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RESUMEN

La astaxantina (3, 3°-dihidroxi-B, B caroteno-4, 4’-diona) es un pigmento
carotenoide sintetizado por la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous, y su ol seria el
de proteger a la levadura contra el estrés oxidativo. En este microorganismo, las cinco
enzimas involucradas en la biosintesis de astaxantina a partir de IPP estdn codificadas
por los genes idi (isopentenil pirofosfato isomerasa), crtE (geranil pirofosfato sintasa),
crtYB (fitoeno — B — caroteno sintasa), crl (fitoeno desaturasa) y crtS (astaxantina
sintasa). No obstante, se conoce poco acerca de la regulacién de la carotenogénesis en X.
dendrorhous. En esta Tesis se estudié la expresion de los genes de carotenogénesis a
nivel de sus mRNAs y su correlacién con la produccién de astaxantina y sus
intermediarios, utilizando dos fuentes de carbono, una fermentable (glucosa) y otra
no fermentable (succinato). Se determiné que en succinato la produccién de pigmentos
es aproximadamente el doble que en glucosa y se inicia al principio de la fase
exponencial, mientras que en glucosa comienza en la fase estacionaria. Los genes idi,
crtE y crtS tienen un patrén de expresién similar en ambos medios de cultivo. En
cambio, el patrén de expresién de los genes crtl y crtYB durante la fase estacionaria,
es diferente en ambas condiciones: en succinato, el nivel de los mensajeros alternativos
de estos dos genes son mayores que sus respectivos mensajeros maduros, mientras que
en glucosa la situacion es a la inversa.

La identificacién y cuantificacién por HPLC de los carotenoides producidos en

fermentaciones en medio completo (YM) y medio minimo con succinato (MM)

peit




revelaron que el porcentaje de astaxantina es menor en YM que en MM (28 % y 87 %,
respectivamente) lo que sugiere una menor actividad astaxantina sintasa en YM. Sin
embargo, el gen de dicha enzima (crzS) se expresa en forma similar en ambos medios.
La diferencia mas notoria en cuanto a la expresién de los genes de carotenogénesis en
YM y MM es en el mensajero alternativo del gen cr, la cual es menor en YM que en
MM. No es posible establecer una correlacién cuantitativa entre el nivel de expresién de
los genes de las enzimas carotenogénicas y el nivel de los carotenoides producto de su
actividad, asi como tampoco una correlacién temporal entre los mismos. Esto sugiere
que podria existir algiin mecanismo de regulacién post-transcripcional.

En este trabajo se demostré que al agregar etanol al 0,2 % v/v a un cultivo en
fase estacionaria, los carotenoides aumentan un 31 % respecto al cultivo sin etanol y se
induce selectivamente la expresién de los genes exclusivos de la carotenogénesis cri/,
crtYB y crtS, mientras que los genes idi y crtE, que ademds participan en otras vias
metabdlicas, no aumentan su expresion luego de la adicién de este alcohol. .

Por otra parte, los datos experimentales acerca de la expresién de los genes de
carotenogénesis contrastan con los datos del andlisis bioinformético de las secuencias
promotoras de tales genes. No se encontraron secuencias de regulacién por oxigeno ni
por fuentes de carbono no fermentables. Sin embargo, se encontraron secuencias de
unién al factor Migl, el cual reprime la expresién de los genes blanco en presencia de
glucosa. El hallazgo de secuencias de unién al factor Migl en los genes crtl 'y crtYB en
ubicaciones similares respecto al coddn de inicio de la traduccion, asi como la expresion
diferencial de los mensajeros alternativo y maduro de los mismos, sugieren que estos

genes podrian tener un rol regulatorio en la via carotenogénica.
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ABSTRACT

Astaxanthin (3, 3' - dihydroxy-, P carotene-4, 4' - dione) is a carotenoid pigment
synthesized by Xanthophyllomyces dendrorhous, with a possible role in protecting the
yeast against oxidative stress. The genes that encode for the enzymes involved in the
biosynthesis of astaxanthin in this yeast include idi (isopentenyl pyrophosphate
isomerase), crtE (geranyl pyrophosphate synthase), crtYB (phytoene - B - carotene
synthase), crtI (phytoene desaturase) and crS (astaxanthin synthase). However, there is
a lack of information about how carotenogenesis is regulated in X. dendrorhous. In this
thesis, the process of carotenogenesis concerning the mRNAs of these genes and their
_ correlation with astaxanthin and intermediate carotenoids was studied using a
fermentable carbon source (glucose) and a non-fermentable one (succinate). Previously,
it was determined that in succinate, carotenoid production is approximately two-fold that
in glucose and starts at the beginning of the exponential phase whereas in glucose it
starts later, at the stationary phase. The genes idi, cr?E and crtS have a similar pattern of
expression in both media. However, the expression pattern of the genes cr¢f and crtYB is
different in both conditions: in succinate, the level of the alternative mRNAs of these
genes is higher than their respective mature mRNAs, whereas in glucose the level of
mature mRNAs is higher.

The identification and quantification by HPLC of the carotenoids produced in
fermentations in complete culture medium (YM) and in minimal medium (MM) with
succinate, revealed that the percentage of astaxanthin is lower in YM than in MM (28 %

and 87 %, respectively), suggesting a lower astaxanthin synthase activity in YM.
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Nevertheless, the crzS gene is expressed in a similar way in both culture media. The
most evident difference in the expression of the carotenogenesis genes in YM and MM
lies in the alternative messenger of the gene cr¢l, which is lower in YM than in MM. It
was not possible to establish a quantitative correlation between the level of expression of
carotenogenic enzymes and the level of carotenoids, which are the product of their
activity, as well as a temporal correlation between them, suggesting that some post-
transcriptional regulatory mechanism could exist.

In this work it was demonstrated that the addition of 0,2 % (v/v) ethanol to a
culture in stationary phase increased carotenoid production up to 31 % with respect to
the culture without ethanol, and the expression of the exclusive carotenogenic genes crzl,
crtYB and crtS is selectively induced, whereas the genes idi and crtE that participate in
other metabolic pathways, do not increase their expression after ethanol addition.

On the other hand, the experimental data on the expression of carotenogenic
genes contrasts with the data obtained by bioinformatic analysis of promoter sequences
of such genes. Regulating sequences by oxygen or by non-fermentable carbon sources
were not found. Nevertheless, sequences which bind the Migl factor, which represses
the expression of target genes in the presence of glucose were found. This finding in
genes crtl and crtYB in similar locations regarding the translation start-codon, as well as
the differential expression of the mature and alternative mRNAs of these genes, suggests

that they could have an important regulatory role in the carotenogenic pathway.
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1. INTRODUCCION

1.1. Carotenoides: estructura, propiedades y funciones.

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales que cumplen una gran
diversidad de funciones bioldgicas en précticamente todos los organismos (Britton,
1995). Son sintetizados por organismos fotosintéticos y no fotosintéticos, tanto
procariontes como eucariontes, mientras que los animales deben incorporarlos con la
dieta (Armstrong, 1994; Armstrong, 1997; Britton, 1998). Si bien se ha descrito una gran
variedad de compuestos (mds de 600), todos ellos presentan caracteristicas quimicas
comunes: estructura simétrica poli-isoprenoide, con una larga cadena alifitica con
dobles enlaces conjugados. Esta estructura bésica puede ser modificada de diversas
formas, tal como la adicién de grupos oxigenados, entre otras. Los carotenoides cuya
estructura es una cadena hidrocarbonada con extremos ciclicos o no ciclicos se
denominan carotenos, mientras que aquellos que tienen grupos oxigenados se
denominan xantofilas.

Los intensos colores amarillo, rojo y naranjo de estos pigmentos se originan por su
capacidad de absorber la Iuz entre los 400 y 500 nm, que les otorga funciones esenciales
en organismos fotosintéticos. Por un lado, colaboran en los sistemas antena en la
captacién de luz mediada por la clorofila, pero atin mds importante es su capacidad de
disipar el exceso de radiacidn que puede pasar al oxigeno, produciendo una forma téxica

denominada estado singlete o singulete (‘O,) (Armstrong, 1997; Britton, 1995). Otra

caracteristica de los carotenoides, que ha despertado gran interés por su repercusion en




la salud humana, es su capacidad de reaccionar con radicales derivados del oxigeno los
cuales producen dafio oxidativo en el DNA y proteinas (Valko y cols., 2006).

La naturaleza hidrofébica y la estructura de los carotenoides determinan su
localizacién en membranas y su orientacién, respectivamente. De esta forma, los
carotenos hidrocarbonados como el B-caroteno o el licopeno, permanecen totalmente
dentro de la bicapa lipidica, mientras que los que tienen sustituyentes polares (como por
ejemplo la zeaxantina) se encuenira atravesando la bicapa lipidica con sus grupos
polares hacia el exterior de la membrana, confiriéndole mayor rigidez y resistencia
mecanica (Gruszecki, 1999; Young y Lowe, 2001). Asi, la presencia de carotenoides en
membranas biolégicas tiene un profundo efecto en la fluidez, permeabilidad y
proteccién contra estrés oxidativo de las mismas (Britton, 1995). Finalmente, dentro de
sus funciones bioldgicas, los carotenoides pueden ser precursores de otros metabolitos
como vitamina A, 4cido retinoico (regulador del crecimiento celular), retinal (croméforo
de pigmentos visuales) y 4cido absicico (hormona vegetal) (Armstrong, 1994; Rock and

Zeevaart, 1991; Britton, 1998).

La astaxantina (3, 3’-dihidroxi-B, B-caroteno-4, 4’-diona) es un carotenoide del
grupo de las xantofilas de gran interés biotecnoldgico ya que debe suministrarse en el
alimento de salmdnidos criados en cautiverio. Esto se debe bédsicamente a que el salmén,
asi como otros animales, no sintetiza astaxantina de novo, razén por la cual debe
ingerirla en la dieta para que su carne adquiera la coloracién adecuada requerida por los
consumidores (Higuera-Ciapara y cols., 2006). La astaxantina es sintetizada por unos

pocos microorganismos tales como bacterias marinas (4grobacterium aurantiacum,




Pseudomonas sp. y Flavobacterium sp) (Liaaen-Jensen, 1998), el alga Haematococcus
pluvialis (Lorenz y Cysewski, 2000) y la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous
(Andrewes y cols., 1976). Las tnicas potenciales fuentes naturales de astaxantina son la
levadura X. dendrorhous y el alga unicelular H. pluvialis. Estudios recientes mostraron
que la productividad de astaxantina (ig / g de biomasa) es mayor en H. pluvialis que en
X. dendrorhous (Dominguez — Bocanegra y cols., 2007). Ademds, a diferencia de X.
dendrorhous, H. pluvialis, es un organismo muy exigente en cuanto a las condiciones de
cultivo para alcanzar una elevada pigmentacion, los sustratos para su crecimiento son
mas costosos, crece mds lento y se contamina ficilmente con protozoos. Por estas
razones, la levadura X. dendrorhous resulta atractiva como modelo de estudio de la

carotenogénesis para la produccidn de astaxantina natural.

1.2. Xanthophyllomyces dendrorhous y produccion de carotenoides.

X. dendrorhous (Golubev, 1995) es una levadura basidiomicete que fue
inicialmente aislada de exudados de arboles de regiones montafiosas y frias del
hemisferio norte (Johnson, 2003). Recientemente fue aislada también de hongos de la
Patagonia Argentina (Libkind y cols., 2007). X. dendrorhous sintetiza astaxantina como
principal carotenoide (Andrewes y cols., 1976) y es la tnica entre las levaduras

carotenogénicas, capaz de fermentar la glucosa con produccidn de etanol.

El desarrollo comercial de X. dendrorhous como fuente natural de astaxantina es
ain inviable debido a la baja produccidn de pigmento en las cepas silvestres. Este hecho,

ha motivado el desarrollo de nuevas variedades que puedan producir un mayor




contenido de astaxantina mediante mutagénesis con luz ultravioleta (Retamales y cols.,
1998) o agentes quimicos como nitrosoguanidina y etil-metano-sulfonato (An y cols.,
1989; Lewis y cols., 1990; An, 1997; Bon y cols., 1997; Retamales y cols., 1998). Sin
embargo, la mutacidn al azar ha generado efectos no deseados como inestabilidad
genética, falta de reproducibilidad en fermentaciones industriales, y una disminucién en
la produccién de biomasa de las cepas sobreproductoras en comparacién con las cepas
silvestres (Johnson y Schroeder, 1995). Por otra parte, se han estudiado las condiciones
de cultivo que permiten una mayor velocidad de crecimiento y produccién de
astaxantina tanto en cepas silvestres como mutantes. De esta forma, se ha determinado el
efecto del pH (Hu y cols., 2006), concentracién de glucosa (Hu y cols., 2005; Yamane y
cols., 1997), concentracién de las fuentes de carbono y nitrégeno (Flores-Cotera y cols.,
2001), aireacién del cultivo y transferencia de oxigeno (Yamane y cols., 1997; Liu y
cols., 2006) y de la luz (An y Johnson, 1990). No obstante que los trabajos mencionados
han aportado informacién 1til en cuanto a la fisiologia de la levadura, la aplicacién de
técnicas tfradicionales como mutagénesis al azar y optimizacién de las condiciones de
cultivo no han conducido a resultados satisfactorios desde el punto de vista
biotecnoldgico o industrial. Sin embargo, el reciente aislamiento de los genes que
codifican las enzimas de la ruta de biosintesis de astaxantina permite una nueva
aproximacion al problema. El conocimiento de los mecanismos de regulacién de la via

carotenogénica serd un aporte fundamental, aplicable a la produccién de astaxantina a

partir de fuentes naturales como X. dendrorhous.




1.3. Genética molecular de la sintesis de carotenoides en X. dendrorhous.

La Figura 1 muestra la ruta de biosintesis de carotenoides, estrechamente
vinculada a la ruta de sintesis de isoprenoides. Esta comienza tempranamente con la via
del mevalonato: 3 moléculas de acetil-CoA se condensan para formar mevalonato.
Luego el mevalonato da Iugar a la formacién del metabolito central de 5 carbonos
denominado isopentenil pirofosfato (IPP) que es el precursor general de todos los
isoprenoides (Visser y cols., 2003). La biosintesis temprana y no especifica de los
carotenoides comienza con la isomerizacion del IPP a dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
paso reversible catalizado por la enzima IPP isomerasa. En X. dendrorhous, se ha
aislado un gen (idi) y el cDNA correspondiente que codifica para esta enzima (Kajiwara
y cols., 1997).

El siguiente paso de la ruta es la sintesis del precursor de 20 4dtomos de carbono
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), por la adicién secuencial de tres moléculas de IPP al
DMAPP (Figura 1). Este paso estd catalizado por la enzima GGPP sintasa. En X
dendrorhous, se ha aislado el cDNA del gen cr¢E que codifica para esta enzima (Patente
WQ09723633 y en nuestro laboratorio se dispone de su versién genémica y de su cDNA).
La sintesis de fitoeno a partir de la condensacién de dos moléculas de GGPP, es el
primer paso especifico en la sintesis de carotenoides, controlado por el gen crtYB cuyo
producto es la enzima bifuncional fitoeno-8-caroteno sintasa (Verdoes y cols., 1999a;
Alcaino, 2002) (Figura 1). El gen que codifica esta novedosa clase de enzima

carotenogénica es propio de hongos y ha sido también aislado en ascomicetes como



. 3hidroxi-
Agef"\"m 3metilglutaril = Mevalonato => pp
o CoA
HMG CoA ﬁ IPP isomerasa
reductasa (idi)
DMAPP
GGPP sintasa
(crtE)
GGPP

Fitoeno-B-caroteno
sintasa (crtYB)

Toruleno ——=sssses—m Fitoeno
; (neurosporeno) I Fitoeno desaturasa
: Astaxantina
Corouncidos | | s 9 e
Licopeno
OH-ceto-Toruleno Fitoeno-B-caroteno
L (HDCO) (y — caroteno) sintasa (crtYB)
> %/L\/\/\/\/\/ \I/\I N
Sl (s B-caroteno

an S HDCO

(equinenona) f Astaxantina |  Carotenoides

(hidroxiequinenona) . o
(fenicoxantina) sintasa (crtS) > diciclicos

Astaxantina J

OH

RN R N R N R RS

Figura 1: Ruta de biosintesis de carotenoides de X. dendrorhous diciclica y
monociclica. IPP, isopentenil-pirofosfato. DMAPP, dimetil-alil pirofosfato. GGPP,
geranilgeranil-pirofosfato. Los carotenoides estdn sefialados en anaranjado. Los
intermediarios de las reacciones de carotenogénesis estdn seflalados en azul. Las
enzimas de la via estan sefialadas en rojo y entre paréntesis se indica el nombre del gen
correspondiente. Adaptado de Verdoes y cols. (2003).




