 10 mM; MgCl, 1 mM; pH
7,5). Finalmente, las células se suspendieron en 500 nl de solucién STM y se guardaron

en hielo para su uso en el mismo dia.

La transformacién de X. dendrorhous se hizo segiin el protocolo descrito por Kim
y col (1998) y para la seleccién de colonias transformantes se utilizé6 un médulo de
resistencia al antibidtico higromicina B, compuesto con el gen Aph, bajo el promotor del
factor de elongacidon lo, codificade por el gen TEFI y el terminador de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa codificada por el gpd de X. dendrorhous
(Niklitschek, 2007). A una alicuota de 60 pl de células electrocompetentes se agregd 5
pl de DNA (1 pg de cada fragmento de DNA) y se electroporé en el equipo BioRad
Gene Pulser X Cell, bajo las siguientes condiciones: 125 pF, 600 Q y 450 V. Luego, las
células se suspendieron en 1 ml de medio YM y se mantuvieron por 4 h a 22 °C. El
cultivo se sembré en alfcuotas de 200 pl en placas YM suplementadas con higromicina
B 15 pg/mi, las que se incubaron por tres dias a 22 °C. Los transformantes se
confirmaron como X. dendrorhous por la presencia de elementos de dsRNA (Castillo y

col, 1994) y por la secuencia ITS1, 5.8, ITS2 e IGS (Reyes y col, 2004).

2.11 Extraccién y andlisis de pigmentos mediante RP-HPL.C

La extraccion de carotenoides de X. dendrorhous se realizé con acetona desde
precipitados celulares (An y col, 1989). Para ello, se recolecté el pellet celular por
centrifugacion de 50 mi de un cultivo de 5 dias crecido en medio YM a 22 °C con

agitacion constante. Luego, el pellet celular se suspendié en 1 ml de agua y se agregd
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500 ul de perlas de vidrio de 0,5 mm. Se llevé a moledor durante 3 min, se agregé 1 ml
de acetona y nuevamente se llevé al moledor durante otros 3 min. Se repitieron las
extracciones con 2 ml de acetona hasta que el extracto celular fuese incoloro. Cada
extraccidn se lievéd por 3 min al moledor, seguido por 5 min de centrifugacién a 4.000 x
g, recolectando el sobrenadante cada vez. Posteriormente, a Ila coleccién de
sobrenadantes se le agregd 1/5 del volumen de éter de petrdleo, se mezcld y se
centrifugé por 5 min a 4.000 x g. La fase superior (éter de petréleo) se transfirié a un
tubo de vidrio y se determiné su absorbancia a 474 nm. La cantidad de carotenoides se
calculé con la signiente férmula:

(v éter)(A)(100)
(e)(peso seco levadura)

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

Donde: A= Absorbancia a 474 nm, v éter= volumen de éter de petréleo recuperado
(ml) y &= coeficiente extincién 1 % = 2.100 (An y col, 1989). Para la determinacién del
peso seco de levadura, se recolecté y pesd por triplicado el pellet celular de 5 ml del

cultivo secado por toda la noche a 80 °C.

A continuacién se dejo evaporar totalmente el éter del extracto de carotenoides, los
que luego se disolvieron en 100 pl de acetona. La composicién de pigmentos se
determiné mediante cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC), usando una
columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y como fase mévil, una mezcla de
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5) con un flujo de 1 ml/min. Cada pigmento se
identifico de acuerdo a su tiempo de retencion y su espectro de absorcidn, en

comparacion a estindares.
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3. RESULTADOS

3.1 Construccién de mdédulos de expresién de los genes carotenogénicos crtYB,

crtl y crtS de X. dendrorhous

Para aumentar el nimero de copias de los genes crt¥B, crtl y crtS en X,
dendrorhous, se construyeron mddulos de expresién compuestos por el cDNA de cada
gen bajo el control de un promotor fuerte y un terminador de Ia transcripcién de la
levadura (Tabla 4). Los mddulos se construyeron mediante la técnica de Overlap
extension-PCR (OE-PCR) (Horton y col, 1989; Heckman y col, 2007) que basicamente
consiste en generar un fragmento de DNA hibrido por la elongacién de la DNA
polimerasa (Figura 3). Para ello, ¢l promotor, el cDNA de cada gen y el terminador de
cada mddulo se amplificaron con partidores, indicados en la tabla 5, que originan
secuencias que se superponen en sus extremos (Figura 3 A). Para amplificar los cDNA
se utilizaron como molde los pldsmidos portadores de los cDNA de los genes crtYB, crtl
y crtS (pXd_Ex_crtYB, pXd Ex_crtl y pXd_Ex_crtS, respectivamente). El promotor
TEF1 se amplificé utilizando el plasmido pMN-Hyg, portador del mddulo de resistencia
a higromicina B bajo el control del mencionado promotor (Niklitschek, 2007). Para los
otros promotores y terminadores se utilizoé el DNA genémico de X. dendrorhous como
molde de amplificacién. Para el caso de promotores, se amplificé 500 pb rio arriba del
codén de inicio de la traduccion de cada gen, mientras para terminadores, 300 pb rio

abajo del codén de término del gen.
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Figura 3. Construccién de médulos de expresién mediante Overlap extension PCR
(OE-PCR). A) Partidores b, c, d y e originan secuencias que se suporponen entre el
promotor (P), cDNA de gen (G) y terminador (T). B) En una segunda reaccion de PCR
se origina el producto hibrido promotor-cDNA del gen por la elongacion de la DNA
polimerasa C) El producto promotor-cDNA es amplificado en una tercera reaccién de
PCR usando los partidores a y d. D) Se forma el producto promotor-cDNA del gen-
terminador por la elongacién de la DNA polimerasa. E) El producto promotor-cDNA-
terminador es amplificado en un quinto PCR usando los partidores a y f.

30



Tabla 4. Promotores y terminadores de X. dendrorhous utilizados para la
construccion de médulos de expresion.

