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RESUREN

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   trav6s   del   alimento.   Debido   a   sus

caracten'sticas  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  biol6gicos  mds  promisorios  para  rna  producci6n  industrial  de  este

pigmento  es  la  levadura .Xa#ffropky//om}JceLr  c7enc7rorfoo#Ls,  la  cual  requiere  de  s6lo  4

genes para sintetizar astaxantina desde fitoeno: crfJ, cr/rB, crfs y crjR. Sin embargo, rna

de   las   mayores   limitaciones  para  su  explotaci6n  comercial   como  rna  fuente   de

astaxantina, es su bajo contehido en cepas silvestres y por esta raz6n,  se ham aplicado

distintas estrategias para mej orar su rendimiento

El  objetivo  de  este  trabajo  fue  desarrollar  una  metodologia  de  mejoramiento

gen6tico para la producci6n de astaxantina en X.  c7e#cJrorfroas utilizando  la t6chica de

I)M  asLsemo/er.  Esta metodologia consiste en transformar la levadura con fragmentos

de DNA que poseen secuencias hom6logas en sus extremos que mediante el proceso de

recombinaci6n hom6loga, estos se ensamblan entre si y se integran en el genoma de la

levadura.  Para  cumplir  el  objetivo  propuesto,  en  primer  lugar  se  adapt6  y  evalu6  1a

fecnica de DAI4 czssemb/er para X. c7e#c7ro/`*oz/s. Para ello, la levadura se transform6 con

un m6dulo  de resistencia a higromicina a  y dos  fragmentos  de  DNA para dirigir la

integraci6n del m6dulo en su genoma. Se analizaron dos posibles sitios de integraci6n de
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la cepa silvestre UCD 67-385 de X. c7e#dror*o#s, j7fow y *fad, cada uno correspondiente a

un locus,  y se  seleccion6  el locus x¢c7,   ya que la integraci6n en s6lo  este m6dulo  de

resistencia,   no   provoc6   cambios   significativos   en   la  producci6n   de   carotenoides.

Posteriomente, se constrnyeron independientemente m6dulos de expresi6n de los genes

carotenog6nicos cr/yB, cr£J y crjs que fueron integrados en X.  deJ?dror*o#s por Djv4

asLsemz7/er. Dado que la cepa modelo utilizada es diploide, en primer lugar la integraci6n

de  cada  m6dulo  ocurri6  en  rna  de  las  dos  copias  del  sitio  de  integraci6n.  Luego,

mediante el metodo del doble recombinante, fue posible obtener cepas con dos copias de

cada m6dulo carotenog6nico de expresi6n.   La cepa con dos copias adicionales del gen

crf yB no present6 cambios en la cantidad de carotenoides totales producidos, pero hubo

rna disminuci6n en el contenido de astaxantina y un aumento en los otros carotenoides

biciclicos   en   comparaci6n  con   la   cepa  parental.   Las   cepas   portadoras   de   copias

adicionales  del  gen  crjJ,  presentaron  rna  menor  cantidad  de  carotenoides  totales  sin

cambios  significativos en la composici6n de pigmentos con respecto a la parental. Por

otra parte, la cepa con dos copias adicionales del gen crcs present6 un mayor contenido

de  carotenoides  monociclicos  y  de  astaxantina  a  costa  de  rna  disminuci6n  de  otros

carotenoides biciclicos.

Como conclusi6n, la sobreexpresi6n de genes carotenog6nicos individualmente, no

es suficiente para aumentar el contenido de carotenoides y favorecer la producci6n de

astaxantina  en jr.  c7e;3dror4ows.  Sin  embargo,  I)IV4  assemb/er result6  ser un  m5todo

rapido y efectivo de trasfomaci6n de X  c7enc7ror¢o#s que permitife desarrollar nuevas

estrategias de transformaci6n de esta levadura con varios genes simultineamente.
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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. h 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  Jra77f*apky//onyces

c7endrorfao#s. This yeast requires only 4 genes to synthesize astaxantin from phytoene:

crfs,  crzJ, crfyB 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 JF.

c7enc7rorfaoas have been applied.

The  aim  of this  work was  to  develop  a  genetic  improvement program  for the

production of astaxanthin in X de7qdror¢oz" using the Z}AI4 asse"b/er technology. This

method involves the transformation of the yeast witli DNA fragments with homologous

ends. Once in the cell, these DNA frogments are assembled together by the endogenous

homologous  recombination  machinery  and  integrated  into  the  yeast  genome.  In  first

place, the I)M clfsewb/er method was adapted and evaluated for X  c7e#c7ror¢o#s. For

this, we transformed the yeast with a hygromycin a resistance module and two DNA

fragments to direct the module integration in two alternative target sites in wild type Jr:

de7?c7ror¢ous UCD  67-385  strain, )/4zf y x4J,  each them colTesponding to a locus.  We
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selected  x¢d  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 art yB, crfJ and crfs gene expression modules were built and

introduced  by  DM  ass'emb/er  into  a  .X   denc7rowhows  wild  type  strain.  As  the  .X

de#c7ror¢o2ts 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  cr£J gene  copies,  had  less  total  carotenoids

with no significant changes in their composition. Finally, the strains with additional crjs

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   astaranthin

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  c7enc7rorfeo#s.  However,  DjvA  asse"b/er  proved  to  be  a  fast  and

effective method for X  c7enc7rarAo"s transfomation. This will help the development of

new strategies to increase the astaxanthin content by transfoming this yeast with several

genes

xi

simultaneously.



I.   INTRODUcctoN

I.1. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo diverso de pigmentos anpliamente distribuidos en

la naturaleza, responsables del color amarillo, anaranjado o rojo de varios orgahismos.

Estan presentes en hojas (visibles en otofio al desaparecer la clorofila),  frutos  (tomate,

pimiento, naranja,  etc),  flores  y en tejidos  animales,  como  en la yema de  los  huevos,

caparaz6n  de  langostas  y plumas  de  flamencos  (Primo,  1995).  I.os  carotenoides  son

sintetizados por organismos fotosint6ticos, tales como plantas, algas y cianobacterias, y

tambi6n por organismo no fotosint5ticos como algunas bacterias, hongos filamentosos y

levaduras  (Lu  y  col,  2008).  Sin  embargo,  los  aninales  no  son  capaces  de  sintetizar

carotenoides c7e 7zovo, por lo que deben adquirirlos a trav6s de la dicta (Maoka, 2011).

Estos pigmentos  comprenden una familia de mss  de 700  compuestos  (Britton y

col,  2004).  Estin fomados por 40 atomos  de  carbono, tetratexpenoides,  sintetizados a

partir  de  8  moleculas  de  isopreno  (C5)  (Britton,  1995).  Estructuralmente,  poseen  un

sistema  polieno  de  dobles  enlaces   conjugados,   lo  que  les  otorga  sus  propiedades

crom6foras  (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 mol6culas extremadamente hidrofobicas, con baja o nula solubilidad en agua.

Por esta raz6n, los carotenoides comrfumente se encuentran en fleas hidrofobicas de las

c6lulas  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  xant6filas.  Los  primeros  se

caracterizan por estar compuestos solo por atomos de carbono e hidr6geno, donde el J}-

caroteno es uno de los mds conocidos. Las xantofilas son derivados oxigenados y entre

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

En  organismos  fotosint6ticos,  los  carotenoides  son  pigmentos  accesorios  en  la

fotosintesis  que  disipan  el  exceso  de  energl'a  y  otorgan  protecci6n  contra  la  foto-

oxidaci6n  (Lu  y  col,  2008).  Ademas,  en  plantas  participan  de  la  sintesis  de  acido

abscisico  y  le  otorgan  el  color  a  flores  y  frutos  que  atrae  a  aninales  y pemite  la

polinizaci6n y dispersi6n de semillas (Bartley y col, 1995). Por otra parte, en organismos

no fotosinteticos,  6stos 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 Ovliki,1991), la cual se

ha estimado que es  10 veces mayor en relaci6n a otros carotenoides como el P-caroteno

y  loo  veces mayor que  el  a-tocopherol  (Miki,  1991).  En relaci6n a lo  anterior,  se ha

observado   que   la   suplementaci6n   de   astaxantina   puede   prevehir      enfermedades

cardiovasculares,  las  cataratas  (Iwamoto  y  col,  2000),  estimular  al  sistema  inmune

(Lignell   y   col,   2001),   reducir   la   inflamaci6n   g5strica  y  la   carga  bacteriana   de

He/i.coboc/er   p)//orz.    (Bemedsen    y    col,    2000),    ademds    de    tener   propiedades

anticancen'genas (Higuera-Ciapara y col, 2006; Hussein y col, 2006).



1.2. Astaxantina: Un carotenoide de inter6s comercial

La  astaxantina  (3,3'-dihidroxi-P,f}-carotene-4,4'-diona)  es  una  xant6fila  que  se

caracteriza por ser la responsable del color rojo-anaranjado de la came de los salmones,

del  caparaz6n  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 traves  de  su  alimento  o

tambi5n por la conversi6n metab6lica de otros carotenoides absorbidos (Maoka, 2011).

ha mol5cula de astaxantina tiene dos anillos terminales de P ionona.  Cada anillo

posee un grupo 3-hidroxilo (OH) y 4-ceto (C=O). Debido a los dos centros quirales en

los carbonos 3 y 3 ' de cada anillo de P ionona, la astaxantina puede existir en tres fomas

estereois6meras: dos enanti6meros (3R, 3'R y 3S, 3'S) y rna forma meso (3R, 3'S y 3S,

3'R) (Schmidt y col, 2010). Por otra parte, la astaxantina se puede encontrar en foma

libre, la cual es inestable y susceptible a la oxidaci6n. 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 rna o dos cadenas  de acidos grasos, las

cuales estabilizan la mol6cula Glussein y col, 2006).

Debido a sus caracten'sticas de colorante y antioxidante, la astaxantina es de gran

importancia comercial. Una de sus aplicaciones mds imporiantes es en la salmonicultura,

donde se utiliza obligadamente como aditivo alimenticio necesario para la pigmentaci6n,

crecimiento y reproducci6n de salmones y truchas (Higuera-Ciapara y col, 2006). Ello se

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



astaxantina,  lo  que resulta en que su came no adquiere la coloraci6n rojo-anaranjada

caracten'stica,  y  en  consecuencia,  no  satisfacen  los  requerimientos  de  pigmentaci6n

exigidos por el consumidor.  En relaci6n a lo  anterior,  el grado de pigmentaci6n de la

came es un factor preponderante en la determinaci6n del precio fmal del producto, por lo

que los productores de salmones invierten sobre el 15% del costo total de producci6n en

este pigmento  04ann y col,  2000).  El  mercado  global  de  la  astaxantina ha  estado  en

constante crecimiento,  el afro  2007  alcanz6  los US$  219 milllones  y se  estima que  el

2015 alcance los US$ 253 millones (Schmidt y col, 2010). Aproximadanente el 95% de

este mercado  corresponde a astaxantina producida por sintesis  qun'mica (Lorenz y col,

2000). Sin embargo, cada dia hay una menor demanda por productos de origen sint6tico,

lo  que  ha  motivado  la  btisqueda  de  fuentes  naturales  de  astaxantina.  Los  sistemas

biol6gicos  mds  promisorios  para  rna  producci6n  comercial  de  este  pigmento  son  el

ricroalga    Haemcz/ococc#s'    p/#w.a/I.a     (Lorenz     y     col,     2000)     y    la     levadura

Xanthopkyllomyces dendrorhous (Schalidi y col, 2010D.

Una de las diferencias entre H. p/#w.a/is y jK  de#dror¢o"s para rna producci6n

comercial  del pigmento,  es  que  el prinero produce principalmente  astaxantina mono

esterificada (70%) y el estado no esterificado (libre) solo alcanza el 5°/o (Lorenz y col,

2000). Debido a esto,  se ha reportado que la suplementaci6n de astaxantina producida

por el  alga  alcanza bajos  niveles  de pigmentaci6n  en trucha  arcoins  (Sorrmer y  col,

1991),  ya  que  en  el  mdsculo  de  truchas  y  salmones  predomina  la  astaxantina  no

esterificada  (Torrissen  y  col,  1989).  En  cambio, X  denc7rorfeo#s  sintetiza  astaxantina

100% 1ibre (Schmidt y col, 2010). Adicionalmente, el desarrollo  de las tecnologias de
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cultivo de H: p/#i;z.a/!.s es menor en comparaci6n con las levaduras, lo que disminnye el

inter6s  para  su  explotaci6n  comercial  (Markovits,   1991).  Estas  razones  le  dan  rna

ventaja competitiva a Jr. cJendror*o#s sobre el alga. Sin embargo, la principal desventaja

de la levadura, es su bajo contenido de astaxantina (200400 pin/g peso seco) (Johnson y

col,  1979), lo que ha motivado a investigadores a conocer y estudiar la regulaci6n de la

sfntesis de astaxantinan esta levadura.

1.3. X de7fdrowho«s, Ievadura productora de astaxantina

Jr. de#c/ror*o#s es rna levadura basidiomicete pigmentada rojo-anaranjada y es el

estado  teleom6rfico  (formadora  de  basidios)  de  P¢qorcr  rfroc7ozymcz  (Golubev,  1995),

siendo  esta tiltima originalmente  aislada desde  exudados  de  alboles  de  zonas  frias  de

Jap6n, Fiulandia y Rusia Ohaff y col,1972; Golubev,1995). JX de#c7rar4o#J es de gran

inter6s biotecnol6gico debido a su capacidad de sintetizar carotenoides, principalmente

xant6filas,  donde  la astaxantina representa entre  el  83-87%  del  total  de  carotenoides,

seguido por la fenicoxantina (5-7%), 3-hidroxiequinenona (34%), equinenona (24%) y

P-caroteno  (2-2,5%)  (Andrewes  y  col,   1976;  Schmidt  y  col,  2010).  En  cuanto  a  la

funci6n que  la  astaxantina  cumplin'a  en X.  c7enc7ror¢o#S,  se  sugiere  que  esta  actuan'a

como un antioxidante inactivando las ROS generadas en su habitat natunl (exudados de

drboles) o producidas por el metabolismo oxidativo intracelular propio (Schroeder y col,

1995). Ademds, se ha planteado que la sintesis de astaxantina compensa la falta o la may

disminuida actividad de  otras  enzimas antioxidantes,  como  la super6xido  dismutasa y

catalasa (Schroeder y col,  1993).