Neurospora crassa (Arrach y cols,, 2002), y zigomycetes como Phycomyces
blakesleeanus (Arrach y cols., 2001) y Mucor circinelloides (Velayos y cols., 2000).

El siguiente paso en la ruta de sintesis consiste en 4 desaturaciones sucesivas del
fitoeno para dar licopeno, paso catalizado por la enzima fitoeno desaturasa (Figura 1).
En X. dendrorhous, se ha aislado el gen crtl que codifica para esta enzima y también su
cDNA (Verdoes y cols., 1999 b; Ledn, 2000). En hongos, la enzima fitoeno desaturasa
cataliza las 4 reacciones de desaturacién. En plantas, las desaturaciones estdn catalizadas
por dos enzimas: fitoeno desaturasa y {-caroteno desaturasa (Hirschberg, 1998). A partir
de la sintesis de neurosporeno o licopeno, se genera la enorme diversidad de estructuras
quimicas que caracterizan a los carotenoides, y por consiguiente, existe una gran
diversidad de enzimas que modifican la estructura basica (Hirschberg, 1998).

En el caso de X. dendrorhous, la ruta de biosintesis contintia con la ciclacidn de
los extremos del licopeno para dar B-caroteno, reaccién catalizada por la enzima
bifuncional fitoeno-B-caroteno sintasa, producto del gen crtYB. Esta enzima posee dos
dominios, uno con actividad fitoeno sintasa ubicado en la regién carboxilo terminal, y un
dominio licopeno ciclasa ubicado en la regién amino terminal (Sieiro y cols., 2003). En
eubacterias, algas y plantas esta reaccion es llevada a cabo por una enzima
monofuncional Ilamada licopeno-B-ciclasa codificada por los genes cril o crtY,
dependiendo del organismo. La informacién obtenida hasta el momento permite postular
que la clase tinica de enzima fitoeno-3-caroteno sintasa fue adquirida en forma temprana
en la evolucién de los hongos, antes de la separacion de los tres grupos taxondmicos

zigomicetes, ascomicetes y basidiomicetes.




Finalmente, al B-caroteno se adicionan grupos ceto en las posiciones 4 y 4', y
ademads es hidroxilado en las posiciones 3 y 3°, dando lugar a la astaxantina (Figura 1).
Como consecuencia de estas reacciones, se forman 3 intermediarios: equinenona,
hidroxiequinenona y fenicoxantina. Todas estas reacciones son catalizadas por la enzima
astaxantina sintasa la cual es codificada por el gen crtS (Ojima y cols., 2006). Este gen
codifica para una enzima tipo citocromo P450 hidroxilasa que cataliza la adicién de
grupos ceto e hidroxilo al B-caroteno para convertirlo en astaxantina. En H. pluvialis, se
han aislado dos genes distintos que codifican las actividades hidroxilasa y oxigenasa
respectivamente (Cunningham y Gantt, 1998; Linden, 1999). Paralelamente, la levadura
produce cantidades menores de carotenoides monociclicos como toruleno e hidroxi-ceto-
toruleno (HDCO) (An y cols., 1999). El HDCO es un carotenoide monociclico que se
produce por desaturacién del gama caroteno por la enzima fitoeno desaturasa (crzl) para
formar toruleno y la posterior adicién de grupos ceto e hidroxilo al toruleno por la
enzima astaxantina sintasa. La competencia por el licopeno entre la desaturasa (crzl) y la

ciclasa (crtYB) regularia el flujo metabdlico hacia HDCO o hacia astaxantina.

1.4. Regulacién de la biosintesis de carotenoides.

Se conoce poco acerca de la regulacion de la expresién de los genes de
carotenogénesis en X. dendrorhous. Se ha sugerido que el rol de la astaxantina en esta
levadura podria ser el de proteger a la célula del dafio oxidativo producido por especies
reactivas de oxigeno (ROS) o por radicales peréxido (R-O,) (Schroeder y Johnson,
1993; Schroeder y Johnson, 1995 b). Estos compuestos alteran la cantidad de pigmentos

en la célula (Liu y Wu, 2006) pero no se sabe si la expresién de los genes que controlan




a las enzimas carotenogénicas se ve afectada por dichos compuestos. Uno de ellos,
conocido como oxigeno singulete (‘0,) aumenta la produccién de pigmentos, mientras
que el radical peréxido la disminuye por degradacidn oxidativa de los carotenoides
(Schroeder y Johnson, 1995 a). Estas observaciones sugieren una regulacién de la via
carotenogénica de tipo inhibicién por el producto final astaxantina. Otro posible
mecanismo de regulacion de la carotenogénesis fue descrito en nuestro laboratorio y se
relaciona con un tipo de procesamiento de los transcritos de los genes crtl y crtYB
conducente a la formacién de mRNAs alternativos, que poseen codones de término
prematuros de la traduccion y por lo tanto no producirian proteina activa (Lodato y cols.,
2003). La relacion mRNA maduro/mRNA alternativo del gen cr¢/ disminuye con la edad
de los cultivos, al igual que el contenido celular de carotenoides.

Por otra parte, X. dendrorhous es la tnica levadura carotenogénica capaz de
fermentar glucosa y producir etanol, el resto de las levaduras pigmentadas son
estrictamente aerobias. Luego que la fermentacién ha terminado, los compuestos no
fermentables producidos durante la fermentacién son metabolizados (Kruckeberg y
Dickinson, 2004). Adicionalmente, X. dendrorhous puede utilizar ciertos compuestos no
fermentables como succinato, como tnica fuente de carbono y energia (Golubev, 1995).
En la Figura 2 se muestra un esquema del metabolismo de la fuente de carbono y su
relacién con la produccién de carotenoides. Muchos de estos compuestos como etanol,
glicerol o acetato, son producidos y excretados al medio durante el metabolismo
fermentativo. Para poder crecer con este tipo de compuestos, como tnica fuente de

carbono y energia, las células deben obtener NADPH y varios intermediarios para la
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Figura 2: Utilizacién de la glucosa, etanol y succinato esquematizadas en base a lo que
sucede en S. cerevisiae.
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biosintesis reductora, entre ellos piruvato, por medio de la ruta gluconeogénica (Walker,
1998). El piruvato puede ser transformado en acetil-CoA, el cual alimenta la ruta de
biosintesis de carotenoides. Uno de los productos mas comunes de la fermentacion es el
etanol, que es metabolizado en la via gluconeogénica. En primer lugar el etanol es
oxidado a acetaldehido y luego este es transformado en acetato. Posteriormente el
acetato es convertido en acetil-CoA, el cual puede ser utilizado para producir
mevalonato y posteriormente carotenoides (Flores y cols., 2000). Muchos acidos
orgdnicos como el succinato son metabolizados por medio del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA). La utilizacion de este tipo de compuestos también conduce a la
formacidn de piruvato, y posteriormente a acetil Co-A (Kruckeberg y Dickinson, 2004).
Yamane y cols. (1997) establecieron que durante el metabolismo fermentativo la tasa de
produccién de astaxantina disminuye y que durante el metabolismo aerobio, aumenta.
Johnson y Lewis (1979) también observaron que un exceso de glucosa y una reducida
disponibilidad de oxigeno, disminuyen la produccién de carotenoides.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que la produccién de
carotenoides se induce cuando la glucosa se agota en el medio de cultivo y cuando
comienza a utilizarse el etanol (no fermentable) que se produce por fermentacién de la
glucosa en la fase exponencial de crecimiento (Lodato y cols., 2007). Gu y cols. (1997)
demostraron que la adicién de etanol a cultivos de X. dendrorhous en medio YM
aumentaba la produccién de pigmentos en cepas mutantes. En nuestro laboratorio hemos
determinado que los niveles de etanol alcanzados en medio YM suplementado con

glucosa fueron de aproximadamente 2 g/l mientras que en medio YM sin glucosa, en los




cuales la pigmentacién es muy baja, los niveles de etanol fueron de solamente 0,2 g/l.
Estos resultados sugieren que el etanol podria estar relacionado con la carotenogénesis.

La regulacién de la carotenogénesis ha sido mds intensamente estudiada en H.
pluvialis. La sintesis de astaxantina en dicho organismo se induce bajo condiciones de
estrés como un exceso de iluminacidn, deficiencia de nitrégeno y estrés salino. En estas
condiciones aumenta el nivel de los mensajeros para IPP isomerasa (Sun y cols., 1998),
fitoeno sintasa (Steinbrenner y Linden, 2001), fitoeno desaturasa (Grunewald y cols.,
2000), B-caroteno hidroxilasa (Linden, 1999; Steinbrenner y Linden, 2001) y B-caroteno
oxigenasa (Sun y cols., 1998). Con respecto a X. dendrorhous, se observé que la
expresion de los mRNAs de los genes de carotenogénesis se induce cuando se agota la
glucosa y comienza a aparecer etanol en el medio de cultivo.

En base a lo anteriormente expuesto, se puede decir que la sintesis de
carotenoides es un proceso complejo que estaria regulado a varios niveles. En primer
lugar, la expresion de los genes que codifican a las enzimas carotenogénicas estaria
regulada a nivel transcripcional en etapas tempranas del ciclo de crecimiento, en
respuesta a factores definidos por las condiciones metabodlicas. Posteriormente, actuarian
mecanismos de regulacién post-transcripcional como el procesamiento alternativo y
post-traduccional, posiblemente en respuesta a niveles de estrés oxidativo y/o inhibicién

por producto, lo cual daria lugar a la sintesis de carotenoides.
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HIPOTESIS

El metabolismo aerobio favorece la produccién de carotenoides. Puesto que la
induccién de la expresién de los genes de carotenogénesis coincide con el agotamiento
de la glucosa y con la aparicién de etanol en el medio de cultivo, y que bajo condiciones
de metabolismo aerobio se observa un perfil de carotenoides intermediarios de la via
biosintética diferente al observado durante el metabolismo fermentativo se postula que:
En X. dendrorhous la expresién de los genes de carotenogénesis y la coordinacién
funcional de sus enzimas ocurriria antes de la induccién de la sintesis de pigmentos y
dependeria del tipo de metabolismo y de la fase del ciclo de crecimiento en que se

encuentran las células.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la organizacién gendmica funcional de los genes estructurales de la
carotenogénesis y los mecanismos de regulacién que operan en la sintesis de astaxantina,
a nivel de los mRNAs de dichos genes y pigmentos producidos durante el ciclo de

crecimiento de X. dendrorhous.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estudiar el proceso de carotenogénesis a nivel de los mRNAs de los genes estructurales
de la carotenogénesis y su correlacién con los pigmentos producidos utilizando una
fuente de carbono fermentable y una no fermentable en un medio quimicamente

definido.

2- Estudiar las condiciones de cultivo en que ocurre la induccion de la biosintesis de

carotenoides.

3- Analizar, mediante herramientas bioinformaticas, la regién promotora de los
genes estructurales de carotenogénesis con el objetivo de encontrar secuencias comunes

que sugieran un posible mecanismo de regulacion de los mismos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepa utilizada y condiciones de cultivo.
La cepa de X. dendrorhous utilizada en este trabajo fue la cepa silvestre UCD 67-

385 (ATCC 24230) la cual fue obtenida del American Type Culture Collection (ATCC).

2.1.1. Cultivo en matraces.

X dendrorhous se cultivé en matraces de 250 mi con 50 ml de medio YM con la
siguiente composicién: 0,3 % de extracto de malta, 0,5 % de bactopeptona, 0,3 % de
extracto de levadura y glucosa al 1 % (An y cols., 1989). En los cultivos realizados con
las otras fuentes de carbono se sustituyé la glucosa por glicerol al 1 %, succinato o
xilosa. Los cultivos se mantuvieron por 5-7 dias a 200 rpm y 22 °C. Los cultivos
descritos en el punto 3.4 fueron realizados en matraces con 200 ml de medio YM
succinato y con suministro de aire directamente al medio de cultivo de 1; 7,4 y 18,4

Vmin.

2.1.2. Cultivo en fermentador.

La cepa silvestre de X. dendrorhous se creci6 en un fermentador (New Brunswick)
y se colectaron muestras a distintos tiempos para extraer carotenoides, determinar
biomasa y extraer RNA total. Se preparé un pre-cultivo en un matraz de 1 1 con
hendiduras conteniendo 400 ml de medio el cual fue inoculado con 4 ml de un cultivo de
2 dias. El fermentador con 9,5 1 de medio y 450 pul de antiespumante de silicona (1520

EU, Dow Corning) se inoculd con 500 ml del pre-cultivo. La temperatura se controlé a
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22 °C £ 1 °Cy la agitacién fue de 300 rpm. Se inyecté aire estéril a una velocidad de 13
1/min. Las muestras para extraccién de carotenoides y RNA se centrifugaron a 1.300 x. g
durante 10 min para obtener los sedimentos celulares, los cuales fueron inmediatamente
congelados en nitrégeno liquido y almacenados a - 70 °C hasta su procesamiento. Para la
fermentacién en YM sin glucosa, el fermentador fue inoculado con 500 ml de medio de
cultivo y el aire fue mantenido en un flujo de 13 ¥/ min. Luego de comprobar que la
densidad Optica se mantiene constante por al menos 3 determinaciones seguidas a

intervalos de entre 6 y 10 h (aproximadamente 19 h), se adiciond etanol al cultivo.

2.2. Técnicas de biologia molecular.

2.2.1. Extraccién de RNA total de X. dendrorhous.

Se realizé de acuerdo al método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987),
modificado para X. dendrorhous. Se adicionaron al sedimento celular proveniente de 12-
40 ml de cultivo, 5 ml de solucién de Chomczynski con fenol (solucién Ch-P)
(Chomczynski y Sacchi, 1987) junto con 3 ml de perlas de vidrio (Sigma, 425-600 pum).
La ruptura de las células se realizé por agitacién en vértex a méxima velocidad por 5
min. La mezcla se incub6 por 10 min a temperatura ambiente y luego se agregaron 0,2
ml de cloroformo por cada ml de solucién Ch-P. Se agité manualmente y se incubé a
temperatura ambiente por 5 min. Luego se centrifugd a 12.100 x g y la fase acuosa se
pas6 a un tubo estéril. Esta fase acuosa fue lavada 2 veces con fenol-cloroformo para
eliminar posibles restos celulares y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo estéril

donde se agreg6 un volumen de isopropanol. Se incubé durante toda la noche a - 20 °C y
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luego el RNA se precipité por centrifugacién a 12.100 x g durante 10 min a 4 °C. El
precipitado de RNA se lavé con 1 ml de etanol 75 %. El RNA se resuspendi6 en agua
(tratada con DEPC) y luego se almacené a - 70 °C. La concentracién de RNA se
determiné espectrofotométricamente a 260 nm y la integridad del RNA se analizé por

electroforesis en geles de agarosa desnaturantes (Sambrook y Russell, 2001).

2.2.2. Transcripcion reversa (RT).

La reaccion RT se efectué en un volumen de 20 pl con 3 o 4 pug de RNA total, 75
pmol de oligodTis.15 , 0,5 mM de dNTPs y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV
(Fermentas). La mezcla de reaccidn se incubd por 60 min a 42 °C y luego se calent6 10

min a 65 °C.

2.2.3. Amplificacibn por PCR para determinar los niveles relativos de los
mensajeros de carotenogénesis.

Los partidores que se disefiaron para la deteccién de los cDNAs de los distintos
genes se muestran en la Tabla 1. Las secuencias de los partidores se disefiaron segtin las
secuencias publicadas de la cepa CBS 6938 y las de la cepa UCD 67-385 (Alcaino,
2002; Leon, 2000). Los ntimeros de acceso de la base de datos GenBank de los genes
cuya expresion se analizd en esta Tesis son: act, X89898; crtE DQ012943; idi, Y15811;

crtl, DQ028748; crtYB, DQO16503; crtS, DQO02006.