Gen Promotor Terminador
crtS Factor de elongacion la (gen TEF1) Actina (gen act)
(N° acceso: NP ) (N° acceso: NP)
crtYB Actina (gen act) Glutamato deshidrogenasa (gen gdhA)
(N° acceso: NP) (N° acceso: NP)
crtl Alcohol deshidrogenasa (gen ADH/) p- fructofuranosidasa (gen INV)
(N° acceso: NP) (N° acceso: F1539193.2)

*N° acceso en base de datos GenBank (http://www_ncbi.nlm.nih.eov) atin no publicados

Tabla 5. Partidores utilizados en la construccién de médulos de expresion

Promotor c¢DNA del gen Terminador
(a-b) (c-d) (e-D
Médulo crtS 1-2 34 5-6
Médulo crt¥YB 7-8 9-10 11-12
Moédulo crtl 13-14 15-16 17-18

a,b,c,d.e y findican los partidores representados en la figura 3
Nota: Los partidores 1- 18 se indican en la tabla 3.
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Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa y posteriormente se
purificaron. En una segunda reaccién de PCR, pero sin partidores, se unié el promotor y
¢DNA de cada médulo de expresion, ya que al hibridar entre ellos dejan extremos 3’-OH
libre y por la elongacion de la DNA polimerasa se origina el fragmento hibrido
(promotor-cDNA del gen). Este producto se amplificé en una tercera reaccién de PCR
(Figura 3 C), se evalué y purificé desde un gel de agarosa. Este nuevo fragmento hibrido
de promotor-cDNA, se uni6 el terminador mediante la misma técnica OE-PCR (F igura

D-E).

Cada médulo de expresién se ligd al vector pBluescript SK- linearizado por
digestién con la endonucleasa de restriccién EcoRV. Cen la mezcla de ligado dializada,
se transformo 1a cepa DHS50. de E. coli y se sembrd en placas LB con ampicilina y x-gal
(Ver Materiales y Métodos, seccién 2.10.1). Para detectar la presencia del médulo de
expresién de interés (crtYB, crtl o crtS), las colonias transformantes blancas se
analizaron por PCR de colonias, y se seleccion6 una colonia positiva para la reaccién de
PCR de cada transformacién para la extraccién de DNA plasmidial. El DNA plasmidial
obtenido se utilizé como molde para una reaccién de PCR donde se verificé la correcta
construccién del médulo: promotor, cDNA del gen y terminador (Figura 4). El inserto
del DNA plasmidial de aquelios clones con la construccién cotrecta, se secuencié
completamente en ambas direcciones. Los pldsmidos de pBluescript SK- portadores del
moédulo de expresién de los genes crtYB, crtl y crtS, se llamaron: pBS-Pact-crtYB-

TgdhA, pBS-PADHI-crtl-TINV y pBS-PTEF1-crtS-Tact, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Mapa de los plismidos con los médulos de expresion y evaluacién de la
construccién de ellos. En el sitio de restriccion EcoRV del vector pBluescript SK- se
clonaron los médulos de expresién de los genes crt¥B, crtl y crtS. Los plasmidos
formados se Ilamaron: A) pBS-Pact-crtYB-TgdhA, B) pBS-PADH1-crtl-TINV y €)
pBS-PTEF1-crtS-Tact, respectivamente. Los elementos del pldsmido pBluescript SK- se
indican en verde, lo cuales corresponden a: gen que confiere resistencia a ampicilina
(Ampicilina), gen que codifica para B-galactosidasa (lacZ), promotor del gen lacZ
(pLac) y origen de replicacion bacteriano ColE1(ColE1 ori). Los promotores de los
mddulos de expresién se indican en café, el cDNA de cada gen en anaranjado y los
terminadores en negro. Se evalué Ia construccién de los médulos mediante
amplificacién por PCR (derecha) utilizando como molde: YB, I y S (arriba de cada
carril) que corresponden a pBS-Pact-crfYB-TgdhA, pBS-PADH1-crtl-TINV y pBS
TEF-crtS-Tact, respectivamente. El control negativo (-), corresponde a la reaccién de
PCR sin DNA molde. Los niimeros sobre las fotografias indican los partidores utilizados
en cada reaccidn, los cuales se representan como flechas en los esquemas de pldsmidos.
M: Marcador peso molecular: DNA del bacteriéfago Lambda digerido con HindIIl.
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3.2 Adaptacién del método de DNA assembler en X. dendrorhous

Para integrar en el genoma de X. dendrorhous los médulos de expresién de los
genes crtYB, cril y crtS mediante DNA assembler, primero fue necesario identificar un
sitio de integracién que no genere cambios en la produccién natural de pigmentos y
luego se evalud la factibilidad de implementar la técnica en la levadura. Con estos
propositos y luego de un andlisis bioinformatico s‘e eligieron dos regiones (cada una
correspondiendo a un locus) del genoma de X. dendrorhous para integrar el médulo de
resistencia al antibiético higromicina B. Una de ellas, ubicada a 2.506 pb rio arriba del
codén de inicio del gen HIS3 (N° de acceso: JN849374.1), que codifica la enzima
imidazol glicerol fosfato-hidratasa, la cual se nombré como yhu. El otro locus, ubicado a
2.110 pb desde el codén de término del mismo gen, fue nombrado como xid.
Adicionalmente, para confirmar que ambos loci no codificaran una proteina que al ser
interrumpida provocasen alguna alteracion en la levadura, sus secuencias se compararon
con la base de datos del NCBI, mediante blastx. Los tinicos alineamientos significantes
arrojados por este andlisis fueron los siguientes: una proteina de la familia de las
fosfatasas del hongo Aspergillus fumigates (N° de acceso: XP_753850.1) con un 45 %
de identidad con sélo un 16 % de cobertura, para yhu y una protefna hipotética del
protozoo Entamoeba histolytica (N° de acceso: XP_001913424.1) con un 31 % de
identidad con solo un 22 % de cobertura para xhd. Las secuencias de estas proteinas
tienen baja identidad y cobertura con los loci xkd e yhu, por lo tanto, probablemente no
son codificantes o codifican un gen atin no descrito de X. dendrorhous. Para cada uno de

los loci xhd e yhd, se definieron dos sectores que llamamos “up™ y “down” (Figura 5).
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Figura 5. Ubicacién de los loci yhu y xhd. Loci yhu, xhd y sus respectivos sectores
“up” 'y “down”, con respecto al gen HIS3 que codifica a la imidazol glicerol fosfato-
hidratasa en X. dendrorhous.
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Como se mencioné anteriormente, con el objetivo de determinar 1a funcionalidad
de la técnica de DNA assembler en X. dendrodrous y evaluar el efecto de la interrupcion
de los dos potenciales loci de integracion seleccionados, xhd e yhu, se integr un médulo
de resistencia al antiobidtico higromicina B (Niklitschek, 2007) en ambas zonas,
mediante esta técnica en la cepa silvestre UCD 67- 385 de la levadura. Para ello, los
fragmentos de DNA genémico “up” y “down” de yhu y xhd se amplificaron por PCR
con las parejas de partidores 19 20 y 27 -28 (para amplificar “up” de xhd e J;hu,
respectivamente) y 25-26 y 33-34 (para amplificar “down” de xhd e yhu,
respectivamente). Luego, estos amplicones y el plismido pMN-Hyg (portador de un
moédulo de resistencia a higromicina B) se utilizaron como DNA molde en nuevas
reacciones de PCR utilizando partidores de 60 pb, donde las 10 pb del extremo 3 son
complementarias al DNA molde y las otras 50 pb son homélogas al fragmento de DNA
con el que se desea ensamblar (Figura 6 A). De esta forma se originaron fragmentos de
DNA con 50 pb de secuencias homélogas en sus extremos (con un total de 100 pb de

superposicion).