1.3.1.   Biosintesis de astaxantina en x de»drowhoz.s.

La astaxantina es un metabolito secundario, es decir, no tiene un rol directo en el

crecimiento y reproducci6n en el organismo donde es sintetizado. En Jr. c7eHc7ror#o#s la

producci6n de astaxantina se deriva de la via del mevalonato (Figura 1). Tres mol6culas

de  acetil-CoA se  condensan para fomar el mevalonato,  que luego  es transformado  a

isopentenil pirofosfato (IPP), precursor de los isoprenoides (Sandmarm, 2001). A partir

del  IPP,  se  forma  el  dimetilalil pirofosfato  @MAPP)  catalizado por la  enzina   IPP

isomerasa, codificada por el gen I.d;. acajiwara y col, 1997).

Una mol5cula de IPP y otra de su is6mero DMAPP, se condensan para formar el

geranil pirofosfato, GPP.  ha adici6n de unidades adicionales de IPP forma de manera

consecutiva el famesil pirofosfato, FPP, y el geranil-geranil pirofosfato, GGPP. En estos

pasos   participa  la   enzima   GGPP   sintasa   (gen   crfE)   QJiklitschek  y  col,   2008)   y

posiblemente la enzima famesil pirofosfato sintasa, codificada por el gen Fj?S que ha

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

La condensaci6n de dos mol5culas de GGPP produce el primer carotenoide de esta

vi'a,  el  fitoeno  (C4o),  paso  catalizado  por  la  actividad  fitoeno  sintasa  de  la  enzima

bifuncional fitoeno P-caroteno sintasa (PBS, gen cr/yB) (Verdoes y col,  1999a; Alcaino

2002). Cuatro desaturaciones del fitoeno por la catalisis de la enzima fitoeno desatunsa

(gen arto conducen a la fomaci6n de licopeno (Verdoes y col,1999b), cuyos extremos

son ciclados por la actividad licopeno ciclasa de la enzima PBS (gen a/`/yB) formando el

P-caroteno (Verdoes y col, 1999a).
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Figura  I. Biosl'ntesis de carotenoides biofclicos y monoofclicos en X  de#drortiows.
Isopentenil  pirofosfato   (IPP),   dimetilalil  pirofosfato   a)MAPP),   geranil   pirofosfato
(GPP), famesil pirofosfato (FPP), geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Se indica los genes
estructurales  participantes  en  la  formaci6n  de  carotenoides  bicfclicos  y  monociclicos
desde  la  fomaci6n  de  fitoeno.  Asteriscos  (a  y  **)  indican  potenciales  rutas  para  la
fomaci6n  de  toruleno  desde  neurosporeno.  Figura  adaptada  de  Visser  y  col,  2003;
Schmidt y col, 2010.



Finalmente, la formaci6n de astaxantina involucra la oxidaci6n secuencial del P-

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 crfs) (Alvarez y col, 2006; Ojina y col, 2006) y citocromo P450 reductasa

(gen arjjz) (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  desaturaci6n  del  fitoeno)  y prosigue  con  P-zeacaroteno,  y-

caroteno, toruleno y 3-hidroxi-3 ',4'-didehidro-P,v-caroteno4-ono QIDCO) y el producto

final    3,3'-dihidroxi-P,v-caroteno4,4'-diona    @CD).     Se    desconoce    las    enzimas

participantes en esta vi'a,  sin embargo,  se propone que las  enzimas codificadas por los

genes cr!J,  cr/yB y crts, participan'an en esta ruta (Figura 1) (Visser y col, 2003).

1.3.1.  Estrategias   para      mejorar  la   producci6n   de   astaxantina   en  X

dendroThous.

Como  se expuso anteriormente,  la principal desventaja de jF.  cJe#c7ror4o#s como

fuente industrial para la producci6n de astaxantina, es su bajo contenido de astaxantina

en cepas silvestres. Por esta raz6n, se han desarrollado distintas estrategias para mejorar

su rendimiento como: i) Optinizaci6n de las condiciones de cultivo y fermentaci6n, que

incluye  el  estudio  de  parinetros,  tales  como:  niveles  de  glucosa,  oxfgeno,  fosfato,

intensidades de luz, inhibidores de la cadena respiratoria y la   raz6n carbono/nitr6geno

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



Cabrera   y   col,   2010).   Estos   estudios   han   contribuido   al   conocimiento   de   la

carotenog6nesis, pero los resultados de productividad de astaxantina alcanzados, no han

sido  satisfactorios  para  rna  explotaci6n  industrial.  ii)  Por  mutag6nesis  clasica  con

mufagenos  fisicos,  como  la lur ultravioleta,  o  quinicos,  como  el N-metil-N-nitro-N-

nitrosoguanidina   QITG),   se   hen   obtenido   cepas   de   la   levadura   con   una  mayor

producci6n de astaxantina (An y col,1989; Retamales y col,  1998) de hasta 1.400 tig/g

toeso  seco]Q4eyer  y  col,  1993).  Sin  embargo,  la  inestabilidad  gen6tica  es  el  mayor

problema de las mutantes hiperproductoras de carotenoides (An y col,  1989). Ademds,

generalmente  las  cepas  mutantes  estables  presentan  una  disminuci6n  en  la  tasa  de

crecimiento  y/o  biomasa (An y col,  1989;  Fang y col,  1993;  Meyer y col,  1993).  iii)

Ingehien'a metab61ica,  mediante la cual se manipula los procesos metab6licos utilizando

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

El   desalrollo   de   la   ingenien'a   metab6lica   para   pemitir   la   biosintesis   de

carotenoides  en  un  hospedero  heter6logo  requiere  que  este  sea  capaz  de  sintetizar

mol6culas precursoras de isoprenoides y almacenar compuestos lipofflicos (Jonas y col,

2009). Por esta raz6n, uno de los principales candidatos para una producci6n heter6loga

de astaxantina es la levadura no  carotenog6nica Sczccha7.o7#)/ces cerevz.si.ae (Yamano y

col,  1994). En esta levadura se ha logrado obtener cepas productoras de astaxantina al

sobreexpresar el  gen end6geno BZISJ  (hom6logo  al  gen  cr£E de X.  c/e7Ic7rarfaowsJ  y al

expresar  \os  genes  crtYB,  crtl,   cris  y  crtR  de  X   dendrorhous,  alcanza]:\dc>  btt5as

cantidades de astaxantina (3 pg/g [peso seco]). Al reemplazar estos dos tiltimos genes

por los genes bacterianos crfw' y crfz, se alcanz6 niveles mayores (29 pg/g toeso seco])



(Ukibe  y  col,  2009).  Seg`in  los  resultados  expuestos,  las  cantidades  producidas  en

hospederos   heter6logos   no   son   competentes   a   las   cantidades   alcanzadas   en   .X

cJenc7ro7.*o#s,  ya  que  actualmente  atn  falta  mucho  por  conocer  de  la  biosintesis  del

pigmento.   Por  lo  tanto,  jr.   c7enc7rorfaozA5   sigue   siendo  un  buen  candidato  para   la

producci6n de astaxantina de manera industrial.

En Jr.  de7}c7ror*ows tambi5n se ha alterado la ruta de biosintesis  de  carotenoides

constmyendo cepas con mtiltiples copias de estos genes luego de ser transformadas con

un vector que dirige la integraci6n en el DNA ribosomal de la levadura. Al aumentar el

ninero  de  copias  del  gen  crfyB  hay  un  leve  aumento  en  el  contenido  total  de

carotenoides,  como  de  P-caroteno y equinenona,  pero no  asf  el  de astaxantina,  lo  que

indicaria el posible paso limitante de la actividad astaxantina sintasa (gen arfs/. Ademds,

se observ6 rna disminuci6n en los carotenoides monociclicos (Verdoes y col, 2003). En

oposici6n, al sobreexpresar el gen crjJ se observ6 rna disminuci6n en el contenido de

carotenoides  totales  y un  50%  memos  de  astaxantina.  Sin  embargo,    el  contenido  de

carotenoides monociclicos aument6 hasta 4 veces, como los casos del HDCO y tonileno

(Verdoes y col, 2003). De la misma forma, al sobreexpresar el gen I.dz.,  se observ6 una

disminuci6n en el contenido de astaxantina  y de carotenoides totales en comparaci6n a

la  cepa  silvestre  (Visser  y  col,  2005).  Sin  embargo,  es  necesario  destacar  que  estos

resultados  ham  sido  un  gran  avance  principalmente  si  consideramos  'la  escasez  de

herramientas moleculares, por ejemplo la carencia de vectores, para la manipulaci6n de

X. dendrorhous.
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Las    estrategias    de   transformaci6n   que   utilizan   la   propia   maquinaria   de

recombinaci6n de   X.  cJenc7ror4ozts ham resultado exitosas (Wery y col,  1998; Visser y

col,  2005) y en nuestro  laboratorio hemos  desarrollado  distintas  tecnicas  que mos ham

permitido   modificar   gen6ticamente   esta   levadura.   Dentro   de   ellas   destacan   la

construcci6n   de   m6dulos   de   expresi6n   de   genes   de   resistencia   a   antibi6ticos

Oviklitschek,   2007).   Adem5s,   hemos   logrado   obtener   mutantes   de   varios   genes

carotenog6nicos  utilizando  la  propia  maquinaria  de  recombinaci6n  de  la  levadura

(Alcaino y col, 2008; Niklitschek y col, 2008; Romero, 2010). En relaci6n a lo anterior,

recientemente  se ha reportado  en S.  cerevisz.cze un m6todo  eficiente de transfomaci6n

por integraci6n, 1lamado DM cLSLsemb/er,  que se basa en el proceso de recombinaci6n

hom6loga   (Shao   y  col,   2009).  Utilizando   este  m6todo,   se  logr6   el   ensamblaje   e

integraci6n de los genes de las vfas de utilizaci6n de D-xilosa y biosintesis de zeaxantina

(8 genes en total equivalentes a 19 kb), en solo un evento de transformaci6n. El sistema

demostr6 ser eficiente para ensamblar genes tanto en un plasmido como su integraci6n

en un cromosoma de la levadura. Para esta t6cnica 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  ¢e/perftzgren/, es decir, un fragmento de DNA compuesto

por  un  marcador  de  selecci6n  y  una  secuencia  hom6loga  a  un  sitio  especifico  del

cromosoma para dirigir la integraci6n ¢igura 2). Los fragmentos de DNA (m6dulos de

expresi6n y vector linearizado o Ae/perfog7%enf) son incorporados en S.  cerei;i.s!.cre por

electroporaci6n  y por  el  mecanismo  de  recombinaci6n  hom6loga,  Ios  fragmentos  de

DNA  se  ensamblan  entre  si  y  con  el  vector  o  se  integran  en  el  cromosoma  de  la

levadun.
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Figura  2.  M6todo  de  ensamblaje  e  integraci6n  de  una  via  metabdlica  mediante
recombinaci6n hom6]oga en S. core.ds&oe,  A) Ensamblaje de los m6dulos en un vector
con  resistencia  a  antibi6tico  (amp)  y marcador  de  selecci6n  (zlra3)  8)  Ensamblaje  e
integraci6n de los m6dulos y ¢e/per/ag"en/ en un sitio especifico (sitio 8) del genoma
de   S.  cerev;.sz.ae.  1,2,3,  n-I  y n representan  los  m6dulos  de  expresi6n.  Los  extremos
hom6logos   de   los   fragmentos   de   DNA   se   representan   en  rosado.   X:   evento   de
recombinaci6n. Modificado de Shoo y col, 2009.
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Finalmente debemos destacar que aiin falta mucho por comprender de la gen5tica

de la levadura X de#c7rorfio»F y para poder estudiarla se requiere de un m6todo efectivo

y  eficiente  de  transformaci6n.  El  m6todo  de  I)AIL4   assemb/er  es  una  metodologi'a

potencial para estos prop6sitos y junto con la ingenien'a metab6lica, que no  solo tiene

por objetivo aumentar la producci6n de un compuesto dado, sino tambi6n entender el

proceso de   biosintesis,  son herramientas que posiblemente permitirin encontrar en un

futuro una estrategia que mejore  la producci6n de astaxantina en Jr.  deHc7ror*o#s'.  De

acuerdo a lo anteriomente descrito, se plantea la siguiente hip6tesis:

Hip6tesis

La t6cnica de DM assemb/er es funcional en .X  cJe#c7rowhocts y permite aumentar

el ndmero de copias de los genes crfyB, crjJ y cr£S,  alterando la composici6n y cantidad

de carotenoides en la levadura.

13



OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una metodologia de  mejoraniiento  gehetico utilizando  la t6cnica  de

I)jv4   crsse7#b/er  para  incrementar  la  dosis  de  los  genes  de  carotenog5nesis  en  .X.

dendrorhous.

Obj etivos especiricos

•     Construir  m6dulos de expresi6n de los genes carotenogehicos crJyB, cr£J, y cj'fs.

•    Aha:ptar  la t6onica. de DNA assembler para x. dendrorhous.

•     Aumentar el ndmero de copia de los genes crfyB,  crjJ y crAS en .X  c7e#drorfoozA5

mediari:te DNA assembler.

•    Evaluar el impacto  de la sobreexpresidn de los  genes ar/yB,  crtJ y c7'fs en la

composici6n y cantidad de carotenoides en .X. cJe#cJrowho#s.
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2.   MATERIALES Y METODOS

2.1 Plfsmidos, cepas y condiciones de cultivo

Los nombres y descripciones de las plasmidos y capas utilizados en este trabajo se

encuentran en la tabla 1 y 2, respectivamente.