Tabla 1. Partidores utilizados
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Gen |Partidor |Secuencia5’—3 @ Localizacién @
act ACT3 F actcctacgttggtgacgag Entre exdén 4-5 (1345)
ACT4 R tcaagtctcgaccggccaag Exon 5 (1801)
crtl CRTI2 F agctatcatcgtgggatgtgg Entre exén 1-2 (764)
{(especifico para mRNA maduro)
CRTH F agct?.tc':atcgtggtttaatcc . Entre exén 1 e intrdén 1 (764)
(especifico para mRNA alternativo)
CRTI8 R tgtccagatagactcgaagg Entre exén 8-9 (1991)
ertYB | CRTYBI11 F gcatattaccagatccatctg Entre exén 1-2 (1603)
(especifico para mRNA maduro) .
CRTYBI2 F gtgtgcatatgtgttgcaacc Entre intron 1 y exén 2 (1658)
(especifico mRNA alte;‘natlvo) Exon 3 (2405)
CRTYBI16 R ttgaccgacagcaacataatc
crtE CRTE21 F ttcagtcttctgagtatgcece Entre exones 7-8 (6280)
CRTE22 R cattgcgagaagacgaagact (7136)
idi IDI31 F tacgatgaggagcaggtcag Exén 1-2 (1044)
IDI32 R ccgagagatcctccaacgat Ex6n 5 (2232)
ast AST1 F catcctctcagetegtacagg Entre exones 2-3 (775)
AST?2 R gtctcegtttcatagttegg Entre exones 7-8 (1857)

(1) F, directo; R, reverso

(2) Los mimeros entre paréntesis indican la posicién del partidor en pares de

secuencias publicadas en la base de datos GenBank.

bases dentro de las
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Las reacciones de PCR se realizaron con 2 U de Tag pol (Genlab) en un volumen
final de 25 pl con los siguientes componentes: 2,5 pl de 10 x Tagq buffer; 0,5 pl de
dNTPs 10 mM, 1 pl de cada partidor 25 pM, 2 pl de reaccion RT con cDNA de hebra
simple y agua. Las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador DNA Thermal
Cycler 2400 (Perkin-Elmer) con el siguiente programa: 95 °C por 3 min, 28 ciclos de 94
°C por 30 s, 55 °C por 30 s y 72 °C por 3 min, y una extension final de 72 °C por 10
min. Se corrieron en geles de agarosa volimenes iguales de las reacciones de PCR y los
productos se visualizaron por tincién con bromuro de etidio. La cantidad de producto de
amplificacion se cuantific6 con el programa Kodak Digital Science 1 D Analysis
Software y con el programa Image J (Wayne Rasband, National Institute of Health
(NIH), 1997). En ambos programas se empled como referencia un marcador de PM de
concentracion conocida (100 bp DNA Ladder, Fermentas). Para normalizar la cantidad
de producto amplificado debido a las variaciones entre muestras producidas por la
eficiencia de las reacciones RT y PCR, se amplificé el cDNA del mensajero de actina
(act). El mensajero de actina se ha utilizado en Aspergillus niger para normalizar la
expresion de mensajeros en distintos momentos de cultivo (Ngiam y cols., 2000). En
nuestros experimentos, se observé que los niveles del mensajero de actina se mantienen
aproximadamente constante a lo largo del ciclo de crecimiento. Los partidores para la

amplificacién del ¢cDNA act se disefiaron segin la secuencia publicada para X

dendrorhous (Wery y cols., 1996).
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2.2.4. Electroforesis de DNA.
Para visualizar los productos de PCR, se utilizaron geles de agarosa preparados en
amortiguador TAE 0,5 X con una concentracién de agarosa entre 1,5 y 3 %. Como

estandar de peso molecular se utilizé 100 bp DNA. Ladder (Winkler o Fermentas).

2.2.5. Analisis bioinformatico de secuencias promotoras.

Los sitios de unién a factores de transcripcion fueron buscados con el
programa Promo 2.0 (Messeguer y cols., 2002; Farré y cols., 2003). La base de datos
utilizada para elegir los factores de transcripcidn y sus respectivas secuencias
regulatorias fue TRANSFAC (BIOBASE: Biological Databases / Biologische
Datenbanken GMBH). Las secuencias de nucleétidos se alinearon con el programa
CLUSTAL W, version 1.8. Las secuencias fueron aleatorizadas con el programa
disponible en Biotechnology Computing Facility desarrollado por Arizona Research

Laboratories.

2.3. Técnicas bioquimicas.
2.3.1. Determinacion de glucosa.

La determinacién de glucosa se realizé por el método UV de Boehringer
Mannheim. Este método se basa en la oxidacion de la glucosa a D-gluconato-6-fosfato
con las enzimas hexoquinasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, con formacién de
NADP reducido el cual se determina a 340 nm. Las reacciones se hicieron segin las

instrucciones del proveedor utilizando como sustrato diluciones adecuadas de las

muestras.
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2.3.2. Determinacién de etanol.

La determinacién de etanol se realizé por el método UV de Boehringer Mannheim.
Este método se basa en la oxidacién del etanol a acetato con las enzimas alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa. La formacién de NAD reducido se sigue a
340 nm. Las reacciones se hicieron segun las instrucciones del proveedor utilizando
como sustrato diluciones adecuadas de las muestras. También fue utilizado el kit para la
determinacién de etanol Quantichrom (DIET-500). Este método se basa en la reduccién

de dicromato por etanol a un producto crémico (Cr’*) azulado el cual se mide a 580 nm.

2.3.3. Extraccion de carotenoides.

Para la extraccion de carotenoides se utilizé el método de An y cols. (1989) con
algunas modificaciones. Se centrifugaron entre 5 y 20 ml de cultivo y al sedimento
celular se agrego entre 1 y 3 ml de acetona (Merck) segtin la biomasa obtenida, m4s un
volumen de perlas de vidrio (Sigma, 425-600 pum). La ruptura celular se realizé por
agitaciéon en vortex a méxima velocidad durante 1 min. Luego se recuperd la fase
orgdnica por centrifugacion a 12.100 x g a 4°C. Este procedimiento se repiti hasta que
los restos celulares se volvieron blancos. Los extractos de acetona se combinaron y se
centrifugaron nuevamente a 12.100 x g para eliminar restos celulares. Luego, todo el
pigmento en acetona se extrajo con éter de petrdleo (Mallinckrodt) y se midi6 el
volumen recuperado de éter de petréleo. Se determind la absorbancia del extracto a 474
nm, que es el miximo de absorbancia de astaxantina en éter de petréleo. Para la

cuantificacién del contenido celular de carotenoides (ug de carotenoides / g de peso
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seco) se utilizd el coeficiente de extincion 1 % = 2100 (la absorbancia medida a 474 nm
de longitud de onda de una solucién de astaxantina al 1 % en éter de petrdleo tiene un

valor de 2100) (An y cols., 1989).

2.3.4. Anilisis de carotenoides por HPLC.

Los extractos de los carotenoides fueron separados por HPLC utilizando una
columna HYPERSYL C18 de 25 cm o una columna Lichrocart RP-18 (5 pum) de 15 cm
(Merck). La fase mévil fue acetonitrilo : metanol : isopropanol (85 : 10 : 5, v/v), con un
flyjo de 1 ml/min en condiciones isocrdticas. Los espectros de cada pico fueron
recuperados utilizando un detector con arreglo de diodos. La identificaciéon de los
carotenoides se realiz6 en base a sus espectros de absorcidn, tiempos de retencién y a su
comparacion con estdndares especificos. Los estdndares de astaxantina y beta caroteno
fueron obtenidos comercialmente. Los restantes fueron obtenidos por transformacién de
E. coli con plasmidos portadores de genes de carotenogénesis provenientes de diversos

organismos.

2.3.5. Determinacién de biomasa.

La concentracién celular se determind por medicion de densidad ptica a 560 nm o
por recuento del niimero total de células en una cdmara de Neubauer por triplicado. En
los gréficos se presenta el promedio para cada punto. Para la determinacién de peso
seco, se centrifugaron 3 ml de cultivo en tubos Eppendorf y luego los sedimentos

celulares se secaron a 80 °C durante 12 h.



3. RESULTADOS

3.1. Estudio del efecto de distintas fuentes de carbono en la carotenogénesis.

Para estudiar en forma preliminar el efecto de la fuente de carbono en la
produccién de carotenoides, se determind cuales eran las fuentes de carbono en las
cuales la cepa silvestre de X. dendrorhous (UCD 67 — 385) tenia una mayor
pigmentacién que en glucosa. Para ello se crecié la cepa mencionada en medio YM
(medio completo) sdlido, suplementado con distintas fuentes de carbono al 1% p/v
(Tabla 2). En base a los resultados mostrados en la Tabla 2, se cuantificaron los
carotenoides producidos en YM liquido suplementado con glucosa, glicerol, succinato y
xilosa respectivamente al cabo de 5 y 7 dias de cultivo. La Figura 3A muestra que el
mayor contenido celular de carotenoides (ug de carotenoides / g de peso seco) se obtiene
en succinato, en tanto que en glucosa se obtiene el menor. Ademas, en todas las fuentes
de carbono no fermentables el contenido celular de carotenoides es mayor que en
glucosa. Los carotenoides no tienen un aumento significativo a los 7 dias de cultivo con
respecto a los 5 dias, excepto para el caso del glicerol. Probablemente debido a que este
compuesto estimula la produccién de carotenoides en la etapa de maduracién, es decir
durante la fase estacionaria. El mayor rendimiento de biomasa fue observado en glicerol
y el menor en succinato (Figura 3C). En la Figura 3B se muestra la produccidn total de
carotenoides (ug de carotenoides / ml de medio de cultivo) en distintas fuentes de
carbono y se observa que es mayor en glicerol lo cual se debe a que la produccién de

biomasa es elevada (Figura 3C). Si bien en succinato la biomasa es baja, la produccién
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Tabla 2: Pigmentacién de la cepa silvestre de X. dendrorhous en medio sélido
suplementado con distintas fuentes de carbono al 1 % p/v.

Fuente de carbono Fermentable Pigmentacion
Acetato de potasio No +
Acido citrico No +
Sacarosa Si +
Glucosa Si +
Maltosa Si +
Almidén No +
Succinato No +H++
Glicerol No ++
Xilosa No +++
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total de carotenoides no lo es, dado que el contenido celular de carotenoides es mayor
(Figura 3A).

Posteriormente los carotenoides producidos en los distintos medios al cabo de 5
dias fueron analizados por HPLC. La Tabla 3 muestra que la astaxantina es el
carotenoide principal en todas las condiciones de cultivo. Ademds, se observa que en
xilosa los carotenoides monociclicos se acumulan en mayor cantidad que en el resto de

las fuentes de carbono estudiadas.

3.2. Crecimiento de X. dendrorhous en fermentador en medio YM con succinato.
Con el objetivo de estudiar la expresién de los genes de carotenogénesis y la
produccién de carotenoides en presencia de una fuente de carbono no fermentable, se

cultivd la cepa silvestre en un fermentador con medio YM suplementado con succinato.

3.2.1. Andlisis de la produccién de biomasa y carotenoides a lo largo del ciclo de
vida.

La Figura 4 muestra el crecimiento y produccion de carotenoides de la cepa
silvestre en YM succinato (A) y en YM glucosa (B) (Lodato y cols., 2003). Se observa
que el contenido celular de carotenoides alcanza un valor de 360 ug/g en succinato, el
cual es mayor que el alcanzado en YM glucosa (186 pg/g) (Lodato y cols., 2003).
Ademds, a diferencia de lo que ocurre en glucosa, donde la carotenogénesis se induce en
la fase estacionaria, la sintesis de carotenoides comienza al principio de la fase

exponencial (Figura 4A).
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Tabla 3: Distribucion porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en

distintas fuentes de carbono.

precursores de

Astaxantina astaxanting By v caroteno monociclicos
Glucosa 90 3,2 0,7 6,0
Glicerol ) 1,8 0,7 5,8
Succinato 89 2,0 1,0 7.4
Xilosa 87 1,1 0,7 10,6

Los carotenoides de la cepa silvestre crecida durante 5 dias en la fuente de carbono
indicada (1 % p/p), fueron extraidos y analizados mediante HPLC. Los valores de
carotenoides para cada fuente de carbono se expresan en porcentaje. Precursores de
astaxantina incluyen: equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina. Monociclicos

incluyen: hidroxi-ceto-toruleno (HDCO) y toruleno.
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Carotenoides (ug x g'1)

Figura 4. Produccion de carotenoides por X. dendrorhous UCD 67-385 en YM

succinato (A) y en YM glucosa (B) en un fermentador en ‘batch’. Simbolos: (®),
crecimiento; (V), carotenoides; (¢), etanol; (A), glucosa. El 100 % del porcentaje de
crecimiento corresponde a 1,92 x 10® células/ml en YM succinato. Figura 4B tomada de
Lodato y cols. (2003).
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En la Tabla 4 se muestran los pardmetros de crecimiento analizados en YM
succinato. La biomasa alcanzada en YM succinato fue menor que la alcanzada en
glucosa (Lodato y cols., 2003). El rendimiento de carotenoides por unidad de sustrato en
YM succinato fue de 165 pg de carotenoides por g de sustrato, mientras que en YM
glucosa de acuerdo a los datos de Lodato y cols. (2003) fue de 123 pg por g de sustrato.
Esto indica que el succinato sustenta un mayor rendimiento de carotenoides que la
glucosa. Por lo tanto, cuando la levadura crece con succinato como fuente de carbono
los recursos son utilizados en mayor grado para la carotenogénesis que para el

crecimiento.

3.2.2. Anilisis de la expresion de los genes de carotenogénesis en YM succinato.
Con el objetivo de comprender la carotenogénesis, se estudié en forma
semicuantitativa la expresién de los genes de carotenogénesis a nivel de los mRNA

mediante RT-PCR.

3.2.2.1. Gen idi (isopentenil pirofosfato isomerasa) y gen crtE (geranilgeranil
pirofosfato sintasa).

En la Figura 5 se muestra el nivel de expresién de los genes idi y cr?E a lo largo
del ciclo de crecimiento. El gen idi se expresa en forma relativamente constante y luego
su expresion disminuye al comenzar la fase estacionaria. El nivel de expresién del gen
crtE aumenta durante la fase exponencial hasta alcanzar un méximo al principio de la

fase estacionaria. Posteriormente su expresion disminuye (Figura 5).
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Tabla 4: Produccién mdxima de biomasa y carotenoides en la fermentacién en YM
succinato.

Biomasa 3,16 0,14 mg / ml

Contenido celular de carotenoides 360,6 £ 9,3 ug/ g peso seco
Rendimiento ® 165 pg/ g sustrato

Produccion total de carotenoides 1,65 pg / ml de medio de cultivo .

?, Rendimiento de carotenoides por unidad de sustrato
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Figura 5: Cinética de expresion de los genes idi y crtE en YM succinato. Los niveles.de
mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en cada punto. Fue
considerada fase exponencial el periodo de tiempo hasta las 37 h, y en adelante fue
considerada fase estacionaria. Simbolos: (), porcentaje de crecimiento; (M) nivel de
expresion relativa del gen idi; (A) nivel de expresién relativa del gen cr2E.
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3.2.2.2. Gen crtYB (fitoeno-B-caroteno sintasa).

En atencidn a que el gen cr#YB produce dos tipos de mRNAs (maduro (mmRNA
crtYB) y alternativo (amRNA ¢#YB)) por procesamiento alternativo, se estudiaron los
niveles de los mismos. Para ello se disefiaron partidores especificos que amplifican los
mensajeros maduro y alternativo respectivamente (Tabla 1). La expresién del mensajero
maduro del gen crtYB aumenta durante la fase exponencial y el alternativo muestra un

retardo con respecto al mensajero maduro (Figura 6).

3.2.2.3. Gen crzI (fitoeno desaturasa).

El gen crtl también estd sujeto a procesamiento alternativo y produce dos tipos
de mensajero (maduro y alternativo). Por esta razén se estudiaron los niveles de ambos
por RT-PCR. Para ello se disefiaron partidores especificos que amplifican los
mensajeros maduro y alternativo respectivamente (Tabla 1). La expresién del mmRNA
crtl alcanza su nivel maximo en la fase exponencial y luego se mantiene relativamente
constante (Figura 7). Sin embargo, el amRNA cr¢I aumenta durante la fase exponencial
tardia, después que el mmRNA cr#l y alcanza su maximo durante la fase estacionaria.
Durante todo el ciclo de crecimiento el mensajero maduro es el mayoritario, por
consiguiente, hay una mayor proporcién de mensajero del gen cr#l procesado hacia la
forma madura y que puede traducirse a la proteina fitoeno desaturasa. Es improbable que
el mensajero alternativo pueda traducirse ya que la proteina careceria del dominio de

unién a NADPH, y que es fundamental para su funcién.
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Los niveles de

mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en cada punto. Simbolos:
(®), porcentaje de crecimiento; (M) nivel de expresion relativa del mRNA maduro; (A)

nivel de expresion relativa del mRNA alternativo.
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Figura 7. Cinética de expresién del gen cr#I en YM succinato. Los niveles de mensajero
se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en cada punto. Simbolos: (e),
porcentaje de crecimiento; (M) nivel de expresion relativa del mRNA maduro; (A)

nivel de expresion relativa del mRNA alternativo.
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3.2.2.4. Gen crtS (astaxantina sintasa).