Los amplicones se verificaron en un gel de agarosa y luego se purificaron. La
levadura se transformé por electroporacién con los tres fragmentos (médule de
higromicina, “up” y “down™) de tal manera de integrar el mddulo de resistencia

higromicina en xid o yhu.
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Figura 6. Ensamblaje e integracién del médulo de resistencia a higromicina B en el
genoma de X. dendrorhous mediante recombinacion homéloga. A) Fragmentos de
DNA para integrar en el genoma: dos fragmentos de DNA genémico (“up” y “down™),
amplificados por PCR para dirigir la integracién del médulo de expresion de resistencia
al antibidtico higromicina B (Hyg"), en celeste, en el locus yhu o xhd del genoma de X.
dendrorhous. B) Amplicones con secuencias complementarias en sus extremos. C)
Ensamblaje e integracién de los fragmentos de DNA en el genoma de la cepa silvestre
de X. dendrorhous UCD 67-385. Segmento verde oscuro: sitio de integracion en el locus
Yhu o xhd 'y segmento verde claro: gDNA que flanquea el locus. Las flechas con un
numero sobre ellas, esquematizan los partidores utilizados y su color indica la
complementariedad con el DNA y la secuencia que origina superposicién con el
fragmento de DNA aledafio. Los niimeros en negro indican los partidores utilizados para
la integracién en xhd, mientras que en rojo, los partidores utilizados para la integracién
en yhu. En cruces se representa los eventos de recombinacién en la levadura y se indica
la longitud de superposicién entre los fragmentos de DNA en pb.
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De esta manera, los fragmentos de DNA se ensamblarian entre si y se integrarfan
en el sitio deseado del genoma mediante el proceso de recombinaron homdloga al
incorporarlos en la Ievadura (Figura 6 C). Con este procedimiento, se obtuvieron 9 y 6
colonias resistentes a higromicina B cuando la integracién del médulo de resistencia se

dirigi6 al locus xhd e yhu, respectivamente.

La correcta insercién del médulo de resistencia en el sitio deseado del genoma de
la levadura en los transformantes, se analizé mediante PCR (Figura 7). Las 9 colonias
resistentes al antibidtico (médulo de resistencia en el sitio xAd), contenian el gen hph
(gen que confiere resistencia a higromicina B) en la ubicacién esperada (9/9) (Figura 7
A). De las 6 colonias resistentes al antibiético cuando el médulo de resistencia se dirigi6

en yhu, 4 contenian el gen /siph en la ubicacion esperada (4/6) (Figura 7 B).

De las colonias con el gen Aph en el sitio esperado se escogié una de cada tipo.
Para la integracién del médulo en xhd se escogi6 la colonia 1, que fue llamada VL1.
Mientras que para la integracidn del médulo en yhu, se escogi6 la colonia 5, Ia que fue

llamada I1.5
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Figura 7. Evaluacién de la integracién del médulo de resistencia a higromicina B
en xhd e yhu mediante PCR. Evaluacion de la integracién en A) xhd y B) yhu mediante
amplificacién por PCR. El mimero de cada carril representa el DNA genémico molde de
las colonias resistentes a higromicina B, WT: DNA genémico de la cepa parental UCD
67-385, (-): control negativo sin DNA. Bajo cada gel se incluye un esquema que indica
los partidores (flechas) y la secuencia blanco analizada. El color de la secuencia se
corresponde al de la figura 6 C. El niimero de cada flecha indica el partidor utilizado y el
color de la flecha representa la secuencia blanco con la que hibrida. M: Marcador peso
molecular, DNA del bacteriéfago Lambda digerido con HindIII.
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Contrario a lo esperado, el fenotipo de Ia cepa IL5 fue distinto al de la cepa
parental, UCD 67-385 (Figura 8 A), en cuanto a la pigmentaci6n de las colonias, no asi
para la otra cepa transformante, VI.1. Se evalud la produccion de carotenoides de ambas
cepas transformantes mediante la determinacién de la absorbancia a 474 nm y por
cromatografia en fase reversa (RP-HPLC). La cepa IL5 no presenta cambios en la
cantidad de carotenoides totales en comparacién con la cepa silvestre (Figura 8 B). Sin
embargo, si hubo alteracién en la composicién de carotenoides. La astaxantina alcanzé
el 97% con respecto a los carotenoides totales equivalente a 368,5 + 8,4 ppm, superior a
lo alcanzado en la cepa parental (63%, equivalente a 223,9 = 18,4 ppm) (Figura 8 C). Es
decir, la interrupcién provoco un aumento del 64,5% de astaxantina. Por otra parte, la
produccién de carotenoides de la cepa VL1 fue similar a la parental, UCD 67-385
(Figura 8 B y C). Debido a que Ia interrupcién en el locus yhu provoca cambios en la
produccién de pigmentos en la levadura, se descartd para los experimentos de
integracién de los mddulos de expresion de los genes carotenogénicos, pero esta regién

serd estudiada en un futuro como estrategia para mejorar la produccién de astaxantina,

La cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous es diploide, por lo tanto, como resultado
de la transformacién se generé una cepa heterocigota donde la integracién del médulo
resistencia a higromicina B sélo ocurrié en una copia del locus. Para lograr que el
mddulo se integre en ambos alelos del locus de integracién en el genoma, se utilizé el
método del doble recombinante (DRM), metodologia que se basa en la capacidad de la
levadura de recombinar mitdticamente (Niklitschek y col, 2008). Bésicamente esta

técnica consiste en aumentar gradualmente la concentracién del antibiético favoreciendo
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la seleccion de transformantes con doble copia (homocigético) del médulo de resistencia

de los antibidticos generados por recombinacién mitética.