Las cepas de  E. co/z.  se cultivaron a 37 °C   y agitaci6n constante en medio Luria

Bertani (LB) (triptona 10 g/I, extracto de levadura 5 g/I y Nacl 5 g/I) (Sambrook y col,

2001).  Las  cepas  portadoras  del pldsmido pBluescript  SK-  se  crecieron en medio  LB

suplementado con ampicilina 100 peg/ml (Amp).

Las cepas de .¥. de7icJrorfoous se cultivaron a 22 °C  y agitaci6n constante en medio

YM (extracto de levadura 3 g/I, extracto de malta 3 g/I, glucosa 10 g/I y peptona 5 g/I).

Las cepas transformantes de UCD 67-385 se crecieron en medio YM suplementado con

higromicina 8 a 15 pug/ml. Para el analisis de auxotrofia, la levadura se cultiv6 en  medio

minimo  Q4Mv)  con  glucosa  al  2%  (Retamales  y  col,  2002).  Para  cultivos  en  medio

s6lido, los medios se suplementaron con agar al 1,5 %.

2.2 Acidos nucleicos y enzimas

Como marcador de peso molecular se utiliz6 el DNA del bacteri6fago lambda digerido

con la enzima de restricci6n Hz.#cJzlr (Fermentas). Los oligonucle6tidos utilizados en las

reacciones de PCR y secuenciaci6n 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. Plfsmidos uti[izados y generados en este trabajo.

Plfsmido                                               Descri ci6n                                   Fuente/referencia
pB]uescript SK-

PMN-Hyg

pxd_Ex_crtrm

pxd_Ex_crtl

pxd_Ex_crts

PBS-PTEF-crts-Tact

Vector clonamiento
MCS incluido en el gen /acz . Ampr, ColE1

ori
pBluescript SK- con el m6dulo de

resistencia a higromicina 8 (gen Apfa bajo el
promotor del factor de elongaci6n lcl y el

terminador de gliceraldehido-3 -fosfato
deshidrogenasa  de JX. de#dror*oz4sJ en el

sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el CDNA del gen ar/yB

en el sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el CDNA del gen cr£J

en el sitio EcoRV.
pBluescript SK- con el CDNA del gen crfs

en el sitio EcoRV.
pBluescript SK-  con el m6dulo de

expresi6n del gen crjs (gen cr/S bajo el
promotor TEF y el terminador de actina de

X. dendrorhous) en ct sitio EcdiN .
PBS-Pact-crtYB-TgdhA           pBluescript sK-que contiene en el sitio

Ec.ORV, el  m6dulo de expresi6n del gen
crfyB (gen crfyB bajo el promotor de actina

y el terminador de la glutamato
deshidrogenasa de X. de#dror*o#s/.

PBS-PADHl-crH-TINV         pBluescript sK-que contiene en el sitio
EcoRV, el  m6dulo de expresi6n del gen

crtJ (gen ar/J bajo el promoter de la alcohol
deshidrogenasa y el terminador de P-

fructofuranosidasa de X c7c#drorAo"a

Invitrogen

Ounitschek, 2oo7)

(Alcalno, 2002)

(Lodato, 2002)

(Carmona, 2007)

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabaj o.

MCS.  Sitio  de  mtiltiple  clonamiento;  Ampr:  Resistencia a  ampicilina;  ColEl  ori:  Origen  de  replicaci6n
bacteriano
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Tabla 2. Cepas utilizadas y generadas en este trabajo.

a                                                    Genoti o                                          Fuente/referencia
E. colt

DH5u

X. dendrorhous
UCD 67-385

VI.I

VI.I.c2

11.5

IV.1,1.cl

IV'1,1'c2

V.A2.cl

V.A2.c2

V.83.cl

V.83. c2
(

1

Amp8

Cepa parental (diploide e Hygs)

Transformante de la cepa UCD 67-385, Hygr.
Contiene una copia del m6dulo de resistencia a higromicina 8

e;A xhdL
Transfomante de la cepa UCD 67-385, Hygr.

Contiene dos copias del m6dulo de resistencia a higromicina 8
en xhd\

Transformante de la cepa UCD 67-385, Hygr.
Contiene una copia del m6dulo de resistencia a higromicina 8

en};fez,b

Transformante de la cepa UCD 67-385, Hygr. Contiene una
copia adicional del gen cr/S y del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 en xfrd]
Trausformante de la cepa UCD 67-385, Hygr. Contiene dos
copias adicionales del gen cr*S y del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 en xhda.
Transfomante de la cepa UCD 67-385, Hyg'. Contiene rna
copia adicional del gen crrYB y del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 en :¥*rf .
Transfomante de la cepa UCD 67-385, Hygr. Contiene dos

copias adicionales del gen or/yB y del m6dulo de resistencia a
higromicina 8 en ];&cf .

Transformante de la cepa UCD 67-385, Hyg. Contiene rna
copia adicional del gen cr/I y del m6dulo de resistencia a

higromicina 8 en x*d`.
Transformante de la cepa UCD 67-385, Hygr. Contiene dos
copias adicionales del gen crtJy del m6dulo de resistencia a

hi omicina 8 en xfrd].

(Sambrook y
col, 2001)

ATCC 24230

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabaj o.

Este trabajo.

£::cS=ni'#eeacauT¥:;'cinoa,ie¥¥§:;Sxefon#i:caushjFb:c:jdc;nfoBibHajyoJ;eie;:S:eztres;;h;g„°br,i:inL::;£taT£Cn,=
arriba, de\ gen HIS3

17



Tab]a 3. 0ligonucle6tidos utilizados y generados en este trabajo.

NO                        Nombre                                          Secuencia Direcci6n

TEF.  IF
21TEF-13crts.R
I 3TEF-2 I crts . F
21  cris-13ACTt.

R
2 I ACTt-13 crts. F

21  actT. R
adhp. F

20adhp-13crtl. R
20 crtl-13 adhp. F
20 crtl-13 invT. R
20 invT- 13 crtl. F

invT. R
actp. F

20 actp-13 crtYB.
R

20crtYB-13 actp. F
20crtYB-13

gdhaT. R
17                     208dhaT-13

crtYB. F
18                        gdhaT. R

19
20
21

22

23

x.His.up.F
x.His.up.R

x.H.up-50TEF.R

TEF-50.x.H.up.F

gpd-50xH.dw. R

xH.dw-50gpdT. F

xHis.dw. F
xHis.dw. R
yHisu.up.F
ymsu.up. R

yHisu.up48TEF.
R

TEF-50yHis.U.up.
F

gpdT-50yH.dw. R

Construcci6n m6du]os de expresi6n

GGCTCATCAGCCGACAGTTC
ccz\AGhTGAncmTTGAAGCTGTTCGAGATAGAIT
TCGAACZICCTTCAATGTTCATCTTGGTCTTGCTC
AGmcrmGmGacTCATTCGAccGGCTTGAcCTG

GccGGTCQmTaAGTCAACAAAGTCTTTCTATCC`
TATTTATTACGTCTAATGTA
TCTGTCATTGCCTCGTTTTT
GTTCTTTTCCCATTGTGGGGTTCAGATGATGTG
TcrGz\AccccACRATGGGAAAAGAAc'AAGATCA
GATAGTACGAmcTc'AGAAAGCAAGAACACCAA
TCTTGCTTTCTGAGTATCCTAC±ATCGTACTTT
TCCTCATCTCTCGGCTTTTG
TACAAGAGC'ATTACAGCCTA
CGELGAGCCGFTCATGGTGGGCTAGACTGTTTCTT

AGTCTACCCCZICCATGACGGCTCTC'GC'ATATTA
aAGGceccoTAATTTACTGcccTTccc'ATCCGC

GkrmGGGcziGTAZIATTAc`cccGccTCTCTCACA

CGCAAGAGCCGTTGTTCAAG

Trausformac.i6n de X dendrorhous

TTGCAACC`TC`GAGTTGATAG                                                            D
TTGGTCTC`GTCTTTGTTCGC                                                           R
GIACGATCTAccczLIAaz\cc:HGTCTCGkIATGmcgo        D
TCGGCTGATGnGccTTGGTCTCGT
TCGTc:gTCTmTCGancmAGccziczLaACGccazLC        R
Aha  GzreGAcmccAAGGCTCATc!AG
zLmncronAGGcazianAzicaAmziccazizLGziAcclc        D
ACTcanccGATGTCATCATGAchG
FTCAATcmTCTaHGziccanchccATCATCTc:cG       R
TCATCTCTCATGATGACATCGGTT
GAC`ATCGGTTGAGTGAGGTT
AATTGTGATGTGTGACGGGC        I
TAGATGTCCTCGTAGACGAG
AACCTATC`AAACTGTCAACC
CGATCTAGGCAAAGAGCTTGTGTCGGATGAAC'TGTC
GGCTGA!mGHGccAAccTAICAAAc
GrAAoczITAAAcziziGcziAczicGzicTGTGTGGGFTGZL
CAG"PTGATAGGTTGGCTCATCAG
TctTTGTAcziITc:HCAAFTCTTccGcunccTccc
AACTc-crmccATCATGAGAG

D: Directo, R: Reverso; nucle6tidos de supelposici6n se indica en negrita
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Tabla 3 (continuaci6n).

N°                              Nombre                                              Secuencia Direcci6n

yHisu. dw-50gpd, F

yHisu.dw. F
yHisu.dw. R

35                         10TEF-50gpd.F

36                        ACTt-50xHis.R

37                          xHis.49actT.F

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48
49
50
51

52
53
54
5S

x.His.up-sox.R

sx50 TEF.R

gpdT.SOX.R

Sx50Padh.R

Tinv.50xHis.dw.R

xHisdw.49Tinv.F

Sx50ACTp.R

Tgdh50xHis.dw.R

xHis.dw-50gdhT.F

gpd.R

I.out.xHis.F
2.out.xHis. R
I.out.yHis.F

2.out.yHis. R
HF
HR

1.in.xHis.F
2.in.xHis.R

TIcmTczicATCTGTIazLccIATczLceATCATCTccGT      D
cATCTCTenTGATGc'AAGAAAAG
GCAAGAAAAGAGTTGGGAGG
AAATCTCCGGATACTGCTCC
TTcrmTCIACATCTOTTGnccziTczic!czLTCATc:TccGT
cATCTCFTcnTGATGGCTCATCAG
ATATCTGanccGziRAAAAGnziAAAcaAjIAGRAccTCA
cTczLAccGmTk5TCTATTTATTAC
ATGAGAunATTCRACTACTAAATZREGATAczLquAO
ACGTAATAnAThGAc`ATCGGTTG
CCAGTCZ\GTCZIGTCAGTCAGTCZ\CTCZIGTCZLCTCZ\GT
CAGTCAGTCAGTCTTGGTCTCGT
GACGhTCTAGccAziAaAGCTgGTGTCGGATGnat:gGT
cGccTGnn]GAGcccc'AGTCAGTC
ccAaTcnGTCAeTcaGTCAGTcziGTCAGTcziGTCAGT
CAGTCAGTCAGTCIATCATGAGAG

GjicGTTTCTGAcanaccccTcahBGCCAAGaAZLZLzic:c
AOGcz\ATancnGacc'AGTCAGTC
ATATCTGAziGcaazLRAZLAGAAAAACGrmcanc:CTCA
cTCAAccGnTercTc'cTCATCTC
TACAhREGGrmGAILrmGIAGccanTGTczizLZLAeec
GAGAGATGAGGAGACATCGGTTG
TGACTTc:cziccTCTCACTlcaATTczLcziTAmGGCTG
TAATOCTCTTCTACCAGTCAGTC
ATATCTenGGGAAAAZIAGZLAAAACGZLAAGZLAcc:TczL
cTcmcccaTGccGCAAGAGc'c
GIATGATCThc:rmcGccATrmcrmcccccttGZLhc
AACGGCTc"GccaACATCGGTT
ATCATGAGAGATGACGGAGA

Evaluaci6n de Ia transformaci6n enJr. de#cJrorfeo#s

GAGAGGAAGATAGAGGAGAG
CGTTCAGGAGTGTGAAAACG
CTTCGACCACTACTTCAACG
ACTGTCTCCATGCTGAAACC
ATGAAAAAGCCTGAACTC.Ace
CTATTCCTTTGCCCTCGGAC
AGATCATTAGCAGGTGAGCC
GTTTACCACCTGCCTCAAAC

D
R
D

R

D

R

R

R

R

R

D

R

R

D

R

D: Directo, R: Reverso; nucle6tidos de superposicidn se indica en negrita.
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utilizaron partidores con secuencias de supexposici6n en sus extremos 5', indicados en

negritas en la tabla 3.

Las enzimas P/# DNA Polimerasa, Rnasa A, T4 DNA ligasa y la endonucleasa de

restricci6n 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 Puriricaci6n de fcidos nucleicos

2.3.1    Extracci6n de DNA gen6mico dex de»drorfoozts

La extracci6n de DNA gen6mico se realiz6 mediante perlas de vidrio (Sambrook y

col,  2001).   Se  cosecharon  c61ulas  provenientes   de  placa  o  de  medio   lfquido  por

centrifugaci6n  a 4.000  x  g y se resuspendieron en 400 ul  de buffer TE  (Tris- EDTA

10:25.  pH  8.0)  y 250  pl  de perlas  de  vidrio  0,5  mm.  Posteriomente,  se  agit6  en un

v6rtex a mal[ima velocidad durante  10 min. Luego, se agreg6 400 pl fenol-clorofomo-

alcohol isoamilico (25:24:1), se llev61 min a v6rtex y se centrifug6 a 10.976 x g  por 5

min.  A  la  fase  acuosa  obtenida  se  le  realiz6  una  segunda  extracci6n  fen61ica y para

eliminar los restos de fenol, se lav6 con 400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1).

EI DNA se precipit6 con 2 voliinenes de etanol absoluto y la mezcla se incub6 a -20 °C

al memos po`r 2 h.  Finalmente, el DNA se colect6 por centrifugaci6n a 10.976 x g por ,10

min y se suspendi6 en buffer TE (Tris-EDTA 10:1, pH 8,0) con 34 pg/ml de RNasa A.