La expresién del gen crtS aumenta durante la fase exponencial alcanzando su
méximo de expresién al principio de la fase estacionaria (Figura 8). Sin embargo, 2
partir de las 47 h de cultivo el nivel baja paulatinamente. Se observa que la expresién del
gen crtS comienza a disminuir a partir de la fase estacionaria, mientras que los

carotenoides aumentan a partir de ese momento (Figura 4A).

3.2.3. Andlisis de la produccién de carotenoides y su relacién con la expresion de los
genes de carotenogénesis.

La determinacién del contenido y composicion de los carotenoides durante el
ciclo de crecimiento aportan informacién sobre las distintas etapas de dicha via

metabdlica.

3.2.3.1. Determinacién de los carotenoides de la ruta central (diciclica) de

biosintesis de astaxantina.

En general, en YM succinato se observa una mayor proporcion de carotenoides
intermediarios de la via carotenogénica. Por ejemplo, se detecta licopeno y gama
caroteno en cantidades apreciables, asi como otros carotenoides monociclicos

oxigenados que no se observan en otras condiciones de cultivo.
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El fitoeno es el primer carotenoide de la via y es el producto de la enzima
codificada por el gen crtYB. Se observa que dicho carotenoide es el primero que
comienza a aumentar sus niveles (Figura 9A) y esto ocurre antes que el gen crtYB
induzca su expresion (Figura 6). El fitoeno es el sustrato de la enzima codificada por el
gen crtl y entre los productos de la misma estian el neurosporeno y el licopeno. Se
observa que primero aparece el neurosporeno y luego el licopeno. Posteriormente el
neurosporeno desaparece, aunque se sigue detectando licopeno hasta el final del ciclo.
Ambos carotenoides aumentan su concentracion celular después de la induccién de la
expresion del gen cril.

El siguiente paso en la via es la ciclacién de ambos extremos del licopeno para dar
gama caroteno (monociclico) y posteriormente B-caroteno (diciclico). Esta reaccidn estd
catalizada nuevamente por el producto del gen crt¥YB: El gama caroteno disminuye
gradualmente a medida que el B-caroteno aumenta (Figura 9B). En este caso el aumento
de estos carotenoides ocurre al mismo tiempo que la induccién de la expresién del gen
crtYB.

El siguiente paso en la via es la conversion del B-caroteno en astaxantina llevado a
cabo por la enzima astaxantina sintasa. Tanto los intermediarios de dicha enzima
(precursores de astaxantina), como su producto final (astaxantina), aumentan durante la
fase exponencial hasta el principio de la fase estacionaria (Figura 9B) y este aumento es
posterior a la induccién de la expresion del gen crtS (Figura 8). Se observa una
conversion secuencial de un carotenoide en otro, es decir los mismos van aumentando su

concentracién celular en el orden en que se van produciendo en la via biosintética.
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Figura 9 A-C: Carotenoides intermediarios y astaxantina producidos a lo largo del ciclo
de crecimiento en YM succinato. Simbolos: (e), porcentaje de crecimiento.
equinenona + hidroxiequinenona + fenicoxantina; b, hidroxi ceto toruleno; , hidroxi ceto

gama caroteno
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En algunos casos la expresion del gen precede al aumento del producto de la
actividad de la enzima codificada por dicho gen como ocuzrre con los precursores de
astaxantina. Sin embargo en otros casos no sucede de esta manera, como por ejemplo en
el caso del fitoeno, el cual comienza a aumentar sus niveles antes que se induzca la

expresién del gen crtYB.

3.2.3.2. Determinacién de carotenoides monociclicos.

La enzima fitoeno desaturasa, codificada por el gen cr#] es clave en la regulacién
de la via carotenogénica (Verdoes y cols., 2003). No sélo regula el paso de fitoeno a
licopeno, sino que ademds cataliza las desaturaciones responsables de la produccién de
los carotenoides monociclicos como toruleno. Si bien el gama caroteno es monociclico,
no forma parte de la via de carotenoides monociclicos descrita por An y cols. (1999), ya
que el mismo es un intermediario entre licopeno y B-caroteno (Figura 1). En la via
diciclica el gama caroteno es ciclado nuevamente por la enzima codificada por el gen
crtYB para dar B-caroteno. Sin embargo el gama caroteno puede ser desaturado por el
producto del gen crtl para formar toruleno y también puede ser hidroxilado por la
enzima astaxantina sintasa para formar ceto gama caroteno e hidroxi ceto gama
caroteno. Las condiciones de cultivo en este caso son propicias para la formacién de este
tipo de carotenoides que no se detectan en otras condiciones, como se vers mas adelante.
La Figura 9C muestra que al principio del ciclo de crecimiento solo se detecta HDCO,
luego en la fase estacionaria temprana se detecta gama caroteno y posteriormente
hidroxi ceto gama caroteno. Posteriormente éste desaparece, comienza a aparecer

toruleno, ceto toruleno y el HDCO contintia aumentando hasta el final del ciclo. La
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aparicién del toruleno es posterior a la induccién de la expresién del gen cr#l. Asimismo,
el aumento del HDCO es posterior a la induccion del gen crtS. Estos resultados indican
que los carotenoides monociclicos comienzan a aparecer al final del ciclo de crecimiento
y su formacién es posterior a la induccién de la expresion de los genes de las enzimas

responsables de su sintesis.

3.2.3.3. Andlisis global de la carotenogénesis en base a los porcentajes de
carotenoides.

La Tabla 5 muestra la distribucidn porcentual de los distintos carotenoides a lo
largo del ciclo de crecimiento de la cepa silvestre de X. dendrorhous en YM succinato.
Con respecto al fitoeno, cabe destacar que el mismo llega ;1 ser casi el 50 % de los
carotenoides a las 47 h de cultivo. Luego a las 60 h comienza a disminuir y eso coincide
con un aumento de los porcentajes de 8-caroteno y de los precursores de astaxantina,
pero no de astaxantina. Al principio de la fase.de crecimiento, cuando los carotenoides
totales son bajos, el porcentaje de astaxantina es aproximadamente 50 %. Sin embargo, a
medida que avanza el crecimiento la proporcion de astaxantina va disminuyendo hasta
llegar a un valor de s6lo 28 %. La relacidn astaxantina / precursores de astaxantina es
una medida de la eficiencia de conversién de los precursores de astaxantina en
astaxantina. Se observa que al principio del ciclo de crecimiento esta relacién es
aproximadamente 2. Pero luego dicha relacién comienza a disminuir hasta alcanzar un
valor de 0,7. La cantidad absoluta de astaxantina no aumenta a partir de la fase
estacionaria, pero si los precursores de astaxantina y el B-caroteno, los cuales comienzan

a acumularse, sugiriendo una disminucién en la actividad astaxantina sintasa.




41

Tabla 5: Distribucién porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en
la fermentacién en YM succinato.

g 20 Distribucién porcentual de carotenoides (%)
-~ @ S@o
% Tz E § g '§ s 3 o
o o g = 0 g 8=, = 8
= B 5 0 g 5 a5 ¥ 5 *-'
2 FES 8 28 H22 8 g
S 8 < & <&
23 47,5 47,7 25,9 1,8 9,5 6,3
31 61,7 43,8 75 5,8 39,4 33 |
37 111,5 384 7,7 5.0 42,6 4,9 i
47 99,6 28,1 6,9 4,1 49,7 4,2 i
59 234,0 31,5 25,4 1,2 13,8 11,3
70 302,1 37,2 31,9 1,2 1,6 13,5
82 347,2 30,3 33,9 0,9 1,5 16,9
95 345,0 31,8 35,6 0,9 0 15,8
108 353,8 26,5 36,8 0,7 0 17,5
122 360,5 28 37,5 0,7 0 17,4

®, incluye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; °, relacién entre el porcentaje
de astaxantina y el de precursores de astaxantina.
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3.3. Efecto de la utilizacion de una fuente de carbono no fermentable y una
fermentable sobre la carotenogénesis y sobre la expresion de los genes de
carotenogénesis.

Como se dijo anteriormente, el medio YM contiene nutrientes que pueden ser
utilizados como fuente de carbono, por ejemplo azticares como maltosa. El succinato es
una fuente de carbono no fermentable y la tinica forma de metabolizarlo es por medio de
la respiracién aerobia. Para evaluar la utilizacion de succinato como tnica fuente de
carbono y compararlo con lo que sucede en una fuente de carbono fermentable como la
glucosa, se cultivé la cepa silvestre UCD 67-385 en un fermentador en medio minimo
con succinato (MM succinato) y con glucosa (MM glucosa) como fuente de carbono.
Para ello se analizaron distintos parametros a lo largo del ciclo de crecimiento tales
como produccion de carotenoides totales, intermediarios, biomasa (como peso seco),
consumo de glucosa, produccién de etanol y nivel de expresion relativa de los genes de

carotenogénesis.

3.3.1. Anilisis del crecimiento y la produccién de carotenoides a lo largo del ciclo de
vida.

En la Figura 10A se muestra el crecimiento de la cepa silvestre en MM glucosa.
Este comienza con una fase lag. Posteriormente, el crecimiento del cultivo durante la
fase exponencial estd acompafiado por el consumo de glucosa y la produccién de etanol
como resultado del metabolismo fermentativo de la glucosa. Durante este periodo se

observa una activa produccion de biomasa y sintesis de etanol. No obstante, la
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Figura 10: Produccién de carotenoides por X. dendrorhous UCD 67-385 en MM

glucosa (A) y en MM succinato (B) en un fermentador en ‘batch’. Simbolos: (®), % de
crecimiento; (M), carotenoides; (©), etanol; (A ), glucosa. E1 100 % en A corresponde a
2,59 x 107 células / ml. El 100 % en B corresponde a 1,67 x 10® células / ml.
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produccién de carotenoides por unidad de biomasa es baja e incluso tiende a disminuir.
La sintesis de carotenoides se induce al final de la fase exponencial de crecimiento y
coincide con el inicio del consumo de etanol. Ademds, el etanol comienza a consumirse
antes de que se agote completamente la glucosa, y coincide con el inicio de la fase
estacionaria. En estas condiciones la carotenogénesis no estd asociada al crecimiento.

Con respecto a lo que sucede en MM succinato (Figura 10B), el crecimiento no
tiene una fase lag inicial y no hay produccidn de etanol. También se observa que no
existe un momento de induccidn de la carotenogénesis como en MM glucosa, sino que
aumenta desde que se inicia el crecimiento del cultivo. Durante la fase exponencial del
crecimiento en MM glucosa practicamente no hay aumento neto de los carotenoides; €l
aumento de los mismos es durante la fase estacionaria. En cambio, en MM succinato es
durante la fase exponencial que se producen la mayoria de los carotenoides. Esto indica
que en este caso, la carotenogénesis estaria asociada al crecimiento. La produccién de
carotenoides es 1,9 veces mayor en MM succinato con respecto a la produccién en MM
glucosa (334 y 170 pg/g respectivamente) (Figura 10 A y B).

En la Tabla 6 se muestran los pardmetros de crecimiento en MM glucosa y MM
succinato. La biomasa que alcanzé el cultivo en MM succinato fue mas del doble con
respecto a la alcanzada en MM glucosa. En MM succinato el rendimiento de
carotenoides por unidad de sustrato fue mds de 4 veces mayor que el obtenido en MM
glucosa. La produccion de carotenoides por unidad de volumen de medio de cultivo en

MM succinato también fue mas de 4 veces mayor que la obtenida en MM glucosa.
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Tabla 6: Produccién méxima de biomasa, carotenoides y etanol en las fermentaciones

en MM glucosa y MM succinato.
Glucosa Succinato
Peso seco 2,46 +0,01 5,58 +£0,07
(mg / ml)
Contenido celular de carotenoides 170,1 £3.9 3345+ 6,5
(ng / gde peso seco)
Rendimiento de carotenoides por unidad
19 86
de sustrato (ug/ g)
Produccidn total de carotenoides 0.39 1.73
(ug / ml de medio de cultivo ) ’ ’
Produccidn de etanol 1,91 0,02

(g/1)




Esto se debe a que tanto el contenido celular de carotenoides como la produccion
de biomasa son mayores en MM succinato respecto a glucosa. La produccién de etanol
en MM glucosa fue de 1,9 g/l mientras que en MM succinato fue despreciable. Estos
resultados muestran que la produccién de carotenoides comienza antes en el ciclo de
crecimiento y es mayor cuando se utiliza una fuente de carbono no fermentable como
succinato. Esto confirma resultados anteriores acerca de la mayor produccién de
carotenoides en fuentes de carbono no fermentables. Se ha descrito que la
carotenogénesis no estarfa asociada al crecimiento. Sin embargo, de acuerdo a estos
resultados, el hecho que la carotenogénesis esté asociada o no al crecimiento dependeria

de las condiciones de cultivo.

3.3.2. Andlisis de la expresién de los genes de carotenogénesis en MM glucosa y

MM succinato.

3.3.2.1 Gen idi (isopentenil pirofosfato isomerasa) y gen crtE (geranilgeranil
pirofosfato sintasa).

En la Figura 11 se muestra el nivel de expresién de los genes idi y cr¢E a lo largo
del ciclo de crecimiento tanto en MM glucosa (A) como en MM succinato (B).

En MM glucosa se observa que el gen idi tiene dos maximos de expresién, al
final de la fase exponencial y en la fase estacionaria tardia. El primer mdximo ocurre
antes de la induccién de la sintesis de carotenoides (Figura 10A). En MM succinato su
maxima expresién es en la fase exponencial de crecimiento y luego disminuye

gradualmente
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Figura 11. Cinética de expresion de los genes idi y crtE en MM glucosa (A) y en MM
succinato (B). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de

actina en cada punto. Simbolos: (®), porcentaje de crecimiento; (M) nivel de expresién
relativa del gen idi; (A) nivel de expresion relativa del gen cr¢E. La flecha indica el
momento de induccién de la carotenogénesis en MM glucosa. Los niveles de todos los
mensajeros en succinato fueron realizadas por triplicado y en glucosa por duplicado.
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durante la fase estacionaria. Dicho méximo ocurre después del aumento de los
carotenoides al principio de la fase exponencial (Figura 10B).

En MM glucosa el nivel de expresion del gen cr¢E aumenta y alcanza su maximo
durante la fase exponencial y luego disminuye durante la fase estacionaria. Dicho
maximo es anterior a la induccién de la carotenogénesis (Figura 11A). En MM succinato
la expresién del gen cr?E aumenta durante la fase exponencial y se mantiene en niveles
elevados de expresién durante la fase estacionaria. Finalmente diminuye en la fase
estacionaria tardia. Este aumento es posterior al aumento de los carotenoides. Estos
resultados muestran que el hecho de que la carotenogénesis comience tempranamente
como ocurre en MM succinato, no estd asociado a una expresién mas temprana de los
genes idi y crtE. Ambos genes tienen patrones de expresién similares en glucosa y
succinato. Ademds, la expresién de estos genes, que también participan en otras vias
metabdlicas, continia en la fase estacionaria, mientras que los genes exclusivos de
carotenogénesis se expresan durante un periodo mas corto de tiempo como se vera mas

adelante.