Se sometié a la cepa IV.1 al método DRM. Para ello, se realizaron cultivos
sucesivos con concentraciones crecientes de higromicina B, empezando a 50 pg/ml hasta
una concentracién final de 200 pg/ml. Se sembraron alicuotas del cultivo final en placas
YM con 15pg/ml higromicina B y se eligieron 8 colonias al azar, a las que se les extrajo
el DNA gen6mico para comprobar el estado homocigoto mediante PCR. En las 8
colonias no se detecté el alelo silvestre del locus xhd, indicando que son cepas
homocigotas que contienen el médulo de resistencia a higromicina B en sus dos alelos
(+2). De estas 8 colonias, se eligié una al azar que se denomind VI.1.c2 a la cual se le
confirmé su genotipo homocigoto mediante PCR. Para ello se utilizaron partidores que
hibridan con la zona que fue eliminada de la secuencia blanco y reemplazada por el
médulo de resistencia luego de su integracién en el genoma. De esta manera, no hubo
amplificacién cuando se utilizé como molde €] DNA de las cepas homocigéticas para el
modulo de expresion. Por otra parte, estos partidores si amplificaron cuando se utilizé
como molde el DNA gendmico de la cepa silvestre o de la cepa con una sola copia del

moédulo de expresion del gen carotenogénico particular (Figura 9 B).
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Figura 9. Fenotipo y genotipo de las cepas heterocigotas y homocigéticas para el
médulo de expresion de resistencia a higromicina B en xhd. A) Fenotipo de la cepa
V.1, heterocigota con una copia del médulo de higromicina (+1), cepa IV.1l.c2,
homocigota con dos copias del médulo de higromicina (+2) y la cepa parental UCD 67-
385 (WT) crecidas en medio MM,. B) Evaluacién nimero de copia del médulo de
higromicina B de las cepas. IV.1 (+1), cepa IV.l.c2 (+2), cepa parental UCD 67-385
(WT) y control sin DNA (-). Bajo cada gel se incluye un esquema que representa los
partidores y secuencia blanco analizada. Los colores del esquema se corresponden con
los de la figura 6. Partidores se representan como flechas cuyo nimero indica el partidor
utilizado y su color representa la complementariedad con DNA molde. M: Marcador
peso molecular, DNA del bacteriéfago Lambda digerido con HindIIL
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Las cepas VI.1, heterocigota y IV.1.c2, homocigota para el médulo de resistencia
a higromicina en el locus x/d, respectivamente, son capaces de crecer en placas con
medio minimo (MM,), indicando que son protétrofas (Figura 9 A). Ademds, la cepa
VL.1.c2 no presentd cambios en el fenotipo de color en comparacién con las cepas
parental silvestre y heterocigota, VI.1. La produccién de carotenoides fue evaluada y no
se observaron diferencias significativas en la cantidad de carotenoides totales ni la
composicién de estos. Por Io tanto, Ia integracién del médulo en el locus x4d no origina

auxotrofia, ni cambios en la produccién de carotenoides.

3.3 Aumento del nimere de copias de los genes crt¥B, crtl y crtS en X.

dendrorhous mediante DNA assembler

Mediante la técnica de DNA assembler, los médulos de expresién de los genes
crtYB, cril y criS§ se integraron en el locus xid. Para ello, se amplificaron los fragmentos
“up” y “down” con las parejas de partidores 19-20 y 25-26, respectivamente y como
molde, el DNA genémico de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous. Luego, estos
amplicones, el plasmido portador del médulo de resistencia a higromicina B (pMN-Hyg)
y los pldsmidos portadores de los médulos de expresién de los genes carotenogénicos,
pBS-Pact-crtYB-TgdhA, pBS-PADHI1I1-crtl-TINV y  pBS-PTEF1-crtS-Tact, se
utilizaron como DNA molde en reacciones de PCR con partidores de 60 pb disefiados
de tal manera de permitir el ensamblaje de los fragmentos v dirigir la integracién al sitio

deseado por recombinacion homéloga en la levadura (Figura 10).
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Figura 10. Ensamblaje e integracion en el locus xkd del genoma de X. dendrorhous
de los moédulos de expresién de genes carotenogénicos mediante DNA assembler. A)
Integracion de los mddulos de expresién crtl y crtYB. B) Integracién del médulo de
expresion del gen crtS. Hyg": Moédulo de resistencia a higromicina B. Flechas con un
numero esquematiza los partidores utilizados. El color de flecha indica la
complementariedad con ¢l DNA molde y secuencia que origina superposicion. Los
ntimeros rojos corresponden a los partidores necesarios para amplificar o crear secuencia
de superposicién del médulo de crel, mientras que los azules para el crf¥B. Segmento
rojo: Repetido directo (DR); Segmento amarillo: secuencia genémica reemplazada por el
mddulo de expresidn; Segmento anaranjado: mdédulo de expresion del gen
carotenogénico; Segmento verde oscuro: sitio de integracién, locus xhd y segmento
verde claro: gDNA que flanquea el locus. En cruces se representa las zonas de
recombinacién en la levadura y se indica la longitud de superposicién entre los
fragmentos de DNA en pb.
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Posteriormente, los amplicones se purificaron y se transformé la cepa silvestre UCD 67-
385 con una mezcla de ¢llos de tal manera de integrar los médulos de expresién de los
genes crtYB, crtS o crtl, de una manera similar a la integracién del médulo de resistencia

a higromicina B en el genoma de Ia levadura desarrollado en la etapa previa.

Para realizar transformaciones adicionales de las cepas transformantes el marcador de
seleccién no puede ser utilizado y por lo tanto, otros marcadores deben estar disponibles.
Por ello, se consideré una estrategia para escindir el marcador de seleccién. El
procedimiento se disefié de tal manera que en el caso de los transformantes resultantes
con copias extras de los genes cr#l y crt¥B, 2 secuencias de repetidos directos (DR)
quedasen flanqueando al médulo de resistencia a higromicina B. De esta manera,
esperabamos que el marcador de resistencia se escindiera por un evento de
recombinacion entre los DRs. Los DRs se crearon con partidores de 60 pb: 10 pb en su
extremo 3’ complementarias al DNA molde y 50 pb de la secuencia (GACT);2GG. Los
DRs fueron ubicados en los extremos 3’ del fragmento up y del mddulo de resistencia
higromicina B, (Figura 10 A). No se incorporaron DRs en el caso de sobreexpresion del
gen crtS, ya que el médulo de crtS comparte el mismo promotor gue el médulo de
resistencia a higromicina B. Por lo tanto, en este caso el promotor del factor de

elongacidn 1-u es un DR (Figura 10 B).

Mediante esta metodologia se obtuvieron 4, 5y 1 colonias resistentes a higromicina B
en la transformacién para aumentar del nimero de copias del gen crtS, crtl v crtYB,
respectivamente. Todas las colonias resistentes al antibidtico contenian el gen Aph (gen

que confiere resistencia a higromicina B) en la ubicacién esperada. De estas colonias se
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escogio una para cada caso y fueron nombradas: cepa IV.1,1.c1; donde existe una copia
extra del gen crzS; V.B3.cl, con una copia extra del gen crfl y V.A2.cl, con una copia
extra del gen crtYB. El correcto ensamblaje e integracién de los fragmentos de DNA en
xhd fue confirmado por PCR para cada uno de los transformantes, con los partidores

adecuados.