Luego, la mezcla se incub6 durante 30 min a 37 °C. EI DNA obtehido se evalu6 en un

gel de agarosa seg`in 2.6 y posteriomente se guard6 a -20 °C hasta su utilizaci6n.
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2.3.2    Extracci6n de DNA plasmidial desde cultivos de E. COJI.

Ia  extracci6n  de  DNA  plasmidial  de  E.  co/I.  se  realiz6  por  el  m6todo  de  lisis

alcalina  (Sambrook  y  col,  2001).  I.as  c6lulas  de  7  ml  de  cultivo  suplementado  con

antibi6tico se recolectaron por centrifugaci6n durante 5 min a 4.000 x g. El pellet celular

se  suspendi6  en  100 lil de  Soluci6n I   ITris-Hcl 25  mM;  EDTA  10 mM;  glucosa 50

mM; pH 8,0) y se incub6 5 min a temperatura ambiente. Posteriomente, se afiadi6 200

pl de soluci6n 11 OraoH 0,2 N;  SDS  1%),  se mezcl6  suavemente y se dej6  5 min en

hielo.  Desprfes,  se  agreg6  150  pl  de  soluci6n  HI  (acetato  de  potasio  5  M),  se  agit6

suavemente  y se mantuvo  por 5  min en hielo.  La mezcla  se  centrifug6  a  10.976  x  g

durante 5 min. La fase acuosa se lav6 dos veces con fenol-cloroformo-alcohol isoam{lico

(25:24: 1) y una vez con cloroformo-alcohol isoamflico (24: 1). Para la precipitaci6n del

DNA se afiadi6 2 volinenes de etanol absoluto y se mantuvo por al menos 2 h a -20 °C.

Luego,  se centrifug6  5  min a  10.976 x g y se elimin6 el  sobrenadante.  Finalmente,  el

DNA plasmidial  se  sec6  y se suspendi6  en buffer TE  (Tris-EDTA  10:1;  pH  8,0)  con

Rnasa A a 34 pg/ml. La mezcla se incub6 durante 30 min a 37 °C, se evalu6 en un gel de

agarosa seg`in secci6n 2.6 y luego el DNA se guard6 a -20° C hasta su utilizaci6n. Para

efectos de secuenciaci6n, el DNA plasmidial se purific6 con el kit comercial de Axygen

AxyprepTM Plasmid Miniprap Kit, seg`in las indicaciones del fabricante.

2.4 Digestiones de DNA plasmidial con enzimas de restricci6n

Para  la  digesti6n  del  pl5smido  Bluescript  SK-  se  utiliz6  la  endonucleasa  de

restricci6n  EcoRV  (Fementas),  seg`in  las  especificaciones  del  fabricante.  Un  pug  de
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vector se digiri6 con 10 unidades enzimaticas en buffer lx a un volumen final de 50 ul,

durante 1 b a 37 °C.

2.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

EI  DNA  cromos6mico,  plasmidial  o  frogmentos   de  PCR  se  analizaron  por

electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE  IX (Tris-acetato 40 mM; EDTA

1  mM;   pH 8,0) con bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Las muestras de DNA se mezclaron

con buffer de carga GLD  IX (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 tamafro y la concentraci6n del DNA se detemin6 utilizando el programa

Kodak  lD versi6n 2.0.1  utilizando como estindar de peso molecular el DNA del fago

lambda digerido con la enzima de restricci6n jzi.j7cITII (Fementas).

2.6 Purificaci6n de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se utiliz6 el metodo

de perlas  de silica (Boyle y col,  1995).  La banda de DNA de  inter6s  se  cort6  con un

bistuh'  desde  un  gel  de  agarosa  y  se  transfiri6  a  un  tubo  Eppendorf.  Se  afiadi6  3

volinenes de  KI   6 M, de acuerdo al peso del trozo de gel, y se incub6 a 55 °C hasta

que la agarosa estuviese totalmente disuelta. Luego, se afiadi6 7 pl de g/assmz./¢ ®erlas

de sflica suspendidas en  KI 3 ho y se inoub6 durante  10 min a temperatura ambiente.

Posteriomente, se centrifug6 por 30 s a 10.976 x g, se elimin6 el sobrenadante y se lav6

dos veces con 500 pl de `New Wash" (Tris-Hcl 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

22



suspendieron en  14 pl  de agua y se  incub6  durante  5  min a 65  °C.  Para recuperar el

DNA, se centrifug6 a  10.976 x g   por 30 s y luego se evalu6 en un gel de agarosa.  EI

DNA se guard6 a -20 °C hasta su utilizaci6n.

2.7 Reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) y Over/ap edc#s!.6#-PCR (OE-

PCR)

Las  reacciones   de  amplificaci6n  se  realizaron  con  la  DNA  polimerasa  rap

(Genlab).   Sin  embargo,  para  la  amplificaci6n  de  CDNA  se  utiliz6  1a  enzima  P;¢

(Agilent),  ya que  la tasa  de  error de  la tiltima es  menor que  la primera  (Cline y col,

1996). Cada reacci6n estaba compuesta por:  lx de buffer (Tris-Hcl 200 mM; Kcl 500

mM; pH 8,4); Mgc12 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 enzimatica de DNA polimerasa en

un volumen final  de 25  ul.  Las reacciones  de PCR se realizaron  en un temociclador

Applied Biosystems 2720 con el siguiente prograna:  3 min de desnaturaci6n (6 5 min

para PCR de colonias) a 94 °C, seguido por 35 ciclos de: 30 s a 94 °C de desnaturaci6n,

30  s  a  55  °C  para  el  alineaniento  de  partidores  y  3  min  a  72  °C  de  extensi6n.

Finalmente, la reacci6n se mantuvo 10 min a 72 °C para una elongaci6n final y luego a 4

oC hasta su analisis.

Los distintos m6dulos  de expresi6n se  construyeron por Over/czp  erfeusz.o# PCR

(OE-PCR) urorton y col,  1989; Niklitschek y col, 2008) con la DNA polimerasa P¢.

Cada elemento del m6dulo de expresi6n ®romotor, CDNA de gen crfs, crjJ o crfyB, y

terminador)  se  amplific6  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 uhieron en un volumen final de 25 pl de una soluci6n compuesta por: 0,2 mM de cada

dNTPs, buffer de PCR IX, I unidad enzimatica de Pjfii DNA polimerasa y lng por pb de

cada  fragmento  de  DNA.  Las  reacciones  se  realizaron  en  un  temociclador  Applied

Biosystems 2720 con el siguiente programa:  I  min de desnaturaci6n inicial a 94 °C,  10

ciclos compuestos por: 30 s a 94 °C de desnaturaci6n, 45 s a 55 °C para el alineamiento

de los fragmentos y I,5 min a 72 °C para la elongaci6n. Luego,  10 min a 72 °C para la

elongaci6n  final.  De  esta reacci6n,  se utiliz6  8  pl para rna reacci6n estandar de  PCR

para amplificar el producto generado con los partidores adecuados (seg`in los fragmentos

de DNA unidos).

2.8 Secuenciaci6n de DNA y analisis bioinformftico

La secuenciaci6n de DNA se realiz6 en un secuenciador automatico ABI PRISM

3100  Genetic Analyzer (Applied Biosystems) con el kit de terminadores  fluorescentes

BigDye Teminator v3.I  (Applied Biosystems).  Las secuencias   se   analizaron con los

programas de Vector NTI Advance v.10 (Invitrogen) y  programas disponibles en linea,

como    BLAST    (htt|):/folast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)    para    comparar    secuencias

nucleotidicas     y     aminoacidicas     con     la     bases     de     datos     y     ORF     finder

aitii]://www.ncbi.nlm.nih+gov/projects/gorf)   prm  buscar  prribles   mucus   de   leetun

abiertos.  Ademds,   se  analiz6  el  transcriptoma  y  genoma  de  la  cepa  UCD  67-385

dispohible en nuestro laboratorio.
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2.9 Ligado de los m6dulos de expresi6n al vector

Para  ligar  los  m6dulos  de  expresi6n  al  vector  pBluescript  SK-,  previamente

digerido con EcoRV y purificado,  se utiliz6  la enzima T4 DNA ligasa de hvitrogen,

segiin las especificaciones del fabricante. Se utiliz610 unidades enzimaticas, buffer lx,

50 ng de vector previamente digerido y rna relaci6n inserto-vector de 5: I en un volunien

final de 20 pl. I,a reacci6n se incub6 a 22 °C por al menos  I h. Antes de electroporar, la

mezcla de ligado se dializ6 por 10 min.

2.10           Transformaci6n  mediante electroporaci6n

2.10.1  Transformacidn de ,E. coJz. mediante electroporaci6n

Para la preparaci6n de c6lulas electrocompetentes se incub6 E.  co/I. DH5co en 500

ml de medio LB a 37 °C con agitaci6n constante hasta alcanzar rna absorbancia de 600

nm a 0,5 y 0,8. Todos los procedimientos siguientes se realizaron a 4 °C, manteniendo

las  soluciones  y  c6lulas  en  hielo.  Las  c61ulas  se  colectaron por  centrifugaci6n    y  se

lavaron dos veces con agua destilada est5ril, el primer lavado con 500 ml y el segundo

con 250 ml.  Luego, las c6lulas se suspendieron en 2 a 3  ml de glicerol  10%  (v/v). La

suspensi6n se fraccion6 en  alfcuotas de 40 pl y se almacenaron a -80 °C.

Para   cada   transformaci6n,   se   descongel6   rna   alicuota   de   E.    co/!.   DH5ct

electrocompetente y se agreg6 hasta 25 ng de DNA plasnddial (en un volunen maximo

de 5pl). La mezcla se conserv6 en hielo y posteriomente se trausfiri6 a rna cubeta de

electroporaci6n de 0,2 cm preenffiada. Se electropord con el equipo BioRad Gene Pulser

X Cell, bajo las condiciones de 25 pF, 200 a y 2,5 KV. Posteriormente, se agreg6  1 ml
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de medio LB y se transfiri6 a un tubo Eppendorf est6ril, el cual se inoub6 por 1  h a 37

°C.  Finalmente,  el  cultivo  se  sembr6  en  alicuotas  de   100  pl  en  placas  LB-agar,

suplementado con ampicilina loo pug/ml y X-gal 80 pug/ml (5-bromo4-cloro-3-indolil- P

-D-galactopiran6sido). El vector pBluescript SK- confiere resistencia a ampicilina, por

lo tanto, en presencia de este antibi6tico se seleccionan las c61ulas portadoras del vector.

La presencia de X-gal permite discriminar entre colohias portadoras de vector con y sin

iuserto.  Esto  se debe a que el sitio de mriltiple clonamiento  (MCS)  intemmpe al  gen

/acz que codifica la enzima a-galactosidasa, 1a cual tiene la capacidad de degradar el X-

gal a 5,5'-dibromo4,4'-dicloro-indigo, un producto de coloraci6n azul. Por lo tanto, las

colohias portadoras del vector sin inserto son azules y las colohias 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 analisis.

2.10.2  Transformaci6n de X de#dro7rfeozis per e]ectroporaci6n

La preparaci6n de c51ulas electrocompetentes de la capa silvestre UCD 67-385 de

X  cJe#c7ror¢o#s se realiz6 seg`in el protocolo descrito por Kin y col.  (1998), y Adrio y

col  (1995).  Las  c6lulas  electrocompetentes  se prepararon  a partir de  cultivos  con rna

absorbancia a 600 nm de 24, crecidos en  loo ml de medio YM a 22 °C con agitaci6n

constante.  Las  c6lulas  se  colectaron por centrifugaci6n,  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 c6lulas y soluciones en hielo.  Luego, las c6lulas se lavaron dos veces
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con 25  mL de soluci6n STM (sacarosa 270 mM;  Tris-Hcl  10 mM; Mgc12  1  mM; pH

7,5). Finalmente, las c61ulas se suspendieron en 500 pl de soluci6n STM y se guardaron

en hielo para su uso en el mismo dia,

La transfomaci6n de  .X dendror*o#s se hizo seg`in el protocolo descrito por Kin

y  col  (1998)  y para  la  selecci6n  de  colonias  transformantes  se  utilizd  un m6dulo  de

resistencia al antibi6tico higromicina 8, compuesto con el gen kyfo, bajo el promotor del

factor   de   elongaci6n   la,   codificado   por   el   gen   7EFJ   y   el   terminador   de   la

91iceraldehi'do-3-fosfato   deshidrogenasa   codificada  por   el  gpd  de  .X.   c7endror*ows

Oviklitschek, 2007). A rna alicuota de 60 pl de c61ulas electrocompetentes se agreg6 5

pl de DNA (1  pg de cada fragmento  de DNA)  y se electropor6  en el  equipo  BioRad

Gene Pulser X Cell, bajo las siguientes condiciones:  125 pF, 600 f2 y 450 V. Luego, las

c6lulas  se  suspendieron  en  1  ml de medio YM y se mantuvieron por 4 h a 22  °C.  EI

cultivo se sembr6 en alicuotas de 200 Hl en placas YM suplementadas con higromicina

8   15  pg/ml,  las  que  se  incubaron  por  tres  dfas  a  22  °C.  Los  transformantes  se

confirmaron como .X denc7ror*ows  por la presencia de elementos de dsRNA (Castillo y

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

2.11           Extracci6n y an£]isis de pigmentos mediante RP-HPLC

La    extracci6n  de  carotenoides  de .X  c7e#c7ro7:feoz/a  se  realiz6  con  acetona  desde

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

centrifugaci6n  de  50  ml  de  un  cultivo  de  5  dr'as  crecido  en medio  YM  a  22  °C  con

agitaci6n constante. Luego,  el pellet celular se suspendi6 en  I  ml de agua y se agreg6
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500 ul de perlas de vidrio de 0,5 mm. Se llev6 a moledor durante 3 min, se agreg6  I ml

de  acetona  y nuevamente  se  llev6  al  moledor  durante  otros  3  min.  Se  repitieron  las

extracciones  con  2  ml  de  acetona hasta  que  el  extracto  celular  fuese  incoloro.  Cada

extracci6n se llev6 por 3 min al moledor, seguido por 5 min de centrifugaci6n a 4.000 x

9,   recolectando   el   sobrenadante   cada   vez.    Posteriormente,    a   la   colecci6n   de

sobrenadantes  se  le  agreg6   1/5  del  volumen  de  eter  de  petr6leo,  se  mezcl6  y  se

centrifug6 por 5  min a 4.000 x g. La fase superior (5ter de petr6leo) se transfiri6 a un

tubo de vidrio y se determin6 su absorbancia a 474 nm. I.a cantidad de carotenoides se

calcul6 con la siguiente formula:

Total  de carotenoides(Hg/g peso seco) = (v6ter)(A)(100)
(€) (peso seco levadura)

Donde: A= Absorbancia a 474 nm, v 5ter= volumen de eter de petr6leo recuperado

(ml) y g= coeficiente extinci6n 1  % = 2.loo (An y col,1989). Para la deteminaci6n del

peso  seco  de levadura,  se recolect6 y pes6 por triplicado  el pellet celular de  5  ml del

cultivo secado por toda la noche a 80 °C.