3.3.2.2. Gen crtYB (fitoeno-B-caroteno sintasa).

En MM glucosa, los niveles de expresion del mensajero maduro y alternativo del
gen crtYB se inducen al mismo tiempo durante la fase exponencial y son méximos
durante la misma (Figura 12A). Sus niveles decaen ripidamente durante la fase
estacionaria. Este patrén de expresion es similar al observado en YM glucosa (Lodato y

cols., 2007), sin embargo en MM glucosa el nivel de expresién del mensajero alternativo
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Figura 12. Cinética de expresién del gen crtYB en MM glucosa (A) y en MM succinato

(B). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en

cada punto. Simbolos: (@), porcentaje de crecimiento; (M) nivel de expresioén relativa

del mRNA maduro; (A) nivel de expresién relativa del mRNA alternativo.
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es mayor que el del mensajero maduro. En MM glucosa los niveles de mmRNA c¢rtYB
fueron siempre mayores que los de amRNA crtYB, excepto en el perfodo de mdxima
expresion de este ultimo. En MM succinato la expresién del mensajero maduro muestra
un nivel y un patrén de expresién similar al observado en MM glucosa. En cambio, la
expresion del mensajero alternativo del gen crtYB, comienza después que el maduro, y
alcanza un nivel similar a éste (Figura 12B). De acuerdo a estos resultados la diferencia
mds notoria en cuanto a expresion del gen crtYB en glucosa y succinato estd en el
mensajero alternativo. Las diferencias de expresién de los mensajeros maduro y
alternativo del gen cr¢YB se hacen mds notorias en la Figura 13, donde se muestra la
cinética del nivel de mensajero maduro en relacién al nivel del mensajero alternativo
(M/A). En la Figura 13, cada punto de las curvas representa la siguiente relacién:
(mmRNA crtYB/mRNA act) / (amRNA crtYB/mRNA acf). Se observa que la relacién
M/A disminuye durante la fase exponencial en MM glucosa, y al comienzo de la fase
estacionaria en succinato. Sin embargo, en la fase estacionaria en glucosa esta relacién
comienza a aumentar a diferencia de lo que ocurre en MM succinato donde la misma no
vuelve a aumentar durante la fase estacionaria. En MM glucosa durante la fase
estacionaria el nivel de mmRNA crtYB es mayor que el de am RNA cr¢YB, mientras que
en MM succinato ocurre a la inversa. Por lo tanto, durante la fase estacionaria en glucosa
hay una mayor proporcién de mensajero que puede ser traducido en enzima activa,
respecto a lo que ocurre en succinato. Estos resultados sugieren que la expresién del
mensajero alternativo y la relacion mmRNA ¢7¢YB / amRNA crtYB podrian estar

jugando un papel importante en la regulacién de la carotenogénesis en distintas fuentes

de carbono.
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Figura 13. Cinética de la relacion de la expresion del mensajero maduro (mmRNA) y
del mensajero alternativo (amRNA) del gen crtYB, en MM glucosa (A) y MM succinato
(B). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en
cada punto. Simbolos: (e), porcentaje de crecimiento; (m), relaciéon mmRNA/amRNA.
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3.3.2.3. Gen crI (fitoeno desaturasa).

En MM glucosa la expresion del mmRNA cr#] se encuentra en un nivel elevado
en la fase exponencial y disminuye hasta que comienza la fase estacionaria (Figura
14A). El nivel del amRNA crt] aumenta durante la fase exponencial y alcanza su
mdximo al inicio de la fase estacionaria y luego cae bajo los niveles del mmRNA crel.
En MM succinato el mmRNA cr¢f se encuentra en un nivel elevado desde el principio de
la fase exponencial y disminuye gradualmente (Figura 14B). El amRNA cr¢] comienza a
aumentar al final de la fase exponenéial tal que durante la fase estacionaria el nivel de
éste es mayor que el de mmRNA crel. Por lo tanto, el mmRNA crl tiene patrones de
expresion similares en ambas condiciones de cultivo; las diferencias en la expresién de
este gen se encuentran en el amRNA cr#] durante la fase estacionaria. Estas diferencias
quedan de manifiesto en la Figura 15, donde se muestra la cinética del nivel de
mensajero maduro en relacién al nivel del mensajero alternativo (M/A). Se observa que
en MM glucosa (Figura 15A) la relacién M/A disminuye durante la fase exponencial,
recuperandose durante la fase estacionaria, mientras que en MM succinato no se observa
dicha recuperacién (Figura 15B). Por consiguiente, en tiempos tempranos de cultivo en
MM succinato hay una mayor proporcién de RNA del gen cr# que-es procesado hacia la
forma madura y que puede traducirse a la protefna fitoeno desaturasa. Sin embargo, la
proporci6n del mensajero maduro procesado en forma ‘adecuada’ disminuye con la edad
del cultivo. En cambio en MM glucosa durante la fase estacionaria, dicha relacién no

diminuye sino que aumenta, por lo cual la proporcién de mensajero capaz de generar

proteina activa es mayor que en succinato.
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Figura 14. Cinética de expresién del gen cril en MM glucosa (A) y en MM succinato
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Figura 15. Cinética de la relacién de la expresion del mensajero maduro (mmRNA) y
del mensajero alternativo (amRNA) del gen crtl, en MM glucosa (A) y MM succinato
(B). Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en

cada punto. Simbolos: (e), porcentaje de crecimiento; (m), proporcién mmRNA/amRNA.
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3.3.2.4. Gen crtS (astaxantina sintasa).

El gen de la astaxantina sintasa (cr£S) tiene su méximo de expresién al principio
de la fase estacionaria en MM glucosa y MM succinato, y el comportamiento es similar
en ambos casos. Sin embargo el nivel de expresién en MM glucosa es aproximadamente
el doble que en MM succinato (Figura 16 A y B). Esto contrasta con la cantidad de
carotenoides producida, ya que la misma es aproximadamente el doble en succinato que
en glucosa. La expresion del gen crtS en MM glucosa comienza a aumentar cuando se
induce la sintesis de carotenoides (Figura 16A). En cambio en MM succinato, la
expresién de dicho gen alcanza su méximo al inicio de la fase estacionaria, mientras que

la sintesis de carotenoides ocurre desde el inicio del ciclo de crecimiento (Figura 16B).

3.3.3. Anilisis de la produccién de carotenoides y su relacién con la expresién de los
genes de carotenogénesis.

La Figura 17 muestra el perfil de produccién de carotenoides durante el
crecimiento en MM glucosa (A y C) y MM succinato (B y D), siendo la cantidad de
carotenoides en este ultimo medio el doble con respecto a glucosa. En MM glucosa se
observa que durante las primeras 58 h de cultivo la astaxantina disminuye al igual que el
B-caroteno, los precursores de astaxantina y el fitoeno (Figuras 17 A y C). Esta
disminucién coincide con el consumo de glucosa (metabolismo fermentativo). A partir

de las 68 h la astaxantina comienza a aumentar, y esto coincide con el consumo del

etanol producido previamente por fermentacién de la glucosa (metabolismo aerobio)

(Figura 10A).
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en MM glucosa (A y C) y MM succinato (B y D).
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En MM succinato no se observa una disminucidn inicial de los carotenoides; la
astaxantina, sus precursores y el B-caroteno comienzan a aumentar en la fase
exponencial (Figura 17B). En MM succinato la levadura se encuentra bajo un
metabolismo respiratorio durante todo el ciclo de crecimiento. Probablemente Ila
utilizacién de succinato produzca un cambio en algiin paso regulatorio clave de forma tal
que aumenta el flujo de acetil-CoA hacia la ruta de biosintesis de carotenoides desde el
inicio del crecimiento.

La astaxantina es el producto de la actividad de la enzima astaxantina sintasa,
codificada por el gen crtS. Puede observarse que en MM glucosa la expresién del gen
crtS comienza a aumentar antes que la astaxantina (Figuras 16A y 17A), mientras que en
MM succinato la expresién de dicho gen comienza a aumentar después que la
astaxantina (Figuras 16B y 17B). Ademds, el nivel de expresién del gen c£S alcanzado
en MM glucosa es el doble respecto a MM succinato. Sin embargo, el contenido celular
de astaxantina es el doble en MM succinato respecto a MM glucosa. Estos resultados
demuestran que no hay correlacién entre el nivel de expresion del gen cr1S y la cantidad
de producto de la enzima codificada por dicho gen. A priori se esperaria que la
induccién de la expresion de un gen preceda el aumento del producto de la enzima
codificada por dicho gen. Esto no se observa para el gen crtS. Es posible que estén
actuando mecanismos post-transcripcionales en la regulacién de las enzimas
carotenogénicas.

Se observa que los niveles de HDCO son mayores en MM succinato respecto a
MM glucosa (Figura 17 C y D). El HDCO es el producto de las enzimas fitoeno

desaturasa (codificada por el gen crtl) y astaxantina sintasa (codificada por el gen crzS).
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El aumento de HDCO en MM succinato coincide con el momento en que el nivel de
amRNA crtl pasa a ser mayor que el de mmRNA c¢rtl. En MM glucosa la relacién
mmRNA crtl / amRNA crtl es diferente y la misma podria ser la responsable de las
diferencias en la cantidad de HDCO.

La evolucidn de la distribucién porcentual de los distintos carotenoides a lo largo
del ciclo de crecimiento en MM glucosa y MM succinato se muestra en las Tablas 7 y 8,
respectivamente. Debido a que la relacion astaxantina / precursores de astaxantina es una
medida de la conversién de los precursores en astaxantina, se determiné dicha relacién
en ambas condiciones de cultivo. En MM glucosa, la relacién astaxantina / precursores
de astaxantina es de 48 en la fase exponencial temprana y de 57 al final del ciclo de
crecimiento. No obstante que en MM succinato es 2,4 en la fase exponencial temprana y
23 al final del ciclo de crecimiento. En ambas condiciones el porcentaje de astaxantina
alcanzado es el mismo. Sin embargo en MM succinato, la relacion se incrementa cerca
de 10 veces, lo cual indica que aumenta la actividad astaxantina sintasa. En MM glucosa
se observa un menor porcentaje de HDCO respecto a MM succinato al final del ciclo de
crecimiento. Ademds en MM glucosa hay acumulacién de fitoeno, lo cual no se observa
en MM succinato. Estos resultados sugieren una menor actividad fitoeno desaturasa en

MM glucosa respecto a MM succinato.



Tabla 7: Distribucién porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en

la fermentacién en MM glucosa.

Distribucién porcentual de carotenoides (%)

80,

~ = "8 @

= o= 2 —

2 SZse & 8-, Eg, .

& TB8w8 F SE ©3% g g

8 BRE~“ 5 d858 8 8

= E32 & §5 Fg: £ °
S < AT Z2ES

44 98 85,7 1,8 47,6 1,3 9,5

57 86 82,3 1 82,3 7,1 8,6

68 107 87,1 0,8 108,9 2,5 8,7

81 136 87,3 1 87,3 3 8,0

100 170 85,5 1,2 71,3 5,2 7,3

125 159 85,8 1,5 57,2 4.8 6,9

%, incluye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; °, relacién entre el porcentaje
de astaxantina y el de precursores de astaxantina;
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Tabla 8: Distribucion porcentual de los carotenoides producidos por la cepa silvestre en

la fermentacién en MM succinato.

H = Distribucién porcentual de carotenoides (%)

~ = \;; Q

a o 2 Y -~ 2

2 g :g g .g S ,E gﬂ o

g 288 F 28 B8¥ 8§ 8

2 8% o 35 g 9 2 3 8 8
= ERT 8 Se HET =

o O o |7 =3 2 8

35 82 51,7 22,5 2,3 4,5 7,6
46 110 55,9 23,0 2,4 1,7 7,1
59 166 76,2 11,6 6,6 3,2 4,6
72 202 79,2 8,8 9,0 0,0 7,5
86 201 84,6 9,7 8,7 0,0 3,0
96 257 72,8 114 6,4 0,0 10,3
107 330 80,8 7,0 11,5 0,0 10,4
118 305 83,1 5,0 16,6 0,0 9,5
128 307 80,3 48 16,7 0,0 13,7
141 334 86,7 4,0 21,7 0,0 9,2
151 307 87,0 3,7 23,5 0,0 9,3
166 310 84,0 3,7 22,7 0,0 10,8

%, incluye equinenona, hidroxiequinenona y fenicoxantina; °, relacién entre el porcentaje

de astaxantina y el de precursores de astaxantina:
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3.4. Efecto de la intensidad del flujo de aire en la carotenogénesis de X.
dendrorhous.

Se sabe que el estrés oxidativo generado- durante el metabolismo aerobio
favorece la produccién de carotenoides. Los resultados de la fermentacién en YM con
succinato sugieren que las reacciones de adicién de grupés ceto e hidroxilo, que -
requieren de oxigeno molecular estdn limitadas en ésas condiciones ya que la relacién
astaxantina / precursores de astaxantina es baja y la expresién del gen crzS es similar a la
determinada en otros experimentos en los cuales dicha relacién es elevada. Podria
ocurrir que un aumento en el flujo de aire produjera un aumento en dicha relacién. Para
comprobar esto se realiz el crecimiento de la cepa silvestre en medio YM succinato, en
matraces con distintos flujos de aire: 1,0; 7,4 y 18,4.1 I/min. A los 5 dias de cultivo se
identificaron y cuantificaron los carotenoides producidos. Se observa que el contenido
celular de carotenoides aumenta cuando el flujo de aire aumenta de 1 a 7,4 I/min. Sin
embargo con 18,4 I/min no se observa un cambio significativo en el contenido celular de
carotenoides, probablemente porque se satura la capacidad carotenogénica de la levadura
(Tabla 9). Sin embargo, el mayor porcentaje de astaxantina se observa con un flujo de
aire de 18,4 I/min. Ademds, los precursores de astaxantina como B-caroteno, equinenona
e hidroxiequinenona, disminuyen y la astaxantina aumenta a medida que aumenta el
flujo de aire lo cual concuerda con la hipétesis planteada. Por otro lado, el carotenoide
monociclico toruleno también disminuye, no asi la forma ceto e hidroxilada del mismo
OH-ceto-toruleno (HDCO) la cual se mantiene en niveles elevados. La formacién de
HDCO a partir de toruleno es llevada a cabo por la enzima astaxantina sintasa y también

requiere oxigeno.
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Tabla 9: Carotenoides totales y porcentaje de intermediarios de la cepa silvestre al cabo
de 5 dias de crecimiento en YM succinato con distintos flujos de aire.

1 I/min 7,4 /min 18,4 V/min
Contenido celularde  315+5,2 376 £19,7 353+5,5
carotenoides (ng/g) .
Astaxantina 453+39  662+08 73,907
HDCO 17,7+£0,9 202+2,1 17,7 £0,7
OH Equinenona 145+1,5 5,7+0,7 3,3+0,09
Equinenona 8,0+1,0 2,1+04 1,4 +0,06
Licopeno 0,6+0,2 0,5+0,03 0,70 £ 0,02
Toruleno 2,0+£0,3 1,3+0,07 0,9+0,03
B-caroteno 11,4+1,9 3,5+0,3 1,7+0,20

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado (n=3)
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3.5. Estudio de la induccién de la carotenogénesis utilizando etanol como agente
inductor.

Se sabe que cuando la levadura crece en glucosa se produce etanol como
producto de fermentacién (Figura 10A) y que la induccién de la carotenogénesis ocurre
cuando comienza a utilizarse el etanol producido (Lodato y cols., 2007). También se
sabe que el etanol estimula la produccién de carotenoides (Gu y cols., 1997; Yamane y
cols., 1997). Ademds, el andlisis de los componentes del medio YM indica que dispone
de una pequefia cantidad de compuestos (extracto de malta, extracto de levadura,
peptona) que son un aporte como fuente de carbono para soportar el crecimiento de la
levadura. Asi, es posible que al cultivar X. dendrorhous en YM sin glucosa se logre su
crecimiento y no se produzca suficiente etanol como para gatillar la produccién de
carotenoides. Para probar esto se estudi6 el crecimiento, la produccién de etanol y
carotenoides en medio YM con o sin glucosa. Como resultado se observé que en YM sin
glucosa la levadura puede crecer s6lo 1/3 que en YM con glucosa y produce una
cantidad reducida o casi nula de etanol (6 veces menos) y 1,6 veces menos carotenoides
sugiriendo que el etanol podria gatillar la sintesis de carotenoides. Posteriormente, para
estudiar el efecto del etanol en la induccidn de la carotenogénesis, se cultivé la levadura
en medio YM sin glucosa en un fermentador de 9 1 y una vez alcanzada la fase
estacionaria se agregé e'tanol 0,2 % (v/v). Se determiné que el aumento promedio de
carotenoides fue de 49,3 = 5,7 %. Este resultado, aporta elementos para estudiar la
induccién de la carotenogénesis en X. dendrorhous ya que la adicién de etanol al cultivo

constituiria una estrategia para inducir la carotenogénesis en forma controlada.