Para evaluar la escision del marcador de seleccion, un cultivo de dos dias de las cepas
portadoras de una copia adicional de los genes crtS, crtl y crt¥YB (IV.1,1.c1, V.B3cl y
V.A2.cl), fue secuencialmente subcuitivado en medio completo (YM) liquido sin
presion selectiva, sembrando en cada etapa alicuotas en placas con medio completo
(YM) y replicado en placas YM y YM + higromicina B por replica plating. Este
procedimiento se realizé hasta el subcultivo 30, sin resultados satisfactorios ya que el
marcador de seleccién permanecié integrado en el genoma. Por otra parte, el mismo
procedimiento se repitié luego de transformar cepas IV.1,1.c1, V.B3.cl y V.A2.cl sélo
con DNA carrier (DNA de esperma de salmén) de modo de inducir la recombinacién

homéologa entre los DRs, también sin resultados satisfactorios.

Como se mencioné anteriormente, la cepa UCD 67-385 es diploide, por lo tanto, la
integracién de los. médulos fue en un alelo del locus x#d del genoma. Los transformantes
heterocigotos para el mdédulo de expresion se sometieron a DRM de tal manera de
obtener cepas homocigotas en el locus de integracién que posean doble copia adicional
del gen carotenogénico. Este procedimiento se realizé de la misma manera como se
seleccionaron las colonias homocigotas del médulo de resistencia a higromicina B en

xhd. En todos los casos se analizé el genotipo de los transformantes portadores de los
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Figura 11. Evaluacién del mimero de los mddulos de expresién de los genes crtYB,
crtl y crtS en cepas transformantes. Evaluacién del mimero de copias de los médulos
de expresion de los genes A) crtYB, B) crtl y C) crtS. Cada carril representa el resultado
de una reaccién de amplificacién por PCR utilizando como molde: +2: DNA genémico
de las cepas transformantes homocigotas, con dos copias extras del gen carotenogénico
(V.A2c2; V.B3c2 6 IV.1,1¢c2); +1: DNA gendmico de las cepas heterocigotas, con una
copia extra del gen carotenogénico (V.A2cl; V.B3cl 6 IV.1,1¢c1); WT: DNA genémico
de la cepa parental UCD 67-385; (-): control negativo sin DNA. Bajo cada gel se
incluye un esquema que representa los partidores y secuencia blanco que es analizada.
Los colores de estas secuencias se corresponden con los de la figura 11. Flecha con un
mimero corresponden a los partidores utilizados y el color de flecha indica la
complementariedad con el DNA molde. M: Marcador peso molecular, DNA del
bacteriéfago Lambda digerido con HindIIl.

51




mdédulos de expresién de los genes crtS, crtl y crtYB mediante PCR con parejas de
partidores que hibridan con la zona que fue eliminada y reemplazada por los médulos de

expresion, determinando asi su condicidn heterocigota y homocigota respectivamente
(Figura 11).

3.4 Evaluacién del efecto del aumento de la dosis de los genes crtYB, crl y crtS

en la composicién y cantidad de carotenoides de X, dendrorhous.

Las cepas transformantes portadoras de una o dos copias adicionales de los genes
crtYB, cril'y crtS muestran leves diferencias fenotipicas respecto a la cepa parental UCD
67-385, como se observa en la Figura 12 A. Cepas con copias adicionales del gen crtYB
presentaron una pigmentacién mds amarilla en comparacion a la cepa silvestre. Por otra
parte, cepas con copias adicionales del gen ¢S su coloracion fue levemente mas rosada.
Por otro lado, cepas con copias adicionales del gen cr¢I no mostraron cambios en la

coloracion con respecto a la parental.

La cantidad y composicion de carotenoides fue evaluada mediante Ia
determinacién de la absorbancia a 474 nm y por cromatografia en fase reversa (RP-
HPLC), a partir de cultivos de 5 dias en triplicado. Se comparé la cepa silvestre con las
cepas que poseen una y dos copias adicionales de los genes crtYB, crtl 6 crtS (Tabla 6,

Figura 12 B, Figura 12 C).

La cantidad de carotenoides totales de las cepas portadoras de copias adicionales
de los genes cr#S'y crtYB no presenta cambios significativos con respecto a la parental,

por otra parte, hay una disminucién, en cepas con copias adicionales del gen crtl.
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En cuanto a la composicién de carotenoides, se observa que cepas con copias
adicionales del gen criS tienen un incremento de 1,2 veces en el porcentaje de
astaxantina y una disminucion en los ofros carotenoides biciclicos en comparacion a la
cepa parental. En oposicidn, en cepas con doble copia del gen crtYB, hay un incremento
en el contenido de carotenoides biciclicos y disminucidn de astaxantina de 1,8 veces. Por
otra parte, al aumentar el mimero de copias del gen crtl, no se observa cambios
significativos con respecto a la cepa silvestre. En todas las cepas transformantes la
composicién de precursores del B-caroteno, como neurosporeno, licopeno y Yy-caroteno

no cambian con respecto a la cepa parental.
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Figura 12. Fenotipo y produccién de pigmentos de la cepa parental y los
transformantes con copia simple y doble de los genes crt¥YB, crel y crtS en el locus
xhd. A) Comparacion fenotipica de la cepa parental UCD 67-385 (WT) con respecto a
las cepas con copia simple y doble de los genes crtYB, crtS y crtl en el locus xhd. B)
Produccion de carotenoides totales, expresado en pg/g peso seco. C) Composicién de
carotenoides: astaxantina, otros carotenoides biciclicos (Fenicoxantina, 3-
hidroxiequinenona, equinenona, y p-caroteno) y monociclicos (HDCO vy toruleno), de
las cepas portadoras de una o dos copias de los genes de carotenogénesis. Arriba:
V.A2.cl y V.A2.cl; heterocigoto y homocigoto para la copia extra del gen crtYB;
Medio: V.B3.c1 y V.B3.c2; heterocigoto y homocigoto para la copia extra del gen crtl y
Abajo: IV.1,1.cl y IV.1,1.c2; heterocigoto y homocigoto para la copia extra del gen
crtS. +1: Cepa con una copia extra del gen; +2: Cepa con dos copias extras del gen. WT:
Cepa parental, UCD 67-385. Prueba t de Student: * P< 0.05
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3.5 Andlisis de los loci yhu y xhd en el transcriptoma de la cepa UCD 67-385 de

X. dendrorhous.

Resultados recientes de nuestro laboratorio, relacionado con el estudio de la
organizacién genémica estructural y funcional de X. dendrorhous, hemos logrado
obtener el genoma, transcriptoma y proteoma de la cepa UCD 67-385 de esta levadura.
Ello nos permiti6 realizar un andlisis bioinformético del transcriptoma con la secuencia
de las regiones yhu y xhd que resulté en la identificacion mRNAs potenciales para
ambos loci. El estudio de los posibles marcos de lectura abiertos (ORF) en el transcrito
de yhu resultd en un posible ORF de 2.745 pb (N° de acceso: JN849375.1) y al
compararlo con la base de datos Genbank mediante blastx, la mayor similitud
encontrada fue con una proteina hipotética conservada de Sporisorium reilianum (N° de
acceso: CBQ67945.1) un 32% de identidad con un 21% de cobertura. Al comparar este
transcritc con su gDNA se encontr6é seis probables exones (Figura 13), ademds la
secuencia posee un dominio conservado NYN, caracteristico de las nucleasas

(Anantharaman y col, 2006).