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

que  luego  se  disolvieron  en   100  pl  de  acetona.  La  composici6n  de  pigmentos  se

determin6  mediante  cromatografia  liquida  en  fase  reversa  QP-HPLC),  usando  rna

columna   Lichrospher  Rpl8   1254   Q4erck)   y   como   fase   m6vil,   rna   mezcla   de

acetonitrilo:metanol:isopropanol (85: 10:5) con un flujo de  1  mvmin. Cada pigmento se

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

comparaci6n a estindares.
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3.   RESULTADOS

3.1 Construcci6n de   m6du]os de expresi6n de los genes carotenog6nicos c#yB,

crtl y arts de X. dendrorhous

Para  aumentar  el  ndmero  de  copias  de  los  genes  crfyB,  crjJ  y  crris  en  X.

cJenc7rorfaows, se constrnyeron m6dulos de expresi6n compuestos por el CDNA de cada

gen bajo  el  control  de  un promotor fuerte  y un teminador de  la transcripci6n  de  la

levadura  (Tabla  4).  Los  m6dulos  se  construyeron  mediante  la  tecnica  de  Ove7'/c7p

er/e#sz.6#-PCR (OE-PCR) ¢Iorton y col,  1989; Heckman y col, 2007) que basicamente

consiste  en  generar  un  fragmento  de  DNA  hforido  por  la  elongaci6n  de  la  DNA

polimerasa (Figura 3). Para ello, el promotor, el CDNA de cada gen y el terminador de

cada  m6dulo  se  amplificaron  con  partidores,  indicados  en  la  tabla  5,  que  originan

secuencias que se supelponen en sus extremos (Figura 3 A). Para amplificar los CDNA

se utilizaron como molde los plasmidos portadores de los CDNA de los genes cr/yB, cr!J

y  crfs ®Xd_Ex_crtYB,  pxd_Ex_crtl y pxd_Ex_crts,  respectivamente).  El  promotor

7EF/ se alnplific6 utilizando el pldsmido PMN-Hyg, portador del m6dulo de resistencia

a higromicina a bajo el control del mencionado promotor (Niklitschek, 2007). Para los

otros promotores y terminadores se utiliz6 el DNA gen6mico de .X.  c7eric7rorfoows como

molde de amplificaci6n. Para el caso de promotores, se amplific6 500 pb n'o arriba del

cod6n de  inicio de  la traducci6n de  cada gen,  mientras para terminadores,  300 pb rio

abajo del cod6n de termino del gen.
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Figura 3. Construcci6n de m6dulos de expresi6n mediante Oiier/ap e]ee»sf.o» 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). 8) En rna segunda reacci6n de PCR
se  origina  el producto  hibrido promotor-CDNA  del  gen por la  elongaci6n  de  la DNA
polinerasa C) El producto promotor-CDNA es amplificado en rna tercera reacci6n de
PCR usando  los  partidores  a y d.  D)  Se  foma  el  producto  promotor-CDNA  del  gen-
teminador por la elongaci6n de la DNA polimerasa. E) El producto promotor-cDNA-
teminador es amplificado en un quinto PCR usando los partidores a y f.
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Tal)la   4.   Promotores   y   terminadores   de  X   de"drowhous   utilizados   para   la
construcci6n de m6du]os de expresi6n.

Gen                                    Promotor Terminador
cris               Factor de elongaci6n I a (gen 7EFl)

Ova acceso: NP a)

c#yB                             Actina  (gen ac/)
oN° acceso: NP)

c#J              Alcohol deshidrogenasa (gen 4Dff/)
(N° acceso: NP)

Actina  (gen ac/)
ova acceso: NP)

Glutamato deshidrogenasa (gen gdnd)
o{o acceso: NP)

P- fructofuranosidasa (gen /Ivn
ova acceso: FJ539193.2)

8: No acceso en base de dates GenBank (tim//www.nebi.nlm.n]li.aov) ann no publicados

Tat)Ia 5. Partidores utilizados en ]a construcci6n de m6dulos de expresi6n

Promoter                               CDNA del gen                         Terminador

M6dulo orls                         I -2

M6dulo c#yB                       7-8

M6dulo crtJ                         13-14 15-16 17-18

a,b,c,d,e y f indican los partidores representados en la figura 3
Nota: Los partidores  I -  18 se indican en la tabla 3.

31



Los productos de PCR se verificaron en un gel  de agarosa y posteriomente se

purificaron. En rna segunda reacci6n de PCR, pero sin partidores, se uni6 el promotor y

CDNA de cada m6dulo de expresi6n, ya que al hibridar entre ellos dejan extremos 3 '-OH

libre  y  por  la  elongaci6n  de  la  DNA  polimerasa  se  origina  el  fragmento  hforido

®romotor-CDNA del gen). Este producto se amplific6 en rna tercera reacci6n de PCR

(Figura 3 C), se evalu6 y purific6 desde un gel de agarosa. Este nuevo fragmento hforido

de promotor-CDNA, se uni6 el terminador mediante la misma t6cnica OE-PCR ¢igun

D-E).

Cada  m6dulo  de  expresi6n  se  lig6  al  vector  pBluescript  SK-  linearizado  por

digesti6n con la endonucleasa de restricci6n EcoRV. Con la mezcla de ligado dializada,

se transform6 la cepa DH5u de E. co/i. y se sembr6 en placas LB con ampicilina y x-gal

(Vcr Materiales  y M5todos,  secci6n 2.10.1).  Para detectar la presencia del m6dulo  de

expresi6n  de   inter6s   (ar/yB,   cr£J  o   cr&9,   las   colonias  transformantes  blancas   se

analizaron por PCR de colohias, y se seleccion6 una colonia positiva para la reacci6n de

PCR de cada transformaci6n para la extracci6n de DNA plasmidial. EI DNA plasmidial

obtenido se utiliz6 como molde para rna reacci6n de PCR donde se verific6 la correcta

construcci6n del m6dulo: promotor, CDNA del gen y terminador ¢igura 4). El inserto

del  DNA  plasmidial  de  aquellos  clones  con  la  construcci6n  correcta,  se  secuenci6

completanente en ambas direcciones. Los pldsmidos de pBluescript SK- portadores del

m6dulo  de  expresi6n  de  los  genes  crfyB,  cr£J y  crfs,  se  llamaron:  PBS-Pact-crtYB-

TgdhA,  PBS-PADH1-crtl-TII`IV y PBS-PTEF1-crts-Tact,  respectivamente G7igura 4).
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Figura 4. Mapa de log plf smidos con los m6dulos de expresi6n y evaluaci6n de la
construcci6n de ellos. En el sitio de restricci6n EcoRV del vector pBluescript SK- se
clonaron  los  m6dulos  de  expresi6n  de  los  genes  cr/XB,  crfJ )/  crfs.  Los  plasmidos
fomados  se  llamaron:  A)  PBS-Pact-crtYB-TgdhA,  8)  PBS-PADH1-crtl-TINV  y  C)
PBS-PTEFl-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  P-galactosidasa  (/czcZ),  promotor  del  gen  /crcz
®Lac)  y  origen  de  replicaci6n  bacteriano  ColE1(C;olEl  ori).  Los  promotores  de  los
m6dulos  de  expresi6n  se  indican  en  cafe,  el  CDNA  de  cada  gen  en  anaranjado  y los
teminadores    en   negro.    Se   evalu6    la   construcci6n   de   los   m6dulos   mediante
amplificaci6n por  PCR  (derecha)  utilizando  como  molde:  YB,  I  y  S  (arriba  de  cada
carril)  que  corresponden  a  PBS-Pact-crtYB-TgdhA,  PBS-PADH1-crtl-TINV  y  PBS
TEF-crts-Tact, respectivamente.  El control negativo  (-),   corresponde a la reacci6n de
PCR sin DNA molde. Los nineros sobre las fotografias indican los partidores utilizados
en cada reacci6n, los cunles se rapresentan como flechas en los esquemas de plasnddos.
M: Marcador peso molecular: DNA del bacteri6fago Lambda digerido con Zzz.Hdlll.
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3.2 Adaptaci6n del m6todo de DAL4 ¢ssembJer en X dc"droiifeous

Para integrar en  el  genoma de X  denc7rorfao#s los m6dulos  de  expresi6n de los

genes crfyB, cr£J y arts mediante DN4 assemb/er, primero fue necesario identificar un

sitio  de  integraci6n  que no  genere  cambios  en  la producci6n natural  de  pigmentos  y

luego  se  evalu6  la  factibilidad  de  implementar  la  t5cnica  en  la  levadura.  Con  estos

prop6sitos  y luego  de un  analisis  bioinformatico  se  eligieron  dos  regiones  (cada rna

correspondiendo a un locus) del genoma de X  c7enc7ror*oas para integrar el m6dulo de

resistencia al antibi6tico higromicina 8. Una de ellas, ubicada a 2.506 pb rio arriba del

cod6n  de  inicio  del  gen  HJS3  0V°  de  acceso:  JN849374.1),  que  codifica  la  enzima

imidazol glicerol fosfato-hidratasa, la cual se nombr6 como )jfoz/. El otro locus, ubicado a

2.110   pb   desde   el   cod6n  de  t6rmino   del   mismo   gen,   fue  nombrado   como  xfrd.

Adicionalmente, para confimar que ambos loci no codificaran rna proteina que al ser

interrunpida provocasen alguna alteraci6n en la levadura, sus secuencias se compararon

con la base de datos del NCBI, mediante blastx. Los iinicos alineamientos significantes

arrojados  por  este  analisis  fueron  los  siguientes:  rna  proteina  de  la  familia  de  las

fosfatasas del hongo ,4spergr.//as givm;.g¢/es a`r° de acceso: XP_753850.1) con un 45  %

de  identidad  con  s6lo  un  16  0/o  de  cobertura,  para j;*#  y rna proteina  hipotetica  del

protozoo  E#/omoebcz  Air/ofyf!.ca  Ova  de  acceso:  XP_001913424.1)  con  un  31   °/o  de

identidad  con  solo  un 22  %  de  cobertura para x¢c7.  I.as  secuencias  de  estas proteinas

tienen baja identidad y cobertura con los loci xfad e );Aw, por lo tanto, probablemente no

son codificantes o codifican un gen aiin no descrito de X. c7e#c7rorfaows. Para cada uno de

los loci x*c7 e}ifoc7, se definieron dos sectores que llamamos "#p" y "dow#" (Figun 5).
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Figura  S.  Ubicaci6n  de  log  loci yfow  y jcfed.  I.oci );Aw, :¥Ad y sus  respectivos  sectores
"zjp" y "dow#",  con respecto  al  gen #JS3  que  codifica a  la  imidazol  glicerol  fosfato-

hidratasa en X. dendrorhous.
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Como se mencion6 anteriormente, con el objetivo de determinar la funcionalidad

de la tecnica de I)JVA asLremb/er en X denc7roc7ro#s y evaluar el efecto de la interrupci6n

de los dos potenciales loci de integraci6n seleccionados, xW e j;*#, se integiv un m6dulo

de  resistencia  al  antiobi6tico  higromicina  a   Oriklitschek,  2007)  en  ambas  zonas,

mediante esta t6cnica en la cepa silvestre UCD  67- 385  de la levadura.  Para  ello,  los

fragmentos  de DNA gen6mico  ``wp" y "dow#" de )/¢w y :r4c7 se amplificaron por PCR

con  las  parejas  de  partidores  19  -20  y  27  -28  ®ara  amplificar  "#p"  de  x¢d  e );¢#,

respectivamente)    y   25-26    y   33-34    ®ana    amplificar    ``dowi"    de   jwhd   e   )J*#,

respectivamente).  Luego,  estos  amplicones  y  el  pldsmido  PMN-Hyg  ®ortador  de  un

m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  a)  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 hom6logas al frogmento de DNA

con el que se desea ensamblar (Figura 6 A). De esta forma se originaron fragmentos de

DNA con 50 pb de secuencias hom6logas en sus extremos (con un total de  loo pb de

supelposici6n).