Para poder evaluar la induccién de la carotenogénesis en las distintas etapas de
crecimiento, se repitié el experimento anterior en un fermentador con 9 1 de YM sin
glucosa. A las 16 h de alcanzada la fase estacionaria, el cultivo fue dividido en 2
matraces, a uno de ellos se adicion6 etanol 0,2 % (v/v) mientras que al otro no se agregd
etanol. Se determind el crecimiento, produccién especifica de carotenoides y su
composicién cuantitativa mediante HPLC. Ademds, se estudi6 la expresién de los genes
de carotenogénesis, a nivel de sus mRNAs, semicuantitativamente por RT-PCR. La
Figura 18 muestra los resultados del crecimiento y produccién de carotenoides e indica
que al agregar etanol, el contenido celular de carotenoides aumenta a partir del punto de
adicién de etanol, un 31 % con respecto al cultivo sin etanol. Se observa que hay un
aumento de la biomasa luego de la adicién de etanol lo cual indica que este alcohol es
utilizado como fuente de carbono.

En la Tabla 10 se muestran los pardmetros de crecimiento en YM sin glucosa con
y sin etanol. El aumento del contenido celular de carotenoides con respecto al cultivo sin
etanol fue de 31 %. Sin embargo la cantidad de carotenoides por unidad de volumen de
medio de cultivo aument6 64 %. Esto se debe no sélo a que aumenta la biomasa sino
también a la induccién de la carotenogénesis, la cual aumenta el contenido celular de

carotenoides.
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Figura 18: Crecimiento y contenido celular de carotenoides en YM sin glucosa con y
sin etanol. A las 46 h de crecimiento, el cultivo fue dividido y a uno de ellos se agrego
etanol 0,2 % (v/v). La flecha indica el momento en que fue agregado el etanol.
Simbolos: % de crecimiento sin etanol (¢) y con etanol (0); contenido celular de
carotenoides sin etanol (m) y con etanol (o). E1 100 % corresponde a una biomasa de

3,13 mg/ml.
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Tabla 10: Pardmetros de crecimiento determinados al finalizar el ciclo (a las 100 h de
crecimiento) en medio YM sin glucosa con y sin etanol.

Sin etanol Con etanol % de aumento
Biomasa
2,3 3,1 35%
(g/mli)
Contenido celular de carotenoides 1486 1945 31%
(1g/ g de peso seco)
Produccion total de carotenoides 033 0,54 64 %

(g / ml de medio de cultivo )
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3.5.1. Andlisis de la expresién de los genes de carotenogénesis durante la induccién

con etanol.

3.5.1.1 Gen idi (isopentenil pirofosfato isomerasa).

En la Figura 19 se muestra el nivel de expresién del gen idi a lo largo del ciclo de
crecimiento en YM sin glucosa con y sin adicién de etanol. Se observa que el mensajero
del gen idi alcanza su méximo al principio de la fase estacionaria en YM sin glucosa.
Luego de la adicién de etanol, el nivel del mismo no aumenta y se mantiene similar al
mensajero del cultivo sin etanol. En ambas condiciones el nivel de este gen tiende a
disminuir lentamente a medida que avanza la fase estacionaria. Los resultados sugieren

que el etanol no tiene efecto en la expresién del gen idi.

3.5.1.2 Gen crtE (geranilgeranil pirofosfato sintasa).

En la Figura 20 se muestra el nivel de expresién del gen cr¢E a lo largo del ciclo
de crecimiento en YM sin glucosa con y sin etanol. Se observa que el nivel del gen crtE
aumenta durante la fase exponencial y se mantiene constante durante la fase
estacionaria, tanto previa como posteriormente a la adicién del etanol como inductor de
la carotenogénesis. Los resultados sugieren que, similarmente a lo ocurrido en la

expresion del gen idi, el etanol no tiene efecto en la expresién del gen crzE.
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Figura 19: Crecimiento y cinética de expresién del gen idi en YM sin glucosa con y sin
etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina en

cada punto. Simbolos: % de crecimiento sin etanol (®) y con etanol (©); nivel de

expresion relativa del gen idi sin etanol () y con etanol (o).
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Figura 20: Crecimiento y cinética de expresion del gen crtE en YM sin glucosa con y
sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina
en cada punto. Simbolos: % de crecimiento sin etanol (o) y con etanol (0); nivel de

expresion relativa del gen cr¢E sin etanol (m) y con etanol (o).
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3.5.1.3 Gen crtYB (fitoeno-B-caroteno sintasa).

En la Figura 21A se observa que el patrén de expresién del mmRNA crtYB
(mensajero maduro) en el cultivo sin inducir tiene un mdximo de expresién al principio
de la fase estacionaria y luego disminuye gradualmente. Este patrén es similar al
observado por Lodato y cols. (2007). Sin embargo al agregar etanol se produce un nuevo
aumento en la expresion del gen el cual alcanza una expresién relativa més de 6 veces
mayor que la del control sin etanol. En la Figura 21 B se observa que el amRNA crtYB
(mensajero alternativo) también aumenta su expresién luego de la adicién de etanol con
respecto al control sin etanol, pero en menor grado que el mmRNA crt¥B. El etanol

afecta la expresion del gen crtYB.

3.5.1.4. Gen crtI (fitoeno desaturasa).

En la Figura 22 se observa el crecimiento y el nivel de expresién relativa del gen
crtl en los cultivos con y sin etanol. En la Figura 22A se observa que la expresién del
mmRNA crf] alcanza su méximo de expresion al final de la fase exponencial y luego
disminuye y se mantiene en bajos niveles durante la fase estacionaria en el cultivo no
inducido con etanol. Cuando se agrega etanol, el nivel de expresidn relativa de este gen
aumenta nuevamente llegando a ser més de 3 veces el nivel del cultivo control a las 6 h
de agregado el etanol. En la Figura 22B se observa que el amRNA cr#l comienza a
aumentar su nivel de expresién después que el maduro y es similar a lo que ocurre en
YM con glucosa (Lodato y cols., 2007). El aumento de expresién del amRNA cr¢] Iuego

de la adicién de etanol es menor que el aumento del mmRNA cril. Se observa que el
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Figura 21: Crecimiento y cinética de expresién del gen cr#YB maduro (A) y alternativo
(B) en YM sin glucosa con y sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el
nivel de mensajero de actina en cada punto. Sfmbolos: % de crecimiento sin etanol ®y
con etanol (0); nivel de expresion relativa del gen crYB sin etanol (m) y con etanol (o).
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etanol también afecta la expresion del gen crtl y que los patrones de expresion de los

genes crtl y crtYB son similares.

3.5.1.5. Gen crtS (astaxantina sintasa).

La Figura 23 muestra el crecimiento y la expresién del gen crzS en los cultivos
con y sin etanol. Se observa que en el cultivo sin etanol la expresion de dicho gen
aumenta al final de la fase exponencial y luego disminuye y se mantiene en bajos
niveles durante la fase estacionaria. Sin embargo, a las 16 h de agregado el etanol, el
nivel de expresion de este gen aumenta 1,8 veces respecto a la expresién del gen en el

cultivo sin etanol.

3.5.2. Estudio de la produccién de astaxantina y de carotenoides intermediarios.

En la Figura 24 se muestra la produccion de carotenoides durante el crecimiento
en YM sin glucosa con y sin etanol. Se observa que en las etapas iniciales del
crecimiento, durante las primeras 20 h de la fase exponencial, el nivel de todos los
intermediarios de carotenogénesis va en aumento mientras que el de astaxantina y de los
precursores de la misma disminuyen. A medida que avanza el crecimiento estos
intermediarios disminuyen al tiempo que la astaxantina se mantiene constante. Ademds,
se observa que entre 6 y 16 h luego de agregado el etanol los carotenoides intermediarios
como fitoeno, B-caroteno, neurosporeno, y licopeno aumentan sus niveles, al tiempo que
la astaxantina disminuye. El aumento de HDCO, de precursores de astaxantina y de

astaxantina es posterior al de B-caroteno y sus intermediarios mencionados

anteriormente.
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Figura. 23: Crecimiento y cinética de expresién del gen cr¢S en YM sin glucosa con y
sin etanol. Los niveles de mensajero se normalizaron con el nivel de mensajero de actina
en cada punto. Simbolos: % de crecimiento sin etanol () y con etanol (©); nivel de
expresion relativa del gen crzS sin etanol (m) y con etanol (o).
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Figura 24: Astaxantina y carotenoides intermediarios producidos en el cultivo con (0) y
sin (m) etanol. El eje Y representa el porcentaje de aumento de los carotenoides con
respecto a los carotenoides encontrados al momento de la induccidn (46 h). La flecha
indica el momento en que fue agregado el etanol.




77

Luego de la adicién de etanol los intermediarios mds tempranos de la ruta
carotenogénica aumentan en mayor grado que los mds tardios y que la astaxantina. Si
consideramos el aumento de carotenoides a las 16 h de agregado el etanol con respecto
al cultivo confrol, se observa que el aumento de fitoeno es de 8,6 veces, el de
neurosporeno + licopeno de 4,3 veces, y el de B-caroteno de 2,3 veces. En cambio la
astaxantina, los precursores de la misma y el HDCO aumentan notoriamente a las 40 h
Iuego de la adicion de etanol y lo hacen en menor grado que los intermediarios mds
tempranos. Si consideramos el aumento de la expresion de los genes de las enzimas, se
observa que la expresion de los genes crtYB, crtl y crtS aumenta 6; 3 y 1,8 veces
respecto al control, respectivamente. Por lo tanto, la expresion de los genes mds
tempranos en la ruta aumenta en mayor grado que los més tardios y lo mismo ocurre con

. sus productos.

3.6. Anilisis bioinformatico de la regién promotora de los genes de
carotenogénesis.

Con el objetivo de conocer si existen zonas reguladoras en la regién promotora
de los genes estructurales de carotenogénesis, idi, crtE, crtl, crtYB y crtS, las secuencias
rio arriba del sitio de inicio de la traduccién fueron analizadas mediante el programa
Promo (Messeguer y cols., 2002; Farré y cols., 2003). Entre las secuencias reguladoras
que se buscaron estin aquellas que unen factores que responden a la presencia de
oxigeno (Haplp) y a fuentes de carbono no fermentables (Hap 2/3/4/5p), asi como

también secuencias involucradas en la represion por glucosa (Migl).

R
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En X. dendrorhous se ha observado que un aumento en la oxigenacién de los
cultivos induce una mayor concentracién celular de carotenoides (Yamane y cols.,
1997). Al respecto, en S. cerevisiae la presencia de oxigeno induce a nivel
transcripcional genes que codifican enzimas para la respiracién mitocondrial y
fosforilacién oxidativa, y enzimas involucradas en la proteccidén contra estrés oxidativo
(Kwast y cols., 1998). A este grupo de genes que se expresan en aerobiosis se les llama
genes aerobios, y a los que se expresan en condiciones de hipoxia o anaerobiosis se les
llama genes hipdxicos. En S. cerevisiae, muchos de los genes aerobios se inducen por el
crecimiento en fuentes de carbono no fermentables y estdn regulados por dos activadores
transcripcionales, el factor Hapl y el complejo Hap2/3/4/5p, que responden a la
presencia de oxigeno y a fuentes de carbono no fermentables en el medio de cultivo,
respectivamente (Kwast y cols., 1998).

El factor transcripcional Ro;lclp reprime la transcripcion de casi todos los genes
hipdéxicos en condiciones de aerobiosis; estos genes se expresan en condiciones de
hipoxia. RoxIp tiene una corta vida media y permite una rdpida respuesta a la hipoxia.
En S. cerevisiae se han encontrado secuencias de unién para este factor en genes como
citocromo c oxidasa, NADP-citocromo P450 reductasa, HMG Co-A reductasa, etc. El
sitio de unién para este factor se encuentra entre -180 y -400 pb respecto al sitio de
inicio de la transcripcion (Base de datos TRANSFAC).

Las fuentes de carbono fermentables como la glucosa son metabolizadas por la
via glicolitica y el piruvato formado es decarboxilado para formar etanol. El piruvato
podria ingresar al ciclo de Krebs, pero eso no sucede ya que las funciones

mitocondriales se encuentran reprimidas por la glucosa (represién por glucosa o
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catabolica). Se han identificado dos efectores especificos de la represién por glucosa: el
represor Migl en levaduras y el represor CreA en Aspergillus. Ambos represores se
unen a cajas GC que se encuentran en los genes reprimidos por glucosa bloqueando de
esa manera su transcripcion en presencia de glucosa. En S. cerevisiae el factor Migl se
une a genes que reprimen su expresion en presencia de glucosa como fructosa 1,6
bisfosfatasa (Mercado y cols., 1991), galactokinasa, maltasa, piruvato descarboxilasa,
invertasa (Lundin y cols., 1994). Los sitios de unién para Migl en estos genes se
encuentran entre 200 y 700 pb rfo arriba del codén de inicio de la traduccién (ATG).

Con el objetivo de conocer si existen secuencias comunes en las regiones
promotoras de los genes de carotenogénesis , idi, crtE, crtl, crtYB 'y crtS que sugieran un
mecanismo comin de regulacion, se tomaron 1590 pb rio arriba del codén de inicio de la
traduccién de cada una de ellas y se alinearon con el programa Clustal W. Los
resultados del alineamiento indican que no hay similitud significativa entre las regiones
promotoras de los genes, ya que el porcentaje de identidad es similar al obtenido a partir
del alineamiento de las mismas secuencias aleatorizadas (Tabla 11).

En la Figura 25 se muestran esquemidticamente las secuencias promotoras de los
genes de carotenogénesis idi, crtE, crtYB, crtl y crtS con las secuencias regulatorias
encontradas, asi como las potenciales cajas TATA. Los resultados de la biisqueda de
secuencias reguladoras demostraron que ninguno de los genes estudiados posee
secuencias para la unién de los activadores transcripcionales Hapl y el complejo
Hap2/3/4/5. En los genes idi y crtE no se encontraron secuencias regulatorias de unién al

factor Migl en una posici6én adecuada respecto al ATG.
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Tabla 11: Alineamiento de las secuencias de las regiones promotoras de los genes idi,
crtE, crtYB, crtl, y crtS.

alineamientos idiy crtE idiycrtE crtl, crtYBycrtS crtl, crtYBy crtS
(eleatorizadas) (aleatorizadas)
% identidad 42.7 43.8 174 17.8

Para el andlisis se tomaron 1590 pb rio arriba del coddn de inicio de la taduccién. Por un
lado se alinearon las secuencias de los genes tempranos idi y crtE y por otro lado las
secuencias de los genes exclusivos de la carotenogénesis crtYB, crtl, y crtS. Las
secuencias fueron aleatorizadas con el programa disponible en Biotechnology
Computing Facility desarrollado por Ariziona Research Laboratories.
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Figura 25: Esquema de las secuencias reguladoras encontradas con herramientas
bioinformadticas en los genes estudiados. Los nimeros de pares de bases entre paréntesis
indican la distancia de las secuencias al sitio de inicio de la traduccion (ATG, en
anaranjado). El recuadro rojo sefiala la ubicacion equivalente del sitio de unién al factor
Migl (cajas celestes) en los genes crtl y crtYB. Las potenciales cajas TATA estan
sefialadas en rojo. La secuencia de unién a Rox1p esta sefialada en rosado.
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Se encontré una secuencia de unién al factor Migl en cada uno de los genes crl
y crtYB, la cual se ubica 774 pb rio arriba del codén de inicio de la traduccién (ATG),
coincidiendo en el alineamiento (Figura 25). Ademds fue encontrada otra secuencia
similar 1519 pb rio arriba del ATG en el gen cr#l. En la regién promotora del gen crzS
fueron encontradas 2 secuencias de unién a Migl en una ubicacién que no coincide con
las de los 2 genes mencionados anteriormente. Ademds, se encontré una secuencia
reguladora de unién al factor Roxl 482 pb rio arriba del ATG del gen crtS. Esta
secuencia no se observa en el resto de los genes. Podria ocurrir que los genes crel y
crtYB estuviesen sujetos a regulacién transcripcional por glucosa y ademds, por splicing
alternativo (Lodato y cols., 2003) y el gen crtS estuviese sujeto a regulacién por glucosa
e hipoxia, y adicionalmente a algin tipo de regulacién post-transcripcional,
especificamente a nivel de la actividad de la enzima, como lo sugieren los resultados

experimentales obtenidos en esta Tesis.
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4. DISCUSION

4.1. Andlisis del efecto de distintas fuentes de carbono en la carotenogénesis.

Como se muestra en la Fig. 3A la mayor concentracién celular de carotenoides
fue alcanzada en succinato y la menor en glucosa. Los valores obtenidos se encuentran
dentro del rango de valores registrado previamente para la cepa silvestre (Cifientes y
cols., 1997). En glicerol se observa una mayor produccién de carotenoides que en
glucosa; sin embargo, el glicerol utilizado como tinica fuente de carbono permite un
crecimiento pobre o nulo. El YM es un medio completo, que contiene extracto de
levadura, extracto de malta y peptona y estos compuestos podrian ser un aporte de fuente
de carbono. El glicerol podria estar siendo co-utilizado con otros nutrientes. Esto fue
observado en experimentos en los cuales los carote;loides seguian aumentando incluso
después que se habia agotado el glicerol (Kusdiyantini y cols., 1998). En fermentaciones
realizadas en glucosa mds glicerol s¢ vi6 que el glicerol era utilizado una vez que se
habia agotado la glucosa y que aumentaba notoriamente la produccién de carotenoides
(Jacobson y cols., 2002). Probablemente el glicerol tiene una participacién indirecta en
el aumento de la produccién de carotenoides; por ejemplo podria estimular la
produccién de triacilglicerol y lipidos que forman membranas las cuales capturan los
carotenoides lo cual podria desplazar el equilibrio de la reaccién hacia la formacién de
més producto. Un mecanismo de este tipo es el que ocurre en el alga unicelular
Dunaliella bardawil (Rabbani y cols., 1998). Por otra parte, la xilosa es utilizada en la

via de las pentosas fosfato y se ha demostrado que esta via es muy utilizada por X.

dendrohous (Dong y cols., 2006). La via de las pentosas fosfato produce poder reductor
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para los procesos de biosintesis a expensas de la pérdida de carbono en forma de CO,, lo
que favoreceria la biosintesis de carotenoides, la que requiere de una gran cantidad de
poder reductor. Asi, el crecimiento en xilosa podria estimular la carotenogénesis, lo que
se confirma a través de los resultados de esta tesis y que estdn de acuerdo con aquellos
que previamente demuestran que xilosa aumenta la produccién de carotenoides
(Vézquez y cols., 1997; Parajé y cols., 1997).