El andlisis del transcrito de xAd permitié identificar un posible ORF de 2.430 pb
que cuando se compard con su gDNA y se encontrd trece exones probables (N° de
acceso: JN849376.1). Al analizar la secuencia de la proteina deducida con la base de
datos mediante BLAST, se encontré un 30% de identidad con un 99% de cobertura con
una proteina hipotética de Laccaria bicolor (N° de acceso: XP_001884409.1). Esta
secuencia presenta el dominio conservado ARS2, caracteristico de las proteinas de

resistencia a arsenito (Rossman y col, 1999).
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4. DISCUSION

4.1 Eleccién de promotores y terminadores para la construcciéon de médulos

de expresién de genes carotenogénicos

Para la construccién de los médulos de expresion se eligieron promotores fuertes y
constitutivos, como los promotores de los genes de actina {(ac?), factor de elongacién 1 a
(TEF1I) y alcohol deshidrogrenenasa (4DHI), que han sido ampliamente utilizados para
Ia construccion de vectores de expresion en S. cerevisiae (Mumberg y col, 1995).
Ademds, los promotores de los genes act y TEFI ya se han utilizado en X dendrorhous,
para la construccion de médulos de resistencia a antibiéticos, con bastante éxito (Wery y

col, 1997; Niklitschek, 2007).

Una transcripcién eficiente también requiere de una eficiente terminacion
(Romanos, 1992}, sin embargo, en S. cerevisiae es escaso el conocimiento sobre ello y
menos aun en X. dendrorhous. En este trabajo se escogieron al azar los terminadores de
los genes de invertasa (INV), actina (act) y glutamato deshidrogenasa (gdhA). Ademds,
en la elaboracién del disefio de los médulos se utilizé promotores y terminadores
distintos para cada gen con el objetivo de evitar la pérdida de éste mediada por
recombinacidn mitética en las zonas duplicadas de homologia que se genere entre estos
elementos regulatorios. Indudablemente que el escaso conocimiento sobre promotores
en X. dendrorhous pone en relieve la necesidad de estudiarlos, ya que es fundamental
para futuras investigaciones que requieran el aumento del mimero de copias y expresion

heteréloga de genes en esta levadura.
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4.2 Integracién de un médulo de resistencia a higromicina B en el genoma de X.

dendrorhous

En trabajos anteriores de sobreexpresion de los genes crtYB, crtl e idi en X
dendrorhous, la integracion de sus modulos de expresién se dirigié al DNA ribosémico
de la levadura (Verdoes y col, 2003; Visser y col, 2005). Se ha estimado que en X
dendrorhous existen alrededor de 60 copias del tDNA (Wery y col, 1997) lo que
favoreceria la integracién mmiltiple de los genes de interés en el genoma. Sin embargo,
debido a las repeticiones en tindem de esta regién, los genes integrados podrian
escindirse por recombinacién homéloga generando cepas inestables. Adicionalmente,
utilizar como blanco de integracion esta regidn dificulta evaluar el efecto de la dosis
génica en la produccidn de carotenoides, ya que es dificil cuantificar el nimero de
copias del correspondiente médulo que puede estar integrado en el genoma de la
levadura. Por estos motivos, en este trabajo se excluyé la regién de tDNA como sitio
blanco de integracion para los médulos de expresién. Ademds, se cauteld que el sitio
blanco de insercién estuviese ligado a un gen marcador, que la integracién del médulo y
Ia interrupcion resultante del sitio blanco no alterase fuertemente la fisiologfa de la
levadura. En relacién a lo anterior, se ha descrito en S. cerevisiae que los niveles de
expresion de genes heterdlogos es dependiente de las zonas de integracion en el genoma,
siendo mayor en sectores cercanos al origen de replicacién, baja en regiones cercanas a
telémeros e intermedia cuando es cercana a genes (Bai Flagfeldt y col, 2009). Debido a
que no se conocen los origenes de replicacion en X. dendrorhous, se escogié como

blanco de integracion dos loci, yhu y xhd, los cuales se encuentran cercanos a un gen, en
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este caso, el gen HIS3 que codifica la enzima imidazol glicerol-fosfato deshidratasa que

cataliza el sexto paso en la sintesis de histidina (Fink, 1964).

Al comparar la secuencia nucleotidica de ysu y xkd con la base de datos Genbank
mediante blastx, el alineamiento sélo arrojé una secuencia aminoacidica para cada
region con baja identidad y cobertura para ambos loci y por lo tanto, éstos podrian ser
no codificantes o bien codificar un gen ain no descrito de X. dendrorhous.
Recientemente, en 2011, al acceder al transcriptoma de la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous, se determindé que los loci yhu y xhd se expresan produciendo sus
respectivos mRNA. A pesar de que efectivamente estas regiones se transcriben, atin no
se conoce la funcionalidad de las proteinas hipotéticas homdlogas. Sin embargo, la
interrupcién de yhu provocé un aumento en el contenido de astaxantina, por ello en un
futuro seria interesante estudiar la funcién que cumplirfa la proteina codificada por este
locus y su relacién con la produccién de carotenoides en X. dendrorhous. Por otra parte,
la interrupcién de xAd, no afectd la produccién de pigmentos ni el crecimiento, por lo
que es un buen candidato para ser utilizado como blanco de integracién en estudios de
aumento de dosis génica de genes carotenogénicos y/o para la expresién de otros genes

en esta levadura.