Los   amplicones  se verificaron en un gel  de  agarosa y luego  se purificaron.  La

levadura   se   transform6   por  electroporaci6n   con  los   tres   fragmentos   (m6dulo   de

higromicina,  "clp"  y  "c7ow#")  de  tal  manera  de  integrar  el  m6dulo  de  resistencia

higrondcinaen:¥Adojifo".
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Figura 6. Ensamblaje e integraci6n del m6dulo de resistencia a higromicina 8 en el
genoma  de X  de"drowhous  mediante reeombinaci6n  hom6loga. A)  Fragmentos  de
DNA para integrar en el genoma: dos frogmentos de DNA gen6mico ("wp" y "do""),
amplificados por PCR para dirigir la integraci6n del medulo de expresi6n de resistencia
al antibi6tico higromicina 8 (Hygr), en celeste, en el locus  };rfew o xAd del genoma de JY.
dendror4o#s.  8)  Amplicones  con  secuencias  complementarias  en  sus  extremos.  C)
Ensanblaj.e e integraci6n de los fragmentos de DNA en el genoma de la cepa silvestre
de X de#cJrorho#S UCD 67-385.  Segmento verde oscuro: sitio de integraci6n en el locus
}r¢w  o x4d   y segmento verde  claro:  gDNA que  flanquea  el  locus.  Las  flechas  con un
ninero   sobre   ellas,   esquematizan   los   partidores   utilizados   y   su   color   indica   la
complementariedad  con  el  DNA  y  la  secuencia  que  origina  superposici6n  con  el
fragmento de DNA aledafio. I.os nineros en negro indican los partidores utilizados para
la integraci6n en xAd, mientras que en rojo, los partidores utilizados para la integraci6n
en };Azj. En cruces se representa los eventos de recombinaci6n en la levadura y se indica
la longitud de superposici6n entre los frogmentos de DNA en pb.
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De esta manera, los fragmentos de DNA se ensamblarian entre si y se integran'an

en  el  sitio  deseado  del  genoma  mediante  el  proceso  de  recombinaron  hom6loga  al

incoporarlos en la levadura QJigura 6 C). Con este procedimiento, se obtuvieron 9 y 6

colonias resistentes a higromicina 8 cuando la integraci6n del m6dulo de resistencia se

dirigi6 al locus x4c7 e );*#, respectivamente.

La correcta inserci6n del m6dulo de resistencia en el sitio deseado del genoma de

la levadura en los transfomantes, se analiz6 mediante PCR ¢igura 7). Las 9 colohias

resistentes al antibi6tico  (m6dulo  de resistencia en el  sitio x¢®,  contem'an el  gen APA

(gen que confiere resistencia a higromicina 8) en la ubicaci6n esperada (9/9) Q7igura 7

A). De las 6 colonias resistentes al antibi6tico cuando el m6dulo de resistencia se dirigi6

en}Jfow, 4 contem'an el gen APA en la ubicaci6n esperada (4/6) (Figura 7 8).

De las colonias con el gen Apfo en el sitio esperado se escogi6 rna de cada tipo.

Para la integraci6n del  m6dulo  en ]:frc7 se escogi6  la colonia  I,  que  fue llamada VI.I.

Mientras que para la integraci6n del m6dulo en )jfrzi, se escogi6 la colonia 5, la que fue

llamada 11.5
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Figura 7. Evaluaci6n de la integracidn del m6du]o de resistencia a higromicina 8
en jcfad e )irfew mediante PCR. Evaluaci6n de la integraci6n en A) :¥*d y 8) );A" mediante
amplificaci6n por PCR. El ndmero de cada carril representa el DNA gen6mico molde de
las colonias resistentes a higromicina 8, WT: DNA gendmico 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 ndmero 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 bacteri6fago Lanbda digerido con Hz'#am.
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Contrario  a  lo  esperado,  el  fenotipo  de  la  cepa  11.5  fue  distinto  al  de  la  cepa

parental,  UCD 67-385 GJigura 8 A), en cuanto a la pigmentaci6n de las colonias, no as£

para la otra cepa transformante, VI.1. Se evalu6 1a producci6n de carotenoides de ambas

capas  transformantes  mediante  la  determinaci6n  de  la  absorbancia  a  474  nm  y  por

cromatografia  en  fase  reversa  aip-HPLC).  La  cepa  11.5    no  presenta  cambios  en  la

cantidad de carotenoides totales en comparaci6n con la cepa silvestre Q7igura 8 8).  Sin

embargo, si hubo alteraci6n en la composici6n de carotenoides. La astaxantina alcanz6

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) G7igura 8 C). Es

decir,  la interrupci6n provoc6 un aumento del 64,5% de astaxantina. Por otra parte,  la

producci6n  de  carotenoides  de  la  capa  VI.1  fue  similar  a  la  parental,  UCD  67-385

(Figura 8 8 y C). Debido a que la intermpci6n en el locus }J¢# provoca cambios en la

producci6n   de  pigmentos   en   la  levadura,   se   descart6   para   los   experimentos   de

integraci6n de los m6dulos de expresi6n de los genes carotenog6ricos, pero esta regi6n

sera estudiada en un futuro como estrategia para mejorar la producci6n de astaxantina.

La cepa UCD 67-385 de  J[ c7e#c7ror4ous es diploide, por lo tanto, como resultado

de la transfomaci6n se gener6 una cepa heterocigota donde la integraci6n del m6dulo

resistencia  a  higromicina  8  s6lo  ocurri6  en  una  copia  del  locus.  Para  lograr  que  el

m6dulo se integre en ambos alelos del locus de integraci6n en el genoma, se utiliz6 el

m6todo del doble recombinante (DRM), metodologi'a que se basa en la capacidad de la

levadura  de  recombinar  mit6ticamente  O¢iklitschek  y  col,  2008).  Bdsicamente  esta

t6cnica consiste en aumentar gradualmente la concentraci6n del antibi6tico favoreciendo
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la selecci6n de transformantes con doble copia ®omocig6tico) del m6dulo de resistencia

de los antibi6ticos generados por recombinaci6n mit6tica.

Se  someti6  a  la  cepa  IV.1  al  m6todo  DRM.  Para  ello,  se  realizaron  cultivos

sucesivos con concentraciones crecientes de higromicina a, empezando a 50 pug/ml hasta

rna concentraci6n final de 200 pug/ml. Se sembraron alicuotas del cultivo final en placas

YM con 15pg/inl higromicina 8 y se eligieron 8 colohias al azar, a las que se les extrajo

el  DNA  gen6mico  para  comprobar  el  estado  homocigoto  mediante  PCR.  En  las  8

colohias  no   se  detect6   el  alelo   silvestre  del  locus  x¢c7,   indicando  que   son  cepas

homocigotas que contienen el m6dulo de resistencia a higromicina a en sus dos alelos

(+2).   De estas 8 colonias, se eligi6 rna al azar que se denomin6 VI.I.c2 a la cud se le

confirm6 su genotipo homocigoto mediante PCR. Para ello se utilizaron partidores que

hibridan con la zona que fue  elininada de  la secuencia blanco  y reemplazada por el

m6dulo de resistencia luego de su integraci6n en el genoma. De esta manera, no   hubo

amplificaci6n cuando se utiliz6 como molde el DNA de las capas homocig6ticas para el

m6dulo de expresi6n. For otra parte,  estos partidores si amplificaron cuando  se utiliz6

como molde el DNA gen6mico de la cepa silvestre o de la cepa con una sola copia del

m6dulo de expresi6n del gen carotenog6nico particular (Figun 9 a).
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Figura 9.  Fenotipo y genotipo de Las cepas heterocigotas y homocig6ticas para e]
m6dulo de expresi6n de resistencia a higromicim I en ]crfed. A) Fenotipo de la cepa
IV.I,  heterocigota  con  una  copia  del  m6dulo  de  higromicina  (+I),  capa     IV.1.c2,
homocigota con dos copias del m6dulo de higromicina (+2) y la cepa parental UCD 67-
385  (WT)  crecidas  en  medio  MMv.  8)  Evalunci6n  ninero  de  copia  del  m6dulo  de
higromicina 8  de las cepas.  IV.I  (+I),  cepa   IV.1.c2  (+2),  capa parental UCD 67-385
(WT) y control  sin DNA (-).  Bajo cada gel  se  incluye un esquema que rapresenta los
partidores y secuencia blanco analizada.  I.os colores del esquema se corresponden con
los de la figura 6. Partidores se representan como flechas cuyo ndmero indica el partidor
utilizado  y  su  color representa  la  complementariedad  con  DNA  molde.  M:  Marcador
peso molecular, DNA del bacteri6fago Lambda digerido con H!.#alll.
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Las cepas  VI.I, heterocigota y IV.1.c2, homocigota para el m6dulo de resistencia

a higromicina  en  el  locus x¢d,  respectivamente,  son  capaces  de  crecer  en placas  con

medio minimo  OrMv),  indicando  que son prot6trofas  (Figura 9  A).  Ademas,  la cepa

VI.1.c2  no  present6  cambios  en  el  fenotipo  de  color  en  comparaci6n  con  las  cepas

parental silvestre y  heterocigota, VI.1. La producci6n de carotenoides fue evaluada y no

se  observaron  diferencias  significativas  en  la  cantidad  de  carotenoides  totales  ni  la

composici6n de estos. Por lo tanto, la integraci6n del m6dulo en el locus xW no origina

auxotrofia, ni cambios en la producci6n de carotenoides.

3.3Aumento  del  ntimero  de  copias  de  los  genes  c7tyB,  cJtJ  y  cris  en  .X

dendrorhous in:edi\a[T\he DNA assembler

Mediante la t6cnica de DM  asse"b/er,  los m6dulos  de expresi6n de los  genes

arjyB, crtJ y crfs se integraron en el locus x¢d.  Para ello, se amplificaron los fragmentos

"zfp" y "dow#"  con las parejas  de partidores  19-20  y 25-26,  respectivamente  y  como

molde,  el  DNA  gen6mico  de  la  cepa  UCD  67-385  de Jr:  c7e#dror%oz/s.  Luego,  estos

amplicones, el pldsmido portador del m6dulo de resistencia a higromicina a ®MN-Hyg)

y los plasmidos portadores de los m6dulos de expresi6n de los genes carotenog6nicos,

PBS-Pact-crtYB-TgdhA,     PBS-PADHll-crtl-Tn`IV     y     PBS-PTEFl-arts-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 y dirigir la integraci6n al sitio

deseado por recombinaci6n hom6loga en la levadura (Figura 10).
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Figura 10. Ensamblaje e integraci6n en el locus ]ffed del genoma de X de#drorfaows
de los m6dulos de expresi6n de genes carotenog6nicos mediante I)JV4 assemb/e7.. A)
htegraci6n de los  m6dulos  de expresi6n crjJ y cr/yB.  a)  Integraci6n del m6dulo  de
expresi6n del  gen crfs.  Hyg':  M6dulo  de resistencia a higromicina a.  Flechas  con un
ndmero    esquematiza    los    partidores    utilizados.    El    color    de    flecha    indica    la
complementariedad  con  el  DNA  molde  y  secuencia  que  origina  supeiposici6n.  Los
mimeros rojos colTesponden a los partidores necesarios para amplificar o crear secuencia
de supelposici6n del m6dulo de cr£J, mientras que los azules para el cr/yB.   Segmento
rojo: Repetido directo @R); Segmento amarillo: secuencia gen6mica reemplazada por el
m6dulo    de    expresi6n;    Segmento    anaranjado:    m6dulo    de    expresi6n    del    gen
carotenog6nico;  Segmento  verde  oscuro:  sitio  de  integraci6n,  locus  x4c7 y  segmento
verde  claro:   gDNA  que  flanquea  el  locus.  En  cruces  se  representa  las  zonas  de
recombinaci6n  en  la  levadura  y  se  indica  la  longitud  de  supelposici6n  entre  los
fragmentos de DNA en pb.
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Posteriormente, los amplicones se purificaron y se transform6 la cepa silvestre UCD 67-

385 con una mezcla de ellos de tal manera de integrar los m6dulos de expresi6n de los

genes ar/yB, c7.fs o artJ, de rna manera similar a la integraci6n del m6dulo de resistencia

a higromicina 8 en el genoma de la levadura desaITollado en la etapa previa.

Para realizar transfomaciones adicionales de las cepas transformantes el marcador de

selecci6n no puede ser utilizado y por lo tanto, otros marcadores deben estar disponibles.

Por  ello,   se  cousider6  rna  estrategia  para  escindir  el  marcador  de  selecci6n.   EI

procedimiento se disefi6 de tal manera que en el caso de los transformantes resultantes

con  copias  extras  de  los  genes  crjJ y crf yB,  2  secuencias  de repetidos  directos  (DR)

quedasen  flanqueando  al  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  8.  De  esta  manera,

esperibamos   que   el   marcador   de   resistencia   se   escindiera   por   un   evento   de

recombinaci6n entre los DRs. Los DRs se crearon con partidores de 60 pb:  10 I)b en su

extremo 3' complementarias al DNA molde y 50 pb de la secuencia (GACT)i2GG. Ijos

DRs fueron ubicados en los extremos 3'  del fragmento up y del m6dulo de resistencia

higromicina 8, (Figufa 10 A). No se incoxporaron DRs en el caso de sobreexpresi6n del

gen  crjs,  ya  que  el m6dulo  de  crfs comparte  el mismo promotor que  el  m6dulo  de

resistencia  a  higromicina  8.  Por  lo  tanto,  en  este  caso  el  promotor  del  factor  de

elongaci6n 1-ci es un DR a7igura 10 8).

Mediante esta metodologia se obtuvieron  4, 5 y  1  colohias resistentes a higromicina a

en la transfomaci6n para aumentar del ninero  de copias  del gen cr#S, crjJ y cr/yB,

respectivamente. Todas las colohias resistentes al antibi6tico conteni'an el gen Apfe (gen

que confiere resistencia a higromicina 8) en la ubicaci6n esperada. De estas colonias se
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escogi6 rna para cada caso y fueron nombradas: cepa IV.1,1.cl; donde existe rna copia

extra del gen cr£S; V.83.cl, con rna copia extra del gen cr£J y V.A2.cl, con rna copia

extra del gen cr/yB.   El correcto ensamblaje e integraci6n de los fragmentos de DNA en

x¢c7 fue confimado por PCR para cada uno de los transfomantes,  con los partidores

adecuados.