La mayor produccién de carotenoides durante el crecimiento en fuentes' de
carbono no fermentables podria deberse a que su utilizacidn genera radicales libres y que
los mismos estimulan la produccién de carotenoides (Shroeder y Johnson, 1993; 1995
a). El succinato es metabolizado aerdbicamente por medio del ciclo de Krebs a través de
la enzima succinato deshidrogenasa y la misma podria ser la responsable de la
produccién de aniones superéxido. Guo y Lemire (2003) han demostrado que el dominio
de unién a quinona de dicha enzima es en si una fuente de aniones superéxido. En
experimentos in vitro para determinar la actividad de la enzima, se demostré que cuanto
mayor es la concentracién de succinato, mayor es la produccién de aniones superéxido.
Por otro lado, el succinato es un intermediario central en la sintesis del anillo de
porfirina de los grupos hemo que sirven por ejemplo como transportadores de oxigeno
en la hemoglobina y de electrones en los citocromos. La enzima astaxantina sintasa es
una enzima del tipo citocromo P450 y su sintesis podria estar estimulada en presencia de
succinato (Nelson y Cox, 2000).

Con respecto al perfil de carotenoides obtenido se puede decir que en todos los

sustratos estudiados el porcentaje de astaxantina es elevado. Probablemente, debido a
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que a los 5 dias de crecimiento ya se ha completado la carotenogénesis y los

intermediarios se han transformado en astaxantina.

4.2. Andlisis del crecimiento de la levadura en una fuente de carbono fermentable
(glucosa) y una no fermentable (succinato).

La- produccion de carotenoides es mayor y comienza antes en el ciclo de
crecimiento cuando la levadura crece en MM succinato con respecto a MM glucosa.
Estos resultados sugieren que el tipo de metabolismo y la fuente de carbono afectan la
sintesis de carotenoides y concuerda con la hipdtesis que la carotenogénesis en X
dendrorhous estaria reprimida por glucosa. Asi, al no haber glucosa en el medio de
cultivo no habria represién y la sintesis de carotenoides comenzaria antes. De esta
manera, la represién catabdlica, efecto mediante el cual la glucosa reprime los genes que
codifican las enzimas que catalizan etapas irreversibles de la via gluconeogénica, del
ciclo de Krebs, de la respiracion, y enzimas para metabolizar otras fuentes de carbono
como maltosa, etanol, glicerol, etc. (Gancedo, 1998) estaria operando en X
dendrorhous. Durante las primeras horas de crecimiento en MM glucosa, durante su
fermentacién, la produccién de carotenoides tiende a disminuir. Luego, cuando la
concentracion de glucosa ha disminuido de 20 a 5,7 g/1 (0,57 %) los pigmentos
aumentan, sugiriendo que el umbral donde la concentracién de glucosa actia como
represor es un orden de magnitud mayor que en S. cerevisiae. De hecho, en S. cerevisiae
la concentracién de glucosa minima que es capaz de producir represién catabdlica es

0,05 %. Es probable que exista represién catabélica de los genes de carotenogénesis en

X. dendrorhous ya que se han encontrado secuencias de unién al regulador Migl (factor




86

transcripcional que se une a los genes reprimidos por glucosa). De ser asi, la minima
concentracién de glucosa capaz de producir represion catabdlica seria méds de 10 veces
mayor que en S. cerevisiae.

El patrén de expresién de los genes de carotenogénesis difiere entre glucosa y
succinato. Para realizar esta comparacién debe tenerse en cuenta que los tiempos
absolutos no son comparables ya que el ciclo de crecimiento en MM succinato es mas
prolongado que el crecimiento en MM glucosa. Los genes idi y crtE no son genes
exclusivos de la carotenogénesis ya que las enzimas que codifican participan en otros
procesos celulares. Se observé que los mismos tienen un comportamiento similar en
glucosa y succinato. El gen crtS, que codifica la enzima astaxantina sintasa tiene su
madximo de expresion al principio de la fase estacionaria y el comportamiento es similar
en ambas fuentes de carbono. Sin embargo, la expresion de los mensajeros alternativos
de los genes crtl y crtYB durante la fase estacionaria presenta diferencias en ambos
medios de cultivo. Este hecho apoya la hipédtesis acerca del potencial rol regulatorio de
los mensajeros alternativos de estos genes (Lodato y cols., 2003).

El patrén de sintesis de carotenoides a lo largo del ciclo de crecimiento en MM
succinato y MM glucosa muestra que los intermediarios de la ruta carotenogénica se van
formando secuencialmente segiin el orden en que son producidos en la ruta. Este patrén
se repite en el cultivo en YM succinato y en YM sin glucosa con adicién de etanol.

Como se menciond en la parte 3.3.3 (pdgina 53), serfa esperable que la induccién
de la expresién de un gen preceda el aumento del producto de la enzima codificada por
dicho gen. Sin embargo, en MM succinato el nivel de astaxantina comienza a aumentar

por encima del nivel detectado a tiempo cero antes que se induzca el gen crtS
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(astaxantina sintasa) aunque su mRNA es claramente detectable desde el inicio del
crecimiento. En cambio, en MM glucosa el nivel de astaxantina comienza a aumentar
después que se induce la expresion del gen cr£S y el mismo comportamiento se observa
en YM succinato. Por lo tanto, comparando los patrones de sintesis de carotenoides
intermediarios con los de expresion de genes, no es posible establecer una correlacién
temporal entre ambos. Dado que los niveles de mRNA ¢rtS se detectan desde el inicio
del cultivo, estos podrian traducirse y formar enzima suficiente como para que ocurra
carotenogénesis. A su vez, podria estar ocurriendo que parte de los carotenoides
detectados al principio del ciclo de crecimiento provienen del indculo y que perduran un
cierto tiempo en el cultivo. De la misma manera, las células podrian traer consigo las
enzimas carotenogénicas y el aumento de astaxantina antes de la induccién de la
expresion del gen crtS podria deberse a un aumento en la actividad de la enzima ya
presente en la célula. En este sentido, en H. pluvialis existe evidencia de la activacién de
la carotenogénesis independientemente de la transcripcion y de la traduccién. Kobayashi
y cols. (1993) demostraron que la sintesis de pigmentos en H. plivialis se inducia con
Fe* (compuesto generador de ROS) aiin en presencia de inhibidores de la transcripcion
y de la traduccién. Estos resultados sugieren que la sintesis de enzimas ocurre antes de la
induccién con Fe** y que el Fe** estaria mediando un mecanismo de activacién post-
traduccional de la sintesis de carotenoides, que podria ser a nivel de la actividad de la
enzima. Adicionalmente, se observé que el efecto inductor del Fe** podia ser
reemplazado por otros compuestos generadores de ROS. Por otro lado, existe evidencia
que la adicién de compuestos generadores de ROS no afecta el nivel de los mensajeros

de los genes fitoeno sintasa y B-caroteno hidroxilasa en H. pluvialis (Steinbrenner y
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Linden, 2001). En este sentido, una forma de regulacién post-traduccional fue descrita
en el alga unicelular Dunaliella bardawil, en la cual un aumento en la concentracién de
B-caroteno estaria regulada por un efecto de inhibicién por producto final de la via, y no
por un aumento de los niveles de mensajero ni de proteina de las enzimas fitoeno sintasa

y fitoeno desaturasa (Rabbani y cols., 1998).

4.3. Andlisis de la expresién de genes de carotenogénesis y produccién de
carotenoides en YM succinato.

En YM succinato la carotenogénesis ocurre desde el principio de la fase de
crecimiento y no se observa una fase lag seguida por la induccién de la misma como la
observada en YM glucosa (Lodato y cols., 2007) probablemente porque no hay glucosa
en el medio y por lo tanto no habria represién catabdlica. Asi, el hecho que la
carotenogénesis esté asociada o no al crecimiento dependeria de las condiciones
fisioldgicas en que se encuentre creciendo la levadura.

Comparando el patrén de expresién del gen crzS (astaxantina sintasa) y la
produccién de astaxantina en YM succinato y MM succinato, no es posible establecer
una correlacion cuantitativa entre los niveles de los mRNAs de las enzimas y los niveles
de los carotenoides sintetizados por dichas enzimas. El valor mdximo de expresién del
gen crtS en YM succinato (0,40) es comparable al mdximo en MM succinato (0,39). Sin
embargo la cantidad de astaxantina producida es notoriamente menor en YM succinato
que en MM succinato. La cinética de la expresién de los genes de carotenogénesis
durante el crecimiento de la cepa silvestre en YM glucosa mostraron que sus niveles son

maximos en el perfodo de induccién de la biosintesis de carotenoides y disminuyen
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posteriormente a partir de la fase exponencial tardia (Lodato y cols., 2007). Sin
embargo, a partir de ese momento la concentracién celular de carotenoides comienza a
aumentar. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que no existe una relacién
lineal entre los mniveles de mRNA de genes de carotenogénesis y los niveles de
carotenoides. En YM succinato se observa acumulacién de precursores de astaxantina y
de B-caroteno a partir de la fase estacionaria y sugiere una insuficiencia en la actividad
astaxantina sintasa. Sin embargo, el mensajero del gen crzS alcanza niveles de expresién
similares a los alcanzados en MM succinato, en donde la actividad astaxantina sintasa es
elevada y no hay acumulacién de precursores. Esto sugiere que no habria regulacién
transcripcional del mRNA que codifica dicha enzima en las condiciones del
experimento. La limitacidn podria estar en algiin paso posterior a la transcripcién, como
puede ser eficiencia de traduccién del mensajero o regulacién de la actividad de la
enzima.

La competencia por el licopeno entre las enzimas fitoeno desaturasa (crtl) y
licopeno ciclasa (crtYB) gobiema el flujo metabdlico hacia astaxantina o hacia HDCO.
El equilibrio entre desaturasa y ciclasa es muy importante en esta reaccién. De acuerdo
al perfil de carotenoides monociclicos observado en YM succinato, lo mds probable es
que estén ocurriendo dos tipos de reacciones a partir del gama caroteno. Primero, la
adicién al gama caroteno de grupos ceto e hidroxilo por la enzima astaxantina sintasa
para formar OH ceto gama caroteno. Segundo, la desaturacién del gama caroteno por la
enzima fitoeno desaturasa para formar toruleno (Figura 1). Luego la adicién de un grupo
ceto al toruleno por la enzima astaxantina sintasa para formar ceto toruleno y finalmente

la adicién de un grupo hidroxilo por la misma enzima para formar HDCO. Estos
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carotenoides monociclicos, excepto el HDCO, no se detectan en MM succinato. El paso
catalizado por la fitoeno desaturasa es de gran relevancia para la diversidad de los
carotenoides que se forman (Garcia-Asua y cols.,, 1998). Se observa una gran
acumulacién de fitoeno hasta las 47 h. Los carotenoides monociclicos comienzan a
aparecer después que empieza a disminuir el fitoeno, a partir de las 60 h, probablemente
porque el mismo comienza a ser consumido. Por lo tanto, es probable que la
acumulacién de fitoeno observada antes se deba a un defecto en su consumo mds que a
un exceso de su produccién. Dicho defecto podria correlacionarse con el nivel de
expresion de mmRNA cr#l y de amRNA cri cuyos valores méaximos de expresion
relativa son 0,622 y 0,267, respectivamente. En cambio en MM succinato ambos
mensajeros alcanzan niveles similares de expresion, 0,64 y 0,61 respectivamente (Figura
5B). Esto indica que la expresién del amRNA cr¢l es menor en YM que en MM
succinato, por lo que la relacion mmRNA cr# / amRNA crtl es mayor en YM.
Considerando el posible rol regulatorio del amRNA cr# y teniendo en cuenta que es el
mensajero maduro del gen crtl es el que puede traducirse para formar proteina activa,
entonces en YM habria mayor proporcién de la enzima fitoeno desaturasa, lo cual
marcaria un desbalance favoreciendo las reacciones de desaturacién con la consiguiente
formacidn de carotenoides monociclicos en detrimento de la formacion de astaxantina.
Por otra parte, los genes de carotenogénesis parecen tener siempre el mismo patrén
de expresién aunque con pequefias variaciones, y en los mismos tiempos del ciclo de
crecimiento. Sin embargo, los carotenoides muestran patrones de produccién muy
distintos entre si. Estos resultados globalmente, sugieren la existencia de algin

mecanismo de regulacién post-transcripcional, como por ejemplo la estabilidad del
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mRNA. En este sentido, en S. cerevisiae se ha demostrado que la regién 5'UTR del
mRNA del gen SDH2, el cual codifica para la subunidad de la succinato deshidrogenasa
que une hierro, es capaz de conferir inestabilidad a dicho mensajero cuando la levadura
crece en glucosa (de la Cruz y cols., 2002). Los mismos autores demostraron que estos
cambios en la estabilidad del mRNA estén correlacionados con cambios en la eficiencia
de traduccién de dicho mensajero. Estudios de proteémica realizados en H. pluvialis
demostraron que las enzimas isopentenil pirofosfato isomerasa (gen idi) y licopeno
ciclasa (gen crtYB) aumentaban sus niveles después de ser inducidas con luz (Kim, J-D y
cols., 2006), lo cual demuestra la existencia de regulacién traduccional en la ruta
carotenogénica. No obstante, 1a regulacién también podria ocurrir a nivel de la actividad
de la enzima, por ejemplo, por disponibilidad de oxigeno debido a que las reacciones de
oxigenacién (adicién de grupos ceto e hidroxilo) consumen gran cantidad de oxigeno
(Ojima y cols., 2006) y parecen ser las limitantes en YM succinato.

De esta manera podriamos hipotetizar que la ruta de carotenogénesis estaria
regulada transcripcionalmente a nivel de los genes crtl, crtYB y crtS, y post-
transcripcionalmente a nivel de la astaxantina sintasa (regulacién de la actividad de la
enzima por estrés oxidativo). Los mecanismos de regulacion post-transcripcional son
muchos y variados y para aclarar este punto es fundamental cuantificar las enzimas de

carotenogénesis, asi como también determinar su actividad.

4.4. Anilisis del efecto del flujo de aire en la carotenogénesis.
El hecho que el contenido celular de carotenoides no contintie aumentando

cuando el flujo de aire aumenta por encima de 7,4 1/min, podria estar relacionado con el
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hecho de que la solubilidad del oxigeno en medio acuoso estd limitada (Liu y cols.,
2006).