4.3 Adaptacién de la técnica de DNA assembler en X. dendrorhous.

Actualmente existen pocas herramientas para manipular genéticamente X
dendrorhous, por ejemplo, no existen vectores de clonamiento. Dentro de Ilas

herramientas desarrolladas en nuestro laboratorio destacan la construccion de médulos
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de expresion de genes de resistencia a antibiéticos, los cuales han permitido interrumpir
genes carotenogénicos mediante el proceso de recombinacién homdloga. Sin embargo,
para llevar a cabo este proceso se requiere construir varios plasmidos. La generacién de
un pldsmido portador de una construccién o fragmento de DNA de interés para
transformar levaduras es un proceso lento que involucra varios pasos tales como:
amplificacion de DNA, digestion con endonucleasas, ligado in vitro y transformacién en
E. coli para replicarlo. Cuando se quiere clonar mds de un gen, este proceso es aun mds
lento y dependera de los sitios de restriccion disponibles. En oposicion, la metodologia
de DNA assembler sdlo requiere de fragmentos de DNA con secuencias homoélogas en
sus extremos. Debido a los pocos pasos requeridos para ello, se podria aumentar el
nimero de fragmentos a ensamblar y asi aumentar el nimero de copia de mds de un gen
a la vez. Por esto, para futuras investigaciones, seria interesante estudiar las limitaciones
y alcances de la técnica, como el méaximo de fragmentos a ensamblar, la minima
longitud de superposicion entre los fragmentos y la concentracién doptima de cada

fragmento requerido para transformar, entre otros.

DNA assembler resulté un eficiente procedimiento de modificacion genética, ya
que se obtuvieron entre 1 a 9 colonias transformantes al utilizar 1 pg de cada fragmento
de DNA, cantidad similar a lo obtenido, al transformar con 10-15 pg de plasmidos (5-10
colonias transformantes). No obstante, la baja cantidad de colonias transformantes
podria ser un factor critico cuando se desee aumentar el nimero de genes a insertar. Asi,
una estrategia para aumentar la tasa de integracion debe considerar el incremento de la

longitud de superposicion entre los fragmentos de DNA a ensamblar.
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En este trabajo también se considerd una estrategia para escindir el marcador de
resistencia utilizado en la seleccion, lo que favoreceria posteriores transformaciones de
las cepas resultantes para utilizar el mismo marcador y no depender de la disponibilidad
de otros marcadores de seleccion. Para ello, se utilizé el método de DR sin resultados
exitosos. Probablemente este método podria ser optimizado aumentando la longitud de
los DRs para favorecer el proceso de recombinacion que permita la eliminacién del

marcador.

4.4 Impacto de la sobreexpresién de los genes crtYB, crtl y crtS en la composicién y

cantidad de carotenoides en X. dendrorhous.

En este trabajo se aumenté el mimero de copias de los crtYB, crtl y crtS,
independientemente. Sin embargo, no se evaluo si efectivamente hay un aumento en la
expresion de dichos genes en las cepas transformantes, por lo que se propone en un
futuro determinar los niveles de transcrito mediante RT-PCR y proteinas mediante
Western blot. En relacién a lo anterior, aun estd en desarrollo la sintesis de los

anticuerpos necesarios para realizar este ultimo experimento.

4.4.1 Gen crtYB.

En este estudio se aumentd el nimero de copias del gen crtYB que codifica la
enzima bifuncional PBS involucrada en la sintesis de fitoeno, el primer carotenoide
sintetizado en la ruta de biosintesis a partir de GGPP, y de B-caroteno a partir de
licopeno (Figura 1) (Verdoes y col, 1999a; Alcaino, 2002). Dado que el producto del gen

crtYB cataliza la sintesis del primer carotenoide, esperabamos que la sobreexpresion de
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este gen aumentara la produccién de carotenoides totales, lo que no se observé en este
trabajo. En Thermus thermophilus 1a conversién de GGPP a fitoeno es el paso limitante
para la sintesis de carotenoides y la sobreexpresion del gen involucrado gatilla la
produccion de 3 veces mds carotenoides en comparacion a la cepa parental (Hoshino y
col, 1993). Sin embargo, en X. dendrorhous se publicé que la sobreexpresion del gen
crtYB integrado en multiples copias del rDNA, los carotenoides totales aumentaron en
tan solo un 1,3 %, aproximadamente (Verdoes y col, 2003). Para favorecer la sintesis de
fitoeno en la levadura, seguramente es necesario sobreexpresar adicionalmente los genes
que participan en la sintesis de los precursores de los carotenoides, incluyendo aquellos
involucrados en la via del mevalonato (Figura 1). Sin embargo, es necesario aumentar el
conocimiento de la sintesis de los precursores, ya que contrario a lo esperado, la
sobreexpresion del gen idi, que codifica la enzima IPP isomerasa, no aumentd el

contenido de carotenoides totales en esta levadura (Visser y col, 2005).

Como se mencioné anteriormente, el producto del gen crtYB también cataliza la
sintesis de P-caroteno desde licopeno cuyos extremos son ciclados por la actividad
licopeno ciclasa. En trabajos previos la sobreexpresion del gen crtYB provocé un
aumento en el porcentaje de carotenoides biciclicos B-caroteno y equinenona con
respecto a los carotenoides totales de 2,1 y 3,9 veces con respecto a la cepa parental,
ademas las cepas presentaron una disminucion en el porcentaje de astaxantina de 1,5
veces. Estos resultados se corresponden a lo observado en este trabajo, ya que la cepa
con dos copias adicionales del gen c7YB también presenté un aumento de B-caroteno de

2,6 veces, por lo tanto, la sobreexpresion del gen crtYB en X. dendrorhous sugiere que
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favoreceria la actividad f-caroteno sintasa en comparacion a la actividad fitoeno sintasa.
Adicionalmente, en este trabajo las cepas con copias adicionales del gen c71¥B también
aumentaron los carotenoides biciclicos distintos a astaxantina que se sintetizan a partir
del B-caroteno, como equinenona, 3-hidroequinenona y fenicoxantina. Dentro de ellos y
en comparacion con la cepa silvestre, equinenona fue el de mayor aumento (2,9 veces) y
fenicoxantina, el de menor aumento de solo 1,25 veces. La sintesis de equinenona, 3-
hidroequinenona y fenicoxantina no son catalizados por el producto del gen crtYB, pero
al parecer su sintesis si es favorecida por la mayor disponibilidad de B-caroteno. A pesar
que estos carotenoides son productos de la enzima astaxantina sintasa al igual que la
astaxantina (Alvarez y col, 2006; Ojima y col, 2006) el contenido de esta tiltima no
aumento en esta cepa, lo que deja a entrever un paso limitante en la actividad de esta
enzima. Con respecto a los carotenoides monociclicos, la cepa con dos copias
adicionales del gen crtYB no present6 estos carotenoides (Figura 12). Este resultado se
corresponde a lo observado en trabajos previos, donde la sobreexpresién de este gen

provocé una diminucién en los carotenoides monociclicos (Verdoes y col, 2003).
4.4.2 Gen crtl.