Para evaluar la escisi6n del marcador de selecci6n, un cultivo de dos dias de las cepas

portadoras de rna copia adicional de los genes cr!S, crtJ y crfyB (IV.1,1.cl, V.83.cl  y

V.A2.cl),  fue  secuencialmente  subcultivado  en  medio  completo  (YA0  1iquido  sin

presi6n  selectiva,  sembrando  en  cada  etapa  alicuotas  en  placas  con  medio  completo

(Yho  y  replicndo  en  placas  YM  y  YM  +  higromicina  8  por  rep/j.ca p/afj.#g.  Este

procedimiento  se realiz6 hasta el  subcultivo  30,  sin resultados satisfactorios ya que  el

marcador de  selecci6n permaneci6  integrado  en  el  genoma.  Por otra parte,  el  mismo

procediniento se repiti6 luego de transformar cepas IV.1,1.cl, V.83.cl  y V.A2.cl  s6lo

con DIV4 ca"I.er   (DNA de esperma de salm6n) de modo de inducir la recombinaci6n

hom6loga entre los DRs, tambi6n sin resultados satisfactorios.

Como  se  mencion6  anteriomente,  la  cepa  UCD  67-385  es  diploide,  por  lo  tanto,  1a

integraci6n de los m6dulos fue en un alelo del locus x#cJ del genoma. Los transformantes

heterocigotos  para  el  m6dulo  de  expresi6n  se  sometieron  a  DRM  de  tal  manera  de

obtener cepas homocigotas en el locus de integraci6n que posean doble copia adicional

del  gen  carotenog6hico.  Este  procedimiento  se  realiz6  de  la  misma  manera  como  se

seleccionaron las colohias homocigotas del m6dulo de resistencia a   higromicina a en

x¢d. En todos los casos se analiz6 el genotipo de los transformantes portadores de los
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Figura 11. Evaluaci6n del ntimero de los m6dulos de expresi6n de los genes crfyB,
crfr y cr*S en cepas transformantes. Evaluaci6n del ndmero de copias de los m6dulos
de expresi6n de los genes A)  crfyB, 8) cr£J y C) crjs. Cada carril representa el resultado
de una reacci6n de ampliflcaci6n por PCR utilizando como molde: +2: DNA gen6mico
de las capas transformantes homocigotas, con dos copias   extras del gen carotenog6nico
(V.A2c2; V.83c2 6 IV.I,1c2); +1: DNA gen6mico de las cepas heterocigotas, con rna
copia extra del gen carotenog5nico rv.A2cl; V.83cl  6 IV.1,lcl); WT: DNA gen6mico
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
minero   corresponden   a   los   partidores   utilizados   y   el   color   de   flecba   indica   la
complementariedad  con  el  DNA  molde.   M:   Marcador  peso  molecular,  DNA  del
bacteri6fago Lambda digerido con Hz.#cml.
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m6dulos  de  expresi6n  de  los  genes  crfs,  crfJ y crfyB mediante PCR con parejas  de

partidores que hibridan con la zona que fue eliminada y reemplazada por los m6dulos de

expresi6n,  determinando  asi  su  condici6n heterocigota  y homocigota  respectivamente

Gigura 11).

3.4 Eva]uaci6n del efecto del aumento de la dosis de los genes c"yB, crfJ y cris

en la composici6n y cantidad de carotenoides de X de»drowhozrs.

Las cepas transfomantes portadoras de rna o dos copias adicionales de los genes

cr/yB, crfJ y cr£S muestran loves diferencias fenotipicas respecto a la cepa parental UCD

67-385, como se observa en la Figura 12 A. Cepas con copias adicionales del gen crfyB

presentaron una pigmentaci6n mas amarilla en comparaci6n a la cepa silvestre. Por otra

parte, cepas con copias adicionales del gen crfs su coloraci6n fue levemente mas rosada.

Por otro  lado,  capas  con  copias  adicionales  del  gen  cr£J no  mostraron  cambios  en  la

coloraci6n con respecto a la parental.

La    cantidad   y   composici6n    de    carotenoides    fue    evaluada   mediante    la

determinaci6n  de  la absorbancia  a 474 nm y por cromatografia en fase  reversa  au'-

HPLC), a partir de oultivos de 5 dias en triplicado. Se compar6 1a cepa silvestre con las

cepas que poseen una y dos copias adicionales de los genes crfyB, crjJ 6 crls (Tabla 6,

Figura  12 8, Figura 12 C).

La cantidad de carotenoides totales de las cepas portadoras de copias adicionales

de los genes cr¢S y cr/ra no presenta canbios significativos con respecto a la parental,

por otra parte, hay una disminuci6n, en cepas con copias adicionales del gen cr/J.
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En  cuanto  a  la  composici6n  de  carotenoides,  se  observa  que  cepas  con  copias

adicionales   del  gen  cr£S  tienen  un  incremento   de   1,2   veces   en   el  porcentaje   de

astaxantina y una disminuci6n en los otros carotenoides biciclicos en comparaci6n a la

cepa parental. En oposici6n, en cepas con doble copia del gen cr/yB, hay un incremento

en el contenido de carotenoides bicfclicos y disminuci6n de astaxantina de 1,8 veces. Por

otra  parte,  al  aumentar  el  ndmero  de  copias  del  gen  artJ,  no  se  observa  cambios

significativos  con  respecto  a  la  cepa  silvestre.  En  todas  las  cepas  transformantes  la

composici6n de precursores del P-caroteno, como neurosporeno, licopeno y y-caroteno

no cambian con respecto a la cepa parental.

53



^sfa*a-I.ji-a        otroe
Bieftfro

c"1-B

-`eEtee

^inxantha          Oto§
Bicickae

-cBcce

54

A_- OotB
Bicitfro

h-



Figura   12.   Fenotipo   y  producci6n   de  pigmentos   de   la   cepa  parental   y  los
transformantes con copia simple y doble de los genes c#yB, citJ y crris en el locus
]£j!d.   A) Comparaci6n fenotipica de la capa parental UCD 67-385 (WT) con respecto a
las cepas con copia simple y doble de los genes cr/yB,  cr#S y crjJ en el locus xbc7. 8)
Producci6n de  carotenoides totales,  expresado en pg/g peso  seco.  C)  Composici6n de
carotenoides:      astaxantina,      otros      carotenoides     biciclicos      G'enicoxantina,      3-
hidroxiequinenona,  equinenona, y P-caroteno) y monociclicos (HDC0 y toruleno),   de
las  cepas  portadoras  de  una  o  dos  copias  de  los  genes  de  carotenog6nesis.  Arriba:
V.A2.cl  y  V.A2.cl;  heterocigoto  y  homocigoto  para  la  copia  extra  del  gen  cj'fyB;
Medio: V.83.cl y V.83.c2; heterocigoto y homocigoto para la copia extra del gen crfJ y
Abajo:  IV.I,1.cl  y IV.1,I.c2;  heterocigoto  y homocigoto para  la  copia  extra  del  gen
cr£S. +1: Capa con rna copia extra del gen; +2: Cepa con dos copias extras del gen. W'I':
Cepa parental, UCD 67-385. Prueba t de Student: * PS 0.05
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3.5 An£Iisis de log lociyfezl y jfAd en el transcriptoma de la cepa UCD 67-385 de

X. dendrorhous.

Resultados  recientes  de  nuestro  laboratorio,  relacionado  con  el  estudio  de  la

organizaci6n  gen6mica  estructural  y  funcional  de  .X.   c7enc7rorfaows,  hemos   logrado

obtener el genoma, transcriptoma y proteoma de la cepa UCD 67-385 de esta levadura.

Ello nos pemiti6 realizar un analisis bioinfomatico del transcriptoma con la secuencia

de  las  regiones };bw  y x*cJ que  result6  en  la  identificaci6n  mRNAs  potenciales  para

ambos loci. El estudio de los posibles marcos de lectura abiertos (ORF) en el trauscrito

de  );few  result6  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 hipot6tica conservada de fporJ.sorz.#7# rez./!.cr##7# QJ° de

acceso: CBQ67945.1) un 32% de identidad con un 21% de cobertura. Al comparar este

transcrito  con  su  8DNA  se  encontr6  seis  probables  exones  ¢igura  13),  ademds  la

secuencia   posee   un      dominio   conservado   NYN,   caracten'stico   de   las   nucleasas

(Anantharaman y col, 2006).

El analisis del transcrito de xfrd pemiti6 identificar un posible ORF de 2.430 pb

que  cuando  se  compar6  con  su  gDNA  y  se  encontr6  trece  exones  probables  (N°  de

acceso:  IN849376.1).  Al  analizar la secuencia de  la proteina deducida con la base  de

datos mediante BLAST, se encontr6 un 30% de identidad con un 990/o de cobertura con

una  proteina  hipotetica  de  fcrccarz.a  bj.co/or  O`T°  de  acceso:  XP_001884409.I).  Esta

secuencia  presenta  el  dominio  conservado  ARS2,  caracten'stico  de  las  proteinas  de

resistencia               a               arsenito               (Rossman              y               col,               1999).
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4.   DISCUS16N

4.1    ELecci6n de promotores y terminadores para la construcci6n de m6dulos

de expresi6n de genes carotenog6nicos

Para la construcci6n de los m6dulos de expresi6n se eligieron promotores fuertes y

constitutivos, como los promotores de los genes de actina (czcf), factor de elongaci6n 1  cL

(ZEF/) y alcohol deshidrogrenenasa (4DffJ), que han sido ampliamente utilizados para

la  construcci6n  de  vectores  de  expresi6n  en  S.   cerevz.s'z.ae  (Mumberg  y  col,   1995).

Ademds,1os promotores de los genes ac/ y 7EFJ ya se han utilizado en X c7e#cJroj.¢ozis,

para la construcci6n de m6dulos de resistencia a antibi6ticos, con bastante 6xito (Wery y

col,1997; Niklitschek, 2007).

Una   transcripci6n   eficiente   tambi6n   requiere   de   rna   eficiente   terminaci6n

(Romanos,  1992), sin embargo, en S.  cerew.sz.cJe es escaso el conocimiento sobre ello y

menos aun en .Xl. denc7rorfoo#s. En este trabajo se escogieron al azar los terminadores de

los genes de invertasa (1IVV), actina (act) y glutamato deshidrogenasa GdlfeA). Ademas,

en  la  elaboraci6n  del  disefio  de  los  m6dulos  se  utiliz6  promotores  y  teminadores

distintos  para  cada  gen  con  el  objetivo  de  evitar  la  p5rdida  de  6ste  mediada  por

recombinaci6n mit6tica en las zonas duplicadas de homologia que se genere entre estos

elementos regulatorios.  Indudablemente  que  el  escaso  conocimiento  sobre promotores

en X  c7e#dror*o2/s pone en relieve la necesidad de estudiarlos, ya que es fundamental

para futuras investigaciones que requieran el aumento del ndmero de copias y expresi6n

heter61oga de genes en esta levadura.
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4.2 Integraci6n de un m6dulo de resistencia a higromicim 8 en e] genoma de X

dendrorhous

En  trabajos  anteriores  de  sobreexpresi6n  de  los  genes  crfyB,  crjJ  e  z.c7;.  en X.

denc7ror*o#Ls, la integraci6n de sus m6dulos de expresi6n se dirigi6 al DNA ribos6mico

de  la  levadura  (Verdoes  y  col,  2003;  Visser y  col,  2005).  Se  ha  estimado  que  en jx

denc7ror¢oi/a  existen  alrededor  de  60  copias  del  rDNA  (Wery  y  col,   1997)  lo  que

favorecen'a la integraci6n mtiltiple de los genes de inter6s en el genoma.  Sin embargo,

debido  a  las  repeticiones  en  tindem  de  esta  regi6n,  los  genes  integrados  podrfan

escindirse  por  recombinaci6n  hom61oga  generando  cepas  inestables.  Adicionalmente,

utilizar como blanco  de  integraci6n esta regi6n  dificulta  evaluar el  efecto  de  la dosis

96hica  en  la  producci6n  de  carotenoides,  ya  que  es  dificil  cuantificar  el  ndmero  de

copias  del  correspondiente  m6dulo  que  puede  estar  integrado  en  el  genoma  de  la

levadura.  Por estos motivos,  en este trabajo se excluy6 la regi6n de rDNA como  sitio

blanco  de integraci6n para los m6dulos  de  expresi6n.  Ademas,  se  cautel6  que  el  sitio

blanco de inserci6n estuviese ligado a un gen marcador, que la integraci6n del m6dulo y

la  interrupci6n  resultante  del  sitio  blanco  no  alterase  fuertemente  la  fisiologia  de  la

levadura.  En relaci6n  a  lo  anterior,  se ha descrito  en S.  cerevj.sz.ae que  los niveles  de

expresi6n de genes heter61ogos es dapendiente de las zonas de integraci6n en el genoma,

siendo mayor en sectores cercanos al origen de replicaci6n, baja en regiones cercanas a

tel6meros e intemedia cuando es cercana a genes a3ai Flagfeldt y col, 2009). Debido a

que  no  se  conocen  los  on'genes  de  replicaci6n  en JF.  c7encJrowho#s,  se  escogi6  como

blanco de integraci6n dos loci, )/¢zi y xfad, 1os cuales se encuentran cercanos a un gen, en

60



este caso, el gen Ht53 que codifica la enzima imidazol glicerol-fosfato deshidratasa que

cataliza el sexto paso en la sintesis de histidina a]ink, 1964).

Al comparar la secuencia nucleotidica de }Jti# y Jr¢d con la base de datos Genbank

mediante  blastx,  el  alineamiento  s6lo  arroj6  rna  secuencia  aminoacidica  para  cada

regi6n con  baja identidad y cobertura para ambos loci y por lo tanto, 6stos podr'an ser

no   codificantes   o   bien   codificar   un   gen   erin   no   descrito   de   A    de#c7ro7.feoG!s.

Recientemente,  en  2011,  al  acceder  al  transcriptoma  de  la  cepa  UCD  67-385  de .X

de#c7ro7cho#s',   se   determin6   que  los   loci  j/fa#  y  x*cJ  se   expresan  produciendo   sus

respectivos mRNA. A pesar de que efectivamente estas regiones se transcriben, aria no

se  conoce  la  funcionalidad  de  las  proteinas  hipoteticas  hom61ogas.  Sin  embargo,  la

intermpci6n de };few provoc6 un aumento en el contenido de astaxantina, por ello en un

futuro sen'a interesante estudiar la funci6n que cumpliria la proteina codificada por este

locus y su relaci6n con la producci6n de carotenoides en .X. denc7ror*ows. Por otra parte,

la interrupci6n de x¢c7, no afect6 la producci6n de pigmentos ni el crecimiento, por lo

que es un buen candidato para ser utilizado como blanco de integraci6n en estudios de

aumento de dosis g6nica de genes carotenog5nicos y/o para la expresi6n de otros genes

en esta levadun.