Los resultados obtenidos respecto al bajo porcentaje de astaxantina en YM
succinato sugieren una limitacién relacionada con la reaccién de biosintesis de
astaxantina, como podria ser la falta de oxigeno para completar dicha reaccién; la
enzima astaxantina sintasa podria estar regulada a nivel de su actividad por oxigenacién
del medio de cultivo. El aumento del porcentaje de astaxantina observado al aumentar el
flujo de aire apoya esta hipdtesis. Es probable que debido a este tipo de regulacién, la
astaxantina sintasa no tenga un mensajero alternativo como lo tienen las enzimas fitoeno
desaturasa y fitoeno-8-caroteno sintasa. Asi, la carotenogénesis podria estar regulada
transcripcionalmente por esas dos enzimas, y la astaxantina sintasa podria responder a
estimulos relacionados con el estrés oxidativo, por ejemplo, aireacion, crecimiento en
fuentes de carbono no fermentables como etanol, succinato y glicerol. La idea que las
reacciones de oxigenacién de la astaxantina sintasa son las limitantes en la via estd
apoyada por el hecho que aumentando la dosis génica para dicha enzima, las reacciones
de hidroxilacién y cetolacion también funcionan en mayor grado (Sandmann, 2006;
datos no publicados). Cuando una cepa de X. dendrorhous portadora de una copia extra
del gen crtYB fue transformada con el gen de la astaxantina sintasa, el nivel de
intermediarios bajé notoriamente y el porcentaje de astaxantina aumenté de 60 a 90 %.
Por lo tanto, pueden plantearse 2 hipdtesis con respecto al rol del oxigeno en las
reacciones de carotenogénesis: 1) el oxigeno es un factor limitante para las reacciones
finales de la carotenogénesis debido a su baja solubilidad en medio acuoso (Liu y cols.,

2006); 2) el oxigeno podria ser el responsable del estrés oxidativo generado, y como la
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astaxantina es el carotenoide que tiene mayor capacidad de captacién de ROS, su
produccién aumentaria la capacidad de destoxificacién de la célula. Para comprobar la
segunda hipétesis podria cuantificarse el contenido de carbonilos en las proteinas

celulares, los cuales se forman como producto del estrés oxidativo por ROS.

4.5. Andlisis de la induccién de la carotenogénesis utilizando etanol como agente
inductor.

Resultados anteriores de nuestro laboratorio mostraron que cuando la cepa
silvestre es cultivada en medio YM con glucosa se produce etanol como producto de la
fermentacién de la glucosa y que la carotenogénesis se induce cuando comienza a
consumirse dicho etanol. Luego se observé que la levadura era capaz de crecer en medio
YM sin glucosa y que la produccion de carotenoides en esas condiciones era escasa, lo
cual sugiri6 que el etanol podria estar involucrado en la induccién de la carotenogénesis.
En base a estas observaciones, surgi6 la idea de agregar etanol a un cultivo en YM sin
glucosa, durante la fase estacionaria del mismo, momento en el cual el etanol hubiese
aparecido en un cultivo en ' YM con glucosa. Resultaba interesante estudiar la induccién
de la carotenogénesis en un sistema como éste, en el cual la.misma se encuentra
parcialmente reprimida. En efecto, al agregar etanol a un cultivo de las caracteristicas
mencionadas, la produccién de carotenoides aumenté en 31 %. En X. dendrorhous, se ha
demostrado el aumento de la produccién de carotenoides por fuentes de carbono no
fermentables como etanol (Gu y cols., 1997; Yamane y cols., 1997) y por compuestos
liberadores de ROS (Igusa y cols., 2005). Sin embargo, hasta el momento no se ha

correlacionado el aumento de la produccidn de carotenoides con la induccién de los
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genes de carotenogénesis por agentes agregados externamente. Con el objetivo de
determinar si los genes de carotenogénesis se inducian luego de la adicién del etanol, se
determiné la expresién de los mismos. Se observé que los genes exclusivos de la
carotenogénesis crtl, crtYB y crtS aumentaban su expresién con respecto a la expresién
en un cultivo sin etanol, mientras que los genes tempranos de la ruta, idi y crtE, que
ademds participan en otras rutas metabélicas, no aumentan su expresién luego de la
adicién de etanol. Si el aumento de la expresién de los genes se debiese a un efecto del
crecimiento de la levadura, entonces serfa esperable que todos los genes aumentaran su
expresién luego de adicionar etanol, pero claramente esto no ocurre. Sin embargo, para
separar definitivamente el efecto sobre el crecimiento del efecto puramente inductor del
etanol sobre la carotenogénesis, seria necesario impedir el crecimiento con un agente
inhibidor de la sintesis proteica como por ejemplo la cicloheximida. El hecho que
solamente los genes exclusivos de carotenogénesis induzcan su expresién en presencia
de etanol confirma la vinculacién de la carotenogénesis con los procesos celulares
responsables de la defensa contra el estrés oxidativo. Los antecedentes con respecto a la
regulacién de los genes de carotenogénesis apuntan hacia un efecto inductor del estrés
oxidativo sobre la carotenogénesis. En este sentido se ha visto que las especies reactivas
de oxigeno (ROS) regulan la expresién de genes de la carotenogénesis a nivel
transcripcional en plantas (Bouvier y cols., 1998) y en N. crassa (Igusa y cols., 2005).
En H. pluvialis se ha demostrado ‘que los genes de carotenogénesis aumentan su
expresion en condiciones de elevada iluminacién (Steinbrenner y Linden, 2003) y que la
misma depende del estado redox de la célula, el cual es detectado por el sistema

fotosintético de transporte de electrones. En Schizosaccharomyces pombe el gen pbhl
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participa en la respuesta contra estrés oxidativo y su transcripcién aumenta por 6xido
nitrico y carencia de nitrégeno (Cho y cols., 2006) y ademads por etanol (Kim S. J. y
cols., 2006). En lesiones de la mucosa gdstrica de ratas tratadas con etanol, se sabe que
el etanol produce ROS, disminuye la actividad de los enzimas que protegen a la célula
de las ROS y aumentan la peroxidacién de los lipidos. La administracién de astaxantina
extraida de X. dendrorhous a estas ratas captura las ROS, aumenta la actividad de las
enzimas protectoras contra ROS y disminuye la peroxidacién de lipidos (Kim y cols.,
2005). El efecto del etanol sobre la carotenogénesis podria explicarse en parte por los
efectos bioldgicos directos que tiene. el etanol sobre las vias metabdlicas. Los efectos
observados son mds bien una consecuencia del metabolismo del etanol, mas que del
etanol en si (Jones, 1989). La utilizacién oxidativa del etanol produce en primera
instancia elevados niveles de acetaldehido y acetato. Ademds, la reaccién consume
NAD" y produce NADH. El NADH producido anteriormente va a ir a la cadena
respiratoria y al aumentar el flujo de electrones, habrd mds electrones para ser
transferidos al oxigeno formando asi el anién superéxido (Bailey y Cunningham, 2002).
El acetato producido va a provocar un aumento de acetil-CoA. Considerando estas
condiciones, podria decirse que las mismas son propicias para el aumento de produccién
de carotenoides: aumento de ROS y de acetil-CoA. La produccién de astaxantina en
estas condiciones no sélo consumiria el exceso de acetil-CoA, sino que ademds ayudaria
en la destoxificacién de las ROS. Adicionalmente, Gu y cols. (1997) demostraron que el
etanol aumenta 3 veces la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa (HMGR) en los
cultivos cuya produccién de carotenoides estaba incrementada. Dicha enzima cataliza la

sintesis de mevalonato, el cual es un paso muy temprano en la biosinteis de carotenoides




96

(Walker, 1998). Probablemente la utilizacién de etanol con el consiguiente -aumento del

flujo de acetil-CoA requiera de un aumento en la expresion de la enzima HMGR.

4.6. Andlisis de las secuencias reguladoras encontradas en las regiones promotoras
de los genes de carotenogénesis.

Los resultados obtenidos respecto al comportamiento de los mensajeros de los
genes de carotenogénesis y respecto a los carotenoides de la ruta en las distintas
condiciones metabdlicas, llevaron a pensar que los genes de carotenogénesis podrian
estar regulados a nivel franscripcional por reguladores que respondieran a diferentes
tipos de metabolismo y/o a la concentracién de oxigeno en el medio de cultivo. Estas
observaciones motivaron la bisqueda de secuencias regulatorias en las regiones
promotoras de los genes de carotenogénesis.

El hecho que ninguno de los genes estudiados posea secuencias para la unién de
los activadores transcripcionales Hapl y el complejo Hap2/3/4/5, sugiere que los genes
de carotenogénesis no estarian regulados a nivel transcripcional por oxigeno. Las
secuencias de uni6n al factor Migl encontradas en los genes de carotenogénesis sugieren
que estos genes podrian estar regulados por glucosa a nivel transcripcional. De hecho
son los genes crtl y crtYB los que muestran diferencias en la expresién en glucosa con
respecto a succinato. La secuencia de unién a Migl situada 1.519 pb rio arriba del ATG
del gen crtl, no estd en la ubicacién frecuentemente encontrada para este tipo de
secuencias en S. cerevisiae. Esto podria significar que quizds la misma no es funcional o

quizds se trata de una ubicacion atipica de las mismas en el genoma de X. dendrorhous.

Los resultados experimentales obtenidos muestran que el patrén de expresién del gen
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crtS es similar en succinato y glucosa, mientras que el nivel de expresién es mayor en
glucosa. Sin embargo de acuerdo a este estudio, dicho gen posee 2 secuencias de unién
al factor Migl. Por otro lado Alvarez y cols. (2006) encontraron 4 secuencias de unién al
factor CreA rio arriba del sitio potencial de inicio de la transcripcién del gen ¢S y dos
de ellas coinciden con las dos cajas Migl encontradas en este trabajo. Probablemente, el
factor Migl y la represién catabélica estén actuando en la regulacién de este gen pero,
coordinadamente con otros mecanismos de regulacién, los cuales conjuntamente podrian
explicar los resultados obtenidos.

El significado bioldgico de la presencia de un sitio de unidn al represor Rox1 en
el gen crtS es dificil de explicar. La secuencia de unién a Rox1p encontrada en este
trabajo, posee algunas sustituciones con respecto a la secuencia consenso, y las mismas
podrian explicar la expresidn de este gen en aerobiosis. Existe evidencia de que Rox1p
puede unirse a sus secuencias reguladoras con diferente afinidad, lo cual podria explicar
los diferentes niveles de transcritos en idénticas condiciones de disponibilidad de
oxigeno (Zitomer y cols., 1997). Muchos de los genes hipéxicos que son inducidos en
carencia de oxigeno codifican proteinas que funcionan en vias que utilizan oxigeno,
como por ejemplo, reductasas y desaturasas involucradas en la biosintesis de grupos
hemo, esteroles y 4cidos grasos insaturados. Esto podria deberse a que estas protefnas
aumentarian la eficiencia de la utilizacién de oxigeno en condiciones en que el mismo es
escaso, 0 porque esas enzimas son limitantes en sus respectivas vias (Kwast y cols.,
1998).

La diferente combinacién de secuencias-de unién a factores reguladores en las

secuencias promotoras de los genes de carotenogénesis, asi como su ubicacién podrian
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dar cuenta de mecanismos de regulacion diferentes entre estos genes. Los genes crtl y
crtYB podrian tener un mecanismo de regulacién comiin y diferente al del gen crtS en
base a las siguientes observaciones:

a) Los genes crtl y crtYB poseen secuencias de regulacién por glucosa en la misma
posicién respecto al ATG, mientras que el gen cr£S las tiene en una ubicacién
diferente y posee ademds una secuencia de unién al factor Rox1p.

b) Los genes crtl 'y crtYB poseen mensajeros alternativos, mientras que el gen crzS
no posee mensajeros alternativos.

¢) El patrén de expresion de los mensajeros alternativos de los genes crtl y crtYB
varia cuando la levadura crece en glucosa y en succinato, en cambio el del gen

crtS no varia en ambas condiciones.

4.7. Modelo de la sintesis de carotenoides en base a los resultados obtenidos.

En la Figura 26 se presenta un modelo de los procesos metabélicos relacionados con la
carotenogenesis cuando X. dendrorhous crece en un medio minimo con glucosa o con
succinato como tnica fuente de carbono. Asi, cuando la levadura crece en glucosa, la
primera fase del crecimiento ocurre bajo un metabolismo fermentativo y eso favorece la
produccién de biomasa en lugar de carotenoides. Luego el etanol, producto de la
fermentacién, es metabolizado aerébicamente en el ciclo de Krebs. Sin embargo, en
succinato el metabolismo es aerobio durante todo el ciclo de crecimiento y eso favorece
la sintesis de carotenoides en lugar de la de biomasa. En la figura se muestra

esquematicamente que en glucosa la expresién de los mensajeros alternativos de los
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Figura 26: Esquema de lo que ocurriria a nivel de la expresion de los genes de carotenogénesis y de
los carotenoides en un cultivo en MM glucosa (arriba) y uno en MM succinato (abajo). Los niveles de
expresion relativa de los mensajeros de los genes crtl y crtYB estdn representados con una linea
ondulada y corresponden a los niveles encontrados durante la fase estacionaria de crecimiento. TCA:
Ciclo de los acidos tricarboxilicos.
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genes crtl y crtYB durante la fase estacionaria, es menor que la de los respectivos
mensajeros maduros, mientras que en succinato ocurre a la inversa.

Por otra parte, en la Figura 27 se propone un modelo de lo que ocurriria en un
medio completo versus en medio minimo, ambos con succinato. La produccién de
carotenoides totales es similar en ambos medios, sin embargo el porcentaje de
astaxantina alcanzado en el medio completo es mucho menor que en medio minimo. La
expresion de los genes de carotenogénesis tiene patrones similares, incluso para el gen
de la astaxantina sintasa. Sin embargo se observa una notoria diferencia a nivel de la
expresion relativa del mensajero alternativo del gen crtl. El nivel del mismo en medio
completo es menor que en medio minimo, lo cual podria explicar el mayor flujo de la via
carotenogénica hacia los carotenoides monociclicos, en lugar de hacia astaxantina en
medio completo.

En la Figura 28 se esquematiza el aumento de la expresién de los genes de
carotenogénesis al adicionar etanol, asi como también el aumento de los carotenoides.
Se puede observar que los genes asi como los carotenoides més tempranos de la via

aumentan en mayor nivel que los genes y carotenoides m4s tardios de la via.
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Figura 27: Esquema de lo que ocurriria a nivel de la expresion de los genes de carotenogénesis
y de los carotenoides en un cultivo en YM succinato (arriba) y uno en MM succinato (abajo).
Los niveles de expresion relativa de los mensjeros de los genes crtl y crtYB estén representados
con una linea ondulada. TCA: Ciclo de los acidos tricarboxilicos.
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S. CONCLUSIONES

El tipo de metabolismo y la fuente de carbono afectan la cantidad de

carotenoides y el momento en que se sintetizan en el ciclo de crecimiento.

La asociacidn de la carotenogénesis con el crecimiento depende de las

condiciones de cultivo

El patrén de expresidn de genes de la carotenogénesis crtYB y crtl es diferente en
estas dos condiciones estudiadas, sin embargo el gen cr£S presenta patrones de

expresion similares.

No es posible establecer una correlacidn cuantitativa entre el nivel de expresién
de los genes de las enzimas carotenogénicas y el nivel de los carotenoides

producto de su actividad.

La induccidn de la expresion de los genes de carotenogénesis no siempre precede
el aumento de los carotenoides que son producto de la actividad de la enzima

codificada por dichos genes.

La produccion de carotenoides a lo largo del ciclo de crecimiento muestra un
patrén comin de aparicién de los distintos intermediarios, tal que los mds
tempranos aumentan sus niveles antes que los més tardios. Este patrén es
independiente de las condiciones de crecimiento y del medio de cultivo que se

emplee.

El aumento del flujo de aire en cultivos de X. dendrorhous aumenta la actividad

astaxantina sintasa.
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La adicién de etanol a cultivos de X. dendrorhous estimula la sintesis de
carotenoides y aumenta selectivamente la expresién de los genes exclusivos de la
carotenogénesis, pero no la de los genes tempranos de la via que participan en

otras vias metabolicas.

El andlisis bioinformdtico de las regiones promotoras de los genes sugiere que
los genes exclusivos de la carotenogénesis podrian estar regulados por glucosa.

En particular, el gen crtS podria ademds estar regulado por oxigeno.

Los resultados de este trabajo en su conjunto sugieren la existencia de
mecanismos de regulacion post-transcripcionales en la carotenogénesis de X

dendrorhous.

Estos resultados demuestran que modificando la composicién del medio de
cultivo y las condiciones de crecimiento, no solo es posible aumentar la
produccién de carotenoides, sino ademds, la proporcién de astaxantina. Esta
informacién es aplicable desde el punto de vista biotecnolégico ya que el
aumento del flujo de aire y la adicion de etanol son agentes estimulantes de la

produccion de carotenoides y ademads son de bajo costo.
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