El gen cril codifica una desaturasa que cataliza la sintesis de licopeno desde
fitoeno. En trabajos previos, el incremento del nimero de copias del gen cri/ bajo su
propio promotor e integradas en el rDNA de la levadura, gatillé una disminucién de un
29,8% en los carotenoides totales (Verdoes y col, 2003). Ademds, en aquel trabajo se
reporté que la sobreexpresion del gen crtl provocé cambios en la composicién de

pigmentos: una disminucién de 2,8 veces de carotenoides biciclicos, incluyendo
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astaxantina, y un aumento de 2,5 veces en los carotenoides monociclicos. Por otra parte,
en este trabajo, al aumentar el nimero de copias de este gen, controlado por el promotor
ADHI, también se observo una disminucién en la produccién de carotenoides totales del
30,3 %, pero sin un cambio significativo en la composicién de ellos en comparacién a la

cepa silvestre, en oposicién a lo observado en trabajos previos.

La diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo y los previamente
reportados por Verdoes y col. (2003) probablemente se deba al promotor ADHI
utilizado en este trabajo, ya que, como se mencioné anteriormente dicho promotor no
habia sido utilizado previamente en X. dendrorhous. Otra variable puede ser el tamafio
de este promotor, que arbitrariamente fue de 500 pb. El tamafio de los promotores en S.
cerevisiae es variable y puede oscilar entre los 200 pb hasta 1.500 pb, y en X

dendrorhous no hay estudios al respecto.

4.4.3 Gen crtS.

En este trabajo se estudio el efecto de alterar el flujo metabdlico en las etapas entre
B-caroteno y astaxantina, catalizado por la enzima astaxantina sintasa, mediante el
incremento de la dosis del gen crtS. Las cepas con una y dos copias adicionales de este
gen no presentaron cambios fenotipicos de color evidentes en comparacién a la cepa
parental (Figura 12). De hecho, el contenido de carotenoides totales no difiere al de la
cepa silvestre parental. Sin embargo, la composicion de los pigmentos muestra un

aumento en el contenido de astaxantina y una disminucion de los otros carotenoides

biciclicos intermediarios entre [B-caroteno y astaxantina, sugiriendo que su catélisis
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estaria limitada por la cantidad de su sustrato, el B-caroteno. Estos resultados sugieren
que para lograr una produccion de astaxantina significativamente superior, seria
necesario incrementar ademds la sintesis del B-caroteno. Por otra parte, el B-caroteno
disminuyd 3,9 veces con respecto a la cepa silvestre, sin agotarse, por lo tanto deja a
entrever un paso limitante de la actividad de la enzima astaxantina sintasa. Esta enzima,
pertenece a la familia de proteinas citocromo P450s que requieren de la actividad
auxiliar de la citocromo P450 reductasa (CPR) y en X. dendrorhous la enzima CPR es
codificada por el gen cr/R, la cual provee a la enzima astaxantina sintasa, los electrones
necesarios para la oxigenacion del sustrato (Alcaino y col, 2008). Por lo tanto, para
lograr una produccion de astaxantina significativamente superior, seria necesario ademas

incrementar el nimero de copia del gen crR.

El aumento de copias del gen crS gatillé un leve incremento (1,8 veces) de
carotenoides monociclicos, constituidos principalmente por HDCO. Este hecho
confirmaria la participacion de este gen en la sintesis de HDCO a partir de toruleno.
Probablemente este leve aumento se deba a la escasa cantidad de toruleno registrado en
la cepa silvestre UCD 67- 385, que alcanza los 0,97 + 0,7 % con respecto a los

carotenoides totales.

Cabe destacar que no se observaron cambios significativos entre las cepas
heterocigotas (con una copia adicional de c¢rtS) u homocigotas (con dos copias
adicionales), entonces al utilizar el promotor TEF! sélo bastaria con la condicién

heterocigota para provocar el efecto en la composicion de los carotenoides.
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5 PROYECCIONES

Con ¢l objetivo de aumentar Ja sintesis de astaxantina en X, dendrorhous mediante
ingenieria metabdlica es importante estudiar los promotores de esta levadura, ya que es
fundamental para un eficiente sobreexpresion de genes. Bajo el mismo objetivo, la
metodologia utilizada en este trabajo, DNA4 assembler, permitiria integrar en el genoma
de la levadura mds de un gen a la vez, por ello es necesario estudiar los alcances y

limitaciones de esta metodologia.

Para mejorar la produccién de astaxantina en X. dendrorhous es necesario ampliar
el conocimiento sobre esta levadura, ya que ain se desconoce mucho sobre la biosintesis
del pigmento y su regulacién. Segiin los resultados revelados en este trabajo, un factor
critico para aumentar los carotenoides es la disponibilidad de precursores de éstos. Por
ello, es importante estudiar los genes que controlan su biosintesis, incluyendo la via del
mevalonato. En un futuro se podria sobreexpresar un gen participante en la sintesis de
precursores en conjunto con el gen crtYB, para anmentar la cantidad de carotenoides. Por
otra parte, nuestros resultados revelan que la sintesis de astaxantina desde B-caroteno es
un paso limitante, lo que podria ser favorecido con la sobreexpresion conjunta de los

genes crtS 'y creR.
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6 CONCLUSIONES

El método DNA assembler es una herramienta rdpida y efectiva para trasformar
X. dendrorhous, la cual permite interrumpir una zona de interés y aumentar la
dosis génica.

La interrupcion en el locus xhd no provoca auxotrofia ni cambios en la
produccion de carotenoides y es un buen blanco de integracién para el aumento
de la dosis génica en X. dendrorhous.

La cepa con dos copias adicionales del gen ¢rf¥B no presenté cambios en la
cantidad de carotenoides totales producidos, pero si una disminucién en el
contenido de astaxantina y un aumento en los otros carotenoides biciclicos en
comparacion con la cepa parental.

Las cepas portadoras de copias adicionales del gen cr#l, presentaron una menor
cantidad de carotenoides totales, sin cambios significativos en la composicién de
pigmentos con respecto a la cepa parental.

Cepas con copias adicionales del gen crzS presentaron un mayor contenido de
carotenoides monociclicos y de astaxantina a costa de una disminucién de otros
carotenoides biciclicos.

Las evidencias sugieren que la sobreexpresién de un solo gen no es suficiente
para aumentar la sintesis de astaxantina.

La metodologia, DNA assembler, es una potencial herramienta que podria
facilitar la integracién de varios genes en el genoma de la levadura de una

manera mds rdpida a la transformacién con vectores, hasta ahora utilizados.
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