4.3 Adaptaci6n de  ]a tecnica de DN4 assemb/er en X dc»droxj!ozls.

Actualmente   existen   pocas   herramientas   para   manipular   gen6ticamente   X.

denc7rorfao"s,   por   ejemplo,   no   existen   vectores   de   clonamiento.   Dentro   de   las

herramientas desarrolladas  en nuestro laboratorio destacan la construcci6n de m6dulos
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de expresidn de genes de resistencia a antibi6ticos, los cuales han pemitido interrunpir

genes carotenogchcos mediante el proceso de recombinaci6n hom6loga.  Sin embargo,

para llevar a cabo este proceso se requiere coustruir varios plasmidos. La generaci6n de

un  plasmido  portador  de  una  construcci6n  o  fragmento  de  DNA  de  inteies  para

transfomar  levaduras  es  un  proceso  lento  que  involucra  varios  pasos  tales  como:

amplificaci6n de DNA, digesti6n con endonucleasas, ligado I.» vi./ro y transfomaci6n en

E,  co/i. para replicarlo. Cuando se quiere clonar mds de un gen, este proceso es aun mis

lento y dependerd de los sitios de restricci6n disponibles. En oposici6n, 1a metodologla

de DIV4  assemb/er sdlo requiere de fragmentos de DNA con secuencias hom6logas en

sus  extremos.  Debido  a  los  pocos  pasos  requeridos  para  ello,  se  podn'a  aumentar  el

n`inero de frogmentos a ensamblar y asi aumentar el ndmero de copia de mds de un gen

a la vez. Por esto, para futuras investigaciones, seria interesante estudiar las limitaciones

y  alcances  de  la  t6cnica,  como  el  mdximo  de  fragmentos  a  ensamblar,  la  minima

longitud  de  superposici6n  entre  los  fragmentos  y  la  concentraci6n  6ptima  de  cada

frogmento requerido para transformar, entre otros.

DN4  assemb/er result6 un eficiente procedimiento de modificaci6n gen6tica,  ya

que se obtuvieron entre  1  a 9 colonias transformantes al utilizar 1 ug de cada fragmento

de DNA, cantidad similar a lo obtehido, al transformar con 10-15 ug de plasmidos (5-10

colonias  transformantes).  No  obstante,  la  baja  cantidad  de  colonias  transformantes

podria ser un factor critico cuando se desee aumentar el ndmero de genes a insertar. Asi,

una estrategia para aumentar la tasa de integraci6n debe considerar el incremento de la

longitud de supelposici6n entre los fragmentos de DNA a ensamblar.
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En este trabajo tambich se consider6 una estrategia para escindir el marcador de

resistencia utilizado en la selecci6n, lo que favoreceria posteriores transformaciones de

las capas resultantes para utilizar el mismo mareador y no dapender de la disponibilidad

de otros marcadores de selecci6n.  Para ello,  se utilizd el m6todo de DR sin resultados

exitosos.  Probablemente este metodo podria ser optimizado aunientando la longitud de

los  DRs  para  favorecer  el  proceso  de  recombinaci6n  que  pemita  la  eliminaci6n  del

marcador.

4.4 Impacto de ]a sobreexpresi6n de ]os genes crrlB, cr£J y anhs en la composici6n y

cantidad de carotenoides en X dewdrorho«s.

En  este   trabajo   se   aument6   el  ndmero   de  copias   de   los   cr/yB,   crtJ  y  cr/S,

independientemente.  Sin embargo, no se evaltio si efectivamente hay un aumento en la

expresi6n  de  dichos  genes  en  las  cepas  transfomantes,  por  lo  que  se  propone  en  un

futuro  determinar  los  niveles  de  transcrito  mediante  RT-PCR  y  proteinas  mediante

Western  blot.   En  relaci6n  a  lo  anterior,   a`in  esfa  en  desanollo   la  sintesis  de  los

anticuerpos necesarios para realizar este ultino experimento.

4.4.I Gen c77yB.

En  este  estudio  se  aumento  el  ndmero  de  copias  del  gen  cr/yB  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  P-caroteno  a  partir  de

licopeno (Figura I) (Verdoes y col,1999a; Alcal'no, 2002). Dado que el producto del gen

cr/yB cataliza la sintesis del primer carotenoide, esperibamos que la sobreexpresi6n de
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este gen aumentara la producci6n de carotenoides totales, lo que no se observ6 en este

trabajo. En 7lbe7"as fAermopAf./ws la conversion de GGPP a fitoeno es el paso limitante

para  la  sintesis  de  carotenoides  y  la  sobreexpresi6n  del  gen  involucrado  gatilla  la

producci6n de 3  veces mds carotenoides en comparaci6n a la capa parental (Hoshino y

col,  1993).  Sin embargo,  en X.  de"drowhoas  se public6 que  la sobreexpresi6n del  gen

cr/yB 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 I). Sin embargo, es necesario aunentar el

conocimiento  de  la  sintesis  de  los  preoursores,  ya  que  contrario  a  lo  esperado,  la

sobreexpresi6n  del  gen  !.dz.,  que  codifica  la  enzima  IPP  isomerasa,  no  aument6  el

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

Como  se mencion6 anteriomente, el producto del  gen crf y:B tambi6n cataliza la

sintesis  de  P-caroteno  desde  licopeno  cuyos  extremos  son  ciclados  por  la  actividad

licopeno  ciclasa.  En  trabajos  previos  la  sobreexpresi6n  del  gen  cr/yB  provoc6  un

aumento  en  el  porcentaje  de  carotenoides  biciclicos  P-caroteno  y  equinenona  con

respecto  a los  carotenoides totales  de  2,I  y 3,9 veces con respeeto a la cepa parental,

ademds  las  cepas presentaron una disminuci6n 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 cr€yB tambich present6 un aumento de P-caroteno de

2,6 veces, por lo tanto, la sobreexpresi6n del gen cr/yB en X.  dendrorho#S sugiere que
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favorecen'a la actividad P-caroteno sintasa en comparaci6n a la actividad fitoeno sintasa.

Adicionalmente. en este trabajo las capas con copias adicionales del gen cr/XB tambich

aumentaron los carotenoides bicfclicos distintos a astaxantina que se sintetizan a partir

del P-caroteno, como equinenona, 3-hidroequinenona y fenicoxantina. Dentro de ellos y

en comparaci6n 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 fehicoxantina no son catalizados por el producto del gen crf yB, pero

al parecer su sintesis si es favorecida por la mayor disporibilidad de P¢aroteno. A pesar

que  estos carotenoides son productos de la enzina astaxantina sintasa al  igual que  la

astaxantina  (Alvarez  y  col,  2006;  Ojima y  col,  2006)  el  contenido  de  esta ultima no

aument6 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 cr/yB no presento estos carotenoides (Figura  12). Este resultado se

conesponde  a  lo  observado  en  trabajos  previos,  donde  la  sobreexpresi6n  de  este  gen

provoc6 una dininuci6n en los carotenoides monociclicos (Verdoes y col, 2003).

4.4.2 Gen cr£J.

El  gen  cr/J  codifica  rna  desaturasa  que  cataliza  la  si'ntesis  de  licopeno  desde

fitoeno.  En trabajos previos,  el  incremento  del  ndmero  de  copias  del  gen cr£J bajo  su

propio promotor e integradas en el rDNA de la levadura, gatill6 una disminuci6n de un

29,8%  en los  carotenoides totales  (Verdoes y col,  2003).  Ademds,  en aquel  trabajo  se

report6  que  la  sobreexpresi6n  del  gen  cr!J provoc6  canbios  en  la  composici6n  de

pigmentos:   rna   disminuci6n   de   2,8   veces   de   carotenoides   bicfclicos,   incluyendo
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astaxantina, y un aumento de 2,5 veces en los carotenoides monoci'clicos. Por otra parte,

en este trabajo, al aumentar el ninero de copias de este gen, controlado por el promotor

4DH/, tambich se observ6 rna disminuci6n en la producci6n de carotenoides totales del

30,3 %, pero sin un canbio significativo en la composici6n de ellos en comparaci6n a la

cepa silvestre, en oposici6n 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  4DJJ/

utilizado en este trabajo, ya que, como se menciond anteriomente dicho promotor no

habia sido utilizado previamente en X.  dendrowho2ts.  Otra variable puede ser el tamafio

de este promoter, que arbitrariamente fue de 500 pb. El tamafio de los promotores en S.

cerevz.sz.ae  es  variable  y  puede  oscilar  eutre  los  200  pb  hasta   1.500  pb,   y  en  X.

de#dror¢oas no hay estudios al respecto.

4.4.3 Gen cndr.

En este trabajo se estudi6 el efecto de alterar el flujo metab6lico en las etapas entre

P-caroteno  y  astaxantina,  catalizado  por  la  enzima  astaxantina  sintasa,  mediante  el

incremento de la dosis del gen crls. Las cepas con una y dos copias adicionales de este

gen  no  presentaron  cambios  fenotipicos  de  color evidentes  en  comparaci6n  a  la  cepa

parental (Figura  12). De hecho, el contenido de carotenoides totales no difiere al de  la

cepa  silvestre  parental.  Sin  embargo,  la  composici6n  de  los  pigmentos  muestra  un

aumento  en  el  conterido  de  astaxantina  y una  disminuci6n  de  los  otros  carotenoides

bicfclicos  intermediarios  entre  P-caroteno  y  astaxantina,  sugiriendo  que  su  catalisis
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estarl'a limitada por la cantidad de su sustrato, el P-caroteno. Estos resultados sugieren

que   para   lograr   rna  producci6n   de   astaxantina   significativamente   superior,   seria

necesario  incrementar ademds  la  sintesis  del  P<aroteno.  Por otra parte,  el P-caroteno

disminuy6  3,9  veces con respecto a la capa 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 .Y.  dejcc7ror*o"Ls la enzima CPR es

codificada por el gen crfR, la cual provee a la enzima astaxantina sintasa, los electrones

necesarios  para  la  oxigenaci6n  del  sustrato  (Alcaino  y  col,  2008).  Por  lo  tanto,  para

lograr una producci6n de astaxantina sighificativamente superior, sen'a necesario ademds

incrementar el n`inero de copia del gen cr{JZ.

El  aumento  de  copias  del  gen  crls  gatill6  un  leve  incremento  (1,8  veces)    de

carotenoides   monocfolicos,    coustituidos   principalmente   por   HDCO.    Este   hecho

confiman'a la participaci6n 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   rna   copia  adicional   de  cr/S)   u  homocigotas   (con   dos   copias

adicionales),  entonces  al  utilizar  el  promotor  7EF/   s6lo  bastan'a  con  la  condici6n

heterocigota para provocar el efecto en la composici6n de los carotenoides.
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5    PROYECCIONES

Con el objetivo de aumentar la sintesis de astaxantina en .X cJe;7dror¢ozts mediante

ingenieria metab6lica es importante estudiar los promotores de esta levadura, ya que es

fundamental  para  un  eficiente  sobreexpresi6n  de  genes.  Bajo  el  mismo  objetivo,  la

metodologia utilizada en este trabajo, Djv4 assemz)/er, permitin'a 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 producci6n de astaxantina en .X. c7e#c7ror¢oz/a es necesario ampliar

el conocimiento sobre esta levadura, ya que a`in se desconoce mucho sobre la biosintesis

del pigmento y su regulaci6n.  Seg`in los resultados revelados en este trabajo, un factor

critico para aumentar los carotenoides es la disponibilidad de precursores de 6stos. Por

ello, es inportante estudiar los genes que controlan su biosintesis, incluyendo la via del

mevalonato. En un futuro se podr'a sobreexpresar un gen participante en la sintesis de

precursores en conjunto con el gen crfyB, para aumentar la cantidad de carotenoides. Por

otra parte, nuestros resultados revelan que la sintesis de astaxantina desde a-caroteno es

un paso  limitante,  lo  que podria ser favorecido  con la sobreexpresi6n conjunta de  los

genes crts y crtR.
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6    CONCLUSIONES

•    El m6todo Djv4 assemb/er es rna herramienta ripida y efectiva para trasformar

.X  c7e#c7ror¢ows,  la cual pemite interrrmpir una zona de inter6s y aumentar la

dosis g6nica.

•     La  interrupci6n  en  el   locus  xfed  no  provoca  auxotrofia  ni  cambios   en  la

producci6n de carotenoides y es un buen blanco de integraci6n para el aumento

de la dosis g6nica en .X. de#c7ro;fows.

•      ha  cepa con dos  copias  adicionales  del gen  crfyB no present6  cambios  en  la

cantidad  de  carotenoides  totales  producidos,  pero  si  una  disminuci6n  en  el

contenido  de astaxantina y un aumento  en los  otros  carotenoides bicfclicos  en

comparaci6n con la capa parental.

•    Las cepas portadoras de copias adicionales del gen cr!J, presentaron rna menor

cantidad de carotenoides totales, sin canbios significativos en la composici6n de

pigmentos con respecto a la cepa parental.

•     Cepas con copias adicionales del gen crjs presentaron un mayor contehido de

carotenoides monociclicos y de astaxantina a costa de rna disminuci6n de otros

carotenoides bic{clicos.

•     Las  evidencias  sugieren que la sobreexpresi6n de un solo  gen no  es  suficiente

para aumentar la sintesis de astaxantina.

•    La  metodologi'a,  DN4  assemb/er,   es  una  potencial  herramienta  que  podr'a

facilitar  la  integraci6n  de  varios  genes  en  el  genoma  de  la  levadura  de  rna

manera m5s ripida a la transfomaci6n con vectores, hasta ahora utilizados.
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